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. INTRODUCTION






Dans la nature, les microorganismes peuvent étre soumis & des variations
environnementales telles que des changements physiques comme la température ou la
pression osmotique, ou des changements chimiques, notamment les agents toxiques ou les
carences alimentaires. La survie et la capacité de reproduction de I’individu dans ces
nouveaux environnements et celles de I’espece dans une communauté de microorganismes est
assurée par I’existence d’une grande variété de méecanismes pouvant étre regroupés en deux
classes. La premiére classe comprend les mécanismes qui permettent a I’organisme de
moduler ou de modifier son métabolisme suite a la variation environnementale via une
cascade de régulation de I’expression de certains génes. La deuxieme classe regroupe les
mécanismes qui permettent la diversification des génomes dans une population. Cette
diversité génétique ainsi créee et la modulation de I’expression génique permettent la survie
d’une population par la sélection naturelle des organismes les plus adaptés dans un

environnement donné.

Les mutations, y compris les réarrangements genomiques, constituent la source de la
diversité genétique nécessaire a I’adaptation des microorganismes a leur environnement et a
I’évolution des espéces. Le taux de mutation est modulable entre individus d’une méme
population ou entre populations d’une méme espéce. Par ailleurs, au sein d’un individu, il
n’est pas constant en différents endroits du génome. Il existe ainsi des mécanismes qui
augmentent le taux de mutation général du microorganisme et permettent a celui-ci de se
trouver dans un état dit mutateur. En outre, le taux de mutation est plus élevé dans certaines
régions du génome, appelées loci mutables, sans spécialement faire appel a un état mutateur

géneralisé.

La description de [I’hypermutabilité, des divers mécanismes impliqués et
indispensables a la création du polymorphisme genétique de I’espece et donc a I’adaptation de
I’espece lors de certaines carences vont permettre d’introduire I’objectif du travail présenté
dans ce mémoire. La thématique étudiée concerne la dynamique mutationnelle du génome de
la bactérie Gram™ a haut pourcentage en G+C et productrice d’antibiotiques, Streptomyces
ambofaciens. Cette dynamique mutationnelle correspond a la modulation de la régulation de

certains génes ou a la formation de réarrangements chromosomiques a haute fréquence. Elle



peut étre affectée par des facteurs génétiques et par des facteurs environnementaux lors de

carences nutritives.

1. Les mutations: source de diversité génétique

1.1. Concept et types de mutation

Le génome est soumis a deux grandes forces, en apparence antagonistes, lI’une
conduisant a sa stabilité et I’autre a sa dynamique. La stabilité de I’information génétique
résulte de la réplication semi-conservative de I’ADN et de I’activité de divers systémes
enzymatiques de réparation, capables de corriger les modifications de bases et les erreurs
post-réplicatives au sein de cette molécule. Cependant, cette stabilité génétique n’est
gu’apparente car I’information génétique est I’objet de modifications permanentes appelées
mutations. Ces mutations peuvent soit affecter la séquence d’un géne soit faire varier
I’organisation du génome par réarrangement de segments chromosomiques. Le génome est
donc une structure dynamique avec de nombreux changements. Les effets des mutations sur le
phénotype varient a partir de ceux qui sont imperceptibles & ceux qui modifient radicalement
le phénotype.

Les mutations peuvent étre regroupées en trois catégories. La premiére implique des
changements locaux qui affectent la séquence d’un géne et correspond aux mutations
géniques. Il s’agit de substitutions, d’insertions ou de délétions d’un ou plusieurs nucléotides
ou d’inversions d’une courte séquence. La deuxiéme comprend les mutations
chromosomiques qui sont caractérisées par la perte, le gain ou le réarrangement de segments
chromosomiques et qui modifient ainsi la structure du chromosome. Ces mutations incluent
les duplications, les amplifications de séquences, les inversions et les délétions de grands
segments chromosomiques. Enfin, la troisieme, qui peut étre considérée comme une mutation
de type chromosomique, est basée sur le transfert horizontal de genes et donc sur I’acquisition
potentielle de nouvelles caractéristiques. Cette acquisition d’information génétique, qui
conduit a des insertions et remplacements par perte de séquences, résulte trés souvent

d’échanges de matériel génétique entre bactéries. Ces différentes mutations qui ont été



identifiées et décrites en conditions de laboratoire sont en fait trés fréquentes dans

I’environnement et créatrices de diversité génétique.

1.2. Les mutations sont créatrices de diversité génétique

1.2.1. Impact des différents types de mutations dans la diversité des

populations bactériennes

La substitution de bases est le processus évolutif le plus graduel et le plus lent. En
effet, si une mutation dans une région du gene correspondant au site actif d’une enzyme peut
avoir un impact immediat, la probabilité de modifier une fonction existante en une seule
substitution, se produisant aléatoirement, est relativement faible. Il faut souvent un grand

nombre de substitutions pour aboutir a une nouvelle fonction biologique (Arber, 1993).

Par contre, de nouvelles fonctions peuvent étre créées dans un génome par duplication
de genes. L accumulation de mutations peut alors aboutir a la creation de nouvelles fonctions
assurées par I’'une des deux copies du gene dupliqué. Ainsi, chez Escherichia coli, I'a-
lactalbumine et le lysozyme de type C sont des protéines de fonctions trés différentes mais ont
des structures homologues. Ces deux protéines seraient donc issues de genes résultant de la
duplication et qui auraient divergés (Kumagai et al., 1992). Par ailleurs, une structure
chromosomique originale pour un chromosome bactérien a été décrit chez un mutant de
Streptomyces ambofaciens (Wenner et al., 2003). Le chromosome de ce mutant a une taille
approximative de 13 Mb alors que celui du sauvage présente environ 8 Mb. Cette structure
résulte d’une fusion de deux chromosomes linéaires partiellement délétés dans le méme bras
chromosomique. Ainsi, le mutant caractérisé chez S. ambofaciens présente de nombreux
genes dupliqués au sein de son génome et, en terme d’évolution, ces duplications pourraient
favoriser I’apparition de nouvelles fonctions. Par ailleurs, Wolfe et Shields suggerent que la
structure génomique actuelle de Saccharomyces cerevisiae dériverait d’une duplication
entiere du génome ancestral aboutissant a la tétraploidie de I’organisme accompagnée de
deélétions ultérieures (Wolfe & Shields, 1997). De plus, des résultats récents indiquent que

pour 95 % des genes dupliqués, un des deux génes garde la fonction ancestrale et I’autre code



une nouvelle fonction (Kellis et al., 2004). Cet organisme représente donc un modéle
d’évolution rapide par duplication de génes.

L’amplification de certains genes constitue une mutation qui conduit souvent a leur
surexpression et qui peut étre sélectionnée. Le caractére instable d’une amplification peut
conduire soit au retour a I’état initial, par recombinaison homologue entre les copies répétées,
soit a un état intermédiaire avec un nombre de copies réitérées variable. Ainsi, I’lamplification
de certains génes comme ceux de résistance aux antibiotiques peut étre maintenue dans une
population pendant un certain temps puis peut étre modulée voire éliminée (Romero &
Palacios, 1997). En outre, I’amplification d’une séquence augmente la probabilité qu’une
mutation se produise dans une copie réitérée. Ainsi, par la réversibilité de I’amplification et
par conséquent apres perte de I’amplification, I’allele muté peut étre sélectionné et fixé dans
la population (Romero & Palacios, 1997). L amplification de séquence pourrait d’ailleurs étre
impliquée dans le phénomeéne de mutabilité en phase stationnaire. Des mutants S-gal peuvent
réverter et étre ainsi sélectionnés sur milieu contenant du lactose comme unique source de
carbone. L’hypothese d’une réversion d’une mutation frameshift dans le gene codant la -
galactosidase avait été postulée (Cairns & Foster, 1991). Des résultats récents suggeérent en
fait que la mutabilité de ce gene résulterait de I’état d’amplification de ce gene lors de la
culture des bactéries Lac- sur milieu de sélection. Ce postulat serait basé sur deux faits.
Premiérement, si le locus muté présente une expression résiduelle de I’activité, son taux
d’expression est d’autant plus fort que le nombre de réitération de ce locus est élevé.
Deuxiéemement, des événements de réversion peuvent avoir lieu plus fréquemment si le locus
est présent en plusieurs copies. Ces événements peuvent ensuite étre sélectionnés par la

bactérie pour s’adapter et croitre sur le milieu de sélection (Andersson et al., 1998).

D’autres types de réarrangements chromosomiques constituent également des
mécanismes d’évolution rapide. Ces réarrangements peuvent modifier des fonctions
particulieres notamment par fusion de génes, en placant un gene sous le contréle d’une
nouvelle région promotrice ou en modifiant I’organisation du génome. Ainsi, en comparant
les cartes de restriction du génome de différentes espéces ou souches d’une méme espece, des
événements d’inversion ont été mis en évidence. Ils peuvent résulter soit d’événements de

recombinaison homologue entre séquences répétées de type rrn ou IS soit d’événements de



recombinaison non homologue (Daveran-Mingot et al., 1998; Gibbs & Meyer, 1996; Rocha
& Blanchard, 2002; Stibitz & Yang, 1999). Par exemple, il a été montré que pres de la moitié
du chromosome de Salmonella paratyphi avait subi une inversion par rapport a celui de
Salmonella typhimurium. Ceci résulte d’une recombinaison entre deux génes rrn (Liu &
Sanderson, 1995).

L’accumulation de mutations ponctuelles ou les événements de réarrangements
génomiques ne peuvent a eux seuls rendre compte de la capacité qu’ont les bactéries
d’exploiter de nouveaux environnements. En effet, la grande diversité observée au sein de
certaines espéces bactériennes résulte probablement en grande partie de I’acquisition de géenes
par transfert horizontal. Par exemple, la distinction entre E. coli et [’espece
phylogénétiqguement tres proche Salmonella enterica ne peut étre expliquée par une évolution
par mutations ponctuelles des génes communs a ces deux especes mais plutdt par une suite
d’événements de transfert horizontal (Lawrence & Ochman, 1998). Le taux de genes
échangés dans certains génomes bactériens totalement séquencés a été estimé en analysant
quelques caracteéristiques de leur séquence telles que la composition en G+C ou I’utilisation
différentielle de codons (Ochman et al., 2000). Ce taux varie de 0 % pour les bacteries
intracellulaires, c’est-a-dire vivant dans un environnement limité en ADN donneur, comme
Mycoplasma genitalium ou Borrelia burgdoferi, a 12,8 % pour E. coli et 16 % pour
Synechocystis PCC6803 (Ochman et al., 2000). Par ailleurs, il est a noter que ces
pourcentages sont tres sous-estimés étant donné que les éveénements de transfert de genes
présentant un pourcentage en G+C similaire au génome receveur ou une utilisation similaire
des codons ne sont pas decelables par ce type d’analyse. Ainsi, une grande majorité des
génomes bactériens porte des géenes issus d’ancétres différents et acquis par transfert
horizontal. Ces genes sont souvent échangés par bloc de genes et sont dans certains cas des
flots de pathogénicité. La taille de ces Tlots est variable mais est en général grande. Par
exemple, I’Tlot de pathogénicité nommé SPI-3 de 17 kb a été transféreé et intégré dans le
génome de S. enterica et celui de 70 kb nommé PAI chez une souche pathogéne d’E. coli
(Ochman et al., 2000). Un Tlot symbiotique de 500 kb, portant des genes impliqués dans la
nodulation et la fixation d’azote, a été transféré chez Mesorhizobium loti (Ochman et al.,
2000). Par ailleurs, plusieurs Tlots de pathogénicité peuvent étre présents sur un méme
génome (Ochman et al., 2000). Ainsi, par des événements de recombinaison, ces flots,
pouvant étre qualifiés d’instables, sont source de plasticité génomique (Middendorf et al.,
2004). Chez la souche E. coli 536, au moins cing Tlots de pathogénicité (PAI | a PAI V) ont

été mis en évidence sur le chromosome (Middendorf et al., 2004). La frequence de delétion de



chacun de ces flots a été estimée. Avec une fréquence respective de 2.10™ et 5.107, les flots
PAI Il et PAI 111 sont les plus instables. Les Tlots PAI I et PAI V s’excisent & une fréquence
respective de 2.10° et 1.10°° alors que I'flot PAI IV est relativement stable. La stabilité de ce
dernier est expliquée par I’absence de répétitions directes aux extréemités (Middendorf et al.,
2004). De plus, la délétion de PAI 11 et PAI 111 est induite par des stimuli environnementaux
telle la variation de température. Tandis que I’excision de PAI I, PAI 11 et PAI V requiert une
recombinaison site-spécifique utilisant les petites répétitions directes situées aux extrémités de
leurs séquences, celle de PALI 11 peut avoir lieu soit par recombinaison site-spécifique soit par
recombinaison homologue entre deux IS (Middendorf et al., 2004). Ainsi, le génome d’E. coli

peut étre modulé par délétion d’Tlots de pathogenicité.

La nature des génes échangés entre organismes est trés variée. Des genes du
métabolisme, de dégradation, de détoxification, de résistance, de virulence, du systéme de
restriction-modification ou encore des genes de biosynthése des exopolysaccharides ont été
échangés entre populations bactériennes (Bourgoin et al., 1999; Burrus et al., 2001; Davison,
1999; Groisman & Ochman, 1997; Stevens et al., 1990). Cependant, tous les genes ne sont
pas de bons candidats au transfert horizontal. Les genes dits variables ou certains génes de
contingence, présents uniquement dans certaines souches ou certaines especes et conférant un
avantage a I’individu seulement dans certaines conditions, semblent pouvoir étre échangés
plus efficacement au sein de diverses especes et genres bactériens (Lawrence & Ochman,
1997). Ces génes constitueraient donc une sorte de « pool » de genes pouvant étre partagés,

échangés entre ces organismes.

Ainsi, les transferts horizontaux participent activement et rapidement & I’acquisition de
nouvelles fonctions par une bactérie. Lawrence et Roth suggerent que le mécanisme
d’acquisition de genes, associé a des délétions, serait a I’origine de la spéciation chez les
bactéries (Lawrence and Roth, 1999). En effet, si une séquence transférée et intégrée dans le
génome de la bactérie réceptrice apporte un avantage a celle-ci dans des conditions
environnementales particuliéres, alors ce fragment d’ADN acquis sera immédiatement
sélectionné au détriment d’une séquence endogene dont I’avantage sélectif sera plus faible
gue la séquence transférée et qui sera ainsi perdue par délétion. Ainsi, I’adaptation des
bactéries a une modification de leur milieu ou a un nouvel environnement est souvent due a
une acquisition de fonctions nouvelles suite a un transfert horizontal. Le transfert horizontal

présente donc un fort impact dans I’évolution et I’adaptation des espéces.



1.2.2. Concept et nature de la diversité intraspéecifique

Les modifications ou les échanges d’information génétique peuvent impliquer des
individus appartenant a des especes différentes ou des genres différents, créant ainsi une
diversité intraspécifique et a terme interspécifique, ou a des souches appartenant a la méme
espece, créant dans ce cas une diversité intraspécifique. Par ailleurs, une diversité
intraclonale, visualisable au niveau phénotypique ou génotypique, a également été mise en

évidence chez de nombreuses souches bactériennes.

Le concept méme d’espece bactérienne sous-entend une diversité génétique entre les
différents individus de I’espéce. Actuellement, un des parameétres permettant de classer des
souches dans une espece est I’hybridation ADN /ADN. Deux souches appartiennent a la
méme espece si elles présentent au moins 70 % d’identité. Ainsi, 30 % de divergence peuvent
exister entre souches d’une espéce donnée. Cette divergence peut impliquer la taille et/ou la
structure du génome et/ou une modification de la séquence du genome et/ou la présence
d’éléments extrachromosomiques. Cependant, certaines espéces bactériennes sont présentées
comme qualifiées de monomorphes. C’est le cas par exemple de Bacillus anthracis. Cette
espéce fait partie tout comme Bacillus cereus et Bacillus thuringiensis du groupe des bacilles.
Des comparaisons de profils de macrorestriction obtenus en PFGE (Pulsed-Field Gel
Electrophoresis) et en AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism) ont permis de
montrer une diversité génétique importante entre différents isolats de B. cereus et
B. thuringiensis. Contrairement a ces deux espéces, les différents isolats de B. anthracis ne
sont pas différenciables par ce type d’analyse (Radnedge et al., 2003). Cette espece serait un
clone et serait ainsi qualifiée d’espece monomorphique. Une variabilité est quand méme
décelable en analysant des régions avec un nombre de répétitions en tandem pouvant varier
(Hill et al., 2004). Il est suggére que cette espece serait un derive d’une souche de B. cereus
ayant acquis par transfert horizontal deux plasmides virulents (Hill et al., 2004). Ainsi, la

classification de certaines especes bactériennes telle B. anthracis serait a redéfinir.



La variabilité génétique est notamment due a I’insertion de sequences d’ADN telles
que les plasmides, les phages ou les transposons (Schmidt et al., 1996). Les souches de
Leptospira interrogans possédent un chromosome circulaire dont la taille varie entre 3850 kb
et 5450 kb. Les auteurs suggerent que cette variabilité pourrait étre due a la présence de
séquences répétées et de plasmides (Saint Girons et al., 1992). Par ailleurs, une diversité
importante impliquant I’organisation du génome peut étre observée. En effet, de nombreuses
séquences d’insertions et séquences répétées provoquant des réarrangements chromosomiques
ont été mises en évidence dans le genome d’Helicobacter pylori (Jiang et al., 1996). De plus,
I’analyse du contenu en bases G+C dans le génome de cette bactérie a montré que le transfert
horizontal pouvait étre également a I’origine du polymorphisme observé au sein de cette
espéce (Bjorkholm et al., 2001; Marshall et al., 1998). Chez S. typhimurium, les souches
sauvages d’origines différentes présentent 21 organisations chromosomiques différentes.
Cette diversité est le résultat d’événements de recombinaison homologue s’étant produits
entre operons ribosomiques (Liu & Sanderson, 1996). Par ailleurs, les souches de
B. burgdorferi contiennent une variété d’éléments extrachromosomiques, linéaires ou
circulaires dont la taille varie de 8,4 kb a 300 kb (Saint Girons et al., 1992). 1l a été identifié,
pour 208 souches de Vibrio vulnificus, une relation entre la diversité intraspécifique et les
variations environnementales, et plus particulierement la température. Ce polymorphisme a
été déterminé par comparaison de profils obtenus par la technique de RAPD (Random
Amplified Polymorphism DNA) en estimant I’indice de diversité génétique des isolats
prélevés chague mois. Ainsi, mis a part le fait qu’aucune souche ne soit détectée en hiver (de
décembre a février), il a été montré que I’indice de diversité génétique des souches isolées en
mars était de 0,9167 alors qu’une diversité intraspécifique plus importante (de 0,9933) a été

estimeée pour les souches isolées au mois d’avril (Lin et al., 2003).
Ainsi, la création de diversité génétique est un phénomene omniprésent. Dans la tres

grande majorité des cas, une variabilité intraspécifique ou intraclonale caractérise les espéces

bactériennes.
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2. Mécanisme de survie : un état mutateur

Le taux de mutation peut varier entre individus d’une méme espéce ou entre
populations d’une méme espece. En effet, dans certaines conditions environnementales, ou
apres mutations de certains genes, le taux de mutation de certains genes peut étre augmenté.
La cellule est alors dans un état qualifié de mutateur qui peut étre transitoire ou acquis, c’est-
a-dire transmis a la descendance pendant de nombreuses générations. L’établissement d’un tel
état permet, au sein d’une population bactérienne, la diversification des populations et donc, a

terme, des especes.

2.1. Concept de mutateur

Chez les bactéries, les mutants avec un phénotype mutateur [Mut] preésentent une
fréquence relative de mutations spontanées plus élevée que le sauvage [Mut']. La recherche
des mécanismes de contrble de I’intégrité du génome ont amené a rechercher des mutants
avec des taux élevés de mutations. Ces mutateurs ont été trouves soit par leur existence
préalable dans une collection de souches soit aprés un traitement mutagénique en les
sélectionnant sur une fréquence de réversion plus élevée pour un marqueur d’auxotrophie,
d’apparition de résistants & un antibiotique ou de réversion du phénotype Lac™ vers Lac’
(Horst et al., 1999).

Lors de la mise en place d’un état mutateur généralisé, la fréquence de mutations de
I’ensemble des genes est augmentée. Dans la majorité des cas, des mutations dans les génes
mutateurs conduisent a I’apparition de mutations ponctuelles ou de réarrangements
chromosomiques tels que des délétions. La fréquence des mutations qui se produisent pendant
les processus de réparation des modifications de I’ADN est 100 a 1000 fois augmentée dans
les cellules déficientes pour les fonctions de réparation post-réplicative et notamment pour les
génes mutD, mutHLS, uvrD ou pour les fonctions de réparation des guanines oxydées et

notamment pour les génes mutM, mutY ou mutT. Par ailleurs, a travers la génération de telles
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mutations des mutateurs, les mutateurs peuvent acquérir plus facilement de nouveaux genes
puisque I’inactivation du systétme MMR réduit les barriéres de recombinaison entre séquences
homéologues d’origines diverses (Miller, 1998).

Des mutants dits antimutateurs ont également été isolés. Ces mutants présentent,
contrairement aux mutateurs, un taux de mutations spontanées plus faible que celui de la
souche sauvage (Dzidic & Petranovic, 2003; Schaaper, 1998). Ainsi, I’existence de génes
mutateurs et antimutateurs suggére que le taux de mutations spontanées est génétiquement

déterminé.

2.2. Mécanismes responsables d’un état mutateur héritable

La caractérisation des génes mutateurs et du phénotype associé a permis de comprendre
le réle de plusieurs systémes cruciaux pour la vie cellulaire tels que les systémes de correction

pendant la réparation ou la réplication de I’ADN ou les systemes de recombinaison.

2.2.1. Les systemes de correction pendant la réplication de I’ADN

Chez E. coli, la DNA polymérase Il est responsable de la plus grande partie du
processus de réplication du chromosome et intervient dans la fidélité de la réplication. La
DNA polymérase Il est un large dimére asymétrique constitué d’au moins dix sous-unités
codées par neuf genes (Kelman & O'Donnell, 1995). Parmi ces sous-unités, la sous-unité o,
codée par le géne dnaE ou polC, présente I’activité exonucléasique 5’ vers 3’ nécessaire pour
la correction des mésappariements (Welch & McHenry, 1982). Par ailleurs, la sous-unité g,
codée par le géne dnaQ ou mutD, posséde d’une part I’activité de relecture et d’autre part
I’activité exonucléasique 3’ vers 5’ (McHenry, 1985).

Des mutations dans le géne dnaE (polC) peuvent soit augmenter la mutagénese
spontanée, conferant ainsi un phénotype mutateur, soit diminuer le taux de mutation
spontanée de la cellule, conférant dans ce cas un phénotype antimutateur (Fijalkowska &
Schaaper, 1995; Oller & Schaaper, 1994). En fait, la protéine PolC peut étre plus (dans ce cas
I’effet est antimutateur) ou moins efficace (dans ce cas I’effet est mutateur) dans la correction

des nucléotides sélectionnés. Chaque mutation peut aboutir a une structure protéique
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spécifique qui définit le réle de la protéine mutée. Plusieurs souches d’E. coli, caractérisées
par une mutation dans dnakg, présentent une fréquence de mutation de 20 a 30 fois inférieure a
celle de la souche sauvage (Oller & Schaaper, 1994; Schaaper, 1993). Un seul allele mutateur
de dnaE a été analyse (dnaE173). Le produit de ce dernier, qui difféere de celui de I’allele
sauvage par un seul acide aminé, diminue I’efficacité de relecture de la DNA polymerase Il
(Maki et al., 1991). En fait, bien que la sous-unité & présente une activité exonucléasique 3’
vers 5’, son interaction avec la sous-unité o est nécessaire pour une activité optimale de

correction des mesappariements lors de la réplication.

Par ailleurs, des mutations dans le géne mutD, renommé dnaQ, conferent un taux
particulierement grand de mutation spontanée, allant d’un facteur 10* & 10° fois plus élevé que
celui de la souche sauvage. Ces mutations peuvent étre soit des substitutions de bases soit des
frameshifts sans spécificité de séquence. Etant donné le grand nombre de mutations générées
par ces mutants, le systeme de correction post-replicative des mésappariements de type MMR
devient rapidement saturé et les mutations sont alors fixées dans le génome (Schaaper &
Radman, 1989; Wu et al., 1990).

2.2.2. Les systemes de correction post-réplicative de I’ADN

2.2.2.1.Le systeme MMR

L’élucidation des systéemes de réparation post-réplicative des mesappariements a été
possible gréace a la découverte de plusieurs mutateurs affectés dans les genes impliqués dans
I’expression de ce systeme. Le systeme MMR (pour Methyl directed Mismatch Repair) est un
systeme de correction des mésappariements dirigé par la méthylation notamment chez E. coli
et S. typhimurium (Hsieh, 2001; LeClerc et al., 1998; Schofield & Hsieh, 2003). Ce systéeme

est en fait largement répandu dans le monde bactérien.

Le locus dam code une adénine méthylase qui méthyle les résidus A sur chaque brin
des séquences GATC (Glickman, 1979). Ainsi, la cellule va pouvoir reconnaitre le profil
hémiméthylé d’un ADN récemment répliqué (Modrich, 1991). Des mutations dans le locus
dam conférent un phénotype mutateur. Dans un contexte dam, le brin néosynthétise ne pourra

pas étre reconnu et la réparation aura lieu en faveur du brin parental ou du brin néosynthétisé.
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Par ailleurs, des mutations affectant d’autres genes du systeme MMR peuvent également
aboutir a un phénotype mutateur, comme les mutations dans mutH, mutL, mutS ou mutU
(uvrD). La figure 1 résume le mode d’action des protéines jouant un réle dans le systeme
MMR. Ainsi, des mutations dans mutS, qui code une protéine reconnaissant et se fixant sur le
mésappariement, ou dans mutH, dont le produit est responsable de la reconnaissance de la
séquence GATC et ayant une activité endonucléasique permettant I’incision du brin non
méthylé, ou dans mutL, qui code une protéine interagissant avec MutH et MutS, ou dans mutU
(uvrD), codant une hélicase de type Il, conduisent a une augmentation de la mutabilité
spontanée (Cox, 1976; Leong et al., 1986; Mechanic et al., 2000; Modrich, 1989; Schaaper &
Dunn, 1987; Yamaguchi et al., 1998).
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Figure 1: o }O\
Schéma représentatif du systéme de correction ¢4
des  mésappariements  dirigés par la

méthylation (le systtme MutHLS). La fourche
de réplication est associée a la polymérase IlI. CH
Aprés réplication, les brins méthylé et non [

méthylé sont distingués et une erreur de @@ GATC— _ATP,
mésappariement est symbolisée par la lettre

M. MutS se fixe sur le mésappariement. Une
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d exopucleases et de | hellcase UviD. La G|AT o ._4@ G|AT c—
synthése est ensuite assurée par la polymérase =~ —— — —_M— —
111 et la ligase. La méthylation est réalisée par l

la protéine Dam (d’apres Horst et al., 1999).
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Les mutateurs provenant d’une inactivation du systeme MMR présentent des taux tres
élevés de transitions GC en AT et AT en GC, de frameshifts au niveau de séquences répétees,
mono- ou dinucléotidiques, mais présentent également une capacité accrue a recombiner de
I’ADN entre séquences hétérospécifiques avec un pourcentage de divergence de I’ordre de
10 % (Dohet et al., 1986; Jones et al., 1987; Zhao & Winkler, 2000). Alors que le systeme
MMR n’intervient pas sur les réarrangements se produisant entre séquences parfaitement
homologues, ce systeme tend a supprimer les recombinaisons entre séquences quasi
homologues ou homéologues. En effet, la formation de grandes duplications par
recombinaison chez E. coli est augmentée d’un facteur 10 chez des mutants mutL ou mutS
(Petit et al., 1991). Les auteurs suggerent que les protéines MutL et MutS se fixent au niveau
des mésappariements sur I’hétéroduplex en cours de formation ce qui déstructurerait
I’intermédiaire de recombinaison (Worth et al., 1994). Par ailleurs, des mutants hyper-
recombinogenes, mutés dans le géne uvrD (ou mutU), ont éte isolés chez E. coli. La fréquence
de delétions entre les séquences répétées est fortement augmentée chez ces mutants (Bierne et
al., 1997). Par ailleurs, le systtme MMR fonctionne comme une barriere aux recombinaisons
interspécifiques entre E. coli et S. typhimurium car des mutations dans ce systéme ont pour
conséquence d’affaiblir cette barriere (Rayssiguier et al., 1989; Matic et al., 1994; Denamur
et al., 2000). De plus, des mutations dans les genes impliqués dans ce systéme, notamment
dans le géne uvrD, conduisent a une fréquence de recombinaison élevée de croisements Hfr/F
(Feinstein & Low, 1986). Ainsi, le systtme MMR empécherait I’incorporation de séquences
hétérologues et donc le transfert horizontal. Cette hypothése est corroborée par le fait que des
souches pathogénes, ayant acquis des genes de virulence par transfert horizontal, sont souvent

déficientes pour le gene mutS (Hacker et al., 1997).

Chez Streptococcus pneumoniae, un autre systéeme de réparation de mesappariements
générés par des erreurs de réplication existe. 1l s’agit du systeme Hex. Deux génes, hexA et
hexB, ont été identifiés pour intervenir dans ce systéme. L’inactivation de I’'un de ces deux
genes confere un phénotype mutateur (Prudhomme et al., 1991). Les systemes Mut d’E. coli
et Hex seraient apparentés et dériveraient d’un systeme ancestral commun. Les génes hexA et
hexB presentent des homologies de séquences respectivement avec les genes mutS et mutL

(Prudhomme et al., 1991). Ces deux systemes empéchent les événements de recombinaison
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homéologue entre deux séquences présentant un pourcentage de divergence compris entre 1 et
10 %. Des mutations dans le systeme Mut peuvent augmenter la fréquence de recombinaison
intergénérique entre E. coli et S. typhimurium (Rayssiguier et al., 1991). Pour le systeme
Hex, le phénomene est plus complexe. S. pneumoniae est une bactérie transformable
naturellement. Apres transformation, le systeme Hex peut étre saturé si le pourcentage de
divergence des séquences acquises est supérieur a 10, contrairement au systeme Mut. Dans ce
cas, ces séquences transférées peuvent étre plus fréquemment intégrées par recombinaison et
ce systéme ne serait donc pas une barriere a la recombinaison interspécifique (Majewski et
al., 2000). Par ailleurs, le pathogene Mycoplasma pneumoniae est actuellement la seule
bactérie caractérisée dépourvue des cing genes impliqués dans le systtme MMR. Cette

bactérie présente ainsi un taux de mutabilité global tres élevé.

2.2.2.2.Le systeme d’excision des bases endommagées

Les mutateurs décrits ont également permis de clarifier le role d’une variété
d’enzymes impliquées dans des systéemes de reparation de bases altérées ou endommagees.
Par exemple, I’'uracile DNA glycolase, codée par le gene ung, élimine les résidus uraciles
résultant de la désamination des cytosines et formant alors des mésappariements U/G. Chez
E. coli, les mutants ung sont mutateurs et créent & haute fréquence des transitions GC en AT,
d’un facteur 10 a 15 fois plus élevé que chez la souche sauvage (Duncan & Weiss, 1982). Par
ailleurs, I’endonucléase de type IV et I’exonucléase de type 11, codées respectivement par les
genes nfo et xth, sont deux nucléases abasiques qui clivent les liaisons phosphodiesters aux
extrémités 5’ des sites abasiques, apuriniques/apyrimidiniques (AP), cytotoxiques pour la
cellule. La fréquence de mutations spontanees et plus particulierement des transversions AT
en TA est augmentée de 4 a 6 fois chez le double mutant nfo xth par rapport a la souche
sauvage alors que les simples mutants ne sont pas mutateurs (Kunz et al., 1994). Le produit
du gene vsr, une endonucléase, supprime les résidus T mésappariés avec les résidus G,
phénomeéne dd a la désamination de la 5-méthylcytosine en thymine. Le phénotype mutateur
conféré par une mutation dans ce gene correspond a une augmentation des transitions GC en
AT (Macintyre et al., 1997). Enfin, deux genes mutateurs nommés ogt et ada codent des
méthyltransférases qui suppriment les groupements méthyls au niveau des bases altérées O°-
méthylguanine, prévenant ainsi les transitions GC en AT (Mackay et al., 1994; Samson,
1992).

16



2.2.2.3.Le systeme de réparation oxydative

Un stress oxydant peut étre genéré par des agents externes tels que les radiations
ionisantes, les oxydants, les peroxydes, mais aussi par le métabolisme normal de la cellule. Ce
stress est connu pour induire des dommages a I’ADN en formant des résidus de 8-0xo0G. Cette
modification provoque, dans la majorité des cas, des transversions GC en TA en incorporant
un résidu A en face d’un résidu 8-oxoG pendant la réplication. Plusieurs protéines participent
a la réparation de ce type de dommage et la modification de ces protéines conduisent a un

phénotype mutateur.

Un des systemes permettant la réparation des bases oxydantes est un systéme a deux
composants identifié grace a la caractérisation de mutateurs. En effet, deux loci mutateurs,
mutY et mutM, augmentent spécifiquement les transversions GC en TA (figure 2). La
premiére étape de la réparation fait intervenir une adénine DNA glycolase codée par mutY qui
clive les résidus A mésappariés avec les résidus 8-oxoG et permet ainsi au systeme de
réparation de remplacer I’adénine par une cytosine (Au et al., 1989; Michaels et al., 1992;
Nghiem et al., 1988). Ensuite, la paire 8-0xoG/C régénérée peut étre corrigée par la
formamidopyrimidine DNA glycolase, codée par mutM, protéine capable de supprimer les
résidus 8-oxoG de I’ADN (figure 2) (Fowler et al., 2003; Michaels et al., 1991).
L’inactivation de I’'une des deux protéines conduit a un effet mutateur modéré puisque
I’activité de I’'une des deux glycolases reste fonctionnelle. En revanche, I’inactivation
simultanée de MutY et MutM aboutit a une augmentation importante du taux de mutation
global par la génération de transversions GC en TA (Michaels et al., 1992). 1l est a noter que
MutY empéche également la formation de transversions GC en CG en éliminant les résidus G

des mésappariements 8-0xoG/G chez E. coli (Zhang et al., 1998).

17



oxydation * *
dGTP ——p dGTP dGMP + PPi

réplication —C——
——
) dati
Figure 2 : oycaton
Modéle d’action des protéines c A c c
MutT, MutM et MutY. Les G* —Gc— —G— —G— —G—

en caractéres gras représentent

les 8-0x0G. Ce résidu peut étre | T EEEnS réplication
incorporé au niveau d’un résidu mutant mutT
A ou C pendant la réplication.

c A A

Les appariements G*/C peuvent

étre formés par oxydation et c—
non lors de la réplication : T ¢ ¢
(d’apres Horst et al., 1999). Transversion AT réplication
en CG dans
mutant mutT \
C A c
G T G
* *

Transversion GC en
TA dans mutant
mutM, mutY

Par ailleurs, il a été montré que les mécanismes de recombinaison pouvaient étre
affectés par le stress oxydant. En effet, chez les bactéries, le peroxyde d’hydrogene ou
d’autres oxydants peuvent générer ou stimuler des recombinaisons non homologues (Ouchane
et al., 1997). Il a été montré que la fréquence de recombinaison non homologue dépendante
d’une courte homologie est augmentée par le peroxyde d’hydrogéne et que la protéine MutM
est impliquée dans la diminution de cette fréquence (Onda et al., 1999). Lorsque le géne
mutM est muté, la fréquence d’événements de recombinaison non homologue est augmentée
de 5 a 12 fois.

D’autres mécanismes permettant la suppression des résidus 8-oxoG induits par la
mutagénese ont été décrits. Le géne mutT code une nucléoside triphosphatase jouant un réle
important dans la réparation des bases oxydées. Ce géne a été le premier géne mutateur décrit
chez les bactéries (Yanofsky et al., 1966). Les bases 8-oxoGTP sont hydrolysees par MutT en
8-0x0dGMP et PPi empéchant ainsi son incorporation dans I’ADN (figure 2). Ainsi, une

mutation dans mutT provoque une augmentation drastique des transversions AT en CG d’un
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facteur 100 a 10000 par rapport a la souche sauvage (Maki & Sekiguchi, 1992). Les génes
sodA et sodB codent des superoxydes dismutases (SOD) qui convertissent les radicaux
superoxydes, toxiques pour la cellule, en peroxyde d’hydrogene éliminé par la suite par la
catalase. En aérobie, les doubles mutants sodA sodB présentent un taux de mutation global
fortement augmenté (Farr et al., 1986). Par ailleurs, le locus oxyR contrdle la régulation de
sodA et sodB. La délétion de ce locus entraine un phénotype mutateur avec un taux de
mutabilité augmenté de 10 a 55 fois chez S. typhimurium (Storz et al., 1987). Enfin, les
pyrimidines oxydées, comme la 5-hydroxycytosine, sont éliminées par deux activités
d’endonucléase de type Il et de type VIII codées respectivement par les genes nth et nei. Le

double mutant présente une activité mutatrice (Jiang et al., 1997).

2.2.3. La recombinaison

L’effet de la mutation de certains génes mutateurs peut provoquer des événements de
réarrangements génomiques tels que des délétions ou inversions de séquences via les

processus de recombinaison.

Des mutations dans les génes hns (bglY) ou topB (mutR), codant respectivement une
protéine de liaison a I’ADN de type histone-like et une topoisomérase de type 111, augmentent
la fréquence de delétions spontanées jusqu’a 100 fois (Lejeune & Danchin, 1990; Schofield et
al., 1992; Whoriskey et al., 1991). L’absence de ces produits pourrait déstabiliser la structure
du chromosome et permettre I’appariement de petites répétitions localisées a des sites
distants. Dans ce cas, le phénotype mutateur est qualifié de phénotype hyper-recombinogéne.

D’autres genes impliqués dans les voies de recombinaison sont qualifiés de mutateurs
lorsqu’ils sont mutés. 1l s’agit par exemple de recG, gene codant une hélicase présentant une
activité de dissociation des jonctions formées lors de la migration de la croix de Holliday. Un
mutant recG présente une déficience dans le systéme de réparation de I’ADN et des mutations
de type frameshift se produisent ainsi a haute fréquence (Harris et al., 1996). Le géne shcB est
considéré comme un géne mutateur. Ce géne code une exonucléase de type | qui présente une
activité exonucléasique 3’ vers 5 sur de I’ADN simple brin et intervient pendant les
événements de recombinaison non homologue et de recombinaison homologue dans un
contexte recBC. Le type de mutation créée a haute fréquence par une souche mutante sbcB est
la délétion de séquences par recombinaison non homologue (Allgood & Silhavy, 1991). Par
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ailleurs, la protéine SbcC clive les structures secondaires au niveau des fourches de
réplication. Lorsque le gene sbcC est muté, un état mutateur se met en place, caractérisé par la
production a haute fréquence d’événements d’inversion de courtes séquences homologues
(Slupska et al., 2000).

2.2.4. La transcription

La transcription peut favoriser d’une part les mutations ponctuelles et d’autre part les
événements de recombinaison. En effet, en induisant la formation d’ADN simple brin lors de
la transcription, des sites abasiques peuvent se former par des réactions d’hydrolyse et au
niveau desquels la polymérase fait ensuite des erreurs d’incorporation (Wright, 1997). La
désamination des résidus cytosine est environ 100 fois plus fréquente sur de I’ADN simple
brin que sur de I’ADN double brin. Chez E. coli, I’analyse de mutants déficients dans les
systémes de réparation des cytosines désaminés a montré que 77 % des transitions GC en AT
produites avaient pour origine le brin non transcrit (Wright, 2000). Par ailleurs, chez E. coli,
la transcription peut également interagir avec le phénomene de recombinaison homologue en
diminuant la longueur d’homologies nécessaires pour I’appariement de deux séquences pour
former I’hétéroduplex (Kotani et al., 1996). Alors qu’entre 30 et 150 pb d’homologies sont
nécessaires a la formation d’un hétéroduplex suffisamment stable pour que la recombinaison
homologue soit initiée, des séquences d’ADN partageant 15 bases d’homologies peuvent
former un hétéroduplex si I’une des molécules est transcriptionnellement activée. De plus,
I’ARN participerait a la formation d’une structure triple brin dont la stabilité serait accrue.
Ainsi, en augmentant la durée de % vie de I’hétéroduplex, la probabilité que I’événement de

recombinaison se produise augmente (Kotani et al., 1996).

Ainsi, une augmentation du taux de transcription peut conférer a la bactérie un
phénotype hyper-recombinogene. Cette augmentation peut étre transitoire. Dans ce cas, il
s’agit plus particulierement d’un exemple d’état mutateur transitoire, notion décrite dans le
paragraphe suivant. L’augmentation de transcription peut toutefois étre acquise si, par
exemple, un régulateur d’un promoteur est la cible d’un état mutateur acquis et augmente
indirectement la transcription du gene exprimé par ce promoteur. Ainsi, I’augmentation du
taux de transcription ou une déficience dans les systéemes de réparation des cytosines

désaminées peut conférer a la bactérie un phénotype mutateur.
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2.2.5. La traduction

Certains mutateurs ont été décrits comme intervenant dans la modification des ARNt
et empécheraient ainsi I’expression correcte de certaines protéines. Deux genes mutateurs,
mutA et mutC, codent des ARNt glycine capables lorsqu’ils sont mutés d’incorporer un résidu
glycine en lisant un codon aspartate (Slupska et al., 1996). Dans un contexte mut, une glycine
est incorporée a la place d’un aspartate créant ainsi un pool de protéines modifiées. La sous-
unité ¢ de la polymérase Ill, qui est impliquée dans la relecture de I’ADN au cours de la
réplication, contient 16 résidus aspartate dans sa séquence protéique. Ainsi, I’effet mutateur
observé dans les souches mutantes mutA et mutC serait en fait dd a la génération de sous-
unités ¢ altérées par incorporation de 16 résidus glycine a la place des 16 résidus aspartate.
Par conséquent, les mutants mutA et mutC produisent le méme spectre général de mutations

qu’un mutant mutD (Michaels et al., 1990).

2.2.6. Conclusion

La majorité des mécanismes décrits dans ce paragraphe ont été caractérisés grace a
I”isolement de souches mutatrices chez E. coli ou S. typhimurium. Cependant, il est a noter
gue des homologues aux génes mutateurs décrits ici sont retrouvés chez d’autres bactéries
dont le génome a €té totalement séquencé et sont représentés dans le tableau 1. L’analyse a
été réalisée sur 26 génomes bactériens et la présence d’un géne homologue a différents genes
mutateurs décrits chez E. coli a été recherchée et indiquée dans ce tableau. Les systémes de
correction des mésappariements qui permettent I’intégrité du génome bactérien sont répandus
dans le monde bactérien. M. pneumoniae est la bactérie qui présente le moins de genes
mutateurs. Par ailleurs, il s’agit de la bactérie, parmi les 26 analysées, qui présente le plus
petit génome (0,8 Mb). Cette bactérie vivant dans un environnement intracellulaire et plut6t
stable présente peu de systemes de correction et un petit génome, resultats d’une sélection
adaptative. Le gene mutA qui code une ARNt glycine est un géne peu répandu dans le monde
bactérien. Par contre, le gene recG codant une hélicase intervenant lors de la recombinaison
serait un géne important dans le monde bactérien car un homologue a ce gene est retrouvé

dans 25 génomes sur 26 (sauf M. pneumoniae).
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2.3. Etat mutateur transitoire

En plus de ces systemes décrits d’hypermutabilité héritable, les bactéries sont également
capables de développer un état mutateur transitoire induit dans des conditions de stress. Ainsi,
il apparait que les bactéries en phase stationnaire de croissance ou lors de stress métaboliques
ou environnementaux expriment un état hypermutable transitoire dans lequel le taux de

mutation va temporairement augmenter.

2.3.1. Induction d’un état mutateur transitoire par le systeme SOS

En réponse a des stimuli environnementaux ou physiologiques, la cellule peut réduire
de facon transitoire la fidélité de la réplication. Ainsi, elle peut entrer dans une phase
d’hypermutabilité transitoire. Le systeme SOS est un systéme inductible lorsque les cellules
sont exposees a des agents endommageant I’ADN tels que les radiations par les UV, les
agents alkylants ou d’autres facteurs environnementaux (Caillet-Fauquet et al., 1984; Witkin,
1976). La mutagénese SOS est mediée par I’induction d’au moins 30 génes appartenant au
régulon transcriptionnellement activé par la fixation de la protéine RecA sous forme activée
(RecA¥*), elle-méme codée par un gene du régulon SOS. Celle-ci déréprime alors le régulon
SOS en clivant le répresseur LexA et en activant la protéine UmuD. La protéine UmuC
participe également a I’altération de la fidélité de la réplication en formant un complexe avec
UmuD, complexe appelé DNA polymérase de type V (UmuD’2C) (figure 3) (Tang et al.,
1999).
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UmuC pour former le complexe UmuD’2C. Ce
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Ainsi, chez E. coli, la mutagénese induite dépend principalement de quatre génes :
recA, lexA, umuC et umuD. Des mutations dans le géne recA et la mutation nulle de lexA
résultent en une augmentation importante de la fréquence de mutations spontanées (Lauder &
Kowalczykowski, 1993; Sweasy et al., 1990). De plus, la surexpression de polymérases
« error-prone » telles que le complexe UmuD2’C ou la polymérase de type IV codée par le
gene dinB, appartenant également au régulon SOS, confére un phénotype mutateur (Rahman
& Humayun, 1999; Tang et al., 1999). Ces deux polymérases répliquent I’ADN avec moins
de fidélité que celles du complexe de réplication habituel, ce qui explique leur faculté a
répliquer des séquences lésées. Le systeme SOS présente la particularité d’assurer un retour
rapide a la normale dans la cellule lorsque le signal inducteur du systeme est supprimé. Cette
réponse étant facilement réversible, le taux de mutations spontanées de la bactérie peut étre

tres modulable et ce de fagon transitoire.
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2.3.2. Induction d’un état mutateur transitoire en conditions de non

croissance

L’analyse du taux de réversion de mutations lac™ vers lac™ a permis la mise en
évidence de phénoménes mutationnels lors de conditions de non croissance, par exemple
pendant la phase stationnaire (Foster, 2000). Dans ces conditions, des mutations s’accumulent
dans le génome et notamment dans certains genes dont ceux pouvant conferer un avantage
adaptatif immédiat. Le mecanisme mutationnel qui a lieu pendant la phase stationnaire
apparait étre différent du mécanisme des mutations produites en pleine phase exponentielle de
croissance. En effet, le mécanisme se mettant en place pendant la phase de non croissance
nécessite une recombinaison homologue qui forme des cassures double brin impliquées
comme intermédiaires de recombinaison. Dans ce cas, le spectre de mutations est restreint et
englobe en majorité des délétions d’une paire de base située dans des petites répétitions de
mononucléotides (Foster & Rosche, 1999; Harris et al., 1994).

Les mutations en phase stationnaire seraient le resultat d’états hypermutables
transitoires dans une partie de la population bactérienne (Rosche & Foster, 1999). Ce type
d’état peut étre déclenché par une limitation de protéines impliquées dans la réparation des
mésappariements (systeme MMR) comme la protéine MutL (Harris et al., 1999). Harris et al.
(1997) ont montré que la surexpression de MutL restaure les fonctions de réparation des
mésappariements et diminue le taux de mutations générées en condition de non croissance
(Harris et al., 1997). Ainsi, il est intéressant de considérer que, chez E. coli, I’activité du
systéeme de réparation de type MMR n’est pas constitutive mais, au contraire, peut étre

corrélée a I’état physiologique de la cellule ou a I’état de différenciation de la bactérie.

2.3.3. Induction d’un état mutateur transitoire par la réponse stringente

Une hypermutabilité de la cellule peut étre associée a un stress nutritionnel. En effet, le
taux de mutations spontanées peut étre augmenté lorsque les bactéries sont incapables de
croitre par manque de nutriments ou par incapacité de les métaboliser (Bridges & Timms,
1997).
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Au début d’une carence nutritive, en acides aminés ou en une source énergétique, de
nouvelles protéines sont synthétisées qui initient et provoquent des changements dans le
métabolisme de la cellule, changements nécessaires a la survie des bactéries pendant cette
période de carence. La réponse stringente est une réponse métabolique induite par ce type de
changements (Gallant et al., 1972). Cette réponse est caracterisée d’une part par une
inhibition de la synthése des protéines de la machinerie cellulaire telles que les protéines
utilisées pour la réplication ou au cours de I’expression génique et d’autre part par une
stimulation de la synthése de certaines protéines telles que des enzymes cataboliques et des
enzymes impliquées dans la biosynthese des acides aminés. Les modulations de la synthese
protéique sont médiées par la guanosine-5’-diphosphate-3’-diphosphate (le ppGpp), une
alahormone accumulée en réponse au stress (Barker et al., 2001; Stephens et al., 1975). Chez
E. coli et chez Streptomyces coelicolor, la synthése de ppGpp dépend en partie de la ppGpp
synthétase |, produit du géne relA, de la ppGpp synthétase Il, produit du géne spoT et de la
concentration cellulaire en ARNt non chargés (Chakraburtty & Bibb, 1997; Fiil et al., 1972;
Metzger et al., 1989). Chez d’autres especes bactériennes telles que Streptococcus equisimilis,
Corynebacterium glutamicum ou B. subtilis, un seul géne, nommé relA, code I’activite ppGpp
synthétase requise pour la production de ppGpp (Mechold et al., 1996; Sun et al., 2001;
Wehmeier et al., 1998).

Il a été observé que le taux de mutation des genes induits par le ppGpp lors de la
réponse stringente était spécifiquement augmenté (Wright, 1996; Wright et al., 1999).
L’estimation du taux de réversion de deux mutations indépendantes conférant une
auxotrophie pour la leucine et I’arginine a été établi dans un contexte relA et relA™. Le taux
de réversion semble étre plus bas dans un contexte relA’, lorsque la réponse stringente n’est
pas déclenchée, que dans un contexte relA™ (Wright, 1996). En fait, le ppGpp, produit par la
ppGpp synthétase RelA, stimule la transcription de génes spécifiques. D’une fagon générale,
une hausse de la transcription de genes augmente la concentration d’ADN simple brin, connu
pour étre plus vulnérable face aux phénoménes d’hydrolyse au niveau de sites abasiques
(Wright, 1997). Ainsi, la fréquence de mutations est augmentée pendant la transcription des
genes impliqués dans la réponse stringente (Herman & Dworkin, 1971). La réponse stringente
est donc aussi un état mutateur qualifié de transitoire permettant a la cellule de générer des

mutations a haute fréquence pendant une période non propice a la vie de la bactérie.
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2.4. Etat mutateur et impact évolutif

La mise en place d’un état mutateur généralisé qui correspond a I’augmentation de la
fréquence de mutations dans I’ensemble des génes présente un certain codt pour la population.
Il est estimé que pour une mutation dite favorable, 10000 mutations non favorables ou
délétéres ont été produites. Les travaux meneés ces dernieres années tant sur des souches de
laboratoire que sur des isolats de bactéries pathogénes ou commensales, directement préleveés
sur des patients, ont montré I’existence d’états mutateurs au sein des populations et le role

important joué par ces états mutateurs dans I’adaptation des bactéries a de nouveaux milieux.

Ainsi, le taux de mutation est plus élevé pour les populations soumises a des
changements environnementaux rapides que pour des populations vivant dans un
environnement plus stable. Mao et al. (1997) ont montré que plusieurs fortes pressions de
sélection successives conduisent une population d’E. coli a devenir trés majoritairement
mutatrice (Mao et al., 1997). Une population bactérienne traitée a la 2-amino-purine, c’est-a-
dire en conditions fortement mutagénes, a été successivement cultivée sur milieu permettant
de sélectionner la résistance a la rifampicine, a I’acide nalidixique et la réversion Lac™ vers
Lac’. Toutes les colonies survivantes sont mutatrices, présentant une déficience dans le
systéeme de réparation MMR et plus particulierement des mutations dans les génes mutH,
mutL, mutS ou uvrD. Un phénotype mutateur peut également étre lié a la pathogénicité
puisque des changements environnementaux peuvent provoquer des pressions de sélection,
comme, par exemple, celles exercées par le contréle immunitaire de I’hGte ou par un
traitement antibiotique. Jyssum et al. (1960) ont trouvé que 4 des 110 isolats d’E. coli de
patients étaient mutateurs (Jyssum, 1960). Sur 408 souches d’E. coli, dont 292 isolées de
personnes malades et 116 de personnes saines, il a été identifié 1 mutateur parmi les souches
pathogénes (Gross & Siegel, 1981). D’autres études ont été réalisées a partir de 349 souches,
incluant 268 pathogenes et 81 non pathogenes, appartenant a la collection FDA de pathogénes
et une collection de référence d’E. coli et S. enterica (LeClerc et al., 1996). Les auteurs ont
détecté 9 souches mutatrices, indépendantes, toutes pathogenes et toutes défectives dans le
systtme MMR dont 7 avec des mutations dans le gene mutS. Par ailleurs, chez Pseudomonas
aeruginosa, 25 des 128 souches analysées issues des poumons de 30 malades atteints de
mucoviscidose se sont avérées étre des mutateurs alors qu’aucune des 75 souches provenant

de personnes non atteintes de cette maladie n’était dans un état mutateur détectable (Oliver et
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al., 2000). Ainsi, chez les bactéries pathogenes, la fréquence de mutateurs est trés élevée et est
de I’ordre de quelques pour-cent. Ces observations suggérent que les souches mutatrices
pourraient avoir un avantage adaptatif. La présence de mutateurs a des fréquences élevées
n’est pas un phénomene limité aux bactéries pathogenes. En effet, lorsque la bactérie E. coli B
est cultivée sur milieu limitant en glucose pendant un trés grand nombre de générations, les

mutateurs sont observés a des fréquences supérieures a 10” (Sniegowski et al., 1997).

Les bactéries se différencient et peuvent exécuter un programme développemental de
mort cellulaire déclenche par la phase stationnaire et les carences nutritives, periodes pendant
lesquelles ces bactéries produisent a haute fréquence des mutants qui peuvent apporter un
avantage dans des conditions de vie limitantes. Les mutations en phase stationnaire, décrites
précédemment, générées par une déficience ou une limitation du systeme MMR, peuvent faire
partie de ce programme, permettant de produire de tels mutants a haute frégquence.
Contrairement aux hypothéses formulées par Cairns définissant les mutations en phase
stationnaire comme étant des mutations dirigées, il a été clairement défini que ces mutations
ont lieu de facon aléatoire dans le génome suivant un modele darwinisme (Cairns et al., 1988;
Ninio, 1991; Torkelson et al., 1997). Ainsi, la limitation du systeme MMR pendant la phase
stationnaire correspond a un mécanisme permettant des changements génétiques pouvant étre

sélectionnés si nécessaire.

En outre, des experiences réalisées sur la souris ont montré que les mutateurs pouvaient
étre sélectionnés dans certaines conditions environnementales (Giraud et al., 2001; Radman et
al., 2000; Taddei et al., 1997). En effet, des mutations dans le géne mutS chez les souches
mutatrices peuvent favoriser I’adaptation & de nouveaux environnements. Par exemple, lors de
la colonisation de I’intestin de souriceaux nouveaux-nés, les souches mutS présentent un tres
fort taux de mutation conférant a la bactérie un avantage adaptatif en lui permettant de

s’adapter rapidement a son nouvel environnement.
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3. Meécanisme de survie : les loci mutables

3.1. Concept de loci mutables et genes de contingence

Certaines régions du génome peuvent présenter de forts taux de mutation du fait de
I’existence de séquences particulieres susceptibles de muter plus fréquemment. Ces loci,
qualifiés de mutables, sont souvent associes a des genes et ces genes sont alors qualifiés de
genes mutables. La présence de telles sequences pourrait étre trés avantageuse car elles
permettraient une variabilité rapide de certains génes. Par ailleurs, les génes de contingence,
qualifiés de genes dispensables car ils ne sont pas absolument nécessaires a la vie cellulaire,
peuvent étre des génes mutables (Moxon et al., 1994).

De tels loci ont été d’abord décrits chez les bactéries pathogenes et sont plus
particulierement associés aux géenes impliques dans la virulence. Les génes affectés codent
entre autres des lipopolysaccharides (LPS), des toxines, des fibrilles, des éléments de capsule.
La forte mutabilité de ces loci controle I’expression d’une variété d’antigénes de surface et/ou
le changement de I’état de phase de la bactérie, c’est-a-dire le passage d’un état ON
(expression d’une protéine) a un état OFF (non expression de la proteine) et/ou inversement
(Henderson et al., 1999). Ainsi, les loci mutables, qui permettent de facon réversible
I’hypervariabilité de certains genes, conduisent la bactérie a changer rapidement de sérotypes
lui permettant d’éviter le systéme immunitaire de I’h6te ou de phases phénotypiques

nécessaires pour infecter une grande variété de tissus.

Des loci mutables ont également été identifies chez d’autres bactéries et notamment
chez Streptomyces. Chez cette bactérie, une région qualifiée d’instable pouvant atteindre un
guart du génome a été mise en évidence. Cette région peut étre délétée sans que la viabilité
des mutants ne soit affectée (Leblond et al., 1991; Redenbach et al., 1993). Par ailleurs, il est
supposé que cette région hautement mutable contient la plupart des genes de contingence.
Chez S. coelicolor dont le génome a été totalement séquencé, tous les genes de contingence,
qui codent entre autres des métabolites secondaires et des enzymes hydrolytiques, sont situés
au niveau des deux bras chromosomiques correspondant aux régions de 1,5 Mb du bras
chromosomique gauche et de 2,3 Mb du bras chromosomique droit (Bentley et al., 2002). Ce

n’est qu’exceptionnellement que les genes du métabolisme primaire se situent dans la région
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variable, comme par exemple le géne argG codant une arginosuccinate synthétase chez
Streptomyces lividans (Ogawara et al., 1993; Redenbach et al., 1993).

En genéral, les réarrangements d’ADN provoqués par la présence de ces loci mutables
sont dits génétiqguement programmés et sont mediés par un panel de mécanismes moléculaires
qui incluent la recombinaison homologue, la recombinaison site-spécifique, les glissements de
brin pendant la réplication ou la réparation de I’ADN, I’activité transposase codée par les
éléments IS, le transfert horizontal et la modification de la conformation de I’ADN.

3.2. Mécanismes impliqués dans la mutabilitté de genes de

contingence

Les mécanismes mis en jeu dans la mutabilité de certains genes de contingence sont des
mécanismes mutationnels classiques, responsables des mutations spontanées géniques ou
chromosomiques. Cependant, ces mécanismes ont lieu a des fréquences beaucoup plus

élevées au niveau des loci mutables.

3.2.1. La transposition spécialisée

Les éléments transposables, dont les éléments IS, représentent une source de
variabilite non négligeable. L’insertion et I’excision de tels éléments font partie d’un
processus mutagénique important chez les bactéries. Leur transposition peut générer d’une
part une diversification allélique et d’autre part une modulation de I’expression soit du gene
dans lequel I’élément s’est inséré soit du (ou des) gene(s) adjacent(s). Certains éléments
transposables, tels que 1S30 d’E. coli ou Tn4351 de Bacteroides fragilis, s’intégrent au niveau
de sites spécifiques (Lynn et al., 1995; Olasz et al., 1998). Ainsi, ces sites specifiques peuvent
étre qualifiés de loci mutables. Par ailleurs, bien que la plupart des éléments transposables se
transpose & relative basse fréquence (entre 10° et 10®), certains au contraire se transposent &
plus haute fréquence (entre 10° et 10™) (Chalmers and Blott, 1999). Les éléments
transposables peuvent étre considérés comme des éléments mutateurs dans une cellule car ils
peuvent créer des délétions a haute frequence lorsque I’excision est fréquente et imprécise. De

plus, lorsque plusieurs copies de I’élément coexistent dans le méme génome, des
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réarrangements génomiques peuvent étre provoqués par des événements de recombinaison

homologue entre ces différentes copies.

Par ailleurs, la transposition peut également contréler la variation de phase ON<OFF
dans I’expression genique plus particulierement décrite chez les bactéries pathogénes. Cette
situation reste envisageable si I’excision de cet élément est précise. Bien que I’excision
précise qui permettrait la réversion vers un phénotype sauvage reste un évenement rare
(<10®), une telle activité a été impliquée dans le phénoméne de variation de phase des
polysaccharides extracellulaires chez plusieurs especes bactériennes et plus particulierement
chez Pseudomonas atlantica, Neisseria meningitidis et Staphylococcus epidermis (Bartlett &
Silverman, 1989; Hammerschmidt et al., 1996; Ziebuhr et al., 1999). Par exemple, chez
P. atlantica, I’élement 1S492 de 1,2 kb s’insére et s’excise du géne eps et produit ainsi une

variation de phase de la synthese d’exopolysaccharides (EPS) (Bartlett & Silverman, 1989).

3.2.2. Le transfert horizontal

Le transfert horizontal peut étre defini comme I’acquisition d’un fragment d’ADN
étranger par conjugaison, transformation ou transduction et son maintien dans le génome. Ce
fragment d’ADN doit posséder une origine de réplication fonctionnelle ou s’intégrer dans un
réplicon. Cette acquisition peut conduire a la formation d’une structure chimeérique ou
mosaique déefinie comme un assemblage de séquences d’ADN non apparentées, résultant de
recombinaison entre génomes d’origines différentes. Si la nouvelle fonction codée par ce gene

dit mosaique augmente la valeur adaptative de la bactérie, il sera maintenu dans le génome.

Ainsi, il a été mis en évidence chez H. pylori une structure chimeérique au niveau d’une
région hypervariable correspondant a un Tlot de pathogeénicité. La comparaison des séquences
de cette région dans deux souches d’H. pylori a révélé la coexistence de séquences identiques
et de séquences tres différentes. Ces dernieres représentent 6 a 7 % des genes présents dans
chaque souche. La moitié des séquences souches-spécifiques appartiennent a cette région
hypervariable associée principalement aux fonctions de systémes de restriction-modification.
Ainsi, les recombinaisons entre séquences d’origines différentes, impliquées dans la
formation de structures chimériques, sont responsables de la variabilité du degré de virulence

entre souches (Alm & Trust, 1999). Un autre exemple concerne le locus CPS codant les
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exopolysaccharides nécessaires a la formation de la capsule chez S. pneumoniae. Ce locus
présente également une structure de type chimérique issue de recombinaisons homéologues
entre fragments d’ADN provenant de différentes souches (Morona et al., 1999). Cette grande
diversité d’exopolysaccharides produits permet a ces bactéries pathogénes d’échapper plus

efficacement au systéme immunitaire de I’hote.

3.2.3. La méthylation et la modification de la conformation de I’ADN

La meéthylation site-spécifique et le changement de conformation de I’ADN sont deux
mécanismes qui peuvent conduire a une modification réversible de I’ADN et par conséquent
peuvent moduler I’expression d’un gene par variation de phase. Ces deux mécanismes font
intervenir un type de mutation qualifié d’épimutation. L’épimutation est transmissible a la
descendance mais n’altére pas la séquence nucléotidique (Holliday, 1994). Via ces deux
mécanismes, I’épimutation peut affecter des sites spécifiques et notamment des genes

qualifiés alors de mutables et peut ainsi moduler I’expression de ces génes.

La variation de phase peut étre médiée par une méthylation différentielle faisant
intervenir des régulateurs pouvant altérer a haute fréquence la transcription d’un gene
mutable. Une exemple impliquant ce type de régulation a été mis en évidence chez E. coli.
Chez cette bactérie, la quantité de pili est régulée en réponse aux facteurs environnementaux
comme la source de carbone, le pH ou la température (Moxon et al., 1994). La variation de
phase de I’opéron pap implique une méthylation différentielle de deux séquences GATC
(GATC-I et GATC-II) (figure 4) (Braaten et al., 1994). En état ON, c’est-a-dire lorsque le site
GATC-I n’est pas méthylé alors que le site GATC-II I’est, le gene papBA est transcrit et le
pilus peut alors étre synthetisé. Le cas contraire se produit dans des cellules en état OFF
(Braaten et al., 1994). Pour la variation de phase, c’est-a-dire le passage d’un état ON a un
état OFF et/ou inversement, plusieurs facteurs interviennent et notamment la protéine Lrp, qui
blogue la méthylation en se fixant sur les séquences GATC et dont la fixation est modulée par
la protéine papl de I’opéron pap, et la protéine Dam, qui méthyle le résidu A de la séquence
GATC (Abraham & Beachey, 1987).
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Phase OFF Dam

Figure 4 :
Variation de  phase  par
méthylation  différentielle au
niveau de I’opéron pap d’E. coli.
Les 2 sites GATC (I et II) sont
méthylés de facon différentielle
par action des protéines Lrp et
Dam. Le site méthylé est indiqué
par un carré noir. L’état inactif P
OFF et I'état actif ON sont
figurés ainsi que les protéines
régulatrices Papl et PapB : ol =
(d’aprés Henderson et al., 1999). o \
Phase ON Dam

L’inactivation de I’expression génique par condensation de la chromatine a longtemps
été considérée comme un processus spécifiqgue aux eucaryotes. Cependant, ce type de
régulation a été mis en évidence chez E. coli. Le chromosome bactérien est associé a des
protéines de liaison a I’ADN appelées histone-like et incluant les protéines HU et H-NS. Chez
E. coli, I’opéron bgl, impliqué dans I’utilisation des B-glucosides, peut se trouver dans un état
de non-expression (silencing), causé par la liaison au niveau du promoteur de I’opéron du

facteur o> et de la protéine H-NS (Ohta et al., 1999).

3.2.4. La recombinaison

3.2.4.1.La recombinaison homologue

Il s’agit d’un mécanisme central de la cellule notamment impliqué dans les processus
de variation de phase ON<OFF et de la variation antigénique chez les bactéries pathogénes.
Chez ces bactéries, la variation de phase affecte tres souvent des genes impliques dans la
synthése de structures de surface comme les pili, les fibrilles, les flagelles, les protéines de la
membrane externe ou encore les LPS (Dybvig, 1993). Par exemple, la synthese de pili de type
IV chez Neisseria gonorrhoeae dépend de ce mecanisme de régulation (Mehr & Seifert,
1998). Dans ce cas, le gene mutable est le géne pilE (E pour « expressed ») qui code la sous-

unité structurale du pilus. Plusieurs copies de ce géne sont réparties sur le chromosome. La
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région 5’ codante de ce gene peut étre délétée suite a des événements de conversion génique.
Les alléles résultants, nommeés pilS (S pour «silent »), codent pour des protéines solubles
excrétees hors de la cellule (Haas & Meyer, 1987). Ainsi, le passage d’un état ON (production
du pilus) a un état OFF (non production du pilus) ou inversement se produit a haute
fréquence. Une autre protéine variante, nommée PilL, qui s’accumule au niveau du
périplasme et/ou de la membrane externe, peut étre exprimée suite a une recombinaison entre
pilE et pilS (Seifert, 1996). Un mécanisme de conversion génique similaire, ou le géne
exprimé est remplacé par une copie silencieuse de ce géne présente dans un locus distinct,
existe chez Borrelia hermsii pour le gene vmp qui code une protéine de la membrane externe
(Kitten et al., 1993). Tous ces mécanismes de recombinaison homologue sont RecA

dépendants.

3.2.4.2.La recombinaison site-spécifique

Un autre type de mécanisme mutationnel présent chez de nombreuses bactéries est la
recombinaison site-spécifique. Celle-ci peut induire des inversions ou des delétions au niveau
de sites specifiques, responsables d’une modulation de I’expression du gene qualifie de
mutable (Henderson et al., 1999). Ce mécanisme est notamment impliqué dans la régulation
de synthése de pili de type | chez E. coli et des flagelles chez S. typhimurium. La variation de
phase ON<OFF des pili de type | est médiée par I’inversion d’une région de 314 pb localisée
en amont du géne fimA, codant la sous-unité structurale du pilus (figure 5 I.) (Abraham et al.,
1986). En phase ON, le promoteur est en position correcte pour I’initiation de la transcription
de ce géne, ce qui n’est pas le cas aprés inversion (phase OFF). L’inversion de ce fragment est
sous le controle de différents facteurs tels que les produits des genes fimB et fimE, des
protéines régulatrices HNS, IHF (Integration Host Factor) et Lrp (Leucine responsive

regulatory protein) (Blomfield et al., 1997; Dorman & Higgins, 1987).

Chez S. typhimurium, la variation de phase est complexe et contrdle I’expression
alternative de deux flagelles, H1 et H2 (figure 5 I1.) (Ikeda et al., 2001). La région inversible
de 966 pb englobe le promoteur du géne codant le flagelle H2 et le gene répresseur rhl. En
orientation ONy,/OFFy;, ces deux génes sont codés et le produit du gene rhl réprime la
transcription du géne h1 qui code le flagelle H1. En orientation ONy;/OFFp, le promoteur en
sens inverse ne permettant plus la transcription des genes h2 et rhl, le gene hl est alors
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transcrit. Par ailleurs, cette inversion requiert la recombinase site-spécifique Hin et les
protéines Fis et HU (Moxon et al., 1994).
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Figure5:

I. Mécanisme de variation de phase du géne fimA impliqué dans la synthése de pili chez E. coli. La région
inversible, contenant le promoteur P et 3 sites de liaison a la protéine Lrp, est flanquée par 2 répétitions inversées
de 9 pb nommées IR (Inverted Repeat). Les intégrases FimE et FimB dirigent I’inversion par un mécanisme qui
implique la participation des protéines HNS, Lrp et IHF (d’aprés Henderson et al., 1999).

Il. Mécanisme de variation de phase des génes codant les flagelles H1 et H2 de S. typhimurium. La région
inversible de 966 pb est flanquée par 2 répétitions inversées (hixL et hixR). En orientation ON pour H2, les génes
h2 et rhl sont exprimés a partir du promoteur P. La protéine codée par le géne rhl réprime la transcription de h1.
En orientation ON pour H1, le promoteur est dirigé dans le sens inverse et ne permet plus la transcription des
génes h2 et rhl. La position du géne de la recombinase site-spécifique hin est indiquée ainsi que I’implication
des protéines Hin, Fis et HU (d’aprés Henderson et al., 1999).

Ces événements de recombinaison site-spécifique qui impliquent des inversions de
séquences sont réversibles. Cependant, il existe une exception d’événement de recombinaison
site-spécifique associé a une délétion chez B. subtilis lors de la sporulation. Une étape
essentielle pour la lyse de la cellule mére est I’activation du facteur c* dans la cellule mére.
Ce facteur o est code par le géne structural sigK, composé de deux genes tronqués spolVCB et
spollIC. Sur le chromosome de B. subtilis, ces deux genes sont séparés de 42 kb. Au cours de
la sporulation, dans la cellule mére uniquement, une cascade d’événements conduit a

I’expression de la recombinase SpolVCA qui provoque une délétion irréversible de la région
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de 42 kb. Ainsi, les deux geénes reliés qui constituent le gene sigK codent ce facteur o requis

pour la maturation des spores (Kunkel et al., 1990).

3.2.4.3.La recombinaison non homologue

La recombinaison non homologue peut avoir lieu au niveau de segments d’ADN
répétés. Ces regions a répétitions sont des points chauds de mésappariements transitoires lors
de la réplication de I’ADN. Ce processus est appelé mésappariement par glissement de brin
ou SSM pour Slipped-Strand Mispairing. Le nombre d’unités répétées peut ainsi varier et
provoquer des changements au niveau de I’expression génique. La variation de phase, qui
résulte de la variation du nombre de répétitions, peut influencer soit la transcription d’un gene
si ces repétitions sont situées en amont de ce gene, soit la traduction si ces répétitions sont

situées dans la phase codante de ce géne (Henderson et al., 1999).

La modulation de I’expression génique par glissement de brin pendant la transcription
est le résultat d’un événement de SSM dans une région généralement localisée en amont du
gene cible qualifié alors de mutable. Chez Neisseria meningitidis, la protéine de la membrane
externe Opc est régulée par un tel mécanisme (figure 6) (Sarkari et al., 1994). La variation de
phase est produite par glissement de brin au niveau d’une région riche en résidus C localisée
entre les régions —10 et =35 du promoteur de opc. Lorsque le nombre de C est de 12 ou 13, la
cellule produit la protéine Opc. Si ce nombre est égal & 11 ou 14, les transcrits du géne opc
sont 10 fois moins abondants. Par ailleurs, quand le nombre de C est supérieur a 15 ou

inférieur a 10, aucun transcrit opc n’est détecté (Sarkari et al., 1994).

Les genes opa de N. gonorrhoeae sont régulés au niveau traductionnel par un
mécanisme de variation de phase de type SSM. Plusieurs copies du géne opa codant des
antigenes de surface sont localisées a différents loci sur le chromosome. Chaque copie porte
une répétition CTTCT et en fonction du nombre de répétitions, le géne opa est traduit ou pas
(Stern et al., 1986). En phase ON, le géne peut présenter 6, 9 ou 12 répétitions, ce qui permet
au codon d’initiation d’étre en phase et I’expression de la protéine. En phase OFF, des
protéines trongquées ou aberrantes sont produites. Ainsi, il peut exister une grande diversité
antigénique de cette protéine dans une cellule. Chez H. pylori, 27 genes présentant des

séquences répétées impliquées dans la variation de phase seraient régulés par ce mécanisme
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de glissement de brin. Les protéines codées par ces génes mutables interviennent dans la
biosynthése de lipopolysaccharides, dans le systéme de restriction-modification ou sont des

protéines de surface (Saunders et al., 1998).

Phase OFF +1 de franscription
PolyC-10 -10 l
TATTAATATATGTAARATIECCCCCCCCCHARAGCTTAAGANIERRNT GTAAGOGTAACGATTATTTA
"Pas de transcription

CGTTATGTTACCATATCAGACTACAATCCARATTTTGGAGATTTTAACTATGAAAAAAACAGTTTTTACA.. . .
Réplication
+ T
Phase ON s BABN
PolyC-14
ATTTTTATTAATATATGTAARATIECCCCCCCCCECCTOARAGCT TAAGA NI GTAAGCGTAN

T GTT TAT TH A SR ITARCTATGAARAAAACAGTTTTTACA. . (9
M K K T V F T ...Transcriptign+
Réplication Répl!ication
r4t de I'ADN de PADN
Phase ON
PolyC-12
TTAATTTTTATTAATATATGTAAAATIECCCCCCCCCCEGARAGCTTAAGA NI G TAAGCGTAACGATTATTTA
Transcription ++
S TTATGTTACCATATCAGACTACAATCCAAATTTTGGAGATTTTAACTATGAMAAARACAGTTTTTACA. . . — 3

M K KT V FT...

Figure 6 :

Mécanisme de variation de phase par glissement de brin dans une région localisée en amont du géne opc chez
N. meningitidis. La boite —10 et la répétition polyC sont indiquées. En présence de 10 C, la transcription de opc
n’a pas lieu (phase OFF). Le gene est transcrit normalement lorsque la région répétée présente 12 C (phase
ON++). En présence de 14 C, les transcrits de ce géne sont 10 fois moins abondants (phase ON+) (d’apres
Henderson et al., 1999).

De plus, il a été montré qu’il n’existait pas forcément un lien entre la variation de phase
d’un géne mutable et I’état mutateur de la cellule. Par exemple, la variation de phase qui
affecte la protéine Opc chez N. gonorrhoeae n’est pas diminuée dans un mutant mutS
déficient pour la réparation des mésappariements et cette variation est RecA indépendante
(Murphy et al., 1989).
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3.3. Les loci mutables et les réarrangements génomiques

Certains loci mutables peuvent étre a I’origine de grands réarrangements génomiques
provoquant ainsi une destructuration du chromosome. L’étude de I’instabilité génétique chez
Streptomyces a révélé que des événements, produits a haute fréquence, de delétions associées
a des amplifications de séquences affectaient plus particulierement certains geénes.
L amplification consiste en la réitération en tandem d’une séquence appelée AUD pour
Amplifiable Unit of DNA (Leblond et al., 1991). Au niveau des AUD caractérisées chez
Streptomyces, il a été révélé la présence de genes de nature variée comme des genes de
résistance aux antibiotiques, aux métaux lourds ou des genes codant des polycétones
synthétases (Leblond et al., 1991).

3.4. Les loci mutables et leur impact évolutif

Les réarrangements d’ADN qui ont lieu dans des loci mutables peuvent conduire soit a
une variation de phase permettant, ainsi, a I’expression d’une protéine de passer d’un état ON
a un état OFF et/ou inversement soit a une altération des propriétés de la protéine produite ce
qui correspond a la variation antigénique (Henderson et al., 1999). Il est a noter que la
variation de phase est un processus stochastique qui génére une combinaison de phénotypes
aléatoires sans aucune anticipation sur I’avantage adaptatif que pourrait procurer un tel
phénotype pour la bactérie. Ainsi, face a un environnement changeant, les bactéries dont le
génome est sujet a de telles variations sont plus aptes a s’adapter dans leur nouvelle niche

écologique.

La fréquence de la variation de phase peut étre modulable en fonction des conditions
environnementales. En effet, dans certaines conditions, certains phénotypes peuvent étre
préférentiellement exprimés (Henderson et al., 1999). Par exemple, certains systemes qui
impliquent des inversions de séquences par recombinaison site-spécifique sont contrélés par
des facteurs auxiliaires. L’expression ou I’activité de ces facteurs peut étre liée a I’état
physiologique de la cellule. Chez S. typhimurium, la recombinaison catalysée par une
invertase telle que la recombinase Hin requiert la fixation de la protéine de liaison & I’ADN

Fis (Merickel et al., 1998). Fis est une protéine exprimée de facon transitoire lorsque les

38



cellules passent d’un état de non croissance a un état de croissance. Dans ce cas, les
inversions de séquences correspondant a une variation de phase ont lieu plus fréguemment
lors d’un changement vers une croissance bactéerienne plus favorable (Merickel et al., 1998).
Un mécanisme de variation de phase par recombinaison site-spécifique se manifeste chez
E.coli lors de la production de fimbriae (Kulasekara & Blomfield, 1999). Dans ce
mécanisme, deux recombinases, FimB et FimE, interviennent. FimB catalyse la
recombinaison dans les deux sens (orientation ON vers OFF et inversement) alors que FimE
inverse le fragment d’ADN vers la position OFF uniquement et ce de fagon plus
prédominante (Kulasekara & Blomfield, 1999). Par ailleurs, I’inversion peut également étre
déclenchée par des parametres environnementaux tels que la composition du milieu et la
température. Par exemple, a 37°C et plus, la fréquence du passage d’un état OFF a ON est
fortement augmentée. Les cellules présentant & leur surface des fimbriae sont ainsi plus
fréquentes et ce dans les conditions rencontrées lors de I’infection de leur héte (>37°C) (Gally
et al., 1993). La variation de phase provoquée par un mécanisme de conversion génique peut
également étre régulée par un facteur environnemental. Par exemple, pour le pathogéne
Borrelia burgdorferi, la variation de phase qui affecte I’expression de la protéine VISE a lieu
in vivo mais pas in vitro. Ces observations suggérent que la conversion génique, dans cet

exemple, serait contrdlée par des signaux spécifiques de I’héte (Zhang & Norris, 1998).

Dans la majorité des cas, les loci mutables présentent des fonctions associées au pouvoir
pathogene. Les bactéries pathogenes ou commensales qui présentent une telle diversité
d’antigénes de surface ont ainsi la possibilité d’échapper plus facilement au systéeme
immunitaire de I’hdte et de s’adapter a différentes niches écologiques. Bien que tous les
exemples cités precédemment pour décrire les mécanismes de variation de phase soient des
genes mutables associés aux fonctions de pathogénicité, d’autres impliqués dans des fonctions
différentes ont été decrits dans la littérature. Certains loci mutables codent des systemes de
restriction-modification. Chez H. pylori, ces systemes mutables a haute fréquence ont été
probablement acquis par transfert horizontal (Alm et al., 1999). lls correspondraient a des
systemes immunitaires protégeant ces bactéries des infections par des bactériophages.
Certains loci mutables identifiés chez Neisseria sont associés aux voies de biosynthese et
cataboliques (Saunders et al., 2000). Les bactéries mettant en jeu ce type de mécanisme de
variation de phase auraient I’opportunite de s’adapter plus facilement a certains changements

métaboliques.
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4. Une stratégie de survie : variation de I’expression génique

La majorité des espéces bactériennes présente la capacité de croitre rapidement
lorsque les nutriments sont disponibles et lorsque les conditions sont appropriées pour la
croissance. En outre, dans des conditions non optimales pour la croissance, ces bactéries
présentent la capacité de rester en vie. Une réponse des cellules aux conditions de carence, qui
a été développée préalablement, est I’augmentation de leur taux de mutation soit de fagon
globale par I’établissement d’un état mutateur soit de facon spécialisée par la présence au sein
du génome de loci dits de contingence. Les bactéries possédent d’autres mécanismes qui leur
permettent de maintenir une viabilité cellulaire pendant la carence et de reprendre une
croissance rapide lorsque les nutriments sont de nouveau disponibles. En réponse aux
conditions de carences, certaines especes forment des spores et d’autres sont capables de
former des agrégats multicellulaires. Par ailleurs, sans forcément élaborer une structure
différenciée, beaucoup de bactéries entrent dans un programme induit par la carence qui
conduit a des changements métaboliques et physiologiques de la cellule. Ces changements se
font via la variation de I’expression de certains genes et conduisent a une diminution du
métabolisme de la cellule et une augmentation de sa résistance. Différents facteurs permettent
de moduler I’expression d’un géne. Un des programmes induit par une carence est la réponse

stringente.

4.1. Role du ppGpp dans la modulation de I’expression génique

Pendant les carences nutritives, I’accumulation de I’alahormone ppGpp initie un
changement global du métabolisme cellulaire, appelé la réponse stringente. Ainsi,
I’accumulation de ppGpp peut jouer le rdle de lien entre le stress nutritionnel et I’adaptation
des bactéries a ces nouvelles conditions de vie. Le processus qui transduit les signaux
environnementaux a I’activation du gene relA permettant la synthése de ppGpp est peu connu.
Un des parametres serait I’accumulation d’ARNt non chargées dans la cellule (Haseltine &
Block, 1973). Le ppGpp joue le rble de régulateur transcriptionnel, négatif ou positif. Par
ailleurs, ce nucléotide influencerait également la réplication de I’ADN, la recombinaison et la
réparation (Autret et al., 1999; McGlynn & Lloyd, 2000). Par des expériences in vitro, une

interaction entre le ppGpp et I’ARN polymérase a été mise en évidence. Le site de liaison du
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ppGpp serait une interface constituée des sous-unités B, B’et o. Cette liaison induirait un
changement conformationnel de I’enzyme et par conséquent une modification de la sélectivité
des promoteurs (Chatterji et al., 1998; Toulokhonov et al., 2001).

La réponse stringente médiée par le ppGpp influencerait une cascade d’événements
nécessaires a I’adaptation bactérienne aux carences nutritives, telle que la sporulation, la

virulence et la synthese de metabolites, comme les antibiotiques.

Le role du ppGpp dans la sporulation a été bien étudié notamment chez Myxococcus
xanthus, bactérie formant des myxospores résistantes aux stress lors de carences
nutritionelles. Il a été montré qu’un taux élevé de ppGpp pouvait initier le signal primaire (le
signal A) du développement des myxospores. Par ailleurs, un mutant relA de M. xanthus ne
produit pas le signal A et par conséquent n’entre pas dans un tel processus de sporulation
(Harris et al., 1998). La réponse stringente serait également impliquée dans les propriétés de
virulence des bactéries pathogénes. En effet, Hammer et Swanson ont montré qu’un niveau
élevé de ppGpp induisait des propriétés de virulence chez le pathogéne Legionella
pneumophila (Hammer & Swanson, 1999). Lorsque cette bactérie est exposée a un stress
nutritif, la réponse stringente induite aboutit a une modification de I’expression des antigenes
de surface et a I’exploitation éventuelle d’une nouvelle niche pour la bactérie, conférant ainsi
un moyen de survie contre la réponse immunitaire de I’hdte. Le role de la réponse stringente
dans la pathogénicité a également été mis en évidence chez Mycobacterium tuberculosis,
pathogene pouvant perdurer dans un état de latence dans I’hdte. Le mutant relA de M.
tuberculosis perd sa capacité a survivre sous carences prolongées et en anaérobie, des
conditions retrouvées chez I’héte (Primm et al., 2000). Ces observations suggerent que les
voies de régulation dépendantes de RelA sont nécessaires aux mycobactéries pour passer d’un
état réplicatif a un état latent et inversement. Dans leur habitat naturel, certaines bactéries vont
synthétiser des antibiotiques et d’autres métabolites secondaires qui pourraient leur apporter
un avantage sélectif par rapport a d’autres especes bactériennes. La production de tels
métabolites peut étre induite par un stress nutritionnel. Ainsi, la synthése d’antibiotiques chez
Streptomyces antibioticus et S. coelicolor est influencée par le niveau intracellulaire de
ppGpp. Les mutants relA de ces especes présentent donc une déficience dans la production
d’antibiotiques (Hoyt & Jones, 1999; Kang et al., 1998). Par ailleurs, E. coli produit de la
colicine K en réponse a une limitation en nutriments et la synthése de ce métabolite est

activée au niveau transcriptionnel par le ppGpp (Kuhar & Zgur-Bertok, 1999).
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4.2. Role des facteurs sigma dans la modulation de |’expression

énique

L’initiation de la transcription est catalysee par I’ARN polymérase. Le noyau de cette
enzyme est constitué de 5 sous-unités ; al, all, B, B’ et w, et la structure et la fonction de
chacune de ces sous-unités sont trés conservées chez les bactéries (Darst, 2001). Pour former
I’holoenzyme, I’ARN polymérase doit étre associée a un facteur transcriptionnel, un
polypeptide nommé facteur sigma (o). Différents facteurs o permettent d’initier la
transcription de génes spécifiques par la reconnaissance de séguences CONsensus
correspondant aux boftes -10 et -35 situées en amont de ces genes. Cette variété de facteurs o
permet a la bactérie de maintenir aussi bien une expression génique basale qu’une régulation
de I’expression génique en réponse a des stimuli environnementaux spécifiques. Les facteurs
o peuvent étre régulés a différents niveaux et notamment par des mécanismes d’interaction
avec des protéines inhibitrices telles que les facteurs anti-sigma (antic), eux-mémes pouvant

étre régulés, dans quelques cas décrits, par des facteurs anti-anti-sigma (anti-antic).

4.2.1. Facteurs sigma, anti-sigma, anti-anti-sigma

4.2.1.1.Les facteurs sigma

Les facteurs o bactériens peuvent étre regroupés en deux classes : la classe des o™ et
celle des o™ (Wosten, 1998). La majorité des facteurs o appartient & la famille ¢’°, divisée,
par ailleurs, en sous-groupes suivant leur fonction et leur conservation de domaines. Ainsi, les
différentes catégories représentent les facteurs o primaires, les facteurs o non essentiels et les
facteurs o alternatifs. Quelques exemples de facteurs sigma appartenant a chacun de ces
groupes sont représentés dans le tableau 2. De plus, un réseau phylogénétique a été établi a
partir des séquences de facteurs sigma identifiés chez différentes especes bactériennes et

représente les différents sous-groupes de la famille ™ (figure 7).
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séquences répertoriées dans Genbank (Wosten, 1998). L’échelle représente 0,2 substitutions par base.

Toutes les bactéries contiennent au moins un facteur ¢ de cette famille. Ce nombre
peut varier de 1 chez Mycoplasma genitalia, a 7 chez E. coli et a plus de 60 chez S. coelicolor
(Bentley et al., 2002; Fraser et al., 1995; Ishihama, 2000). La classe des o> n’est pas divisée
en sous-groupes et a été identifiée chez la plupart des bactéries. Ces facteurs o, dispensables

dans certaines conditions de croissance, sont homologues au facteur o de 54 kDa d’E. coli,

impliqué dans I’assimilation de I’azote (Merrick, 1993).
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La comparaison de séquences des protéines appartenant a la famille des facteurs ¢’
chez différentes espéces bactériennes, a permis la mise en évidence de 4 régions trés
conservées en acides aminés, elles-mémes pouvant étre subdivisées en sous-régions (figure 8)
(Helmann & Chamberlin, 1988). La région 1 est la région la moins conservée entre les
différents facteurs o et serait nécessaire a la formation du complexe ouvert lors de I’initiation
de la transcription (Wilson & Dombroski, 1997). La région 2.1 est nécessaire a I’interaction
du facteur o avec le noyau de I’ARN polymeérase. Les régions 2.1 et 2.3 sont impliquées dans
I’ouverture de I’ADN double brin pour la transcription. La région 2.4 permet la
reconnaissance de la région —10 du promoteur (Checroun et al., 2004; Waldburger et al.,
1990) et la région 2.5 est impliquée dans la reconnaissance de la séquence consensus du
promoteur —16 chez B. subtilis et E. coli (Voskuil et al., 1995). La région 3.1 présente des
motifs de liaison a I’ADN et la région 4.1 peut se lier & certains facteurs transcriptionnels (Li
et al., 1994). Enfin, la région 4.2 participe a la reconnaissance de la séquence promotrice —35
(Checroun et al., 2004; Dombroski et al., 1993).

région 1 région 2 région 3 région 4
1.1 12 212223242531 32 41 42
X I . B reconnaissance  [reconnaissance
modulation liaison ADN-¢ liaison a de la boite -10 de la boite -35
I’ ADN sb i

. .1 g liaison a  liaison
hal;sot;; ;; ;251\ PADN activateur

Figure 8 :
Organisation structurale des facteurs o de la famille des facteurs '°. Les quatre régions conservées entre les
facteurs o ainsi que les sous-régions et la fonction connue, assurée par chaque domaine, sont indiquées.
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4.2.1.2.Les facteurs anti-sigma et anti-anti-sigma

L’expression des facteurs o alternatifs, activés par des signaux spécifiques ou lors de
conditions de stress et appartenant & la famille des facteurs ¢'°, peut étre régulée au niveau
transcriptionnel, traductionnel ou post-traductionnel. Un mécanisme de régulation fréquent est
I’interaction du facteur o avec une protéine inhibitrice nommée anti-c (Brown & Hughes,
1995). La liaison entre les facteurs o et anti-c s’établirait par interaction entre la région
conservée 4.2 du facteur o et I’anti-c et serait réversible (Tam et al., 2002). Les facteurs anti-
o décrits interviennent lors de la sporulation, de la formation des flagelles, de stress et dans

les fonctions extracytoplasmiques.

Chez S. typhimurium, I’activité de *® (ou c"), codé par le géne fliA, est régulée par le
facteur anti-c FIgM (Kutsukake & lino, 1994). Cette protéine se lie & o et bloque son
activité. L’expression des genes flagellaires tardifs (codant la flagelline et les fonctions de
chimiotactisme) dépend de ¢*®. Lors des étapes précoces de la biosynthése de flagelle, le
facteur o est inactivé par association avec FlgM. Quand le crochet et le corps basal sont
formés, FIgM est sécrétée par le systéme d’export du flagelle, libérant ainsi ¢*®. Une telle
régulation est retrouvée chez de nombreuses autres especes bactériennes. Par exemple, chez
Pseudomonas aeruginosa, I’expression d’AlgU, un facteur o de type ECF, qui controle la
biosynthése d’alginate, est régulée par I’anti-c MucA (Martin et al., 1993). Par ailleurs, ¢,
un facteur impliqué dans le choc thermique, est régulé négativement par RseB et le facteur
anti-c RseA. RseA est une protéine de la membrane interne dont le domaine cytoplasmique se
lie au facteur o= et inhibe I’activité de ce dernier. RseB est une protéine périplasmique qui

interagit spécifiqguement avec le domaine C terminal de RseA (De Las Penas et al., 1997).

Chez B. subtilis, trois facteurs ¢ sont régulés négativement par un facteur anti-c. La
formation de spores est controlée par un facteur anti-o, SpollAB, qui interagit avec o',

impliqué dans les étapes précoces de la sporulation, et o®

, impliqué dans les étapes plus
tardives. L’expression de c® est nécessaire & I’activité de o™ et SpollAB inhibe I’activité de
ces deux facteurs o dans la préspore (Min et al., 1993; Rather et al., 1990). Un autre facteur
anti-o, RsbW, régule négativement ®, un facteur sigma général dans la réponse au stress. Cet

anti-o est lié a o® lorsque les cellules sont en phase exponentielle de croissance (Boylan et al.,
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1992; Voelker et al., 1996). La régulation de I’activité de ces deux facteurs anti-o, SpollAB et
RsbW, est similaire et implique un facteur régulateur nommé anti-anti-c. L’activité de
SpollAB et RsbW est dépendante de I’état de phosphorylation des facteurs anti-anti-o
respectifs, SpollAA et RsbV et par consequent du ratio ATP/ADP de la cellule. En condition
d’excés d’ATP, I’anti-c peut se lier au facteur o, empéchant ainsi la sporulation dans le cas de
SpollAB et la réponse au stress pour RsbW. En condition d’excés d’ADP, SpollAB et RsbW
se lient a leur anti-anti-c respectifs déphosphorylés, libérant ainsi le facteur o (Diederich et
al., 1994; Magnin et al., 1996). Chez S. coelicolor, la protéine codée par le géne bldG qui
appartient a la classe des géenes bld et dont I’expression est nécessaire pour la formation des
hyphes aériens, présente des similarités avec SpollAA et RsbV de B. subtilis. De plus, il a été
montré que I’activité de BIdG est également modifiée par phosphorylation (Bignell et al.,
2003).

4.2.2. Réle des facteurs sigma dans la réponse aux stress

Quand les bactéries sont exposées a des températures élevées ou aux stress
environnementaux tels que des stress dus a I’éthanol, aux métaux lourds ou au peroxyde
d’hydrogéne, la transcription de certains génes va étre totalement réorganisée. En fait, un
changement dans I’activité de certains facteurs o se produit et conduit & des modifications de
I’activité de I’ARN polymérase. Lors de la réponse a un choc thermique, la synthése de
certaines protéines est stoppée ou diminuée et de nouvelles protéines, produits des genes
nommeés « heat shock », sont synthétisées.

Chez E. coli, lors de la réponse au choc thermique, une vingtaine de protéines sont
ainsi produites suite & des changements transcriptionnels. Le facteur o2, produit du géne
rpoH, reconnait les séquences consensus du promoteur de ces génes et permet leur
transcription (Yura et al., 1993). La réponse au choc thermique résulte de I’augmentation de
la quantité de facteur ¢** lorsque la température augmente et de la diminution de o lorsque
la température baisse. Le signal qui induit la synthése de ce facteur sigma est I’accumulation
de protéines partiellement dénaturée, résultat de I’augmentation de température. Chez
B. subtilis, trois classes de protéines « heat shock » ont été identifiées (Hecker et al., 1996).
Les protéines de la classe 11, la classe la plus représentée, sont régulées par le facteur c°. Ce

facteur sigma est qualifié de facteur général de la réponse au stress. En effet, les protéines
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régulées par o® ne sont pas induites uniquement par un choc thermique mais également par
d’autres stress tels que I’alcool, la carence en azote ou le stress osmotique. Ainsi, plus de 40
protéines régulées par ce facteur sigma sont impliquées dans I’adaptation aux conditions de
stress et de carence (Volker et al., 1994). Des homologues de ® sont retrouvés chez d’autres

H chez S. coelicolor ou o chez

espéces bactériennes : o® chez Staphylococcus aureus, o
S. coelicolor et chez Mycobacterium (DeMaio et al., 1997; Gaidenko & Price, 1998; Kelemen

etal., 2001; Wu et al., 1996).

Un autre type de facteur sigma peut jouer un réle important lors de la carence azotée.
Il s’agit du facteur ¢>*, codé par rpoN et initialement identifié chez E. coli (Merrick, 1993).
Le facteur o> peut étre utilisé lorsque I’ammoniac est absent du milieu de culture. Des
homologues en séquence de ce facteur sigma sont retrouves chez de nombreuses autres
bactéries, telles que Pseudomonas putida, M. xanthus, Bradyrhizobium japonicum ou
S. typhimurium (Hirschman et al., 1985; Keseler & Kaiser, 1997; Kullik et al., 1991; Perez-
Martin & de Lorenzo, 1995). Il représente un mécanisme de réponse conservé au cours de

I’évolution.

4.2.3. Réle des facteurs sigma dans la sporulation

En réponse a des conditions défavorables, la plupart des bactéries entre dans un état de
résistance aux stress associé a une réduction de I’activité métabolique. Cependant, d’autres
genres bactériens tels que Bacillus, Clostridium ou Streptomyces se différencient en spores
hyper-résistantes. Le processus de sporulation utilise une cascade de régulation qui met en jeu

de nombreux facteurs c.

Le processus de sporulation chez B. subtilis comme chez Clostridium met en place une
structure particuliére constituée de deux compartiments appelés cellule mere et préspore
(Woods & Jones, 1986). Chez B. subtilis, la formation de spores est contr6lée par une cascade
complexe impliquant six facteur o : 6™, o, deux facteurs o spécifiques de la cellule mére (&
et o) et deux facteurs o spécifiques de la préspore (c" et °). Les facteurs o™ et ¢ jouent un
role dans le déclenchement de la sporulation. Les autres facteurs o sont activés de fagon
séquentielle dans leur compartiment et régulent les génes spécifiques nécessaires pour

I’assemblage de la spore (Losick & Stragier, 1992). L’activation séquentielle de ces facteurs
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o, aussi bien en terme de moment qu’en terme de localisation, et les principaux changements

entrainés sont schématisés dans la figure suivante.

cellule mére spore
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Figure 9:

Cascade de régulation de facteurs o durant la sporulation de B. subtilis (d’apres Kross et al., 1999). En 1:
I’expression des génes sous le controle des facteurs o™ et o entraine la formation d’un septum, en position
asymétrique. En 2 : le facteur o devient actif dans la spore et le facteur o dans la cellule mére. Le septum
migre et provoque I’ « englobement » de la spore dans une double membrane. En 3 : le facteur ¢® devient actif
dans la spore, générant ainsi un signal qui active le facteur o* dans la cellule mére. Le cortex est alors synthétisé
entre les deux membranes entourant la spore. En 4: les produits des génes transcrits par o< et par oF
s’assemblent a la surface de la spore et forment ainsi le manteau.

Le processus de sporulation est différent chez Streptomyces. Une limitation en
nutriments dans le milieu va induire la formation d’un mycélium aérien constitué d’hyphes
aériens qui vont d’abord se compartimenter et ensuite se différencier en exospores. Chez

WhiG ot o™ sont nécessaires pour la régulation du processus de

S. coelicolor, les facteurs o
sporulation des hyphes (Kelemen et al., 1996). Le facteur c""'® joue un réle important dans
I’initiation de la sporulation et active plusieurs génes spécifiques de la sporulation nommeés

whi. Le facteur " contrdle les étapes tardives de la différenciation des spores.
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4.2.4. Réle du ppGpp dans la compétitivité entre facteurs sigma

Lors de I’entrée en phase stationnaire ou lors d’une carence nutritive, la réponse
stringente est induite et, par I’intervention du ppGpp ainsi produit, la transcription de
nombreux genes est modulée de fagon positive ou négative. Par ailleurs, dans ce contexte, la
transcription des régulons du choc thermique et de la réponse générale aux stress est régulée
par les facteurs o respectifs, 62 et o°. En fait, il a été montré que le ppGpp facilite la liaison
de ces facteurs o sur le noyau de I’ARN polymérase, en régulant la compétitivité entre

0 et les facteurs

différents facteurs o et plus particulierement entre le facteur général o
alternatifs o et > (Jishage et al., 2002). Les auteurs ont observé que les facteurs o alternatifs
entraient plus facilement en compétition avec le facteur ¢’° en présence de ppGpp. De plus, la
quantité de facteurs o* et o> liés & I’ARN polymérase est diminuée pendant la phase
stationnaire dans des cellules déficientes dans la production de ppGpp (Jishage et al., 2002).
Le ppGpp déstabilise I’interaction du facteur ¢’ avec le noyau de I’ARN polymérase et
augmente ainsi la possibilité de remplacer un facteur o par un autre. Par conséquent, en
modifiant I’affinité des facteurs o pour la fixation sur I’ARN polymérase, les facteurs o
alternatifs présentent ainsi une plus grande opportunité pour se fixer et former I’holoenzyme

nécessaire pour la transcription de genes spécifiques.

4.3. La mort cellulaire programmeée : un mécanisme de survie

4.3.1. Le concept de mort cellulaire programmee

La mort cellulaire programmée fait référence a un processus génétique déterminé de
suicide cellulaire activé en réponse a un stress ou a des signaux de développement chez les
organismes multicellulaires. Pendant longtemps, ce phénomeéne, encore appelé apoptose, était
associé uniquement aux organismes eucaryotes. Chez ces derniers, la mort cellulaire
programmée participe a [I’élimination de certaines cellules lors du processus de
développement et a I’éradication de cellules défectueuses générées par des infections
microbiennes, des transformations cancéreuses ou des facteurs létaux tels que la chaleur, les
mutagenes et les oxydants. Ces facteurs vont endommager les cellules et le signal reconnu par

des récepteurs va déclencher une cascade de transduction de signaux permettant I’activite
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finale de protéases appelées caspases qui vont participer a la désorganisation de ces cellules et
par conséquent a la mort de celles-ci (Metzstein et al., 1998; Thornberry & Lazebnik, 1998).
Des études récentes ont montré que la mort cellulaire programmée pouvait étre induite par des
conditions de stress ou par des facteurs du processus de développement également chez les
bactéries et qu’elles n’étaient pas, par conséquent, un phénomeéne spécifique du monde
eucaryote (Hochman, 1997; Lewis, 2000).

La mort cellulaire programmée joue un rdle primordial pour I’adaptation et la survie des
bactéries lors des changements de I’environnement. En effet, la mort d’une partie de la
population suite a une limitation en nutriments, a un environnement défavorable ou a une
exposition a un agent toxique pourrait augmenter la possibilité de survie du restant de la
population. Par ailleurs, il apparait de nos jours que les bactéries ne vivent pas de fagon isolée
mais, au contraire, vivent et meurent dans une communauté complexe qui présente des
similarités avec un organisme multicellulaire. En effet, certaines bactéries, telles que
Streptomyces ou Myxococcus, presentent un développement complexe impliquant
respectivement un mycélium ou un corps de fructification et peuvent ainsi étre considérées
comme des organismes multicellulaires. De plus, le phénoméne de «quorum sensing »,
déclenché par la présence de phéromones, est un mécanisme de communication entre
bactéries (Fuqua & Greenberg, 1998). Des composés réactifs oxygénés provoquent une auto-
agrégation des cellules d’E. coli, aboutissant a une protection mutuelle entre cellules (Budrene
& Berg, 1991). Enfin, certaines especes bactériennes peuvent former une structure complexe
appelée biofilm, considérée comme un mode de vie en communauté (Costerton et al., 1999).
Ainsi, la mort des bactéries peut apporter un avantage dans une communauté de cellules. Par
exemple, elle pourrait limiter la propagation d’une infection virale et lors de certaines
carences, les nutriments libérés par les cellules lysées peuvent étre utilisés par les cellules

voisines pour leur survie.
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4.3.2. La mort cellulaire programmée au cours du développement des

bactéries

4.3.2.1.Lors de la sporulation

Au cours du processus de sporulation de B. subtilis, un programme complexe de mort
cellulaire se met en place pour la lyse de cellule mere et la libération de la spore néoformée.
Cette lyse est déclenchée par la production de trois autolysines (CwIB, CwIC et CwlH), sous
le controle du facteur o™ (Nugroho et al., 1999). Ce facteur est le régulateur final de la
cascade complexe de régulation impliquant plusieurs facteurs o, le premier étant le facteur
transcriptionnel SpoOA, activé par des signaux extracellulaires déeclencheurs de la
sporulation. Par ailleurs, I’activation des autolysines par o requiert I’activateur
transcriptionnel GerE. Ainsi, o™ est responsable & la fois de la formation du cortex et de la
paroi de la spore et de la lyse cellulaire. La germination de la spore nécessite la présence dans
le milieu d’une importante source de nutriments. Ainsi, la lyse de la cellule mére pourrait non
seulement libérer I’endospore, mais aussi permettre d’apporter les nutriments requis a la

germination de celle-ci (Lewis, 2000).

Streptomyces est une bactérie filamenteuse qui présente un cycle de développement
complexe sur milieu solide. Pendant le cycle de vie de cet organisme, la majorité des hyphes
vont dégénérer et mourir et les autres se différencient en chaines de spores. Chez
S. antibioticus, il a été mis en évidence, par observation en microscopie électronique a
balayage et a transmission, un processus complexe de dégénérescence des hyphes (Miguelez
et al., 1999). Au cours du développement de la colonie, les hyphes amenés a mourir
présentent une désorganisation de la structure du nucléoide, qui passe d’un état condensé a un
état plus relaché, une dégradation du contenu cytoplasmique et une rétraction de la membrane
plasmique sans lyse de la paroi cellulaire. De plus, chez cette espéce, la mort des hyphes est
génétiquement programmée tant au niveau spatial que temporel. En effet, la mort se
déclenche dans un premier temps uniquement dans le mycélium végétatif a partir de 48 heures
de croissance (temps correspondant au début de la formation du mycélium aérien) et dans un
deuxieme temps uniquement dans le mycélium aérien a partir de 72 heures de croissance

(temps correspondant au début de la sporulation) (Miguelez et al., 1999).
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4.3.2.2.Lors du développement du corps de fructification

Un programme de mort cellulaire se met en place pendant le développement du corps
de fructification et de la sporulation chez les myxobactéries (Rosenbluh & Rosenberg, 1990).
Des autocides incluant des acides gras comme la glucosamine induisent I’autolyse dans une
culture dense de M. xanthus. Ces substances lysent les cellules de cette bactérie mais ne
présentent aucune activité toxique pour d’autres bactéries. Par ailleurs, cette autolyse massive
résulterait en la perte de 65 a 90 % des cellules vegétatives (Janssen & Dworkin, 1985). Une
telle lyse pourrait étre interprétée comme une forme de «suicide altruiste » ; les cellules
lysées relargueraient des nutriments pouvant étre utilisés pour nourrir le corps de

fructification et les spores en formation (Lewis, 2000).

4.3.2.3.Lors de la formation d’un biofilm

Sur une surface adaptée, les bactéries peuvent croitre en biofilm, c’est-a-dire en une
structure multicellulaire, constituée de microcolonies (Stoodley et al., 2002). Plusieurs types
de biofilms ont été décrits, incluant ceux d’E. coli, de P. aeruginosa, de Vibrio cholerae, de
Burkholderia cepacia ou d’Aeromonas hydrophila (Danese et al., 2000; Huber et al., 2001;
Lawrence et al., 1991; Lynch et al., 2002; Watnick & Kolter, 1999). Le rble écologique et
physiologique des microcolonies de biofilms demeure inconnu. Toutefois, il a été montré que
des signaux entre cellules sont impliqués dans le développement des biofilms chez
P. aeruginosa, B. cepacia et A. hydrophila (Davies et al., 1998). Un phénoméne d’autolyse
correspondant a un mécanisme de mort cellulaire programmée a été observé chez
P. aeruginosa (Berk, 1963). Par ailleurs, il a été montré que la mort cellulaire a lieu de fagon
organisée tant au niveau spatial que temporel. Apres 12 jours de croissance, plus de 50 % des
microcolonies meurent et sont lysées dans leur centre (Webb et al., 2003). Le mécanisme
d’autolyse observé dans ce type de biofilm semble similaire a celui observé pendant le
, qui
transcrit les genes impliqués dans la synthese de flagelles et de pili de type IV chez

développement du corps de fructification de M. xanthus. L’expression du facteur c"P°"

P. aeruginosa, est nécessaire pour le phénomeéne de mort cellulaire programmeée. Par ailleurs,

ces structures peuvent étre des récepteurs pour certains bactériophages. Ainsi, les auteurs

53



suggerent que la mort cellulaire programmée chez cette espece serait induite par I’infection
par des phages (Webb et al., 2003).

4.3.2.4.Changement morphologique spécifique

Lorsque les conditions environnementales sont défavorables, par exemple lors d’une
augmentation de la température, d’une carence en nutriment ou de la présence d’antibiotiques,
les cellules d’H. pylori passent d’une forme morphologique helicoidale a une forme de coque
(Kusters et al., 1997). Les auteurs ont montré que sous la forme de coque, la bactérie ne peut
plus croitre. Par ailleurs, il a également été observé pour cette forme une perte du potentiel
membranaire, une diminution de la quantité d’ARN et d’ADN et une digestion spontanée de
I’ADN (Cellini et al., 2001). Ainsi, le passage de la forme hélicoidale & une forme de coque

serait un changement morphologique déclenche par un programme de mort cellulaire.

4.3.3. Aspects génétiques de la mort cellulaire programmeée

Chez les bactéries, un des systéemes genétiques bien caractérise qui conduit a la mort
cellulaire programmeée est le systeme de modules bactériolytiques porteurs d’un couple de
genes codant une toxine et une antitoxine (Engelberg-Kulka & Glaser, 1999). Certains de ces
modules sont portés par des éléments extrachromosomiques comme les plasmides. Apres
ségrégation, les cellules qui ont perdu le plasmide sont tuées par I’effet de la toxine. En effet,
la toxine est une protéine stable, a longue durée de vie et est exprimée faiblement dans la
cellule alors que I’antitoxine est une protéine labile, produite a niveau élevé et qui présente
une courte durée de vie. Lorsque les cellules perdent le plasmide, I’antitoxine est rapidement
dégradée et la présence de la toxine stable provoque la mort cellulaire de celles-ci (Engelberg-
Kulka & Glaser, 1999).

Des homologues a ces modules sont retrouvés au sein du chromosome de certaines
especes bactériennes (Gotfredsen & Gerdes, 1998; Mittenhuber, 1999). Chez E. coli, le
systtme MazEF est induit par une limitation en nutriments ou une exposition a des
antibiotiques. MazF est la protéine toxique et I’antagoniste MazE est la protéine antitoxique
(Sat et al., 2001). MazF est une protéine stable a longue durée de vie alors que MazE est
labile et peut étre dégradée par la protéase CIpPA. En condition de stress, I’expression de la
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protéase est activée par le ppGpp, signal intracellulaire de la réponse stringente. Par
consequent, la protéine MazE est rapidement dégradée et, ne pouvant plus former de
complexe avec MazF, cette derniére, libérée, provoque la mort cellulaire en empéchant

I’initiation de la réplication et la traduction (Engelberg-Kulka & Glaser, 1999).

L’expression génique peut étre contr6lée au niveau traductionnel, notamment par les
ARN antisens. Un ARN antisens interagit avec un ARN cible pour empécher sa traduction via
de nombreux mécanismes incluant la séquestration de la région d’initiation de la traduction, la
dégradation accélérée de I’ARNm ou la destructuration de I’ARN cible (Eguchi et al., 1991).
Des systemes génétiques provoquant la mort cellulaire utilisent des mécanismes impliquant
des ARN antisens (Gerdes et al., 1997). Il s’agit plus particulierement des systéemes hok/sok et
pnd portés, respectivement, par les plasmides R1 et R483. Aprés ségrégation cellulaire, les
cellules qui perdent un tel plasmide sont tuées (Gerdes et al., 1992). Les loci de ces plasmides
codent un ARNm trés stable pouvant étre traduit en protéines membranaires toxiques pour la
cellule, nommées Hok et PndA. Cependant, la traduction de hox et pndA est régulée par un
petit ARN antisens instable appelé respectivement sok et pndB et complémentaire aux régions
leader des ARNm hok et pndA (Gerdes et al., 1992). Une fois le systeme perdu, I’ARN

antisens est rapidement dégradé et I’expression des protéines toxiques est alors possible.

Le locus entéricidine, identifié chez E. coli et Citrobacter freundii, code un systeme de
toxine/antitoxine sans homologie avec les modules bactériolytiques déecrits précédemment
(Bishop et al., 1998). Ce locus est contrélé positivement par le facteur o de la phase
stationnaire nommé RpoS et négativement par le systeme a deux composantes EnvZ/OmpR.
Les deux genes de ce locus, ecnA et ecnB, codent respectivement I’antitoxine et la toxine. Ces
protéines sont des lipoprotéines de I’enveloppe cellulaire. Pendant la phase stationnaire et
sous forte osmolarité, la lyse de la bactérie est provoquée par la forte activation de ecnB
(Bishop et al., 1998). Contrairement aux autres systemes décrits précédemment ou la mort
cellulaire est due a la dégradation de I’antitoxine labile, la mort cellulaire induite par ce

systéme est provoquée par I’activation de la synthése de la toxine.
Ainsi, des caractéristiques morphologiques et moléculaires démontrent I’existence de

programme de mort cellulaire chez les bactéries en réponse a une variété de stress et en

réponse a des facteurs impliqués dans le développement morphologique.
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5. Objectif du travail : recherche du controle génétique chez

Streptomyces ambofaciens via I’étude de genes mutables

5.1. Aspects morphologiques et physiologiques des Streptomyces

5.1.1. Cycle de développement complexe sur milieu solide

Les Streptomyces appartiennent a la famille des Actinomyceétes, bactéries a coloration
Gram positive, dont I’habitat naturel est le sol. Leur cycle de développement est complexe et
aboutit a un organisme différencié morphologiquement. Le développement d’une colonie sur
milieu solide débute par la germination d’une spore qui conduit a la formation d’un mycélium
vegétatif constitué d’un enchevétrement d’hyphes ramifiés, rampants et multigénomiques.
Puis, des hyphes aériens non ramifiés se développent en utilisant comme substrat le mycélium
vegétatif. Apres arrét de I’extension des hyphes aériens, les filaments se subdivisent pour

former des chaines de spores unigénomiques (Chater, 1998).

Un métabolisme secondaire qui caractérise la différenciation physiologique se met en
place lors de I’entrée en phase stationnaire ou au debut de la différenciation du mycélium
aérien. La différenciation physiologique correspond a la synthese de produits non essentiels
pour la croissance normale de la bactérie. Les bactéries du genre Streptomyces produisent
environ 60 % des antibiotiques bactériens connus. De plus, des pigments, des anabolisants,
des immunosuppresseurs, des anticancéreux, des insecticides ou des herbicides sont
également produits (Bibb, 1996; Thompson et al., 2002). Les génes de biosynthése des
antibiotiques sont regroupés sur le chromosome sous forme de cluster. En géneral, ces genes
sont associes a au moins un gene de résistance a cet antibiotique et au géne de régulation de sa
production. Cette organisation est retrouvée par exemple pour la synthese d’actinorhodine
chez S. coelicolor et pour celle de la spiramycine chez S. ambofaciens (Fernandez-Moreno et
al., 1991; Richardson et al., 1990).
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5.1.2. Les mutants affectés dans la différenciation morphologique

Deux types de mutants affectés dans la différenciation morphologique ont été isolés chez
S. coelicolor. Ce sont d’une part les mutants bld (« bald » = chauve) qui ne produisent pas de
mycélium aérien et d’autre part les mutants whi (« white » = blanc) qui forment un mycélium
aérien dépourvu de spores matures (Chater et al., 1984). Des expériences de complémentation
entre différents mutants bld ont montre I’existence d’une cascade de signaux conduisant a la
production de la protéine SapB qui diffuse dans le milieu et constitue un signal pour la
formation du mycelium aérien (figure 10) (Chater, 1993; Nodwell et al., 1999). Cette protéine
faciliterait la croissance du mycélium en se fixant sur les hyphes aériens (Willey et al., 1993).

Figure 10 :

Représentation de la cascade de signaux
conduisant a la production de la protéine
SapB (d’aprés Chater et al., 1998). Les
différents génes bld intervenant dans cette
cascade sont indiqués sur la figure.
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Chez S. coelicolor, plusieurs classes de mutants whi déficients dans la sporulation ont été
décrites (Chater, 1998). Pour la plupart des mutants whi, un phénotype spécifique a éte
associe et chacun des phénotypes résulte d’un blocage a une étape spécifique du processus de

sporulation. Des phénotypes caractérisés sont représentés dans la figure 11.
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Figure 11 :

Représentation de la métamorphose progressive d’un
hyphe aérien en chaine de spores. Le moment ou les
geénes bld et whi sont actifs au cours du développement
est indiqué (d’aprés Chater et al., 1998).

5.1.3. Les genes whi impliqués dans le processus de sporulation

Les genes whi qui sont impliqués dans le processus de sporulation chez S. coelicolor
peuvent étre qualifiés de genes précoces ou geénes tardifs. Au moins six genes whi (whiA,
whiB, whiG, whiH, whil et whiJ), appelés genes précoces, jouent un réle dans les premieres
étapes du processus de sporulation et sont en fait nécessaires pour la septation des hyphes
aériens (figure 12) (Chater, 1972; Chater, 2001). Par ailleurs, au moins six genes (sigF, whiD,
whiE, whiL, whiM et whiO) sont qualifiés de tardifs (Chater, 2001). Ces génes interviennent
dans la maturation des spores, comme indiqué dans la figure 12. Par contre, les génes whiK et
whiN sont qualifiés de génes indéterminés car leur réle au cours de la différenciation du
mycélium aérien n’a pas été encore déterminé (Molle & Buttner, 2000). La fonction des genes
whiA, whiJ, whiL, whiM et whiO reste encore inconnue. Le cluster whiE code une polycétone
synthétase de type Il qui permet la production du pigment gris associé aux spores (Davis &
Chater, 1990). WhiB et WhiD sont deux protéines de liaison a I’ADN (Davis & Chater, 1992;
Molle et al., 2000). Par ailleurs, il a ét¢é montré que WhiB contrdle positivement I’expression
de whiE (Davis & Chater, 1992). Les genes whiH, whil et whiJ codent des protéines
régulatrices, WhiH ayant un role de répresseur (Ainsa et al., 1999; Molle & Buttner, 2000;
Ryding et al., 1998). Enfin, les génes whiG, sigF et whiN codent des facteurs o (Bibb &
Buttner, 2003; Chater et al., 1989; Potuckova et al., 1995). Ces facteurs ¢ appartiennent a la

SigF

famille des facteurs o' décrite précédemment. Il a été montré que le facteur o> régule les

étapes tardives de la sporulation et que son expression requiert la présence des six protéines
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précoces (figure 12) (Kelemen et al., 1996). Par comparaison de séquences, il a été montré
que "¢ présente des similitudes avec les facteurs c® de B. subtilis et " des bactéries
coliformes (Arnosti & Chamberlin, 1989; Ohnishi et al., 1990). De plus, son introduction
dans un mutant de S. typhimurium déficient pour o™ complémente le phénotype (Chater et al.,
1989). Ces facteurs contrOlent I’expression des genes impliqués dans la mobilité et le

chimiotactisme. Des homologues a /"¢

ont été identifiés chez d’autres espéces de
Streptomyces telles que S. avermitilis, S. griseocarnum et S. aureofaciens (Kormanec et al.,
1994; Omura et al., 2001; Soliveri et al., 1993). Chez S. coelicolor, "' active le promoteur
de deux genes whi précoces, whil et whiH (figure 12) et du gene orfTH4 qui code une protéine
ProX-like impliquée dans le transport de la glycine bétaine induit par un stress
hyperosmotique (Ainsa et al.,, 1999; Ryding et al.,, 1998; Tan et al., 1998). Chez
S. aureofaciens, le produit du géne homologue a whiG, nommé rpoZ, régule également la
transcription de whiH mais aussi du géne ren71 codant une hydrolase putative intervenant
dans la dégradation des composés biphényliques (Kormanec et al., 1999; Kormanec et al.,

2001). La regulation de whiG est complexe et n’a pas été clairement définie (Chater, 2001).

Croissance des hyphes aériens /

| @
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Figure 12 : des hyphes aériens  «— Wh!I whiH
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5.2. Instabilité génétique décrite chez les Streptomyces

Les Streptomyces présentent une instabilité genétique caractérisée par I’apparition a
haute fréquence (de 0,1 % a 1 %) de mutants affectés dans un ou plusieurs caractéres qui,
dans la plupart des cas, appartiennent au métabolisme secondaire comme la production de
pigment, de mycélium aérien, la sporulation ou la production d’antibiotiques. Cette instabilité
génétique s’accompagne généralement d’une instabilité géenomique caractérisée par des
réarrangements chromosomiques de grande taille tels que des délétions pouvant étre associees
a des amplifications. Il a été montré qu’un quart du génome (soit environ 2000 kb) pouvait
étre délété sans que la viabilité des mutants ne soit affectée. Cette région a donc été qualifiée
d’instable (Leblond et al., 1991). Ces réarrangements genomiques pouvant affecter la
structure du chromosome de cette bactérie sont localisés au niveau des extrémités du
chromosome dans la région instable. Cette région, séquencée chez S. coelicolor, est
dépourvue de génes de ménage et contient par contre de nombreux génes pouvant étre

qualifiés de mutables ou de contingence (Redenbach et al., 1996).

5.3. La pigmentation est un caractere instable chez S. ambofaciens

Chez S. ambofaciens, espece étudiée au laboratoire, la pigmentation des colonies est un
caractére mutable. Dans la descendance d’une colonie présentant une pigmentation grise
qualifiée de sauvage, différents phénotypes mutants sont distingués et apparaissent a haute
fréquence (de I’ordre de 1 %). Des colonies totalement dépigmentées (appelées Pig-col), des
colonies grises a secteur dépigmenté (appelées Pig+sec) et des colonies grises a papilles
blanches (appelées Pig+pap) sont observées (figure 13). Les mutants issus de secteurs ou de
papilles sont appelés respectivement Pig-sec et Pig-pap (figure 13) (Martin et al., 1998). Bien
que les mutants Pig-col et Pig-sec présentent une déficience pour la production de pigment,
cette déficience est variable d’un mutant a un autre et la majorité d’entre-eux sporule. Les
mutants Pig-pap présentent tous un phénotype totalement dépigmenté et une grande majorité
d’entre eux ne sporule pas (48/49 mutants analyses) (Martin et al., 1998). Etant donné le
développement complexe d’une colonie de Streptomyces, un secteur dépigmenté peut étre
interprété comme le résultat d’un événement mutationnel survenu lors de la différenciation du

mycélium végétatif, une papille blanche comme le résultat d’une mutation apparue lors du

60



développement du mycelium aérien et une colonie dépigmentée pourrait résulter d’une

mutation genérée lors de la sporulation ou lors de la germination d’une spore.

Figure 13 : T
Représentation  schématique
des différentes étapes du cycle
de développement  de
S. ambofaciens et des

phénotypes mutants observés . spore @

Ainsi, la pigmentation des colonies est un caractere instable, hautement mutable a

différents stades de développement.

5.4. Mise en place d’un état mutateur lors de la différenciation du

mycélium aérien

L’analyse de mutants Pig-col et Pig-sec issus de plusieurs sous-clones sauvages de
S. ambofaciens ATCC23877 a révélé I’existence d’une grande hétérogénéité entre les sous-
clones sauvages (Martin et al., 1998; Martin et al., 1999). Elle se caractérise par une variation
des fréquences de production de mutants Pig-col, Pig-sec et Pig-pap et une variation des
fréquences de délétion aux extrémités du chromosome suivant I’origine sauvage des mutants
étudiés. L’analyse des colonies a papilles a montré que le nombre de papilles par colonie est
un caractere héritable et que les colonies possédant plus de 20 papilles présentent des niveaux
élevés d’instabilite génétique. Ces colonies ont été qualifiées de mutatrices car elles

produisent un grand nombre de papilles blanches a leur surface et des mutants Pig-col a des
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fréquences tres superieures a celle de leur ancétre sauvage. Ces résultats ont permis de
formuler I’hypothese selon laquelle la modulation de I’instabilité génétique observée résulte
de la mise en place d’un état mutateur d’intensité variable, de faible niveau chez les sous-

clones sauvages et de haut niveau chez les mutateurs (Martin et al., 1999).

5.5. Problématiques abordées

Dans le but d’identifier le déterminisme genétique de I’état mutateur, I’objectif de ce
travail a éte d’identifier des génes cibles de cet état, qui sont mutés a haute fréquence chez les
mutants Pig-pap. L’absence de délétion détectable chez ces mutants en faisait de bons

candidats pour I’identification de tels genes.

La premiére stratégie choisie pour rechercher le (ou les) gene(s) cible(s) muté(s) chez
ces mutants a été de tenter de complémenter le phénotype mutant a I’aide d’une banque
d’ADN génomique. Cette approche présentait I’avantage de ne pas faire d’hypothese quant a
la nature du gene implique et pouvait permettre de mettre en eévidence un nouveau gene

impliqué dans la différenciation morphologique.

Cette approche a permis d’isoler et de caractériser d’un point de vue phénotypique et
génomique la souche nommée 29C1 présentant un retour partiel de la pigmentation. Cette
souche présentait d’une part une pigmentation verte, encore jamais observée chez cette
espece, et d’autre part un chromosome réarrangé dont la structure n’avait jamais encore été

décrite.

La deuxiéme stratégie choisie pour la recherche du déterminisme génétique chez les
mutants Pig-pap a été de tenter de complémenter le phénotype mutant en introduisant des
genes connus chez Streptomyces pour intervenir dans la pigmentation et la sporulation. Il

s’agit de 5 genes whi (whiA, whiB, whiG, whiH et whiJ) identifiés chez S. coelicolor.

Cette approche a permis la complémentation du phénotype mutant apres introduction
du gene whiG dans trois mutants Pig-pap testés. L’analyse moléculaire a permis de postuler
que la regulation post-transcriptionnelle de whiG, par exemple un régulateur de whiG, serait

affectée chez ces mutants. De plus, pour un de ces mutants, un retour a la formation de
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mutants apres complémentation a été constaté. Ces mutants présentaient tous une mutation
dans le transgéne whiG suggérant que le transgéne whiG est une cible mutationnelle. Le

méme type de résultats a été retrouvé chez S. coelicolor.

Enfin, le dernier objectif de cette these a été d’identifier le (ou les) facteur(s) modulant
la production des mutants Pig-pap. Des expériences antérieures menées au laboratoire
suggéraient que la réponse stringente induite par une carence en acides aminés via
I’alahormone ppGpp aurait une influence sur la production de ces mutants. Ainsi, une
approche choisie pour tester cette hypothése est I’étude d’un mutant déficient dans la
production de ppGpp (mutant relA) et la comparaison de la production de mutants dans un

contexte relA+ et relA-.
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Les résultats font I’objet de trois affiches, trois communications orales et de deux
articles dont un a été publié en 2003 dans Archives of Microbiology et un a été accepté pour
Research in Microbiology en décembre 2004. Les articles correspondant sont insérés dans le
manuscrit. Ces articles contenant le matériel et les méthodes employés, ces derniers ne seront
donc pas redétaillés. Une syntheése des resultats présentes dans ces publications et des résultats
non publiés est présentée. Les résultats non publiés font I’objet de la troisieme partie de ce
travail. Un troisieme article décrivant ce travail est prévu. Pour cette troisieme partie des
résultats, les méthodes employées ayant été publiées préalablement ne seront pas
développées. Par contre, le matériel utilisé, correspondant aux souches et aux différents
milieux de cultures, sera précisé. Enfin, en annexe est présenté un résume des différentes

communications.

Article n°1

Catakli S., André A., Leblond P., Decaris B. et Dary A.

The spontaneous amplification of a sequence of the TIR is associated with the circularization
of the chromosome in Streptomyces ambofaciens ATCC23877.

Archives of Microbiology 2003 (179) 387-93.

Article n°2

Catakli S., Andrieux A., Decaris B. et Dary A.

The sigma factor WhiG and its regulation are affected by a mutational phenomenon taking
place during the aerial mycelium growth in Streptomyces ambofaciens ATCC23877.

Accepté pour Research in Microbiology.
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1. Caractérisation phénotypique et moléculaire de la souche 29C1
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1. Caractérisation phénotypique et moléculaire de la souche 29C1

Dans le but de rechercher le (ou les) gene(s) muté(s) chez les mutants Pig-pap, la
stratégie choisie a été de tenter de complémenter le phénotype mutant a I’aide d’une banque
d’ADN genomique de la souche sauvage. Cette approche a permis d’isoler et de caractériser

la souche 29C1 présentant un retour partiel a la pigmentation.

1.1. Isolement de la souche 29C1

Dans le but de restaurer le phénotype sauvage d’un mutant Pig'pap. une banque d’ADN
génomique de la souche sauvage WT8 a été construite dans le plasmide conjugatif et
intégratif pSET152. La carte physique et genétique de ce plasmide est présentée dans la figure
14. Ce plasmide porteur du géne de résistance a I’apramycine s’intégre au niveau du site attB
du phage ¢C31 présent dans le genome de S. ambofaciens. Cette intégration est rendue
possible grace a la présence, sur le plasmide, du géne codant I’intégrase et du site attP de
¢C31. Le transfert par conjugaison d’E. coli a S. ambofaciens se fait a partir d’une origine de
transfert oriT. Les fonctions nécessaires au transfert sont apportées par la souche donneuse
E. coli MRF’307. Apreés digestion partielle de I’ADN génomique de la souche WT8 par

I’enzyme de restriction BamHlI, les inserts ont été clonés dans le site BamHI présent sur le

plasmide.
Sall  Hindlll
Hind11 '
" sall Hindl 11
Pstl
Sall
Figure 14 : int®C31 Xbal
Carte de restriction du plasmide pSET152. Le géne IacZa\ BamHI
de résistance & I’apramycine (AmR), Iorigine de Aatll P Sacll
transfert (oriT), I’origine de réplication (rep”’®), le Sph a pSET152 BssHII
géne lacZa permettant I’a-complémentation et le Pl (5,8 kb) reppUC EEZEY
géne codant I’intégrase de ¢C31 sont indiqués sur Sall oriT
cette figure (d’aprés Bierman et al.,1996). AR Asel
Pstl
Sall
Nhef Sacl Sacl
Ball Apal Xhol
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Afin de recouvrir I’ensemble du génome de S. ambofaciens avec une probabilité de
0,997, 7400 clones ont été repiqués. La taille moyenne des inserts était de 8 kb. Chaque
plasmide recombinant a été introduit par conjugaison intergénérique entre différents mélanges

de 24 clones d’E. coli MRF’307 et le mutant papl (anciennement appelé WT8p25).

Ce mutant a été choisi comme hoéte de clonage car il ne posséde pas de réarrangement
génomique détectable. Il est capable de conjuguer avec E. coli et il présente un taux de
réversion vers le phénotype sauvage inférieur & 2.10°. En effet, des hybridations notamment
avec les cosmides recombinants D9 et A85, qui révelent les régions des extrémités du
chromosome les plus fréquemment délétées chez S. ambofaciens (Leblond et al., 1996), ont
été réalisées sur I’ADN génomique de la souche mutante papl. Aucune délétion n’a éte
détectée. De plus, le profil de restriction Asel obtenu aprés migration en PFGE est similaire &
celui de la souche WT8. Par ailleurs, dans la descendance du mutant papl, aucun révertant n’a
été détecté au bout de 7 jours de croissance sur milieu HT pour 56630 colonies observées.

Le protocole de conjugaison entre E. coli et Streptomyces, utilisé pour introduire
chaque plasmide recombinant dans un mutant Pig-pap, correspond a une variante du protocole
décrit par Matsushima et Baltz (Matsushima & Baltz, 1996). Cinquante pl (environ 10°
cellules) d’une culture liquide en phase stationnaire de la souche donneuse d’E. coli, qui porte
le plasmide & transférer, sont mélangés a 100 pl (environ 10° cellules) d’une suspension de
mycélium récupérée a partir d’une culture sur milieu solide de trois jours de la souche
mutante de Streptomyces. Ce mélange est étalé sur une boite contenant 25 ml de milieu AS-1
(Matsushima & Baltz, 1996). Aprés une nuit d’incubation & 30°C, les boites sont lavées avec
3 ml de milieu LB liquide et Iégerement grattées avec une pipette pour éliminer une partie des
colonies d’E. coli, le mycélium de Streptomyces restant attaché a la gélose. La souche
donneuse d’E. coli est contre-sélectionnée par addition de 1,5 ml d’une solution contenant de
I’lampicilline (@ 30 pg/ml) et de I’apramycine (a 30 upg/ml) pour sélectionner les
transconjugants. Les boites sont placées cing jours a 30°C et répliquées sur milieu HT +

apramycine (a 30 ug/ml) pour I’observation des phénotypes.
132 croisements ont été réalisés, soit 3168 clones théoriquement testés. En ne

considérant que les croisements ou plus de 25 transconjugants ont été observés, pres de 1800

clones ont été testés soit environ 25 % de la banque d’ADN génomique. Au cours de ce
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criblage, une colonie de phénotype Pig-pap avec un secteur vert a été observée. Apres
plusieurs sous-clonages de ce secteur, pour avoir une population homogene, la souche 29C1 a
été isolée. Bien qu’il n’y ait pas restauration du phénotype WT, la souche 29C1 produit a

nouveau un compose pigmenté. Son étude a été poursuivie.

1.2. Analyse phénotypique de la souche 29C1

Afin de tester si la sporulation était restaurée chez la souche 29C1, les souches WTS,
papl et 29C1 ont été cultivées sur milieu HT pendant 14 jours a 30°C. La présence de spores
a été recherchée par observation des préparations sous microscope photonique, apres
coloration de Gram, des fragments de colonie. Alors que WT8 produit des spores, aucune
spore libre n’a été observée pour les souches papl et 29C1. Ainsi, la souche 29C1 ne présente

pas une sporulation de type sauvage.

La souche 29C1 présente une pigmentation verte qui n’avait encore jamais été observee
chez S. ambofaciens. Le pigment vert colore les colonies et le milieu de croissance de la
bactérie. L’aspect des colonies par rapport a I’intensité de la coloration, la localisation de la
pigmentation sur la colonie ou I’abondance du mycelium aérien varie entre les différentes
colonies de la souche 29C1. Quelques différents phénotypes de colonies observés pour la
souche 29C1 sont illustrés dans la figure 15. Ces observations indiquent que le phénotype de
la souche 29C1 est variable. Afin de préciser la nature de cette variabilité, la caractérisation

génomique de cette souche a été entreprise.
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Figure 15 :
Phénotypes de différentes colonies issues de la souche S. ambofaciens 29C1, observés aprés 14 jours de
croissance sur milieu HT.

1.3. Structure chromosomique de la souche 29C1

1.3.1. Présence d’un plasmide recombinant dans le génome de 29C1

La souche 29C1 présente dans son génome un plasmide recombinant issu de la banque
d’ADN génomique de WT8. Ce plasmide nommé 29C1 porte un insert de 1,6 kb. Il a été
réintroduit par conjugaison dans la souche mutante papl. Sur 100 transconjugants obtenus,
aucun ne présentait une pigmentation verte comme la souche 29C1. Ainsi, I’introduction du
plasmide 29C1 n’explique pas a elle seule le phénotype caractéristique de cette souche.

1.3.2. Le chromosome de 29C1 porte une amplification

1.3.2.1.Localisation de I’amplification

L analyse des profils de restriction BamHI, Pvull, Clal et Kpnl de I’ADN génomique de
la souche 29C1 a révélé I’existence de bandes trés intenses, caractéristiques de la présence
d’une séquence amplifiée (ADS) (figure 16). La taille de I’ADS a ainsi pu étre estimée a 37
kb.
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Figure 16 :

Amplification mise en évidence dans le génome de la souche
S. ambofaciens 29C1. Profils de restriction Kpnl (piste 2), Clal
(piste 3), Pvull (piste 4) et BamHI (piste 5) de I’ADN génomique
de la souche 29C1. La piste 1 correspond au profil de restriction
Pstl de I’ADN du bactériophage A. La taille (en kb) des différents
fragments de restriction Pstl est indiquée.

S. ambofaciens possede un chromosome linéaire de 8000 kb caractérisé par la
présence de répétitions terminales inversées de 210 kb appelées TIR pour Terminal Inverted
Repeats. La majorité des amplifications analysées jusqu’a présent chez cette espéce ont pu
étre localisées dans deux régions situees a environ 800 kb et 1350 kb de I’extrémité du bras
chromosomique droit, nommees respectivement AUD90 et AUDG6 (figure 17) (Demuyter et
al., 1988). L amplification détectée dans le génome de la souche 29C1 n’appartient en fait a
aucune de ces deux régions. En effet, en hybridant deux cosmides, un révélant une région
appartenant a I’AUD90 (23E11) et I’autre une région appartenant & I’AUDG6 (2B7) (figure 18),
sur un profil de restriction BamHI de I’ADN génomique de 29C1, les fragments
correspondant a I’amplification n’ont pas été révélés. Des experiences d’hybridations
réalisées avec des cosmides, issus comme les deux précédents d’une banque d’ADN
génomique de la souche DSM40697 et qui révelent des régions appartenant aux extrémités du
chromosome, ont permis de montrer que I’amplification se situe en fait dans une nouvelle
région amplifiable localisée dans les TIR du chromosome. Cette séquence amplifiable se

trouve donc en deux exemplaires et cette nouvelle région a été nommée AUD37 (figure 17).
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AUD37 AUD37

AUD%Y
Figure 17 :
Carte schéematique physique du chromosome _4/
de S. ambofaciens ATCC23877 (de 8 Mb G
environ). Les fragments de restriction Asel et
leur taille (en kb) sont représentés. La région 8

instable qui fait environ 2 Mb (un quart du
génome) est représentée par un trait gris. Les
TIR (fleches grises), les protéines terminales
et la localisation des trois régions amplifiables
caractérisées chez S.ambofaciens, dont la
région AUD37 mise en évidence dans ce
travail, sont indiqués.

1.3.2.2.Stabilité de I’amplification

Les amplifications décrites chez des mutants de S. ambofaciens sont connues pour étre
instables et fréquemment perdues dans la descendance de tels mutants. Par exemple, pour le
mutant NSA205, portant une amplification dans I’AUD90, prés de 10 % des colonies avaient
perdu cette amplification (Dary et al., 1992). La fréquence de perte de I’amplification de
29C1 a donc été recherchee. Sur 1262 colonies de 29C1 étalées sur milieu HT et observées
aprés 14 jours de croissance, 248 ne produisaient plus le pigment vert caractéristique de cette
souche. Ces colonies étaient blanches comme la souche mutante papl de laquelle dérive
29C1. Dix-huit colonies blanches et 17 vertes ont été sélectionnées et sous-clonées. De
chacune de ces souches, I’ADN génomique a été extrait et digéré par BamHI. Les 17 souches
produisant une pigmentation verte présentaient un profil BamHI typique de la souche 29C1
alors que les 18 souches dépigmentées avaient perdu I’amplification. Ainsi, il existerait une
relation entre le phénotype pigmenté vert et la structure chromosomique caractéristique de la
souche 29C1. De plus, cette structure apparait étre instable avec un pourcentage d’instabilité
de I’ordre de 20 %.
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1.3.3. Le chromosome de 29C1 est délété

Associée a cette amplification, des délétions ont été détectées grace notamment a
I’analyse de profils de macrorestriction obtenus par électrophorése en champs pulsés.
Différentes conditions de migration en PFGE ont été utilisées dans le but de distinguer les
fragments de différentes tailles et afin de préciser ainsi les profils de macrorestriction obtenus
(figure 3 de I’article n°1). Etant donné que la souche 29C1 porte le plasmide recombinant
29C1, integré au niveau du site chromosomique attB et qui porte un site de restriction Asel
(figure 14), le fragment de 1100 kb (C’’) dans lequel se situe le site attB disparait et deux
nouveaux fragments, d’environ 880 kb (*1) et 230 kb (*2) sont détectés. Par ailleurs, les
fragments de restriction Asel de 820 kb (D’’), 440 kb (G’’), 600 kb (E’’) et 310 kb (I’’) sont
absents sur un profil de macrorestriction Asel de la souche 29C1, ce qui suggére qu’ils sont au
moins partiellement délétés (figure 18 et figure 3 de I’article n°l). Ainsi, associé a
I’amplification, la souche 29C1 présente de grandes deléetions situées aux extrémités du

chromosome.

1.3.4. Le chromosome de 29C1 serait circulaire

Afin de préciser la structure chromosomique de la souche 29C1, des analyses
complémentaires par hybridation sur profil de restriction Asel ou BamHI de cosmides réevélant
des régions situées aux extrémités du chromosome ont été réalisées. Le nom des cosmides
utilisés ainsi que la région révélée par ces cosmides sur les extrémités du chromosome de

S. ambofaciens sont indiqués dans la figure 18.

La région amplifiée n fois, révélée par le cosmide recombinant A68 et partiellement par
celui nommé A34, ainsi que la région delétée sont représentées sur cette figure. L hybridation
entre chacun de ces cosmides sur un profil de restriction BamHI de I’ADN génomique des
souches WT8, papl et 29C1 a été realisée. Pour le cosmide A68, les fragments de restriction
BamHI de 1,3 kb, 2,8 kb, 5,3 kb et 5,6 kb sont révélés pour les trois souches. Or, le fragment
BamHI de 18 kb révélé chez la souche WT8 et le mutant papl, ne I’est pas chez la souche
29C1 (figure 2 de I’article n°1). Pour le cosmide A34, les fragments de restriction BamHI de
1,3 kb et 5,6 kb sont réveélés pour les trois souches. Or, le fragment BamHI de 19 kb revélé

chez la souche WT8 et le mutant papl, ne I’est pas chez la souche 29C1. Pour les deux
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cosmides, un fragment estimé a 22 kb est révélé uniquement chez la souche 29C1 (figure 2 de
I’article n°1). Ce fragment correspond a une partie des fragments BamH| de 18 kb et 19 kb (x
et y) et constitue le fragment de jonction amplifié et créé par la réitération en tandem de la

région amplifiable (figure 18).

Les délétions se situent de part et d’autre de I’amplification et présentent une taille
d’environ 600 kb dans le bras chromosomique gauche et d’environ 800 kb dans le bras
chromosomique droit. Lorsque le cosmide A68 est hybridé sur un profil de macrorestriction
Asel de I’ADN génomique de la souche 29C1, un fragment de haut poids moléculaire (>2000
kb) est detecté. Ce nouveau fragment Asel correspondrait en fait au fragment qui contient
I’amplification et qui relie les deux fragments partiellement délétés de 600 kb (E’’) et 820 kb
(D”). La présence de ce fragment suggere fortement que I’ADN chromosomique de 29C1 est

circulaire.
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L’ensemble des résultats obtenus dans cette premiére partie de travail montre que la
souche 29C1, en plus de son phénotype caractéristique et potentiellement intéressant au
niveau biotechnologique, présente une structure chromosomique originale chez Streptomyces.
Ces résultats ont fait I’objet de trois communications (deux affiches et une communication

orale, voir annexes) et font I’objet de I’article suivant.

1.4. Article n°1
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Article n°1

Spontaneous chromosome circularization and amplification of a
new amplifiable unit of DNA belonging to the terminal inverted

repeats in Streptomyces ambofaciens ATCC23877

81






Arch Microbiol (2003) 179 387-303
DOT 1001007 fs00203 -003-0534-7

ORIGINAL PAFPER

Sibel Catakli - Axelle Andrieux - Pierre Leblond
Bernard Decaris - Annie Dary

Spontaneous chromosome circularization and amplification
of a new amplifiable unit of DNA belonging to the terminal inverted
repeats in Streptomyces ambofaciens ATCC 23877

Received: 9 October 2002 / Revised: 11 February 2003 / Accepted: 17 February 2003 / Published online: 3 April 2003

& Springer-Verlag 2003

Abstract In Streptomyces, the linear chromosomal DNA
is highly unstable and undergoes large rearrangements
usually at the extremities. These rearrangements consist
of the deletion of several hundred kilobases, often associ-
ated with the amplification of an adjacent sequence, AUD
(amplifiable unit of DNA). In Streptomyces ambofaciens,
two amplifiable regions (AUDS and AUDSO), located ap-
proximately 600 kb and 1,200kb from the right chromo-
somal end respectively, have been characterized. Here, the
isolation and molecular characterization of a new 5. ambo-
faciens mutant strain exhibiting a green-pigmented pheno-
type is described; the wild-type produces a gray pigment.
In this mutant, both chromosome ends were deleted,
which probably led to circularization of the chromosome.
These deletions were associated with amplification of a
sequence belonging to the chromosomal terminal inverted
repeats {TIRs), which might constitute the new fragment
generated by the chromosomal circularization.

Keywords Streptomyces - Genetic instability -
Chromosome circularization - DNA amplification

Intreduction

Streptomyces represent a large group of gram-positive soil-
dwelling bacteria with a high G+C content. They undergo
a complex cycle of morphological differentiation consist-
ing of spore-bearing aerial hyphae on mycelial colonies
(Chater 1998). During this process, these bacteria synthe-
size a wide range of antibiotics commonly used in veteri-
nary and human therapy.
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Streptomyces exhibit a high degree of genetic instabil-
ity, which frequently affects secondary metabolism and
results in the generation of mutants in which several hun-
dred kilobases are deleted. In some cases, these deletions
are associated with the amplification of an adjacent DNA
sequence called AUD (amplifiable unit of DNA. This re-
iteration leads to the formation of the amplified DNA se-
quence (ADS; Fishman and Hershberger [983; Leblond
and Decaris 1999). Although ADSs are usually associated
with a deletion, they were not detected in a few cases, par-
ticularly regarding amplifications located in the center of
the Streptomyees coelicolor chromosome (Redenbach et
al., 2000). Hiitter and Eckard {1988} proposed to distin-
guish two types of AUDs on the basis of their structure. In
the first type, AUDs often occur in the same chromosomal
region, but differ in size. In the second type, the AUD cor-
responds to a sequence that is flanked by two long direct-
repeated sequences (larger than | kb) that appear to be re-
quired for the amplification process. This latter type of
AUD is reproducibly amplified in independent isolates
and its amplification seems to be RecA-dependent (Hiitter
and Eckhardt 1988; Volff and Altenbuchner 20003, Al-
though some amplifications have been selected on the ba-
sis of increased resistance or overproduction of a particu-
lar product, the majority seem to take place in the absence
of any particular selective pressure (Schmid et al. 1999).

Most genome rearrangements are located at the extrem-
ities of the chromosomal DNA, which is a linear molecule
of about 8 Mb in length ending with terminal inverted re-
peats (TIEs) covalently bound to proteins. Such proteins
appear to be absolutely necessary for the replication of the
linear chromosomal DNA (Bao and Cohen 2001). The
Streptomyces chromosomal DNA can also exist in a cir-
cular form. Artificial circularization of the Streptomyces
lividans chromosome leads to a viable, but highly unsta-
ble mutant. Furthermore, genetic instability generates mu-
tants with a circular chromosome that can be amplified or
not (Ravland et al. 1995; Lin and Chen 1997; Volff et al.
1997).

In Streptomyces ambofaciens, the gray pigmentation of
the colony is affected by genetic instability, which leads to



colonies harboring one or several sectors andfor white
papillae and pigment-defective colonies. Mutants deriving
from papillae (Pig™,, mutants) are devoid of any detectable
deletion and/or DNA amplifications usually observed in
mutants isolated either from sectors or pigment-defective
colonies (Martin et al. 1998, 1999}, Characterization of
several amplifications has revealed that they mainly occur
in two regions, AUDG and AUDS0, located outside of the
TIRs at about 600 kb and 1,200 kb, respectively, from the
right chromosomal end {Demuyter et al. 1988; Leblond et
al. 1989, 1996). About 75% of amplification events affect
one of these loci in 8. ambofaciens ATCC 23877 (Martin
et al. 1999y, The 5. ambofaciens amplified mutants de-
scribed to date have lost one extremity but have conserved
a linear structure ( Fischer et al. 1997).

In order to elucidate the molecular medification behind
the white phenotype of one Pig,,, mutant (WTEp25), a
genomic library of a wild-type subclone was constructed
and screened for its capacity to restore the wild-type phe-
notype in the mutant WTEp25. Here we describe the iso-
lation and characterization of strain 29C [, which produces
a green pigment. Its chromosome contained o DNA am-
plification resulting from the tandem reiteration of a se-
quence belonging to the TIEs. Such an amplification has
never been observed before in 8. ambofaciens. Elucida-
tion of the chromosomal structure of this strain revealed
that both extremities had been deleted and a new fragment
generated. It contained the ADS and probably resulted from
circularization of the chromosome. Finally, while Strepio-
myces amplifications are generally associated with one
deletion event, this new ADS was associated with two
deletion events since the sequences located on both sides
of this ADS were deleted.

Materials and methods

Bacterial strains, antibiotics and culture conditions

Three 5. ambofaciens strains (WTS, WTRp25 and 29C 1) were used
in this work. Strain WTE8 is a wild-tvpe subclone of 8. ambafaciens
ATCC 23877, whose genatic instability has been detailed in previ-
ous works (Martin et al. 1998, 1999), Strain WTSp25 is a P]'u-
mutant derived from a white papillag of a pigmented colnnj.r n%
strain WTR. Strain 20C1 is derived from strain WT2p25 and is de-
scribed in this work. The plasmid pUB307 was used for the mobi-
lization of pSET152 derivatives from Escherichia coli 1o Strepro-
myces. E. colf MRF 307 was constructed by introducing pUB307
by conjugation from the donor E. celf ET12567 (Flett et al. 1997)
to the recipient E.colf XLIMRF Blue (Stratagens ). Donor and re-
cipient strains were grown at 37 °C with agitation (250rpm) up to
exponential phase and mixed in a ratio of one donor cell to five re-
cipient cells. After 90min of incubation at 37 *C without agitation,
exconjugnants were selected on LB solid medium supplemented
with tetracvcling, kanamycin (both from Sigma) and nalidixic acid
{Roche Molecular Biochemicals).

Strepromyces sirains were grown either in Hickey-Tresner
{HT) liquid or solid madium (Pru:lha.m et al. 1956—1057) or in TSB
liquid medium for conjugation experiments. For DMNA extraction,
Serepromyces strains were usually grown in HT or YEME liguid
medium (Hopwood et al. 1985). E. colf strains were incubated in
LE medium (Sambrook et al. 1989) supplemented or not with anti-
bictics. Conjugation between E. coli and 5. ambofaciens was done
on AS-1 medium (Baltz 1980). Ampicillin, apramycin (both from
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Sigma), kanamycin, and tetracycling were used at a final concen-
tration of 30 pg/ml in the different media. Malidixic acid was used
at a final concentration of 50 pg/ml.

5. ambofaciens WTE genomic library construction,
screening and conjugation conditions

A BamHI partial digest of total DNA of strain WTS was ligated
with the plasmid pSETI152 linearized with the zame enzyme.
pSET152 can be transferred from E. colf 0 Strepromyces, contains
the apramycin resistance gene, and is integrated at the bacterio-
phage QC31 are® chromosomal site in Strepromyess (Bigrman et
al. 1992). After transformation of E. calf MREF 307 under standard
conditions {Dower et al. 1988), transformants were selected on LB
solid medium supplemented with tetracveline, kanamycin, apra-
myein, X-gal (80 ug/ml) and IPTG (428 pg/ml). To try o comple-
ment the mutant phenotvpe of strain WTSp25, recombinant
pSET152 plasmids were introduced into this muotant by conjuga-
tion using a mixture of n E. colf recombinants as donors under
conditions described previously (Mazodier et al., 1989). The §.
ambofaciens exconjuguants were selected by adding apramycin
and ampicillin and observed after 1 week of incubation at 30°C.

Integration can be checked by two alternative methods. The
first consists of checking the integration of pSET152 on an Asel
profile. As pSET152 contains an Asel site, its intlegration at the $C31
a8 site, which is located on the C” Asel fragment of 1,100kb,
generates two new Asel fragments of 880 and 230 kb, The second
method consists of using pSET152 as a probe in hybridizations on
Pgil-digested total DNA of each 5. ambofaciens exconjuguant.
Two fragments of 5.4 and 2.4 kb are usoally detected when a plas-
mid without an insert is integrated, whereas the 2.4-kb P frag-
ment is absent and a new fragment is detzcted when pSET152 con-
tains an insert.

Sporulation assay

To determine the capacity of a strain to sporulate, colony frag-
ments constituted by mycelinom and putative spores were stained
using the Gram reaction and obsarved by light microscopy (hMartin
et al. 1998).

DMA extraction, restriction fragments and Southern analyses

5. ambofaciens total DNA was extracied from cultures grown
overnight at 30 °C in HT liguid medium {Fischer et al. 1997). Re-
striction enzymes were used under the conditions recommendead by
the suppliers (Mew England Biolabs or Roche Molecular Bio-
chemicals). DNA fragments were s2parated on agarose gels ac-
cording to the method of Sambrook et al. (1989). Southern blot-
ting, prehybridization and hybridization were done as previously
described (Demuyter et al. 1988, Probes were labeled and specific
hybrids detected using the DIG-DNA labeling and detection kit,
following the conditions of the supplier (Roche Molecular Bio-
chemicals). Probes used for molecular characterization of strain
20C1 were derived from a §. ambafam’en: DSEMA069T penomic li-
brary constructed in E. colf using the cosmid supercos 1 as vector
(Leblond et al. 1996; Fischer et al. 1997). The chromosomal re-
gions of §. ambofaciens DSM 40697 and ATCC 23877 revealed
by thess probes were determined in previous works (Fischer et al.
1997; Martin et al. 1999). It should ke noted that supercos 1 and
pSET152 cross-hybridize to each other under the conditions used
in this study.

Pulszd-field gel electrophoresis
DMA was prepared from 5. ambofaciens strains grown at 30°C

with agitation (200 rpm) in YEME liquid medium for 40h as pre-
viously described (Leblond et al. 1996). Pulsed-field gel electro-



Fig. 1 Twvpical phenotype of
Strepromyces ambofaciens
WTE (), strain WTBp25 ib)
and strain 29C 1 (c) after 14
days of growth at 30 °C on HT
medium. Under these growth
conditions, most of the pig-
mented colonies exhibited
white papillag in the 5. ambo-
factens ATCC 23877 wild-type
subclones (Martin et al. 19938)

Fig. 2 BamHI restriction pat-
terns (a) of 5. ambofaciens
WTE (lane 2), strain WTBp25
(fane 3) and strain 29C 1 (Jare 4)
hvbridized with probes A68 (b)
and A% (), which revealed s2-
quences belonging 1o the chro-
mosomal TIRs. ADNA digested
with Psel (a, ©) or with HindIII
(b¥) was used as molecular mass
marker

phoresis (PFGE) runs were carried out in a CHEF svstem (Biorad,
USA). In all experiments, 0.9% or 1% agaross gels were run in a
05xTBE electrophoresis buffer (Sambrook et al. 1939). Pulse
times varied according to the size of the DNA fragments being
separated. DNA of 5. ambafaciens ATCC 23877 resricted with
Asel consists of 14 fragments (see Results) with sizes of 1,650kb
(A" and B, 1,100kb (C™), 820kb (D), &00kbk (E” and F™),
440kb (G™), 330kb (H™), 310kb (I"), 280kb (I, 260kb (K™,
105 kb (L™, 50kb (M™) and 40kb (N} (Leblond at al. 1996).

Results

Isolation of a green-pigmented
5. ambofaciens 29C 1 mutant

Dwring the screening of a genomic library of the wild-type
strain WTE that was constructed using pSET 152 (see Ma-
terials and methods) to complement the pigment-synthesis
and spore-formation deficiencies of one Pig ., mutant
(WTEp25), one strain exhibiting a green pigmentation
was isolated (Fig. 1). This green pigmentation might be an
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intermediate of the gray pigment biosynthesis pathway or
belong to another pigment synthesis pathway. Therefore
this clone, 29C1, was subsequently subcloned and further
characterized. Like the original strain WTEp25, strain 29C1
was not able to form spores. Hybridization of pSET152
against 8. ambofaciens 29C1 DNA digested with Pl re-
vealed that the mutant possessed a recombinant plasmid
with a 1.6-kb insert ( see Materials and methods). This re-
combinant plasmid was subsequently identified and re-in-
treduced by conjugation inte strain WTEp25. More than
100 8. ambofaciens WTEp2S exconjuguants were obtained,
but none of them was able to synthesize the green pig-
ment, which suggested that intreduction of the recombi-
nant plasmid of strain 29C1 was not sufficient to explain
its characteristic phenotype.



Fig. 3 Asel restriction patterns
of 5. ambofaciens WT8 (lane I
and strain 29C1 (lane 2) ob-
tained under different pulsad-
field electrophoresis condi-
tions. Electrophoresis was car-
ried out through a 1% (a, <) or
0.9% (b) agarose gel at 6V per A" B"
cm for 24 h {a), 36h (b) or 31h

(). Pulse time was 40-160s (a),

40505 (b) or 40-160 5 (). c
The *1 and *2 fragments result

from integration of strain 29C1

at the $C3 1 bacteriophage o
anB site (see Materials and

mathods) E"

da

#1

5. ambofaciens 29C1 harbors
a large penome rearrangement

An ADS of about 37 kb (Fig. 2a) and without any similar-
ity to the different amplified patterns usually cbserved in
5. ambafaciens (Demuyter et al. 1988; Leblond et al.
1989; Martin et al. 1999) was detected in total DN A of
strain 29C1 digested with BamHI. Furthermore, the ADS
was not detected after hybridization with the recombinant
cosmids 23E11 and 2B7 (data not shown), which are com-
monly used to reveal ADSs belonging to the AUDO0 and
AUDS regions, respectively (Fischer et al. 1997).

As Sreptomyces DNA amplifications are very often
associated with a large deletion, Asel restriction patterns
of §. ambofaciens strains WTE, WTEp25 and 29C1 were
determined and compared using PFGE. No difference was
observed between strainge WTE and WTEp23, confirming
the absence of any large DNA rearrangement in mutant
strain WTEp25 (data not shown). However, the Asel re-
striction pattern of strain 29C1 was different. Firstly, the
C"" Asel fragment was absent and two new fragments (* |
and *2) were detected (Fig. 3), confirming the presence of
a pSETI152 derivative in the 29C1 mutant (see Materials
and methods). Secondly, the DY, G (Fig. 3a), E” and 17
(Fig. 3b, ¢) fragments were absent, which suggested that
they were at least partially deleted.

Thus, mutant strain 29C1 harbored an ADS associated
with a large deletion affecting both chromesomal extrem-
ities since the G” and the [ Asel fragments, which con-
tain the TIRs (Leblond et al. 1996), were not observed.

5. ambofaciens 29C1 ADS belongs
to the chromosomal TIRs

To confirm that both chromosomal extremities were deleted,
recombinant cosmids used to reveal sequences of the D",
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E”, G" and I" Asel fragments were hybridized against
DMNA of strain 29C1 digested with BamHI. Three groups
of probes were used in these experiments (Fig.4a). The
first included the probes G36, TH2, 14C4, and E7C, which
reveal sequences of the F*, E” and I” Asel fragments from
the left chromosomal arm. The second contained the
probes 2B7, 31G 10, 23EL1, 20B10, AES and 19C5, which
reveal sequences of the L, D" and G" Asel fragments from
the right chromosomal arm. The third group corresponded
to probes D9, 12410, A31, A3, A68, DE], and D118, which
are homologous to the chromosomal TIRs.

A typical wild-type hybridization profile was observed
with probes G36, TH2, 31G10 and 2B7, showing that the
corresponding regions were not deleted in mutant strain
29C1 (Fig. 4b). The region revealed with probe 23EL1 was
partially deleted in the mutant since only some BamHI
fragments present in the wild-type profile remained in that
of strain 29C1. No new BamHI fragment was detected
(data not shown). Therefore, one deletion endpoint was
located in the 23E11 region. Mo hybridization signal was
detected after hybridization of probes E7C, 14C4, 19C5,
ABS and 20810 to DNA of strain 29C1. Therefore. the
corresponding regions located either on the left or on the
right chromosomal arm were deleted. Finally, no hybrid-
ization signal was observed with probes that reveal chro-
mosomal TIRs, except with probes A68 and A34. In con-
clusion, chromesomal TIRs of mutant strain 29Cwere
not entirely deleted.

All the 5. ambofaciens 29C1 amplified BamHI frag-
ments (22, 5.6, 5.3, 2.8 and 1.3 kb) were seen after prob-
ing with A68 (Fig. 2b) and only three of them (22, 5.6 and
I.3 kb} after probing with A34 (Fig. 2c). Thus, the ADS of
strain 29C1 was derived from the reiteration of a new
AUD located in the TIRs. As shown in Fig. de, the A34
and A68 regions share two BamHI fragments of 5.6 and
1.3 kb. The BamHI maps of the A68 and the A34 regions,
established in earlier works (Fischer et al. 1997}, were
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Fig. 4 Asel restriction map of 8. ambofaciens WTR (a) and strain
29C1 (b) chromosome extremities, and BammHI map of the AUD of
strain 29C1 (c). a Boves show the location of the regions revealed
with the probes used in this work and the amplification revealed
with probes A34 and As%. Mote that probes 12A10 and A31 re-
vedled regions located between regions D9 and A34 (Fischer et al.
1997) and that the 12A10 region overlaps the A3 region. Regions
that were amplified in strain 29C1 are indicated by gray boves.
The TIR sequences (thick arrew) covalently bound to the terminal
proteins (gray circles) are indicated. b Delation of the G, 17 frag-
ments and of part of the E” (AE™) and DV (ADY") fragments is sym-
bolized by a detred line. The amplification (black boxed) of strain
2911 is also indicated. ¢ BamHI map of the AUD of strain 29C1
and the regions normally revealed by A6E and A34. Lines X and ¥
indicate the 19- and of 18-kb BamHI fragmenis that constitute the
amplified 22-kb fragment of created by tandem reiteration of AUD
in strain 29C1

compared to the hybridization profiles obtained with DINA
of strain 29C1 digested with BamHL It appeared that the
22-kb amplified BamHI fragment did not exist in the
wild-type. This implied that it might correspond to the
fragment generated by tandem reiteration of the AUD and
that it was constituted by part of the 19-kb BamHI frag-
ment of the A34 region and part of the 18-kb BamHI frag-
ment of the A68 region (Fig. 4¢). This was confirmed by
hybridizing each of these fragments against total DNA of
strain 29C1 digested with BamHI, since both revealed the
amplified fragment of 22 kb (data not shown).
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Characterization of the 5. ambofaciens
29C1 chromosomal structure

The hybridization results described above suggested that
the 8. ambofaciens 29C 1 chromosome might be circular.
If this was indeed the case, a new fragment containing the
ADS and sequences normally originating from the right
and left chromosomal arms should be detected (Fig. 4B).
Hence, DNA of strain WTS and of strain 29C1 digested with
Asel was hybridized with probes TH2, 23E11 and AGE. It
was expected that these probes would reveal the same
Asel fragment in strain 29C1 whereas they reveal differ-
ent Asel fragments in the wild-type strain WTE, However,
the intensity of hybridization signal obtained with probe
ABE was expected to be higher than those obtained with
probe TH2 or probe 23E11, since the A68 region is ampli-
fied in strain 29C1.

As shown in Fig. 5, probe A68 revealed the 17 and the
G" Asgel terminal fragments in the wild-type profile, and a
new strongly hybridizing high-molecular-weight frag-
ment {designated W), which co-migrated with the A" and
B fragments, was revealed in strain 29C1 (Fig. 5a). Probes
TH2 and 23E11 revealed the E” and D" Asel fragments in
the wild-type and the y fragment in strain 29C1, respec-
tively (Fig. 5b, ¢). Finally, no difference between the pro-
files of strain 29C1 obtained after digestion with Asel and
electrophoresis of pronase-treated and untreated DNA
samples were observed (data not shown). It must be noted
that, in the absence of pronase treatment, migration of the
G" and 1" Asel fragments is impeded, showing that they
constitute the extremities which are covalently bound to
protein (Leblond et al. 1996). Taken together, these results
suggest that strain 29C1 harbors a circular chromosome.



Fig. 5 Hybridization between a

the Asel-restricted DINA of

8. ambofaciens WTR (lane I) 1 2
and strain 29C1 (lane 2) with s
probes A8 (a), 22E11 (k) and
TH2 (). Pulsad-field electro-
phoresis through a 0.9% aga-
rose gel was carried out at 6%
per cm for 24 h. Pulse time
was 40-160s. y designates the
high-molecular-weight frag-
ment specifically revealed in + B
strain 29C1 by the thres

probes. The G” and I frag-

ments are normally revealed by

probe A&E in the wild-tvpe,

whereas the Iv" and the E” av
fragments are revealed by
probes 23E11 and TH2, respec-
tively. The *| fragment was
revealed because of cross-hy-
bridization betwesn supercos 1
and pSET152 (sze Materials
and methods)

Stability of amplification of strain 29C1

Amplified mutants are known to be unstable, and the am-
plified regions are frequently lost in the progeny of such
mutants. For example, in the mutant 5. ambofaciens
NSA205, about 10% of the descendants have lost the am-
plification (Dary et al. 1992}, Hence, the stability of the
amplified region of strain 29C 1 was investigated. The rate
of phenotypic instability in the progeny of this mutant was
determined; about 199 (248/1262) of the colonies lost the
typical green pigmentation and became white, like the an-
cestor strain WTEp25. Eighteen white colonies and 17 green
colonies were randomly selected, subcloned and the BamHI
restriction patterns were determined. All of the mutants
forming white colonies and none of the strains forming
green colonies lost the amplified region (data not shown).
These results suggest a correlation between the green phe-
notype and the typical chromosomal structure of strain
29C1, and allowed the conclusion that the 29C1 chromo-
somal structure was unstable.

Discussion

The amplified structure of 8. ambafaciens 29C1 displays
specific features. First, the sequences located on both
sides of the amplified region have been deleted and the re-
sulting mutant chromosome of strain 29C1 appears to be
circular. By contrast, the spontaneous amplified mutants
of &, ambofaciens characterized previously have a linear
chromosomal DNA (Fischer et al., 1997) and harbor an
amplified region associated with a deletion located only
on one side of the ADS. Second, most of the amplifica-
tions characterized in 8. ambofaciens result from the reit-
eration of AUDs situated several hundred kilobases from
the chromosomal ends (Demuyter et al. 1988, 1991; Dary
et al. 1992}, whereas the ADS of strain 29C1 derived from
areiteration of an AUD located in the chromosomal TIRs.
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Finally, the situation observed in strain 29C1, in which the
ADS was associated with two deletion events, has been
previously observed only in an 8. fividans mutant with an
artificially circularized chromosome. In this latter case,
the plasmid used for circularization was amplified, and this
event was associated with deletion of flanking sequences
of the plasmid integration site (Lin and Chen 1997; Volff
et al. 1997

To explain the fact that amplification is vsually associ-
ated with one deletion, Young and Cullum (1987 pro-
posed that amplification might result from entrapment of
a replication fork in a circular structure resulting from a
recombination event. The resolution of such a structure by
a recombination event downstream of the site of the orig-
inal recombination event might lead to an amplification
associated with a deletion. The situation observed on the
amplified circular chromosomes might be explained by
two alternative hypotheses. The first is that the amplifica-
tion on a circular chromosome is not processed in the
same manner as that on a linear chromosome. The second
is that the amplification process on a linear or circular
chromosome is similar, but in the latter case, depending
on its location, the amplification could induce some struc-
tural constraints that might be resolved by the selection of
a second deletion event as a compensatory mutation.
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2. Etude des mutants Pig-pap, mutants produits au cours de la

différenciation morphologique chez S. ambofaciens

Afin de déterminer la nature moléculaire des mutants Pig-pap, mutants produits a haute
fréquence au cours de la différenciation du mycélium aérien chez S. ambofaciens, une
approche par complémentation fonctionnelle du phénotype mutant, en introduisant des génes
connus chez S. coelicolor pour intervenir dans la sporulation et la pigmentation, dans des

mutants Pig-pap, a été entreprise.

2.1. Les mutants Pig-pap sont des mutants whi

2.1.1. Isolement des mutants Pig-pap

Les trois mutants Pig-pap de S. ambofaciens analysés dans ce travail sont WT8p25
(renommeé papl), WT4p16 (renommeé pap2) et WT12p28 (renommé pap3). Ces trois mutants
proviennent de trois papilles dépigmentées dont le mycélium a été récupéré sur des colonies
Pig*pap issues des sous-clones sauvages nommés respectivement WT8, WT4 et WT12.
Plusieurs sous-clonages ont été réalisés dans le but d’obtenir une population avec un
phénotype homogene, c’est-a-dire composée uniquement de colonies de phénotype mutant.

Ces trois mutants sont donc issus d’événements mutationnels indépendants.

2.1.2. Taux de réversion du phénotype mutant Pig-pap vers le phénotype

sauvage

Ces mutants présentent des colonies blanches avec un mycélium aérien abondant
(figure 19).
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papl pap3

5mm

Figure 19 :
Photographies de colonies des trois mutants papl, pap2 et pap3 cultivés 14 jours a 30°C sur milieu HT.

Par ailleurs, ce phénotype mutant apparait étre relativement stable. En effet, la
descendance des trois mutants papl, pap2 et pap3, a été étalée a raison d’environ 500 colonies
par boite sur milieu HT. Apreés sept jours de croissance a 30 °C, le taux de réversion vers le
phénotype sauvage a été déterminé. Aucun révertant, c’est-a-dire aucune colonie pigmenteée,
n’a été observé sur environ 50000 colonies observées dans chaque descendance. Le taux de

réversion ainsi estimé étant inférieur & 2.10°, le phénotype Pig-pap est relativement stable.

2.1.3. Les mutants Pig-pap ne sporulent pas

L’ aptitude des mutants Pig-pap a sporuler a été déterminée dans un premier temps par
observation de fragments de colonies, aprés coloration de Gram, au microscope photonique.
Comme la treés grande majorité des mutants Pig-pap testés préalablement (Martin et al., 1999)
(sur 49 mutants testés, un seul sporulait), les trois mutants Pig-pap analysés ne sporulaient

pas.

2.1.4. Les mutants Pig-pap présentent un phénotype « whiG-like »

Chez S. coelicolor, des mutants déficients dans la sporulation ont été étudiés. Il s’agit
des mutants whi. Chaque mutant caractérisé présente une conformation des hyphes aériens
produits particuliére et caractéristique de chacun qui correspond a un blocage a une étape
spécifique au cours du processus de sporulation (voir introduction, figure 11). Certains
mutants whi présentent des hyphes aériens droits tels les mutants whiG ou whiH, d’autres des
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hyphes plus ou moins enroulés. Par ailleurs, certains mutants produisent des hyphes aériens
gui commencent a se compartimenter et d’autres peuvent produire des spores dites aberrantes
(Flardh et al., 1999). Le phénotype des hyphes aériens de quelques mutants whi, apres
observation en microscopie électronique a balayage, est representé sur la figure 20. Les
mutants whiA et whiB produisent des filaments aériens super-enroulés alors que ceux du
mutant whil le sont plus Iégerement. Les hyphes aériens des mutants whiG et whiH sont

droits. Des septations sont détectées sur les filaments aériens du mutant whiH.

Mutant whiB
o

Figure 20 :

Photographies obtenues en microscopie électronique a balayage de la souche sauvage M145, des mutants whiA,
whiB, whiG, whiH et whiJ de S. coelicolor (d’aprés Flardh et al., 1999 et Ainsa et al., 1999). Le trait dans
chaque photo correspond a une taille de 10 pum.

Dans le but de préciser le phénotype des hyphes aériens produits par les trois mutants
Pig-pap, des observations ont été réalisées en microscopie électronique a balayage, aprés 60
heures de croissance des différentes souches sur milieu HT. Les différents traitements ont été
réalisés a I’unité de microscopie de la Faculté de médecine a Nancy par Luc Marshal. Les
différentes observations réalisées sont présentées dans I’article n°2. Pour la souche sauvage,
WTS8, prise pour reférence, des chainettes de spores bien individualisées sont observées a 60
heures de croissance. Dans les mémes conditions, les trois mutants Pig-pap ne sporulent pas et
présentent des hyphes aériens droits sans septation apparente. Le phénotype mutant Pig-pap
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est ainsi similaire au phénotype mutant whiG de S. coelicolor. Afin de confirmer cette
similitude, la souche sauvage M145 et la souche mutante whiG, C71, de S. coelicolor ont
également été observées dans les mémes conditions de culture, de traitement et d’observation.
Le phénotype observé pour chacune de ces deux souches est similaire a celui publié (Flardh et
al., 1999). Ainsi, dans la mesure ou les filaments aériens produits par les mutants Pig-pap sont
droits et ressemblent trés fortement a ceux du mutant whiG de S. coelicolor, les mutants Pig-

pap seraient bloqués dans les étapes précoces du processus de sporulation.

2.2. Etude du déterminisme génétique des mutants Pig-pap

2.2.1. Complémentation du phénotype mutant Pig-pap

2.2.1.1.Clonage des génes whi dans le plasmide conjugatif et intégratif
pSET152

Comme les mutants Pig-pap analysés ne sporulent pas et sont bloqués dans les
premiéres étapes du processus de sporulation, nous avons cherché a complémenter cette
déficience par introduction de cing génes whi identifiés chez S. coelicolor et connus pour
intervenir au début de la sporulation. 1l s’agit de whiA, whiB, whiG, whiH et whiJ. Ces genes,
clonés dans le vecteur plJ698 dont la carte physique et génétique est présentée dans la figure
21, nous ont été envoyés du centre John Innes a Norwich par Keith Chater. Chaque insert

porteur d’un géne whi avait été cloné entre les deux sites Bglll (1.70 et 6.29) (figure 21).

Ainsi, la taille des inserts est de :
%+ 7 kb pour le plasmide plJ6204 (whiA) porteur du géne whiA,
6 kb pour plJ2157 (whiB) porteur du géne whiB,
% 2,1 kb pour plJ6301 (whiG) porteur du gene whiG,
s 5,1 kb pour plJ6201 (whiH) porteur du géne whiH et

X/
L %4

s+ 4 kb pour plJ6205 (whiJ) porteur du géne whiJ.
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Figure 21 :

Carte de restriction du plasmide plJ698. Les génes de
résistance a I’hygromycine, au thiostrepton et a la
néomycine, le géne codant la viomycine
phosphotransférase, 1’origine de transfert et de
réplication chez E. coli sont indiqués sur cette figure
(d’aprés Kieser et al., 2000). Les inserts ont été
clonés entre les deux sites Bglll entourés aprés
délétion de la région de 4,5 kb comprise entre ces
deux sites.

2.2

Xhol 0/29.90

“MHindI1I 6.30

Sphl — “[m-.m;RgJ.‘r

29.9 kb

L Transfer

15.24 Satl
15.16 Bell

Afin de s’assurer que le phénotype Pig-pap ne résultait pas d’une délétion dans un de

ces cing genes whi, nous avons recherché la présence de séquences homologues a ces genes

dans le génome de S. ambofaciens. Pour cela, une hybridation entre chacun de ces cinq

plasmides et des profils de restriction BamHI de I’ADN genomique des souches WT8, papl,

pap2 et pap3 a été réalisée. Les résultats sont présentés dans la figure 22 (l.). Les profils

d’hybridation étant identiques pour toutes les souches testees, les cing génes whi sont présents

dans le génome sauvage de S. ambofaciens et ne sont pas délétés chez les trois mutants Pig-

pap testés.

97



12345

—21 kb

e - 1—21kb

PSET152 (whiA)

Figure 22 :

Profils d’hybridation permettant de révéler la présence de séquences homologues a cing génes whi de
S. coelicolor (whiA, whiB, whiG, whiH et whiJ) chez S. ambofaciens. 1. Profils d’hybridation de plJ6204 (whiA),
plJ2157 (whiB), plJ6301 (whiG), p1J6201 (whiH) et plJ6205 (whiJ) sur des profils de restriction BamHI de
I’ADN génomique des souches WT8 (piste 2), papl (piste 3), pap2 (piste 4) et pap3 (piste5). La piste 1
correspond au marqueur de taille, I’ADN du bactériophage A digéré par Pstl. Il. Profils d’hybridation de
pSET152(whiA), pSET152(whiB), pSET152(whiG), pSET152(whiH) et pSET152(whiJ) sur des profils de
restriction BamHI de I’ADN génomique des souches WT8 (piste 2) et papl (piste 3). La piste 1 correspond au

12345

TR W O

pli2157 (whiB)

pPSET152 (whiB)

“aaB 19k

— 19 kb

12345

L —97 kb

Sk be ma | 38 Kb

TR W

plJ6301 (WhiG)

1 2 3
!- - —=9,7kb
-

— 3,8 kb

PSET152 (WhiG)

marqueur de taille, I’ADN du bactériophage A digéré par HindlII.
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Les plasmides dérivés de plJ698 peuvent se répliquer de fagon autonome chez
Streptomyces. Afin de complémenter le phénotype mutant en trans, nous avons décidé de
cloner chacun des cing inserts porteurs d’un géne whi, dans le plasmide conjugatif et
intégratif pSET152 (figure 14). Ce plasmide porte notamment un site de clonage Xbal.
Chaque plasmide recombinant, plJ6204 (whiA), plJ2157 (whiB), plJ6301 (whiG), pl1J6201
(whiH) et plJ6205 (whiJ), a été digéré par cette enzyme, un site Xbal étant présent de part et
d’autre de chaque insert (figure 21). Chaque insert, ainsi isolé, a été ligué dans le plasmide
pSET152 linéarisé apres digestion par Xbal. Les plasmides recombinants pSET152 porteurs
de chaque insert ont été retenus apres verification des différents profils de restriction obtenus
(notamment apres digestion par Xbal). En outre, pour confirmer les différentes constructions,
ces cing plasmides ont été marqués et hybrides sur des profils de restriction BamHI de I’ADN
génomique des souches WT8 et papl. Ces plasmides révélent les mémes fragments BamHlI
que précédemment (figure 22 11.). Ces cing plasmides, pSET152(whiA), pSET152(whiB),
pSET152(whiG), pSET152(whiH) et pSET152(whiJ), ont donc été retenus pour les essais de

complémentation fonctionnelle.

2.2.1.2.Complémentation des trois mutants Pig-pap

Les plasmides recombinants ont été introduits dans la souche donneuse E. coli
MRF’307. Cette souche, resistante a la tétracycline et a la kanamycine, porte le plasmide

pUB307 qui permet la mobilisation en trans de pSET152.

Le plasmide pSET152, utilisé comme témoin négatif, et les cing plasmides
pSET152(whiA), pSET152(whiB), pSET152(whiG), pSET152(whiH) et pSET152(whiJ) ont
ensuite été introduits dans les trois souches mutantes papl, pap2 et pap3, suivant le protocole

mis au point et décrit dans la premiére partie des résultats.
Le nombre de transconjugants obtenus et observés pour chaque conjugaison et le

phénotype de chacun sont présentés dans le tableau 2 de I’article n°2. Un résumé et un

exemple de phenotype observé sont illustrés dans la figure suivante.
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x papl, pap2 et pap3

+ pSET152

ou + pSET152(whiA)
ou + pSET152(whiB) - pas de pigmentation
ou + pSET152(whiH)
ou + pSET152(whiJ)

- pas de sporulation

x papl et pap2

e ............. £ SETIS2(WNIG)

- pigmentation légérement grise

- sporulation

x pap3
- pigmentation grise
............. +pSET152(wh|G)> - sporulation
- production de papilles
Figure 23 :

Phénotype des transconjugants observés aprés introduction des plasmides pSET152, pSET152(whiA),
pSET152(whiB), pSET152(whiG), pSET152(whiH), pSET152(whiJ) dans les souches mutantes papl, pap2 et
pap3. Les observations et les photographies (dans cette figure sont représentées une photographie d’une colonie
de papl pour les deux premiers cas, une photographie d’une colonie de pap3 pour le dernier cas et pour chaque
cas une colonie des transconjugants obtenus) ont été réalisées apres 14 jours de croissance des cultures sur
milieu HT et le trait sous les photographies correspond a une longueur de 5 mm.

L’introduction du plasmide seul ou des plasmides recombinants pSET152(whiA),
pSET152(whiB), pSET152(whiH) ou pSET152(whiJ) dans les mutants papl, pap2 et pap3 ne
permet pas le retour a la pigmentation et a la sporulation. Par contre, lorsque le plasmide qui
porte le gene whiG de S. coelicolor est transféré dans les souches mutantes Pig-pap, un retour
a la pigmentation est détecté. Une différence de phénotype des transconjugants obtenus
papl(whiG), pap2(whiG) et pap3(whiG) est constatée (figure 23). En effet, I’intensité de la
pigmentation des colonies du transconjugant pap3(whiG) apparait plus élevée que celle des
deux autres transconjugants et semble similaire a celle d’une souche sauvage de
S. ambofaciens. Pour papl(whiG) et pap2(whiG), la pigmentation légerement grise des
colonies pourrait s’expliquer par une plus faible quantité soit de spores produites par ces
souches soit de pigment produit par spore par rapport a la souche sauvage. L’introduction de
pSET152(whiG) dans les trois souches mutantes complémente la déficience de sporulation.
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En effet, I’observation en microscopie €électronique a balayage du mycélium aérien des trois
transconjugants montre que les filaments aériens se différencient en chainettes de spores
(figure 1 de I’article n°2). Toutefois, les spores produites par les transconjugants papl(whiG)
et pap2(whiG) apparaissent moins bien arrondies que les spores produites par le
transconjugant pap3(whiG) ou la souche sauvage WT8, ce qui suggere qu’elles sont moins
bien différenciées. Ainsi, les mutants papl, pap2 et pap3 semblent génétiquement différents.
De plus, un retour a la production de papilles blanches sur les colonies du transconjugant
pap3(whiG) est observé.

L’analyse moléculaire des différents transconjugants obtenus a été réalisée dans le but
de vérifier la présence de chaque plasmide intégré d’une part au niveau du site attB du phage
¢C31, par macrorestriction Asel aprés migration en PFGE, et d’autre part en une seule copie,
par hybridation réalisée avec chaque plasmide marqué sur profil de restriction BamHI de
I”’ADN génomique de ces transconjugants. Ainsi, les résultats obtenus ont permis de révéler la
présence de chaque plasmide intégré en copie unique dans le génome des transconjugants. Ce
résultat indique, par ailleurs, que le phénotype du transconjugant pap3(whiG) n’est pas dd a la
présence de copies surnuméraires de whiG dans son génome par intégration multiple du
plasmide pSET152(whiG)

2.2.2. Le gene whiG est-il muté chez les mutants Pig-pap ?

Dans la mesure ou le phénotype des trois mutants Pig-pap pouvait étre complémenté
par introduction d’un gene whiG de S. coelicolor, nous avons recherché la présence de

mutations dans ce géne chez ces trois mutants.

La séquence du gene whiG de S. ambofaciens étant inconnue, des couples
d’oligonucléotides ont été choisis a partir de la séquence disponible dans les banques de
données du géne whiG de S. coelicolor. Le numéro d’accession de cette séquence est
NC_003888. A partir des trois couples d’amorces G1/G2, G3/G4 et G5/G6 (voir tableau 1 et
figure 2 de I’article n°2), le géne whiG a été séquencé chez la souche sauvage WT8 et les trois
souches mutantes papl, pap2 et pap3.
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La séquence de whiG de la souche WT8 de S. ambofaciens est disponible dans la
banque de donnée GeneBank sous le numéro d’accession AY _497380. En considérant que les
séquences promotrice et terminatrice du gene whiG de S. ambofaciens sont similaires a celles
identifiées et publiées chez S. coelicolor (Chater et al., 1989), les sequences nucléotidiques du
gene whiG de S. ambofaciens et S. coelicolor sont homologues (90,2 % d’identité). Par
ailleurs, la séquence en acides aminés de WhiG de S. ambofaciens présente 98,4 % d’identité
avec celle de S. coelicolor (Chater et al., 1989), 95,4 % d’identité avec celle de S. avermitilis
(Omura et al., 2001), 91,4 % d’identité avec celle de S. griseocarnum (Soliveri et al., 1993) et
91 % d’identité avec celle de S. aureofaciens (nommée RpoZ) (Kormanec et al., 1994). De
plus, les régions 2.4 et 4.2, connues pour étre impliquées dans la reconnaissance des
séquences promotrices —10 et —35 des genes régulés par les facteurs o, sont tres conservées
entre les différents homologues de WhiG et sont notamment a 100 % identiques entre les
séquences de S. ambofaciens, S. coelicolor et S. aureofaciens (figure 3 de I’article n°2). Ce
résulte suggere trés fortement que le facteur c/"® de S. ambofaciens régule les mémes génes
que le facteur """ de S. coelicolor et c"P°% de S. aureofaciens et notamment le géne whiH
(Ainsa et al., 1999; Kormanec et al., 1999).

Par ailleurs, les alignements de séquences du gene whiG obtenues pour la souche WT8
et les trois souches mutantes papl, pap2 et pap3 révélent que ces séguences sont
complétement identiques. Ainsi, les trois mutants Pig-pap dont la déficience en pigmentation
et en sporulation est restaurée apres introduction du gene whiG de S. coelicolor ne présentent

pas de mutation dans le géne whiG.

A ce stade, plusieurs hypotheses alternatives peuvent rendre compte de ce résultat. La
mutation qui génére les mutants Pig-pap pourrait étre :
+«+ soit une modification affectant la transcription ou la traduction du géne whiG

+«+ soit une modification affectant un régulateur de whiG.

Etant donné que chez S. coelicolor aucun régulateur de I’expression de whiG n’a
encore été identifié, nous nous sommes focalisés sur la premiére hypothése. Pour cela, une
analyse transcriptionnelle du gene whiG chez les différentes souches de S. ambofaciens a éte

entreprise.
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2.2.3. Le géne whiG est-il transcrit chez les mutants Pig-pap ?

2.2.3.1.Analyse transcriptionnelle de whiG par RT-PCR et suivi de la

transcription de whiG au cours du temps

Pour cette analyse transcriptionnelle, la premiére étape du travail a été de mettre au
point la technique d’extraction des ARN a partir de cultures obtenues sur milieu solide. Le
protocole est décrit dans I’article n°2. Les ARN totaux ont été extraits d’une part a différents
temps de croissance (14, 24, 48, 72 et 96 heures) pour la souche sauvage WT8 et la souche
mutante papl et d’autre part a 48 heures de croissance pour les souches WT8, papl, pap2 et
pap3. Pour la souche sauvage S. ambofaciens WT8, a 48 heures de croissance sur milieu
solide, le mycélium aérien est formé et le processus de sporulation déclenché. Cela suggére

gu’a ce temps de culture la protéine WhiG est exprimée et fonctionnelle.

Puis, la transcription inverse des ARN totaux a été réalisée. Le protocole de cette

méthode est également décrit dans I’article n°2. Elle comprend en fait trois étapes majeures :

+ la fixation d’amorces aléatoires (des hexanucléotides) sur I’ARN

% un traitement a la Dnasel

% latranscription inverse

Pour chaque expérience, trois témoins de RT-PCR sont réalisés.

+« Le témoin négatif de RT-PCR correspond au traitement d’eau par la Dnasel et la
transcriptase inverse.

+ Le deuxieme témoin constitue un échantillon d’ARN qui n’est ni traité par la
Dnasel ni par la transcriptase inverse. Il permet ainsi de mettre en évidence la
présence d’ADN contaminant dans I’échantillon d’ARN.

% Le troisieme témoin correspond a un aliquot de I’essai prélevé juste aprés le
traitement a la Dnasel et qui n’est pas traité par la transcriptase inverse afin de
vérifier I’efficacité de I’élimination de I’ADN contaminant par I’activité de la

Dnasel.

Pour chaque expérience, I’essai est constitué d’un échantillon d’ARN (environ 3 ug

d’ARN totaux) traité a la Dnasel et & la transcriptase inverse.
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L’essai et les témoins ainsi realisés sont soumis ensuite & une amplification par PCR.
Les differentes étapes du protocole sont précisées dans I’article n°2. Deux ul d’ADNc généreés
par I’étape de transcription inverse sont amplifiés en utilisant des amorces spécifiques des
séquences situées dans I’ORF dont la transcription est étudiée. Pour chaque expérience de
PCR, deux témoins sont réalisés.
« Le témoin négatif de PCR correspond a une réaction d’amplification sur un
volume d’eau afin de Vérifier I’absence de contamination dans les réactifs.
% Le témoin positif correspond a I’amplification d’un échantillon d’ADN génomique
des souches sauvages WT8 de S. ambofaciens ou M145 de S. coelicolor afin de
tester si les oligonucléotides choisis amplifient bien une région spécifique du

génome de ces souches.

Pour valider I’expérience de RT-PCR, un géne de référence a été choisi. Pour cette
étude, le gene recA a été utilisé comme témoin interne. Il s’agit d’un gene codant une protéine
majeure dans la recombinaison homologue et dans I’induction du systeme SOS. Ce géne est
supposé étre exprimé a toutes les phases de croissance. Des amorces ont été choisies dans la
séquence de I’ORF de recA de S. ambofaciens et permettent I’amplification d’un produit de
280 pb chez cette espéce mais aussi chez S. coelicolor (tableau 1 de I’article n°2). Ainsi, si
pour les témoins négatifs de RT- PCR, aucun produit spécifique au géne recA n’est détecté et
si pour le témoin positif et pour I’essai réalisé avec I’échantillon d’ADNc, le produit attendu
est observé, le lot d’ADNc généré apres transcription inverse est utilisé pour tester

I’expression d’autres genes.

Ainsi, pour chaque souche testée et a chaque temps de croissance testé, les ADNCc ainsi
obtenus ont été amplifiés a I’aide des amorces G7/G8 permettant de révéler uniquement les
transcrits spécifiques a whiG (tableau 1 de I’article n°2). Un transcrit whiG a été détecté aux
cing temps de croissance testés pour les souches WT8 et papl et a 48 h pour toutes les autres
souches (figure 6 de I’article n°2). Ainsi, les trois mutants Pig-pap testés ne présenteraient pas

une modification dans le gene whiG au niveau transcriptionnel.
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2.2.3.2.Analyse transcriptionnelle de whiG par RT-PCR quantitative

Bien qu’un transcrit whiG ait été détecté dans les trois souches mutantes par RT-PCR,
une approche par RT-PCR quantitative a été envisagée dans le but de quantifier ces transcrits
et de comparer les différents niveaux de transcription pour la souche WT8 et les trois souches

mutantes.

Le principe de la PCR quantitative en temps réel est base sur la détection et la
quantification d’un indicateur fluorescent (dans cette étude, il s’agit du Sybr-Green) de la
production d’amplicons durant chaque cycle d’amplification. L’augmentation du signal
fluorescent est directement proportionnelle a la quantité d’amplicons générés durant la
réaction de PCR. Ainsi, grdce a un systéme de détection de la fluorescence, la courbe
d’amplification de I’ADNc au cours du temps peut étre tracee. Le seuil de détection de la
fluorescence n’est atteint qu’aprés un certain nombre de cycles d’amplification. Le premier
cycle de démarrage de la phase d’amplification correspond au cycle seuil (threshold cycle)
définie par la valeur Ct. Ce nombre-seuil est fonction de la quantité de séquences d’ADNc
cibles présentes dans la réaction de PCR. En fait, plus la valeur Ct est élevée, plus la quantité
d’ADNCc présents au départ pour la réaction de PCR est faible. Pour valider le Ct de chaque
échantillon, la réaction est réalisée en dupliquat et la moyenne des deux valeurs de Ct est

utilisée.

Dans cette étude, pour normaliser la quantité d’ADNc présents dans chaque
échantillon (la souche sauvage ou les souches mutantes testées), le niveau de transcription de
whiG est comparé a celui d’un gene de référence. Le géne hrdB a été choisi comme gene de
référence. Chez Streptomyces, ce géne code un facteur o qui régule de nombreux genes du
métabolisme basal (Shiina et al., 1991). Il est supposé étre transcrit a des niveaux similaires
entre la souche sauvage et les souches mutantes. Pour I’analyse des résultats, le niveau
d’ADNc de whiG dans la souche de référence, WTS8, est toujours arbitrairement considéré
égal a 1 et la quantité relative de transcrits whiG pour chaque souche mutante testée est
comparée a celle de WT8. Pour calculer I’expression relative de whiG chez les mutants,
plusieurs étapes de calculs sont réalisées. Pour chaque géne, le géne cible (whiG) ou le géne
de reférence (hrdB), la valeur Ct obtenue pour le mutant est soustraite a celle de WT8 pour

obtenir les valeurs ACt whiG et ACt hrdB. Ensuite, la valeur AACt qui est la différence entre
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le ACt whiG et le ACt hrdB est déterminée. Les changements de concentration en ARNm de

whiG pour le mutant testé comparé a la souche sauvage correspondent & 24,

Plusieurs contraintes sont nécessaires a la réalisation d’une expérience de PCR
quantitative. Les amorces doivent étre choisies de facon a éviter leur dimérisation. De plus,
pour pouvoir réaliser I’analyse de I’expression des deux génes (whiG et hrdB) en paralléle, les
températures de fusion (Tm) des deux couples d’amorces, le taux de bases en G et C et la
taille de I’amplicon doivent étre similaires. Par ailleurs, la spécificité de chaque couple
d’oligonucléotides est determinée grace a la réalisation d’une courbe de fusion sur les
produits de PCR obtenus. Un cycle de température qui correspond a une augmentation
progressive de la température, de 55°C a 95°C, est donc réalisé et la fluorescence émise en
fonction de la température est représentée sur un graphique. En réalisant la dérivé de cette
fonction, un graphe sous forme de pics est obtenu ou chaque pic correspond a un amplicon
avec une température de fusion donnée. La spécificité est révélée par la présence d’un seul
pic. De plus, I’efficacité de PCR pour le gene de référence (hrdB) et le géne cible (whiG) doit
étre comparable et doit &tre comprise entre 80 % et 100 %. Pour chaque géne, une courbe de
calibration basée sur la valeur de Ct obtenue avec de I’ADN génomique de WT8 pour
différentes dilutions (0, 1/210, 1/90, 1/30 et 1/10) est réalisée. Les amorces peuvent étre
utilisées si, pour les deux genes, les courbes sont paralleles et présentent donc un coefficient
de corrélation similaire. Pour cette étude, les deux couples d’oligonucléotides G9/G10 et

HrdB1/HrdB2 respectent ces conditions.

La technique de RT-PCR quantitative a été utilisée dans le but de comparer le taux de
transcrits whiG chez les mutants papl, pap2 et pap3 par rapport a celui de la souche sauvage
WTS8. Par ailleurs, cette approche a également été utilisée pour estimer le niveau de transcrits
whiG dans les transconjugants papl(whiG), pap2(whiG) et pap3(whiG) afin de vérifier si le
transgéne whiG est bien transcrit et n’est pas fortement surexprimé. Le tableau 3 récapitule les
différentes valeurs de Ct obtenues pour chaque expérience et la moyenne de la quantité
relative de whiG calculée pour chaque souche testée. Les résultats obtenus par cette technique

sont également illustrés dans la figure 5 de I’article n°2.
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CtwhiG ~ CthrdB  ACtwhiG ACthrdB AACtwhiG-hrdB  Quantité relative
WT8 243 23 0 0 0 1
papl 25,2 225 09 05 14 038
WT8 23 21,2 0 0 0 1
papl 24 20,15 01 -1,05 1,15 045
WT8 23,7 225 0 0 0 1
papl 232 215 -05 -1 05 07
WT8 23 21,2 0 0 0 1
papl 234 21 11 0.2 13 04
WT8 237 225 0 0 0 1
papl 245 225 08 0 08 057
WTS 20,05 2175 0 0 0 1
papl 216 2,05 1,55 13 0,25 084
WTS 21,25 2,05 0 0 0 1
papl 229 24,65 1,65 16 0,05 097
WT8 19,3 20,5 0 0 0 1
papl 21,85 2,05 2,55 1,55 1 05
WT8 22,2 242 0 0 0 1
papl 24 218 0.2 0,62 0,82 057
WT8 22,7 20,43 0 0 0 1
pap? 26,6 25 39 457 -0,67 16
WTS 21 245 0 0 0 1
pap2 21,9 21,8 -0,2 -0,65 045 073
WT8 23,45 235 0 0 0 1
pap? 2,04 217 141 18 0,39 076
WTS 21,25 2,05 0 0 0 1
pap3 21 2,07 0,25 0,02 0,27 1,2
WT8 21 22,4 0 0 0 1
papd 205 19,75 16 2,65 1,05 048
WT8 23,15 2,45 0 0 0 1
papd 2145 19,72 17 373 2,03 024
WT8 25,7 2,49 0 0 0 1

papl(whiG) 2347 257 2,23 0,08 231 496
WT8 244 23 0 0 0 1
papl(whiG) 233 231 11 01 -1,2 23
WT8 221 242 0 0 0 1
paR(whiG) 223 24,1 0,13 1,68 -1,55 293
WT8 21,66 21 0 0 0 1
pap3(whiG) 21,75 23 0,09 2 -1,91 376
WT8 24,22 2141 0 0 0 1
pap3(whiG) 2425 225 0,03 1,09 -1,06 208
WTS 21,66 21 0 0 0 1
pap3 G2 215 2147 -0,16 0,47 0,63 155
WT8 27 20,43 0 0 0 1
pap3 G2 20,85 178 -1,86 2,63 0,77 059
WT8 24,22 21,4 0 0 0 1
pap3 G2 2,08 18,94 -2,14 -246 0,32 038
WT8 22,1 22,4 0 0 0 1
pap3 G2 20,63 20 147 24 0,93 052
Tableau 3 :

Quantité relative moyenne
> =0,6
(c"1=0,2)

A

Quantité relative moyenne
=0,95
(c™1=0,5)

J\

Quantité relative moyenne

~ =0,64
(6"1=0,5)
-/
Quantité relative moyenne
=36
(6"1=1,8)

uantité relative moyenne
=292
(o"1=1,19)

}Q
Quantité relative moyenne
=0,96
(c™1=0,5)

Récapitulatif des valeurs de Ct obtenues aprés RT-PCR quantitative avec le géne de référence (hrdB) et le géne
cible (whiG) sur des extraits d’ADNc obtenus apres cultures sur milieu solide a 48 heures des souches WTS8,
papl, pap2, pap3, papl(whiG), pap2(whiG), pap3(whiG) et pap3Gp2. Pour chaque expérience, la quantité
relative de whiG pour la souche WT8 est mise arbitrairement a 1 et la quantité relative pour les mutants est égale

a Z-AACt
déterminés.
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Il a été montré que la quantité de transcrits whiG pour les trois souches n’est pas
significativement différente de celle de la souche sauvage WTS8. Par ailleurs, le niveau de
transcription de whiG dans les trois transconjugants testés n’est pas significativement
différent pour ces trois souches et est en moyenne trois fois supérieur a celui de la souche
sauvage WTS8. Ce résultat suggére que les deux copies de whiG présentes dans le génome des

transconjugants seraient normalement transcrites.

Ainsi, pour les trois mutants papl, pap2 et pap3, aucune mutation dans le géne whiG
n’a été détectée et la transcription de whiG chez les trois mutants testés est similaire a celle
de la souche sauvage WT8. La modification qui conduit au phénotype Pig-pap pourrait se

situer au niveau post-transcriptionnel.

2.2.4. Le gene whiH n’est pas transcrit chez les mutants Pig-pap

La premiére approche choisie pour détecter la production de la protéine WhiG dans les
mutants Pig-pap a été une approche par Western blot en utilisant deux types d’anticorps
reconnaissant deux régions spécifiques de la protéine WhiG (Tan et al., 1998). Ces anticorps
nous ont été fournis par Keith Chater de I’institut John Innes a Norwich. Les essais

préliminaires n’ont pas permis I’obtention de résultats interprétables.

La deuxiéme approche a alors consisté a déterminer si le géne whiH était transcrit chez
les mutants Pig-pap. En effet, chez S. coelicolor et S. aureofaciens, il a été montré que la
transcription du gene whiH codant une protéine impliquée dans le processus de régulation qui
conduit & la sporulation est régulé par le facteur ¢*""®

1999).

(Ryding et al., 1998; Kormanec et al.,

A partir d’extraits d’ADNc obtenus de cultures sur milieu solide agées de 48 heures,
testés comme décrit précédemment, les transcrits spécifiques a whiH ont été amplifiés a I’aide
du couple d’oligonucléotides H1/H2 (tableau 1 de [I’article n°2). Aucun transcrit
correspondant a whiH n’a été détecté pour les trois souches mutantes papl, pap2 et pap3
(figure 6 de I’article n°2). Etant donné que I’introduction du géne whiH ne complémente pas

WhiG

le phénotype mutant Pig-pap, ce résultat suggére que le facteur o n’est pas fonctionnel

chez les mutants Pig-pap.
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2.3. Le transgene whiG est une cible mutationnelle chez les mutants

Pig-pap

L’introduction d’une copie du gene whiG de S. coelicolor dans le mutant pap3 restaure
un phénotype sauvage : la pigmentation grise, la sporulation ainsi que I’apparition de papilles
blanches sur les colonies du transconjugant. Cette derniere caractéristique suggére que la
suppression du phénotype mutant est également mutable. Nous avons ainsi étudié d’un point
de vue phénotypique et moléculaire des papilles isolées de différentes colonies du
transconjugant pap3(whiG). Ainsi, dix papilles issues d’événements mutationnels
indépendants ont été analysées. Ces mutants sont nommeés de pap3Gpl a pap3Gp10.

2.3.1. Caractérisation phéenotypigue des mutants issus du transconjugant

Aprés repiquage des dix papilles et sous-clonage, les colonies des dix mutants
présentent un phénotype tres semblable a celui des colonies des mutants Pig-pap, papl, pap2
et pap3. En effet, elles sont totalement dépigmentées et aucune spore n’a été observee en
microscopie photonique apres coloration de Gram des fragments mycéliens de chacune de ces
dix souches. De plus, pour préciser le phénotype, une observation en microscopie
électronique a balayage a été réalisée avec une des dix souches mutantes, pap3Gp2 (voir
figure 1 de I’article n°2). Comme les mutants Pig-pap et le mutant whiG de S. coelicolor, ce
mutant présente des hyphes aériens droits sans spore.

2.3.2. Caractérisation moléculaire des mutants issus du transconjugant

Pour pouvoir expliquer le retour au phénotype mutant Pig-pap, nous avons Vérifié si le
transgene whiG était toujours transcrit et si le plasmide pSET152(whiG) était toujours intégré

dans le génome de ces dix mutants.

Une approche par RT-PCR quantitative a été entreprise pour estimer la quantité de
whiG relative dans un mutant issu d’une papille isolée sur le transconjugant pap3(whiG), le
mutant pap3Gp2 (tableau 3). Une quantité de transcrits whiG similaire a celle de la souche
sauvage WT8 a éte detectée. Ce résultat suggeére que la copie résident whiG est toujours

transcrite comme chez la souche WT8 ou les trois mutants papl, pap2 et pap3. Or, comparé a
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ce qui a été détecté chez le transconjugant pap3(whiG), le transgéne whiG ne semble plus étre

transcrit, ce qui pourrait expliquer le retour au phénotype mutant Pig-pap.

Le plasmide pSET152(whiG) a été hybridé sur des profils de restriction BamHI de
I’ADN genomique de ces mutants. Sur les dix mutants, cingq (pap3Gp3, pap3Gp6, pap3Gp8,
pap3Gp9 et pap3Gpl0) ont effectivement perdu le plasmide, ce qui expliquerait le retour au
phénotype Pig-pap. Pour les cinq autres mutants, le sequencage du transgéne whiG a été

entrepris.

Pour pouvoir sequencer uniquement le transgene whiG sur les deux copies de whiG
présentes dans le génome des transconjugants (la copie residente et la copie intégrée au
niveau du site attB de ¢C31), une étape d’amplification prealable a été nécessaire. Il s’agit
d’amplifier par LR-PCR (Long-Range PCR) le plasmide intégré a I’aide du couple
d’oligonucléotides C31.1/C31.2, ces amorces étant complémentaires aux régions adjacentes
du site attB de ¢C31 (tableau 1 de I’article n°2). Ensuite, les produits d’amplification ainsi
obtenus ont été purifiés par gene-clean et ces produits ont été amplifiés par PCR avec les
couples d’amorces G1/G2, G3/G4 et G5/G6 pour sequencer le géne whiG en entier (figure 2
de I’article n°2). Pour chacune des cing souches, une mutation (delétion ou frameshift) a eté
détectée dans la séquence du transgene whiG (voir article n°2). De plus, chacune de ces
mutations conduit a I’expression d’une proteine WhiG tronquée et de nature différente (figure
7 de I’article n°2). Les protéines tronquées ainsi produites ne sont pas fonctionnelles étant
donné que dans tous les cas obtenus, les régions 2.4 et/ou 4.2 ne sont plus fonctionnelles car
elles sont soit absentes soit différentes en terme de séquences. Ces régions sont nécessaires
pour I’activité des facteurs o car elles sont impliquées dans la reconnaissance des boites —10

et =35 du promoteur des génes qu’ils régulent.

En conclusion, les dix mutants testés présentent soit une mutation frameshift dans le
transgéne whiG soit une délétion partielle ou totale du plasmide. Dans ces deux cas, cela
conduit & la perte de I’activité de la protéine WhiG qui normalement complémente le
phénotype mutant et ce qui expliquerait le retour & la production de mutants sur des portions
de la colonie. Ces résultats montrent que le gene whiG intégré au niveau du site attB de ¢C31

est une cible d’événements mutationnels.
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De plus, aucun secteur dépigmenté n’a été observé sur les colonies du transconjugant.
Ce résultat indique que les événements mutationnels qui affectent le transgene whiG sont
produits a un stade spécifique du cycle de développement. En effet, étant donné que ces
événements sont detectés sous la forme de papilles blanches sur les colonies du
transconjugant, le mécanisme qui conduit a la production de mutants Pig-pap serait activée

pendant la différenciation du mycélium aérien.

2.4. Etude des mutants issus de papilles chez S. coelicolor

Chez S. coelicolor, des papilles blanches sont également produites sur les colonies
d’une souche sauvage telle la souche M145. Dans le but de vérifier si ce phénoméne de
production de papilles est similaire a celui observé et décrit chez S. ambofaciens, trois
papilles, issues de la souche sauvage S. coelicolor M145 et d’événements mutationnels
indépendants, ont été repiquées, sous-clonées et caractérisées. Ces trois mutants ont été
nommes PC1, PC2 et PC3 (PC pour Papille Coelicolor).

2.4.1. Caractérisation phénotypique et moléculaire des trois mutants PC1,
PC2 et PC3

Au niveau phénotypique, les mutants PC1, PC2 et PC3 ne produisent plus le pigment
gris associé aux spores (figure 24). Les colonies sont dépigmentées mais produisent
légerement un pigment excrété qui correspondrait & I’antibiotique actinorhodine. Aprés
observation du mycélium aérien produit par ces trois mutants en microscopie photonique,
apres coloration de Gram, il a été montré que ces mutants ne sporulent pas. Par ailleurs, le

phénotype des colonies est trés similaire a celui des mutants whi identifiés chez S. coelicolor.

Figure 24 :

Phénotype d’une colonie de la souche mutante PC1l de
S. coelicolor. L’observation et la photographie ont été réalisées
apres 14 jours de croissance sur milieu HT et le trait sous la
photographie correspond a une longueur de 5 mm.
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Au niveau moléculaire, I’absence de grand réarrangement génomique dans ce type de
mutants a été confirmée par une analyse en PFGE de ces trois mutants. En effet, les profils de
macrorestriction Asel obtenus pour ces trois mutants sont identiques a celui obtenu pour la
souche sauvage M145 de S. coelicolor (figure 25).

Figure 25 : 960
Profils de macrorestriction Asel obtenus en PFGE de I’ADN 900
génomique des souches M145 (piste 1), PC1 (piste 2), PC2 820
(piste 3) et PC3 (piste 4) de S. coelicolor.

Conditions de migration : 200 V, 24 heures, 40-160 sec et gel 610
d’agarose a 1 %. La taille des fragments Asel détectés est
indiquée en kb.

2.4.2. Introduction de pSET152(whiG) par conjugaison dans les trois
mutants PC1, PC2 et PC3

Le phénotype mutant de PC1, PC2 et PC3 a eté complémenté par introduction du
plasmide pSET152(whiG) par conjugaison (figure 26). Pour ces trois mutants, les
transconjugants obtenus apres transfert de pSET152(whiG) sont pigmentés gris, sporulent et
produisent a nouveau des papilles blanches sur les colonies alors que I’introduction de
PSET152 seul ne permet pas le retour au phénotype sauvage.
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PC1

PC1(whiG)

+ pSET152(whiG) - pigmentation grise

- sporulation

- production de papilles

Figure 26 :

Phénotype du transconjugant PC1(whiG) observé aprés introduction du plasmide pSET152(whiG) dans la souche
mutante PC1 de S. coelicolor. Les observations et les photographies ont été réalisées apres 14 jours de croissance
des cultures sur milieu HT et le trait sous les photographies correspond a une longueur de 5 mm.

Pour chaque mutant, I’intégration des plasmides pSET152 et pSET152(whiG) au
niveau du site attB de ¢C31 a été vérifiée par des expériences d’hybridation de chacun de ces
plasmides sur des profils de restriction BamHI de I’ADN génomique des transconjugants.
Ainsi, I’introduction d’une copie de whiG au niveau du site attB de $C31 chez les trois
mutants de S. coelicolor permet la restauration de la pigmentation et de la sporulation comme
ce qui avait été observe pour les trois mutants papl, pap2 et pap3 de S. ambofaciens. En outre,
comme le mutant pap3, les trois mutants de S. coelicolor produisent des papilles blanches sur
leurs colonies (figure 26). Ce résultat suggere que le transgéne whiG pourrait ne pas étre
fonctionnel chez ces papilles. Cette non fonctionnalité laisse supposer que le phénomene
décrit pour le transconjugant pap3(whiG) de S. ambofaciens existerait également chez

S. coelicolor.

2.4.3. Analyse moléculaire du gene whiG chez les trois mutants PC1, PC2 et
PC3

Le géne whiG des trois mutants de S. coelicolor a été séquencé a I’aide des trois couples
d’oligonucléotides utilisés pour séquencer le géne whiG chez S. ambofaciens (tableau 1 et
figure 2 de I’article n°2). Aucune différence dans la séquence nucléotidique n’a été détectee
sur les 1213 nucléotides qui recouvrent la totalité du gene whiG pour la souche sauvage M145

et les trois mutants PC1, PC2 et PC3 de S. coelicolor. Ainsi, comme pour les mutants Pig-pap
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de S.ambofaciens, le géne whiG n’est pas muté chez les mutants caractérisés chez
S. coelicolor.

Nous avons alors teste si le gene whiG était transcrit chez les trois mutants PC1, PC2 et
PC3 par une approche de RT-PCR. Pour cela, les ARN totaux ont été extraits a partir de
cultures sur milieu HT solide des différentes souches (M145, PC1, PC2 et PC3) aprés 48
heures de croissance a 30°C. Une transcription inverse a été réalisée dans les conditions
décrites précédemment. Pour chaque souche, I’essai et les différents témoins de RT-PCR ont
été utilisés pour une amplification par PCR a I’aide des amorces Rec1/Rec2 complémentaires
a une région spécifique de I’ORF de recA (tableau 1 de I’article n°2), ce qui a permis de
valider les échantillons d’ADNCc et de poursuivre I’expérience (figure 27 1.). Les ADNCc ainsi
obtenus ont été amplifiés par PCR a I’aide du couple d’oligonucléotides G7/G8 (tableau 1 de
I’article n°2) qui permet d’amplifier spécifiqguement les transcrits correspondant & whiG. Pour
chacune de ces souches, un produit d’amplification spécifique a whiG a été obtenu, ce qui

montre que ce gene est transcrit chez les trois mutants analyses (figure 27 11.).

I 2 3 4 5§

Figure 27 :

Mise en évidence de la transcription des genes
recA (1.) et whiG (l1.) chez la souche sauvage
M145 et les trois mutants Pig-pap de
S. coelicolor. Les profils ont été obtenus aprés
amplification des ADNc a I’aide des couples
d’amorces Recl/Rec2 et G7/G8. Ces ADNc ont
été obtenus apres RT-PCR, a partir d’extraits
d’ARN totaux de cultures de 48 heures sur
milieu solide, de M145 (piste 2), PC1 (piste 3),
PC2 (piste 4) et PC3 (piste 5). La piste 1
correspond au marqueur de taille, ’ADN du
bactériophage A digéré par Pstl et la taille de
quelques fragments de restriction Pstl est
indiquée en kb. La migration a été réalisée dans
un gel d’agarose a 2,5 % en TAE 1X , a2 V/cm
pendant 16 heures.

0,33

recA whiGG
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En conclusion, la caractérisation phénotypique et moléculaire des mutants issus de
papilles blanches de S. coelicolor a permis de mettre en évidence un phénomene similaire a
celui décrit chez S. ambofaciens. Les mutants isolés de papilles blanches présentent un
phénotype «whiG-like » : ils sont dépigmentés et non sporulants. De plus, I’introduction
d’une copie du géne whiG de S. coelicolor supprime le phénotype mutant. Par ailleurs, nous
avons montré dans ce travail qu’une mutabilité affectant le transgéne whiG expliquerait le
retour a la production de mutants au sein des colonies des transconjugants pap3(whiG),
PC1(whiG), PC2(whiG) et PC3(whiG). Une approche moléculaire a, par ailleurs, été
entreprise dans le but d’identifier la nature moléculaire du déterminisme du phénotype Pig-
pap. Il a été ainsi montré que bien que le phénotype Pig-pap soit complémentable par
introduction du géne whiG, ce géne n’est pas muté chez tous les mutants testés et il est bien
transcrit. Ainsi, ces résultats laissent supposer que :

“ I’expression du gene whiG pourrait étre modifiée a haute fréquence au niveau post-
transcriptionnel, par exemple par un ARN antisens ou une protéase de type Clp,
¢+ ou, un régulateur tel un facteur anti-c ou anti-anti-c pourrait étre un géne mutable et

ainsi une modification de la régulation de whiG conduirait au phénotype Pig-pap.

Ces résultats ont fait I’objet de deux communications (une affiche et une
communication orale, voir annexes) et font I’objet de I’article n°2 accepté pour Research in

Microbiology.

2.5. Article n°2
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Article n°2

The sigma factor WhiG and its regulation constitute a target of
mutational phenomenon occurring during the aerial mycelium

growth in Streptomyces ambofaciens ATCC23877
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Abstract

The genetic instability of Streptomyces ambofaciens affects the pigmentation of colonies and
this occurs at different stages of development. Among the variety of mutants generated by this
phenomenon, the Pig-pap mutants, which derive from white papillae observed on the surface
of grey pigmented wild-type (WT) colonies and which result from a genetic instability event
occurring during the aerial mycelium growth, display specific features. They are white, do not
sporulate, do not harbour any detectable genome rearrangement and constitute a new aspect of
genetic instability. To investigate it, three Pig-pap mutants originating from three independent
mutational events were characterised. Although these mutants exhibited a whiG-like
phenotype and were complemented by introducing a copy of S. coelicolor whiG, they were
devoid of mutation in their own whiG. While this gene seemed to be transcribed at a similar

WhiG

level in the mutants and in the WT, whiH, whose expression depends on ¢, was not

WG \vas absent or

WhiG

transcribed in any of the three Pig-pap mutants, suggesting that the o

inactive. This suggests therefore that in these Pig-pap mutants, the regulation of might
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be affected. Finally, the introduction of S. coelicolor whiG in one of these Pig-pap mutants
not only restored pigmentation and sporulation but also the ability to form white papillae
again. Analyses of the transgene whiG in these papillae revealed that it constitutes a

mutational target when integrated in the genome of this Pig-pap mutant.

Introduction

Streptomyces are Gram+ mycelial soil bacteria which undergo a complex cycle of
morphological differentiation. On solid medium, spore germination gives rise to the
vegetative mycelium with interconnected hyphae from which the aerial mycelium expends
and differentiates into coiled chains of mature spores [12,13,24]. The onset of the formation
of aerial hyphae coincides with the emergence of secondary metabolism, which results in the
production of a variety of antibiotics and other compounds such as pigments [5,51].

In Streptomyces coelicolor, the study of differentiation process led to the identification
of many genes encoding diverse functions. They can be split into two classes of genes
grouped on the basis of the differentiation step they interact with. The first class, including the
bld genes (for bald), is essential for the aerial mycelium erection while the second, among
which are the whi genes (for white), is implicated in the formation of mature pigmented
spores [13,37]. Therefore, bld mutants lack an obvious aerial mycelium while whi mutants
produce an aerial mycelium that does not generate mature spores and remains white. In
addition, a characteristic aerial conformation, corresponding to the impairment in different
steps of the sporulation process distinguishes the different whi mutant phenotypes [1,13,20].
The whi genes have been qualified as “early” or “late” genes. At least six “early” whi genes
(whiA, whiB, whiG, whiH, whil and whiJ), required for achieving full septation of the aerial
hyphae, have been identified in S. coelicolor. To our knowledge, six “late” whi genes (sigF,
whiD, whiE, whiL, whiM and whiO), involved in the maturation of spores and the synthesis of
spore pigment, have been identified in the same species. Finally, as his role during aerial
differentiation remains unknown, the whiK and whiN (renamed bldN) genes are qualified as
“indeterminate” [6,10,14,38]. Although the function encoded by some of the whi genes (whiA,
whiJ, whiL, whiM and whiO) remains yet unknown [2,21,47], the others encode a type Il
polyketide synthase (the whiE cluster) [15,24], DNA-binding proteins (whiB and whiD) [38],
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RNA polymerase sigma factors (whiG, sigF and whiN) [6,11,23,42], a regulatory protein
(whiH) [46] or response regulators (whil and whiK) [1,38]. In brief, sporulation results from a

complex network of gene interactions and regulatory events [14].

whiG is similar to the genes encoding the sigma factors o® of Bacillus subtilis and o™
of coliform bacteria, both controlling expression of motility and chemotaxis genes [3,39].
Homologues of WhiG have been identified in other Streptomyces species such as S.
avermitilis [41], S. griseocarnum [49] and S. aureofaciens [26]. Such conservation among
various Streptomyces species shows that the sigma factor encoded by whiG is important in the
differentiation of this bacterium. All of these sigma factors belong to the ¢’ family and are
characterised by four conserved regions, of which, 2.4 and 4.2 (highly conserved) involved in
—-10 and —35 promoter sequence recognition for the genes that these sigma factors regulate
[8,32]. In S. coelicolor, the RNA polymerase sigma factor WhiG is absolutely required for the
shift from aerial growth to sporulation [11,23,36]. Consequently, a whiG mutant presents
straight aerial hyphae [10,20]. """ activates the promoter of the two “early” whiH and whil
genes and of orfTH4, which encodes a ProX-like protein implicated in glycine betaine
transport induced by hyperosmotic stress [1,47,50]. In S. aureofaciens, rpoZ-encoded sigma
factor regulates also the transcription of whiH [27] and that of the ren71 gene, which encodes
a putative protein similar to hydrolase that is involved in the degradation of lignin-related
biphenyl compounds [28]. The regulation of whiG seems to be complex and remains unclear
[14]. In S. coelicolor, while the whiG promoter is expressed at a rather constant level

throughout growth, "¢

is only active during the beginning of the sporulation process
[18,23]. Recently, the characterisation of the transcriptional factor BIdD, which is required for
aerial mycelium formation in S. coelicolor, showed that it is a regulator of the expression of

WhiG

whiG during vegetative growth [18]. It is not known what causes o activation at the

beginning of aerial mycelium formation. whiG could be submitted to a post-transcriptional

WhiG to GF“A

regulation exerted by an anti-c factor. However, despite the close similarities of o
of S. typhimurium, no flgM homologue, which encodes the anti-c™* factor, has been found in
the S. coelicolor genome sequence [14,40]. This suggests that if the whiG post-transcriptional

regulation implies an anti-c factor, this last would be quite different from FIgM.

Streptomyces species are characterised by a high level of genetic instability that
preferentially affects characteristics of secondary metabolism. In Streptomyces ambofaciens,
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the differentiation of colony, particularly its pigmentation, is affected by the genetic
instability. In the offspring of a grey pigmented wild-type (WT) colony, pigment-defective
mutants are frequently detected [29]. These mutants could be produced at different steps of
colony development. Pigment-defective sectors might result from a mutational event during
vegetative mycelium growth. White papillae could arise from a mutational event during aerial
mycelium growth while pigment-defective colonies could be produced during sporulation
[29,34]. Pigment-defective mutants deriving from either a colony or a sector (called
respectively Pig-col and Pig-sec) frequently display large genome rearrangements such as
deletions and/or amplifications. On the other hand, pigment-defective mutants deriving from
white papillae (called Pig-pap), greatly differ from the others since they are devoid of any
large genome rearrangement [35]. In addition, contrary to the phenotypic heterogeneity
observed among the Pig-col and Pig-sec mutants, none of the Pig-pap mutants sporulate and
all are white [34]. This class of mutants constitutes a new type of mutants generated by

genetic instability in S. ambofaciens.

Here, we report the phenotypical and genetic characterisation of three Pig-pap mutants
isolated from independent mutational events in S. ambofaciens. The phenotype of these
mutants was very similar to a S. coelicolor WhiG mutant phenotype and complemented by
introduction of a copy of S. coelicolor whiG. In the three mutants, the endogenous whiG was
not mutated and was transcribed at a level similar to that of the WT strain and whiH, whose

WhG \was not transcribed. Thus, the Pig-pap mutant

expression depends on an active o
phenotype could result from a mutational event affecting the translational regulation of whiG.
Moreover, for one of these Pig-pap mutants, after introduction of S. coelicolor whiG, a return
of the capacity to produce white papillae again was observed. The characterisation of several
of these mutants showed us that they have been generated by a new mutational phenomenon

that affects the whiG transgene at a very high frequency.
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Materials and Methods

Bacterial strains and growth conditions

Streptomyces strains studied in this work derived from S. ambofaciens ATCC23877,
whose genetic instability has been detailed in previous works [34,35]. The Pig-pap mutants
(papl, pap2 and pap3) derived from white papillae isolated from the WT subclones WTS,
WT1 and WT12 of the strain ATCC23877 respectively [34]. For the transcriptional
experiments, the WT sub-clone WT8 was used as reference. The strains papl(pSET152),
pap2(pSET152), pap3(pSET152), papl(whiG), pap2(whiG) and pap3(whiG) derived from 1
exconjugant of papl, pap2 or pap3 containing either the plasmid pSET152 or the plasmid
pSET152(whiG). The strains pap3Gpl to pap3Gpl0 derived from ten papillae isolated from
the strain pap3(whiG) and sub-cloned two times on HT solid medium without selection to
obtain a homogeneous progeny. The absence of apramycin in the medium permitted to
compare in the same conditions the phenotype of the different S. ambofaciens strains. To
ensure that, in these conditions, pSET152 and pSET152(whiG) were not highly unstable, we
estimated the frequency of loss of apramycin resistance, which is conferred by these plasmids.
After introducing each plasmid in WT8, two exconjugants, WT8(pSET152) and
WT8(pSET152(whiG)), were grown on HT solid medium without apramycin for four days.
The colonies were then replicated on HT solid medium supplemented with apramycin.
Apramycin sensitivity of the colonies, which did not grow on this medium was checked by
growing then again on HT solid medium without apramycin. For each plasmid, the loss of

apramycin resistance was estimated below to 107.

S. coelicolor WT strain M145 and the whiG mutant C71 were used for microscopical
observations. E. coli MRF’307 (resistant to tetracyclin and kanamycin) [9] was used as host

for cloning and for conjugation experiments.

Streptomyces strains were grown at 30 °C in Hickey-Tresner (HT) liquid or solid
medium [43] and in YEME liquid medium for pulsed-field gel electrophoresis [22]. E. coli
strains were grown at 37 °C in Luria-Bertani (LB) liquid or solid medium [48]. Conjugation

between E. coli and S. ambofaciens was done on AS-1 medium [4]. Antibiotics were used at
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the following final concentrations: ampicillin, 50 pg/ml; apramycin, tetracyclin and
kanamycin at 30 pg/ml (Sigma).

Plasmids and conjugation procedures

The DNA of the plasmids plJ6204, plJ2157, plJ6301, plJ6201 and plJ6205 (kindly
gift by Pr. K. Chater) containing respectively the S. coelicolor genes whiA, whiB, whiG, whiH
and whiJ was digested by Xbal to release a fragment, containing the corresponding whi gene,
of 7 kb from pl1J6204, 6 kb from pl1J2157, 2 kb from p1J6301, 5.1 kb from p1J6201 and 4 kb
from plJ6205. Each fragment was cloned into the Xbal site of the plasmid pSET152 (5.9 kb)
to generate pSET152(whiA), pSET152(whiB), pSET52(whiG), pSET52(whiH) and
pSET152(whiJ). The plasmid pSET152 can be transferred from E. coli to Streptomyces and
integrated at the bacteriophage ¢C31 attB chromosomal site in Streptomyces [7]. E. coli
MRF’307 was transformed by pSET152 or one of the five recombinant plasmids under
standard conditions previously described by Dower et al. [17]. The transformants were
selected on LB solid medium supplemented with tetracyclin, kanamycin, apramycin, X-gal
(80 pg/ml) and IPTG (48 pg/ml) then mated with the three Pig-pap S. ambofaciens mutants
using the procedure described by Baltz et al. [4]. Exconjugants were selected by adding
apramycin and ampicillin, replicated on HT solid medium and their phenotype was observed
after 14 days of incubation at 30 °C.

Pulsed-field gel electrophoreses, DNA extractions and Southern blot analyses

Pulsed-field gel electrophoresis procedure was performed as previously described
[31]. S. ambofaciens total DNA was extracted as described elsewhere [19] and restriction
enzymes were used under the conditions recommended by the suppliers (New England
Biolabs). DNA fragments were separated on agarose gels according to Sambrook et al. [48].
Southern blotting, prehybridisation and hybridisation were performed as previously described
[16]. Labelling of probes and detection of specific hybrids were performed using the DIG-
DNA labelling and detection kit, under the supplier conditions (Roche Molecular
Biochemicals).
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To check the integration of each plasmid, two exconjugants deriving from papl, pap2
and pap3 mated with E. coli MRF’307 containing either pSET152 or pSET152 with whiA,
whiB, whiH and whiJ, were randomly selected. Fourteen exconjugants obtained after
introduction of pSET152(whiG) in pap1l, six for pap2 and pap3 were analysed. Each plasmid
was hybridised against BamHI-digested genomic DNA of the different exconjugants. Two
BamHI fragments (11 kb and 6 kb) were typically revealed after hybridisation with pSET152
[9]. It must be noted that the BamHI site of pSET152 is located near the Xbal site used for the
cloning. As no BamHI site is present in the 7 kb fragment which contains whiA, hybridisation
using pSET152(whiA) revealed 2 BamHI fragments of 11 kb and 13 kb. A BamHI site being
situated at one extremity of the 6 kb fragment containing whiB, a 11 kb BamHI fragment and
2 BamHI fragments of 6 kb were revealed after hybridisation with pSET152(whiB). For
pSET152(whiH) and pSET152(whiJ), where whiH and whil are located respectively on a of
5.1 kb and 4 kb fragment, one BamHI site is present in each fragment leading, after
hybridisation with each of these plasmids, to the revelation of the 11 kb BamHI fragment and
2 others fragments of 8.7 kb and 2.4 kb for pSET152(whiH) and of 7.8 kb and 2.2 kb for
pSET152(whiJ). Finally, the fragment of 2 kb containing the whiG gene of pSET152(whiG)
presents 2 BamHI fragments separated by 40 bp in the middle of the fragment and another at
one extremity of the fragment. The hybridisation of this plasmid against genomic DNA
digested by BamHI of the exconjugants revealed 4 fragments of 11 kb, 6 kb, 1.1 kb and 0.9
kb.

Sequencing of S. ambofaciens whiG

Three couples of oligonucleotides, G1/G2, G3/G4 and G5/G6, deduced from the
genome sequence of S. coelicolor (NC_003888), were designed to amplify and sequence the
complete copy of whiG in S. ambofaciens or the whiG transgene of S. coelicolor (Table 1;
Fig. 1). Each PCR product was sequenced using the DNA sequencing kit (Applied
Biosystem) and the ABI Prism 310 system. The sequence of S. ambofaciens whiG has been
deposited in the GeneBank database (AY_497380). Sequence comparisons and alignments
were performed with the BioEdit software with ClustalW algorithm and the search of
homology in the databases were performed using the BLAST program
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/).
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PCR and Long Range PCR (LR-PCR) methods

Each amplification was realised in a reactional volume of 20 ul with 1 U of Tag DNA
polymerase (Biolabs), 200 ng of genomic DNA, 10 uM of dNTP and 25 pmol of each of the
primers used. After a first denaturation step of 4 min at 94 °C, the reaction mixture was
subjected to 30 cycles of three steps of 30 sec (denaturation at 94 °C, annealing at the
adequate temperature (Table 1) and extension at 72 °C) followed by a final extension step of 7
min at 72 °C. Checking for the presence of pSET152 integrated into the attB site in
exconjugant papillae and sequencing of the whiG transgene were realised by LR-PCR. The
amplification was carried out in a reactional volume of 20 ul using 1 U of Takara La Taq
(Takara Bio Inc.), 200 ng of genomic DNA as a template and 25 pmol of the primers C31.1
and C31.2 (Table 1). The reaction mixture was heated at 94 °C for 1 min and subjected to 30
cycles of 5 sec at 98 °C, 1 min at 50 °C and 3 min 30 at 68 °C and to a final step of extension

of 10 min at 72 °C. Under these conditions, a fragment of 8 kb was obtained.

Total RNA isolation from surface-grown culture of S. ambofaciens

Streptomyces strains were grown at 30 °C on cellophane discs on the surface of HT
solid medium during 24 h, 36 h, 48 h, 72 h or 96 h. About 100 mg of mycelium was disrupted
on ice by sonication (2X10 sec; 60 W) in 1 ml of Trizol Reagent (Invitrogen), consisting of a
mix of phenol and guanidine isothiocyanate. After 10 min incubation at room temperature, 0.2
ml of chloroform was added and the aqueous phase was recovered after centrifugation at
15000 g for 10 min at 4°C. RNA pellet was recovered after addition of 0.5 ml isopropyl
alcohol followed by incubation for 10 min at room temperature and a centrifugation at 15000
g for 20 min at 4 °C. RNA pellet was then washed in 1 ml of 75 % ethanol, dried and
resuspended in 0,1 ml of RNase free water. Finally, purity and concentration of the RNA were
estimated respectively by the ratio OD260,,/OD280,, and by the OD260.

Reverse Transcription PCR method
Reverse transcription of mMRNA was performed in a 25 pl reaction volume. The first

step consists of mixing 2 pug of the random hexamers (pDN6) (Amersham) with about 3 pg of
total RNA for 5 min at 70 °C. Then, 1 U of DNasel (Amersham), 1 U of the RNase inhibitor
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RNA guard (Amersham) and 10 uM of dNTP were added and the reaction mixture incubated
for 20 min at 37 °C. The DNasel was inactivated by heating 5 min at 95 °C. Before adding the
reverse transcriptase, 2 pl were used in a PCR reaction in order to confirm the absence of
genomic DNA. One U of MMLV reverse transcriptase (Amersham) was added in the
remaining reaction mixture and incubated for 60 min at 37 °C to generate single strand
cDNA. The whiG, recA, hrdB and whiH cDNAs were amplified by the Tag DNA polymerase
(Biolabs) in the presence of 1 pl of total cDNAs using respectively the couples of primers,
G7/G8, G9/G10, Recl/Rec2, HrdB1/HrdB2 and H1/H2 (Table 1), following the instructions
of the manufacturer (MWG). The primers Recl/Rec2, HrdB1/HrdB2 and H1/H2 sequences
were deduced from the S. coelicolor genome sequence available in the GeneBank database.
The couple of primers G9/G10 was especially chosen for the quantitative reverse transcription
PCR following the instructions given by Invitrogen. The oligonucleotides G7/G8 and G9/G10
whose sequences were deduced from the S. ambofaciens whiG sequence investigated in this
work, are located in conserved and specific regions of the homologues of WhiG in
Streptomyces species. Indeed, G7 and G9 match the region 2.2, G10 the region 2.3 and G8 the
region 3 (Fig. 2; Fig. 3). Finally, the PCR products obtained after amplification of WT8
genomic DNA with G7/G8 and H1/H2 were sequenced to verify that these primer sets
amplified whiG and whiH respectively.

Quantitative Reverse Transcription PCR method

Amplification and detection of a specific product were performed using the iCyclerlQ
Multi-Color real-time PCR detection system (Biorad). PCR products were detected with the
SYBR Green fluorophore that binds to double-stranded DNA during PCR amplification. The
reaction mix contained cDNA, specific primers (10 pmol of each), and SYBR Green mix
(Invitrogen). The reaction steps were 95 °C for 10 min, 60 cycles of 95 °C for 30 sec, 60 °C
for 1 min. All of the amplifications were made in duplicates. Fluorescent signal was acquired

during each extension phase.

The relative expression of whiG in the WT or mutant strains was determined using the
threshold cycles (Ct) value by normalising the level of whiG transcription with the level of
hrdB transcription in each sample. We assumed that the hrdB transcription level is similar in
all of the strains tested, since this gene encodes a sigma factor regulating many genes

involved in basal metabolism. The level of whiG transcript in WT8 was fixed at 1 and the
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relative amount of whiG transcript in each mutant strain was compared to WT8. The relative
increase or decrease of whiG transcript in the mutants was calculated as 2" (ABI

Biosystems).

The results were validated by two different ways. First, the efficiency of the
amplification of each gene was assessed using a calibration curve based on the Ct value of
genomic DNA of WT8 [45]. The reference gene (hrdB) curve and the target gene (whiG)
curve were both constructed by a cascade of dilutions: 0, 1/210, 1/90, 1/30 and 1/10. Second,
the quality of the primers used for the amplification and the presence of aspecific product
amplification was determined by establishing the melting curve for the primers. This melting
curve was generated by heating the sample up to 95 °C followed by cooling down to 55 °C
for 10 sec and slowly heating the sample at 0.5 °C per 10 sec until 95 °C. Loss of

fluorescence is observed at the denaturing/ melting temperature of the product [44].
Microscopical analyses

Two alternative methods were used to determine the capacity of a strain to sporulate.
The first one consisted to observe by light microscopy, after a Gram staining, fragments of
colony grown 7 days on HT solid medium at 30 °C [34]. The second consisted to observe in
scanning electron microscopy (SEM), mycelial fragments issued from cultures grown during
60 h on HT solid medium at 30 °C. Fragments were fixed with osmic acid (2 %) in a
dessicator during 48 h. After drying out, samples were pasted in their support, metallised with
palladium gold (SC7640 Sputter Coater POLARON) and then observed in SEM
(CAMBRIDGE STEREOSCAN S240).
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Results

The Pig-pap mutants of S. ambofaciens exhibit a WhiG-like mutant phenotype

The Pig-pap mutants derive from white papillae observed on the surface of the
majority of pigmented colonies after 14 days of growth of S. ambofaciens ATCC23877
[34,35]. The 3 mutants characterised in this work, papl, pap2 and pap3, were isolated in
previous work as follows [34]. One papilla was carefully picked up using a toothpick from
WT8, WT1 and WT12 respectively and subcultured 2 or 3 times, each time choosing a white
colony, until the progeny of each Pig-pap mutant was homogeneous. The 3 mutants, as the
other Pig-pap mutants, were white and showed no sign of sporulation after observation of the
mycelium by light microscopy. To ensure that WT genomes did not co-exist with mutant
genomes and to evaluate the reversion rate of the 3 mutants, papl, pap2 and pap3, about
50,000 colonies were plated on HT solid medium and observed after 14 days of growth. No
revertant, i.e. pigmented colony, was observed for each mutant, suggesting that they displayed
a relatively stable phenotype (reversion rate below 2.10°). To verify the absence of large
genome rearrangements, Asel restriction profiles of the WT strain and of the three Pig-pap
mutants were performed and no rearrangement was detected (data not shown). Therefore,
unlike the other mutants (the Pig-col and Pig-sec mutants), which frequently harbour large
genome rearrangements and whose progeny is often heterogeneous and contains pigmented
colonies [29], the Pig-pap mutants are different and perhaps result from a different

mechanism causing genetic instability.

The phenotype of each mutant was specified by scanning electron microscopy (SEM).
After growing on HT solid medium for 60 h, mycelial fragments from the strain WT8 and
from the three mutants were analysed (Fig. 1). For the strain WT8, abundant spore-coiled
chains were observed (Fig. 1 A). Conversely, for the three mutants, no sign of sporulation was
detected since the aerial hyphae remained straight without any apparent sign of septation (Fig.
1 B, C and D). As this phenotype was very similar to that of S. coelicolor WhiG mutants
previously reported [10,20], mycelial fragments of the WT strain M145 and of the whiG
mutant C71 of S. coelicolor were observed in the same conditions (Fig. 1 E and F). A great
similarity between the WhiG mutant phenotype of the strain C71 and that of the three Pig-pap
mutants studied here was observed. This shows that the mutants papl, pap2 and pap3 are
blocked early during this step of colony development.
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The Pig-pap mutant phenotype is complemented by the introduction of whiG of

S. coelicolor

As the Pig-pap mutants were blocked at the first steps of sporulation, we tried to
complement their deficiency by introducing 5 whi genes (whiA, whiB, whiG, whiH and whiJ)
of S. coelicolor, known to be involved in the first steps of the sporulation process. The
presence of the homologues of these 5 whi genes was examined in S. ambofaciens by
hybridising the plasmids plJ6204, pl1J2157, plJ6301, plJ6201 and pl1J6205 containing each of
these genes against BamHI-digested genomic DNAs of WT8 and the three Pig-pap mutants.
Single BamHI fragments for whiA (21 kb), whiB (19 kb), whiH (2.7 kb), whiJ (2.4 kb) and
two BamHI fragments for whiG (3.8 and 9.7 kb) were revealed for each strain indicating that
the 5 whi genes were not deleted in these mutants (data not shown). Further, all the results
obtained by hybridising the plasmid pSET152 (whiG) (see below) and various restriction
patterns of genomic DNA of the WT and the 3 mutants were consistent with the presence of
one copy of whiG in the genome (data not shown). The S. coelicolor whi genes were first
cloned in the conjugative plasmid pSET152. The native and the 5 recombinant plasmids were

introduced in E. coli MRF’307 and transferred by conjugation in the Pig-pap mutants.

The exconjugants obtained after the introduction of pSET152 or pSET152 containing
whiA, whiB, whiH or whiJ remained white and did not sporulate (Table 2). In contrast, the
introduction of whiG in the 3 mutants restored both pigmentation and sporulation with two
different phenotypes observed. For papl and pap2, all of the exconjugants produced a slightly
grey pigmentation and sporulated. In addition to the restoration of pigmentation and
sporulation, all of the exconjugants derived from pap3 produced white papillae again.

In order to verify the integration of each plasmid, one or 2 exconjugants deriving from
papl, pap2 and pap3 after conjugation with pSET152 or pSET152 containing whiA, whiB,
whiH or whiJ were randomly selected. Finally, 14 exconjugants of papl and 6 exconjugants
of pap2 and pap3 were analysed after introduction of pSET152(whiG). Each plasmid was
hybridised against BamHI-digested genomic DNAs of the different exconjugants. For each
exconjugant, we observed that only one copy of each plasmid was integrated at the attB site
located in the C*” Asel fragment [9] (data not shown).

One exconjugant colony, obtained after each mating of papl, pap2 and pap3 with the
E. coli strain MRF’307(pSET152(whiG)), was sub-cloned. Each strain was named
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papl(whiG), pap2(whiG) and pap3(whiG). Light microscopy showed sporulation in
papl(whiG), pap2(whiG) and pap3(whiG) and different colony phenotypes were observed by
SEM (Fig.1 G, H and I). All of them sporulated though the spores observed for pap3(whiG)
appeared to be more completely septated and rounded than those observed for papl(whiG)
and pap2(whiG). Therefore, these results show that the introduction of one copy of whiG is
sufficient to restore the sporulation process in the 3 mutants and such a complementation
implies that the WT phenotype is dominant on the Pig-pap mutant phenotype. This
observation associated with the absence of segregation of WT genomes in the progeny of the
3 Pig-pap mutants strongly suggest that no genotypic heterogeneity, consisting in a mix of

WT and mutant genomes, existed in the Pig-pap mutants analysed here.

The whiG gene is not mutated in the Pig-pap mutants

Sequencing of whiG in WT8 and in the three Pig-pap mutants of S. ambofaciens was
performed. The S. coelicolor and S. ambofaciens whiG sequences share 90.2 % of similarity
at the nucleotide level (Fig. 2). Moreover, WhiG of S. ambofaciens presents 98.4 % of
identity with WhiG of S. coelicolor, 95.4 % of identity with WhiG of S. avermitilis, 91.4 % (1
gap of 2 aminoacids) with WhiG of S. griseocarnum, 91 % (1 gap of 2 aminoacids) with
RpoZ of S. aureofaciens (Fig. 3). In addition, the comparison of WhiG of S. ambofaciens with
its homologue in other species shows a high sequence conservation in the 2.4 and 4.2 regions
which are highly conserved between the """ homologues and respectively involved in —10
and —35 promoter sequence recognition. Indeed, no aminoacid difference (except one for
WhiG of S. griseocarnum in the region 4.2) was detected for all of these alignments in the
regions 2.4 and 4.2 (Fig. 3). Thus, these data suggest that WhiG of S. ambofaciens could
regulate the same genes as that of the other Streptomyces WhiG sigma factors and notably
whiH and whil of S. coelicolor [1,47] and the homologue of whiH in S. aureofaciens [27].

Finally, the whiG gene sequence of each Pig-pap mutant was found to be completely
identical to that of WT8. Thus, the 3 mutants whose pigmentation and sporulation were
restored after the introduction of one copy of S. coelicolor whiG, did not harbour any
mutation in the whiG sequence. This result suggests the genetic modification behind the Pig-
pap mutant phenotype might be transcriptional or post-transcriptional.

whiG is transcribed in the Pig-pap mutants
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The transcription of whiG in the three mutants was investigated using reverse
transcription PCR (RT-PCR). In previous works, it was observed that the growth curves of the
three Pig-pap mutants established by growing them in liquid medium were similar with that of
the WT8. Further, on solid medium, the development of the colonies of the three Pig-pap
mutants, except for the sporulation, appeared to be very similar to that of the WT colonies.
Especially, the Pig-pap mutants colonies were not significantly different in size than those of
the WT (unpublished results). Total RNAs were isolated from plate-grown cultures, reverse-
transcribed and the whiG cDNAs were amplified using the two specific primers G7/G8 (Table
1 and Fig. 2). For WT8 and papl, RNAs were isolated at different growth times (14 h, 24 h,
48 h, 72 h and 96 h) corresponding to the different stages of colony development (vegetative
mycelium, aerial mycelium and sporulation). A whiG transcript was detected for both strains
at all growth times tested (Fig. 4). As the apparent lower expression of whiG in the vegetative
hyphae of papl was also observed in the WT in other assays, it was not considered. The same
experiments were realised on the strains pap2 and pap3 grown for 48 h, a period
corresponding to the beginning of sporulation and a specific whiG transcript was also detected

in both strains (data not shown).

As the RT-PCR is not quantitative, the amount of whiG transcript was estimated in the
strains WT8, papl, pap2 and pap3 by quantitative RT-PCR to determine whether the level of
transcription of the whiG gene in the 3 mutants differed from that of the WT. Total RNAS
were isolated from surface cultures of the 4 strains grown 48 h and reverse-transcribed. The
whiG and hrdB cDNAs were amplified using specific primers named respectively G9/G10
and HrdB1/HrdB2 (Table 1). Each product was quantified during the PCR reaction by
measuring the fluorescence emitted by the SYBR green. The amount of the whiG transcript in
WT8 was fixed at one and the relative amount of whiG transcript in each mutant strain was
then compared to that in WT8. As mentioned in the materials and methods section, the results
were validated by assessing the efficiency of amplification of each gene using a calibration
curve base of the Ct value of WT8 genomic DNA and by establishing the TM curve to check
the specificity of each amplification reaction. Further, the amplification products obtained
with the WT and the three Pig-pap mutants harboured a similar electrophoretic mobility and
the sequence of the amplification product obtained with G9/G10 from the WT DNA
corresponded to S. ambofaciens whiG (data not shown). Fig. 5 shows that the levels of whiG

transcription for the three mutants were not significantly different from that of WT8.
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The same experiments were conducted for the three exconjugants: papl(whiG),
pap2(whiG) and pap3(whiG). The level of whiG transcription in the three exconjugants was
approximately at least twice as high as the one of WT8. This is consistent with the presence of

two copies of whiG (the resident copy and the transgene) in the three exconjugant strains.

We showed that, contrary to pap3, the introduction of whiG in papl and pap2 did not
fully restore the WT phenotype since papl(whiG) and pap2(whiG) produced a slightly grey
pigmentation. However, such a difference cannot result from a differential expression of the
transgene in these strains since the level of whiG transcription was similar in the three

exconjugants.

In sum, we showed that the whiG gene is transcribed during all growth times tested
and at a similar level in WT8 and in the three Pig-pap mutants after 48 h of growth. These
results suggest that the genetic modification behind the Pig-pap mutant phenotype affects
neither the gene sequence nor the transcription process but possibly the post-transcriptional

regulation of whiG.

whiH is not transcribed in the Pig-pap mutants suggesting that 6" is not functional in
these mutants

WhiG Rpoz

In S. coelicolor or in S. aureofaciens, the sigma factor o or o regulates the

transcription of the whiH gene [27,47]. As V"¢

of S. ambofaciens is highly similar to these
sigma factors, we tested whether WhiG is functional in the three Pig-pap mutants by
analysing the transcription of whiH in these mutants. Therefore the transcription of whiH in
the Pig-pap mutants were tested by RT-PCR using RNAs obtained from 48 h plate-grown
cultures of WTS8, papl, pap2 and pap3. This growth time was chosen since it was observed
before that the level of whiG transcript was similar in the four strains at this time.
Amplifications of whiH transcripts were realised using specific primers named H1/H2 (Table
1). Contrary to the WT strain, no whiH-specific transcript was detected in the three mutants
(Fig. 6). As the introduction of S. coelicolor whiH in the Pig-pap mutants did not restore the
WT phenotype, the simplest explanation of the absence of a whiH transcription in the mutants

WhiG

may be that the IS not active.
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Characterisation of the papillae isolated from the grey exconjugant pap3(whiG)

The introduction of whiG in the strain pap3 restored the capacity to generate white
papillae. Ten exconjugant papillae deriving from independent mutational events were sub-
cloned and named pap3Gpl to pap3Gpl0. These mutants were white and did not sporulate
after 14 days of growth on HT solid medium. To compare precisely the phenotype of these
exconjugant papillae mutants with that of the strain pap3, one of them, pap3Gp2, was
observed by SEM (Fig. 1 J). This mutant presented straight aerial hyphae without any spores

and its phenotype was very similar to the Pig-pap mutant phenotype.

The presence of the plasmid pSET152(whiG) at the attB site of $C31 in the genome of
these mutants was checked by hybridising this recombinant plasmid on BamHI-digested
genomic DNAs. Five of the exconjugant papillae (pap3Gp3, pap3Gp6, pap3Gp8, pap3Gp9
and pap3Gpl10) lost the plasmid. The other five presented the plasmid containing whiG,
integrated in the attB site of ¢C31 (data not shown). In order to sequence the whiG transgene
of the latter five mutants, the plasmid pSET152(whiG) was amplified by long range PCR
(LR-PCR) using the primers C31.1/C31.2 (Table 1) matching the integration site. Then, the
whiG transgene was amplified using three pairs of primers (G1/G2, G3/G4 and G5/G6) and
sequenced. These experiments were done several times in order to discard the hypothesis of

the generation of a mutation during the two PCR.

For the mutant pap3Gpl, a frameshift mutation corresponding to an addition of one
cytosine at the position 924 of the whiG transgene sequence was detected and confirmed 3
times (Fig. 2). This mutation located in the region 4.1 led to the expression of a protein of 282
aminoacids with a C-terminal extremity of 46 aminoacids different from that of the
S. coelicolor WhiG protein (Fig. 7). Thus, this mutation prevents the synthesis of a functional
""" since the region 4.2 required for the regulator role of WhiG and particularly for the

recognition of the —35 box of the promoter is different.
For pap3Gp2 and pap3Gp4, a frameshift mutation corresponding to the addition of one

cytosine was located in a repeat sequence of 6 cytosines (at position 257-262, see Fig. 2). This

frameshift mutation, confirmed five times for each strain, is located at the beginning of the
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whiG ORF and led to the expression of a protein of 215 aminoacids without any obvious
similarities with the WhiG protein of S. coelicolor (Fig. 7).

For pap3Gpb5, a deletion of 16 nucleotides was detected between the nucleotide 783
and 798 of the transgene whiG sequence and confirmed three times (Fig. 2). This deletion
located between the region 3 and 4 led to the creation of a stop codon at position 191 and
implicated the expression of a protein truncated and no functional because of the absence of
region 4 (Fig. 7).

For pap3Gp7, an addition of one guanosine at position 619 (Fig. 2) in the transgene
whiG sequence was identified and confirmed two times. This mutation permits the expression
of a protein of 215 aminoacids due to the presence of a stop codon at position 216 (Fig. 7).
The comparison of its sequence to that of S. coelicolor WhiG shows that region 3 presents no
obvious homology between the two sequences and region 4, notably region 4.2, is absent in
the WhiG protein expressed by the whiG transgene in pap3Gp7 (Fig. 7).

Finally, except for the mutations described above, all of these five sequences were
identical with that of S. coelicolor whiG. Such a result implyes that no conversion event
between the S. coelicolor whiG transgene and the S. ambofaciens whiG resident had occurred.

In sum, all of the exconjugant papillae tested (10/10) showed mutation in the whiG
transgene via three different mechanisms, i.e. loss of plasmid, frameshift mutation or deletion
in whiG. All of these mechanisms led to the absence of an active additional WhiG protein in
the exconjugants and hence a return to the initial mutant phenotype. These results show that
whiG integrated in the attB site of the mutant genome is a target of varied mutational events.
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Discussion

Genetic instability has been widely described in the different Streptomyces species and
in most cases, the mutants harbour large genome rearrangements located at the chromosomal
extremities. Such mutants remain highly unstable since their progeny is frequently
heterogeneous and additional rearrangement events frequently occur [53]. In S. ambofaciens,
such a situation is observed in the case of the mutants deriving either from pigment-defective
sectors or colonies [30]. The Pig-pap mutants probably resulting from a mutational event
occurred during the aerial mycelium are quite different and represent a new class of mutants.
Contrary to the Pig-col and Pig-sec mutants, they appear to be phenotypically similar and are
devoid of large genome rearrangements, suggesting that they could result from a new
mechanism of genetic instability and prompting us to characterise such a phenomenon.
Analyses of the phenotype of the Pig-pap mutants papl, pap2 and pap3 in SEM confirmed for
the first time their phenotypic homogeneity, i.e. a typical WhiG-like phenotype. However, the
introduction of S. coelicolor whiG in the three Pig-pap mutants yielded two distinct
observations. In papl and pap2, the introduction of S. coelicolor whiG led to the production of
a slightly grey pigmentation and of spores which seemed less septated and rounded than that
of the WT strain. In pap3, the introduction of S. coelicolor whiG fully restored the WT
phenotype. This difference cannot result from a differential expression of the transgene
S. coelicolor whiG since quantitative RT-PCR revealed that it was expressed at a similar level
in the three exconjugants papl(whiG), pap2(whiG) and pap3(whiG). Therefore, our results
suggest that in spite of the apparent phenotypic homogeneity observed among the Pig-pap
mutants, a genotypic heterogeneity which does not consist of large deletion and/or

amplification might exist.

Although the introduction of one copy of S. coelicolor whiG permitted the restoration
of pigmentation and sporulation in the three mutants, whiG in these mutants was not mutated
and its level of transcription was similar to that of the WT strain. Moreover, the
complementation observed did not result from a very high overexpression of the transgene as
in the case of ectopic sporulation, which has been observed after the introduction of a
multicopy plasmid containing whiG into S. coelicolor [11,36]. Thus, in these Pig-pap mutants,
a small increase of the level of whiG transcription permitted a change in the complex
regulation cascade of the aerial mycelium differentiation implicating a delicate regulation of

whiG in these mutants. These results led us to investigate whether the """ factor was active
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in the three Pig-pap mutants. Analyses of whiH transcription in the WT strain and in the Pig-
pap mutants were performed because S. ambofaciens WhiG protein is highly identical to those

of S. coelicolor and S. aureofaciens, suggesting that S. ambofaciens ¢"/"®

also regulates the
transcription of whiH. However, whiH was not transcribed in these mutants. Such an absence
of transcription cannot result from a single mutation in whiH since the introduction of whiH
did not restore the WT phenotype. Consequently, two hypotheses were formulated. First, the
quantity of the WhiG protein is not sufficient in these mutants. Second, the "¢ is
sequestered. In both cases, the introduction of one copy of whiG seems to be sufficient to

restore the regulation cascade of the sporulation process.

The first hypothesis implies that the genetic modification leading to the whiG-like
phenotype in the Pig-pap mutants results either from a post-transcriptional modification
taking place before the whiG translation, for example by an antisense RNA activity, or from a
abnormal high proteolytic activity which leads to the degradation of the WhiG protein. This
type of regulation has been well described for various alternative sigma factors and especially
for the regulator of the general stress response sigmaS (RpoS) in E. coli [25,33] and for the S.
coelicolor stress responsive SigH [52].

WhiG

In the second hypothesis, the o may be sequestered by an unknown anti-c factor

either because of a mutation in the gene encoding this anti-c factor or because of a mutation

in the gene encoding the anti-anti-c factor. In both cases, such a mutation would prevent the

WhiG WhiG

dissociation of the complex o and anti-o and the liberation of ¢""C. It must be

WhiG WhiG

underlined that the regulation of the o remains yet unknown since neither anti-o nor

anti-anti-c"""® has been identified in S. coelicolor or in other species. Although " is the

homologue of ™ in S. typhimurium whose activity is known to be regulated by an anti-c

FliA
named FIgM, no homologue of flgM has been discovered in the genome sequence of
S. coelicolor [14,40]. In such a hypothesis, the complementation of Pig-pap phenotype by

whiG could result from a gene dosage effect.

To test such hypotheses, we looked for the presence of the WhiG protein by using
antibodies, gift by Pr. Keith Chater, and directed against two regions of the protein (residues
2-16 and residues 210-224). Such antibodies have been used to detect the WhiG protein in a

crude extract of E. coli proteins [50]. Unfortunately, the WhiG protein was not detected in the
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wild type WT8 and the three Pig-pap mutants (data not shown). Furthermore, at our
knowledge there is no publication relative to the use of such antibodies in the detection and

the quantification of the protein WhiG in S. coelicolor.

To our knowledge, no whi mutants isolated either by classic or insertional mutagenesis
has permitted the identification of such a regulator. Considering the fact that the Pig-pap
mutants harbour a stable phenotype and are devoid of large genome rearrangements, they
constitute the first type of whi mutants which are generated at high frequency and which

could be useful to elucidate the complex regulation of whiG.

Finally, the study of the exconjugant papillae isolated from the colonies of pap3(whiG)
showed us that the S. coelicolor whiG transgene is a target of different genetic instability
events leading either to the loss of the plasmid, to deletion in the transgene, or to frameshift
mutation. It is interesting to note that all of these events seem to appear during a specific step
of colony development, i.e. the aerial mycelium formation since the mutant phenotype
appears only in the form of white papillae. It was reported that after 14 days of growth, more
than 70 % of the colonies harboured white papillae in S. ambofaciens [34]. This characteristic
is also observed in pap3(whiG) which contains an additional copy of whiG, which then further
leads to the production of papillae. Such observations suggest that the arrest of the sporulation
process in some parts of the mycelium appears unavoidable and raise the question about the

role of these white papillae in S. ambofaciens.
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Legends

Table 1

Nucleotide sequence of oligonucleotide pairs used in this study. These sequences were
deduced from the genome sequence of S. coelicolor available in the GeneBank database. The
size of the PCR products (in bp) and the annealing temperature used for the reactions are
indicated. For C31.1/C31.2, the PCR product size, corresponds to the size of the amplified

region containing the attB site of ®C31 without any integrated plasmid.

Table 2

Number and phenotype of the exconjugants obtained after introduction of pSET152,
pSET152(whiA), pSET152(whiB), pSET152(whiG), pSET152(whiH) and pSET152(whiJ) in
the Pig-pap mutants (papl, pap2 and pap3). The phenotype was observed after 14 days of

growth on HT solid medium.

FIG. 1

SEM pictures of mycelial fragments of S. ambofaciens WT8 (A), the Pig-pap mutants (B:
papl; C: pap2; D: pap3), S. coelicolor M145 (E), the WhiG mutant C71 of S. coelicolor (F),
the three exconjugants (G: papl(whiG); H: pap2(whiG); I: pap3(whiG)) and the exconjugant
papilla pap3Gp2 (J). Colonies were grown for 60 h on HT solid medium before being
prepared for electron microscopy. Bars indicated in white on each picture corresponds to 1

um.

FIG. 2

S. ambofaciens whiG gene sequence and localisation of the oligonucleotides used to amplify
the different portions of this gene (marked by arrows) (Table 1). The putatively deduced whiG
ORF (in comparison with the data known for S. coelicolor [11]) is flanked by a dotted line.
Also shown are the whiG promoter region (underlined by a mark upstream the ORF), the
transcription start point (+1) taken from Kelemen et al., 1996, the potential ribosome-binding
site (RBS?) and the putative terminator region (underlined by a mark downstream the ORF)
taken from Chater et al., 1989 [11, 23]. The nucleotides which are different between the whiG
sequence of S. coelicolor and that of S. ambofaciens are indicated below the S. ambofaciens

whiG sequence (“—* corresponds to the absence of the nucleotide).
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FIG. 3

End-to-end alignment of WhiG of S. ambofaciens (S. ambo) with those of S. coelicolor (S.
coel), S. avermitilis (S. aver), S. griseocarnum (S. gris) and S. aureofaciens (S. aure). The
alignment was made using the BioEdit software. Black boxes indicate residues shared by at
least 3 of the 5 sequences. White boxes indicate residues which differ between the sequences.
The regions conserved between the sigma factors belonging to the ¢’ family are indicated by

arrows. Regions 1 and 3, which exhibit lower conservation, are marked by dotted arrows.

FIG. 4

RT-PCR experiments to detect whiG transcript in S. ambofaciens WT8 (A) and its Pig-pap
mutant derivative papl (B). RNA samples were isolated from surface cultures at 24 h (Lane
2), 36 h (Lane 3), 48 h (Lane 4), 72 h (Lane 5) and 96 h (Lane 6) grown on HT solid medium
at 30°C. The different developmental stages are indicated by arrows (V: vegetative mycelium
formation; A: aerial mycelium formation; S: sporulation). The RT-PCR reactions were done
with the oligonucleotides G7/G8. Lambda DNA digested with Pstl was used as molecular

weight marker (Lane 1).

FIG.5

Comparison of whiG transcription using quantitative RT-PCR experiments and standardised
RNA amounts for the WT strain of S. ambofaciens WT8 (Lane 1), the three Pig-pap mutants
(Lane 2: papl; Lane 3: pap2; Lane 4: pap3), the three exconjugants (Lane 5: papl(whiG);
Lane 6: pap2(whiG) and Lane 7: pap3(whiG)). RNA samples were isolated from surface
cultures at 48 h of growth on HT solid medium at 30 °C. The experiments were done five
times for papl, three times for pap2, pap3 and pap3Gp2, two times for papl(whiG) and
pap3(whiG) and once for pap2(whiG) using independent RNA extractions. The average and

the standard deviation (c"™) are shown.

FIG. 6

RT-PCR experiments conducted to detect recA (A) and whiH (B) transcripts in S.
ambofaciens WT8 (A and B: Lane 2) and the three Pig-pap mutants papl (A and B: Lane 3),
pap2 (A and B: Lane 4) and pap3 (A and B: Lane 5). RNA samples were isolated from
surface cultures at 48 h of growth on HT solid medium at 30 °C. Experiments were done two
times with two independent RNA extractions. A: RT-PCR reactions were done with the
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oligonucleotides Recl/Rec2. B: RT-PCR reactions were done with the oligonucleotides
H1/H2. Pstl-digested Lambda DNA digested with was used as molecular weight marker
(Lane 1).

FIG. 7

End-to-end alignment of WhiG of S. coelicolor (S. coel) and the WhiG transgene of the
exconjugant papillae pap3Gpl (Gpl), pap3Gp2 (Gp2), pap3Gps (Gp4), pap3Gp5 (Gp5) and
pap3Gp7 (Gp7). The alignment was made using the BioEdit software. Black boxes indicate
residues shared by at least 3 of the 5 sequences. White boxes indicate residues which differ
between the sequences. The asterisks correspond to stop codon. The regions conserved
between the sigma factors belonging to the o’ family are indicated by arrows. Regions 1 and

3, which exhibit lower conservation, are marked by dotted arrows.
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Table 1

Primers Sequence 5’ to 3’ Annealing T(°C) Product (bp)
Gl CGAGTGATCACCCAGAGC 60 517
G2 TGATCTCCCGGTCGACGT
G3 ACGCTCGACGAGCTGTGG 55 595
G4 GGCGGTGTCCTCCAGGGT
G5 GTGGAGGACCTCCACGCG 55 517
G6 GCACGCTGCATCGACCGG
G7 ACGCGATCGAGAAGTTCG 60 261
G8 CGAGCGACAGCTGACTGA
G9 AGGCGGACTTCGTCTCCT 60 101

G10 GGGTGATCGCGTACGTCT
Recl TCCTGTCCCAGCCGGACAA 60 280
Rec2 GTCGCACCGAGGCGTAGAA
HrdB1 AGGTGGCGTACGTGGAGAC 60 110
HrdB2 CGCGGCATGCTCTTCCT
C31.1 GACGATGTAGGTCACGGTC 50 200
C31.2 TCGAGAACCCGCTGACGCT
H1 AGGAGATCGGACAGCGTTT
H2 GATGTCAGGATCCAGCAGG 60 250
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Table 2

Mutant strain

pSET152

insert pap 1 pap?2 pap3
>100 >100 >100
none Pigment-defective Pigment-defective Pigment-defective
No sporulation No sporulation No sporulation
13 17 10
: Pigment-defective Pigment-defective Pigment-defective
whiA ) ) )
No sporulation No sporulation No sporulation
31 18 1
. Pigment-defective Pigment-defective Pigment-defective
whiB ) ) )
No sporulation No sporulation No sporulation
65 17 8
. Slightly pigmentation Slightly pigmentation and Pigmentation, sporulation
whiG . . . . .
and sporulation sporulation and white papillae formation
155 121 43
. Pigment-defective Pigment-defective Pigment-defective
whiH ) ) .
No sporulation No sporulation No sporulation
27 40 26
whiJ Pigment-defective Pigment-defective Pigment-defective

No sporulation

No sporulation

No sporulation
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3. Modulation de la production de mutants Pig-pap

par la réponse stringente
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3. Modulation de la production de mutants Pig-pap par la

réponse stringente

Des résultats antérieurs obtenus au laboratoire et notamment par Jean-Nicolas Volff
dans le cadre de sa thése (Volff, 1994) indiquaient que la réponse stringente, déclenchée par
une carence en acides aminés, pouvait étre impliquée dans la production de mutants Pig-pap
et ainsi constituer un des modulateurs de I’instabilité géenétique chez S. ambofaciens. Cette
hypothese s’appuyait sur I’observation du phénotype des colonies et sur la distribution du
nombre de papilles par colonie sur milieu carence. Il avait été observé que S. ambofaciens
ATCC23877 produisait un plus grand nombre de papilles sur milieu minimum glucosé
(milieu MMG) que sur milieu complet HT. Lorsque le milieu MMG était complémenté en
hydrolysat de caseine, le nombre de papilles diminuait fortement. Ainsi, ce résultat suggeérait
que la carence en nutriments modulait la production de papilles blanches sur les colonies,
donc la production de mutants Pig-pap. Des expériences ont donc éteé réalisées dans le but de
préciser le facteur nutritif responsable de la modulation de I’instabilité génétique d’une part et
d’autre part de tester I’hypothese d’une relation entre la réponse stringente et I’arrét a haute
fréguence du processus de sporulation dans certaines portions du mycélium d’une colonie de

Streptomyces.

Cette partie du travail a été réalisée en collaboration avec Magali Genay dans le cadre

de son DEA (Genay, 2003) et de sa premiere année de thése au laboratoire.

3.1. Recherche d’éléments nutritifs influencant la production de

papilles blanches

La croissance de S. ambofaciens étant tres lente sur milieu MMG, nous avons étudié
I’influence de la variation de la quantité de nutriments sur la formation de papilles des
souches sauvages S. ambofaciens WT8 et S. coelicolor M145 en les cultivant sur différents
milieux carencés dérivant du milieu HT. Ces milieux renferment les mémes composés que le
milieu HT mais a des concentrations différentes. La composition du milieu HT et des

différents milieux testés est présentée dans le tableau 4.
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Milieu | Milieu Milieu Milieu Milieu Milieu Milieu Milieu Milieu Milieu
HT HTC1 HTC3 HTC4 HTC5 HTC6 HTC7 HTC8 HTC9 HTC10
Extrait de
levure 1g/l 0,25¢/1 0,259/l 1g/l 0,259/l 1g/l 1g/l 19/l 1g/l
(DIFCO)
Extrait de
beeuf 1g/l 0,25¢/1 0,25¢/1 0,25¢/1 1g/l 1g/l 1g/l 19/ 1g/l
(DIFCO)
Dextrine
blanche 10g/1 2,59/1 2,50/l 2,5g/1 2,5g/1 2,5g/1 10 g/l 10 g/l 10 g/l
(PROLABO)
Bacto-
tryptone
(Becton 249/l 0,5g/1 29/l 0,5g/1 0,5g/1 249/l 0g/l 49/ 6 g/l
Dickinson)
(fﬂ‘;fc'lf) 20mg/l | 5mgn | 5mgll 5mg/l | Smgd | 20mg/l | 20mg/l | 20mgn | 20mgl | 20mg/l
pH 7,3 7,3 7,3 7,3 73 7,3 7,3 73 7,3
Bacto agar
(Becton 20 g/l 20 g/l 20 g/l 20 g/l 20 g/l 20 g/l 20 g/l 20 g/l 20 g/l
Dickinson)
Tableau 4:

Composition du milieu HT et de ses dérivés HTC (pour HT « Carencé »). De I’eau ultra pure a été utilisée pour
la fabrication de ces milieux. Les concentrations indiquées en caracteres gras sont celles qui different de celles
présentes dans le milieu HT.

Aprés 14 jours de croissance a 30°C, le diametre des colonies est similaire sur les
différents milieux, ce qui permet la comparaison des différents phénotypes. Les distributions
du nombre de papilles par colonie (npc) ont alors été établies apres observation de trente
colonies sélectionnées aléatoirement. Pour chaque milieu, les distributions du npc, pour les
deux espéces, sont présentées dans les figures 28 pour S. ambofaciens et 29 pour
S. coelicolor. Sur ces figures ne sont pas représentées les distributions observées sur les

milieux HTC9 et HTC10 car aucune papille n’a été observée aprés 14 jours de croissance.

Il a été observé que sur le milieu HT, le npc variait de 0 a 25 pour S. ambofaciens et de
0 a 40 pour S. coelicolor (seule une colonie présentait un grand nombre de papilles) (figures
28 I. et 29 1.) alors que pour le milieu HTC1, dans lequel les concentrations en extrait de
levure, extrait de bceuf, dextrine blanche et bacto-tryptone ont été divisées par quatre par
rapport a celle du milieu HT, la majorité des colonies présentaient un trés grand nombre de

papilles (>50) (figures 28 I1. et 29 11.). Ainsi, le nombre de papilles observées a la surface des
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colonies augmente significativement lorsque ces deux souches sont cultivées sur un milieu ou

les nutriments sont en quantité limitée.

Lorsque I’extrait de levure (milieu HTC4) ou I’extrait de bceuf (milieu HTC5) est
ajouté dans le milieu HTC1, a la méme concentration que dans le milieu HT, les colonies
présentaient majoritairement un tres grand nombre de papilles (figures 28 IV et V et 29 IV et
V). Comme pour le milieu HTC1, ces distributions difféerent également de celles obtenues sur
milieu HT. Les colonies cultivées sur milieu HTC3, dérivant du milieu HTC1 et dans lequel
la concentration en bacto-tryptone est identique a celle du milieu HT, présentaient, par contre,
un faible nombre de papilles compris entre 0 et 25 pour S. ambofaciens et 0 et 40 pour
S. coelicolor (figures 28 I11. et 29 111.). Ainsi, la variation de concentration en bacto-tryptone
influencerait la formation de papilles blanches a la surface des colonies de S. ambofaciens et

S. coelicolor.

Afin de confirmer cette hypotheése, le milieu HTC7 qui dérive du milieu HT par
I’absence de bacto-tryptone a été élaboré. Sur ce milieu, les colonies des deux souches
présentaient un trés grand nombre de papilles (figures 28 VII. et 29 VII.). Sur le milieu HTC8
dans lequel la concentration en bacto-tryptone a été doublée, les colonies présentaient tres peu
de papilles pour S. ambofaciens (figures 28 VIII. et 29 VIIL.). Pour S. coelicolor cultivée sur
milieu HTC8, des colonies a grand nombre de papilles sont observées. Cependant, ces
papilles étaient tres petites par rapport a celles produites par des colonies cultivees sur milieu
HT. Les colonies cultivées sur les milieux HTC9 et HTC10 qui comportent une concentration
tres importante en bacto-tryptone (respectivement 3 fois et 4 fois plus) ne présentaient aucune
papille. Ainsi, la quantité de bacto-tryptone dans le milieu a une forte influence sur la

production de papilles blanches a la surface des colonies de S. ambofaciens et S. coelicolor.

Enfin, pour le milieu HTC6 qui dérive du milieu HT par une limitation en dextrine
blanche, les colonies présentaient un phénotype similaire a celui observeé sur milieu HT
(figures 28 VI. et 29 VL.). Ainsi, la réduction de la concentration en dextrine blanche ne

semble pas influencer la production de papilles.

Ainsi, I’ensemble de ces résultats suggere que la concentration en bacto-tryptone est le
facteur influencant le plus fortement le npc donc la production de mutants Pig-pap sur les

colonies de S. ambofaciens et S. coelicolor.
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Représentation graphique de la distribution du nombre de papilles par colonie (npc) établie chez S. ambofaciens
WT8. Trente colonies ont été observées aprés 14 jours de croissance a 30°C sur milieu HT (1.), HTC1 (I1.),
HTC3 (I11.), HTC4 (1V.), HTC5 (V.), HTC6 (VL.), HTC7 (VII.) et HTC8 (VIII.). Les valeurs du npc ont été
regroupées par classe de cing et le nombre de colonies observées pour chaque classe est représenté en ordonnée.
Pour chacune de ces distributions, une photographie de colonie correspondant au phénotype le plus représenté
est présentée. A 14 jours de croissance, les colonies présentent un diamétre d’environ 2 cm.
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Figure 29 :

Représentation graphique de la distribution du nombre de papilles par colonie (npc) établie chez S. coelicolor
M145. Trente colonies ont été observées aprés 14 jours de croissance a 30°C sur milieu HT (1.), HTCL1 (I1.),
HTC3 (I1l.), HTC4 (I1V.), HTC5 (V.), HTC6 (VI.), HTC7 (VII.) et HTC8 (VIII.). Les valeurs du npc ont été
regroupées par classe de cing et le nombre de colonies observées pour chaque classe est représenté en ordonnée.
Pour chacune de ces distributions, une photographie de colonie correspondant au phénotype le plus représenté
est présentée. A 14 jours de croissance, les colonies présentent un diamétre d’environ 2 cm.
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La bacto-tryptone étant essentiellement composée d’acides aminés, les observations
réalisées suggerent que la carence en acides aminés pourrait étre responsable de I’induction de
la production de papilles blanches sur les colonies de S. ambofaciens et S. coelicolor. Pour
tester cette hypothése, les 18 acides aminés (Ala, Arg, Asp, Cys, Glu, Gly, His, lle, Leu, Lys,
Met, Phe, Pro, Ser, Thr, Trp, Tyr et Val) presents dans la bacto-tryptone ont été rajoutés dans
le milieu HTC7, milieu qui differe du milieu HT uniguement par I’absence de bacto-tryptone
(tableau 4). La quantité de chaque acide aminé ajouté a été calculée afin d’obtenir pour
chacun des acides aminés une concentration finale identique a celle du milieu HT. L’influence

potentielle des deux acides aminés absents dans la bacto-tryptone (Asn et GlIn) n’a pas été

testée.

Pour les deux espéces, les distributions du npc ont été établies (figure 30). Pour chaque
espece, I’ajout des acides aminés dans le milieu HTC7 a permis de retrouver une distribution
similaire a celle observée pour le milieu HT (figures 30 et 28 I. et 29 I.). Ainsi, ces résultats

montrent qu’une carence en acides aminés influence fortement la fréquence de papilles

produites sur la colonie.
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Figure 30 :

Représentation graphique de la distribution du nombre de papilles par colonie (npc) établie chez S. ambofaciens
WT8 (l.) et chez S. coelicolor M145 (11.). Trente colonies ont été observées aprés 14 jours de croissance a 30°C
sur milieu HTC7 dans lequel les 18 acides aminés présents normalement dans la bacto-tryptone ont été rajoutés
(HTC7 + aa). Les valeurs du npc ont été regroupées par classe de cing et le nombre de colonies observées pour
chaque classe est représenté en ordonnée. Pour chacune de ces distributions, une photographie de colonie
correspondant au phénotype le plus représenté est présentée.
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3.2. Caractérisation phénotypigue et moléculaire de mutants Pig-pap

issus de milieux « carencés »

Cinq papilles issues des colonies cultivées sur milieux carencés en bacto-tryptone ont
été isolées. Ces papilles issues d’événements mutationnels indépendants ont été repiquées et
sous-clonées jusqu’a I’obtention d’une population avec un phénotype homogene. Le mutant
cp4 est issu d’une papille isolée sur une colonie de la souche sauvage M145 de S. coelicolor
cultivée sur milieu HTC1. Les mutants WT8papl et WT8pap4 sont issus de papilles isolées
sur une colonie de la souche sauvage WT8 de S. ambofaciens cultivée respectivement sur
milieux HTC1 et HTCA4. Enfin, les mutants WT12pap5 et WT12pap7 sont issus de papilles
isolées sur une colonie de la souche sauvage WT12 de S. ambofaciens cultivée respectivement
sur milieux HTC5 et HTC7. Ces mutants ont été caractérises d’un point de vue phénotypique

et moléculaire.

Comme les mutants Pig-pap issus de milieu HT et caractérisés antérieurement, ces cing

mutants présentent les caractéristiques suivantes :

¢+ lls sont depigmentés.

+¢+ 1ls ne sporulent pas.
En effet, aprés observation de fragments de colonies, apres coloration de Gram, des cing
souches mutantes en microscope photonique, aucune spore n’a été détectée pour chaque

préparation.

« lls ne présentent pas de grand réarrangement génomique de type amplification et/ou
délétion.

En effet, I’analyse de profils de restriction BamHI, pour vérifier I’absence d’amplification, et

des profils de macrorestriction Asel obtenus en PFGE, pour vérifier I’absence de délétion, de

I’ADN génomique des cing souches mutantes testées a montré que ces profils étaient

identiques aux profils de type sauvage. Ainsi, ces mutants ne présentent aucun réarrangement

chromosomique de grande taille détectable par ce type d’analyse.

¢ lls sont complémentables par introduction du géne whiG de S. coelicolor.
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En effet, le plasmide pSET152 et le plasmide pSET152(whiG) ont été introduits de fagon
indépendante dans chacun des cinq mutants par conjugaison avec le méme protocole utilisé
pour introduire ces plasmides dans les mutants Pig-pap issus de milieu HT. L’intégration de
chaque plasmide a été vérifiée par hybridation de chacun des plasmides sur des profils de
restriction BamHI de I’ADN génomique des transconjugants obtenus. L’intégration de
pSET152 seul n’a pas permis la restauration du phénotype sauvage alors que les
transconjugants obtenus apreés introduction et intégration de pSET152(whiG) pigmentaient,
sporulaient et produisaient & nouveau des papilles blanches.

¢+ Le transgene whiG est une cible mutationnelle.
Huit papilles isolées sur différentes colonies des transconjugants WT8papl(whiG),
WT8pap4(whiG), WT12pap5(whiG) et WT12pap7(whiG), deux pour chacun, ont été
repiquées et sous-clonées sur milieu de culture sans pression de sélection (article n°2). Les
huit mutants ainsi obtenus sont issus d’événements mutationnels indépendants. La présence
du plasmide pSET152(whiG) intégré au niveau du site attB du phage ¢C31 a été recherchée
par analyse de profils d’hybridation entre ce plasmide et des profils de restriction BamHI de
I’ADN génomique des huit mutants. Pour ces mutants, six ne présentaient plus le plasmide
intégré dans leur génome. Pour les deux autres mutants, un issu de WT12pap5(whiG) et un
issu de WT12pap7(whiG), le transgéne whiG a été séquencé suivant le protocole décrit dans
la deuxiéme partie des résultats. Dans les deux cas, une mutation frameshift, correspondant a
I’addition d’une cytosine au niveau d’une séquence constituée d’une répétition de six
cytosines située entre les nucléotides 257 et 262 du géne whiG (figure 2 de l'article n°2), a eté
détectée. Ce type de mutation avait été détecté lors de I’analyse de la séquence du transgéne
whiG pour les mutants pap3Gp2 et pap3Gp4 issus de papilles repiquées sur le transconjugant
pap3(whiG). Cette mutation conduit a I’expression d’une protéine tronquée, délétée de la
région 4 indispensable pour la reconnaissance de la boite —35 des promoteurs reconnus par
"¢ Dans ce type de mutants, ce facteur o n’est pas fonctionnel. Ainsi, ces résultats

confirment la mutabilité a haute fréguence du transgéne whiG.

Pour ces caracteristiques, les mutants dépigmentés et non sporulants obtenus sur
milieux carences en bacto-tryptone sont similaires aux mutants Pig-pap isolés sur milieu HT.
La copie résidente du géne whiG des mutants cp4, WT8papl et une partie du géne de
WT12pap5 ont été séquencées. Pour le mutant cp4, aucune mutation n’a été détectée pour les
1213 nucléotides du géne whiG lus aprés séquencgage. Pour le mutant WT8papl, une mutation
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frameshift correspondant a la délétion d’une guanosine au niveau d’une séquence constituée
d’une répétition de cing guanosines située entre les nucléotides 789 et 793 du gene whiG a été
observée (figure 2 de l'article n°2). Cette mutation génére un codon stop a la position 194 de
la séquence en acides aminés et la protéine ne présente pas la région 4 du facteur sigma,
indiquant que ce facteur n’est pas fonctionnel chez ce mutant (figure 31 et figure 7 de I’article
n°2). Pour le mutant WT12pap5, une région du géne whiG allant des nucléotides 344 a 719 a
été séquencée, ce qui a permis de detecter une délétion d’une guanosine a la position 687
(figure 2 de I’article n°2). Le reste du géne est en cours de sequencage. Ces résultats
suggerent que le phénotype Pig-pap pourrait résulter de mécanismes mutationnels différents,
un affectant directement la séquence du gene whiG et I'autre la régulation post-
transcriptionnelle de ce géne. Pour les trois autres mutants issus de papilles obtenues sur

milieux carencés, le géne whiG est en cours de sequengage.

wrs 1 MPOHTSGPERRMALTPPALRDGEGISWVE ) MRS YEARMTGDERLEEQL
Wrapapl 1 MPOHTSGPERMAATPPALARDG ) Il LETEDERLREQL

wra 61 LGE. ; ! ) I EEFDVDREIF@MFETYAITRIR
WTapapl 61 pRE PITVEQLDFVS F A TEERKFDVDREIF@MFETYATTRIR

wrs PR T TR VRO AR VERAYTTELEARLRR TP S@ESEVAVENGINAVED LHAVF S@OLS
A o A NG N T [T TP .5V R O K ARV ER AT TT@LE ARLER TP S@ESEVAVE MG T

wra 1581 IyNANEeaNe ECELSLMDTL EDTLADNPVE VAEDRELERL LARATNTLPE REKETVWTLYY
WTSpapl 151 [HARRERClORE |€icx

Wra 241 YEGLTLAEIG INVLGVTEIRY SIOIHTEZVLO LEAKLAGFGE 2850

WTraipapl

Figure 31 :

Alignement de séquences de la protéine WhiG de la souche sauvage S. ambofaciens WT8 et du mutant
WT8papl issu d’une papille obtenue apres croissance sur milieu HTC1. Cet alignement a été réalisé a I’aide du
logiciel BioEdit. Les blocs noirs correspondent aux résidus identiques entre les deux séquences. L’astérisque
indique le codon stop.
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3.3. Etude du mutant relA de S. coelicolor

Chez E. coli, la réponse stringente se déclenche lorsque la concentration en acides
aminés diminue dans le milieu, ce qui conduit a I’augmentation de la quantité en ARNt non
chargés dans la cellule. L’expression protéique est alors stoppee et les ARNt non chargés qui
se fixent sur le ribosome activent le géne relA codant la ppGpp synthétase. Le ppGpp ainsi
produit se fixe sur I’ARN polymérase. Il peut réguler I’expression génique négativement ou

positivement et elle intervient dans la compétitivité des facteurs o (voir introduction).

Chez Streptomyces, des colonies a grand nombre de papilles sont observées lors d’une
carence en acides aminés, ce qui suggére qu’il existerait une relation entre la réponse
stringente et I’apparition de colonies a grand nombre de papilles. Pour tester cette hypothese,
nous avons choisi d’étudier I’effet de I’inactivation du gene relA sur la production de papilles
et d’observer le phenotype des colonies. En effet, si relA est muté, le ppGpp n’est plus produit
et s’il existe une relation avec la production de papilles, des colonies a faible nombre de
papilles seront observées.

Pour ce travail, nous avons étudie le mutant relA M570 de S. coelicolor qui a été
construit par Chakraburtty et Bibb (Chakraburtty & Bibb, 1997). Ce mutant dérive de la
souche sauvage M600 de S. coelicolor dans laquelle une partie du gene relA qui porte
I’activité ppGpp synthétase a été remplacée par une cassette de résistance a I’hygromycine.
Cette cassette remplace les nucléotides 501 a 2049 de la région codante de relA comportant
2541 nucléotides.

Des distributions du npc ont été établies sur milieux HT, HTC7 et HTC7 complémenté
par les 18 acides aminés d’une part pour le mutant relA M570 et d’autre part pour la souche
sauvage S. coelicolor M600, afin de vérifier si le phénomene décrit chez S. ambofaciens et
chez la souche S. coelicolor M145 existe également pour la souche M600 (figure 32).
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Figure 32 :

Représentation graphique de la distribution du nombre de papilles par colonie (npc) établie chez la souche
sauvage M600 (1.) et le mutant relA M570 (11.) de S. coelicolor. Trente colonies ont été observées aprés 14 jours
de croissance a 30°C sur les milieux HT, HTC7 et HTC7 dans lequel les 18 acides aminés présents normalement
dans la bacto-tryptone ont été rajoutés (HTC7 + aa). Les valeurs du npc ont été regroupées par classe de cing et
le nombre de colonies observées pour chaque classe est représenté en ordonnée. Pour chacune de ces
distributions, une photographie de colonie correspondant au phénotype le plus représenté est présentée.

Pour la souche M600, ces distributions sont similaires a celles obtenues pour WT8 et
M145. Sur milieu HT, les colonies présentaient un relatif faible nombre de papilles, compris
entre 0 et 25 alors que sur milieu HTC7, carencé en bacto-tryptone, toutes les colonies
produisaient un trés grand nombre de papilles, toujours supeérieur a 50 (figure 32 1.). Pour le
mutant M570, les colonies ne présentaient pas ou tres peu de papilles, suggérant que le ppGpp
influencait la production de telles papilles (figure 32 I1.).
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Pour confirmer I’implication du ppGpp dans la production de papilles, le mutant relA
M570 a été complémenté par introduction du plasmide plJ6084 (Sun et al., 2001).
Ce plasmide de 9,5 kb porte :
s la région de relA qui possede I’activité ppGpp synthétase sous le contréle du
promoteur tip (inductible par le thiostrepton)
% le géne de résistance au thiostrepton
+¢+ le géne de résistance a I’apramycine
¢ le site attP du phage $C31 et le gene codant I’intégrase

¢ I’origine de transfert oriT

Ce plasmide a été introduit dans la souche M570 par conjugaison suivant le protocole
décrit dans la premiere partie des résultats. Les transconjugants ont été sélectionnés sur milieu
contenant de I’apramycine. La présence du plasmide intégré au niveau du site attB du phage
¢C31 du génome des transconjugants a été vérifiée par hybridation du plasmide sur des

profils de restriction de I’ADN génomique des transconjugants.

Apreés trois jours de croissance des transconjugants sur les milieux HT et HTC7, le
promoteur tip qui permet I’expression du ppGpp a été induit en déposant a proximité des
colonies un disque imbibé de 6 ul d’une solution de thiostrepton & 1 pg/ul. Ensuite, les
distributions du npc ont été établies pour un des transconjugants obtenus, choisi
aléatoirement, aprées observation de trente colonies sur milieu HT et sur milieu HTC7 (figure
33). Sans induction du promoteur tip (figure 33 1.), les colonies présentaient un relatif faible
nombre de papilles alors que lorsque la synthése de ppGpp était induite (figure 33 11.), la
plupart des colonies présentait un trés grand nombre de papilles supérieur a 50. Ainsi, la
restauration de la production de ppGpp, par induction de I’activité ppGpp synthétase, permet
le retour a la production importante de papilles blanches sur les colonies. Des expériences
réalisées avec le plasmide plJ6084 par Sun et al. (2001) indiquaient qu’une transcription
résiduelle a partir du promoteur tip avait lieu méme sans induction. Cette transcription
résiduelle pourrait expliquer la présence d’un faible nombre de papilles sur les colonies du
transconjugant méme sans induction (figure 33 1.). En effet, une synthese de base de ppGpp

pourrait permettre la production de telles papilles.
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Figure 33 :

Représentation graphique de la distribution du npc établie chez le transconjugant relA M570 de S. coelicolor
complémenté par plJ6084. Trente colonies ont été observées aprés 14 jours de croissance a 30°C sur le milieu
HTC?7 sans (I.) ou avec (l1.) induction au thiostrepton. Les valeurs du npc ont été regroupées par classe de cing
et le nombre de colonies observées pour chaque classe est représenté en ordonnée. Pour chacune de ces
distributions, une photographie de colonie correspondant au phénotype le plus représenté est présentée.

Ainsi, les résultats obtenus dans ce travail suggerent fortement qu’il existe une relation
entre la réponse stringente et la production de papilles sur les colonies de Streptomyces. lls

ont fait I’objet d’une communication orale (voir annexes) et une publication exposant ces

résultats est en cours de rédaction.
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1. DISCUSSION ET PERSPECTIVES
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L’objectif de cette étude a été de rechercher le déterminisme génétique de I’état mutateur
mis en place au cours du développement de Streptomyces qui influence le niveau d’instabilité
génétique. Dans ce but, les génes cibles de cet état et plus particulierement ceux mutés dans
les mutants Pig-pap ont été recherchés. Les résultats obtenus au cours de cette etude, ont
permis de definir plusieurs facettes de la dynamique mutationnelle puisque nous avons montré
gue I’expression génique pouvait étre modifiée par des réarrangements génomiques pouvant
étre de grande ampleur, c’est-a-dire qui correspondent a des changements de taille et de
conformation du chromosome, ou plus discrets, en affectant la régulation d’un facteur o

impliqué dans une cascade complexe de régulation au cours de la différenciation.

Dans le but de déterminer la nature moléculaire des mutations correspondant aux mutants
Pig-pap, la premiere stratégie utilisée a consisté a construire une banque d’ADN génomique
de la souche sauvage de S. ambofaciens et a introduire des plasmides recombinants dans un
mutant Pig-pap afin de tenter de complémenter le phénotype mutant. Au cours de ces
expérimentations, un transconjugant présentant un phénotype particulier a été isolé. La
caractérisation de la souche 29C1 ainsi obtenue a permis de révéler une structure
chromosomique encore jamais décrite chez Streptomyces. La nature des mécanismes
moléculaires, facteurs de la dynamique mutationnelle, constituera la premiére problématique
abordée dans cette discussion. Nous nous interrogerons également sur les conséquences
physiologiques de cette dynamique chez S. ambofaciens. L’impact de ces réarrangements

chromosomiques sur la production de métabolites a intérét industriel sera enfin évoqué.

Un autre aspect de la dynamique mutationnelle résulte de la caractérisation phénotypique
et moléculaire des mutants Pig-pap. Ainsi, la deuxiéeme stratégie utilisée pour déterminer la
modification génétique qui aboutit au phénotype Pig-pap a consisté en la complémentation de
ce phénotype par introduction de cing génes whi de S. coelicolor, connus pour intervenir au
début du processus de sporulation. 1l a été montré que I’introduction du gene whiG dans trois
mutants Pig-pap restaurait partiellement ou totalement la sporulation et I’aptitude a pigmenter.
Les analyses de séquence des alléles whiG chez les mutants n’ayant pas réveélé la présence de
mutation et les analyses transcriptionnelles montrant que whiG est bien transcrit suggeérent
gu’une modification post-transcriptionnelle de I’expression de ce géne aboutirait au
phénotype Pig-pap. De plus, un autre aspect de la mutabilité des mutants Pig-pap a été mise
en évidence en analysant des mutants issus du transconjugant pap3(whiG), transconjugant qui

produit des papilles blanches sur les colonies méme aprés complémentation. Dans ce cas, tous
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les mutants analysés présentent une mutation dans le transgéne whiG. Ce dernier apparait étre
une cible mutationnelle a haute fréquence pendant la différenciation du mycélium aérien. La
deuxiéme partie de la discussion portera donc sur la régulation de " ainsi que sur la

nature moléculaire des mutants Pig-pap.

La troisieme partie de cette discussion traitera du phénomene de modulation de la
mutabilité. Nous avons montré que sur milieu carencé en acides aminés, des colonies a grand
nombre de papilles étaient produites et que les colonies d’un mutant relA de S. coelicolor, ne
produisant plus le ppGpp, inducteur de la réponse stringente, ne présentaient pas ou trés peu
de papilles mutantes sur les colonies. Ainsi, la réponse stringente joue un rdle dans la
dynamique mutationnelle et plus particulierement dans la production a haute fréquence de
mutants Pig-pap pendant la différenciation du mycélium aérien. Une synthése des modéles de
la modification genétique produite chez les mutants Pig-pap et de la mutabilité mise en place

lors d’une carence nutritionnelle sera également présentée dans cette discussion.
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1. Dynamique des structures chromosomiques et impacts

physiologiques des remaniements

La caractérisation de la souche 29C1 tant au niveau moléculaire que phénotypique nous
permet d’aborder plusieurs particularités de I’instabilité génomique chez les Streptomyces.
Cette instabilité génomique caractérisée par des réarrangements génomiques, en général de
grande taille, peut conduire a la modification de la topologie du chromosome et peut
également modifier I’organisation de certains génes, conduisant ainsi a la modulation de leur
expression. Dans cette étude, nous avons mis en évidence, au niveau de la région instable du
chromosome de S. ambofaciens, des événements de réarrangements chromosomiques : une
amplification, des délétions et une circularisation, aboutissant alors a une nouvelle
conformation du chromosome des Streptomyces. De plus, cette structure semble associée a la
surproduction d’un pigment par cette souche qui pourrait étre un nouveau meétabolite

secondaire.

1.1. Impact des réarrangements sur la structure du chromosome de

S. ambofaciens

1.1.1. Nature et régio-spécificité des réarrangements chromosomiques chez

S. ambofaciens

L’instabilité génétique caractérisee chez les Streptomyces, qui se manifeste par
I’apparition a haute fréquence (>1%) de mutants dans la descendance d’une colonie sauvage,
avait été corrélée a la formation de réarrangements chromosomiques de grande ampleur. Deux
grands types de réarrangements chromosomiques ont été caractérisés : des délétions de grande
taille et des amplifications de séquences d’ADN appelées AUD (Leblond & Decaris, 1994).
Le chromosome des Streptomyces est linéaire (Leblond et al., 1996; Lin et al., 1993; Pandza
et al., 1997) et posséde une structure de type invertronique caractérisée par des séquences
terminales inversees, appelées TIR, liees de facon covalente a des protéines. La majorité des
réarrangements chromosomiques caractérisés affecte les extrémités du chromosome ainsi que

sa structure puisque certains chromosomes mutants sont circulaires (Fischer et al., 1997,
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Volff & Altenbuchner, 1997). La région principalement touchée par les réarrangements
chromosomiques affecte les deux extrémités du chromosome et est qualifiée de région
instable. Elle est non essentielle dans les conditions de laboratoire et sa taille est d’environ
2 Mb soit ¥4 du génome chez S. ambofaciens DSM40697 et 1 Mb chez S. lividans (Leblond et
al., 1996; Redenbach et al., 1993). Chez S. coelicolor, I’instabilité chromosomique n’a pas éte

étudiée de facon approfondie et la taille de la région instable n’est donc pas connue.

Malgré des remaniements chromosomiques fréquents qui caractérisent la région
instable, cette région n’est pas vide de genes. En effet, elle présente la méme densité de génes
que le reste du chromosome. Cependant, I’analyse de leur fonction a révelé une véritable
compartimentation de I’information génetique. La séquence compléte du génome de
S. coelicolor a révelé une forte concentration de genes dits essentiels dans une région
d’environ 4,9 Mb qui constitue le « core » du chromosome (Bentley et al., 2002). Ce sont les
génes codant notamment des fonctions impliquées dans la division cellulaire, dans la
réplication de I’ADN, dans la transcription, dans la traduction ou dans la biosynthese d’acides
aminés. Cette région « core » est centrée sur I’origine de réplication et correspond a la partie
centrale du chromosome. Les bras chromosomiques sont définis comme les régions
terminales gauche de 1,5 Mb et droite de 2,3 Mb dans lesquelles les génes essentiels sont
rares et qui contiennent des genes qualifiés de contingence. Ce sont des génes impliqués dans
la différenciation cellulaire, dans I’expression du métabolisme secondaire ou dans la réponse
aux changements environnementaux. De plus, cette région est particulierement riche en ORF
codant des transposases putatives. Cette preésence suggere que cette compartimentation
pourrait résulter d’un mécanisme d’accrétion de séquences acquises par transfert horizontal
(Bentley et al., 2002). Le sequencage des régions terminales du chromosome de
S. ambofaciens ATCC23877 a été initié au Génoscope en collaboration avec les équipes de
P. Leblond et J.L. Pernodet. Le début de I’analyse des séquences confirme la nature
specifique des ORF contenues dans les régions terminales. En effet, un grand nombre d’ORF
code des transposases putatives ainsi que des métabolites secondaires (Pang et al., 2004;

P. Leblond, communication personnelle).

La majorité des réarrangements affecte donc les extrémités du chromosome. Seul un cas
de réarrangement génomique de grande taille dans la région centrale a été décrit chez
S. coelicolor M145 (Redenbach et al., 2000). 1l s’agit d’un cas d’amplification affectant des

séquences de 19,9 kb et 16 kb. Alors que I’amplification est trés souvent associée a la délétion
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d’une région flanquante, dans ce cas précis, aucune délétion de grande taille n’a été associée a
I’amplification. Ainsi, il est trés probable que la formation de grandes délétions dans la région
« core » comportant principalement des genes essentiels soit fortement contre-sélectionnée.
Aprés comparaison de séquences de génomes séquenceés, il a été montré que I’organisation
géneétique est fortement conservée dans la région interne du chromosome alors que les régions
terminales sont variables et sont permissives aux réarrangements. L’analyse de la répartition
des géenes sur le chromosome indique que cette permissivité du chromosome aux
réarrangements ne révélerait pas forcément une fréquence de réarrangements plus importante
dans les régions terminales mais peut-étre une pression de sélection élevée sur la formation de

réarrangements au niveau des régions terminales en conditions de laboratoire.

1.1.2. Mise en évidence d’une nouvelle région amplifiable : I’AUD37

Deux types d’AUD sont distingués au niveau structural : I’AUD de type | et celle de
type Il. Les AUD de type | ne semblent pas présenter de structure particuliere. Elles peuvent
appartenir a la méme région mais leur taille est variable. Par contre, les AUD de type Il sont
caractérisées par la présence de réepétitions directes flanquant une séquence unique et les
amplifications, qui ont lieu a partir de telles AUD, sont souvent de méme taille. Chez
S. ambofaciens DSM40697, 48 évenements d’amplification avaient été caractérises, ce qui
avait permis d’identifier deux régions amplifiables situées dans la région instable : la région
de I’AUDSG, avec 10 cas d’amplifications sur les 48 testés, et I’AUD90, avec 24 cas sur 48.
Ces deux régions regroupent 71 % des cas d’amplifications caractérisées dans cette souche.
Les AUD appartenant a ces deux régions sont des AUD de type | (Demuyter et al., 1988).

La caractérisation moléculaire de la souche 29C1 décrite dans ce travail a permis de
mettre en évidence une nouvelle région amplifiable chez S. ambofaciens. Cette région
nommée AUD37, car la taille de la région amplifiable est d’environ de 37 kb, est localisée au
niveau des TIR. Ainsi, il s’agit d’une situation originale dans la mesure ou cette région
amplifiable est présente dans une séquence déja dupliquée située sur chacune des extrémités
du chromosome. Toutes les AUD caractérisées préalablement a cette étude étaient en
séquence unique. La découverte de la présence en deux exemplaires, car située dans les TIR,
d’une séquence amplifiable pose donc la question de I’impact de ces séquences dupliquées
dans I’évolution. Est-ce que les deux AUD sont fonctionnelles ? Ou une seule AUD (toujours
la méme ?) est a I’origine de I’amplification ? L’hypothese de deux AUD fonctionnelles
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suppose que la probabilité de générer une amplification au niveau de cette séquence
amplifiable serait doublée. Or, ce type d’événement est peu fréquent puisque sur tous les
mutants amplifiés et caractérisés avant ce travail, aucun ne présentait une amplification au
niveau des TIR. Cette donnée suggere que le mécanisme conduisant aux réarrangements

génomiques de la souche 29C1 serait complexe et peu fréquent.

1.1.3. Les différentes structures chromosomiques caractérisées

L’élucidation de la structure chromosomique de certains mutants a révélé une grande
hétérogenéité dans la taille et la conformation du chromosome. Plusieurs mutants isolés de la
souche S. ambofaciens DSM40697 ont été caractérisés. Ils présentent tous une taille des TIR
et/ou une conformation variable(s). Préalablement a la caractérisation de la souche 29C1,
quatre types de mutants avaient été publiés. La structure chromosomique dite sauvage chez
S. ambofaciens est linéaire et présente une origine de réplication (oriC) situee
approximativement au centre du chromosome et qui définit deux bras chromosomiques. Cette

structure est représentée dans la figure 34.

s+ Le premier type de mutants comporte un ADN chromosomique linéaire avec une taille des
TIR réduite et un décentrage de oriC (figure 34 1.). Ce mutant est généré par un
événement de recombinaison entre une séquence située a I’intérieur de la TIR et une
séquence située a I’intérieur du bras chromosomique (Fischer et al., 1997). Chez les deux
mutants analysés, la taille des délétions a été estimée a 490 kb et 1225 kb et la taille des
TIR passe de 210 kb pour la souche sauvage a 200 kb et 100 kb pour les mutants.

s Le deuxieme type de mutant résulte d’un événement de recombinaison entre séquences
situées sur les deux bras chromosomiques, aboutissant a la perte des deux telomeres et a la
circularisation du chromosome (figure 34 11.) (Fischer et al., 1997). Dans ce cas, la
délétion est de grande taille (environ 2300 kb) et aucune séquence composant les TIR ne

persiste.
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Figure 34 :

Représentation schématique des différentes structures chromosomiques générées par I’instabilité génétique et
observées chez des mutants de S. ambofaciens. Le chromosome sauvage (WT) est linéaire et présente a ses
extrémités des répétitions terminales inversées (TIR) associées a des protéines terminales (o). I. Type de mutant
présentant une structure linéaire avec une taille des TIR réduite. Il. Type de mutant caractérisé par une structure
circulaire et une absence de TIR. I1l. Type de mutant présentant une structure linéaire avec une taille des TIR
augmentée. 1V. Type de mutant présentant une structure linéaire avec une extrémité de nature inconnue (?). Dans
certains cas, cette extrémité peut présenter une amplification ()., n étant le nombre de copies réitérées (Dary et
al., 1999). V. Nouveau type de mutant caractérisé dans ce travail au travers de I’étude moléculaire de la souche
S. ambofaciens 29C1. Le chromosome présente une grande délétion des extrémités, les TIR sont absentes et une
amplification (), flanque ces délétions.
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Le troisieme type de mutants correspond aux mutants comportant un ADN
chromosomique linéaire avec des TIR de taille trés supérieure a celle des TIR sauvages
(figure 34 111.). Dans cette catégorie sont répertoriés les mutants NSA135HPP et NSA855
qui présentent respectivement des TIR de 480 kb et 850 kb (Fischer et al., 1998). Ce type
de structure résulte d’un remplacement d’une extrémité qui a été délétée par une séquence
identique & I’autre extrémité. De plus, le mutant S. ambofaciens NSA27 qui provient
d’une fusion téte-béche de deux chromosomes partiellement délétés fait partie de cette
catégorie de mutants et en constitue un cas extréme (Wenner et al., 2003). En effet, dans
ce type de structure, une trés grande partie du chromosome (environ 6500 kb) constituerait

les TIR, seuls quelques centaines de kb restant en séquence unique.

Le quatrieme type de mutants caractérisés chez S. ambofaciens est constitué de mutants
présentant une structure chromosomique linéaire avec une extrémité délétée avec ou sans
amplification adjacente au point de délétion (figure 34 IV.). Tous les mutants amplifiés
caractérisés jusqu’a présent appartenaient a cette catégorie (Fischer et al., 1997). Chez
S. lividans, la plupart des mutants amplifiés semblent également présenter cette structure
(Rauland et al., 1995).

Dans notre étude, la caractérisation de la structure chromosomique de la souche 29C1 a
permis de révéler une nouvelle catégorie de mutants et donc un cinquiéeme type de mutant
(figure 34 V.). Il s’agit en effet d’un mutant présentant de larges délétions au niveau des
deux extrémités du chromosome, ces délétions flanquant une amplification. De plus, des
données moléculaires obtenues indiquent que le chromosome de cette souche serait

circulaire.

L’originalité de cette structure réside dans la présence de deux délétions qui bordent

une amplification. Il est ainsi intéressant de s’interroger sur le role de I’amplification au sein

de la topologie du chromosome. Dans le cas d’un chromosome présentant une amplification

sur un bras chromosomique associée a la délétion de cette extrémité (catégorie IV. des

mutants), cette amplification pourrait jouer le rble de télomeres. L’ADN amplifié

constituerait, dans ce cas, la nouvelle extrémité (Rauland et al., 1995). Les télomeéres

correspondent a des extrémités chromosomiques et possedent plusieurs fonctions. Ils

permettent de protéger les extrémités des réplicons linéaires des dégradations causées par les

exonucleases et permettent la réplication de leurs extrémités 3’. En effet, les chromosomes
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linéaires sont confrontés au probleme de la réplication de leurs extrémités 3’. Le brin non
continu constitué de fragments d’Okazaki joints ne peut étre entierement répliqué, étant donné
que la progression de la fourche de réplication est polarisée de 5’ vers 3’. Les télomeres
peuvent également jouer un réle structural puisqu’il a été montré, chez Streptomyces, qu’ils
sont étroitement associés au sein d’une cellule. Ainsi, dans le cas de la souche 29Cl1,
I’absence des extrémités télomériques et la circularité du chromosome suggérent que le role
des télomeéres n’est plus indispensable. L’amplification chez la souche 29C1 jouerait-elle un

réle dans le maintien de la structure du chromosome ?

1.1.4. Mécanismes moléculaires impliqués dans les réarrangements

chromosomiques

Les réarrangements chromosomiques de type délétion et amplification résultent de
I’intervention de mécanismes moléculaires faisant intervenir la recombinaison homologue ou
illégitime. Chez Streptomyces, la caractérisation moléculaire de mutants presentant des
réarrangements génomiques a montré que les points de recombinaison utilisés pour générer

ces réarrangements étaient multiples.

Chez de nombreux mutants, I’analyse des extrémités des délétions a permis de détecter
des micro-homologies. Ceci suggeére que les délétions résultent freqguemment d’événements
de recombinaison non homologue. Il a été montré chez Streptomyces glaucescens que des
réarrangements chromosomiques de grande ampleur de type délétion étaient le résultat
d’événements complexes de recombinaison non homologue pouvant par ailleurs impliquer
des duplications géniques (Birch et al., 1991). Chez Streptomyces rimosus, un échange
d’extrémites entre le chromosome et un plasmide linéaire possedent des TIR de 387 kb a eté
caractérisé. Une micro-homologie de 4 pb a été identifiée au point de recombinaison (Pandza
et al., 1998). Par ailleurs, la fusion chromosomique décrite chez le mutant S. ambofaciens
NSA27 est expliquée par des événements de recombinaison non homologue qui font

intervenir une micro-homologie de 6 pb (Wenner et al., 2003).
La recombinaison homologue peut également étre impliquée dans certains événements

de délétions et dans les amplifications. Chez S. ambofaciens, les remplacements d’extrémités

chromosomiques ont été mis en évidence gréce a la caractérisation moléculaire de deux
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souches : NSA135HPP et NSAB855 (Fischer et al., 1998). Ces remplacements résultent
d’événements de recombinaison homologue entre les génes dupliqués hasR et hasL présentant
environ 98 % d’identité en nucléotides et situes respectivement a 850 kb et 480 kb des
extrémités droite et gauche du chromosome. En fait, la structure chromosomique du mutant
NSA135HPP résulte d’un événement de délétion de 850 kb de I’extréemité du bras
chromosomique droit et de son remplacement par une séquence de 480 kb de I’extrémité
gauche. Par contre, pour le mutant NSA855, le bras chromosomique gauche est délété de
480 kb a partir de son extrémité et une séquence de 850 kb de I’extrémité droite a été
dupliquée et fusionnée au point de délétion (Fischer et al., 1998). Un autre exemple de
remplacement de bras chromosomique a été décrit chez un mutant de Streptomyces griseus
(Kameoka et al., 1999). Ce réarrangement chromosomique implique un événement de
recombinaison homologue entre deux copies d’un géne codant une lipoprotéine et présentant
plus de 99 % d’identité en nucléotides. Ces deux copies, orfR et orfL, sont localisées a
I’extérieur des TIR, respectivement a 250 kb et 450 kb des extrémités des bras
chromosomiques droit et gauche du chromosome linéaire de S. griseus. Chez le mutant, le
remplacement de bras aboutit a la duplication de 450 kb de séquences du bras gauche a
I’extrémité du bras droit delété et a I’augmentation de la taille des TIR de 24 kb chez la
souche sauvage a 450 kb chez la souche mutante (Kameoka et al., 1999). Par ailleurs, il est a
noter que des éveénements de recombinaison homologue pourraient étre fréquents a I’intérieur
des TIR, notamment par leur proximité physique. Cependant, ce type d’événement passerait
inapercu étant donné que, s’il n’est pas associé a des délétions, il conduirait au remplacement

a I’identique de I’extrémité chromosomique.

Chez Streptomyces, le mécanisme d’amplification reste a élucider. Dans la mesure ou
les AUD de type Il ressemblent a celles caractérisées chez d’autres bactéries dont E. coli, le
mécanisme d’amplification pourrait étre similaire. Les mécanismes décrits peuvent impliquer
soit des crossing-over (CO) inegaux soit des réinsertions de cercles roulants (figure 35). Les
CO inegaux se forment pendant le passage de la fourche de réplication alors que le deuxiéme
mécanisme, excision de cercles et réinsertion, requiert la présence de deux réplicons dans la
cellule. Dans le premier cas, suite & une recombinaison intramoléculaire, deux produits, un
délété et un dupliqué, sont générés (figure 35 I.). Dans le deuxiéme cas, une recombinaison
entre deux séquences répétées génere un produit délété et un cercle excisé qui peut ensuite

recombiner avec une deuxieme molécule générant ainsi une duplication (figure 35 Il.). La
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présence d’intermédiaires circulaires a été mise en évidence dans plusieurs systemes (Flores
etal., 1993; Lin et al., 1984).

l LIy
o =
N\ O

Figure 35 :

Mécanismes d’amplification génique chez les bactéries (d’aprés Romero & Palacios, 1997). Les séquences
répétées en orientation directe (—) sont symbolisées par des rectangles gris clair ou gris foncé. Le rectangle
mixte (gris clair et gris foncé) représente le résultat d’un événement de recombinaison. Les événements de
recombinaison (crossing-over) sont schématisés par des croix. I. Mécanisme d’amplification impliquant des
crossing-over inégaux. Il. Mécanisme d’amplification par excision de cercle et réinsertion. I111. Mécanisme
d’amplification par cercle roulant. L’extrémité du bras chromosomique est représentée dans cette figure (—e).

Ces deux mécanismes impliguent une augmentation graduelle du nombre de copies
réitérées et ces modeles ne peuvent ainsi expliquer ni I’augmentation drastique apparente et
subite du nombre de copies dans les amplicons décrits chez Streptomyces ni la présence de
délétions associees aux amplifications. Une hypothése formulée par Young et Cullum
impliquant a la fois des processus de recombinaison et de réplication pourrait rendre compte
de ce type de réarrangement (Young & Cullum, 1987). Ce modeéle, présenté dans la figure 35
I11., propose qu’une fourche de réplication pourrait rester séquestrée dans une structure
circulaire qui reste attachée a un bras chromosomique. Cette structure serait générée par
recombinaison intramoléculaire entre répétitions directes pendant que la fourche serait en
train de répliquer I’AUD. Considéré comme un mécanisme a cercle roulant, ce modele permet
la production d’amplifications en tandem en un trés grand nombre de copies. Par ailleurs, la
résolution de cette structure par recombinaison peut entrainer la délétion des séquences
chromosomiques adjacentes. Ceci pourrait expliquer les événements de délétion qui sont
généralement associes aux amplifications chez les Streptomyces.
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La caractérisation de la structure du chromosome de la souche 29C1 entreprise au cours
de ce travail pourrait étre poursuivie. Il serait en effet intéressant de préciser ce nouveau type
de structure, par une caractérisation moléculaire plus fine de la région remaniée, afin
d’identifier le (ou les) mecanisme(s) qui pourrai(en)t contréler ces remaniements. En effet,
s’agit-il d’événements issus de recombinaison non homologue ? Existe-t-il des micro-
homologies au niveau des points de jonction ? S’agit-il d’événements issus de recombinaison

homologue ?

Par ailleurs, le modéle de Young et Cullum ne peut expliquer a lui seul I’événement qui
a conduit a la formation de la structure chromosomique de la souche 29C1. Cette structure
résulterait de plusieurs événements de réarrangements chromosomiques et ce mécanisme est
complexe. En effet, le modeéle, le plus simple, serait d’envisager que I’amplification aurait eu
lieu sur une des deux TIR et serait associée a la délétion de I’extrémité de cette TIR et d’une
partie de I'autre bras chromosomique, conduisant ainsi a un chromosome circulaire. Un
événement de déletion additionnel se serait également produit en amont de I’amplification. La
structure du chromosome de la souche 29C1 dériverait donc d’événements de remaniements
successifs et complexes, ce qui pourrait ainsi expliquer son originalité parmi tous les mutants

qui avaient été caractérisés préalablement.

1.1.5. Stabilité des chromosomes remaniés

Les chromosomes remaniés, généerés par I’instabilité génétique, sont en genéral
instables. Par exemple, I’instabilité de la structure chromosomique du mutant NSA205 de
S. ambofaciens qui porte une amplification dans I’AUD90 est d’environ 10 % (Dary et al.,
1992). Pour le mutant NSA27 qui présente une structure chromosomique résultant d’une
fusion téte béche de deux chromosomes linéaires partiellement délétés dans le méme bras
chromosomique, il a été montré que cette structure était associée a une instabilité
chromosomique (Wenner et al., 2003). Cette instabilité chromosomique a été estimée a
36,4 %. Cette structure est réarrangée a haute fréquence et apres ségrégation aboutit a des
structures chromosomiques diverses : de nouvelles fusions chromosomiques (linéaires ou
circulaires), des chromosomes linéaires ayant perdu la duplication parentale et portant des
TIR de taille variable. Ce type d’instabilité chromosomique présente des similitudes avec le
phénomeéne d’instabilité des chromosomes dicentriques chez les eucaryotes. Ce phénomeéne

est basé sur la succession de cycles cassure-fusion-pont, phénomene initialement décrit par
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Mc Clintock en 1951 et ensuite précisé par des expériences notamment réalisées sur
Saccharomyces cerevisiae (Moore & Haber, 1996). Par ailleurs, il a été montré par Fisher et
al. (1997) que I’instabilité des chromosomes circularises était supérieure a celle de la souche
sauvage. Elle a été estimée a 2,3 %, 5,7 % et 7,1 % pour les trois souches testées contre
0,35 % pour la souche sauvage dans les mémes conditions (Fisher et al., 1997). Nous avons
estimé, pour la souche 29C1, une fréquence de perte de I’amplification de I’ordre de 20 %.
Chez cette souche, la perte de I’amplification a été associée a la perte de la production du
pigment vert. L’instabilitt chromosomique serait donc associée a une instabilité
phénotypique. Ainsi, la structure des chromosomes fusionnés et circularisés, comme dans le
cas de la souche 29C1, confere un état pouvant étre qualifié de mutateur aux souches

mutantes.

1.2. Impacts physiologiques des remaniements chromosomiques chez

S. ambofaciens

1.2.1. Réarrangements chromosomiques et production d’antibiotiques

La souche 29C1 caractérisée dans cette étude présente la particularité de produire un
pigment vert excréte dans le milieu de culture. Par ailleurs, il existerait une relation entre cette
production et les rearrangements chromosomiques détectés chez cette souche. En effet,
I’étude de colonies dépigmentees isolées dans la descendance de la souche 29C1 a montré que
I’aptitude a produire le pigment vert est abolie lorsque I’amplification est perdue (18 cas/18).
Par contre, toutes les colonies contenant une amplification (17 cas/17) sont vertes. Cette
observation peut poser les questions suivantes : cette nouvelle AUD, I’AUD37, porte-t-elle des
genes spécifiques, par exemple des genes impliqués dans la production de pigment tel un géne
codant une polycétone synthétase PKS (polyketide synthase) ? L’amplification de I’AUD
modifie-t-elle une cascade de régulation pour la synthése d’un tel pigment ? Conduit-elle a la

surexpression d’un gene mosaique, produit d’un événement de remaniement ?
Jusqu’a present, le séquencage des AUD de Streptomyces a révélé la présence de

genes de nature variée dans ces régions. Des génes codant des chitinases, des genes de

résistance aux antibiotiques et aux métaux lourds ou des genes codant des polycétones
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synthétases ou des protéines similaires a des répresseurs ont été détectés. Chez
S. ambofaciens, I’AUD90 comporte au moins un géene de polycétone synthétase, I’orfPS
(Aigle et al., 1996). Par ailleurs, le séquencage partiel de I’AUDG6 a révelé la présence d’ORF
présentant des homologies avec des régulateurs transcriptionnels de type répresseur (Aubert et
al., 1993).

Plusieurs souches mutantes amplifiées chez S. ambofaciens ATCC23877 obtenues
apres plusieurs mutagénéses ont été caractérisées. Toutes les séquences amplifiées dans ces
souches présentent une taille variable et appartiennent a une méme région, appelee AUD205,
homologue a I’AUD90 de S. ambofaciens DSM40697 (Aigle et al., 1996). Il a été montré que
toutes les souches amplifiées étaient non productrices de spiramycine. Par ailleurs, la perte de
I’amplification était corrélée au retour a la production de spiramycine. Ainsi, il a été postulé
que la surexpression de orfPS conduit a une dérivation des précurseurs de la synthese de la
spiramycine et donc a un phénotype non producteur. De plus, la souche amplifiée NSA205
présente un contenu lipidique altéré et une accumulation d’un nouveau metabolite secondaire
de nature inconnue, ce qui confirme I’idée d’une déviation meétabolique des précurseurs tels
des acides gras activés utilisés a la fois par la synthétase des acides gras et par la polycétone
synthétase (Schauner et al., 1999). Ainsi, les réarrangements chromosomiques peuvent
affecter a la fois le métabolisme primaire et le métabolisme secondaire. La souche 29C1 est
un candidat intéressant pour I’étude de I’impact physiologique des réarrangements

génomiques, par ses particularités phénotypiques et moléculaires.

1.2.2. Existe-t-il une relation entre I’AUD37 amplifiée chez la souche 29C1
et le cluster alp ?

Chez S. ambofaciens, Pang et al. (2004) ont récemment mis en évidence une nouvelle
PKS de type Il, produit du cluster appelé alp pour « angucycline-like polyketide » (Pang et
al., 2004). Ce cluster présente la particularité d’étre en deux exemplaires dans le génome car
il est situé dans les TIR. En effet, ce cluster peut étre révelé par hybridation avec le cosmide
F6 qui reconnait une région des TIR de S. ambofaciens ATCC23877 (figure 36). L’étude du
double mutant a montré que ce dernier, contrairement a la souche sauvage, ne produisait plus

un pigment orangé diffusible et ne présentait plus d’activité antibiotique contre B. subtilis sur
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le milieu de culture testé (Pang et al., 2004). 1l est a noter que la spiramycine, antibiotique
également produit par S. ambofaciens, présente normalement une activité anti B. subtilis.
Pang et al. (2004) ont montré par des expériences de HPLC que la spiramycine était toujours
produite dans le double mutant alp. Ainsi, le milieu de culture utilisé (R2) empécherait de
détecter I’activité de la spiramycine ou la quantité de spiramycine produite n’est pas
suffisante pour inhiber la croissance de B. subtilis. Par ailleurs, les simples mutants alp (avec
un cluster alp interrompu sur une des deux TIR) ayant un phénotype intermédiaire, entre celui
de la souche sauvage et celui du double mutant alp, suggerant que les deux clusters sont

fonctionnels (Pang et al., 2004).

Lorsque la localisation des différents cosmides révélant certaines régions des
extrémités du génome de S. ambofaciens ATCC23877 et S. ambofaciens DSM40697 est
comparée, nous pouvons constater que le cosmide A68 (renommé ADG68 sur la figure 36)
utilisé pour réveler I’amplification chez la souche 29C1 est homologue au cosmide F6 qui
révele le cluster alp (figure 36). 26 genes identifiés et séquences constituent le cluster alp
(Pang et al., 2004). Chacun de ces génes présente une fonction nécessaire a la synthése de

I’angucycline (tableau 5).

La carte de restriction BamHI du cosmide F6 et par conséquent du cluster alp a été
établie a partir de la séquence du cosmide (Pang et al., 2004 ; figure 37). La taille des
fragments BamHI amplifiés chez 29C1 et révélés par le cosmide recombinant A68
(’homologue a F6) avait été estimée a I’aide d’un marqueur de taille et n’a donc pas la méme
précision que celle du cosmide F6. Il est toutefois possible de comparer la carte de restriction
BamHI du cosmide F6 avec celle de la région amplifiée chez 29C1 (figure 37). Le point de
délétion en amont de I’amplification n’étant pas exactement connu, la région potentiellement
amplifiee du fragment BamHI de 18 kb est en pointillé sur la figure. Comme la taille du
fragment de jonction créé par la réitération en tandem de I’AUD37 a été estimée a 22 kb,
répartis sur les fragments de 18 kb et 19 kb (figure 18), une séquence d’au moins 3 kb (22 kb
— 19 kb) du fragment de 18 kb est amplifiée chez la souche 29C1. Ainsi, les génes alpH,
alpG, alpF, alpE, alpD, alpC, alpB, alpA, alpl, alpJ, alpK et alpL seraient amplifiés chez la
souche 29C1. Les génes alpM, alpN, alpO, alpP, alpQ, alpR et alpS seraient potentiellement
amplifiés ou délétés chez cette souche. Enfin, les génes alpT, alpU, alpV, alpW, alpX, alpY et

alpZ seraient délétés chez la souche 29C1 (tableau 5 et figure 37).
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Figure 36 :

Représentation schématique d’une extrémité du chromosome de S. ambofaciens DSM40697 (en haut) et
S. ambofaciens ATCC23877 (en bas) et localisation des cosmides révélant certaines régions de ces extrémités.
Les TIR sont représentées par la fleche noire et les protéines terminales par un rond. Les régions non
homologues entre les deux souches sont indiquées par les doubles fléches et la taille de ces régions est indiquée
(d’aprés Borges, 2001).

Genes Fonctions putatives
alpH O -Méthyltransférase
alpG Oxygénase
alpF Oxygénase
alpE Cyclase/déshydrase
alpD Kétoréductase
Genes alpC Protéine "Acyl Carrier"
amplifiés alpB Facteur d'élongation de chaines
Tableau 5 : alpA Kétoacyl Synthase
Récapitulatif du nom et de la fonction putative alpl Cyclase
des genes identifiés aprés séquencage et alpJ Anthrone oxidase
appartenant au cluster alp (d’aprés Pang et al., alpK Oxygeénase
2004). La catégorie des génes amplifiés, délétés N alpL Inconnue
chez la souche 29C1 est indiquée. De plus, la alpM Peptide synthétase |
, . N alpN Phosphopantéthéinyltransférase
patggorle_ d,es genes dpnt le comportement est alp0 Acyk-coenzyme A déshydrogénase
indéterminé est indiquee par ?. 2 < alpP Cyclase/déshydrase
alpQ Facteur d'élongation de chaines
alpR Kétoacyl Synthase
L alpS Thiocestérase
4 alpT Régulateur
alpu Régulateur
R alpv Régulateur
(?é:?t?t%i < alpw Régulateur
alpX Décarboxylase
alpY Inconnue
g alpz Protéine récepteur butyrolactone
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Parmi tous les genes du cluster, quatre genes (alpT, alpU, alpV et alpW) codant des
protéines régulatrices seraient absents chez la souche 29C1. Ceci suggere que la synthése
d’angucycline chez 29C1 est probablement dérégulée. De plus, chez ce mutant, d’autres génes
codant des enzymes indispensables a la cascade de biosynthése d’angucycline seraient
potentiellement absents chez 29C1. Ce résultat suggere fortement que chez 29C1, la synthese
de I’angucycline ne peut étre achevée. Des expériences de HPLC, permettant d’identifier la
présence ou I’absence d’angucycline en tant que telle, confirmeraient cette hypothése. Dans
ce cas, la production du pigment vert par la souche 29C1 ne peut étre expliquée par une
surproduction d’angucycline mais pourrait correspondre a un produit intermédiaire issu d’une
dérivation de la cascade de régulation de cet antibiotique et qui serait surproduit chez 29CL1.
En effet, les trois genes (alpA, alpB et alpC), constituant la PKS minimale (Pang et al., 2004),

sont amplifiés chez la souche 29C1, ce qui suggére qu’un métabolite serait surproduit.

Il serait intéressant d’identifier le pigment produit par la souche 29C1. S’agit-il d’un
précurseur de I’angucycline surproduit ? S’agit-il d’un pigment déja connu mais surproduit ?
S’agit-il d’un nouveau pigment ? D’un nouvel antibiotique ? Ces réarrangements ont-ils
contribués a la formation d’un géne « mosaique » ? En effet, la délétion en amont de la
séquence amplifiée s’étend jusqu’au niveau de I’AUD90, révélé par le cosmide 23E11 (figure
18). Afin de confirmer la présence chez 29C1 d’un nouveau gene qui aurait une fonction
potentielle dans la biosynthése d’un métabolite, il serait intéressant de préciser la limite de la

délétion par sequencage de cette région.
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2. Etude de la dynamique mutationnelle au cours de la

différenciation morphologique chez S. ambofaciens

2.1. Les mutants Pig-pap : un nouvel aspect de I’instabilité génétique

L’instabilité génetique décrite chez différentes espéces de Streptomyces genere, suivant
le stade de développement auquel se produit I’événement, différents types de mutants. Il
s’agit des mutants Pig-col, probablement issus d’événements mutationnels se produisant au
cours de la germination d’une spore, des mutants Pig-sec qui seraient issus d’événements
mutationnels survenus lors de la formation du mycelium vegétatif et des mutants Pig-pap
dérivant vraisemblablement d’événements mutationnels produits lors du développement du
mycélium aérien (Martin et al., 1999). Ces différents types de mutants ont longtemps été
considérés comme dérivant d’un méme type d’événement mutationnel survenu a différents
stades du développement de la colonie. Cependant, I’analyse moléculaire de ces différents
mutants a permis de réfuter cette hypothese (Martin et al., 1999). Notamment, contrairement
aux mutants Pig-col et Pig-sec, aucun rearrangement de grande taille de type délétion et/ou
amplification n’a été détecté parmi les mutants Pig-pap. Ceci a été démontre par des
expériences d’hybridation utilisant des cosmides révélant la région instable et par la
comparaison de profils de macrorestriction obtenus en électrophorése en champs pulsé
(Martin et al., 1999). Par ailleurs, au sein des catégories de mutants Pig-col et Pig-sec, une
hétérogéneité phenotypique a été observée. Elles se manifestent notamment par une
production plus ou moins importante de pigment et/ou d’antibiotiques. La trés grande
majorité de ces mutants sporule. Les mutants Pig-pap apparaissent au contraire comme une
catégorie de mutants phénotypiquement homogenes. lls présentent tous le méme aspect
colonial caractéristique et sont non sporulants. Les caractéristiques des mutants Pig-pap étant
bien différentes des deux autres types de mutants, ils peuvent ainsi étre considérés comme
représentants d’un nouvel aspect de I’instabilité génétique. Ces mutants pourraient résulter
soit d’événements d’instabilité n’impliquant que des réarrangements locaux de petites tailles
soit de mutations ponctuelles donc plus discrétes. Quelle que soit I’hypothese, ils représentent
a ce titre un nouvel aspect de I’instabilité génétique, ce qui nous a conduits a les caractériser

davantage.
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2.2. Recherche de la nature moléculaire des mutants Pig-pap

2.2.1. Caractéristiques des mutants Pig-pap étudies

Afin d’identifier la nature de la modification génétique qui conduit au phénotype Pig-
pap, des essais de complémentation fonctionnelle ont été réalisés en introduisant dans les trois
mutants analyses, papl, pap2 et pap3, qui sont issus d’événements mutationnels indépendants,
chacun des cing genes whi précoces (whiA, whiB, whiG, whiH et whiJ) de S. coelicolor.
L’observation en microscopie électronique a balayage des filaments aériens produits par les
trois mutants a montré qu’ils sont bloqués t6t au cours du processus de sporulation puisqu’ils
présentent un phénotype similaire a celui d’un mutant whiG de S. coelicolor. Seule
I”introduction d’une copie de whiG chez ces mutants a permis le retour a I’aptitude a produire
des spores et le pigment gris. De plus, I’introduction de ce géne chez trois mutants Pig-pap de

S. coelicolor, PC1, PC2 et PC3, a permis également la restauration du phénotype sauvage.

Cependant, deux types d’observations sont distingués. Pour papl et pap2, les colonies
des transconjugants obtenus aprés intégration de whiG apparaissaient légérement moins
pigmentées que celles de la souche sauvage et des transconjugants pap3(whiG), PC1(whiG),
PC2(whiG) et PC3(whiG). Cette différence de pigmentation correspond-elle & une quantité
moindre de spores produites ? Ou a une quantité moindre de pigment produit par spore ? En
outre, en microscopie électronique a balayage, les spores apparaissaient moins arrondies,
moins differenciées que celles d’une souche sauvage ou du transconjugant pap3(whiG). Il
semblerait donc que pour les deux souches papl et pap2, I’introduction de whiG permet le
retour a la sporulation et a la pigmentation mais une modification de nature encore inconnue
empécherait le déroulement complet du processus de sporulation et peut-étre de la maturation

des spores.

Par ailleurs, contrairement aux transconjugants pap3(whiG), PC1(whiG), PC2(whiG),
PC3(whiG), les transconjugants papl(whiG) et pap2(whiG) ne produisent pas de papilles
blanches sur leurs colonies. Il semblerait que le phénomene de mutabilité qui affecte le
transgene whiG, phénomeéne étudié dans pap3(whiG) ne soit pas présent dans I’autre catégorie
de transconjugants. Cet état mutable ne serait donc pas mis en place ou active chez les deux

mutants papl et pap2. Ainsi, les mutants Pig-pap qui apparaissaient phénotypiquement
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homogénes, seraient en fait hétérogenes. Comment expliquer cette hétérogénéité ? Les
résultats de RT-PCR quantitative réalisée pour estimer le niveau de transcrits whiG ont
montré que ce niveau de transcription était similaire entre les trois transconjugants,
papl(whiG), pap2(whiG) et pap3(whiG), ce qui permet de réfuter I’hypothése d’une
expression différentielle du transgene whiG pour expliquer la différence phénotypique
obtenue suite a la complémentation. La modification génétique qui aboutit au phénotype Pig-
pap est-elle alors modulable entre les différents mutants ? Ou papl et pap2 présenteraient-ils,
en plus par rapport a pap3, une autre modification tel un deuxiéme gene muté qui ne serait
pas complémenté par introduction de whiG et qui empécherait ainsi de mener a terme le

processus de différenciation ?
2.2.2. Le facteur "™ ne serait pas fonctionnel chez les mutants Pig-pap

Bien que I’introduction du gene whiG de S. coelicolor chez les six mutants Pig-pap,
papl, pap2, pap3, PC1, PC2 et PC3 ait permis le retour a la pigmentation et a la sporulation,
aucune mutation dans le gene whiG n’a été détectée chez ces mutants. Par ailleurs, I’analyse
transcriptionnelle du géne whiG par RT-PCR quantitative a montré que le niveau de
transcription de whiG chez les trois mutants de S. ambofaciens était similaire a celui estimé
chez la souche sauvage. Ces résultats suggerent donc que I’expression de whiG pourrait étre
modifiée au niveau post-transcriptionnel chez ces trois mutants. Ainsi, comme |’approche
permettant de detecter la protéine WhiG chez les mutants Pig-pap par une technique de
Western-blot n’avait pas apporté de résultats interprétables, nous nous sommes intéresses a

WhiG chez les mutants. Sachant d’une part, que le géne whiG de S. ambofaciens

I’activité de o
est tres homologue au gene whiG de S. coelicolor et S. aureofaciens et qu’il reconnaitrait
potentiellement de ce fait les mémes séquences promotrices et, d’autre part, que les facteurs
""M¢ de S. coelicolor et S. aureofaciens régulent entre autres le géne whiH présent chez ces
deux espéces, nous avons étudié la transcription de whiH chez les mutants Pig-pap. Il s’est
avéré qu’aucun transcrit de ce géne n’a été détecté chez papl, pap2 et pap3. Puisque
I’introduction du géne whiH de S. coelicolor dans les trois mutants Pig-pap caractérisés ne

WhiG

permet pas la restauration du phénotype sauvage, ce résultat suggére que o n’est pas

fonctionnel chez les mutants Pig-pap.
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2.2.2.1.Mécanismes de régulation de I’activité des facteurs o

Les facteurs o peuvent étre régulés au niveau transcriptionnel, post-transcriptionnel,
traductionnel et post-traductionnel. La régulation de certains facteurs o tel ¢° chez E. coli ou
o> chez S. coelicolor implique des mécanismes assez complexes car plusieurs types de
contrble de I’activité peuvent intervenir en méme temps et/ou suivant les conditions
environnementales. Peu d’exemples de mécanismes de régulation post-transcriptionnelle des
genes codant des facteurs o impliquant la stabilitt de I’ARNmM ou des régulations
traductionnelles ont été étudiés chez les Streptomyces. En revanche, la régulation post-
traductionnelle de I’expression des facteurs ¢ a été bien caractérisée notamment dans le
processus de différenciation chez B. subtilis et les bactéries du genre Streptomyces. Le
mécanisme le plus connu est I’interaction réversible entre un facteur o et une protéine
inhibitrice, le facteur anti-o, ce dernier étant capable d’empécher le facteur o de se fixer au
noyau de I’ARN polymérase (Brown & Hughes, 1995). Dans le but d’émettre des hypotheses

sur le mode de régulation de ""C

qui n’est actuellement pas connu, une synthése des
différents mécanismes de regulation de facteurs o décrits chez différentes especes

bactériennes sera présentée dans les paragraphes suivants.

2.2.2.1.1. Régulation de I’activité d’un facteur o par un facteur anti-o

Les facteurs anti-c connus jouent un role dans divers processus chez les bactéries,
comme par exemple dans la biosynthése de flagelles chez S. typhimurium en régulant le
facteur o', dans les fonctions extracytoplasmiques, dans la réponse générale aux stress en

régulant ® de B. subtilis ou dans la réponse aux stress chez S. coelicolor en régulant le

SigH

facteur o™, Par ailleurs, dans certains cas, les facteurs anti-c peuvent étre régulés par des

facteurs anti-anti-c (Bignell et al., 2003). Chez S. ambofaciens, il a été montré récemment que

HasR HasL

le modele de régulation des facteurs o et o (présentant 97 % d’identité en acides
aminés), codés par deux genes dupliqués, faisait intervenir les systemes de régulation anti-
ol/anti-anti-o (Roth et al., 2004). Ce modele atteindrait un niveau de complexité élevé. Il est
en effet envisagé que le facteur anti-c qui présente 89 % d’identité avec le facteur anti-c de
c° de S. coelicolor (Cho et al., 2001), codé par prsR et dont I’activité serait régulée chez

HasR

S. ambofaciens par le facteur anti-anti-c codé par arsR, régule a la fois les facteurs o et
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o'k (figure 38). De la méme facon, le facteur anti-c PrsL, présentant 43 % d’identité avec

un facteur anti-c dont le gene est situé en aval de sigL qui code un facteur o présentant 71 %

HasL HasL

d’identité avec c"'*", pouvait aussi bien réguler I’activité de c"**- que celle de "*R. De plus,
ces facteurs anti-c ne présenteraient pas la méme affinité pour chacun des deux facteurs o

(Roth et al., 2004).

hasLp2 haskpl it
""”‘&’1 hasL I prsL [ I hasR : E.R 2arsR j

v v

G G anti-
—\—/ anti-c u ‘\/ anti-c 57
= = = —\—/

=

Figure 38 :

Modeéle de régulation des facteurs o"'*" et ¢"®R faisant intervenir un systéme de régulation anti-o/anti-anti-o
(d’aprés Roth et al., 2004). Les génes hasL et prsL dont la transcription dépend des promoteurs hasLpl et
hasLp2 sont situés sur le bras chromosomique gauche. Le gene hasR dont la transcription dépend du promoteur
hasRpl et les génes prsR et arsR dont la transcription dépend du promoteur hasRp2 sont situés sur le bras
chromosomique droit. Sur la figure sont indiqués les effets inhibiteurs (&) de chaque facteur.

HasL

2.2.2.1.2. Régulation de I’activité d’un facteur o par dégradation protéolytique

La dégradation protéolytique est un mécanisme de contréle de I’activité de régulateurs
tels les facteurs o impliqués principalement dans la différenciation cellulaire chez les
bactéries. Les protéines présentant une série d’acides aminés non polaires a leur extrémité C-
terminale sont labiles et peuvent étre rapidement dégradées par des protéases spécifiques
(Gottesman, 1999). Chez E. coli, le facteur o régulant la réponse au choc thermique est la
cible de la protéase FtsH (Herman et al., 1995). Dans cet exemple, la dégradation du facteur
o2 par la protéase est favorisée par la fixation du complexe chaperonique Dnal et DnaK-

GIpE sur ¢** qui inhibe sa liaison & I’ARN polymérase et le rend ainsi plus vulnérable a la
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dégradation (Tatsuta et al., 2000). Lors d’un choc thermique, la transcription de rpoH codant
le facteur o3 est fortement activée, ce qui conduit & la production de protéines dénaturées par
ce facteur. Ainsi, les protéines chaperonnes se fixent préférentiellement sur les autres
protéines dénaturées et ne se fixent plus spécifiquement sur o°2. Chez les bactéries, différentes
familles de protéases ATP-dépendantes ont été identifiées: Clp, HsIUV, FtsH et Lon
(Gottesman, 1996). Chez S. coelicolor, les génes codant la sous-unité catalytique ClpP et les
genes codant les sous-unités régulatrices ClpX et ClpC de la famille des protéases Clp ATP-
dépendant ont été identifies (de Crecy-Lagard et al., 1999). Le génome de S. coelicolor
comporte cing genes clpP, deux geénes clpC et un géne clpX. Ces protéases sont capables de
dégrader certains régulateurs a différents temps du processus de différenciation. Par ailleurs,
ces complexes protéasiques ont été impliqués dans la régulation de la différenciation
morphologique et métabolique des Streptomyces (Viala & Mazodier, 2003 ; de Crecy-Lagard
et al., 1999). Le mutant clpP1 présente une déficience dans la formation du mycélium aérien
et présente un phénotype bld. Par ailleurs, la surexpression de ce géne acceélere le processus
de différenciation et celle de clpX augmente la production d’antibiotiques (de Crecy-Lagard et
al., 1999). Dans la cascade complexe de régulation de la différenciation chez les
Streptomyces, il existerait donc un contréle impliquant une dégradation protéolytique d’un
régulateur tel un facteur . Chez S. coelicolor, en amont du gene sigL codant un facteur o
intervenant dans la réponse aux stress ont été mis en évidence deux ORF qui coderaient deux
nouvelles formes de la sous-unité ClpP (ClpP3/ClpP4) (Viala et al., 2000).

2.2.2.1.3. Régulation de I’activité d’un facteur o par production d’un facteur pro-o

La régulation de I’expression génique pendant la différenciation des endospores chez
B. subtilis implique I’activation séquentielle d’une cascade de facteurs ¢ (Kroos et al., 1999).
La succession de I’activation des facteurs o conduit a la formation de deux compartiments
cellulaires, la cellule mére et I’endospore. L’activité des différents facteurs o est contrlée a
différents niveaux comme par exemple lors de la synthése du facteur o sous forme inactive,
appelé pro-c. Ainsi, I’activation résulte de la maturation par protéolyse des facteurs pro-c
inactifs en facteurs o actifs. En général, I’activation s’effectue par clivage d’une vingtaine
d’acides aminés & I’extrémité N-terminale. C’est le cas par exemple pour les facteurs o= et o™
exprimés exclusivement dans la cellule mere (McBride & Haldenwang, 2004). Chez

Streptomyces, le facteur o® qui joue un role dans la réponse au stress oxydant est synthétisé
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sous forme d’un facteur pro-c de 227 acides aminés. Il devient actif par perte des quatre

premiers résidus de I’extrémité N-terminale (Paget et al., 1998).

2.2.2.1.4. La régulation de rpoS chez E. coli, un exemple de régulation impliquant des mécanismes
complexes

Chez E. coli, le facteur 6> (ou ) codé par le géne rpoS contrdle un grand nombre de
genes (au moins 50) impliqués dans la réponse cellulaire a diverses conditions de stress
comme une carence nutritionnelle, un choc osmotique, un choc acide, un choc thermique, un
dommage oxydant a I’ADN ou lors du passage en phase stationnaire (Hengge-Aronis, 2002).
La synthése et I’accumulation de o> sont sous le controle d’un panel de mécanismes qui
affectent les processus de transcription, de traduction, de protéolyse et de la formation du
complexe holoenzyme Ec® (Lange & Hengge-Aronis, 1994). Le contrdle de la transcription
du géne rpoS nécessite le ppGpp, du polyphosphate et un régulateur positif a deux
composants nommé BarA et une protéine receptrice de I’AMPc (CRP-AMPc) comme
régulateur négatif (Kolb et al., 1995; Mukhopadhyay et al., 2000). La traduction de ’ARNm
rpoS est contr6lée par une cascade de facteurs interagissant entre eux incluant les protéines
Hfqg, H-NS, I’ARN antisens drsA, la protéine LeuO et I’ARN antisens oxyS qui semblent
moduler la stabilité de la structure secondaire d’une région située au niveau du site de liaison
du ribosome sur I’ARNm de rpoS. Par ailleurs, le facteur ¢° est sensible a la protéolyse par
ClpPX, réaction favorisée par la présence de la protéine RssB et inhibée par la protéine
chaperonne DnaK (Becker et al., 2000; Gottesman, 1996). Enfin, cette activité peut aussi étre
modulée par le tréhalose et le glutamate qui activent la formation de I’holoenzyme et
favorisent ainsi la liaison de cet holoenzyme a certains promoteurs. Cette holoenzyme est
capable de reconnaitre deux types de séquences promotrices : des promoteurs spécifiques a ¢°
(régulons des genes impliqués dans la réponse aux stress) et des promoteurs reconnus
également par ¢’ (Tanaka et al., 1995). Il a été montré qu’a I’entrée en phase stationnaire,
une nouvelle protéine, I’anti-c Rsd, est produite et inhibe spécifiquement I’activité de ¢™°, ce
qui permet d’augmenter I’affinité de o> pour I’ARN polymérase et favorise la transcription

des génes régulés par ¢° (Jishage & Ishihama, 1998).
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2.2.2.1.5. La régulation de sigH chez S. coelicolor, un exemple de régulation impliquant des
mécanismes complexes

Le facteur c>'9"

chez S. coelicolor joue un role dans la réponse au choc osmotique et
thermique. Il a été montré que sa régulation faisait intervenir différents mécanismes dont un
controle transcriptionnel et traductionnel, une dégradation protéolytique et I’activité d’un
facteur anti-c (Viollier et al., 2003). Tout d’abord, il a été montré que la transcription de sigH
était réprimée par la protéine BIdD uniquement pendant la phase végétative (Kelemen et al.,
2001). SigH peut s’accumuler sous trois isoformes : ¢°/, >* et °2 En fait, ce géne contient
trois sites indépendants d’initiation a la traduction (Viollier et al., 2003). L’accumulation des
trois isoformes de SigH est corrélée au développement morphologique de la bactérie. Au
cours du temps, les isoformes o et 6°? s’accumulent en phase exponentielle dans une culture
en milieu liquide et au début de la formation du myceélium végetatif lors d’une culture en
milieu solide. Ensuite, ces deux isoformes disparaissent. Cette disparition est corrélé d’une

part, au début de I’accumulation de I’isoforme o*’

en phase stationnaire ou pendant la
différenciation du mycélium aérien et d’autre part, a I’apparition de deux nouveaux produits
de 34 kDa et 38 kDa qui correspondraient & des dérivés protéolytiques des facteurs ™" et c°2.
En résumé, en plus d’une régulation transcriptionnelle de sigH par BIdD, I’expression de ce
gene est régulée au niveau post-transcriptionnel par une traduction différentielle des
différentes isoformes par une utilisation différentielle des codons start, une protéolyse clivant
o™ et 6™ en deux dérivés protéolytiques et par I’activité inhibitrice du facteur anti-c nommé

PrsH capable d’inhiber I’activité des trois isoformes du facteur > (Viollier et al., 2003).

2.2.2.2.Hypothéses sur le mode de régulation du facteur " chez

Streptomyces

WhiG

La sequence en acides amines du facteur o code par le gene whiG est homologue

(environ 40 % d’identité) aux séquences de o° de B. subtilis et ¢~ (ou ™) d’E. coli et
S. typhimurium, facteurs o régulant la transcription de genes impliqués dans la mobilité et le

chimiotactisme de ces bactéries (Arnosti & Chamberlin, 1989; Ohnishi et al., 1990). Il a eté

WhiG FliA

montré que o pouvait complémenter un mutant fliA n’exprimant plus o chez

WhiG

S. typhimurium (Chater et al., 2001). Un homologue a © est retrouvé chez différentes

especes de Streptomyces (voir figure 3 de I’article n°2). Dans ce travail, la séquence de whiG
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de S. ambofaciens a été déterminée et cette séquence a été comparée avec celle des autres
especes de Streptomyces (S. coelicolor, S. avermitilis, S. griseocarnum et S. aureofaciens).
Ainsi, nous avons pu montrer, entre autres, que les régions 2.4 et 4.2 de la protéine WhiG de
S. ambofaciens, de S. coelicolor et S. aureofaciens sont parfaitement conservées, ce qui
suggére trés fortement que o"® de S. ambofaciens reconnait les mémes séquences
promotrices que celles des autres ¢""'®. Par différentes méthodes de recherche, plusieurs
séquences promotrices reconnues par les facteurs ¢"""'® de S. coelicolor et de S. aureofaciens
ont été identifiées (Novakova et al., 1998; Tan & Chater, 1993; Ainsa et al., 1999; Tan et al.,

1993; Ryding et al., 1999; Kormanec et al., 1999; Kormanec et al., 2001). Parmi les génes

WhiG

régulés par o, le gene whiH codant une protéine régulatrice de type répresseur et

impliquée dans la cascade de régulation pour la sporulation est retrouvé chez S. coelicolor et

S. aureofaciens. C’est pourquoi nous nous sommes focalisés sur la transcription de ce géne

WhiG

pour I’étude de I’activité de o chez S. ambofaciens.

Le gene whiG de S. coelicolor présente une transcription constitutive a partir d’un site
unique de transcription (Kelemen et al., 1996). Chez cette bactérie, un transcrit de whiG a été

détecté par RT-PCR a différents temps du cycle de développement, c’est-a-dire pendant la

croissance du mycélium végétatif, du mycélium aérien et de la sporulation. Néanmoins, V"¢

présente une activité uniqguement pendant les phases tardives du cycle de développement. En

WhiG

fait, la transcription des génes whiH et whil, qui dépend de ¢™"", est régulée temporellement.

Elle est déclenchee au début de la différenciation du mycélium aérien (Ainsa et al., 1999;

WhiG

Ryding et al., 1999). Ainsi, I’expression de o serait régulée au niveau post-

FliA

transcriptionnel. Bien que ce facteur o présente des similitudes avec ¢ régulé par le facteur

anti-c FIgM chez S. typhimurium (Ohnishi et al., 1992), aucun homologue du géne flgM n’a

été retrouvé dans le génome entierement séquencé de S.  coelicolor

WhiG

(www.sanger.ac.uk/Projects/S.coelicolor). L’activité de o pourrait étre régulée par un

facteur anti-c différent de FIgM mais elle pourrait également étre régulée par d’autres
mécanismes, par exemple par production d’un ARN antisens comme pour le facteur ¢° ou par

protéolyse. La protéine WhiG n’ayant jamais été détectée sur des profils de Western-blot en

WhiG

utilisant des anticorps spécifiques de ce facteur o, la présence de o sous les formes de

WhiG

pro-c""¢ putatif et inactif et de "/"®

actif, n’a, a ce jour, jamais pu étre mise en évidence.
Pour la régulation de ce facteur o, il a toutefois été montré que la transcription de whiG au

début de la croissance du mycélium vegétatif et jusqu’au début de la formation du mycélium
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aérien était réprimée par le facteur transcriptionnel nommé BldD (Elliot & Leskiw, 1999). Un
site de liaison de BIdD au niveau de la séquence promotrice de whiG a été mis en évidence.
Comme les génes rpoS ou sigH, le géne whiG semble présenter une régulation complexe

impliquant différents mécanismes et qui reste a ce jour indéterminée.

2.2.2.3.Hypotheses sur la nature moléculaire du déterminisme du phénotype
Pig-pap

Les trois mutants Pig-pap de S. ambofaciens et les trois de S. coelicolor analysés dans
ce travail peuvent étre complémentés par introduction du gene whiG de S. coelicolor et
pourtant la séquence whiG endogéne est identique a celle des souches sauvages, WT8 pour
S. ambofaciens et M145 pour S. coelicolor. Par ailleurs, nous avons détecté la présence d’un
transcrit whiG pour un mutant de S. ambofaciens testé comme pour la souche sauvage a
différents temps au cours du cycle de développement. En outre, a 48 heures de croissance, ce
qui correspond au début de la formation du mycélium aérien, le taux de transcrit whiG pour
les trois mutants de S. ambofaciens estimé par RT-PCR en temps réel n’est pas
significativement différent de celui de la souche sauvage WT8. Ainsi, la modification qui
conduirait au phénotype Pig-pap ne correspondrait ni @ une mutation dans le gene whiG ni a
une modification au niveau transcriptionnel de ce géne. Or, le géne whiH régulé par "¢
chez Streptomyces n’est pas transcrit chez les mutants Pig-pap. Etant donné que I’introduction
du gene whiH dans les trois mutants n’a pas restauré le phénotype sauvage, cela suggere tres
fortement que cette absence de transcription ne résulte pas d’une mutation mais qu’il s’agirait
plutdt d’un probléme d’expression de c"™©. Toutefois, pour valider ces conclusions, il serait
intéressant de tester la transcription d’autres génes régulés par "¢
orfTH4 de S. coelicolor (Ainsa et al., 1999; Tan et al., 1998)).

tels les génes whil ou

Ainsi, pour expliquer le phénotype Pig-pap, une modification post-transcriptionnelle
affectant soit la traduction (par exemple, présence d’un ARN antisens) soit I’activité de V"¢
(par exemple, activiteé protéolytique, présence de facteurs anti-c ou anti-anti-c potentiels) peut

étre envisagee.

Dans le premier cas, la protéine WhiG ne pourrait plus étre produite (figure 39). Pour
tester cette hypothése, il serait intéressant de détecter la protéine WhiG dans les différentes
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souches par la technique de Western-blot utilisant des anticorps anti-WhiG. Les résultats
préliminaires n’ayant pas permis de détecter cette protéine méme pour la souche sauvage, il

serait toutefois intéressant de poursuivre cette expérience en utilisant d’autres anticorps.

Dans le deuxieme cas, il est envisagé que I’ARNmM whiG serait traduit mais la protéine
ne serait pas fonctionnelle (figure 39). La protéine WhiG pourrait étre produite sous forme de
pro-c""® et ce facteur ¢ deviendrait actif par perte de I’extrémité N-terminale. Dans ce cas,
nous pourrions envisager qu’un tel clivage peut ne pas avoir lieu dans un mutant Pig-pap pour
des raisons indéterminées. L’expression de whiH étant transitoire, la protéine WhiG pourrait
étre produite mais dégradée par une protéase avant le déclenchement du processus de
différenciation du mycélium aérien et dans les étapes plus tardives du processus de
sporulation, c’est-a-dire lorsque ce facteur o n’est pas fonctionnel. L approche protéique par
une technique de Western-blot, décrite précédemment, pourrait par exemple nous permettre
de révéler la présence de dérivés protéolytiques dans le cas ou WhiG serait soumise a une
telle régulation. Dans I’hypothése d’une protéolyse qui serait assurée, par exemple, par une
protéine de type Clp ATP-dépendante, une souche surproduisant cette activité protéolytique
devrait présenter un phénotype « whiG-like ». Par ailleurs, dans le cas d’une déficience dans

I"activité protéolytique, le facteur V"¢

pourrait étre actif plus t6t au cours du développement
de la colonie, ce qui aboutirait a une sporulation de type ectopique se traduisant par la
formation de spores au début de la croissance du mycélium végétatif. Contrairement a cette
hypothese, il a été montré chez S. lividans et S. coelicolor qu’un mutant clpP1 présentait un
phénotype bld (de Crecy-Lagard et al., 1999). Un autre type de protéase serait-il impliqué ?
Cependant, dans un contexte Pig-pap, I’hypothése d’une déficience dans une activité

protéolytique putative de ¢""®

semble peu probable. En effet, si tel était le cas, le seul fait
d’introduire une nouvelle copie de whiG dans les souches mutantes ne peut pas expliquer la
restauration du phénotype sauvage puisque la complémentation de la déficience de la protéase

WhiG

ou d’un autre régulateur et par conséquent I’activation de o n’aurait en fait pas lieu.

Comment expliquer le phénotype Pig-pap en impliquant une déficience dans un facteur
anti-o ? Dans un contexte Pig-pap, une modification dans I’activité du facteur anti-c ou dans
sa structure pourrait empécher la libération du facteur o donc la liaison de ce facteur sur
I’ARN polymérase et par conséquent le déclenchement du processus de différenciation du

mycélium aérien. La nature du mécanisme impliqué dans I’inactivation du facteur anti-c et le
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mode de séquestration du facteur o par le facteur anti-c restent a déterminer. Dans une souche
mutante complémentée par introduction de whiG, si la production d’un facteur anti-c muté est

limitée par une auto-régulation potentielle, le facteur ¢*/"®

produit par le transgene whiG de
S. coelicolor pourrait éviter la séquestration d’un tel facteur anti-c et pourrait ainsi se lier au
noyau de I’ARN polymérase, ce qui permettrait a I’holoenzyme d’étre fonctionnelle.

L’hypothése de la régulation de V"¢

par un facteur anti-c pourrait étre testée en recherchant
dans le génome entiérement séquencé de S. coelicolor des génes qui coderaient
potentiellement un homologue a un facteur anti-o. L’introduction d’un de ces génes dans un

mutant Pig-pap pourrait permettre la restauration du phénotype sauvage.

Comment expliquer le phénotype Pig-pap en impliquant une déficience dans un facteur

anti-anti-o? Chez Streptomyces, I’activité du facteur "¢

pourrait étre inhibée par la liaison
d’un facteur anti-o lui-méme inhibé par la liaison d’un facteur anti-anti-c. Dans ce cas, une
mutation dans un tel facteur anti-anti-c conduirait & I’activation constitutive du facteur anti-c
qui empécherait la libération du facteur o. Ainsi, comme décrit préecédemment, la
complémentation de la déficience d’une telle mutation par introduction d’une copie de whiG
supplémentaire dans les souches mutantes pourrait étre expliquée. Dans ce cas, nous
pourrions envisager des essais de complémentation du phénotype mutant Pig-pap par

introduction de génes homologues a des facteurs anti-anti-o.

De plus, le criblage d’une banque d’ADN génomique de la souche sauvage de
S. ambofaciens en introduisant différents plasmides ou cosmides recombinants dans un
mutant Pig-pap pourrait permettre, par complémentation du phénotype mutant, de
sélectionner soit le géne whiG de S. ambofaciens car son intégration dans le génome du
mutant restaure le phénotype sauvage soit un géne codant un facteur anti-c ou un facteur anti-

anti-o ou une autre fonction qui serait muté chez les Pig-pap.
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Figure 39:

Modéle putatif de la régulation de whiG chez la souche sauvage et chez les mutants Pig-pap de S. ambofaciens.
Dans un contexte sauvage, le facteur 6" codé par whiG est exprimé tout au long du cycle de développement.
Cependant, son activité serait inhibée par la liaison d’un facteur anti-c jusqu’au début de la formation du
mycélium aérien, moment ot un facteur anti-anti-o interviendrait. Ainsi, le facteur 6*""® sous forme libre peut se
lier a I’ARN polymeérase et ce complexe active notamment la transcription du gene whiH. La protéine WhiH fait
partie de la cascade de régulation qui conduit & la sporulation. Le facteur """ régule aussi d’autres génes dont
le produit est nécessaire a ce processus. Dans un contexte Pig-pap, plusieurs hypothéses d’inactivation de WhiG
sont envisagées. La premiére (1) serait une modification qui aurait lieu pendant la traduction de I’ARNm whiG,
ce qui conduirait a la non production de la protéine. La deuxiéme (2) serait une modification au niveau du
facteur anti-c qui séquestrerait la protéine WhiG. La troisiéme (3) serait une modification dans le facteur anti-
anti-c putatif qui ne pourrait plus inhiber I’activité du facteur anti-c. Dans ce cas, le facteur o""C resterait
séquestré. Dans tous les cas, le facteur ¢""®, n’étant jamais sous forme libre, ne peut se fixer & I’ARN
polymérase et activer les génes cibles.
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2.3. Une mutabilité ciblée?

Pour le mutant pap3 de S. ambofaciens et les trois mutants PC1, PC2 et PC3 de
S. coelicolor testés, I’intégration du géne whiG de S. coelicolor dans leur génome a permis la
restauration de la sporulation, de la pigmentation ainsi que de la production de papilles
blanches sur les colonies. La caractérisation phénotypique et moléculaire de dix papilles
issues d’événements mutationnels indépendants et isolées sur le transconjugant pap3(whiG) a
réveélé plusieurs particularités. Au niveau phénotypique, les mutants issus de ces papilles sont
similaires aux trois mutants Pig-pap analysés au cours de ce travail. Au niveau moléculaire,
aucun réarrangement de grande taille n’a été détecté. Par contre, le séquencage entrepris du
transgéne whiG chez les cinq mutants qui portaient encore le plasmide intégré au niveau du
site attB du phage ¢C31 a permis de mettre en évidence différents types de mutations au sein
du transgene. Il s’agit de mutations de type frameshift ou délétions. Ainsi, le transgéne whiG
serait une cible mutationnelle pour différents evénements d’instabilité génétique, une perte de
plasmide (5 cas sur 10), une délétion (1 cas sur 10) ou une mutation frameshift (4 cas sur 10).
Ces observations valident le fait que la restauration du phénotype sauvage résulte de
I’introduction du gene whiG chez les mutants puisque son extinction dans les papilles
observées sur le transconjugant fait disparaitre le phénotype de complémentation. Ces

résultats montrent que I’inactivation du transgene whiG est de nature mutationnelle.

Quelle est la nature de ce phénoméne mutationnel qui semble cibler le transgene whiG ?
En fait, il serait intéressant de vérifier si cette mutabilité est bien ciblée au transgéne whiG ou
si elle est généralisée. Par exemple, nous pourrions séquencer une région en amont et en aval
du transgene whiG, c’est-a-dire une partie du plasmide pSET152, chez ces mutants afin de
détecter potentiellement des mutations si cette mutabilité n’est pas ciblée. Par ailleurs, cette
mutabilité serait mise en place a un stade précis du cycle de développement. En effet, cette
mutabilité qui affecterait le transgéne whiG correspond principalement a la génération de
mutants détectés sous forme de papilles au sein de la colonie. Aucun mutant Pig-col et peu de
colonies avec un secteur dépigmenté ont été observés. Ainsi, il apparait que cette mutabilité
soit specifique a la formation du mycélium aérien car les papilles sont générées au cours de

cette étape.
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Pourquoi aucun des mutants sélectionnés ne présentent une modification de type post-
transcriptionnel de I’expression de whiG comme ce qui a été décrit dans les mutants Pig-pap
dits de premiére génération ? Pourquoi semble-t-on observer deux phénomeénes mutationnels
différents, un a I’origine des mutants Pig-pap de premiére génération et un autre expliquant

le phénotype Pig-pap observé sur les transconjugants ?

Les mutants Pig-pap produits a haute fréquence au sein d’une colonie pourraient-ils
conférer un avantage pour la colonie ? La formation de papilles est-elle une nécessité ? En
effet, le fait que les transconjugants forment également des papilles alors qu’ils possédent une
copie supplémentaire du gene whiG suggére que la formation des papilles pourrait étre
indispensable au développement de la colonie. Le cycle de différenciation d’une colonie de
Streptomyces est un processus complexe qui aboutit a une structure hautement organisee
(Chater, 1998). Outre le fait que la formation du mycélium aérien ait lieu suite & un stress
(Kelemen et al., 2001), la lyse du mycélium veégetatif lors du développement du mycélium
aérien chez Streptomyces implique un processus de mort cellulaire programmee lors de la
formation de la colonie (Ohnishi et al., 2002). Dans un tel contexte, la capacité a former des
papilles non sporulantes pourrait conférer un avantage adaptatif a la colonie. Cet avantage
pourrait correspondre a une économie de I’énergie nécessaire a la sporulation ou au
développement d’un métabolisme différent, aboutissant par exemple a la synthése de
nouvelles substances. La papille peut ainsi étre considérée comme une forme de sénescence

qui reste viable en conditions de laboratoire.
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3. Modulation de la dynamique mutationnelle chez

S. ambofaciens

3.1. Les mutants Pig-pap sont issus de niveaux variés d’instabilité

4 /"

genetique

3.1.1. Notion d’état mutateur

Le travail de thése de Patricia Martin réalisé au laboratoire avait porté sur la mise en
évidence d’un polymorphisme intraspécifique et intraclonal entre différents sous-clones
sauvages de S.ambofaciens ATCC23877 (Martin, 2000). Douze colonies de phénotype
sauvage ont été arbitrairement choisies dans la descendance de la souche S. ambofaciens
ATCC23877 et I’instabilité génétique a été étudiée dans chacune de ces douze populations. Il
a été observé, qu’apres quatorze jours de croissance sur milieu HT solide, que la majorité des
colonies (environ 70 %) presentaient a leur surface des papilles blanches en nombre variable
et que les fréquences de colonies dépigmentées et de colonies pigmentées a secteurs
dépigmentés variaient significativement d’une population a I’autre (Martin et al., 1999). Par
ailleurs, il a été montré que le caractere nombre de papilles par colonie était un caractére
héritable. En effet, une colonie a faible nombre de papilles produit majoritairement des
colonies avec peu de papilles (entre 1 et 5) tandis que des colonies a grand nombre de
papilles, a plus de 20 papilles, qualifiées alors de colonies hyperpap produisent
majoritairement des colonies a tres grand nombre de papilles (>20). De plus, ces colonies
hyperpap, qualifiées de souches mutatrices, produisent a trés haute fréquence des mutants Pig-
col (en moyenne 20 % contre en moyenne 3 % pour les clones sauvages) et plus de papilles
dépigmentées. Ainsi, ces souches présentent un niveau d’instabilité génétique plus élevé que
les sous-clones sauvages. L’état mutateur pourrait étre genéré par une modification genétique
de nature quantitative, modification qui se mettrait en place pendant la différenciation de la
colonie. Ainsi, il est intéressant de se demander si les mutants Pig-pap qui résultent de

niveaux variés d’instabilité génétique sont eux-mémes dans un état mutateur.
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3.1.2. Hypothéses sur la nature de I’état mutateur chez les mutants Pig-pap

S’agit-il d’un état mutateur spécialise ?

Dans le cas d’un état mutateur spécialisé, nous pourrions envisager qu’un gene impliqué

dans la régulation de ¢*"®

tel un facteur anti-c ou un facteur anti-anti-c serait un gene cible
de cette mutabilité. Les mécanismes impliqués dans la mutabilité de ces génes peuvent étre
nombreux (voir introduction). Parmi les différentes hypotheses, certaines permettent de
supposer que le phénotype mutant soit réversible a haute fréquence. Cela pourrait étre le cas si
ce gene présentait un site d’intégration et d’excision d’un élément transposable a haute
fréquence. Ce serait également le cas si la cible subissait des événements de recombinaison de
type variation de phase. Or, le phénotype mutant Pig-pap apparait stable. En effet, pour les
trois mutants Pig-pap testés, nous avons estimé le taux de réversion vers le phénotype sauvage
inférieur & 2.10°°. De plus, & ce jour, aucune colonie observée dans la descendance de mutants
Pig-pap ne présentait de papilles grises qui correspondraient & un retour, au cours de la

différenciation du mycélium aérien, au phénotype sauvage.

S’agit-il d’un état mutateur généralisé ?

Dans le cas d’un état mutateur géneralisé qui serait mis en place au cours de la
différenciation du mycélium aérien, de nombreux caractéres phénotypiques devraient étre
mutes. Les mutants Pig-pap ont été sélectionnés par leur phénotype observable, I’absence de
pigmentation. Présentent-ils d’autres caracteres touchés par la mutabilité ? Seuls les
caractéres pigmentation et sporulation semblent étre mutés a haute fréquence chez les mutants
Pig-pap. En effet, aucune augmentation de la fréquence de mutants auxotrophes ou de
mutants resistants aux antibiotiques tels la rifampicine, le thiostrepton ou la streptomycine n’a
été observee (Martin, 2000). Cependant, d’autres caracteres qui n’incluent pas les processus
de sporulation et de pigmentation peuvent étre mutés pendant le développement de la colonie.
Il serait ainsi intéressant de rechercher la présence potentielle d’autres génes mutés au cours
du développement de S. ambofaciens. Par exemple, il serait possible de construire un vecteur
pouvant s’intégrer aléatoirement dans le génome de Streptomyces et qui comporterait un gene
présentant une mutation frameshift. Aprés intégration de ce vecteur, des révertants de cette

mutation seraient recherchés et caractérisés. Cette approche permettrait donc de savoir si
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d’autres endroits du génome peuvent étre affectés par cette mutabilité, suggérant la mise en
place chez Streptomyces d’un état mutateur généralisé.

3.2. Induction de la mutabilité par une carence en nutriments

3.2.1. La réponse stringente est impliquée dans la formation de papilles

blanches sur les colonies

L’analyse des distributions du nombre de papilles par colonie sur différents milieux
dérivés du milieu HT variant par la quantité en nutriments a montré que lorsque le milieu de
culture comporte en concentrations limitées des acides aminés, la production de papilles a la
surface des colonies est exacerbée. La quantité d’acides aminés dans le milieu est donc un
modulateur de I’instabilité génétique chez S. ambofaciens et S. coelicolor. La réponse
stringente est induite en réponse a une limitation en acides aminés et est connue pour
intervenir dans les mécanismes de différenciation et de mort cellulaire programmée (Lewis,
2000). Nous avons établi dans ce travail que la réponse stringente est impliquée dans la
formation des papilles chez Streptomyces. En effet, il a été montré que les colonies d’un
mutant relA de S.coelicolor, mutant ne produisant plus de ppGpp, ne présentent pas ou tres
peu de papilles a leur surface, sur milieu HT et sur milieu pauvre en acides aminés. La
complémentation de ce mutant par induction de I’activité ppGpp synthétase permet le retour a
la production importante de papilles blanches sur les colonies. Cela montre bien qu’il existe
un lien direct entre I’état physiologique de la bactérie di a un environnement particulier et

I’augmentation de la mutabilité.

3.2.2. Hypothéses sur la nature de la relation entre réponse stringente et

mutabilité

Le ppGpp régule I’activité de certains génes en se fixant sur I’ARN polymérase et peut
également jouer un rdle dans la compétitivité entre facteurs o pour I’acces a I’ARN
polymeérase (Jishage et al., 2002). La synthese de ppGpp est induite lors de certains stress
dont la carence nutritionnelle et lors de I’entrée en phase stationnaire (Chatterji et Ojha,

2001). Chez Streptomyces, le ppGpp qui serait ainsi produit au début de la différenciation du
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mycélium aérien serait, au moins en partie, a I’origine de la formation de mutants Pig-pap,

mutants produits a ce stade du cycle de développement.

La caractérisation moléculaire des mutants issus de papilles isolées sur des colonies
cultivées sur milieu carencé en bacto-tryptone a révélé que les mutants WT8papl et
WT12pap5 de S. ambofaciens présentaient une mutation dans le gene whiG. Dans le cas de
WT8pap1l, la séquence du géne whiG étant entierement établie, une telle mutation conduit a la
production d’une protéine non fonctionnelle puisque la région 4 de ce facteur sigma est
absente. Aucune mutation n’a été detectée dans le gene whiG pour le mutant cp4 de
S. coelicolor, mutant également généré lors de la réponse stringente. Pour les autres mutants,
ce gene est en cours de séquencage. Les mutants Pig-pap seraient ainsi générés par deux
mécanismes, I’un affectant la régulation post-transcriptionnelle de ce géne et I’autre affectant
le gene whiG. Les six mutants de Streptomyces analysés, obtenus apres culture sur milieu
HT, semblent étre affectés au niveau post-transcriptionnel. Deux mutants de S. ambofaciens,
obtenus sur milieu HT carence, présentent une mutation dans le gene whiG. Ce type de
mutation génique est-il observe spécifique chez des mutants produits par la réponse
stringente ? Ou les mutants Pig-pap peuvent-ils étre genérés par differents mecanismes dont
celui déclenché par la réponse stringente ? Afin de répondre a ces questions, il serait
envisageable d’utiliser une approche globale permettant d’analyser la séquence de whiG d’un
plus grand échantillon de mutants Pig-pap produits aprés culture soit sur milieu HT soit sur
milieu HT carencé pour lequel la réponse stringente est déclenchée. Par exemple, par une
technique de SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism), il est possible de détecter
une mutation frameshift ou une délétion dans le géne whiG. Cette technique présente

I’avantage de tester rapidement un grand nombre de mutants.

Le ppGpp, agit-il directement sur la régulation de o"™MC 2 par exemple, I’interaction
du ppGpp avec I’ARN polymérase pourrait modifier I’affinité de la liaison de ¢"™© sur
I’ARN polymérase et pourrait ainsi empécher la formation de I’holoenzyme, ce qui aboutirait
au phénotype Pig-pap. Cependant, cette hypothése semble peu plausible étant donné qu’une
telle modification de I’expression est transitoire et ne peut expliquer I’héritabilité du
phénotype Pig-pap. Effectivement, I’isolement d’une papille blanche sur la colonie donne

naissance a un mutant présentant un phénotype totalement dépigmenté. De ce fait, I’hypothese
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WhiG

d’une compétition entre le o et un autre facteur o est également a écarter. Ainsi, un

mécanisme impliquant une mutation doit étre envisage.

Le ppGpp peut également augmenter la transcription de certains genes et peut par

conséquent augmenter leur mutabilité (Wright, 2000).

Ainsi, dans le cas des mutants Pig-pap affectés au niveau de la régulation post-
transcriptionnelle de whiG, le ppGpp pourrait augmenter la fréquence de mutations dans un
géne dont le produit serait impliqué dans la régulation de c"V™©. D’aprés le modéle de
régulation de whiG chez Streptomyces, proposé dans cette these, il pourrait s’agir par exemple
d’un facteur anti-oc ou un facteur anti-anti-o (figure 40). La (ou les) mutation(s) ainsi fixée(s)
conduirai(en)t a I’expression de facteurs jouant un rdle différent. Ils empécheraient la
libération du facteur c""™©. Dans le cas des deux mutants présentant une mutation dans whiG,
si ce type de mutant est produit spécifiguement pendant la réponse stringente, nous pourrions
envisager que le ppGpp augmente directement ou indirectement la transcription du gene whiG
et augmente par conséquent la probabilité qu’une mutation se fixe dans le géne whiG (figure
40). Cette hypothese peut étre testée en analysant par RT-PCR quantitative le niveau de
transcrits whiG dans des souches cultivées sur milieu carencé en bacto-tryptone. Ces
hypothéses peuvent ainsi rendre compte des résultats obtenus car, dans ces cas, ce type de
modification génétique conduirait de facon héritable au phénotype Pig-pap (figure 40).
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Figure 40 :

Représentation schématique du modéle putatif de I'implication du ppGpp, produit du géne relA, dans la
formation de mutants Pig-pap. Le ppGpp pourrait augmenter la transcription et par conséquent la mutabilité d’un
géne codant un facteur anti-c et/ou d’un gene codant un facteur anti-anti-c et/ou du gene whiG. Les mutations
non réparées seraient fixées au niveau du brin d’ADN non transcrit. Les facteurs anti-c ou anti-anti-c ainsi
mutés conduiraient & la séquestration en continu du """©. L absence de """ sous forme libre aboutirait, dans
ce cas, au phénotype Pig-pap. Une mutation dans le géne whiG conduirait directement au phénotype Pig-pap.
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4. Perspectives générales et conclusion

La thématique de cette thése a porté sur I’implication de facteurs génétiques et
environnementaux dans la dynamique mutationnelle qui se met en place au cours de la

différenciation morphologique et physiologique de S. ambofaciens.

Les résultats obtenus ont permis, dans un premier temps, d’aborder le theme de la
dynamique des structures chromosomiques chez Streptomyces. Cette dynamique conduit a la
sélection d’événements de remaniements du chromosome qui affectent ses extrémités. La
sélection de tels événements pourrait conférer un avantage adaptatif a la bactérie. En effet, la
caractérisation phénotypique et moléculaire de la souche 29C1 a permis de mettre en eévidence
une relation entre la présence de réarrangements genomiques de grande taille et la synthese
d’un nouveau métabolite secondaire. Ce résultat s’inscrit dans I’étude de I’impact des
réarrangements génomiques sur la physiologie des souches mutantes. De plus, d’un point de
vue appliqué, I’élucidation de la nature de ce produit synthétisé pourrait aboutir a la

découverte de nouveaux produits d’intérét biotechnologique.

Dans un deuxieme temps, une autre facette de la dynamique mutationnelle a été etudiée.
Elle correspond a la production a haute fréquence de mutants, appelés Pig-pap, générés au
cours de la différenciation du mycélium aérien. Nous avons montré que ces mutants
présentent un phénotype «whiG-like » et que la séquence de ce géne et son taux de
transcription n’étaient pas différents de la souche sauvage. Ceci suggérerait que la régulation
post-transcriptionnelle de whiG soit modifiée chez ce type de mutants. Une hypothése

WhiG

envisagée est la séquestration du facteur o par un facteur anti-c muté. La caractérisation

de ce type de mutants pourrait donc étre précieuse pour I’étude du mode de régulation de
"€ chez Streptomyces. D’autre part, la production de tels mutants est modulable. En effet,
un facteur environnemental, la carence en acides aminés, augmente la mutabilité. La réponse
stringente déclenchée par ce type de stress conduit a la production importante de mutants Pig-
pap au sein de la colonie. Il existerait donc une relation entre le ppGpp produit lors de la

réponse stringente et le facteur /"¢

non fonctionnel chez les mutants Pig-pap. L’élucidation
de ce lien permettrait d’identifier le mécanisme moléculaire responsable de la mise en place

de I’état mutateur.
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Catakli S., André A., Leblond P., Decaris B., Dary A.

Laboratoire de Génétique et Microbiologie, Faculté des Sciences de 1 *Université Henri Poincaré de Nancyl, UMR INRA 1128, IFR 110, Vandoeuvre lés nancy, France.

Chez 8 ambofaciens, ’instabilité génétique affecte la pigmentation des colonies.
La majorité des mutants présente des réarrangem ents génomiques tels que des d détions ponvant atteindre nn quart L phénolype mutant est dépigmenté
du gémome Ces délétions sont somvent associées i des amplifications de séquences particnliéres dm géaome appelées ie phénotype sauvage ext pigmenté gris
AUD ponr Amplifiable Unit of DNA. Tous les réarrangem ents génomiques d écrits ont &£ localisés anx extrémités de
FADN chromosomique. Ce chromosome est linéaire, mesure 8000 kb et se termime par des séquences imversées
terminales appdées TIRs ponr Terminal Inverted Repeats (210 kb). Cependant, nne classe particaliére de mutants
nomm ées Pig .. produits an cours de la différemciation du mycéinm aéries, ne présente amenn réarrangement
détectable

Phimsiype mutand

c Dams le but d°id entifier le om les pénes mutés chez cette classe de mutant, la restanration dm phémotype sanvage a &6 recherchée par complém entation fometiommelle
d’mm mutawt Pig = momm ée WTSp25. An cours de cette redh erdi e la sonche 29C1 a &4& isolée..

| La souche 29Cl... |

-« présente un phémotype particulier Les colonies sont veries ...

Les colomies prod mites par la sonche 29C1 présentent mue pigm en tation verte

Ce pigm ent vert est exerété dans le milien de calture

Comm ¢ cette pigm entation n’svait jamais &t observée jusqu’a prisent chez S smbofaciens,
un ribotypage a 6 effectné et a d émontré qu’il s°apgissait biem de la sonche éudiée

-.. présente de grands réarrangements génomiques
Une amplificotion Une délétion Localisation de I’amplification
Us fil de macrorestriction de 1"ADN génomique de 29C1 2
Des profils d= sasiriction d= ' AN zéncmigue de 290 ont vild et de plusieurs fragments de restriction situds aux Le cosmide recombinant A68 qui porte vne séquence de la TIR sévél eaprés hybridation tous ls frazments de sestriction Banil amplifiés
Psxistance d’uns amplification en tandem d'uns siquence & ADN extrémités du chromesome dans l= génoms d= 29C1.

d237kb. C tions ont été confinnées aprés hybridation avec des

; e oar S e Une hybrid:
sondss spécifiues de ces fagments, v
S absent chez 1a souche satvag
Profils de restriction BamHI de PADN génomiq ue des souches Profilsd iction Asdl de PADN génomi souches sauvage, ok
sauvage, WI 8p25 et 29C1 aprés électrophorése classique. ‘WI8p25 et 29C] aprés électrophorise en champs pulsés (PFGE). . . . - - o
Hybridation du cosmide recomb inant A68 sur un profil de Hybridation du cosmide recombinant A 68 sur un profil
restriction BamHI de PADN génomiq ue des souches sauvage, de restriction A sl de PADN génamique des souches

S WIHES,
3 et

Sew WIS mor

WT8p25et 29CL sauvage et 29C1 obtenu en PFGE

S TSy S 308

¥

FiEd

\_ e o s 08 /

C Une nowuvelle région amplifiable chez 8. ambofaciens

Tusqui présent, chez S, amboficiens, tontes les amplifications déerites ont & localisées dans denx régions sitmées sur le bras droit du chromosom e, momm &es
AUDE et AUD. Ainsi, une nonvelle séquence amplifiable, nommée AUD37, a &6 localisée an mivean des répétitions terminales inversées, TIRs du chromosome.
De plus, des délétions de part et d*antre d’une amplification n*avaient jam ais &48 observées .

L esrésultats moléculaires obtenus avec la souche 29C1 onf permis d*établir une carte de restriction 4sel des extrémités du chromosome de cette souche. Sur cefte carte ont été indiquéesles sondes utilisées pour caractériser les délétions au miveau des ex \

trémités du chrom osom e. E fant donné que la séquence révélée par A8 est dupliquée car située dansles TIRs, la localisation de I'amplification chez 29C1 sur la TIR droite ne peut éire quiarbitraire.

Carte de macrorestriction Asel d es extrém ités du chromosome des souches sauvage et 29C1

Bras chromosomiqiie gauche Bras chromosomique droit
o 600 Asal 600 g 310 40 o 820 Asel105 451
am IR0 00— 1 B B Souche sanvage
- = = = | | =
@ b= = wll n oy o< oA 0 w0 210 =
Asel 600 Asel 600 Asal 310 o M0 gl 820 AsaT105 4sel
[ ] -m”/////////b//////////// L 112011 K 11111111 i 8 W Souche 29C1
* Xn
Tous ces résultats suggérent une circularisation du chromosome ... I TPy T T
—_—10
——p TR0k
() %n Asgificstion fn=nomtr= d= copies de FAUDAT)
* La I B
Structire du Structure putative du <o« Dilsiom
chromosome sauvage #sesr. Incentituds sur le début de 1 delétion
(8000 kb)

chromosome ds 29CT B Résionceviiisparla sonds indiquis
----- Régionamplifieble chez S ambgfirions /
-« Quelles somt les perspectives ?

Est-ce que cette nonvele siructure est stable?

Est ce que la production d’an nonvean pigment vert est liGe a ces réarrangem ents génomigues?
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Identification of a new amplifiable unit of DNA located in the Terminal Inverted
Repeats of the chromosomal DNA of Streptomyces ambofaciens ATCC23877

W | Sibel CATAKLI, Axelle ANDRE, Pierre LEBLOND, Bernard DECARIS, Annie DARY

Laboratoire de Génétique et Microbiologie, Faculté des Sciences de I’Université Henri Poincaré de Nancyl, UMR INRA 1128, IFR 110, Vandoeuvre lés Nancy, France.

INTRODUCTION

Im 8. ambofaci gen elic instability affects colony pigm emtation. Isolation of a straim harbouring a2 mew phenotype ..

=

c To emcidate the gemetic determimism of this mew
phenomenon, a library of the §. embofociens wild type
gemom e was constructed msing the pSET152 plasmid and
sereemed for its capacity to restore the wild type
phenotype of a mutant Pig, . called WISp25.

C The pigmentation of colonies is mnstable and cam be mutated at
different developm ental stages.

C Most of pigm ent defective mutants are deleted for one or both
chromosomal extremities and harbour im some cases 2 DNA
amplification comsisting of the tamdem reiteratiom of am
Amplifiable Unit of DNA. (AUD). C During this sereeaing, an atypic mutant, called 29C'1

C Mutants, mamed Pig,, . which do mot comtzim amy large was Ek

rearrangement, are gemerated durimg the aerial mycelimm

formation amd comstitute a mew aspect of gen etic instability in §.

C 29C1 prodmces a greem pigmentation exereted im the
medinm. Simce a sach pigmentation had mever been
obzerved before in this species, a ribotyping was realized.

ombofaciens.
It confirm ed that 29C1 derived from straim ATCC23877.
The gemom e of 29C1 contains rearrangem ents Localization of the am plification i the TIRs (Terminal Inverted Repeats)
ﬁmdm“m patterns of strain 29C1 revealed the presence of a DNA amplification of about 37 kb and the absmc}l’\ ﬁﬂs probe containing sequences of the TIRs revealed all the amplified fragments when # was hybridized
several Asel fragments belonging to the extremities. Hybridization of such patterns with probes specifically revealing the with a 29C1 BamHI pattern. After hybridization of the A68 probe with a 29C1 Asel pattern, the two Asel
extremities allowed us to estimate the deletion size (1200 kb) and confirm ed that both extremities were deleted. By e P s rme Py m e Bith e e oo et

| WT W,
- W WIi wT 20

Asel macr oresiriction patterns of genomic DNA of the WT, WT8p25 Hybridization patterns of the A68 probe with BamHI restriction ‘Hybridization patterns of the A65 probe with .nl restriction
and 29C 1 strains. Rumning condirions were 1% agarase gel, 200V for patterns of genomic DNA of WT, WTSp2S and 29C1 strains. ‘patterns o fgenomic DNA of WT and 20C 1 strains

‘bacteriophage . are used as sk e markers. ped HindIII restriction & agments of the bacteriophage % are used a3 /

. T

II- Until mow, most of amplifications ocenring im §. smbofeciens were localized im two specific regions of the gemome called AUDG and AUD90. So, a mew
amplifiable sequence, named AUD37 has been localized in the Terminal Inverted Repeats of the chromosom e Moreover, an amplification associated with

BamHI restriction patterns of genomic DNA of the Wild Type (WT),
WT8p2S and 20C1 straim. Ped restricion fagments of the

deletions om both sides had never bem detected in 2 spontan cons mutamt of this species.

Macrorestrictriction map of the 29C1 chromosomal extremities

Leﬂ chromosomal arm Right chromosomal arm
Asel 40 el g2 Ase[ 105 450

u I** &—IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII_II“II*I W Wild Type strain

ABRS B0 BEL 31610

600 310 MO0 gl 820 Asall03 dsel

Asal 600 Asel Asel . o
W —— SIS LS 1191117, m m 29C1 strain
Xn

sl ety Fraprrd e (5]
Wb
A NEW CHROMOSOMAL STRUCTURE 5on st segsiecs
* mnnﬁm-hq#m-my

Lalications of b vmrsties i vt

..... Al g n 5 oo
Al results smagested that 2901
Chromosomal structure Putative chromosomal
straim might possess a ciremlar of the Wild Type structurs of 29C1
(5000 kb)
elirom osom al INA.

PERPECTIVES

C Is this m ew chromosomal structure stable 7

CWllt is the relation between the new phesotype and the gemomic rearrangem ents observed im 29C1 ?
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cvents occuring during the development of the colony

produce at high frequency a particular class of Whi mutants in
Streptomyces ambofaciens ATCC23877.

Sibel CATAKLI, Axelle ANDRE, Bernard DECARIS and Annie DARY

g Laboratoire de Génétique et Microbiologie, Faculté des Sciences de I’Université Henri Poincaré ¢
/ INRA 1128, IFR 110, Vandoeuvre lés nancy, France

ergoes a complex cycle of morphological differenciation (Fig.1). Long
fed spores are produced on acrial hyphae which grow out the vegetative mycelium.
ave m sporulafion and m production of the spore-specific grey pigment are named Whi
eplomyces codlicolor.
pmyces ambofaciens, genetic instability affects colony pigm entation (Fig.2).
mstability gencrates a high degree of polymorphism consisting of four phenotypes: pigmented
onies named Pigt, pigment-defeciive colonies called Pig,. pigmented colonies with white sector
Pig* ) or white papillac (Pig* )

pic characteristic of the Whi mutants named Pig
he mutants deriving from white papillae harbour a Whi mutant phenotype (Fig.3).
illae can be produced af high frequency on the surface of the colony and might anse from a mutational event
ation of the aerial myeelium. The mutants deriving from papillac are named Pig,,,. Phenotypically, the Pig,,,

ppical analyses were realized im order to specify the phenotype of three Pig . mutants named WT3p25,
16 and WT12p28 deriving from independent mutational event (Fig 4).
mg eleciron micrographs analyses revealed that these mutants pmdnced long straight acrial hyphae without any septation

WT1lpL6 strain

&fComplementation of the Pig,, mutants
In order to identify the genetic deferminism of the Pig ., mutanis, we iried to complement the mutant
phenotype by introducing five whi genes identified in Streptomyces coelicolor: whiA, whiB, whiG, whill and
whiJ. These genes are required for sporulation septation of aerial hyphae. Mutants of each whi gene have a
characteristic acnal hyphae conformation and it appeared that a whiG mutant harboured a phenotype similar
to the Pig-,, mutant phenotype (Fig.5).
The introduction of whid, whiB, whill or whi] by conjugation in the three mutants Pig ., did not restore the
WT phenotype.
The imtroduction of whiG in the three mutants Pig, . restored both sporulation and pigmentation
(Fig6). For the WI12p28 straim, it must be mote that a return to white papillaec formation was
observed.

Figure 5 :

WI Sp25(whiG) straim W Ipl6(whiG) straim ' WT12pZ8(whiG)

& Molecular characteristic of the Pig ., mutants

The whiG gene which encodes a RNA polymerase sigma factor in 8. coelficolor was sequencing in the WT g

strain and in the three mutants of 5. ambofaciens. —
No difference between the four sequences was detected. =
A transcriptional analysis was realized in order to know whether wAiG was transcribed in the Pig, | plot bt
mutant.

RNAs were isolated from surface cultures of the WT strain and WT8p25 stram at different times comresponding to different
stages of development. A RT-PCR procedure displayed a fragpment of 230 pb specific of a region of the whiG gene in the
WT strain and in the WT8p25 mutant at all developmental stages (Fig.7).

Thus, whiG complement the mutant phenotype of the Pig ,, but its sequence and its transcription in these strains are
similar to the W'T sirain.

& What is the genetic determinism of the Pig .., mutants

Thmsc rcsulls mainly raise two questions:
Do the mutational phenomenon affect a regulator or a target gene of whiG?
Do the mutational phenomenon affect the transcriptional level or the translation of whiG?
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Sciences, Université Henri Poincaré, Nancy 1, Vandoeuvre-lés-Nancy, France

L’instabilité génétique observée chez Streptomyces ambofaciens affecte la
pigmentation des colonies. Au cours du développement de la colonie, différents mutants
dépigmentés apparaissent a différents stades du développement. Les papilles dépigmentées
seraient issus d’événements mutationnels survenus lors de la différenciation du myceélium
aérien. Ces papilles donnent naissance aprés repiquage a des mutants nommeés Pig ap. Ces
mutants sont totalement dépigmentés et ne sporulent pas. Par ailleurs, contrairement aux
autres mutants dépigmentes, cette classe de mutant ne présente aucun réarrangement
génomique de grande taille. Dans le but d’identifier les génes cibles de I’instabilité génétique,
trois mutants Pig s ont €té choisis pour des essais de complémentation fonctionnelle avec
cing genes whi connus pour étre impliqués dans la cascade de régulation de la sporulation et
de la pigmentation chez S. coelicolor. Ces génes ont été introduits par conjugaison
interspécifique entre Escherichia coli et chacun de ces trois mutants. Les résultats montrent
que I’introduction du géne whiG, codant un facteur sigma chez S. coelicolor, permet la
restauration de la pigmentation et de la sporulation chez ces trois mutants. La séquence de ce
gene a été établie chez la souche sauvage et chez les trois mutants Pig ps, €t indique que le
gene whiG n’est pas muté chez ces mutants. Au niveau transcriptionnel, la méthode de RT-
PCR utilisant des oligonucléotides spécifiques du géne whiG, a permis de mettre en évidence
un transcrit a différents stades du développement chez la souche sauvage et chez les trois
souches mutantes. Une expérience de PCR quantitative est envisagée dans le but de
déterminer le taux de transcription de ce gene chez les différentes souches.
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A mutational phenomenon affecting the WhiG sigma factor
regulation takes place during the aerial mycelium growth in
Streptomyces ambofaciens ATCC23877

Catakli Sibel, Andrieux Axelle, Decaris Bernard, Dary Annie
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Sciences, Université Henri Poincaré, Nancy 1, Vandoeuvre-lés-Nancy, France

Streptomyces ambofaciens harbours a high degree of genetic instability which affects
the pigmentation of the colonies. Differents classes of mutants are generated at different
stages of the developmental cycle. Most particularly, pigmented colonies harbouring a
variable number of white papillae are observed. Papillae are thought to result from a
mutational event occurring during aerial mycelium formation. We were interested in the
characterization of the mutants deriving from papillae. These mutants, named Pig pap,
constitute a new aspect of genetic instability. They are white, do not sporulate and do not
contain any large genome rearrangement. Observation in MEB of three mutants Pig pap,
deriving from three independent mutational events, revealed that they are blocked at the
beginning of the aerial mycelium formation. In order to complement their phenotype, we
introduced five genes whi (whiA, whiB, whiH, whiG and whiJ) known to be involved in the
regulation cascade of sporulation in S. coelicolor. It appeared that only whiG restored the
pigmentation and the sporulation of the three mutants. Sequence analyses of the whiG gene of
the wild-type strain and the three mutants did not reveal any DNA sequence difference.
Transcriptional analyses of whiG, using quantitative RT-PCR method, were realized in the
wild-type and the three mutants and revealed a transcript of whiG in each strain. Thus, these
results show that the regulation of whiG is modified in the three Pig s, mutants. In order to
know whether whiG is translated in the mutants, western blot analyses are at present

performed.
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Modulation de I’instabilité génétique au cours du développement
de Streptomyces ambofaciens et Streptomyces coelicolor

par les nutriments
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Sciences, Université Henri Poincaré, Nancy 1, Vandoeuvre-lés-Nancy, France

L’instabilité génétique observée chez Streptomyces ambofaciens et Streptomyces
coelicolor affecte la pigmentation des colonies. L’étude de mutants appelés Pig-pap, issus de
papilles dépigmentees apparaissant au cours du développement du mycélium aérien, montre
gu’ils sont dépourvus de réarrangements génomiques. Ces mutants sont bloqués tres tot au
cours du processus de sporulation et cette déficience peut étre complémentée par
I’introduction du gene whiG de S. coelicolor. Ce géne code un facteur sigma indispensable
aux premieres étapes du processus de sporulation. Le nombre d’événements mutationnels
estimé par le nombre de papilles varie suivant le milieu de croissance de S. ambofaciens.

Afin de préciser les éléments responsables de cette influence, différents milieux de
culture ont été élaborés et la distribution du nombre de papilles mutantes par colonie a été
déterminée. Il a ainsi été observé que I’apparition de mutants dépigmentés a la surface des
colonies de S. ambofaciens et S. coelicolor est d’autant plus fréquente que la quantité en
acides aminés dans le milieu est faible. A I’inverse, en présence d’une forte concentration
d’acides aminés dans le milieu, les colonies ne présentent pas, ou tres peu, de mutants.
Lorsque les papilles mutantes sont repiquées, elles donnent naissance a des mutants Pig-pap.
La caractérisation de tels mutants a révelé qu’ils sont également dépourvus de réarrangements
génomiques et présentent un phénotype similaire a ceux décrits antérieurement. Dans la
mesure ou la limitation en acides aminés semble responsable de I’augmentation de la
production de mutants Pig-pap, nous avons testé la possible implication de la réponse
stringente dans I’induction de I’instabilite génétique observee sur des milieux limités en

nutriments.

265



Titre : Action de facteurs génétiques et environnementaux sur la dynamique mutationnelle au

cours de la différenciation chez Streptomyces ambofaciens ATCC23877.

Résumé : Des mutants issus de I’instabilité génétique chez Streptomyces ambofaciens appelés
Pig-pap ont été caractérisés. L’analyse du chromosome de la souche 29C1 a révélé un
nouveau type de réarrangement associé a la production d’un pigment vert. Les mutants Pig-
pap dépigmentés et non sporulants sont issus de papilles sur les colonies. L’introduction du
géne whiG codant un facteur sigma permet le retour a la sporulation et a la pigmentation. Ce
gene n’est pas muté et est transcrit chez ces mutants. Le gene whiH dont la transcription
dépend de WhiG n’est pas transcrit. WhiG ne serait pas fonctionnel et une modification post-
transcriptionnelle de whiG aboutirait au phénotype Pig-pap. L’analyse de mutants issus d’un
transconjugant a montré que le transgéne whiG constitue une cible mutationnelle. De plus, la
production de ces mutants est augmentée lors d’une carence en acides aminés et un mutant

relA ne produit pas de papille, impliquant la réponse stringente dans ce phénomeéne.

Title : Effect of genetic and environmental factors on the mutational dynamic during the

differentiation of Streptomyces ambofaciens ATCC23877.

Abstract : In Streptomyces ambofaciens, mutants generated by genetic instability and named
Pig-pap were characterised. Analyses of the chromosome of the 29C1 strain revealed a new
type of rearrangement associated to the production of a green pigment. The Pig-pap mutants,
pigment and spore deficient, derived from papillae on the colonies. The introduction of the
whiG gene coding a sigma factor restored sporulation and pigmentation. In these mutants, this
gene is not mutated and is transcribed. whiH gene whose transcription depends on WhiG is
not transcribed. WhiG would be not fonctional and a post-transcriptional modification could
be responsible of the Pig-pap phenotype. Study of mutants derived from a transconjugant
showed that the whiG transgene constitute a target of mutations. More, the production of
mutants is increased during a amino acids limitation and a relA mutant does not produce

papilla, implicating the stringent response in this phenomenon.
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RESUME

Les mutations et les mécanismes permettant aux microorganismes de modifier leur
métabolisme contribuent a leur adaptation a de brusques variations environnementales mais aussi a
plus long terme a I’évolution des espéces. Le taux de mutation peut ainsi varier au cours de la vie
d’un individ te variation est assurée via I’établissement d’états mutateurs globaux ou locaux,

-'Tr sitoir héréditaires.
S résultats obtenus au cours de cette étude s’inscrivent dans le cadre de I’étude des
mécanismes, et des g%l’ﬁéquences évolutives de la dynamique mutationnelle chez Streptomyces,
bactérie d’intérét industriel. Cette dynamique est corrélée a la formation de grands réarrangements
génomiques aux ‘extrémités du chromosome et se caractérise par I’apparition a haute fréquence
(>1%) de mutants dans la descendance d’une colonie sauvage. Dans ce travail, deux aspects de la
dynamique mutationnelle ont été étudiés. Le premle]i_g_n&!'l'lél'la ‘mise en évidence d’une structure
génomique n et | uxiéme correspond @ une situation encore plus ong;paeu% Ena;se de
, correspondant a la’sporulation et a la pigmentation de la colonie, est
hautement mutable. -ﬁ‘ans le but d’identifier les mécanismes moléculaires responsables de cette
dynamique mutationnelle, des mutants spontanés, dépigmentés et non sporulants, appelés Pig-pap,
ont été caractérisés.

L’analyse de la structure du chromosome de la souche 29C1, issue de I’instabilité génétique, a
permis de mettre en évidence un nouveau type de réarrangement chez Streptomyces. Son
chromosome présente une amplification associée a la délétion des séquences situées de part et d’autre
de la séqu‘qmte amplifiée, aboutissant ainsi a la circularisation du chromosome. Par ailleurs, cette
structure serait associée a la surproduction d’un nouveau métabolite pigmenté vert.

Les mutants Pig-pap qui dérivent d’événements d’instabilité détectés sur une colonie grise de
Streptomyces sous la forme de papilles blanches seraient produits lors de la formation du mycélium
aérien. Trois mutants Pig-pap de Streptomyces ambofaciens et trois de Streptomyces coelicolor ont été
étudiés. Ces mutants sont bloqués dans les étapes précoces du processus de sporulation et
I’introduction du gene whiG de S. coelicolor qui code un facteur ¢ indispensable a ces étapes a permis
le retour a la sporulation et a la pigmentation. De plus, pour le mutant pap3 de bofaciens et les
trois mutants de S. coelicolor, un retour a la production de papilles sur oloni t observé.
Aucune mutation n’a été observée dans la séquence du géne whiG chez les mutants analyses et le taux
de transcrits whiG n’est pas significativement différent de celui de la souch'E'sau age. De plus, le (jéne
whiH dont la transcription dépend du facteur ¢"'"® n’étant pas transcrit ch mutants de
ambofaciens, ces résultats suggérent que le facteur ¢"'"® n’y est Ppas fonctionnel. Ainsi, soit une
modification de whiG au niveau post-transcriptionnel soit un regul.a'teur muté du factelj'-'qi;"h'G tel un
facteur anti-c ou anti-anti-o, de nature encore inconnue, pourrait aboutir au phénotype Pig-pap. Par
ailleurs, I’analyse de dix mutants issus de papilles du transconjugant pap3(whiG) a montré que le
ransgéne whiG constitue une cible mutationnelle affectee haute fréquence pendant la
ifférenciation du mycélium aérien. I

.- ' .
La mutabilité qui correspond a la produgtion de mutants Pig-pap au sein d’une colonie de
Streptomyces est augmentée lors d’une carence ides amings. effet, lorsque S. ambofaciens et

S. coelicolor sont culti sur un milieu careng acides aminés, le nombre de mutants Pig-pap
générés par u gment! de facon drastique s que lorsque le milieu est tres riche en
acides aminés, |minue5rés ortement. Un mutan 5. coelicolor, mute
plus de pGpi) ne produit pas ou tres peu de tels mutants eponse stringente est donc impliquée

n ction de mutants |. pap au sein de la coloni I.I'
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