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Les réarrangements génomiques participent à la création de la diversité génétique et constituent

ainsi un moteur de l'évolution. Ils incluent la formation de délétions, d'inversions, de duplications

ou amplifications, et autres translocations chromosomiques. Le transfert horizontal d'information

génétique représente une source dont l'importance est encore largement sous estimée dans

l'acquisition de nouvelles fonctions. La capacité de recombinaison de l'information endogène ou

exogène pourrait être favorisée par la linéarité de l'ADN chromosomique, caractéristique

eucaryote également partagée par certaines bactéries, comme celles appartenant au genre

Streptomyces.

Les réarrangements d'ADN modifient l'expression du génome et font apparaître de nouvelles

combinaisons de séquences aux points de cassure chromosomique. La formation de chimères

résulte dans la formation de nouveaux allèles ou de nouveaux contextes d'expression. La

modification du dosage génique résulte notamment de la formation de duplications géniques ou

chromosomiques.

Chez StreptoJJ!Yces ambofaciens, espèce étudiée au laboratoire, une forte instabilité génétique a été

corrélée à l'apparition de réarrangements de grande ampleur (délétions, amplifications) confinés

aux extrémités du chromosome. La formation de grandes duplications terminales pouvant

impliquer plusieurs centaines de gènes a notamment été caractérisée chez des mutants spontanés

de S. ambofaciens (Fischer et al., 1998b). Ces réarrangements résultent d'événements de

recombinaison homologue intervenus entre deux copies d'un gène localisées sur chacun des bras

chromosomiques. Ces deux gènes (appelés has) coderaient un facteur (J alternatif homologue du

facteur (JB de réponse générale au stress chez Bacillus subtilis.

Ces résultats suggéraient plusieurs questions qui ont motivé les recherches effectuées lors de cette

thèse. En effet, si les gènes has participent à la dynamique du génome en offrant un substrat à la

recombinaison terminale, la duplication pourrait également résulter d'un événement de

réarrangement terminal fixé au cours de l'évolution. Ce réarrangement est-il un événement récent

en terme évolutif? Par ailleurs, les gènes has constituent un moyen d'aborder la question de

l'impact fonctionnel des duplications chromosomiques. Ainsi, les conditions d'expression des

gènes has seront recherchées. Peut-on attribuer une fonction distincte aux deux copies has?

Présentent-ils une expression différentielle en fonction du stade de croissance ou en réponse à

certains stress? Des mutants de ces gènes présentent-ils des phénotypes distincts?

1
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L'introduction de ce manuscrit permettra d'exposer la problématique du travail en présentant,

dans un premier temps, les réarrangements et leurs implications évolutives, notamment dans le

cas de la duplication génique. Dans un second temps, un état des connaissances sur les systèmes

de régulation de l'initiation de la transcription chez les bactéries modèles Escherichia coli et

Bacillus subtilis mais également chez les Streptomyces, permettra d'aborder le contexte de cette étude

de gènes dupliqués codant des facteurs cr.

Le chapitre « Matériel et Méthodes» comprend notamment l'exposé de l'approche de PCR

quantitative qui a été abondamment utilisée dans les approches fonctionnelles.

Ensuite les résultats concernant la caractérisation d'une structure chromosomique conférant un

état de mutateur chromosomique, générateur d'une grande diversité de duplications

chromosomiques, seront résumés dans une première partie. L'ensemble des données est

accessible dans les annexes (voir section « Publications »). Puis, l'analyse fonctionnelle des gènes

has est détaillée dans une seconde partie avec notamment la construction de mutants et une

analyse transcriptionnelle fine des gènes has par RT-PCR quantitative (article en préparation pour

Journal ofBacteriology).

Enfin, la complexité des systèmes de régulation de l'expression chez les Streptomyces, notamment

en réponse aux variations des conditions environnementales sera discutée. Puis, le chromosome

de S. ambofaciens est proposé comme modèle d'étude des mécanismes d'évolution par duplications

chromosomiques et d'intégration d'information exogène aux extrémités du chromosome linéaire.
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De nombreuses études ont démontré que les réarrangements génomiques ont un impact

prépondérant au cours de l'évolution des eucaryotes comme des procaryotes.

Les mécanismes moléculaires de la plasticité des génomes sont variés: les recombinaisons

« homologue» et « homéologue» sont impliquées, de même qu'un ensemble de mécanismes

regroupés sous le terme "illégitime", incluant, entre autres, la recombinaison site-spécifique et les

erreurs de réplication.

Les réarrangements « programmés» et les réarrangements stochastiques « mutationnels» sont

souvent distingués. Les premiers affectent des fonctions et des lignées cellulaires spécifiques et

interviennent dans une forte proportion de la population concernée. Le plus souvent, ils ne sont

pas transmis à la descendance. Ils sont en cela compris comme des mécanismes de contrôle de

l'expression génique au même titre que les contrôles transcriptionnels et traductionnels. Les

phénomènes de réarrangements stochastiques affectent une certaine proportion de la population

à chaque génération, et créent une diversité génétique, substrat des mécanismes de l'évolution.

Malgré ces distinctions, au regard de l'évolution, ces réarrangements génomiques ont été

sélectionnés, les uns pour l'avantage conféré par la capacité de différenciation, et les autres pour

la création d'un polymorphisme génétique.

A-I.!~ R.:E:A.RRANGEMENT ET FORMATIOND~UNGENE

Chez de nombreux micro-organismes et lignées cellulaires eucaryotes, la différenciation cellulaire

s'accompagne de remaniements génétiques établissant des fonctions spécifiques. Les fonctions

concernées de même que les mécanismes moléculaires impliqués sont variés et seuls quelques

exemples seront ici présentés.

A-ILL1· CRJEA'1'IION D~UN-E: FONC'l'ION AU COURS DE LA
DIiFFERRNClA'1'IION CELLULAIRE

Les réarrangements d'ADN accompagnant la sporulation (phénomène induit à l'entrée de la

phase stationnaire) chez la bactérie modèle des Gram+ à haut pourcentage en bases G et C,

Baciiius subtiiis, et la différenciation de cellules fixatrices d'azote chez la cyanobactérie Anabama

species, sont très similaires (Haselkorn, 1992). Ces deux exemples peuvent constituer les archétypes

des réarrangements programmés chez les bactéries.

Chez B. subtiiis, un événement de recombinaison site-spécifique permet la formation du gène sigK,

chimère des gènes spoIVCB et spoIIIC, codant le facteur aK sous forme d'un propeptide (Figure I

1 ; (Haselkorn, 1992)). Ce réarrangement consiste en l'excision d'un segment d'ADN de 32 kb

6
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1\-1.1 03 Réarrangement et formation d'un gène

(appelé élément skin, (popham and Stragier, 1992)) catalysée par la recombinase site-spécifique

codée par l'élément skin (Kunkel et al., 1990). La formation de ce réarrangement est nécessaire à

l'établissement des étapes ultérieures de la sporulation (maturation de l'endospore). La

sporulation intervient en réponse à une carence nutritionnelle de manière synchrone dans plus de

80% de la population cellulaire. Le génome de la spore n'est pas affecté, et le réarrangement n'est

donc pas transmis à la descendance.

TGCCCCCCCCTTTTTGTAA

TACGGGGGGGGAAAAAcATT

Excision Site-SPéeifiqui-

i

Figure 1-1: Illustration de la création d'une fonction par un réarrangement: recombinaison
site-spécifique permettant la formation du gène sigK, chimère entre les gènes spoIVCB et
spoIIIC, codant le facteur (jK.

Selon (Haselkorn, 1992).

Chez la cyanobactérie AlZabaelZa sp., deux réarrangements d'ADN accompagnent la différenciation

de cellules végétatives en cellules fixant l'azote, appelées hétérocystes (Haselkorn, 1992). Les

bactéries AlZabaelZa croissent en fùaments pluricellulaires, et environ une cellule sur dix subit la

différenciation. Les réarrangements consistent en l'excision d'éléments d'ADN inclus dans les

gènes IZijD etfdxN (éléments de 11 kb et 55 kb respectivement, Figure 1-2). Un événement de

recombinaison site-spécifique, catalysé par les recombinases XisA et XisF codées par les éléments

excisables, intervient entre de courtes répétitions flanquant l'élément (Lammers et al., 1986). Le

gène nijD, appartenant à l'opéron nifHDK, code l'un des 3 polypeptides composant le complexe

nitrogénase, responsable de la réduction de l'azote atmosphérique en ammonium. L'excision

permet l'expression de nijD et donc la formation du complexe et la différenciation en hétérocyste

Of 1NTRODUCfJ01\, - l in paJ1/e &J

C/Japitre /1-1: 11l1ptirf deJ n;{1!ïclI<gemei!!J .fllr i'expn'JJiOIl ,gflliqlle
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A-LI C"5 Réarrangement et formation d'un gène

fixateur d'azote. Le gène fdxN code, quant à lui, une protéine "ferredoxine-like" exprimée

uniquement dans les hétérocystes. Son rôle n'est cependant pas élucidé.

Cellule végétative

~:;ij
nifU- nifS •-~u-------

Hétérocyste

~
~nilU-nifS - - "flB

00( ....OO(E------

"HE -

+

8
Figure 1-2: Illustration de la création d'une fonction par un réarrangement: eXCISiOn
d'éléments d'ADN inclus dans les gènes niJD et fdxN chez la cyanobactérie Anabaena sp.
Selon (Haselkorn, 1992).

A...l.l,~ PHENOMENES DE REARRANGEMEN'TS
G:nNOMIQU:nS CREA'TEURS DE DlVBRSrTB

A-J(.1.2.1 - §TRUC1CURE MOSAi(QUE DES GENES DES

IMMUNOGLOBUUNES ET D][VERS][TE QES ANT][COR]P'§

Chez les mammifères, les lymphocytes B sont les cellules spécialisées dans la production

d'anticorps spécifiques intervenant dans la réponse immunitaire. Les anticorps ou

immunoglobulines sont constitués de deux chaînes polypeptidiques lourdes (ou H) et de deux

chaînes légères (ou L) ; chaque chaîne est composée d'une région constante et d'une région

variable.

œlNTRODUCTIO,\'- 1'''paJ1/e &J
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,\-1.1 (05 Rl~a1Tangcmclltet f"Hl1latio!l d'un gène

La variabilité des anticorps résulte de 3 phénomènes majeurs affectant les gènes structuraux : la

recombinaison VDJ, l'hypermutabilité somatique et la diversité jonctionnelle. En effet, les gènes

codant chacune des régions variables résultent de la juxtaposition de différents segments

d'ADN: segments V ("variable"), D ("diversity") et J ("joining ") pour les chaînes H, segments V

et J seulement pour les chaînes L.

L'extrême variabilité des anticorps découle de l'existence de nombreux segments V, D et J

regroupés sur un même chromosome. Par exemple chez la souris, pour la région variable de la

chaîne lourde, il existe entre 200 et 2000 segments V, 12 segments D et 4 segments J (Blackwell

and Alt, 1989). Une recombinase site-spécifique réarrange les segments d'ADN par un

mécanisme appelé" recombinaison VDJ" (Hozumi and Tonegawa, 1976; Tonegawa, 1976). A ce

processus de fusion des segments variables se surajoute le phénomène de diversité jonctionnelle.

Aux jonctions des segments des chaînes lourdes (D-J et V-D-J) est catalysée l'addition de

nucléotides par une terminal-déoxynucléotidyl-transférase (TdT). Enfin, un mécanisme, appelé

hypermutabilité somatique, implique l'introduction de mutations à hautes fréquences à l'intérieur

des domaines variables des chaînes lourdes et légères d'un anticorps exprimé.

A-LL202 - VARJIATJION DES PROTEJINES DE SlURFACE CHEZCERTAJINES

BAÇTERJIES ]P'ATHOGENES

Chez la bactérie pathogène Neisseria gonorrhoeae, agent de la gonococcie, une importante variabilité

est observée au niveau des gènes codant les pili, nécessaires à l'adhérence aux cellules épithéliales

hôtes. De nombreux gènes codant les pili sont présents sur le chromosome de Neissen'a (Hass et

aL, 1992). La plupart des gènes, au nombre de 17, sont silencieux (pilS) et sont dépourvus de

région 5' codante. Des segments d'ADN des loci pilS, appelés mini-cassettes, remplacent des

régions spécifiques des gènes pilE} loci exprimés, par un mécanisme de recombinaison

homologue. Ces mini-cassettes sont bornées par des séquences conservées, substrats des

événements de recombinaison. Un autre mécanisme impliquant la recombinaison homologue

entraîne la formation de délétions de segments de gènes pilE et leur remplacement par des

séquences issues des gènes pilS (Hill, 1992). Plus d'un million de combinaisons de séquences de

gènes codant les pili peut être généré. Ainsi, la variabilité des profils d'expression de pili permet

d'échapper à la réponse immunitaire de l'hôte.

Chez BOrl"elia hermsii, agent des fièvres récurrentes, la spécificité sérotypique est déterminée par

des lipoprotéines membranaires variables (Restrepo et aL, 1992). De plus, au polymorphisme des

gènes vmp s'ajoute la capacité de recombinaison de ces gènes entre eux. Ainsi, des gènes

chimériques sont formés par la fusion de deux gènes vmp tronqués grâce à un événement de

recombinaison homologue (Kitten et aL, 1993). La création de chimères est également observée

chez Borrelia burgdojeri, responsable de la maladie de Lyme (Rosa et al., 1992).

Par ailleurs, les gènes codant les antigènes de surface de nombreux pathogènes eucaryotiques

comme procaryotiques renferment fréquemment des motifs répétés en tandem. Les domaines

répétés de la protéine codée seraient des domaines de fixation à la surface des cellules hôtes

(Wren, 1991). Des variations de la taille de ces gènes, résultant de la duplication ou de la délétion

/-! :

Cry:; 1\'nw/)(( 110\-- !'
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d'une ou plusieurs copies de ces unités repetees, sont observées à haute fréquence. C'est

notamment le cas des lipoprotéines variables (Vlps) présentes à la surface des cellules de

lv[ycoplasma hyorhinis (agent d'infections chroniques), où des variations de taille se produisent à des

fréquences de 10-2 à 10-4 par modification du nombre de répétitions internes (répétitions de 36 ou

39 paires de bases, (Citti and Wise, 1995). De même, chez Pseudomonas aeruginosa (agent

d'infections opportunistes) des variations de taille du gène algP, impliqué dans la régulation des

exopolysaccharides mucoïdes de la surface bactérienne, créent un polymorphisme important

(Deretic and Konyecsni, 1990). Cette variation résulterait du glissement de la fourche de

réplication (§.lipped-~trand mispairing, SSM) sur les séquences répétées présentes à l'intérieur du

gène algP. Ce mécanisme serait donc RecA-indépendant.

("::; I\,'j'l':.()/)[ -(-'jj'().\' - l'··
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A...I2~MODULATION DE L~PRESSIOND~NGENE PAR EFFET DE
POSITION

La localisation, l'organisation et l'orientation transcriptionnelle d'un gène sur le chromosome ont

été sélectionnées au cours de l'évolution. La modification du contexte d'un gène va provoquer le

changement du profil d'expression de ce dernier: c'est l'effet de position.

L'effet de position chez les eucaryotes a été initialement décrit par (Muller, 1930)chez Drosophila

melanogaster. Il démontre alors l'effet inhibiteur de la proximité d'une région hétérochromatique

sur l'expression du gène white en étudiant les réarrangements des chromosomes suite à un

traitement aux rayons X.

A-I.~.l IN''tERCONV.ERSION DU SIGNE CONJUGAL
CHEZ LA LEVURE SACCHAlROMYCES CJEREVISIAE

Plusieurs loci distincts sont requis pour l'interconversion du signe conjuguaI (mating type) chez la

levure S. cerevisiae (Klar, 1987) : le locus MAT (d'allèle a ou a), exprimé, et conférant à la levure

son type sexuel, et les loci silencieux HMLa et HMRa (Figure I-3.). Ces gènes (a ou a) codent

des régulateurs transcriptionnels de fonctions requises pour la conjugaison, notamment une

phéromone. Enfin, le locus HO code une endonucléase introduisant des césures au locus MAT.

Ces coupures initient l'événement de conversion génique de l'un des loci HM silencieux vers le

locus MAT où il sera exprimé. Ce phénomène fait apparaître au sein d'une population

homothallique, caractérisée par un type conjugant instable, des cellules de signes conjugaux

opposés favorisant ainsi la sexualité et donc le brassage du patrimoine génétique.

L'inhibition de l'expression des gènes aux loci HML et HMR résulte de la fixation des protéines

SIR, !égulateurs d'information .§.ilencieuse sur des motifs ("silencers") en cis. Ces protéines

maintiennent une structure analogue à l'hétérochromatine aux loci HM par contraste avec la

structure des loci exprimés (Ansari and Gartenberg, 1999).

(?j" I.\TI!.(Jj)[C 110.\ - /'
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Répression par SIR 'fi Répression par SIR

l -' t lbxpreSSlOn T
lIlI!l!I tmmIt lZla'1m

C?",&"~ ~'""im'
gelllque gelllque

'.
l'Im1!I

t
Expression~

t

•
Figure 1-3 : Illustration de réarrangements entraînant un changement des profils
d'expression. Interconversion du signe conjugal chez la levure.
Cette carte représente les 3 loci du chromosome III, impliqués dans l'interconversion du signe
conjugal. SIR signifie Régulateurs d'Informations Silencieuses.
Les loci exprimés sont représentés en vert, les loci silencieux en bleu,~ : ARN, .. : protéines

A ...L~,~ MOUVEMENT DE LA :FOURCHE DE
REPLICATION ET EXPRESSION GENIQUE CH:EZ -11, CQ.LJl

Lorsque le déplacement du complexe de transcription converge avec celui de la fourche de

réplication, la collision entraîne le décrochage de l'ARN polymérase, ainsi qu'une diminution de la

célérité de la réplication (Brewer, 1988). Ainsi, 92% des gènes codant les composants de la

machinerie traductionnel1e (ARNr et protéines ribosomiques) sont transcrits dans le sens de

déplacement de la fourche de réplication. La situation est similaire pour 88% des gènes impliqués

dans la réplication et la transcription. Ces gènes ont des niveaux d'expression parmi les plus

élevés (Brewer, 1988).

Ainsi, les réarrangements génomiques ayant pour conséquence une modification de l'orientation

de gènes fortement transcrits vont d'une part augmenter le temps de réplication du chromosome

(French, 1992) et d'autre part moduler le niveau d'expression des gènes fortement transcrits. Ces

nouveaux génotypes pourront alors être sélectionnés.

Clwj'iln· /1-J : IIJ1j'rlil dl'J ïU7,II{li!~I'I.III!!IJ J/li' l'I':\/li'I'JJïlJll,géliiqlif



1\-1.3 C?3 Ré,nrangement ct cr(~:1tj()n d'un nouveau cadre d'expression

A...I~3 ~ REA:RRANGEMENT ET CREATIOND~N NOUVEAU CADRE
D~PRESSION

A-1.3.1 lMOnIFICA'tIONS
TRANSCRIP'TIONNl1LS

SIGNAUX:

La modification du cadre de transcription des gènes par les réarrangements génomiques est

fréquente. Les éléments transposables, tant bactériens qu'eucaryotes, sont à l'origine, non

seulement de réarrangements des chromosomes, mais également de la modulation de l'expression

génique. L'élément mobile, grâce à ses propres signaux de transcription, va pouvoir contrôler

l'expression des gènes à proximité de son site d'insertion. L'effet d'une insertion est souvent

polaire (Shapiro, 1969). Ainsi, l'expression en aval de l'insertion peut être éteinte, ou au contraire

activée comme c'est le cas pour Tn10 chez Salmonella !yphùnunum. Le premier effet résulte de la

présence d'un terminateur fort de la transcription dans l'élément; le deuxième effet est dû à la

présence d'un promoteur dirigé vers l'extérieur de l'élément (Ciampi et aL, 1982; Bianco et aL,

1998).

De même chez les bactéries pathogènes, des points chauds mutationnels sont fréquemment

observés en amont de gènes impliqués dans les relations avec l'hôte (adhérence, invasion). Ainsi,

la variation du nombre de répétitions dans la région promotrice des gènes codant les antigènes de

surface est à l'origine de la modulation de l'expression. Chez Bordetella pertussis, agent de la

coqueluche, la variation de la taille d'une séquence composée de cytosines située en S' de la phase

codante entraîne une régulation différente de la transcription des gènes fim codant les antigènes

de surface. Cette modulation est attribuée à la modification de la distance séparant le site de

fixation d'un activateur de la transcription etla séquence -10 du promoteur (Willems et aL, 1990).

Par ailleurs, des mécanismes d'inversion site-spécifiques de séquences d'ADN sont à l'origine de

changements du cadre de transcription. Chez le bactériophage Mu, comme c'est le cas chez

plusieurs autres bactériophages, des gènes sont alternativement exprimés par inversion et fusion à

une séquence promotrice. Ce mécanisme entraîne la formation d'une diversité des protéines de

queue de phage faisant varier le spectre d'hôtes (Dybvig, 1993).

Chez les bactéries, les éléments inversibles sont le plus souvent impliqués dans la régulation de

l'expression de pili ou de flagelles. Les éléments identifiés sur des plasmides sont notamment

impliqués dans la variation des pili ou d'autres facteurs jouant un rôle dans la dissémination des

plasmides par conjugaison. Ainsi chez Salmonella !yphùnurùim, l'expression des deux gènes H1 et

H2 codant les flagellines, constituants protéiques majeurs des flagelles, dépend de l'orientation

d'un segment d'ADN de 995 pb (Figure 1-4.). Ce segment contient le promoteur d'un opéron

constitué des gènes H2 et rh1, ce dernier codant le répresseur de H1. Lorsque le promoteur est

fonctionnel, H2 et rh1 sont exprimés, et conséquemment, H1 est réprimé. Le mécanisme

d'inversion est contrôlé par l'invertase Hin codée par l'élément de 995 pb et intervient à une

fréquence de 10-3 (Scott and Simon, 1982; Heichman and Johnson, 1990). Chez E. coli,

........
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A-I.3 03 Réarrangement et création d'un nouveau cadre d'expression

l'expression du gène jimA, codant la sous-unité majeure des protéines filamenteuses

extracellulaires de type 1, est contrôlée par un mécanisme analogue (McClain et al., 1991;

Kulasekara and Blomfield, 1999). Ces protéines filamenteuses sont impliquées dans l'attachement

des bactéries aux tissus hôtes.
. ..

Opéron

~expnmé ~

Répression par Rh 1

Expression

Figure 1-4 : Illustration de réarrangements entraînant un changement des profils
d'expression. Variation de phase chez Salmonella.
Les loci exprimés sont représentés en vert, les loci silencieux en bleu. ~ indique l'orientation du
promoteur,~ : ARN. ~ : protéines. ( 1) :élément inversible.

A-I.J,~ ,.. MODIPICA'TIONS DB LA TRADUC'TION

Chez Haemophilus influenzae, agent de surinfection de la grippe et autres maladies respiratoires

virales, les gènes impliqués dans la biosynthèse des lipopolysaccharides de surface contiennent un

nombre variable (entre 16 et 19) de copies d'un motif tétramérique (s'CAAT 3
) dans la région 5'

traduite. La modification du nombre de copies par délétions ou duplications entraîne l'utilisation

alternative de deux codons d'initiation de la traduction. Ainsi, les protéines codées diffèrent par

leur région N-terminale (Szabo et al., 1992; High et al., 1993).

De plus, des variations de phénotype résultent de l'inversion d'un segment de gène à l'intérieur de

séquences codantes. Ainsi, quatre segments d'ADN inversibles trouvés sur le plasmide conjugatif

R64 d'E. coli sont responsables de la variabilité du pilus sexuel fin, impliqué dans la conjugaison

en milieu liquide uniquement (Kim and Komano, 1997). En effet, les réarrangements résultant de

l'inversion d'un ou plusieurs des quatre éléments, grâce à une recombinase site-spécifique (codée

par le gène ra), provoquent des variations de séquences dans la région 3' codante du gène pilV et

donc des variations dans la partie C-terminale de la protéine PilV. Cette protéine est un

composant mineur du pilus fin dont la synthèse est codée par le plasmide R64. La variabilité de la

région C-terminale de cette protéine détermine la spécificité d'hôte.

14
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A-I.4 û1 MODULATION DE L~EXPRESSlONPAR MODIFICATION DU
DOSAGE GENIQUE

La modification du dosage génique résulte de l'augmentation ou de la diminution du nombre de

copies d'un gène par différents mécanismes : il peut s'agir de la réitération d'une séquence

d'ADN portant le gène considéré ou encore de la modification de la position relative d'un gène

par rapport à une origine de réplication. Un exemple classique de dosage de gène par

surréplication est celui de l'amplification programmée des gènes du chorion de drosophile

(Spradling and Mahowald, 1980). La surreprésentation des gènes codant les protéines du chorion,

c'est-à-dire l'enveloppe de l'œuf, est assurée par réinitiations multiples de la réplication

bidirectionnelle à partir d'une origine de réplication localisée à proximité de ces gènes.

Cependant, aucun réarrangement du chromosome n'est associé à ce phénomène, le surdosage

n'étant que transitoire.

De nombreux réarrangements chromosomiques, des bactéries aux eucaryotes supérieurs,

entraînent une modification du dosage génique.

Le cas particulier des réarrangements de type duplication geruque, pouvant entraîner des

modulations de l'expression génique notamment par l'apparition de régions régulatrices distinctes

pour les deux copies de gènes, sera détaillé dans le chapitre II.

A-IA .. 1 - AMPLIFICA'l'ION DE G-ENnS DE RESiSTANCE
AUX :DROGUES DANS LES CELLULES BUCARYOTRS

L'amplification d'oncogènes est fréquemment rencontrée dans le développement des phases

tardives de la cancérisation de nombreux organes chez l'homme (Debatisse and Tolédo, 1995).

Des études quantitatives tendent à montrer que l'amplification est plus fréquente dans les lignées

tumorales que dans les lignées saines. L'amplicon (qui correspond à l'unité amplifiable), dont la

taille peut varier de 500 à 10 000 kb, porte des gènes codant des enzymes impliquées dans le

métabolisme ou l'inactivation des drogues utilisées en chimiothérapie.

Les réitérations sont trouvées sous deux formes: des expansions chromosomiques initialement

caractérisées par un spectre de bandes chromosomiques particulier, appelé HSR pour

"Homogeneously Staining Region", et des mini-chromosomes acentriques circulaires, appelé DM

pour chromosome "Double Minute". L'amplification peut être au locus chromosomique du gène

amplifié ou être relocalisée probablement par l'intermédiaire des chromosomes DM.

La mutation du proto-oncogène p53 a été associée à la propension à l'amplification. La déficience

de p53, donc de la signalisation de l'endommagement par l'amplification de la structure du

JI,
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chromosome, permettrait aux cellules portant une amplification de survivre plutôt que d'être

dirigées vers l'apoptose (Yin et al., 1992).

A-L4 .. ~ DOSAGE GENIQUE E'r CON.FiGURA'rION
CHROMOSOMIQUE tHEZ LES BAC'TERiES

Les exemples les mieux caractérisés concernent les bactéries pathogènes. En effet, bien que les

phénomènes de réarrangements du génome puissent être observés chez toutes les bactéries, la

pression de sélection exercée par l'hôte sur le polymorphisme naturel généré dans une population

de bactéries permet de mettre clairement en évidence l'impact des réarrangements sur

l'expression génique et donc la capacité d'invasion de l'hôte.

Chez Salmonella !yphi, responsable de la fièvre typhoïde, un important polymorphisme de la

structure génomique est observé. Il résulte d'événements de recombinaison homologue entre les

sept opérons ribosomiques. Ces événements de recombinaison entraînent l'apparition de

translocations et d'inversions de plusieurs centaines de kilobases (Liu and Sanderson, 1996; Ng et

al., 1999). Les réarrangements de type délétion et duplication, qui modifient fortement les

distances entre origine et terminus de réplication, ne sont pas observés. Par contre, certaines

inversions et translocations affectent la distance de certains gènes par rapport à l'origine de

réplication. La proximité de l'origine de réplication entraîne une surreprésentation des gènes au

cours de la phase exponentielle de croissance par réinitiations multiples à l'origine principale du

chromosome orie Ainsi, le polymorphisme génomique mis en évidence chez les différents isolats

de S. !yphz; isolés au cours de l'étude de cas pathologiques, est interprété comme la sélection de

variants génomiques dont le profil d'expression génique favorise l'invasion et la persistance chez

l'hôte (Liu and Sanderson, 1996; NG et al., 1999).

De la même façon, une diversité de la taille et du nombre de réplicons est observée chez les

bactéries du genre Brucella. En effet, différentes configurations du génome sont trouvées chez des

biovars de la même espèce B. suis, isolés d'hôtes animaux appartenant à des espèces distinctes. Le

génome se présente sous la forme d'un chromosome circulaire unique de 3200 kb chez un isolat

et sous la forme de plusieurs molécules circulaires chez les autres biovars. Cette redistribution de

l'information génétique sur différents réplicons résulte d'événements de recombinaison

homologue entre les trois loci rrn présents dans le génome. Les différentes configurations de

l'information rendraient compte de la spécificité d'hôte (Jumas-Bilak et al., 1998).

0:'; !\IfZ!)( li ( nO\ - ! .
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A-Il,!~MECANISMES DE LA DUPUCATION DE GENES

Trois processus principaux peuvent être à l'origine de la duplication de gènes: la recombinaison

homologue inégale, la polyploïdisation et la rétroposition.

A~ILLI - .LA R.ECOMJHNAlSON HOJMOLOGUE INEGALE

Un échange non réciproque de matériel génétique entre chromosomes homologues peut amener

à une duplication en tandem d'une région chromosomique. Chez les eucaryotes, ce phénomène

peut se dérouler en méiose (Figure 1-5.). La présence de séquences répétées de natures variées

(éléments génétiques mobiles, gènes dupliqués ou ADN satellite) peut fournir le substrat de ces

événements de recombinaison ectopique. Chez les procaryotes, le phénomène pourrait être

observé entre deux chromatides sœurs issues de la réplication chromosomique ou dans des

"compartiments cellulaires" comportant plusieurs copies du génome comme dans le cas des

hyphes mycéliennes pluri-génomiques des Streptomyces.

III
......../
/ •.•••.

ni

Ifl .

Figure 1-5 : Mécanisme de duplication génique. Duplication de gènes par crossing-over non
réciproque.
Recombinaison homologue entre séquences répétées (rectangle blanc pointillé) présentes le long d'un
chromosome (rectangle gris). Après résolution, un des deux bras présente la duplication d'un gène
(rectangle hachuré). Réciproquement, l'autre chromosome présente une délétion du gène considéré.

A-1Li-.:l-LAP '0 LYPL0 ÎD 1SA'l'1ON

Suite à la comparaison de génomes d'espèces appartenant à un même phylum, il est apparu que la

duplication d'un génome entier par polyploïdisation (Figure 1-6.) était un événement fréquent

dans certaines lignées d'eucaryotes supérieurs comme les amphibiens, poissons (famille des

Catostomidés) (Uyeno and Smith, 1972) ou végétaux (plus de 80% des angiospermes)

Uf f\.fF.om '('jj()\ - !
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(JY.tasterson, 1994), soit par autopolyploïdie (duplication du jeu de chromosomes de l'espèce) soit

par allopolyploïdie Geux chromosomiques multiples provenant d'espèces différentes). Les

génomes modèles de Saccharomyces cerevisiae (Wolfe and Shields, 1997) et d'Arabidopsis thaliana

(pour revue, Bancroft, 2001) dérivent vraisemblablement de la duplication du génome de l'espèce

ancestrale. Cependant, seule une fraction limitée de gènes (entre 12,3% et 16% chez S. cerevisiae

respectivement selon Seoighe et Wolfe (Seoighe and Wolfe, 1999; Wood et al., 2002) aurait été

retenue sous forme de duplicats dans les génomes contemporains suite aux nombreux

réarrangements chromosomiques et notamment délétions ayant affecté le génome dupliqué.

®'::(J) Pol"Io<"..", Ali0",",10",..tioo

,

Figure 1-6 : Mécanisme de duplication génique. Duplication génomique par polyploïdisation.
Deux gamètes provenant d'espèces proches (cas d'allotétraploïdisation) fusionnent Oes barres noires et
grises représentent les jeux chromosomiques). Les chromosomes n'étant pas homologues mais
homéologues (séquences nucléotidiques faiblement divergentes), le zygote n'est pas fertile par
impossibilité de réaliser un appariement correct des chromosomes en méiose (prophase I). Un
événement de polyploïdisation permet la réalisation de bivalents en prophase 1 et rend ainsi possible le
maintien de l'hybride.

Un troisième mécanisme impliqué dans la duplication est la rétroposition.

Les transposons sont des éléments génétiques qui ont la faculté de se déplacer dans le génome.

Ce déplacement peut impliquer directement une molécule d'ADN ou passer par l'intermédiaire

d'une molécule d'ARN. Ce dernier mécanisme est appelé rétroposition. La rétroposition est donc

définie comme un phénomène d'amplification de séquences d'ADN génomiques qui procède par

transcription reverse des copies d'ARN suivie de l'insertion des ADNc dans différentes positions

chromosomiques.

La rétroposition est un phénomène fondamental très conservé pour l'ensemble des eucalyotes. A

l'origine, les rétroéléments répétés et dispersés dans le génome ont été classés en fonction de leur

longueur : les éléments de quelques centaines de nucléotides ont été appelés SINE (Short

O:f l\'nWJ)IC/W\ - !
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INterspersed Elements), ceux de plusieurs milliers de nucléotides UNE (Long INterspersed

Elements).

Les LINE sont des éléments autonomes qui codent pour les enzymes nécessaires à leur

transposition, soit une transcriptase reverse et une, l'endonucléase. Les SINE sont des éléments

non-codants qui pourraient parasiter le complexe de rétroposition UNE.

Bien caractérisée chez les eucaryotes supérieurs, cette activité n'a été identifiée que très rarement

chez les bactéries (Inouye and Inouye, 1991). Cette activité a été décelée initialement chez

lVIyxococcus xantiJus (Inouye et al., 1989) et E. coli (Lampson et al., 1989) où la présence de séquences

répétées a été interprétée comme pouvant résulter d'événements de rétroposition, c'est-à-dire de

l'intégration dans le génome de fragments d'ADN complémentaire résultant d'une activité

transcriptase inverse sur une molécule d'ARN.

Uf j\lfZOfJlr no\. - !
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Au travers des mécanismes d'évolution des gènes dupliqués, c'est la notion de "gène" qui est

revisitée. En effet, le gène a été longtemps défini au niveau moléculaire comme une séquence

d'ADN codante. Ainsi, dans le modèle classique de (Ohno, 1970) communément admis comme

le paradigme de la théorie sur l'évolution des gènes, le seul mécanisme par lequel les membres

d'une paire de gènes dupliqués peuvent échapper à la dégénérescence (formation d'un

pseudogène) est la néofonctionnalisation. Par ce processus, une des copies acquiert une fonction

conférant un avantage sélectif tandis que l'autre copie assure le maintien de la fonction originale

(Figure 1-7) (Ohno, 1970; Ohta, 1988; Walsh, 1995; Nowak et a!., 1997). Cependant, les gènes

dupliqués peuvent être maintenus au sein d'un génome et présenter un autre devenir.

Gène codant une fonction X

-fi A , "A4WW-

Gène codant la fonction X

ID-

/
n'Iutatîons et

gain de fonction

/
Gène codant une fonction Y, .

\
:Mutations délétères

\
Pseudogène

~ Elimination

Figure 1-7 : Mécanismes d'évolution des gènes dupliqués selon (Ohno, 1970).
Schéma illustrant le modèle classique qui conduit soit à la préservation d'une copie du gène dupliqué
par une néofonctionnalisation (fonction Y), l'autre copie conservant la fonction initiale (fonction X),

soit à la perte de la copie dupliquée par accumulation de mutations délétères (pseudogène).
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A-II..~,lLE MODELE DUPl"ICA'1'ION-
COM:~PLEMEN't'A''t1ON-D IlGENERE SCENeE

Il est maintenant communément admis qu'un gène, s'il se caractérise par sa séquence (codante ou

non), doit être considéré dans son environnement génomique et génotypique. En effet, un gène

se définit également par son niveau d'expression dépendant de divers facteurs tels que son

environnement génétique Oocal et chromosomique) et les gènes codant les effecteurs (protéines

ou ARN) de son expression.

Ainsi, un gène est inclus dans un "réseau" complexe impliquant les différents éléments de

régulation de l'expression génique. Le terme de réseau est une extension du concept de

"cascades" de gènes selon lequel plusieurs gènes agissent les uns sur les autres de manière linéaire

et hiérarchique. Le concept de réseau reconnaît l'existence de contrôles en retour ("feedback"), de

redondances et de dialogues ("cross-talk") à l'intérieur et entre les cascades de gènes. Les gènes

forment donc des unités de base qui composent un réseau de régulation (Shimeld, 1999). La

transcription est régulée directement par l'intermédiaire de protéines, voire d'ARN, codés par

d'autres gènes (dont les facteurs transcriptionnels) et indirectement par l'intermédiaire de la

modulation de l'expression d'un gène du réseau (cas des molécules "signal", des récepteurs et des

composants impliqués dans la transduction du signal ou la structuration de la chromatine).

De ce fait, deux copies exprimées dérivant d'un même gène ne doivent plus être considérées

comme un seul et même gène. C'est sans doute une des raisons pour lesquelles le phénomène de

duplication de gènes est considéré comme un processus primordial dans l'évolution au niveau

moléculaire.

La plupart des génomes eucaryotes portent un nombre important de gènes dupliqués

fonctionnels dont une grande majorité serait apparue il y a 10 à 100 millions d'années (Allendorf

et aL, 1975; Cronn et aL, 1999). Suite à des événements massifs de duplication, de l'ordre de 20 à

50% des gènes dupliqués sont conservés. Cette conservation de la duplication durant des

périodes de temps aussi longues suggère l'existence d'un mécanisme de sélection qui

compenserait la production de pseudogènes (Li, 1985; Hughes and Hughes, 1993; Ramos-Onsins

and Aguade, 1998).

Une hypothèse parcimonieuse concernant la conservation de gènes dupliqués à long terme est la

sous-fonctionnalisation des deux membres de la paire. Par exemple, un gène exprimé à la fois

dans deux tissus peut diverger vers deux copies, chacune étant exprimée uniquement dans l'un

des tissus. Si ces deux sous-fonctions deviennent essentielles, un tel profil d'expression est retenu

par la sélection naturelle. Les mutations gain-de-fonction, rares, n'ont plus besoin d'être

invoquées puisque la sous-fonctionnalisation met en jeu des mutations dégénératives des

séquences promotrices et stimulatrices (Force et aL, 1999).

Ce modèle prédit que des gènes dupliqués peuvent être maintenus pendant de très longues

périodes avant d'acquérir des sous-fonctions. Selon ce modèle, l'évolution de tels gènes a lieu en

22
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deux phases (Figure 1-8). Durant la phase l, qui se situe juste après l'événement de duplication, les

loci dupliqués peuvent connaître trois destins alternatifs. Les deux premiers correspondent aux

résultats prédits par le modèle classique. D'abord, une copie peut subir une mutation délétère

dans sa région codante menant ultérieurement à sa perte (non-fonctionnalisation) ou dans ces

éléments régulateurs (sous-fonctionnalisation). Un deuxième devenir concerne la

néofonctionnalisation (modèle de Ohno). En principe, une néofonctionnalisation peut aussi être

due à l'acquisition de régions régulatrices nouvelles sans pour autant altérer les fonctions

existantes (Sidow, 1996). Le modèle DCD engloberait donc l'hypothèse de Ohno. Enfin, chaque

copie peut connaître une perte ou une réduction de l'expression des sous-fonctions par des

mutations dégénératives dans les séquences promotrices (substitutions, délétions, inversions,

insertions). Dans ce cas, l'action combinée des deux loci dupliqués est nécessaire pour assurer la

réalisation de la fonction ancestrale. La compensation qui s'effectue alors entre les deux gènes

devrait préserver les deux copies partiellement dégénérées. Dans la deuxième phase, les gènes

dupliqués peuvent diverger comme des gènes indépendants, notamment dans les régions

régulatrices.
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Figure 1-8 : Application du modèle Duplication-Complémentation-Dégénérescence (d'après
(Force et al., 1999».Les trois devenirs potentiels des deux copies d'un gène dupliqué comportant de
multiples régions régulatrices. A gauche, les mutations dans les séquences promotrices fIxées résultent
de l'absence de fonction du pseudogène (abolition de la pression de sélection ou non
fonctionnalisation). A droite, la deuxième copie du gène acquiert une mutation délétère dans le
troisième élément régulateur (sous-fonctionnalisation). Cette mutation préserve les deux copies d'une
future perte de fonction car celles-ci sont maintenant essentielles pour l'expression génique complète.

. Au centre, une région régulatrice de la deuxième copie bénéfIcie d'une fonction adaptative qui
préserve cette dernière (néofonctionnalisation).

~~~~~~~~~I Région transcrite intacte
C 1 Pscudogène
_ Elémenc régulateur actif

o Elémcnt régulateur inactif

c::> Nouvelle fonction
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A...II,~,~ DUPLICATION BT REGULATION DE
L~EXPRBSSIONDBS G:t~NBS DUPLIQUBS

Cooke et al. (1997) ont observé que les gènes non essentiels, notamment ceux impliqués dans le

métabolisme secondaire, seraient plus fréquemment dupliqués que les gènes de ménage

("housekeeping genes"). En effet, les gènes présentant une expression différentielle selon les

tissus ou les stades de développement, et notamment les gènes régulateurs, peuvent acquérir de

nouveaux domaines d'expression par mutation ou réarrangement de leur région promotrice ou

activatrice (séquence "enhancer" chez les eucaryotes), et ce, sans variation de leur séquence

protéique (Li and Noll, 1994; Banks et al., 1995).

De nombreux exemples de duplications géniques étayent ces hypothèses, et en particulier chez les

eucaryotes. Chez les procaryotes, les exemples sont plus rares vraisemblablement parce que la

taille des génomes étant plus contrainte, les événements de duplication génique pourraient y avoir

été contre-sélectionnés au cours des processus évolutifs (Mushegian and Koonin, 1996).

A-B.l.l.i --::JQEVEN][R DES GENES DUPJL][OUES (HEZ LES EllLCARYOTES,

Depuis leur origine, VOlC! quelques 600 à 800 millions d'années, les gènes de la globine chez

l'homme donnent un panorama complet de l'évolution d'une super-famille de gènes (pour revue,

voir (Goodman, 1981b; Goodman, 1981a)) avec des duplications de gènes, des divergences par

des séries de mutations, l'acquisition de nouvelles fonctions et la perte de fonction (pseudogènes).

Cette superfamille comprend 2 familles et 1 gène, la famille des gènes de l'a-globine, la famille

des gènes de la ~-globine et la myoglobine, respectivement, situés sur trois chromosomes

différents, Figure 1-9).

Chromosome 16 --------

Chromosome 11

Chromosome 22 ----------------,_>.--------
myoglobine

Figure 1-9 : Les gènes de la globine chez l'homme.
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L'ensemble de ces gènes présente des séquences nucléotidiques proches et une conservation de

leur structure, témoignant qu'ils dérivent d'un gène ancestral par duplication (pour revue, voir

(Goodman, 1981b; Goodman, 1981a)).

Les duplications peuvent être approximativement dater en comparant des espèces dont les dates

de divergence sont supposées connues (Slightom et al., 1980; Shen et al., 1981; Powers and

Smithies, 1986; Papadakis and Patrinos, 1999).

o La divergence entre l'a- et la ~-globine date d'environ 450 à 500 millions d'années,

car on trouve ces 2 types de gènes chez tous les vertébrés sauf la lamproie. On pense donc que

l'ancêtre commun des agnathes et des vertébrés devait posséder un seul gène de globine.

o On retrouve la ~-et la o-globine chez les primates uniquement, qui ont divergé

entre 40 et 80 millions d'années.

o On retrouve al et a2 distincts chez les seuls singes anthropoïdes qui ont divergé

il y a moins de 20 millions d'années.

La Figure 1-10 représente un modèle d'apparition des différents gènes d'apparition des différents

gènes de la globine par duplications successives.

alphal alpha2 beta

40mA

200 mA

Figure 1-10 : Modèle d'apparition des gènes de la globine chez l'homme par duplications
successives.
Les datations des divers événements de duplications sont données en millions d'années (mA).

Ainsi, l'association de deux globines ~ et de deux globines a conduit à l'hémoglobine adulte alors

qu'une seule chaîne de myoglobine conduit à la protéine musculaire. En outre, les hémoglobines

embryonnaires et foetales qui sont des tétramères comme l'hémoglobine adulte sont néanmoins

formées de globines différentes. Ainsi, des gènes différents s'expriment à des moments différents

du développement ou dans des tissus différents en assurant des fonctions pas nécessairement

identiques puisque l'hémoglobine est une protéine de transport du dioxygène alors que la

myoglobine en est une protéine de stockage.
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De plus, à côté de ces gènes exprimés existent des pseudogènes qui ne conduisent pas à des

protéines fonctionnelles mais dont la séquence se révèle également très proche de celles des

autres globines.

A-H.2.2.2 - DEVENIR DES GENES DUPLIQUES CHEZ LES BACfERIES

Chez les bactéries, les redondances de séquences sont particulièrement représentées par les ARN

ribosomiques Ooci Tm) et les séquences codant les ARN de transfert (Riley and Anilionis, 1978).

Parmi les exemples de duplication de gènes codant pour des protéines chez les bactéries, deux

devenirs de profils d'expression des duplicats peuvent être distingués. En effet, la duplication

génique peut entraîner la surproduction d'une protéine ou la régulation différentielle l'expression

d'une même protéine.

A-II.2.2.2.1-Duplication de gènes aboutissant à la surproduction d'une protéine

Dans certains cas de duplication génique, l'analyse des profils d'expression de chaque copie de

gènes n'a pu révéler de différence aussi bien en terme de régulation temporelle qu'en terme de

régulation spatiale, suggérant ainsi que chaque gène contribuait à la production d'une grande

quantité de protéine dans les mêmes conditions.

Dans le cas de la duplication des clusters de gènes codant la méthane monooxygénase chez

Metf?ylococcus capsulatus (99.996% d'identité), l'interruption d'un gène dans l'un ou l'autre des deux

clusters entraîne une réduction du taux de croissance, indiquant alors que chaque copie est

exprimée (Stolyar et al, 1999).

L'inactivation par insertion des gènes amoA (99.879% d'identité) au sein des clusters de gènes

dupliqués codant la monooxygénase à ammonium chez Nitrosomonas europaea a montré que les

deux copies étaient exprimées (Hommes et al, 1998). L'exemple des gènes msa1 et msa2, codant

l'antigène soluble majeur chez le pathogène Renibacterium salmoninarum rentre également dans ce

cas de Figure où chaque copie présente une expression similaire (Rhodes et al, 2002).

L'exemple le plus documenté concerne les gènes tufA et tufB qui contribuent, l'un comme l'autre,

à la synthèse du facteur d'élongation EF-Tu, une protéine cytoplasmique très abondante chez

E. coli (Furano, 1978). La majorité des bactéries Gram positives ne contiennent qu'une seule

copie de ce gène tuf, alors que les bactéries Gram négatives, telles qu'E. co!z~ présentent deux

copies de ce gène avec une très forte identité nucléotidique (par exemple 99% chez

S. typbimurium; (Furano, 1978), et E. coli; Qaskunas et al, 1975)). Une exception est cependant

représentée par le cas de Streptomyces ramocissimus, chez qui trois copies de ce gène tuf ont pu être

identifiées (Vijgenboom et al, 1994).
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A-II.2.2.2.2 -Duplication de gènes aboutissant à l'expression différentielle d'une protéine

Parmi les exemples de d'expression différentielle de gènes dupliqués chez les bactéries, nous

pouvons citer le cas de la phosphoribulokinase chez Alcaligenes eutrophus (Klintworth et a!., 1985),

ou encore de la ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase chez Rhodobacter sphaeroides 2.4.1

(Hallenbeck et a!., 1990).

Ce paragraphe détaillera quelques cas connus de telles régulations différentielles de gènes

dupliqués chez les bactéries modèles E. coli et S. coelicolor.

A-II.2.2.2.2. 1- Les eènes {ysS et {ysU chezE.coli

Chez E. coli K12, deux gènes dupliqués codant des lysyl-tRNA synthétases ont été identifiés

(Hirshfield et a!., 1981). L'un de ces deux gènes, nommé /ysS, est exprimé constitutivement tandis

que le second, /ysU, est induit dans différentes conditions environnementales, incluant un stress

thermique ou l'addition de leucine dans le milieu. Un mutant interrompu pour le gène /ysU ne

présente pas de phénotype particulier, indiquant que la copie /ysU n'est pas essentielle à la

croissance (Clark and Neidhardt, 1990). Par ailleurs, l'interruption du gène /ysS entraîne

l'altération de la croissance à des faibles températures. Cette sensibilité aux basses températures

peut être complémentées par l'introduction d'un plasmide multicopie portant le gène /ysU

(Leveque et a!., 1991; Kawakami et a!., 1992). Ainsi, le gène /ysS apparaît comme « dispensable»

dans des conditions de croissance à hautes températures, permettant l'induction de l'expression

du gène /ysu. En revanche, à des faibles températures, le gène lysS devient « essentiel », de par la

non expression du gène /ysu. L'activité lysyl-tRNA synthétase est donc elle-même essentielle à la

viabilité des cellules, et /ysS peut être fonctionnellement remplacée par /ysu.

La régulation différentielle de ces deux gènes pourrait donc être à l'origine du maintien de leur

duplication (Kawakami et a!., 1992).

A -II.2.2.2.2.2 - Les gènes cp chez E. coli

Chez E. coli, les gènes cspA à cspI forment une famille de 9 gènes dont les fonctions ont divergé et

ont ainsi permis une adaptation aux variations des conditions environnementales (Yamanaka et

a!., 1998). Le premier gène caractérisé, cspA, code la protéine chaperonne majeure de la réponse

au choc froid. La protéine CspA semble faciliter la traduction en empêchant la formation de

structures secondaires au niveau de l'ARN. CspB et CspG sont également synthétisées en

réponse aux basses températures mais leur rôle reste inconnu. CspD est impliquée dans le stress

de type nutritionnel tandis que CspC et CspE auraient une fonction dans la régulation

transcriptionnelle ou la condensation du chromosome. Aucune fonction n'a encore été attribuée à

CspF, CspH et CspI. L'analyse des séquences géniques suggère fortement que ces copies de gènes

dérivent d'un phénomène de duplications successives. Ces neufs gènes n'auraient pas encore

assez divergé pour que leur origine commune ne soit plus décelable.
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A-II.2.2.2.2.3 - Rérulation d~f[érentz'elle de gènes du.Pliqués chez les Streptomyces

Chez S. eoelicolor A3(2), de nombreux exemples de gènes dupliqués présentant une expression

différentielle en fonction des tissus ou des conditions environnementales sont disponibles. Citons

par exemple le cas de l'opéron glycogène dont une copie (glgBI) participe au métabolisme du

glycogène en phase de croissance végétative, et l'autre (glgBII) est impliquée dans l'accumulation

de glycogène dans les spores et est exprimée en phase tardive de la différenciation cellulaire

(Bruton et al., 1995). Egalement, deux gènes codant deux superoxyde dismutases de même type

(FeSOD pour "Fer-containing .s.uperOxide Dismutase") présentent un niveau de régulation par le

nickel différent (Chung et al., 1999).

A·-II.2.3 R:BLATIONBNTRB :LINEARI'TE
CHROM:OSOMIQOE~ PLAS'TICITB Gl~NOM:lQnBBT

HO:PLICA'TIO:N G:BNIQUE

Chez les eucaryotes comme chez les procaryotes, certaines reglOns chromosomiques semblent

être le siège de nombreux réarrangements et constitueraient de véritables zones d'essai

permettant, d'une part, à une duplication d'apparaître et de persister du fait du relâchement des

contraintes sélectives dans ces parties du génome, et d'autre part, d'éprouver le caractère

avantageux de nouvelles fonctions apparues spontanément grâce à la plasticité génomique.

A-IL2.J.J - lPOLYMORPHliSMEDES REGliONS SUlB\TELOMEJtUOUES

A-II.2.3.1.1. - Variation des régions subtélomériques eucaryotes

Sur les chromosomes linéaires eucaryotes, les régions permissives aux réarrangements sont

localisées à proximité des centromères ou plus généralement dans les régions subtélomériques.

Ces régions subtélomériques sont polymorphes et composées dans la majorité des chromosomes

eucaryotes d'une combinaison de gènes et de séquences variables répétées en tandem ou

dispersées (pour revue voir (pryde et al., 1997).

Ainsi, l'analyse de la séquence génomique de S. pombe (Wood et al., 2002) révèle l'existence de

régions de synthénie intragénomique, c'est-à-dire de régions dupliquées d'organisation génétique

conservée. Ces régions d'environ 50 kb sont situées dans les régions subtélomériques des

chromosomes 1 et II. Chez S. cerevisiae, 7 gènes parmi 16 possédant une identité en nucléotides de

100% sont également situés dans les régions subtélomériques. La plupart de ces gènes coderaient

des protéines de surface non essentielles spécifiques de chaque espèce. Chez les eucaryotes

pathogènes et parasites, comme par exemple chez l'agent causal de la malaria, PlasJnodiuJn
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fa/aparum, les reglons subtélomériques contiennent la majorité des gènes codant pour les

antigènes de surface (Bowman et al., 1999). Chez ces organismes, les réarrangements des régions

subtélomériques conduisent à la variation de l'expression d'antigènes de surface et permettent

ainsi au parasite d'échapper à la réponse immune de l'hôte (Rubio et al., 1996; Wada and

Nakamura, 1996; Freitas-Junior et al., 2000).

De même, chez l'homme, plusieurs exemplaires d'un même gène dont un semble fonctionnel,

appartenant à la famille des récepteurs olfactifs, sont localisés dans les régions subtélomériques

(Linardopoulou et al., 2001). De plus, de nombreux loci polymorphes dans la population humaine

sont localisés dans les régions subtélomériques (par exemple, le locus codant l'a-globine, (Wilkie

et al., 1991).

A-II.2.3.1.2. - Régions permissives aux réarrangements chez les bactéries

A-II.2.3. 1.2. 1 - Réarrangements dans les chromosomes cz'rculaires bactériens

Chez certaines espèces bactériennes, la comparaison de l'organisation génomique de différentes

souches montre que toutes les régions du chromosome ne présentent pas la même permissivité

aux réarrangements chromosomiques. L'accumulation de remaniements dans une partie restreinte

du chromosome entraîne l'existence d'une région variable et une région mieux conservée.

Ainsi, le chromosome de Pseudomonas putida (2,8 Mb) est environ deux fois plus petit que celui de

P. aeruginosa. Cette différence serait essentiellement due à l'absence de certaines séquences dans la

région de terminaison de la réplication du chromosome de P. putida (Krawiec and Riley, 1990;

Kolsto, 1997).

La comparaison de la carte génétique et physique du chromosome des espèces Neisseria gonorrhoeae

et N. menigitidis, deux espèces pathogènes pour l'homme, montre l'existence de réarrangements

complexes, de type translocation et inversion, localisés essentiellement dans la région de

terminaison de la réplication (Dempsey et al., 1995).

Chez Baal/us cereus, une partie du chromosome, localisée dans la région de terminaison de la

réplication, présente un polymorphisme entre souches d'une même espèce (Carlson and Kolsto,

1994).

Ainsi, chez les bactéries, les régions de terminaison de la réplication sont le siège de nombreux

réarrangements et constitueraient un substrat idéal pour la constitution de nouvelles fonctions.
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bactériens

Polymorphisme des régjons subtélomériques des chromosomes linéaires

De façon analogue aux eucaryotes pathogènes, chez B. hermsiz~ un gène codant des protéines de

surfaces est adjacent aux télomères. Alors que plusieurs allèles de ces gènes sont retrouvés sur des

plasmides, seul le site chromosomique permet son expression (K.itten and Barbour, 1990;

Restrepo et aL, 1992; Kitten et aL, 1993).

Chez Borrelia burgdorferi, de fortes similarités de séquences existent sur plusieurs kilobases au

niveau des régions subtélomériques entre les 13 réplicons linéaires composant le génome (12

plasmides linéaires et le chromosome (Casjens et aL, 2000). De plus, les séquences du subtélomére

chromosomique droit de B. burgdorferi sont souvent retrouvées au niveau des régions

subtélomériques des plasmides de cette espèce alors que l'ensemble des autres séquences

chromosomiques est spécifique du chromosome (Casjens et aL, 1997).

Les régions terminales du chromosome linéaire des Streptonryees correspondent à des termini

naturels de la réplication et sont caractérisées par une très forte instabilité structurale (Leblond

and Decaris, 1999)voir chapitre A-III).

De plus, les répétitions terminales inversées chromosomiques des Streptomyces présentent une très

grande variabilité au niveau de leur taille, comprise entre 174 pb pour S. avemitilis (Omura et aL,

2001) à 550 kb pour S. grifeus (Lezhava et al., 1995b). Chez S. eoe/ieolor A3 (2) , ces répétitions

mesurent 21653 pb (Bentley et al., 2002) et chez S. ambofaciens, leur taille a été estimée à environ

210 kb (Leblond et al., 1996). Les répétitions terminales inversées plasmidiques présentent la

même variabilité. Ainsi la taille des répétitions terminales inversées des plasmides des Streptonryees

varie de 44 pb (plasmide SLP2 de S. lividans, (Chen et al., 1993) à 180 kb (plasmide pPZG101 de

S. rimosus(pandza et aL, 1998).

Peu d'homologie existe, en général, entre les séquences des répétitions terminales inversées, que

ce soit pour les chromosomes et les plasmides. Par exemple, aucune homologie ne peut être

détectée par hybridation entre les répétitions terminales inversées de S. eoe/ieolor et S. lividans

(Huang et al., 1998), bien que ces deux espèces soient phylogénétiquement proches (Takeuchi et

aL, 1996). La variabilité des séquences subtélomériques existe également au niveau intraspécifique.

En effet, la cartographie comparée des TIR de S. ambofaciens DSM40697 et ATCC23877 montre

l'existence de séquences spécifiques de chaque isolat dans les derniers kilobases des

chromosomes (voir Discussion), suggérant l'existence d'échanges d'information génétique

(transfert horizontal) dans le biotope naturel des Streptomyces qu'est le sol.

L'analyse de la séquence complète du génome de S. eoelieolor A3(2) (Bentley et al., 2002) a permis

de révéler une véritable compartimentation de l'information génétique, malgré une densité en

gènes similaire tout au long du chromosome, y compris dans la région instable touchée par les

réarrangements.

En effet, une forte concentration des gènes dits « essentiels» (i.e. gènes impliqués dans les

phénomènes nécessaires à la croissance végétative: gènes codant des fonctions impliquées dans

Of ,I\'li(O!,li (UO\- ,1
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la division cellulaire, la réplication de l'ADN, la transcription, la traduction et la biosynthèse des

acides aminés) a été détectée dans une région d'environ 4,9 Mb constituant le « core»

chromosomique (Bentley et al., 2002). Cette région « core» contient l'origine de réplication

chromosomique et correspond à la partie centrale du chromosome (Figure 1-11).

Les «bras chromosomiques» sont définis comme les régions terminales gauche (1,5 Mb) et

droite (2,3 Mb), dans lesquelles les gènes «essentiels» sont rares mais où sont concentrés les

gènes dits de "contingence" (Figure 1-11). Les gènes de « contingence », pour ceux dont la

fonction a été définie, sont impliqués dans la différenciation cellulaire, dans l'expression du

métabolisme secondaire et l'adaptation aux changements environnementaux (biotiques ou

abiotiques). De plus, les régions de « contingence» sont particulièrement riches en üRF codant

des transposases putatives. En effet, environ 40% de la totalité des üRF codant des transposas es

putatives sont situées dans les 200 derniers kilobases constituant les extrémités chromosomiques,

soit une densité 17 fois supérieure à celle du reste du génome. Ceci suggère que les régions

terminales du chromosome linéaire soient plus permissives que les autres à l'intégration des

transposons et IS (Bentley et al., 2002).

Les rares gènes "essentiels" identifiés dans les deux bras chromosomiques correspondent le plus

fréquemment à un duplicat d'une üRF localisée dans la région « core» (voir ci après, paragraphe

II.2.3.2).

•

Streptomyces coelicolor
8667507 pb

Bentley et al., 2002

OriC

Figure 1-11 : Compartimentation du chromosome de S. coelicolorA3(2).
Selon (Bentle)' et al., 2002).
La région "core" présente une forte densité en gènes "essentiels" et englobe l'origine de réplication
chromosomique. Les bras chromosomiques gauche (gris foncé) et droit (gris clair) correspondent aux
régions terminales du chromosome. Les cercles noirs représentent les protéines tem1inales (fpg). La
taille des régions est indiquée en mégabases (Mb).
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Enfin, les comparaisons préliminaires des séquences des répétitions terminales inversées de

S. ambofaciens ATCC23877 (projet Génoscope-IGM Orsay-LGM Nancy) avec celles de S. eoe/ie%r

montrent que la majorité des ORF détectées chez S. ambofaciens n'ont pas d'homologue fort dans

le génome de S. eoe/ie%r (voir Discussion).

Ainsi, l'organisation génétique pourrait être fortement conservée dans les reglons internes du

chromosome linéaire des Streptomyces (région « core »). En revanche, les régions terminales

seraient permissives aux réarrangements.

A-II.2,3,2 - LliNEAJlUTE CHROMOSOMliQUE ET TAUX DE JFŒPONDANCE

GENOMliQUE

A-II.2.3.2.1- Taux de redondance des génomes séquencés

L'analyse de la séquence génomique par le programme BLAST-CLUST (Altschul et al., 1997),

réalisée au cours de ce travail, indique que 8,8% des ORF chez S. eoe/ie%r A3(2) et 7,9% des ORF

chez S. avermiti/is seraient issus d'événements de duplication génique (respectivement 7717 et 7460

ORF considérées qui excluent les transposases d'éléments génétiques mobiles).

Le seuil de 50% d'identité entre les protéines déduites de séquences génomiques est appliqué lors

de cette étude. Ces duplications peuvent être simples, créant des duplicats ou multiples, générant

des familles des gènes.

Ces valeurs placent les deux bactéries du genre Streptomyces immédiatement derrière S. cerevisiae

(12,3%), et Borre/ia burgdoiferi (26,4%) et devant la levure Sehizosaeeharromyees pombe (7,4%, (Wood et

al., 2002). Alors que S. cerevisiae représente le modèle d'étude d'évolution par duplication

génomique chez les eucaryotes (Wolfe and Shields, 1997), les Streptomyces correspondent aux

génomes bactériens de grande taille, actuellement séquencés, les plus redondants.

Il est également intéressant de souligner que cette analyse semble associer étroitement la linéarité

chromosomique avec le niveau de redondance génique (Tableau I-n Ainsi, la bactérie

B. burgdoiferi, agent de la maladie de Lyme (Ferdows and Barbour, 1989) présente un chromosome

linéaire (1 Mb) et une redondance génomique très forte principalement révélée par la présence de

familles de gènes représentant au total environ 26% des ORF du génome.
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Taille Gènes

du Nombre Duplicats F.ullilles Cil copie
Espèce Phylum Source Réf

O"énOJllC d'üRF* ('Y,,) (%) unique,.,

(kb) (%)

Schizosaccharomyces pombe

Saccharomyces cerevisiae

Streptomyces coelicolorA3(2)

Streptomyces avermitilis

Escherichia coliK12

Mycobacterillm tllberclliosis

BaciUus subtilis

Eucaryote

/ champignon

Eucaryote

/champignon

Gram positive

Haut G/C

Gram positive

Haut G/C

Protéobactéde

Subdivision y

Gram positive

Haut G/C

Gram positive

Bas G/C

13800

12156

8667

9026

4600

4400

4200

4876

5777

7717

7460

4233

3824

4095

5,1

8,9

6,3

5.8

5,4

3,9

5,8

7,4

12,3

8,8

7,9

6,7

6,6

7,1

92,6

87,7

91,2

2,19

93,3

93,4

92,9

S

S

S

A

T

T

T

(1)

(2)

(3)

(4)

(5)

(6)

(7)

Agrobactedum

CS8

tumefaciens Protéobactérie

Subdivision a
2800 5271 2,8 4,9 95,1 T (8)

Staphylococclls allreus

Lactococcus lactis IL403

Borrelia burgdorferi

Mycoplasma genitaDum

Gram positive

Bas G/C

Gram positive

Bas G/C

Spirochètes

Gram positive

Bas G/C

2800

2300

910

580

2690

2216

1635

480

4,9

5,5

3,2

o

7

7,6

26,4

o

93

92,4

73,6

100

T

T

T

T

(9)

(10)

(11)

(12)

Tableau 1-1 : Estimation du niveau de redondance des génomes totalement séquencés.
Le programme BLAST-CLUST est une communication personnelle de Yuri Wolf. Les séquences
génomiques ainsi que les fichiers d'ORF déduites sont accessibles sur les sites WEB de « l'Institute for
Genomic Research» (T) (TIGR, http://www.tigr.org/), du « Sanger Institute» (S)
(http://www.sanger.ac.uk/) ou sur le site correspondant au projet de séquençage du génome de
J. avermitilis (A) (http://avermitilis.ls.kitasato-u.ac.jp/) La duplication génique est déduite de
l'observation d'une identité minimale de 50% entre deux protéines (duplicats) ou plus (famille de
gènes) codées par un génome donné.
* :les ORF identifiées comme étant des transposases ont été retirées des échantillons.
(1) Wood et al., 2002; (2) Goffeau et al., 1997 ; (3) Bentley et al., 2002; (4) Ikeda et al., 2003; (5)
Blattner et al., 1997 ; (6) Cole et al., 1998 ; (7) Kunst et al., 1997 ; (8) Goodner et al., 2001 ; (9) Kuroda et
al., 2001 ; (10) Bolotin et al., 1999; (11) Fraser et al, 1997 ; (12) Fraser et al, 1995.
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A-II.2.3.2.2 - Localisation des duplicats ou familles de gènes

De plus, il est intéressant de noter la localisation particulière des duplicats ou des membres de

famille de gènes sur les chromosomes de E. eo/i et de S. eoe/ie%r A3(2). Ainsi, dans un grand

nombre des cas, une copie est localisée dans la région centrale du chromosome alors que l'autre

copie est localisée dans les régions du terminus.

Par exemple, pour les deux opérons homologues participant à la synthèse du glycogène chez

S. eoe/ie%r A3(2) (voir paragraphe A-II.2.2.2.2.3, (Bruton et al., 1995)) gIgBI, participant à la

croissance végétative, est localisé dans la région «core» alors que gIgBII, impliqué dans le

processus de maturation des spores, est localisé dans un «bras chromosomique ». Le premier

assure une fonction « essentielle» alors que le second peut être considéré comme « contingent ».

Une analyse analogue peut être illustrée avec les gènes codant les superoxydes dismutases (SOD)

(Chung et al., 1999).

Chez E. eo/i, dans le cas des gènes esp mentionnés précédemment (voir paragraphe A

II.2.2.2.2.1.3), le gène espA se situe à proximité de l'origine de réplication alors que les huit autres

membres sont localisés de part et d'autre du site de terminaison de la réplication (Yamanaka et al.,

1998).

De plus, les 486 ORF dupliquées du génome de S. eoe/ie%r selon l'analyse par le programme

BLASTCLUST (voir Tableau 1-1, 6,3% de 7717 ORF) ont été localisées sur la carte

chromosomique de S. eoe/ie%r. Dans la majorité des cas, lorsque une des deux copies est localisée

dans un « bras chromosomique », la seconde se retrouve dans la région « core» du chromosome

(Figure 1-12). Il est à noter la surreprésentaion particulière de ces duplicats sur le bras

chromosomique droit comparativement au bras chromosomique gauche (Figure 1-12).
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Figure 1-12 : Localisation des gènes dupliqués sur le chromosome de S. coelicolor A3(2).
Les bras chromosomiques sont représentés en bleu, les duplicats par des points rouges.
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A-II.2.3.2.3 - Fonctions redondantes

Les fonctions des protéines putatives codées par les gènes dupliqués chez S. eoe/ie%r (8,8% de

7717 ORF) sont présentées dans le Tableau 1-2. Ainsi, le pourcentage de chaque classe de

protéines apparaissant comme redondante dans cette analyse a été déterminé (Tableau 1-2).

Fonction %
Fonction inconnue

Processus cellulaires
Protection
Protéines de transport

Métabolisme des macromolécules
Dégradation des macromolécules
Biosynthèse, modification des macromolécules

Métabolisme des petites molécules
Biosynthèse des acides aminés
Biosynthèse des co-facteurs
Métabolisme central
Dégradation des petites molécules
Métabolisme énergétique, du carbone
Biosynthèse des acides gras
Biosynthèse des nucléotides
Métabolisme secondaire

Enveloppe cellulaire
Lipoprotéines (périplasmiques, exportées)
Constituants du ribosome

Extrachromosomique
Fonctions relatives aux plasmides

Régulation
Systèmes de régulation à deux composants
F acteurs sigma
Familles de régulateurs

Non classés

9,62
1,92
6,73

2,88
2,40
0,48

23,56
1,44
0,96
3,85
6,25
5,77

5,29

10,58
9,62
0,96

7,21
7,21

16,35
2,88
2,88
8,17

Tableau 1-2: Pourcentages des familles de protéines redondantes dans le génome de
S. coelicolor.
Selon la classification des protéines de l'Institut Sanger.
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Il est à noter que sur les 160 classes de protéines répertonees, seule une vingtaine apparaît

comme redondante selon cette analyse. La duplication génique ne semble donc affecter n'importe

quel type de fonction. Les systèmes de régulation notamment, semblent être issus d'événements

de duplications géniques puisque cette famille de protéines représente environ 16% des fonctions

redondantes chez S. eoe/ie%r.

Lors de l'analyse du génome de S. avermiti/is (Ikeda et a!., 2003), les familles de gènes ont été

caractérisées à l'aide du même programme BLAST-CLUST. Les paramètres appliqués par les

auteurs sont cependant différents de ceux utilisés dans ce travail, avec une identité minimale de

30% (contre 50% ici) sur un minimum de recouvrement de 80% (contre 90% ici). Ainsi, 35% des

ORF codées par le génome de S. avermitzlis peuvent être regroupées dans 721 familles de gènes

paralogues, avec entre 2 et 91 gènes par famille (Ikeda et a!., 2003).

Les trois plus grandes familles de gènes sont représentées par les ABC transporteurs, les systèmes

de régulation transcriptionnelle à deux composants et les facteurs sigma.

En effet, 60 facteurs cr putatifs ont pu être décelés dans le génome de S. avermitzlis, 47 d'entre eux

appartenant à la famille des ECF (voir paragraphe B-1I.1, ECF pour "~xtra~ytoplasmicfunction

sigma factors" ; (Lonetto et al., 1994; Missiakas and Raina, 1998). De même, 65 gènes putatifs

codant des facteurs cr ont été décelés au cours du séquençage systématique du génome de

S. eoe/ie%r A3(2) , 45 d'entre eux étant de type ECF (Bentley et al., 2002).

Bien que le rôle de chacun de ces facteurs cr reste à définir, l'analyse de leur séquence révèle

l'existence de familles de gènes issus d'événements successifs de duplication (Figure 1-13). Une

famille de 9 gènes codant des facteurs cr homologues du facteur cr de réponse générale au stress

crB de Baal/us subti/is fera l'objet de nos recherches (voir Résultats).
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A-II.203 Duplication et évolution
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Figure 1-13: Arbre phylogénétique des 60 gènes putatifs codant des facteurs a chez
S. avennitilis.
Selon (Ikeda et ai., 2003).

Les neuf gènes repérés par l'accolade rouge codent des facteurs a homologues du facteur aB de
Baeillus subtilis.

Cette pléthore de facteurs a fait de Streptomyces le taxon bactérien le plus riche en facteurs

transcriptionnels de ce type (Tableau 1-3). Cette caractéristique est à corréler à la grande

complexité du processus de différenciation (biochimique et morphologique), a111S1 qu'aux

nombreux régulons de réponse aux stress notamment. Le nombre des facteurs cr chez les

bactéries, y compris dans les genres phylogénétiquement apparentés au genre Streptomyces (par

exemple lvIycobacterium) , suggère fortement que l'émergence de la complexité de la régulation

transcriptionnelle par les facteurs 0 alternatifs serait d'acquisition évolutive récente.
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A-II.203 Duplication et évolution

Nombre de Ratio nombre de
Nombre

Espèce Phylum facteurs cr cr /ORF Réf
d'ORF*

putatifs (X 1000)

Streptomyces coelicoIorA3(2)
Gram positive

65 8,55 (1)7717
HautG/C

Streptomyces avermitilis
Gram positive

7460 60 8 (2)
Haut G/C

Protéobactérie
Escherichia coliK12 4233 7 1,5 (3)

Subdivision y

Mycobacterium tubercuIosis
Gram positive

3824 13 2,9 (4)
HautG/C

BacilIus subtilis
Gram positive

16 3,84095 (5)
Bas G/C

Agrobacterium tumefaciens Protéobactérie
5271 11 3,9 (6)

CS8 Subdivision 0.

StaphyIococcus aureus
Gram positive

2690 2 0,7 (7)
Bas G/C

Lactococcus Iactis IIAD3
Gram positive

2 0,862216 (8)
Bas G/C

Borrelia burgdorferi Spirochètes 1635 3 3,2 (9)

MycopIasma genitalium
Gram positive

480 1,7 (10)
Bas G/C

Tableau 1-3: Variation du nombre de facteurs cr putatifs dans les génomes bactériens
séquencés.
* : les ORF identifiées comme étant des transposases ont été retirées des échantillons.
(1) Bentley et al, 2002 ; (2) Ikeda et al, 2003 ; (3) Blattner et al., 1997 ; (4) Cole et al, 1998 ; (5) Kunst et
al, 1997 ; (6) Goodner et al, 2001 ; (7) Kuroda et al, 2001 ; (8) Bolotin et al, 1999 ; (9) Fraser et al,
1997; (10) Fraser et al, 1995.
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- CHAPITRE A-III -

L'INSTABILITE GENETIQUE AFFECTE

L'EXPRESSION DU METABOLISME

SECONDAIRE ET LA DIFFERENCIATION

CELLULAIRE CHEZ LES STREPTOMYCES
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A...tII.l~ R:EA.RRANGEMENTS GENOMIQUES ET POLYMORPHISME
INTRASPEClFIQUE CHEZ LES ST.Rl!l:PTOMYCE-S

A-IU,1.1 '- OR'tiANISA'TlON GENE'TlQUE ORIGINAL.E nu
CHROMOSOME

La linéarité du chromosome des Streptomyces a été découverte chez S. lividans 66 (Lin et al, 1993).

Cette particularité a ensuite été généralisée à toutes les autres espèces étudiées au niveau

chromosomique. Chez S. ambofaciens DSM40697, l'ADN chromosomique est une molécule

linéaire de 8 Mb dont les extrémités, associées à des protéines, consistent en des répétitions

terminales inversées (ou TIR) de 210 kb (Leblond et al, 1996). Cette structure chromosomique,

appelée invertron, est une caractéristique de tous les réplicons plasmidiques et chromosomiques

identifiés chez les Streptomyces (I(ieser et al, 1992; Leblond et al, 1993; Lin et al, 1993; Redenbach

et al, 1993).

Par ailleurs, le chromosome des Streptomyces présente une organisation génétique originale (voir

paragraphe A-II.2.3.1.2.1),

En termes historiques, des premières expériences de cartographie génétique ont révélé une

densité de marqueurs génétiques faible dans les régions terminales du chromosome (I(ieser et al,

1992), Toutefois, ces expériences utilisaient le plus souvent des mutants de fonctions du

métabolisme primaire comme l'auxotrophie, présentant un phénotype facilement sélectionnable.

Ces régions ont alors été appelées silencieuses. Des études fonctionnelles ont ensuite révélé la

présence de nombreux gènes dans ces régions terminales (Redenbach et al, 1996; Leblond and

Decaris, 1999). Chez S. ambofaciens, les réarrangements génomiques associés à l'instabilité

entraînent des changements profonds de l'expression génique (Dary et al, 1993). Ainsi, la région

instable renferme des gènes exprimés ouiet régulateurs de l'expression génique.

Plus récemment, le séquençage du chromosome de S, ont A3(2) (Bentley et al, 2002) et de

S. avermitilis (Ikeda et al, 2003) ont confirmé, lorsque la fonction des gènes était identifiée, que les

gènes localisés dans les « bras chromosomiques» étaient impliqués dans la différenciation

cellulaire, la production des métabolites secondaires et dans la réponse à certains stress (Tableau

1-4).

.'j - l fI . 1

('.'3 j\,··!'r·z()/)[
41



J\-III.l (.03 Réarrangements génomiques et polymorphisme intraspécifique chez les Jtreptolll)'Ces

Gène Espèce Fonction ctlou condition d'expression
catAlB

sco2

spa2

sapA

abaA

celAlB

cri

xln

gIgB]]

gapB

atgG

bxlA

]HSISIR

orf4.9

AUD90

hasR/L

S.ontA3(2)

S.ontA3(2)

S.ontA3(2)

S.ontA3(2)

S.ontA3(2)

S.ontA3(2)

S.ontA3(2)

S.ontA3(2)

S.ontA3(2)

S.ontA3(2)

S.ontA3(2)

S.ontA3(2)

S. ambrfaciens DSM40697

S. ambrfaciens DSM40697

S. ambrfaciens DSM40697

S. ambrfaciens DSM40697

Catalase, réponse au stress oxydatif

Réponse au choc thermique froid

Synthèse antibiotiques, phase stationnaire

Protéines associées aux spores, élévation du mycélium aérien

Différenciation cellulaire, métabolisme secondaire

Cellulase extracellulaire, métabolisme secondaire

Synthèse de caroténoïdes, phase stationnaire

Xylanase extracellulaire, métabolisme secondaire

Synthèse du glycogène en phase stationnaire

Glycéraldéhyde 3 phosphate déshydrogénase (gène dupliqué)

Argininosuccinate synthétase

Xylosidase extracellulaire, métabolisme secondaire

Régulateur putatif, phase tardive

Chitinase extracellulaire, métabolisme secondaire

Polycétone synthétase (PKS) putative

Facteurs sigma alternatifs putatifs

Tableau 1-4 : Exemples de gènes localisés dans la région instable chez S. ont A(3)2 et
S. ambolaciens DSM4ü697 impliqués dans la différenciation cellulaire et l'expression du
métabolisme secondaire (d'après (Aubert et al., 1993; Aigle et al., 1996; Redenbach et al., 1996;
Fischer et al., 1998a)).

A""IILL~ L~rNS'TABILITB GENETIQUE
MODULATION DE L~EXPRESSIONGENIQUE

A-HL 102.1- L'][l\ISTAJIHUTE GENETKQUE EST CORRELEE A LA

lFORMATKON DE REARRANGEMENTS CHROMOSOMKQUES

LA

Les régions terminales du chromosome de Jtreptotlryces sont le siège d'un phénomène d'instabilité

génétique. En effet, l'instabilité génétique, définie comme l'apparition spontanée de variants à des

fréquences supérieures à 10'3, a été corrélée à la formation de réarrangements chromosomiques

dans les régions terminales du chromosome linéaire. Ces réarrangements sont de deux types :

délétions et amplifications en tandem (Demuyter et a1., 1991). Chez J. ambofaciens, ces délétions

peuvent atteindre la taille de 2000 kb soit le quart du génome (Leblond et a1., 1991). Ce

phénomène a permis de définir cette région instable comme non essentielle en conditions de

laboratoire.
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Les délétions et amplifications terminales, sont associées à des réarrangements du génome, tels

que la circularisation, des translocations chromosomiques voire même des fusions de

chromosomes.

A-HL ~ .2.2 - IMPACT DE L'][NSTAJfHUTE GENOMIQUE S)[JR

L'EXPRESSJIQJ\J GENJLQUE

A-IIL1.2.2.1 - Modulation du dosage génique

A-IIT!.l.l.!.! - Am..pl~fication d'/iDN

Chez S. ambofaciens, la surreprésentation de l'AUD90, résultant de son amplification au locus

AUD90, est associée à la surexpression de orfPS, homologue de gènes de polycétones synthétases

(PKS). La surexpression conduirait à une dérivation des précurseurs de la synthèse de la

spiramycine et donc à un phénotype non producteur (Dary et aL, 1992), et à l'accumulation d'un

nouveau métabolite secondaire de rôle inconnu (Schauner et aL, 1999).
De même, l'expression des gènes spa2 et spaR localisés au locus ampli fiable AUD6 serait modifiée

chez les souches amplifiées pour ce locus. Alors que spa2 est exprimé en phase stationnaire chez

la souche sauvage, son expression n'est pas détectée chez la souche amplifiée. Par contre, spaR est

surexprimé chez le mutant. Le gène spa2 code un régulateur putatif homologue du régulateur

(RspA) de l'expression du facteur 0 spécifique de la phase stationnaire chez E. coli (RpoS). SpaR

régulerait l'expression de spa2 (Aubert et aL, 1993; Schneider et aL, 1993; Huisman and Kolter,

1994; Aubert et aL, 1997).

A-III. !.1.1. !.2 - Variation intraspé~fique de la taille des r{Pétitions terminales

Les gènes localisés dans les répétitions terminales inversées du chromosome de S. ambofaciens sont

présents en double exemplaire. Un nouveau cluster de gènes codant une polycétone synthétase

(PKS) a récemment été caractérisé au laboratoire (pang et aL, sous presse). Ce cluster, nommé alp,

pour « angucycline-like polyketide », est localisé dans les TIR du chromosome de S. ambofaciens

ATCC2877. La construction de simples et doubles mutants de chacune des deux copies de ce

cluster a permis de conclure quant à la fonctionnalité et donc l'expression de chaque cluster.

Ainsi, l'expression des gènes localisés dans les répétitions terminales inversées du chromosome de

StreptOlJryces pourrait être surdosée, de par la présence de ces gènes en double exemplaire.

De plus, chez S. ambofaciens, un polymorphisme intraspécifique de la taille des TIR a été

caractérisé (Fischer et aL, 1998b). La taille des TIR et donc la quantité de gènes dupliqués

diffèrent en fonction des réarrangements.
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A-IILl 0'3 Réarrangements génomiques et polymorphisme intraspécifique chez les Streptol1l)'ceJ

La délétion des extrémités chromosomiques est associée à la circularisation du chromosome

(Fischer et al., 1997). Dans ce cas, à l'exception de séquences répétées (par exemple, loci rrn, 15 ou

autres gènes dupliqués), aucune région dupliquée n'est présente. L'effet sur l'expression résulte de

la perte des fonctions codées par les régions terminales. D'autre part, l'amplification d'ADN est

associée à la délétion des séquences localisées entre le locus amplifiable et l'extrémité du bras

chromosomique. Ainsi, le chromosome reste linéaire mais ne présente plus de TIR (Figure 1-14).

o
Chromosome

circularisé

Chromosome portant
une amplification

.. Séquences en copie unique

Figure 1-14 : Représentation du polymorphisme de la taille des TIR observé chez

S. amhofaciens. Cas de la perte des TIR

D'autres mutants présentent une délétion interne à un bras chromosomique entraînant la

réduction de la taille des TIR, de 210 kb chez la souche sauvage à 200 kb voire 100 kb. A

l'inverse, la taille des TIR augmente chez certains mutants présentant une translocation pour

atteindre 850 kb (Figure 1-15) (Fischer et al., 1998b). Ces réarrangements résultent d'événements

de recombinaison interchromosomique entre séquences dupliquées localisées à l'extérieur des

répétitions terminales. Dans ce cas, la quantité de gènes dupliqués est accrue. Par exemple, dans

le cas de la souche NSA855, orfP5 codant putativement une polycétone synthétase (PKS) , est

dupliquée alors qu'elle se trouve en copie unique dans le chromosome sauvage.

La taille des séquences dupliquées chez 5. ambofaciens est extrême chez les mutants présentant une

fusion chromosomique. Dans ce cas, la duplication concernerait la quasi totalité de l'information

génétique (environ 6.500 kb), à l'exception d'une courte région au centre de la structure (Figure I

lS).
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20148

Délétion interne

Chromosome
sauvage

Translocations
chromosomiques

Chromosome
fusionné

IlIl Indique l'interruption de la représentation du chromosome
/III lorsque la représenration à l'échelle n'est pas possible.

.. Séquences en copie unique

.... Répétitions Terminales In\'crsées ou TIR.

Figure 1-15 : Représentation du polymorphisme de la taille des TIR observé chez
S. ambofaciens.
Polymorphisme de la taille des TIR chez les mutants issus de l'instabilité génétique.

Ainsi, l'instabilité télomérique chez S. ambofaciens genere une grande variabilité de la quantIte

d'ADN dupliquée et donc de gènes dupliqués. Les chromosomes circulaires ne présentent plus

de duplication. En revanche les chromosomes fusionnés présentent une duplication de plus de

6500 kb. Cette variabilité s'accompagne d'un polymorphisme intraspécifique de la taille du

chromosome, d'environ 6000 kb à plus de 13000 kb.

Cette variabilité offre un modèle d'étude de l'impact des réarrangements sur l'expression génique

mais, également, des mécanismes d'évolution des chromosomes par duplication.

A-III.1.2.2.2 - Création d'un nouveau cadre d'expression des üRF has

Outre la duplication de grandes reglOns génomiques, les mutants de S. ambofaciens possédant

notamment des translocations chromosomiques présentent, au point de cassure, une nouvelle

combinaison de séquences. En effet, ces structures chromosomiques résultent d'événements de

recombinaison homologue entre deux copies d'une séquence localisée à l'extérieur des répétitions

terminales (Figure R-1). Ces ORF coderaient pour des facteurs (J alternatifs. Elles sont appelées

hasL et hasR pour « Homologous to Alternative Sigma factor», L et R pour leur position
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respective sur les bras chromosomiques gauche ("Left") et droit ("Right") du chromosome de la

souche sauvage. Les séquences dupliquées présentent 100% d'identité en nucléotides sur 839 pb

(Fischer et al., 1998b),

L'analyse de ce point de recombinaison a montré que des chimères des ORF has étaient formées

au point de recombinaison (Figure R-1). Ainsi, la souche mutante NSAH135 renferme une ORF

chimérique hasl35, composée de la région 5' de hasL et de la région 3' de hasR. Inversement, la

souche mutante NSA855 renferme une üRF chimérique has855 correspondant à la région 5' de

hasR fusionnée en phase à la région 3' de hasL. Les copies présentes sur le bras chromosomique

intact ne sont pas remaniées au cours du réarrangement. Les üRF has codent des polypeptides

putatifs de 281 acides aminés.

A...III2~ LA DIFFERENCIATION COMPLEXE DES STR.EPTQMYCES
ET SON RESEAU DE REGULATION

Chez les bactéries appartenant aux genres Streptomyces, lvJyxococcus et Bacillus, la différenciation

cellulaire implique l'activation séquentielle de différents facteurs. Chaque facteur cr ordonne la

transcription par l'ARN polymérase de gènes spécifiques. La régulation est spatio-temporelle,

c'est-à-dire que l'activation des gènes dépend étroitement du stade de différenciation et de la

localisation dans les différents types cellulaires.

Le développement végétatif des Streptomyces correspond à la germination de spores aboutissant à

la formation du mycélium rampant ou végétatif. Les facteurs cr impliqués dans l'expression des

gènes de phase végétative sont codés par les gènes hrd, hrd pour « homolog of poD », le gène

codant le facteur cr principal chez E. coli et B. subtilis (Tanaka et al., 1988; Lonetto et al, 1994). Ces

gènes sont au nombre de quatre chez S. coelicolor A3(2) (hrdA à D). Le gène hrdB est essentiel et

code le facteur cr principal. Les trois autres, bien que reconnaissant des promoteurs similaires,

sont non essentiels.

La différenciation cellulaire débute par la production des hyphes aériens à partir du mycélium

végétatif puis à la septation du mycélium aérien en compartiments mononucléés, les spores

(Figure 1-16). Deux classes de mutants de différenciation ont été distinguées chez S. eoelicolor

A3(2) : les mutants Bald pour chauve (gènes bld) et White pour dépigmenté (gènes Whl) (Chater,

1993). Les mutations des gènes bld confèrent la formation de colonies dépourvues de mycélium

aérien d'où le terme chauve ("bald "). Une douzaine de gènes bld ont été identifiés et codent des

fonctions variées: facteur de transcription pour bldD et bldB, tRNA reconnaissant un codon rare

(TAA) pour bldA, perméase d'oligopeptide impliquée dans la transduction de stimuli

extracellulaires pour bldK (Chater, 1998).

Of J\ [1I,()f)[cm )\ - ! .
46



A-III.203 La différenciation complexe des Streptolll)'ces

Selon Chater (1998)

Figure 1-16 : Différents stades de croissance en milieu solide de Streptomyces.Le cycle de
développement est représenté sur fond de couleur.
Les différents stades de croissance du mycélium aérien associés aux mutations des gènes lvhi sont
représentés sur fond gris.

Les mutants 1JJhi produisent des hyphes aériens incapables de former des spores matures et le

pigment gris qui y est associé; ils sont donc dépigmentés ("white"). Sept loci Jvhi ont été identifiés

(UJhiA à j). Les mutations de ces loci bloquent le développement à des stades morphologiques

spécifiques de la différentiation des hyphes du mycélium aérien (Figure 1-16). Les fonctions

codées ne sont que partiellement élucidées: IPhzB et whiH codent des régulateurs de transcription

(Davis and Chater, 1992; Rycling et aL, 1998) et IJJhiG code un facteur (J alternatif (Chater et aL,

1989). En outre, le facteur (J alternatif extracellulaire (JE (famille ECF pour" extracytoplasmique

function sigma factors" ; (Lonetto et aL, 1994; Missiakas and Raina, 1998) est également impliqué

dans la formation des parois cellulaires chez S. coe/ic%r.

L'expression du métabolisme secondaire est associée de façon étroite aux étapes tardives de

différenciation. Un facteur (J alternatif appartenant à la famille des ECF, codé par le gène sigE, a

été directement impliqué dans la régulation de la production d'actinomycine chez S. antibioticus

(Jones et aL, 1997). Ainsi, la compréhension des mécanismes de régulation de l'expression génique

en phases tardives de croissance revêt un intérêt industriel considérable : les Streptomyces

produisent notamment environ 80% des antibiotiques utilisés en thérapies humaine et vétérinaire.
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L'initiation de la transcription requiert, entre autres, la présence d'un facteur protéique appelé

facteur sigma (a) impliqué dans la reconnaissance de la région promotrice. Ces facteurs a dirigent

la transcription de gènes en association avec une multitude de composants cellulaires et ce, dans

un contexte génétique et environnemental spécifique. Ces facteurs constituent des éléments clés

de la régulation de la différenciation biochimique et cellulaire et de la réponse aux stress

notamment.

Deux mécanismes majeurs sont responsables de la régulation de l'initiation de la transcription.

Premièrement, la régulation peut s'exercer l'holoenzyme, par l'intermédiaire de molécules

régulatrices se fixant à l'ADN. Aucun motif de fixation de protéine régulatrice n'ayant été détecté

en amont des gènes has faisant l'objet de ce travail, cette régulation ne sera pas détaillée. Très

brièvement, l'ancrage du complexe enzymatique de transcription à son promoteur et la transition

du complexe fermé vers un complexe ouvert (ouverture de la double hélice d'ADN) sont en effet

affectés par la présence d'effecteurs protéiques, en plus de l'influence de la conformation de

l'ADN au niveau de la région promotrice (pour revue, (Wosten, 1998)).

De nombreuses protéines possédant des domaines de liaison à des séquences spécifiques de

l'ADN peuvent influencer l'activité promotrice. Chez E. coli, il existe une quarantaine de

protéines impliquées dans l'activation ou la répression de la transcription à partir des promoteurs

régulés par le facteur a 70 (Gralla and Collado-Vides, 1996). Ces acteurs permettent à la bactérie de

réguler l'expression d'ensembles de gènes en réponse à des stimuli internes et externes définissant

des régulons. Les activateurs de ces promoteurs sont habituellement liés à l'ADN entre les

régions -30 à -80 du site d'initiation de la transcription mais ils peuvent également agir à des

distances plus importantes. Les répresseurs se lient principalement à des positions sur l'ADN qui

masquent le site de reconnaissance de l'ARN polymérase (Gralla and Collado-Vides, 1996).

Chez les Streptomyces, plusieurs protéines régulatrices de l'expression transcriptionnelle ont

également été caractérisées. Même sans aborder cet aspect de la régulation transcriptionnelle, on

ne saurait rester sans citer notamment le répresseur HspR qui, en réponse à un choc thermique,

contrôle l'expression des opérons codant les chaperonnes moléculaires principales (Grandvalet et

aL, 1997), ou encore le régulateur HrcA se fixant sur des sites nommées CIRCE (Duchene et aL,

1994).

Cette partie de l'introduction se focalisera sur le second mode de régulation de l'initiation de la

transcription, s'exerçant via la modulation directe de la spécificité de l'ARN polymérase par

interchangeabilité du facteur sigma. A un niveau supérieur, la régulation de l'initiation de la

transcription peut également s'effectuer via la régulation de l'expression des facteurs a (voir

Discussion).
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La transcription des gènes se décompose en trois étapes: l'initiation, l'élongation et la

terminaison; l'étape d'initiation jouant un rôle fondamental dans le contrôle de l'expression des

gènes.

L'initiation de la transcription bactérienne nécessite, outre l'ARN polymérase apoenzyme (~Waz),

un facteur protéique appelé sigma (cr), qui une fois associé à l'ARN polymérase forme

l'holoenzyme capable alors de reconnaître une séquence particulière d'ADN localisée en amont

de la région codante du gène à transcrire et appelée promoteur (classiquement composé des

motifs -35 et -lOchez les promoteurs contrôlés par les facteurs de la famille 0
70 dIE. coli; Burgess

etaI., 1969; Figure 1-17).

13 +13 ' Apoenzyrne

Holoenzyme

Figure 1-17 : Mécanisme général de l'initiation de la transcription chez les bactéries.Les motifs

-35 et -10 correspondent aux régions de reconnaissance par le facteur 0. Le site d'initiation de la
transcription ou +1 est symbolisé par la flèche en amont du cadre de lecture.
La phase codante n'est pas représentée à l'échelle.

Selon leur similarité de séquences, les facteurs cr peuvent être regroupés en deux grandes

familles: les facteurs cr de type cr70 et les facteurs cr de type cr54
. La majorité des facteurs cr

bactériens appartiennent à la famille des facteurs cr70
, définie à partir de la séquence du facteur cr

principal de 70 kDa d'E. coli (Lonetto et al., 1994). Toutes les bactéries contiennent donc un ou

plusieurs facteurs cr de type cr70 et la plupart d'entre elles codent également un facteur

cr appartenant à la famille des facteurs cr54 (Merrick, 1993), famille définie par rapport à la

séquence du facteur cr de 54k Da d'E. coli, impliqué dans le métabolisme de l'azote.

Mise à part cette distinction structurale, les facteurs cr peuvent être regroupés selon les fonctions

qu'ils contrôlent. En effet, certains facteurs s sont dits principaux car impliqués dans la régulation

de gènes dits « essentiels », alors que d'autres sont qualifiés d'alternatifs car contrôlant la
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transcnptlOn de régulons spécifiques en réponse à des conditions physiologiques ou

environnementales particulières.

Au sein des facteurs (5 de type (570, plusieurs sous-groupes peuvent être distingués en fonction de

leurs spécificités fonctionnelles et structurales (détaillées dans le chapitre B-II, Figure 1-18).

Figure 1-18 : Les facteurs cr70 chez les bactéries
Selon (Wosten, 1998). Cet arbre a été construit par la méthode FITCH basée sur les distances, à l'aide

des séquences protéiques des différents facteurs cr.

Le séquençage systématique des génomes a révélé que le nombre de facteurs (5 variait

énormément entre les différentes bactéries, puisqu'il est compris entre 1 chez Mycoplasma

genita/iuJ1J et plus de soixante chez les Streptomyces (voir Tableau 1-3).

La redondance des facteurs sigma est particulièrement remarquable dans la lignée des bactéries

Gram positives avec 17 pour Baal/us subti/is, 13 pour Mycobacterium tuberculosis, 60 pour S. averJ1Jiti/is

et 65 pour Streptollryces coe/ic%r (voir Tableau 1-3).
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13-1.1 03 Le facteur sigma: sous-unité de l'ARN polymerase ADN dependante

B·I.l~LE FACTEUR SIGMA: SOUS.UNlTB DE L'.JARN POLYMERASE
ADN DEPENDANTE___________ .. ~_ __ ~~_w_~_ ~~_~ ~ ".. ~_ ~ ............... ~ ~ .~ ,

Ce paragraphe traite des facteurs cr de type cr70
, sachant que la structure des facteurs cr de type

crS4
, le mécanisme d'initiation de la transcription qu'ils médient ainsi que les séquences

promotrices qu'ils reconnaissent leur sont spécifiques (voir paraghraphe B-II.2.1.6).

:8-1.1.1 LES ACTEURS
DEPENDAN'TE

L~ARN POLYMERASB ADN

B-LL L] - JLAJPORME AJPOENZYME DE L'ARN lP'QLYMEJE.ASE ADN

DElP'ENDANTE

Chez E. coli, l'ARN polymérase ADN dépendante sous sa forme apoenzyme est composée de

quatre sous-unités: deux sous-unités u, une sous-unité ~ et une sous-unité W; chacune d'entre

elles portant des fonctions spécifiques (Tableau 1-5).

Cet hétérotétramère se lie à l'ADN de manière non spécifique (en l'absence du facteur cr) et porte

l'activité catalytique permettant la formation des liaisons 5'-3' phosphodiester entre les

ribonucléosides, permettant ainsi la synthèse d'une molécule d'ARN.

Sous-unité Gènc Fonction Référcnccs

a

poB

lpOC

Initiation de l'assemblage de

l'apoenzyme par dimérisation

du domaine N-terminal

Activité catalytique de

synthèse de l'ARN et activité

de correction des erreurs

Formation du site catalytique

en association avec la sous

unité p

Ovchinnikov et al., 1977

Ishihama et al., 1981

Igarashi et al., 1991

Ovchinnikov et al., 1981

Ovchinnikov et al., 1982

Tableau 1-5: Caractéristiques des sous-unités constituant la forme apoenzyme de l'ARN
polymérase d'E. coli
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1)-1.1 C'JéS Le facteur ,igl1la : ,om-unjté de l'\R:\ poiymerase J\D:\ dependante

B-LLL2 - LA FORME HOLOENZYME DE L'ARN POLYMERASE ADN

DEPENDANTE ET LES FACTEURS SIGMA PRINCIPAUX

L'apoenzyme interagit avec le facteur cr, reconnaissant les reglOns promotrices, pour former

l'holoenzyme assurant ainsi l'initiation de la transcription. Différents facteurs cr peuvent s'associer

à l'apoenzyme pour former différentes holoenzymes (Ecr) présentant chacune une spécificité de

reconnaissance pour des régions promotrices distinctes.

B-I.1.1.2.1- Les facteurs sigma principaux chez les bactéries

Les facteurs cr principaux reconnaissent une large majorité de promoteurs transcriptionnels de

gènes impliqués dans les fonctions essentielles et assurent ainsi la transcription « de base» chez

les bactéries.

Chez E. coli, le facteur principal est appelé cr7ü et est codé par le gène rpoD (Burton et al., 1981).

Chez B. subtilis, ce facteur sigma principal est appelé crA (Shorenstein and Losick, 1973) mais est

également impliqué dans l'initiation de la sporulation (voir ci après).

Chez Streptomyces coelicolor, quatre homologues du gène rpoD ont été identifiés: hrdA, hrdB, hrdC et

hrdD (Buttner et al., 1990). Le facteur sigma codé par le gène hrdB chez S. coelicolor est le facteur

cr principal, les trois autres pouvant être considérés comme des paralogues non essentiels

(Wosten, 1998). Le gène hrdD est principalement exprimé en phase exponentielle de croissance et

le facteur crHrdD reconnaît des promoteurs en amont de redD et actII-oif4, deux gènes régulateurs

impliqués dans la synthèse d'antibiotiques (Fujü et al., 1996; Kang et al., 1997).

En revanche, bien que les gènes hrdA et hrdC sont exprimés et peuvent être interrompus, leur

fonction reste inconnue (Buttner and Lewis, 1992).

B-I.1.1.2.2 - La structure des facteurs sigma de type cr7ü

La comparaison des séquences des facteurs cr principaux de différentes espèces bactériennes,

ainsi que des facteurs cr alternatifs qui seront décrits ultérieurement, a révélé l'existence de quatre

domaines protéiques fortement conservés (Lonetto et al., 1992) (Figure 1-19).

o La région 1 se décompose en deux sous-régions: 1.1 et 1.2.

Elle présente une faible conservation de séquence et n'est présente que dans les homologues du

facteur cr7ü d' E. coli chez les bactéries.

En se repliant sur les régions impliquées dans la reconnaissance des séquences promotrices, les

résidus contenus dans une première partie de la région 1.1 empêchent la fixation du facteur cr7ü

seul à l'ADN. Lors de l'interaction avec l'ARN polymérase, le facteur cr7ü subit alors une

modification structurale permettant l'accessibilité des régions interagissant avec l'ADN

(Dombroski et al., 1992). De plus une boucle de résidus acides, présente dans la région non

conservée entre les domaines 1.2 et 2.1 pourrait aussi participer à l'inhibition de la fixation du

facteur cr7ü seul à l'ADN (Malhotra et al., 1996). Les résidus contenus dans la seconde partie de la

région 1.1 ainsi que dans la région 1.2 semblent impliqués dans la formation des complexes

d'initiation (Wilson and Dombroski, 1997).

(ryJ i\IW W1CJ!()\ - l·i
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B-I.1 03 Le facteur sigma: sous-unité de l'ARN polymerase ADN dependante

o La région 2 peut être subdivisée en cinq sous-domaines: 5.1,5.2,5.3,5.4 et 5.5.

Elle est fortement conservée dans les facteurs cr de nombreuses bactéries (Gribskov and Burgess,

1986). Les sous-domaines 2.1 et 2.2 seraient impliqués dans l'interaction du facteur cr70 avec

l'ARN polymérase (Lesley and Burgess, 1989). De nombreuses études génétiques ont par ailleurs

montré l'implication de la région 2.4 des facteurs cr dans la reconnaissance et la fixation des

séquences -10 des promoteurs (Dombroski et al., 1992). De plus, le facteur cr70 reconnaitrait la

séquence TG des promoteurs dits «étendus» (voir paragraphe B-1.2) par l'intermédiaire de

résidus fortement conservés de la région 2.5 (Barne et al., 1997). Enfin le rôle de la région 2.3 n'a

pas encore été clarifié.

o La région 3 se divise en deux sous-régions: 3.1 et 3.2.

Elle semble être impliquée, tout comme les régions 2.1 et 2.2, dans l'interaction des facteurs cr

avec l'ARN polymérase. De plus, cette région pourrait intervenir dans le processus d'initiation de

la transcription, puisque son extrémité carboxy-terminale participe au site d'initiation de la

transcription de l'holoenzyme (Severinov et al., 1994).

o La région 4 se décompose en deux sous-domaines: 4.1 et 4.2.

Les sous-domaines 4.1 et 4.2 semblent être impliqués dans l'interaction du facteur cr70 avec les

activateurs transcriptionnels. De plus, la sous-région 4.2 permet la reconnaissance spécifique de la

séquence -35 des promoteurs par l'intermédiaire d'une structure de type hélice-coude-hélice

(HTH) (Keener and Nomura, 1993).

2.1 2.2 2.3 2.4 2.5

Reconnaissance de la
séquence ~10

3.1 3.2

Figure 1-19 : Structure du facteur (570 d'E. coli
Les différentes régions conservées et leurs fonctions dans l'initiation de la transcription sont indiquées.
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B,-I,L~L:E MJECANISM:B nE L:'INI1"IATION nE LA
TRANSCRIPTION

Les études sur le mécanisme de l'initiation de la transcription ont été principalement réalisées à

partir de promoteurs reconnus par l'holoenzyme Ea7ü (pour revue, (Lonetto et al., 1992) ; Figure

1-20),

L'initiation de la transcription est un processus nécessitant la formation de complexes successifs

ARN polymérase / promoteur, aboutissant à la progression de l'ARN polymérase le long de

l'ADN avec élongation de la chaîne d'ARN.

Cette synthèse d'une molécule d'ARN, étant effectuée par copie du brin matrice de la double

hélice d'ADN appelé brin codant, nécessite donc une séparation locale des deux brins d'ADN.

o Le complexe fermé RPc

Dans une première étape, l'holoenzyme, fixée dans un premier temps à l'ADN de façon non

spécifique, se déplacerait sur l'ADN puis reconnaîtrait une région promotrice, par interaction du

facteur a 7ü avec la région -35 puis avec la région -10. Le complexe qui est alors formé, RPc pour

« ARN polymérase / l2.romoter ~losed complex », est qualifié de fermé puisque à cette étape les

deux brins d'ADN ne sont pas encore séparés.

o Le complexe intermédiaire RPint

La seconde étape de l'initiation transcriptionnelle conduit à la formation d'un complexe

intermédiaire RPint. Dans ce complexe, la région d'ADN située entre les boîtes -10 et -35 serait

déroulée afin que ces deux boîtes se retrouvent alignées sur une même face de la double hélice

d'ADN (pour revue, (deHaseth and Helmann, 1995)). De plus, la formation de ce complexe

intermédiaire implique des réarrangements structuraux de l'ARN polymérase (Sen and Dasgupta,

1996),

o Le complexe ouvert RPo

Les fortes contraintes structurales imposées à l'ADN lors de la formation du complexe

intermédiaire RPint, induisent alors l'ouverture de la double hélice d'ADN avec formation du

complexe ouvert RPo (pour« ARN polymérase / l2.romoter Qpen complex »).

Dans le complexe RPo, la région d'ADN comprise entre les positions -9 et +3 est sous forme

simple brin.

o Le complexe d'initiation RPinit

Le site +1 d'initiation de la transcription est alors accessible au ribonucléotide initiateur et l'ARN

polymérase initie la polymérisation des premiers ribonucléotides au sein du complexe d'initiation

nommé RPinit.

Ucf L\TFOf)i(T!O,\ - ;}'
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13-1.1 03 Le facteur sigma: sous-unité de j'ARN polymerase ADN clependante

o Le complexe d'élongation RPelong

Après polymérisation de 8 à 10 ribonucléotides, le facteur cr se dissocie de l'ARN polymérase qui,

sous sa forme apoenzyme, va se déplacer le long de l'ADN et passer en phase d'élongation

(RPelong). Une molécule d'ARN sera alors synthétisée jusqu'à ce que l'ARN polymérase

rencontre un signal de terminaison de la transcription.

+

ARN polymérasc holoenzyme

=:::::J....~IC==::i......liillilic======= Région promotrice
·35 ·10

:::iiililillC=::7:===== r-onnation du
complexe fenné RPc

rOlmatioo du
~:c==== complexe ouvert RPa

Elongation

Formation du
complexe ouvert RPa

AR..1"m

Figure 1-20 : Les différentes étapes de l'initiation de la transcription chez E. coli

d'après Polyakov et al. (1995).
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B-1.2 (~:s Les séquence, promotrices reconnu, p:1r les Llcteurs ,igm;1 de type (J"li

B-I,2~LEs SEQUENCES PROMOTRICES RECONNUS PARLES
FACTEURS SIGMA DE TYPE a?Q

Le facteur a 70 permet la reconnaissance d'une séquence d'ADN appelée pormoteur de type

facteur a 70
• L'alignement des séquences situées en amont du site d'initiation de la transcription

des gènes de ménage d'E. coli a permis de définir deux motifs conservés (Harley and Reynolds,

1987) et donc d'obtenir le consensus suivant:

TTGACA ....

-35 -10

Site d'initiation
.... m. 4 à 8 pb,>

de la transcription

+1

La séquence non conservée entre les motifs -10 et -35 varie de 16 à 18 pb, la distance de 17 pb

étant préférentiellement observée. Cette séquence consensus est fortement conservée dans le

monde bactérien (pour revue, (Helmann and Chamberlin, 1988)). Dans le cas de Bacillus sublilis, la

séquence consensus reconnue par le facteur sigma principal aA est totalement similaire à celle

d'E. coli.

En revanche, chez les Streptonryces, la séquence reconnue par le facteur sigma principal a HrdB

diverge légèrement, vraisemblablement à cause du fort pourcentage en bases G et C de leur

génome (Strohl, 1992) :

-35

17 ± 1 pb .> Tag(Pu)(Pu)T .... · 4 à 8 pb

-10

..> Site d'initiation
de la transcription

+1

Outre les promoteurs contenant une séquence -10 et -35, certains promoteurs, appelés

« promoteurs étendus» présentent la particularité de posséder un dinucléotide TG en amont de la

boîte -10. La séquence -35 de ces promoteurs n'est pas essentielle à la reconnaissance par

l'haloenzyme mais peut cependant influencer leur efficacité (Kumar et al, 1993).

La séquence consensus de ces promoteurs est donc la suivante:

TGNTATAAT .... 4 à 8 pb

-10

....~ Site d'initiation
de la transcription

+1

Ce motif -10 «étendu» est également fortement conservé dans le monde bactérien. Des

promoteurs « étendus» ont été identifiés chez Clostndiuln pasteurianiuln (Graves and Rabinowitz,

1986), chez Streptococcus pneuJJJoniae (Sabelnikov et al, 1995), ou encore chez différentes espèces de

MycobacteriuJJl (Bashyam and Tyagi, 1998). Chez B. subtilis, ce motif -10 «étendu» est

fréquemment rencontré: en effet 45% des promoteurs identifiés chez cette bactérie possèdent ce

dinucléotide TG (Helmann, 1995).

Chez toutes ces bactéries aucune corrélation n'a pu être faite entre présence de promoteurs

« étendus» et fonction des gènes.
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B-Il.l C?3 Presentation des facteurs 0,l1rerrHtifs

Les évidences de la reprogrammation de l'ARN Polymérase (ARNP) par des Cl" distincts sont

issues de l'étude de cellules infectées par des bactériophages (Fox and Pero, 1974; Kassavetis and

Geiduschek, 1984). Les bactériophages SP01 et SP82 de Baallus subtzlis ainsi que le phage T4

dE coli codent des protéines régulatrices capables de diriger la transcription de régions

spécifiques de leur génome par le biais de protéines hôtes. Les premiers facteurs Cl" "alternatifs"

ont de surcroît été purifiés à partir de cellules de B. subtilis infectées par SP01. Ceux-ci peuvent

s'associer avec l'apoenzyme hôte et, en absence du facteur Cl" principal CfA de B. subtzlis, entraîner

l'initiation de la transcription à partir de promoteurs phagiques. La découverte de multiples

facteurs Cl" au sein de bactéries infectées par des bactériophages établit un précédent dans la

notion de contrôle de l'expression génique. Depuis, l'étude des phénomènes de différenciation

cellulaire chez les bactéries, et notamment la sporulation chez B. subtilis, ou encore la réponse aux

stress chez E. coli, ont généralisé ce concept aux processus de développement.

B..II..1~ PRESENrfATION DES FACTEURS SIGMA ALTERNATIFS

Les facteurs sigma alternatifs contrôlent la transcription de régulons spécifiques en réponse à des

conditions physiologiques ou environnementales particulières.

Différentes sous-familles peuvent être distinguées au sein des facteurs Cf alternatifs, notamment

selon leur fonction (Figure l -18) :

o Les facteurs Cf impliqués dans la biosynthèse des flagelles,

o Les facteurs Cf à fonction extracytoplasmique ou ECF,

o Les facteurs Cf de réponse au choc thermique,

o Les facteurs Cf impliqués dans la sporulation.

Les facteurs Cf à fonction extracytoplasmique ou ECF vont être brièvement présentés dans cette

partie, les autres types de facteurs Cf alternatifs étant détaillés par la suite chez les trois organismes

E. coli, B. subtilis et les Streptomyces (voir paragraphe B-II.2).

Les facteurs Cf qui appartiennent à la famille des ECF (famille ECF pour "~xtraçytoplasmic

function sigma factors" ; (Lonetto et a!., 1994; :Missiakas and Raina, 1998)) régulent une large

variété de procédés en relation avec l'environnement ont, tels que la production d'alginate

(Deretic et a!., 1994), le transport de citrate ferrique (Angerer et a!., 1995) ou la synthèse des

caroténoïdes (Gorham et a!., 1996).
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[)-lI.l (03 Presentation des facteurs (j altertl<lli fs

Les différentes caractéristiques qui distinguent les facteurs cr de la famille des ECF des autres

membres de la famille des facteurs cr de type cr70 sont les suivantes:

o l'absence des domaines protéiques conservés 1 et 3 et donc leur petite taille
(classiquement 20 à 30 kDa),

o la reconnaissance de séquences promotrices proches,

o leur fréquente régulation post-traductionnelle par anti-facteur cr spécifique,

généralement codé par un gène situé en aval du gène codant le facteur cr.

Grâce au séquençage systématique des génomes, de nombreux facteurs cr de la famille des ECF

ont pu être identifiés mais leur fonction reste souvent inconnue. Par exemple, 45 et 47 facteurs cr

de type ECF ont été identifiés dans les génomes des deux espèces de Streptonryces séquencés (voir

paragraphe A-II.2.3.2.3, (Bendey et al., 2002; Ikeda et al., 2003)). L'analyse du génome de B. subtilis

a révélé l'existence de sept facteurs cr de la famille des ECF (Kunst et al., 1997). Aucun d'entre

eux n'avait précédemment été découvert par des approches de génétique classique; ceci pouvant

être expliqué par le fait que les facteurs cr de la famille des ECF régulent souvent des gènes

transcrits par plus d'un promoteur, impliquant donc que la mutation nulle de ces facteurs cr

n'entraînent pas l'extinction complète de la transcription du gène cible (paget et al., 1998; Paget et

al.,1999).

B-II~ ~LEs FACTEURS SlGMA.ALTERNATIFS ET LA COMPLEXITE
DE REPONSE A UN STRESS ENVIRONNEMENTALD~NORGANISME

n-IL~,l - L..ES FAC''tEURS SIGJMA AL.''tJ~R.NATIFS CHEZ
iBSCRER/CHA C()LI

Chez E. coli six facteurs cr distincts du facteur cr70 ont été mis en évidence. Pour chacun d'entre

eux une séquence consensus a pu être dégagée à partir de l'alignement des séquences

nucléotidiques de chaque type de promoteur (Tableau 1-6).

Ces facteurs cr peuvent être divisés en deux groupes (pour revue (Lonetto et al., 1992)). En effet

la plupart des facteurs sigma alternatifs présentent de fortes homologies avec le facteur cr70 et le

mécanisme d'initiation de la transcription pour ces holoenzymes est proche de celui décrit pour

l'holoenzyme Ecr70 Une exception concerne le facteur cr5
\ impliqué dans la transcription des

gènes du métabolisme de l'azote, qui permet une initiation de la transcription par un mécanisme

plus proche de celui observé chez les eucaryotes.
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B-II.2 03 Les facteurs 0 alternatifs et la complexité de réponse a un stress environnemental

a Gène PM Promoteur Fonction Réf

(Da) -35 -10

0'70 poD 70236 TIGACA N16-18 TATAAT Majorité des gènes d'E. coli (1)

0'38(5) poS CGCCAAGT Réponse à de nombreux stress
(2)

38000 CTGCAA N14-16 *
(3)

CCCCATNT Réponse à la dénaturation des
0'32 poH 32000 CTIGAA N13-15 (4)

A protéines périplasrniques

0'24 (E) poE 24000 GAACTI N16 TCTGA
Réponse à la dénaturation des

protéines périplasmiques
(5)

0'28 (P) poF 28000 TAAACTI N11 GCCGATAA Gènes de synthèse des flagelles (6)

GTGGCAC TIGC Gènes du métabolisme de
0'54 (N) poN 54000 N5 (7)

-26 -12 l'azote

GGAAAAT TCCTTf Opéron de transport du citrate
0'19 fic! 19000 N17 (8)

-35 -10 ferrique

Tableau 1-6: Les différents facteurs a mis en évidence chez E. coli.
Pour chaque facteur 0, le nom de son gène, son poids moléculaire, la séquence reconnue par
l'holoenzyme correspondante ainsi que le type de gènes transcrits par cette holoenzyme sont indiqués.

* :Le facteur a38 reconnaît également des séquences de type a70 .

(1) Harley et Reynolds, 1987; (2) Lange et Hengge-Aronis, 1991 ; (3) Kolb et al., 1995 ; Tanaka et al.,
1995; (4) Cowing et al., 1985; (5) Erickson et Gross, 1989; (6) Helmann et Chamberlin, 1987; (7)
Hunt et Magasanik, 1985 ; (8) Angerer et al., 1995 ; ENZ et al., 1995.

Le facteur 0 32 est impliqué dans la réponse à différents stress conduisant à la production de

protéines dénaturées dans le cytoplasme, tel que le choc thermique (Cowing et a!., 1985). Il

permet en particulier la transcription des gènes codant les protéines chaperons (pour revue,

(Mager and De Kruijff, 1995) ; Tableau 1-6).

La transcription du gène IpoH est activée en conditions de stress. En effet, ce gène est alors

transcrit à partir du promoteur P3 par l'holoenzyme alternative E024 décrite ci-après (pour revue,

(Mager and De Kruijff, 1995)).

La quantité de facteur 0 32 présent dans la cellule est également régulée aux niveaux des étapes

d'initiation de la traduction et de dégradation protéique. En effet, la fixation des protéines

chaperons DnaJ et DnaK-GrpE sur le facteur 0 32 inhibe sa liaison à l'ARN polymérase et

favorise sa dégradation par des protéases. Lors d'un choc thermique, les chaperonnes ne se

fixeront plus sur le facteur 0 32 mais sur les nombreuses protéines cytoplasmiques dénaturées,

entraînant alors la stabilité de ce facteur 0. De plus, cette régulation permet un rétrocontrôle,

puisque le facteur 0 32 est lui même responsable de la transcription des protéines chaperons

inhibant son action (pour revue, (Mager and De Kruijff, 1995)).
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B-IL2o 1.2 - LE fACTEUR <cr 24 OU <crE ET LE CHOC THERMliQUE

PROLONGE

Le facteur (J24 ou (JE permet d'induire une réponse cellulaire à des conditions de stress menaçant

l'intégrité cellulaire au niveau périplasmique, tels les chocs thermiques prolongés (Connolly et al.,

1997).

L'holoenzyme E(J24 reconnaît des séquences -10 et -35 fortement divergentes du consensus des

promoteurs reconnus par le facteur (J70 (Tableau 1-6) et est notamment responsable de la

transcription du gène rpoH codant le facteur (J32.

L'activité du facteur (J24 ou (JE est régulée par la fixation d'un anti-facteur (J, nommé RseA et

codé par un gène localisé dans le même opéron que le gène rpoE (Missiakas et al., 1997).

B-H.2.103 - LE fACTEUR <cr 28 OU <cr F ET LA MOBliUTE

Le facteur (J28 ou (JI' permet la transcription des gènes impliqués dans la mobilité des bactéries,

dont les gènes tardifs nécessaires à la formation des flagelles (Tableau 1-6).

Son activité est également régulée par un anti-facteur (J, nommé FlgM (Kutsukake and lino, 1994;

Kutsukake et al., 1994).

JB_-H.2.,L4 LEJEACrEU_E.~((]'~~_QU_ Œ~ ET L'El\TTREE EN PHASE

STATliONNAliRE

Le facteur (J38 ou (Js est produit en réponse à de nombreuses conditions de stress, et notamment

lors de la phase stationnaire de croissance (Hengge-Aronis, 1993), des chocs thermiques (Muffler

et al., 1997) ou osmotiques (Hengge-Aronis, 1996).

L'holoenzyme E(J38 est capable de reconnaître deux types de séquences promotrices: des

promoteurs spécifiques à (J38 (décrits dans le Tableau 1-6) et les promoteurs reconnus également

par le facteur (J70 (Kolb etaI., 1995; Tanaka etaI., 1995).

Comme pour le facteur (J32, l'initiation de la transcription du gène rpoS, l'efficacité de la traduction

ou la stabilité de la protéine (J38 peuvent être modifiées en fonction des stress cellulaires par des

mécanismes complexes (Lange and Hengge-Aronis, 1994).

De plus, un niveau de régulation supplémentaire permet de compenser la plus faible

concentration cellulaire et la plus faible affinité pour l'ARN polymérase du facteur (J38 par rapport

au facteur (J70, suite à l'inhibition spécifique du facteur (J70 par une protéine nommée Rsd, jouant

un rôle d'anti-facteur (J (Jishage and 1shihama, 1998).

i-J-f! :
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lB-Bo2oloS - LE FACTEUR cr 19 OU PROTEJ[NE FECK ET LE TRANSPORT DU

CITRATE FERRJ[QUE

Le facteur a 19 ou protéine Feel permet la transcription de l'opéronfec, impliqué dans le transport

du citrate ferrique (Tableau 1-6 ; (Angerer et al., 1995; Enz et al., 1995)), en présence de la protéine

FecR, codée par un gène de cet opéron (Ochs et al., 1995).

L'activité cytoplasmique du facteur a19 est régulée par la concentration extracellulaire de citrate

ferrique via un système de transduction du signal impliquant la protéine de transport extra

membranaire FecA, le complexe Ton, et la protéine membranaire FecR (Harle et al., 1995).

lB-KL2.L6 co LE FACTEUR cr 54 OU cr N ET LE METABOUSME DE L'AZOTE

Le facteur a 54 ou aN permet la transcription de gènes impliqués dans le métabolisme de l'azote

(Tableau 1-6 ; (Sasse-Dwight and Gralla, 1988)).

La structure de ce facteur a diffère fortement de celle des facteurs a décrits précédemment,

puisque semble être composée de cinq domaines structuraux interagissant entre eux (Cannon et

al., 1995). Les séquences promotrices reconnues par le facteur a 54 sont également très différentes,

puisque sont centrées aux positions -12 et -24 par rapport au site +1 d'initiation de la

transcription (Hunt and Magasanik, 1985).

Enfin, le mécanisme d'initiation de la transcription diffère du mécanisme classique décrit

précédemment et ressemble plus à celui connu chez les eucaryotes. En effet, l'holoenzyme Ea54

se fixe sur les promoteurs pour former un complexe fermé qui restera dans un état inactif jusqu'à

ce que l'azote devienne limitant. Alors une cascade de réactions de phosphorylation permettra la

fixation d'une protéine, nommée NtrC, qui interagira avec le complexe fermé afin d'activer la

transcription (Sasse-Dwight and Gralla, 1988); (Keener and Kustu, 1988).

Ces facteurs a alternatifs semblent être conservés dans de nombreuses bactéries à Gram négatif,

notamment chez Vibrio cholerae (Klose and Mekalanos, 1998).

R-IL2.2 LESFAC''t:EURS SIGMA ALTERNA'tIFS CHEZ
8i1 Clt,LUS 'Sun ''rIL ilS

Chez B. subtilis, 17 facteurs a différents ont pu être identifiés et au moms SiX d'entre eux

contrôlent la transcription des gènes spécifiques de la sporulation.

]B·-n.2.2.1l .~ LA SPORULATJ[ON CHEZ BACIJLLUJ JUBTlJUJ

La Figure 1-21 schématise l'activation séquentielle de ces facteurs a (aussi bien en termes

temporels qu'en termes de localisation) et les principaux changements morphologiques entraînés

par chaque nouveau profil d'expression génique.
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celltÙe mère spore

(d)
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manteau

(al
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\
septum

cortex
\

« englobement )}

~[g

Figure 1-21: Cascade de facteurs a durant la sparulatian de B. subtilis (d'après (Kroas
and Yu, 2000».

(a) L'expression des gènes sous le contrôle des facteurs a A et aH entraîne la formation d'un septum,
en position asymétrique.

(b) Le facteur a F devient actif dans la spore et le facteur crE dans la cellule mère. Le septum migre
puis, par un procédé proche de la phagocytose, provoque « l'englobement» de la spore dans une
double membrane.

(c) Le facteur crG devient actif dans la spore, générant ainsi un signal qui active le facteur crI< dans la
cellule mère. Le cortex est alors synthétisé entre les deux membranes entourant la spore.

(d) Les produits des gènes transcrits par le facteur crI<, ainsi que les protéines dépendantes de crE
synthétisées plus tôt dans la cellule mère, s'assemblent à la surface de la spore et produisent ainsi
le manteau.

Différents mécanismes de régulation contrôlent l'activation séquentielle de chacun de ces facteurs

a impliqués dans la sporulation (pour revue, voir (K.roos and Yu, 2000)).

Grâce à un système de phospho-relai, un régulateur de l'initiation de la sporulation se fixe sur les

régions promotrices et activent la transcription médiée par les facteurs a A et aH. Ce régulateur,

appelé SpoOA-P, exercerait cette activation en se liant à la fois au facteur a et au core enzyme de

l'ARN polymérase (Grossman, 1995). Le niveau et l'activité du facteur aH sont contrôlés par des

mécanismes transcriptionnels et post-traductionnels. La transcription du gène spoOH est activée

suite à l'inhibition, par SpoOA-P, de la production de AbrB, un répresseur de spoOH. De plus,

l'activité du facteur aH est influencée par la sous-unité ATPasique ClpX de la protéase ClpXP

(Liu et a!., 1999).

Le facteur a r est régulé par un système anti-anti-a/ anti-a codé par les gènes SpoIIAA/SpoIIAB

(pour revue, (Helmann, 1999)), de facon similaire au facteur aB impliqué dans la réponse générale

aux stress (voir paragraphe B-II.2.2.2 ci-après). La localisation de la phosphatase SpoIIE,

impliquée dans ce système, à proximité du septum pourrait révéler un probable lien entre la

formation du septum et l'activation du facteur aF dans la spore.
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13-11.2 (~:$ Les facteurs Ci alternatifs et la comple:-:ité: de réponse J un stt-ess cnvinlnnernental

Le facteur a E est synthétisé sous forme d'un précurseur inactif, pro-aE
, présentant une extension

N-terminale de 27 acides aminés. La maturation de pro-aE est assurée par SpoIIR, le produit d'un

gène contrôlé par le facteur a F (Stragier and Losick, 1996).

Le facteur a F est responsable de la transcription du gène codant le facteur aG dans la spore. De

plus, il semblerait que SpoIIAB, l'anti-a du facteur a F
, inhibe également l'activité du facteur aG

.

L'étape de transcription ainsi que la dissociation de l'anti-a sont dépendantes de l'activité du

facteur a E dans la cellule mère (pour revue, (Kross et al., 1999)).

Comme pour le facteur a E
, le facteur a K est synthétisé sous forme d'un pro-aK

. Le réarrangement

créant le gène du pro-aK se déroulant exclusivement dans la cellule mère (voir paragraphe A

1.1.1), et ce gène étant sous le contrôle du facteur a E
, la synthèse du pro-aK est confinée dans la

cellule mère. Au moins deux mécanismes distincts sont responsables de la transition de la

transcription médiée par le facteur a E vers celle médiée par le facteur a K dans la cellule mère. En

effet, ces deux facteurs a entreraient en compétition pour la fixation au core enzyme. De plus, il

semblerait que le facteur aK soit responsable d'une inhibition de la transcription du gène codant

le pro_aE ainsi que d'autres gènes d'expression précoce (Zhang et al., 1999).

L'ensemble de ces données démontre la complexité et l'interconnexion des systèmes de

régulation des facteurs a, aboutissant à la sporulation chez B. subtilis (Figure 1-22)

rr' "'""":PORE

crF~ « englobement »

t
QG. SpoIIAB

t
crG ~protection de l'ADNU ct prépa~ati~n à la

gcrm1l1auon

Signaux
(nutrition, densité cellulaire,

cycle cellulaire)

t

'T"
septum polaire

partition du -(------ cr''''
chromosome t-

"1
({ englobcment» -(------ crE

cortex ct manteau t
pro-crK

t
cortex et manteau -(------U

CELLULE MERE

Figure 1-22 : Réseau de régulation contrôlant la synthèse des facteurs cr et leur activation.

Les flèches continues indiquent des relations de dépendance entre les facteurs cr ou la relation entre le

facteur cr et le changement morphologique engendré.
Les deux lignes verticales symbolisent les membranes qui séparent la cellule mère de la spore après la
fonnation du septum polaire.
Les flèches en pointillés représentent les interactions par transduction du signal entre les deux types de

cellules qui gouvernent l'activation séquentielle des facteurs cr (petits pointillés) ou leur synthèse
(grands pointillés).
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B-II.2 œ Les facteurs a alternatifs et la complexité de réponse a un stress elwironnemental

B-KL202o2 ~ LJE FACTEUR crE JET LA REPONSE GENERALE AU STRESS

CHEZ BACILLUS SUBTILIS

Le facteur aB est impliqué dans la réponse générale au stress chez Badllus subtilis (Hecker et al.,

1996), à l'image du facteur cr RpoS d'E. coli.

L'expression du gène sigB est activée par de nombreuses conditions de stress (choc thermique,

alcool, acide, stress osmotique, épuisement en phosphate, glucose ou oxygène) mais aussi par

l'entrée de B. subtz'lis en phase stationnaire sur milieu riche.

Le gène sigB fait partie d'une structure opéronique incluant 7 autres gènes (rsbR, rsbS, rsbT, rsbU,

rsbV; rsbW, sigB, rsbX) et est transcrit à partir de deux promoteurs. Le premier, reconnu par le

facteur cr principal crA
, entraîne l'expression basale des 8 gènes durant la croissance (Wise and

Price, 1995). Le second, localisé en amont de rsbV; est régulé par le facteur crB lui-même et

entraîne donc l'induction de l'expression des gènes rsbV; rsbW, slgB et rsbX dans les conditions où

le facteur crB est activé (pour revue, (Haldenwang, 1995».

Un système complexe de transduction du signal impliquant notamment un système anti-anti-cr /

anti-cr est à l'origine de l'induction de la transcription des gènes de réponse aux stress par le

facteur crB (Figure 1-23, pour revue (Hecker and Volker, 1998».

L'activité du facteur crB est en effet contrôlée par un anti-facteur cr, RsbW, qui fixe et donc inhibe

le facteur crB durant la phase exponentielle. En réponse aux stress ou à la carence nutritionnelle,

RsbWest alors « capturé» par l'anti-anti-facteur cr RsbV, libérant alors le facteur crB actif.

L'activité du facteur RsbV est elle-même régulée par un système complexe de phospho-relais,

impliquant notamment l'activité kinase de RsbW. Une carence en ATP, résultant de l'épuisement

du milieu, inhibe la phosphorylation de RsbV par RsbW. Les signaux de stress sont quant à eux

perçus par l'intermédiaire d'un autre phospho-relai, stimulant l'activité de la phosphatase RsbU,

spécifique de l'anti-anti-facteur cr RsbV. Ainsi, les signaux de stress et de carence nutritionnelle

sont tous deux intégrés en augmentant la quantité de protéines RsbV déphosphorylées, capables

de libérer le facteur crB de son anti-facteur cr RsbW. Le facteur crB peut alors interagir avec le core

enzyme de l'ARN polymérase et ainsi induire la transcription de ces gènes cibles et donc de son

propre gène.

Anti-O"
R"h\\:

+
.1-" Transcription des gènes

de réponse aux stress

Figure 1-23 : Modèle de régulation du facteur crB par un système anti-cr / anti-anti-cr.
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Le facteur aB contrôle un grand nombre de gènes codant des protéines impliquées dans la

réponse générale au stress (protéines GSP). En revanche, il ne serait pas responsable de

l'induction de l'expression des gènes codant les protéines spécifiques du choc thermique

(protéines HSP) CVolker et al., 1994).

Différentes approches visant à identifier les gènes cibles du facteur aB ont permis d'estimer le

nombre de ces cibles à plus d'une centaine (Hecker and Volker, 1998; Petersohn et al., 2001).

Cependant peu d'études relatent la fonction des protéines induites par le facteur aB. Les gènes

codant les protéases ATP-dépendantes Clp appartiendraient à ce régulon. Ces protéases,

nécessaires à la réponse générale au stress, permettraient de détoxiquer la cellule des protéines

dénaturées suite à un stress (Gottesman, 1996; Gerth et al., 1998).

Parmi ces gènes, il est également intéressant de noter la présence des gènes katE, (codant une

catalase) et dps (codant des protéines de fixation à l'ADN), dont les homologues chez E. coli, sont

eux aussi régulés par le facteur a de réponse générale au stress RpoS CVolker et al., 1994;

Engelmann et al., 1995).

B-I.I..:2,:'3 ~L)ESFAC'l'EnRS SIGJMA A:L'l'ERNA'l'IFS CHEZ
,sTiREPTO!MfYCiES

Ja-IL203o 1. - flA DHJPlFERENCIATKON ET LA REPONSE AUX STRESS CHEZ

JTRJÇ.PTOMYCES_ COELICOLOR

B-II.2.3.1.1 - Les facteurs a WhiG et (j'F chez Streptomyces coelicolor

Le facteur a WhiG intervient lors de la mise en place du processus de sporulation. En effet,

l'interruption de whiG n'empêche pas la croissance végétative de la bactérie mais les hyphes

aériens ne se différencient plus (Chater et al., 1989).En contrepartie, la surexpression de whiG

induit une sporulation accrue dans le mycélium aérien ainsi qu'une sporulation ectopique

abondante dans le mycélium végétatif. Hiérarchiquement, whiG se situe en amont de tous les

autres loci whi testés et de sigF (Keiemen et al., 1996).

Le facteur a \X1hiG, acteur de la différenciation tardive chez les Streptomyces, présente une

transcription constitutive à partir d'un site unique d'initiation de la transcription (Kelemen et al.,

1996). Impliqué dans la formation des spores, a WhiG présente une activité durant les phases

tardives. Des données suggèrent fortement que l'activité de a WhiG serait régulée par un anti-a.

En effet, a WhiG complémente l'action de son a homologue chez S. typhimurùfm, a FIi
\ impliqué

dans la synthèse des flagelles. Un contrôle négatif de l'activité de a WhiG a été mis en évidence par

l'action du produit du gène flgiVf codant l'anti_aFlii\ (Keiemen et al., 1996).

(OJ !\TW inl( no\. -- ~~
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L'inactivation du gène sigF entraîne la formation de spores dont la paroi est anormalement fine et

les colonies mutées ont un phénotype "white". Le facteur a F est donc impliqué dans les étapes

tardives de la maturation des spores (potuckova et aL, 1995; Rezuchova et aL, 1997).

La mutation nulle de whiG est épistatique sur l'expression de sigE Ainsi, une hiérarchie entre whiG
et sigF a été dégagée avec WhiG intervenant en amont de SigF dans la cascade de facteurs a.
Cependant, aucune séquence régulatrice spécifique de a WhiG n'a pu être détectée dans les

régions promotrices du gène szgF, ce qui sous-entend donc l'existence d'au moins un autre facteur

a alternatif (Kelemen et aL, 1996).

B-II.2.3.1.2 - Le facteur a BldN chez Streptomyces coelicolor

Le gène bltlN, préalablement nommé whzN, code un facteur a de type ECF nécessaire à la

formation du mycélium aérien chez S. coelicolor (Bibb et aL, 2000).

Le promoteur du gène bldM, un autre locus impliqué dans le développement de S. coelicolor, est

reconnu par le facteur a BldN. Ce facteur a présente une extension N-terminale suggérant une

régulation post-traductionnelle de type maturation de pro-a.

B-II.2.3.1.3 - Le facteur aH chez Streptomyces coelicolor

Plus récemment, un troisième facteur a codé par le gène szgH a été identifié. Un mutant sigH
présente, à maturité, une coloration gris-pâle. La formation du mycélium aérien n'est pas affectée

mais la différenciation des spores est incomplète. Les rares spores formées ne montrent toutefois

pas de différence morphologique par rapport aux spores de la souche sauvage. De plus, ce facteur

sH est impliqué dans la réponse au stress osmotique (Sevcikova et aL, 2001). Ce facteur aH est

donc au carrefour du stress et du développement chez les Streptomyces (Kelemen et aL, 2001).

La régulation de ce facteur a se fait à de multiples niveaux (voir Discussion): au niveau

transcriptionnel, via la présence de promoteurs multiples en amont du gène sigH (Kormanec et aL,

2000; Kelemen et aL, 2001), au niveau traductionnel via l'utilisation de codons d'initiation

alternatifs et également au niveau post-traductionnel par des mécanismes de maturation de pro-a

et des intercations avec un anti-facteur a RsrA (Sevcikova and Kormanec, 2002; Viollier et aL,

2003b). Deux gènes cibles du facteur aH ont été identifiés: ssgB, codant un homologue d'une

protéine impliquée dans la sporulation et la division cellulaire (Kormanec and Sevcikova, 2002a)

etgltB codant une glutamate synthétase (Kormanec and Sevcikova, 2002b).

Le facteur aH appartiendrait à une famille de 9 facteurs a chez S. coelicolor, homologues du facteur

aB de réponse générale au stress de B. subtilis (Viollier et aL, 2003a).

n-// :
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B-II.2.3.1.4 - Le facteur aB chez Streptomyces coelicoJor

Le gène, szgB, codant un facteur a alternatif impliqué dans la réponse au stress osmotique chez

S. coelicolor A3(2), fait également partie de cette famille de facteurs a, homologues du facteur aB de

B. subtzlis. La mutation de sigB chez S. coelicolor A3(2) conduit au phénotype « bald » des colonies

sur un milieu spécifique (Cho et al, 2001).

Les facteurs aH et aB sont impliqués à la fois dans la différenciation et la réponse au stress. Des

études transcriptionnelles des gènes sigH et sigB montrent que leur expression est induite en

réponse à un stress osmotique. La croissance des mutants sigH et sigB est affectée lors d'un stress

osmotique par rapport à celle d'une souche non mutée (Cho et al, 2001).

Ces données suggèrent l'existence d'une connexion intime entre la différenciation morphologique

et le stress chez S. coelicolor A3(2). La pression de sélection aurait conduit la bactérie à détourner

des systèmes impliqués dans la réponse au stress vers une partie du programme de son

développement.

B-II.2.3.1.5 - Le facteur a R chez Streptomyces coelicoJor

Le facteur sigma a R est un facteur a de type ECF, impliqué dans la réponse au stress oxydatif. Sa

délétion provoque une sensibilité aux composés générateurs de radicaux superoxydes ainsi qu'à la

diamide (un agent oxydant les résidus thiols) mais pas à l'H2ü2 (paget et al, 1998). Il contrôle des

gènes de réponse typique au stress oxydatif, tel que l'opéron trxBA codant le système

thiorédoxine/thiorédoxine réductase (paget et al, 1998), mais également des gènes codant des

sous-unités du ribosome ou de l'ARN polymérase, suggérant que les machineries de transcription

et de traduction sont modifiées suite à un stress disulfide (paget et al., 2001 b).

La cascade de signalisation permettant d'aboutir à la surexpression des gènes de réponse au stress

oxydatif implique l'intervention d'un anti-facteur a, RsrA, lui même sensible à l'oxydation (Kang

et al, 1999), voir paragraphe A-1.2.3 de la discussion). Ce facteur aR est également régulé au

niveau traductionnel, puisque synthétisé sous forme d'un pro_aR (voir paragraphe A-1.2.1 de la

discussion).

B-II.2.3.2.3 - Le facteur a sigG chez Streptomyces coelicoJor

Le facteur a SigG a été caractérisé suite au criblage d'une banque à l'aide d'une sonde

correspondant à un motif conservé de la région 2.2 des facteurs a (Kormanec et al, 1999). Ce

facteur a est fortement homologue du facteur a F de S. coelicolor et du facteur de réponse générale

au stress aB de B. subtilis, notamment dans les régions 2.4 et 4.2, impliquées dans la

reconnaissance des promoteurs. Cependant aucune donnée n'existe concernant son expression ni

la réponse dans laquelle il serait impliqué.
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B-II.203 Les facteurs 0" alternatifs et la complexité de réponse a un stress environnemental

B-H.2 ..:L3 - ]LES (AUTRES) fACTEURS cr DE TYPE Bef CHEZ

STREPTOMYCES COELICOLOR

B-II.2.3.3.1 - Le facteur crE chez Strevtomvces coelicolor... "

Le facteur cr alternatif extracellulaire crE est impliqué dans la formation des parois cellulaires chez

S. coelicolor (paget et al., 1999). Le seul gène connu pour être sous contrôle du facteur crE est le

gène hrdD, codant le facteur crHrdD
, un des trois facteurs cr de S. coelicolor de fonction inconnue

homologues du facteur sigma principal crHrdB (Buttner et al., 1990).

Le promoteur du gène sigE est similaire à celui du gène whiG, codant le facteur cr spécifique de la

sporulation chez S. coe/icolor, mais le facteur cr responsable de la reconnaissance de ce type de

promoteur reste inconnu (paget et al., 1999).

Un modèle de régulation de l'activité de crE en réponse à des signaux provenant de l'enveloppe

cellulaire a été proposé GHong et al., 2002) (Figure 1-24).

/~~~
0 t .,..,. .,.

•

? régulateur de
la réponse

•,ne
kinase

(senseur)

Gènes en rJation avec l'enveloppe cellulaire (dont l'opéron roi)

Figure 1-24: Modèle de régulation de l'activité de crE en réponse à des signaux provenant de
l'enveloppe cellulaire.
(d'après Hong et al. (2002».
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])-11.2 (~:ï L.es facteurs Cl alternatifs et la complexité de réponse cl un stress environnemental

B-II.2.3.3.2 - Le facteur crU chez Streptomyces coelicolor

Le gène sigU code un facteur cr de type ECF chez S. eoelieolor. La dérégulation de ce facteur cr,

entraînée par l'interruption du gène codant son anti-s RsuA, affecte la différenciation à un stade

précoce, mais aucun phénotype n'est associé à la mutation du facteur cr (Gehring et al, 2001).

B-:J[1.2.304 .-: CHEZ LES AUTRES STREPTOMYCES: ][LLl[)STRATlON DE LA

D][VERS][TE DES FACTEVRS S][GMA

L'expression du métabolisme secondaire est associée de façon étroite aux étapes tardives de

différenciation.

Un facteur cr alternatif appartenant à la famille des ECF, codé par le gène sigE, a été directement

impliqué dans la régulation de la production d'actinomycine chez S. antibiotieus 00nes et al, 1997).

Un facteur cr, homologue du facteur crB de B. subtilis, a été impliqué dans la biosynthèse des

caroténoïdes chez S. setonii (Kato et al, 1995) et S. griseus (Lee et al, 2001).

(
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1.1 03 Souches bactériennes, vecteurs et conditions de croissance

},1~ SOUCHES BACTERlENNES~VECTEURS ET CONDITIONS DE
CROISSANCE

1.1.1 ... SOUCHES BACTERIBNNES

Les souches sauvage et mutantes de S. ambqfaciens DSM4ü697, les souches E. coli BW25113,

ET1567 et DH5a ainsi que la souche de B. subtilis ATCC6633 utilisées dans ce travail sont

décrites dans le Tableau MM-1. S. lividans ZX7 sert d'hôte pour le clonage de fragments d'ADN

et les expériences impliquant un gène rapporteur (Zhou et al., 1988). Les souches de S. lividans

transformées par les constructions plasmidiques réalisées au cours de ces travaux seront désignées

NSL pour Nancy J..treptomyces /.ividans. Les souches mutantes S. ambqfaciens NSA855 et NSAH135

sont issues de l'instabilité génétique (Leblond et al., 1991; Fischer et al., 1998b; Wenner, 1998). La

souche Escherichia coli ]M1ü1 a été utilisée comme hôte pour la propagation des dérivés

recombinants du bactériophage M13. Son génotype (Stratagene) est : supE thi b..(lac-proAB) F'

[traD proAB+ lacfllacZb..M15].

Souches Génotype Référence
St/'(ptOJI~I'CCS:lmbo/;u.:icllS

DSM40697

I1hasLl

I1hasL2

I1hasL3

I1hasL4

I1hasRl

I1hasK2

I1hasRJ

I1hasR4

I1hasLL'l.hasR DMLRl

I1hasLL'l.hasR DMLR2

I1hasLL'l.hasR DMLR3

I1hasRL'l.hasL DMRLl

I1hasRL'l.hasL DMRL2

I1hasRAhasL DMRL3

L'l.hasL:Apra

L'l.hasL:Apra

L'l.hasL:Apra

L'l.hasL::Apra

L'l.hasR::Apra

L'l.hasR::Apra

L'l.hasR::Apra

I1haJR::Apra

L'l.hasL::Apra,l1hasR::Spec

L'l.hasL::Apra,l1hasR::Spec

I1hasL:Apra, L'l.hasR::Spec

DSM*

Ce travail

Ce travail

Ce travail

Ce travail

Ce travail

Ce travail

Ce travail

Ce travail

Ce travail

Ce travail

Ce travail

Ce travail

Ce travail

BW25113

ATCC6633

L'l.(araD-araB) 567 MacZ4787(::rmB4) faclp-40000acIQ) À-, (Datsenko and

tpoS369(Am) Iph-1 L'l.(rhaD-rhaB)568 hsdR514

dam dcm hsdS CmR

ATCC **

Tableau MM-l : Souches utilisées lors de ce travail.
Les simples mutants sont issus de la souche S. ambofaciens DSM40697. Les doubles mutants DMLR et

DMRL sont issus respectivement des souches L'l.hasL3 et L'l.hasR2. *DSj\I: Deutsche Sammelung von
i\1ikroorganismen. **ATCC : American Type Culture Collection.
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1.1 03 Souches bactériennes, vecteurs et conditions de croissance

LLa ... VECTBURS DB CLONAGE

Le plasmide pIJ487 (Ward et al., 1986), utilisé lors des expériences de clonage des promoteurs des

gènes has en amont du gène rapporteur néo, est un dérivé de pIJ10l (Figure MM-l). Il s'agit d'un

plasmide à grand nombre de copies portant un gène de résistance au thiostrepton. Il présente en

aval d'un site de clonage multiple le gène rapporteur néo codant une arninoglycoside

phosphotransférase conférant la résistance dose-dépendante à la kanamycine. En amont du site

de clonage multiple se trouve un terminateur de transcription. La partie codante du gène néo est

précédée d'un RBS contenant un codon d'arrêt de traduction. Dans notre cas, le codon "start" de

l'üRF has est alors en phase avec le codon "stop" situé dans le RBS du gène néo. Ainsi, la

traduction initiée au codon d'initiation des üRF has est arrêtée. Il n'y aura pas de fusion

traductionnelle mais seule la traduction du gène néo sera décelable, si un promoteur de

transcription est inséré en amont de celui-ci.

,'Il MU"} \.uS

_11A.p.l\I~'(l

Figure MM-l : Carte du plasmide pIJ487

Le plasmide conjugatif et intégratif pIJ8630 (Figure MM-2) a été utilisé pour le clonage de la

région promotrice des gènes has en amont du gène rapporteur codant l'EGFP et de fait, lors des

expériences de conjugaison entre E.coli S17-1 et S.ambofaciens DSM40697 (Sun et al., 1999). Le

vecteur pIJ8630 a été construit à partir du plasmide pIJ8600, lui même dérivé du plasmide

conjugatif et intégratif pSET152 (Bierman et al., 1992).
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1.1 œ Souches bactériennes, vecteurs et conditions de croissance

Figure MM-2 : Carte du plasmide pIJ8630

Le plasmide pIJ8630 contient les différents éléments nécessaires à la conjugaison bactérienne, à

l'intégration sur le chromosome de Streptomyces et à l'étude de l'expression d'un gène par la

méthode du gène rapporteur, soient:

o une origine de réplication (PUC18) indispensable à sa propagation chez E.coli,

o un gène de sélection et de maintien dans les cellules donneuses et receveuses

(résistance à l'apramycine),

o une origine de transfert (oriT RK2),

o une région (cDC31 attP-intégrase) permettant l'intégration stable au site attB dans le

chromosome de StreptortiJces,

o l'üRF codant la protéine EGFP (Enhanced Green Fluorescent Protein) flanquée de

terminateurs afin d'éviter tout départ de transcription incongru. Cette üRF est immédiatement

précédée d'une région contenant des sites de restriction uniques (MCS pour Multiple Cloning

Site) permettant l'insertion d'une séquence d'ADN particulière.

o Des codons stop dans les trois phases de lecture entre la région MCS et le codon

start de l'EGFP et ce, afin de prévenir la formation de fusions traductionnelles.

Les plasmides pIJ790, pIJ773, pIJ778 et les cosmides 14C4, 25El utilisés pour les expenences

d'interruption des gènes has sont décrits en Figures MM-3, MM-4, MM-5 et MM-6. Les plasmides

pIJ773 et pIJ778 portent les cassettes utilisées pour les remplacements de gènes. Ces cassettes se

composent, pour pIJ773, du gène aac(3)IV conférant la résistance à l'apramycine et de l'origine de

transfert onT du plasmide RK2 (pansegrau et a!., 1994), et pour pIJ778, du gène aadA conférant la

résistance aux antibiotiques spectinomycine et streptomycine, ainsi que du locus onT. Chacune des

cassettes est flanquée des sites FRT pour "fLP Recognition Target". Par la suite les cassettes sont

appelées "cassette Apra" (résistance à l'apramycine) et "cassette Spec" (résistance à la

spectinomycine/streptomycine).
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pIJ773

4336 pb

Site d'appariement

~ onT
~FRT

BcoRl hamHI

...XhoI

1.1 03 Souches bactériennes, vecteurs et conditions de croissance

Figure MM-3 : Carte du plasmide pIJ790 (d'après Gust et aL,
2002).
Le plasmide pIJ790 dérive du plasmide pKD20 (Datsenko and
Wanner, 2000) portant le système de recombinaison lRED. Le gène
bla de pKD20 conférant la résistance à l'ampicilline a été remplacé
dans pIJ790 par le gène ca! conférant la résistance au
chloramphénicol.
araC : gène codant l'activateur transcriptionnel AraC. be!: gène codant
la protéine Bet, une protéine se fixant à l'ADN simple brin. ca! : gène
codant une chloramphénicol acétyl tranférase. exo : gène codant
l'exonucléase qui promeut la recombinaison avec Bet. gam : gène
codant la protéine Garn, un inhibiteur de l'exonucléase V de l'hôte.
OIiRfOf : origine de réplication. P araBAD: promoteur de l'opéron
arabinose inductible par le L-arabinose. repAl0lts: origine de

réplication thermosensible.

Figure MM-4 : Carte du plasmide pIJ773 (d'après Gust et
al., 2002).
Le plasmide pIJ773 porte la cassette de résistance à
l'apramycine utilisée pour le remplacement de gène par la
technique de mutagénèse ciblée par PCR.
amp : gène codant une b-lactamase. Confère la résistance à
l'ampicilline.
aac(3)IV : gène codant l'apramycine acétyltransférase. Confère
la résistance à l'apramycine.
onT: origine de transfert du plasmide RK2.
FRT : (pour "ELP Recognition Iargets") sites reconnus par la
FLP recombinase.
"Site d'appariement" : sites d'appariement des amorces utilisées
pour amplifier par PCR la cassette de résistance.

pIJ778

4376 pb

BroRl' IJalilHI

Nael

...Nael

Figure MM-S : Carte du plasmide pIJ778 (d'après Gust et
a1.,2002).
Le plasmide pIJ778 porte la cassette de résistance à la
spectinomycine/streptomycine utilisée pour le remplacement
de gène par la technique de mutagénèse ciblée par PCR.
amp : gène codant une b-lactamase. Confère la résistance à
l'ampicilline.
aadA : gène codant la spectinomycine adényltransférase.
Confère la résistance à la spectinomycine et à la streptomycine.
onT: origine de transfert du plasmide RK2.
FRT : (pour "ELP Recognition Iargets") sites reconnus par la
FLP recombinase.
"Site d'appariement" : sites d'appariement des amorces
utilisées pour amplifier par PCR la cassette de résistance.
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LI 03 Souches bactériennes, vecteurs et conditions de croissance

A.

25E1 11.:2;.;.,6LI-.:::;::::1,,;;4,2:'---1_.:.;;12;,;.,4--11~2,I:.&.I--'.7,7--1

baJR

14C4 1 5,6 1 4,4 è 10,7 1

B.

Figure MM-6 : Carte de restnctlOn des cosmides
recombinants 14C4 et 25El et du vecteur Superl,
A, : Carte BamHI des inserts de14C4 et 25El et position des
üRF hasL et hasRB, : Vecteur cosmidique (Superl) ((Evans et
al., 1989)) dérivé de Supercosl après recombinaison de l'insert
au site BamHI.
L'ADN cloné (35 à 40 kb) est inséré au site BamHI (1/6852),
Le marqueur de résistance à l'ampicilline (bla), les extrémités
cohésives (cos), le marqueur de résistance à la néomycine (neo)
et l'origine de réplication du plasmide ColEl d'E, coli sont
indiqués.

1.1.3 ~ MILlEUX ET CONDITIONS DE CULTURE

Les cultures d'E. coli sont réalisées en milieu LB solide ou liquide à 30°C ou 37°C (Sambrook et

al., 1989), Les souches sauvage et mutantes de S. ambofaciens sont cultivées sur milieu HT gélosé

(pridham et al., 1957a). Le milieu YEME (I<ieser et al., 2000) (complémenté en MgCl2 et glycine,

concentrations finales respectives de 5 mM et 0,5 %) est utilisé pour les extractions d'ADN de

Streptomyces y compris pour la préparation d'ADN utilisée pour les électrophorèses en champs

pulsés (pFGE). Pour les expériences de conjugaison intergénérique E. coli / S. ambofaciens, le

milieu solide SFM (I<ieser et al., 2000) et/ou le milieu solide HT supplémentés en MgCl2 (10 mM

final) sont utilisés, Les différents milieux utilisés pour les observations morphologiques des

doubles mutants sont résumés dans le Tableau MM-2.
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1.1 03 Souches bactériennes, vecteurs et conditions de croissance

L-asparagine 0,5 g

K2HP04 0,5 g

MgS04,7H20 0,2g

FeS04,7H2O 0,01 g

Agar 10 g

H20UP qsp 11

pH ajusté à: 7,2

5ml

Saccharose 103 g

Glucose 10 g

K2S04 0,25 g

MgCh 10,12 g

Casaminoacides 0,1 g

H20UP qsp 800 ml

Puis ajout de :

KH2P04 (0,5 %) 10 ml

CaCh, 2H20 (3,68 %) 80 ml

L-proline (20 %) 15 ml

Tampon TES (5,73 %) 100 ml

*Solution d'éléments
2ml

traces

NaOH lM 5ml

*Solution d'éléments

traces 001 ) :

ZnCb 40 mg

FeCb,6H2O 200 mg

CuCh,2H2O 10 mg

MnCh,4H20 10mg

NaB40 7,10H2O 10mg

(NH4)6Mo7024, 4H2O 10mg

Extrait de levure (10

%)

PourR2YE :

23 g

qsp 11

Nutrient Agar

H20UP

Extrait de levure 19

Extrait de

viande
19

NZamineA 2g

Dextrine 10 g

CoClz,6H20 20 mg

Agar 20 g

H20UP qsp 11

pH ajusté à: 7,3

Tableau MM-2: Composition des milieux de culture utilisés lors des observations
morphologiques.
MM : Iv1ilieu I\1inimum (Hopwood, 1967). MlvfG : IvWieu M1nimum Glucose. MMM: M1lieu M1nimum
Mannitol. HT: Hickey-Tresner (pridham et al., 1957a). NA : Nutrient Agar. R2 : (Okanishi et al., 1974).
R2YE: (Thompson et al., 1980).
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LI (':3 Souches bactériennes, n;Cleurs ct conditions de croissance

Les cultures d'E. coliJMl 01 sont réalisées en milieu liquide 2 x YT (Sambrook et a!., 1989) à 37°C.

Lors de l'infection par les dérivés du bactériophage M13, une préculture (37°C pendant 12 h) est

diluée au 100ème
, puis cultivée sous agitation pendant 4 h à 350 rpm. Sur milieu solide, E. coli

JM101 est cultivée sur milieu LB (Sambrook et a!., 1989). Les souches sont conservées à -20°C et

-70°C dans du milieu de culture additionné de glycérol à la concentration finale de 20%.

Les Streptonryces sont cultivés en milieu HT, liquide et gélosé (pridham et a!., 1957a). Le milieu

YEME est utilisé pour les cultures de Streptomyces en vue de la préparation de protoplastes. Les

méthodes de protoplastisation, de titration et de régénération des protoplastes sont décrites par

(Hopwood et a!., 1985). Le milieu de régénération (milieu R5) est additionné de thiostrepton (à la

concentration finale de 30 ~g/ml) pour la sélection des transformants, et de kanamycine

(concentration finale de 25 ~g/ml à 800 ~g/ml) pour l'expression de la résistance depuis le gène

rapporteur néo. Les spores de Streptomyces sont conservées dans du glycérol à la concentration

finale de 20% à -20°C.

I..1..4 - COURBES nn CROISSANCE

JL 104,1 - CQJ1JKJaJES DE CRO][SSANCEJP'ARMESUJIE DEJLA

ÇONCEN'fRA'fJ[Ql\LEN ADN

Les courbes de crOlssance sont réalisées à partir de cultures de 200 ml en milieu HT

ensemmencés à 108 UFC/ml. Des aliquots (1 ml) du milieu de culture sont prélevés à des temps

définis au préalable (3 prélèvements par temps). Les échantillons sont ensuite soniqués (60 W

pendant 1 min) afin de lyser le mycélium, puis l'ADN libéré est dosé suivant la méthode de

Burton (Burton, 1956). En solution acide, la forme linéaire des désoxypentoses de l'ADN est

convertie en ~-hydroxylévulinaldéhyde,réactif qui s'associe à la diphénylamine pour former un

complexe de couleur bleue présentant un maximum d'absorption à 595 nm. Les protéines

réagissent également aux réactifs. La densité optique (DO) est alors mesurée à 700 nm ne révélant

que la réactivité avec les protéines. Le rapport des valeurs obtenues à 595 nm et 700 nm permet,

grâce à une courbe étalon réalisée avec des dilutions successives d'une solution d'ADN calibrée,

de déterminer la concentration d'ADN.

Compte tenu des fonctions codées par la plupart des gènes localisés dans la région instable, c'est

à-dire impliquées dans l'expression en phase de croissance tardive, l'expression des ORF has a été

recherchée au cours de la croissance. La réalisation de courbes de croissance est un préalable qui

permet de déterminer les temps de culture correspondant aux différentes phases de croissance.

Ainsi, la croissance des différentes souches a été suivie par la mesure de la concentration en ADN

au cours d'une culture en milieu HT liquide (Figures MM-7 et MM-8). Les temps de culture

retenus pour les points correspondant aux phases de croissance exponentielle, de transition

(entrée en phase stationnaire) et stationnaire sont respectivement 9 h, 16 h et 24 h. Le choix de

ces temps a été validé en réalisant les courbes de croissance à trois reprises.
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Figure MM-7 : Courbe de croissance de la souche sauvage S. ambofaciens D5M40697.
La concentration d'ADN (J.ig/ml) a été déterminée sur des aliquots de culture prélevés aux différents
temps selon la technique de Burton (1956).
Les écarts-types sont calculés à partir des données des trois courbes de croissance.
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Figure MM-8 : Courbe
N5A855.
Le symbolisme est identique à celui de la Figure MtYI-7.

82
crJiHA]]3,RlELET;\lETHODES CV

Chapitre 1 .' ,\Jmupu!ation des souches batlériennes et l'ee/eNrs rie d{jlh\~e



1.1 03 Souches bactériennes, vecteurs et conditions de croissance

1.10402 - COURBES DE CROKSSANCE PAR MESURE DE LA DENSKTE

OPTIQUE

Lors du clonage des reglons promotrices des gènes has en amont du gène rapporteur néo

conférant la résistance à la kanamycine, des courbes de croissance de la souche 5. lividans NSL9 et

de la souche témoin (5. lividans ZX7 transformée par pl]487) ont été réalisées. Ainsi, une culture

de chacune de ces 2 souches a été réalisée en milieu HT liquide (inoculum de 106 spores) et la

croissance mesurée par le suivi de la densité optique à 660 nm (Figure MM-9).

Pour chaque temps de croissance 3 échantillons de culture sont prélevés et soniqués afin de

dissocier les pelotes de mycélium. Pour chaque échantillon, la densité optique est mesurée afin

d'établir une courbe de croissance (Figure MM-9).

3000

Phase stationnaire
41 h

S. lividans ZX7 + plJ487

S. lividans ZX7 NSL9

20001000

10-3-h-----~--~~~Tb__--------___r----~----__,

o
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S
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0
'<>
'<>

0
Q

10 -2

Temps de croissance (min)

Figure MM-9 : Courbes de croissance de la souche S. lividans NSL9 et de la souche témoin
transformée avec le plasmide natifpIJ487.
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Les électroporations sont réalisées avec l'appareil GenePulserII (Biorad) calibré à 2000, 251-1F et

2,5 kY. Les constantes de temps attendues varient entre 3,8 et 4,9 ms.

Le taux de survie des cellules ayant subi un choc électrique est déterminé par le rapport entre le

nombre de colonies obtenues, compte tenu des facteurs de dilution, avant et après

électroporation avec 1 1-11 d'eau ultra-pure.

De même, une efficacité de transformation peut être estimée en rapportant le nombre de

transformants obtenus à la quantité d'ADN utilisée pour la transformation. Pour réaliser ce

témoin, 1 1-11 d'une dilution de l'ADN du vecteur de clonage natif (à une concentration connue)

est utilisée.

Seules les transformations d'E. coli réalisées lors de la construction des mutants interrompus pour

le(s) gène(s) has vous sont présentées ci-dessous.

JL2,ll, 1 ~ KNTRODUCTION DES COSMIDES DANS JE, COLI

JB\W251l13/lP'Kj790

Une préculture de E. coli BW25113/pIJ790 est réalisée dans 10 ml de LB contenant 25 I-1g/ml de

chloramphénicol sur la nuit à 30°C sous agitation à 250 rpm. Une culture est réalisée en inoculant

50 ml de LB supplémenté à 20 mM de MgS04 et 25 I-1g/ml de chloramphénicol avec la préculture

(1 % final). Les cellules sont mises à croître à 30°C sous agitation à 250 rpm jusqu'à obtention

d'une D0600 d'environ 0,6. Les cellules sont récupérées par centrifugation à 4000 rpm à 4°C

pendant 5 min, lavées deux fois avec du glycérol 10 % froid puis reprises dans 100 1-11 de glycérol

10 % froid. Un volume de 50 1-11 de cellules compétentes est électroporé avec 100 ng de cosmide

(14C4 ou 25E1). Les cellules sont immédiatement diluées dans 1 ml de LB froid puis mises à

incuber à 30°C sous agitation pendant 1 h. Les cellules sont ensuite étalées sur milieu LB

additionné d'ampicilline (50 I-1g/ml), de kanamycine (50 I-1g/ml), et de chloramphénicol (25I-1g/ml)

et incubées à 30°C (température permissive pour la réplication de pIJ790) sur la nuit. Quelques

clones résistants sont contrôlés pour la présence des éléments extrachromosomiques (pIJ790 et

cosmide) par restriction enzymatique de leur ADN.
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][,2.1.2 - CONSTlItUCTKON DES COSMKDES MODU'lES

Les souches E coli BW25113/pI]790 contenant les cosmides sont transformées par

électroporation (protocole analogue à celui décrit précédemment) avec 100 ng de produit de PCR

correspondant aux cassettes de sélection. Seuls les cribles de sélection varient en fonction de la

cassette utilisée (25 f-Lg/ml d'apramycine pour la cassette Apra, 25 f-Lg/ml de spectinomycine pour

la cassette Spec). Afin d'induire le système Îc RED, du L-arabinose est ajouté à la culture initiale

(10mM final). Suite à l'électroporation, les cellules sont incubées à 37°C (température restrictive

pour la réplication de pI]790) afin de provoquer la perte du plasmide pIJ790. L'ADN cosmiclique

des clones positifs est vérifié par restriction enzymatique et PCR.

:r..~~~ '" CONJUGAISON INTRASPECIFIQUE B~COlL1 Sl't 1
/E.CO-LI SnRE''t·~.

Lors des expenences de transformation de Streptoll'!}CeS par conjugaison intergenenque, des

contrôles préalables, consistant à tester la capacité de transfert des plasmides recombinants entre

deux souches d'E coli, sont réalisés. En effet, la conjugaison intraspécifique chez E coli est

relativement aisée à pratiquer et la croissance d'Eco!i rapide.

Par exemple, lors du clonage des régions promotrices des gènes has en amont du gène rapporteur

néo, la sélection des exconjuguants s'effectue via un simple crible positif qui vise à éliminer d'une

part les cellules donneuses Eco!i S17 dont le phénotype est Tet' et d'autre part les cellules

receveuses Eco!i SURE™ n'ayant pas acquis le plasmide recombinant qui confère la résistance à

l'apramycine. Après sélection des exconjugants par les antibiotiques tétramycine et apramycine,

un tapis cellulaire est observé au niveau des stries. Les exconjugants sont donc supposés avoir

intégré les vecteurs recombinants. La capacité de transfert des plasmides recombinants est de ce

fait démontrée. De plus, le fait que dans le témoin négatif (correspondant à un étalement d'E coli

SURET!v1 non transformée sur ce même milieu sélectif), aucune colonie ne se développe démontre

l'absence de mutants spontanés résistants à l'apramycine

')" 'r,) ~ .r- 0 'N-;ru' G" lA '[' <:> 0 'N-
.J. .. ~ -. J ~ .'.! ',_' ) " -fi - ~ - .

JE. CO-LII S. AM!lJOF!4CljENS
IN'tERGENE:RIQU,E:

Lors des expériences d'analyse fonctionnelle des promoteurs has par clonage en amont du gène

codant l'EGFP, un témoin positif de conjugaison a été réalisé à l'aide de la souche Eco!i S17

contenant le plasmide pIJ8630 recombinant ayant intégré le promoteur du gène hrdB au site de

clonage (l\1CS). Le gène hrdB code le facteur sigma principal isolé chez Streptolll)ICes coe/ic%r. Ce
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gène est exprimé de façon constitutive. Un contrôle négatif constitué d'une souche E. coli S17

contenant le vecteur vide est également effectué. De nombreuses colonies de Streptomyces sont

présentes sur toutes les boites après élimination des colonies d'E. coli par l'acide nalidixique et

sélection des Streptomyces transformants pour la résistance à l'apramycine porté par le plasmide

pIJ8630. Le phénotype des transconjugants de Streptonryces ambofaciens obtenus est de type sauvage

c'est-à-dire que les colonies présentent un mycélium aérien (phénotype aml) et une pigmentation

grise (phénotype pig+). La différenciation de S. ambofaciens ne semble donc pas affectée par

l'intégration du plasmide dans le chromosome bactérien.

Lors des expériences d'interruption des gènes has, les souches sauvage et simples mutantes de

S. ambofaciens sont transformées par conjugaison intergénérique avec E. coli ET12567/pUZ8002

contenant les cosmides 14C4 ou 25El modifiés, c'est-à-dire dans lesquels le gène has a été

remplacé par l'une des cassettes. Le plasmide pUZ8002 porte les fonctions de transfert

nécessaires à la conjugaison mais n'est pas mobilisable puisque lui-même ne possède pas d'origine

de transfert (Faget et al., 1999).

Pour chaque construction, une culture d'E. coli ET12567/pUZ8002/cosmide modifié est amenée

jusqu'à une D0600 comprise entre 0,4 et 0,6 (la culture est réalisée en LB complémenté avec 25

J.lg/ml de chloramphénicol, 50 J.lg/ml de kanamycine et 25 J.lg/ml d'apramycine ou 25 J.lg/ml de

spectynomycine, 37°C, 250 rpm). Tandis que ces cellules sont lavées deux fois avec du LB pour

éliminer les antibiotiques qui inhiberaient la croissance de Streptomyces puis reprises dans 1/10 de

volume initial de LB, environ 108 spores de S. ambofaciens pour chaque conjugaison sont diluées

dans 0,5 ml de milieu de prégermination (2 x YT, (IZieser et al., 2000)) et placées à 50°C pendant

10 min (choc thermique permettant la prégermination des spores). Un mélange entre 0,5 ml de

cellules compétentes d'E. coli et 0,5 ml de spores est réalisé et des suspensions/dilutions de ce

mélange sont étalées sur milieu SFM (MgClz 10 mM) ou HT (MgClz 10 mM) sans pression de

sélection. Après incubation à 30°C pendant 16 à 20 h, les boîtes sont recouvertes par 1 ml d'eau

stérile contenant 0,5 mg d'acide nalidixique (contre-sélection d'E. colt) et 1,25 mg d'apramycine ou

de spectinomycine (sélection de l'intégration de la cassette sur le chromosome de S. ambofaciens)

puis replacées à 30°C. Lorsque des colonies de Streptomyces sont visibles et sporulantes (après une

semaine environ), des répliques sont effectuées sur HT acide nalidixique (25 J.lg/ml), apramycine

ou spectinomycine (25 J.lg/ml) avec ou sans kanamycine (50 J.lg/ml). Les exconjugants apparus

par double crossing-over (remplacement du gène has) sont sensibles à la kanamycine [kans] et

résistants à l'apramycine [apraR] ou à la spectinomycine [speeR]. Les clones positifs (c'est-à-dire

[apraR kanS] ou [speeR kanS] sont sous-clonés deux fois de façon à obtenir une population

homogène puis leur ADN est analysé par hybridation et PCR.

Pour chaque expérience de conjugaison, un témoin consistant en une conjugaison sans ajout de

cellules d'E. coli ET12567/pUZ8002/cosmide modifié est réalisé. Ainsi, 0,5 ml de spores

prégermées de S. ambofaciens sont étalés sur les différents milieux de conjugaison et permettent de

dénombrer le taux de résistants spontanés aux antibiotiques considérés.
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LaA TRANSFORMATION
STREPTOMYCES

DE PROTOPLASTES DE

Lors des expériences d'analyse fonctionnelle des promoteurs has grâce au gène rapporteur néo,

les vecteurs recombinants ont été transférés dans la souche hôte S. lividans ZX7 par

protoplastisation. Des protoplastes de S. lividans ZX7 ont été préparés extemporanément à une

concentration de 3.109 protoplastes par millilitre. Le taux de régénération est estimé par étalement

de suspensions dilutions de ces protoplastes sur milieu de régénération (R5) sans pression de

sélection. Il est, dans notre expérience, de l'ordre de 1,5%. Par ailleurs, sur des protoplastes

(1,5.108 environ) régénérés sur milieu R5 pendant 20 h, est coulée une solution de thiostrepton

(500 IJ.g/ml). Après séchage de la boîte, une concentration finale de 50 IJ.g/ml est obtenue. Cette

expérience permet de calculer la fréquence de résistants au thiostrepton apparus spontanément.

Cette fréquence est inférieure à 10-7
• Enfin, la transformation avec le plasmide natif (50 ng)

permet d'estimer l'efficacité de transformation qui s'élève à 5.104 transformants par microgramme

d'ADN. Les transformations avec les mélanges de ligation (5 /lI du volume final de ligation) ont

produit environ 1200 transformants pour le mélange de ligation réalisé avec l'ADN de p1338 et

203 avec celui impliquant l'ADN de p1329. L'ensemble de ces résultats est regroupé dans le

Tableau MM-3.

Pourcentage de régénération 1,5% 1,5%

Fréquence de résistants spontanés au
< 10.7 < 10.7

thiostrepton

Efficacité de transfonnation (transformants/flg
5.10' 5.10'd'ADN)

Nombre de transformants obtenus
1200 203

Nombre de transfonnants analysés
22 19

N onlbre de transformants renfermant un vecteur
recombinant 0 2

Tableau MM-3 : Expériences de transformation de protoplastes de S. lividans ZX7.
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Les observations morphologiques des souches sauvage et doubles mutantes sont réalisées sur

différents milieux dont la composition est résumée dans le Tableau MM-2. Les photographies

sont réalisées par un appareil photonumérique (Nikon Dl) couplé à une loupe binoculaire.

l.l.2 TRAITBMEN'TS
CHIMIQUES

AUX AGENTS OXYDANTS

Les stress oxydatifs ont été réalisés selon la méthode de Paget et al. (1999). Une quantité de 106 ou

107 spores est ajoutée à 4 ml de milieu SNA en surfusion. Après homogénéisation, ce mélange est

déposé sur des boîtes de Petri contenant précisément 25 ml de milieu NA préalablement séché 30

minutes. Après prise en masse du milieu SNA et séchage des boîtes pendant 5 min, des disques

de papier Whatman (5 mm de diamètre) sont déposés sur le tapis bactérien puis imbibés avec

10 fll d'agent stressant (H20 2, diamide ou ménadione) à différentes concentrations. Les boîtes

sont incubées pendant 24 h à 30De. Un gradient de concentration est généré par diffusion de

l'agent oxydant dans le milieu à partir du disque. Suite à ce traitement, il se délimite autour du

disque, sur le tapis confluent, une zone d'inhibition de croissance dont le diamètre est mesuré.

I.l.l 'TRAI'TEMEN't'
ULTRAVIOLETS (UV)

AUX RAYONNBMEN'l'S

Des suspensions/dilutions de spores du sauvage et des simples et doubles mutants sont étalées

sur milieu HT puis irradiées dans les mêmes conditions par des radiations UV émises par deux

lampes (GTE Sylvania). Les doses d'UV (0, 100, 200, 300 et 400 J/m2
) sont mesurées

précisément avec un radiomètre (lIT Cannon, sonde à 254 nm). Les boîtes sont incubées à

l'obscurité afin de limiter le processus de photoréactivation (Volff et a!., 1993). Le taux de survie

pour chaque dose d'UV est calculé en rapportant le nombre d'UFC obtenu après traitement sur

celui obtenu sans traitement.

Pour ces deux traitements (agents oxydants chimiques et UV), les échantillons sont effectués en

duplicats, voire triplicats, afin d'établir un intervalle de confiance à chaque valeur. L'intervalle de

====::::::==~~============88
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confiance est calculé selon la formule du logiciel Excel (Microsoft) avec une probabilité de 95%

de trouver la moyenne des échantillons dans cet intervalle. Les courbes sont effectuées à l'aide du

logiciel Excel.

1.3.4 DE'l'ERMINA'rION
AN'l'IBAC'l'ERlENNE

nE L'AC'TrVI'l'E

L'activité antibactérienne des souches mutantes des gènes bas a été testée en milieu solide HT et

R2. Sur boîtes de Petri contenant 25 ml de milieu solide HT ou R2, 107 spores des souches

sauvage et doubles mutantes sont étalées en tapis confluent. Les boîtes sont incubées à 30°C et

aux jours 2, 4, 6 et 8, un cylindre de milieu est prélevé et conservé à 4°C. Puis, ces cylindres sont

déposés sur boîtes HT où a été précédemment étalé, en tapis confluent, la souche indicatrice

Bacillus subtilis. Afin de permettre la diffusion dans le milieu des composés à activité

antibactérienne à partir des cylindres, les boîtes sont incubées 6 h à 4°C puis 12 h à 37°C. Une

zone d'inhibition autour du cylindre indique une activité antibactérienne.

(
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Il.1 C1J PrépaLllion de, aCides nucléicjues

11 .. 1.. 1 PREPARA"tIO~N D~ADN,

ENZYMA'TIQUEE'T -JELEC'tROPlfORJ:i:S!E
DIGESTION

IL 1,1, l- EXTRACTJION ET PURJIJFJlCAT][ON DQADN

L'ADN total de Streptomyces est extrait selon la méthode mise au point au laboratoire (Leblond et

ai., 1996). L'ADN plasmidique de Streptomyces est extrait par une méthode dérivée de la lyse

alcaline (Ish-Horowicz and Burke, 1981) adaptée à la forme de croissance mycélienne de la

bactérie (Hopwood et ai., 1985). La préparation d'ADN de Streptromyces pour les électrophorèses

en champs pulsés ou PFGE est réalisée suivant la méthode décrite par Leblond et ai. (1996) et les

migrations sont faites dans une cuve Bio-Rad de type CHEF ("Contour clamped Homogeneous

Electric Field") (Chu et ai., 1986).

Pour les échantillons d'ADN destinés à l'amplification en chaîne (PCR), l'ADN est au préalable

purifié par extraction phénol!cWoroforme (v/v) (Sambrook et ai., 1989). Pour la préparation du

vecteur de clonage pIJ487, l'ADN plasmidique est purifié sur gradient de cWorure de césium

(CsCI, Img/ml) en présence de bromure d'éthidium (BET, concentration finale 0,9 mg/ml)

(Sambrook et ai., 1989). L'ADN des bactériophages M13 recombinants, en vue des sous clonages,

est extrait sous sa forme double brin à partir de cultures d'E. coli JMl 01 par la méthode de lyse

alcaline (Ish-Horowicz and Burke, 1981). Le dosage de l'ADN sur gel est réalisé selon Sambrook

et ai. (1989).

L'extraction de l'ADN simple brin de bactériophages M13 recombinants est réalisée après 4 h de

culture à 37°C de la souche d'E. coli infectée par un bactériophage M13 recombiné. Le surnageant

de la culture est additionné de PEG 6000 œ.oly~thylène glycol) à la concentration finale de 2% et

de NaCI (concentration finale 0,25 M). Après centrifugation (12.000 rpm, 5 min), le culot est

redissout dans 100 I-ll de tampon TE (Tris-HCl 10 mM, Ethylenegiamineretraacetic !l,cid ou

EDTA 1 mM, pH 8,0) puis traité par une extraction phénol (pH 8,0) / cWoroforme (v/v).

L'ADN est ensuite précipité, lavé à l'éthanol 70%, séché et repris dans du tampon TE. L'ADN

est alors de qualité requise pour le séquençage automatique.

IL 1,1,2 - DJIGESnONS PAR LES ENDONUCLEASES ET ELECTROPHORESE

D~ADN

Les enzymes de restriction sont utilisées selon les recommandations du fournisseur (Roche

Molecular Biochemicals). Les électrophorèses en gel d'agarose sont réalisées en tampon TAE

~lf __ "P'
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II.l 03 Préparation des acides nucléiques

(Tris-acétate 0,04 M ; EDTA 0,001 M) ou TBE (Tris-Borate 0,09 M; EDTA 0,002 M). Le

voltage et la durée de migration sont adaptés pour une résolution optimale des fragments d'ADN.

Le système de traitement d'images GelDoc 1000 (Biorad) permet de visualiser les gels

d'électrophorèse après immersion dans une solution de BET à 0,5 fJ-g/ml et de stocker le résultat.

L'ADN du bactériophage À digéré par PstI est utilisé comme standard de migration (Daniels et al.,

1983).

La séparation des fragments d'ADN d'amplification has (couple d'amorces U/B et Rl/B) ne

différant que par quelques nucléotides (558 pb et 567 pb), une électrophorèse en gel d'agarose à

4% (1/3 :2/3 LMPA Eurobio, SeaKem® FMe) en tampon TBE 0,5 x à 10 V/cm a été réalisée

(Sambrook et al., 1989).

n. 1, 1,3 - LIGATION

Lors des différents clonages réalisés au cours de ce travail, les ADN des vecteurs de clonage sont

préalablement déphosphorylés et les mélanges de ligation sont réalisés avec un ratio ADN

insert/ADN vecteur de 10 (par exemple, 30 ng et 3 ng de vecteur dans un volume final de 10 /lI).

Un témoin, correspondant à un aliquot (1 /lI) du mélange de ligation avant addition de la ligase

est déposé sur gel, en parallèle d'un aliquot du mélange de ligation après action de la ligase (1 /lI).

L'efficacité de la ligation est déduite de l'observation de bandes de poids moléculaire accru après

ligation par comparaison au témoin.

La Figure MM-l0 présente l'exemple du contrôle électrophorétique de l'efficacité de ligation

entre le vecteur pIJ487 et les bactériophages recombinants pL329 et pL338, lors du clonage des

régions promotrices des gènes hasL et hasR respectivement en amont du gène rapporteur néo

(voir paragraphe des Résultats B-III.3.1).

pIJ487 pIJ487
_ + pl329 +p1338
~--
c< - + _ +

6,2 kb (vecteur)

2,35 kb}(insertS)
2,1 kb

Figure MM-lO : Contrôle électrophorétique des mélanges de ligation entre pIJ487 et les
bactériophages recombinants p1329 et p1338.

Les pistes (-) illustrent les mélanges de ligation de pIJ487/p1329 et pIJ487/p1338 (digéré par Sael)
avant ajout de ligase, Les pistes (+) illustrent les mêmes mélanges après ligation, Les conditions de
ligation et de migration sont indiquées dans le matériel et méthodes,

92œ MATEEIEL ET j\IETHODES w
C/wpitrt II .' i\1tlllij!lilatiol1 r!cJ arides IlIIrlùqlleS



:;CT) Lr~.{ ';' nf\1'1 :,-.''Y' :

f~e~; sci.ellCE:

Il. J (~ PréV;HJtion des acides nuckiLJuC"s

Les ARN totaux sont extraits à partir de mycélium cultivé en milieu HT (culture de 10 ml). Le

mycélium est resuspendu dans 2 ml de Tri Reagent™ (Sigma) et lysé par sonication (80 W

pendant deux périodes de 5 s) sur la glace. Le Tri Reagent™ est un mélange de deux composants

principaux ; le thiocyanate de guanidine et le phénol. Après addition de chloroforme au lysat

cellulaire, les ARN sont en solution dans la phase aqueuse, l'ADN dans l'interphase, et les

protéines dans la phase organique. La phase aqueuse est alors réservée, puis une précipitation à

l'isopropanol est réalisée permettant de concentrer les ARN par centrifugation 5 min à

12.000 rpm. Le culot est alors lavé à l'éthanol 70% (v/v, éthanol absolu et eau traitée au DEPC

di~thyll2-yro.[arbonate,(Sambrook et al., 1989)) puis repris dans un volume d'eau DEPC.

La concentration d'ARN est estimée par spectrophotométrie par le rapport de densité optique

260 nm/280 nm après dilution au 100ème de la solution. Ce rapport doit être compris entre 1,8 et 2

pour garantir une pureté compatible avec l'action des enzymes utilisés par la suite. La concentration

d'ARN (p.g/rnl) est donnée en multipliant la valeur de la DO à 260 nm par 40 et en tenant compte

du facteur de dilution (Sambrook et al., 1989). La qualité et la concentration peuvent également être

estimées par électrophorèse en gel d'agarose contenant du formaldéhyde (concentration finale

2,21\1). Le tampon de migration consiste en une solution de tampon MOPS 20 mM, EDTA 1 mM

et acétate de sodium 5 mM (Sambrook et al., 1989). Le marqueur de taille utilisé est le génome à

ARN du virus Brome Mosaic (BMV RNA, Promega). Le gel après électrophorèse est immergé dans

une solution de Radiant™ Red (dilution au 1000ème de la solution commerciale Biorad).
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11-2.1 '""" HYBRIDATION ADN - ADN

L'ADN utilisé comme sonde est marqué à l'aide du kit "DIG DNA Labeling et Detection Kit

Nonradioactive" (Roche Molecular Biochemicals) par incorporation du DIG-dUTP

(déoxyUridine TriPhosphate couplé à la digoxigénine) par la méthode des amorces aléatoires.

Après migration en gel d'agarose, l'ADN est transféré sur membrane de Nylon de type N

(Schleicher et Schuell) à l'aide du système Vacugene (pharmacia-LKB). Trois traitements

successifs sont appliqués: dépurination (solution HCI 0,25 N) pendant 20 min, dénaturation

(solution NaOH 0,5N ; NaCI 1,5 M) pendant 20 min et transfert (solution SSC 20X : NaCl 3 M,

citrate de Na 0,3 M) pendant 1 h. Rincée dans du SSC 2X, la membrane est ensuite séchée.

L'ADN est fixé à la membrane par exposition à un rayonnement UV (À=254 nm) pendant 5 min.

Les étapes de pré-hybridation, hybridation, lavages des membranes ainsi que la révélation ont été

réalisées d'après les instructions du kit "DIG DNA Labeling et Detection Kit Nonradioactive"

(Roche Molecular Biochemicals). L'hybridation ainsi que les lavages stringents sont réalisés à 68°C.

Cette température permet la détection des duplex d'ADN présentant une identité de séquence

proche de 100%. La détection de signaux est réalisée grâce à une caméra refroidie par effet Pelletier

(Fluor's max, Biorad) couplée à une carte d'acquisition de données gérée par le logiciel Quantity

One™ (Biorad). '

Le séquençage de l'ADN est réalisé selon la méthode de Sanger et al. (1977). La détection du

signal est réalisée grâce à l'incorporation de didéoxynucléotides couplés à une molécule

fluorescente. Le kit "Dye terminator cycle sequencing" (Perkin-Elmer Applied Biosystem) est

utilisé. Les produits d'élongation sont séparés par électrophorèse capillaire en gel de poly N,N

diméthylacrylamide et analysés automatiquement par le système ABI Prism 310. Les données

sont collectées et analysées par le logiciel Sequencing analysis (Perkin-Elmer Applied Biosystem).

Il.a.3 '1'RANSCRI:P''tION
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INVERSE (RT)

Les approches de RT-PCR développées chez les eucaryotes supérieurs tirent parti de la présence

d'introns pour distinguer l'ADN complémentaire (ADNe, produits de la transcriptase inverse)

(
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d'une contamination d'ADN génomique. En effet, l'élimination des introns par épissage des

ARN pré-messagers rapproche les séquences exoniques. Ainsi, le choix judicieux de la

localisation des amorces de PCR dans les exons permet d'obtenir un produit d'amplification à

partir des ADNe et non de l'ADN génomique contaminant. En revanche, l'absence d'intron chez

les bactéries rend indispensable l'élimination de toute trace d'ADN chromosomique contaminant

entraînant un faux positif dans la détection des transcrits en RT-PCR.

La transcription inverse des ARN totaux comprend trois étapes majeures: la fixation d'amorces

aléatoires (hexanucléotides) sur les ARN, le traitement à la DNase l et la transcription inverse

(Figure MM-11).

Témoin

œ
Blan.....'..••.•....•.d•• e posit;[de

~ i IPCR

R ŒJ

Traitement à
laDNase 1

Transcriptase
inverse

IL,O tMllx

1 1
i I~

'1 ,
1 ~ /\

TEMOIN A TEMOfN B TEMOlN C
ESSAI

Il Il

Figure MM-li
Représentation schématique
du principe des différentes
étapes d une expérience de

RT-PCR.
........ Traitement

s==> Absence de traitement

Il ADN

• ARN

• ADNe

Trois témoins sont réalisés: (i) un témoin négatif de transcription inverse appelé blanc de RT. Il

est obtenu en traitant de l'eau, par ailleurs utilisée dans les mélanges réactionnels de l'expérience,

par la DNase l et la transcriptase inverse (témoin A) ; (li) un échantillon d'ARN traités ni par la

DNase l ni par la transcriptase inverse. Ce témoin permet de mettre en évidence la présence

d'ADN contaminant dans les échantillons d'ARN (témoin B) ; (lii) un témoin correspondant à un

aliquot de l'essai prélevé juste après le traitement à la DNase l et non traité par la transcriptase

inverse. Il permet de vérifier l'efficacité de l'élimination de l'ADN contaminant (témoin C).

L'essai est constitué d'un échantillon d'ARN traité à la DNase l et par la transcriptase inverse.

L'amplification spécifique, par PCR, des ADNe générés par l'étape de transcription inverse est

obtenue grâce à l'utilisation d'amorces (19-mers) spécifiques des séquences des ORF étudiées

(Tableau MM-6). L'essai ainsi que les témoins réalisés lors de l'étape RT sont soumis à une

amplification par PCR. Deux témoins de PCR sont réalisés: un témoin négatif, appelé blanc de

PCR, correspondant à une réaction de PCR sur un volume d'eau (certifiant l'absence de

contamination des réactifs) et un témoin positif réalisé sur un échantillon d'ADN génomique de

S.ombrfociens, souche sauvage, de quantité déterminée (10 pg). La Figure MM-12 présente un

exemple de résultat mettant en évidence la transcription de recA.
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Figure MM-12 : Electrophorèse des produits d'amplification spécifique des ADNc des
transcrits recA chez la souche sauvage S. amhofadens DSM40697.
Afin d'être présentées en cohérence avec la Figure MM-Il, les pistes d'électrophorèse, provenant de la
même expérience, ont été découpées puis réordonnées. Les conditions d'électrophorèse sont
indiquées dans le matériel et méthodes. Le symbolisme et le principe des témoins en haut de la Figure
sont identiques à la Figure MM-Il. Les ARN ont été extraits après 16 h de croissance en milieu

liquide.

IL2.3.2 CHOKX n'UN TEMOKN KNl'ERNE JPOUR UNE A]pJJPROCHE

QUAUTATIVE.__: LE GENE RECA

Le gène recA a été choisi comme témoin interne de l'expérience de RT-PCR. En effet, ce gène

codant la protéine majeure de la recombinaison homologue et de l'induction du système SOS

était supposé être exprimé dans toutes les phases de croissance. Il constitue donc un bon

candidat comme témoin positif d'expression dans une approche qualitative de détection de la

transcription par RT-PCR. La séquence du gène recA de S. ambifaciens DSM4ü697 avait été

déterminée au laboratoire permettant le choix d'un couple d'amorces A1 / A2 localisées à

l'intérieur de la phase codante (Tableau MM-6 , (Aigle et al., 1996)).

L'analyse des résultats en terme semi-quantitatif n'est pas envisagée compte tenu de la référence

disponible. Ainsi, il faut disposer d'un témoin interne dont le niveau d'expression est connu à

tous les points de l'observation. En effet, pour comparer les intensités des signaux obtenus, il faut

pouvoir rapporter l'intensité des signaux de PCR obtenus à une référence. C'est à cette seule

condition que les fluctuations de l'intensité relative des signaux peuvent être interprétées en terme

de modulation de l'expression génique. Cette condition n'est pas remplie avec le gène recA. En

effet, le niveau d'expression de recA au cours des phases de la croissance n'est pas connu. De
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plus, elle est induite lors de stress, notamment en réponse à des agressions du matériel génétique

(système SOS). Enfin, chez les StreptoJJryces, l'expression de recA est fortement modulée par le

contexte génétique, particulièrement chez les mutants issus de l'instabilité (Aigle et al., 1996).

B.Z.J.J - LES M][UEUX REACTIONNELS DE RT-JPCR

Il.2.3.3.1 - La transcription inverse des ARN en ADNc

Les différentes étapes nécessaires à la synthèse d'ADNe à partir d'ARN totaux isolés

précédemment sont présentées sur la Figure MM-13 et la composition des mélanges réactionnels

dans le Tableau MM-4.

Figure MM-13 ; Représentation des cycles de température utilisés dans les expériences de
RT-PCR.
Les flèches rouges indiquent l'ajout d'un composant au mélange réactionnel. Les flèches
horizontales indiquent, schématiquement, les étapes des différentes réactions. Tm correspond à
la température spécifique d'hybridation des amorces de peRo Les hexanucléotides aléatoires
utilisés en transcription inverse (R1) sont indiqués par pdN6.

Les ARN totaux sont extraits à partir de 2 cultures indépendantes pour chaque souche étudiée et

les ADNe sont fabriqués à partir de 2 lots d'ARN extraits d'une même culture, et pour les 3

points de la croissance. Un échantillon d'ARN (2 à 4 fig) est incubé avec des amorces aléatoires

(hexanuclotides de synthèse de séquences aléatoires, pdN6, Pharmacia) dans un volume final de

5 f.l.l pendant 5 min à 65°C. Les pdN6 vont alors s'ancrer sur les acides nucléiques et permettront

l'amorçage de la transcriptase inverse. Le mélange réactionnel (20 fil final) est composé : de

tampon de transcription inverse concentré 1 x (tampon 5x: Tris 50 mM pH 8,3, DIT ou

gilhiolhreitol 10 mM, MgClz 8 mM), de dNTP (Roche Molecular Biochemicals), d'un inhibiteur

de RNase d'origine porcine (RNA Guard ®, Pharmacia) et de DNase l (pharmacia). L'incubation

à 37°C 10 min. permet ainsi la dégradation de l'ADN génomique contaminant les ARN. Le
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passage à 95°C dénature la DNase 1. Le mélange réactionnel est alors additionné de transcriptase

inverse (Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase, enzyme appelé ultérieurement

RT, Pharmacia). Le mélange est incubé à 37°C pendant 60 min.

Réactif Concentration finale

Hexanucléotides aléatoires (PdN6)

Tampon de RT

dNTP

RNAGuard®

DNase 1

M-Mu-LV Reverse Transcriptase

100 ng/fll

IX

20 flM

1 UE/fll

0,25 UE/fll

0,16 UE/fll

Tableau MM-4: Composition du mélange réactionnel utilisé dans les expériences de
transcription inverse (RT) des ARN totaux de S. ambofaciens.

II.2.3.3.2 - L'amplification d'ADN par polymérisation en chaîne (PCR)

La PCR ou réaction de polymérisation d'ADN en chaîne consiste en l'amplification de manière

exponentielle d'un segment d'ADN à l'aide de deux amorces complémentaires des séquences

flanquant l'ADN à amplifier (Mullis et al., 1986). La polymérase d'ADN utilisée est la Taq

polymérase (Thermus aquaticus) dans les conditions spécifiées par le fournisseur (Appligène). Le

mélange réactionnel est indiqué dans le Tableau MM-S.

Réactif Concentration finale

Amorces

Tampon de PCR

dNTP

Taq polymérase

DMSO

25 pmoies de chaque

IX

ImM

0,04 UE/fl1

2,5 à 5%

Tableau MM-S: Composition du mélange réactionnel utilisé dans les expériences de
polymérisation en chaîne (PCR) chez S. ambofaciens.

Le tampon de PCR est composé de Tris HCl 10 mM pH 9, KCl 50 mM, MgClz 1,5 mM, Triton

Xl00 0,1% et Bovine Serum Albumine (BSA) 0,2 mg/ml. Le témoin négatif consiste en une

réaction sans matrice réalisée sur un volume d'eau ultra-pure. Le cycle de température utilisé est

représenté sur la Figure MM-B.

Les amorces utilisées, oligonucléotides de synthèse (MWG-Biotech GmbH) sont choisies pour

assurer une composition en bases G+C équivalente et garantir des températures de fusion ou Tm

équivalents 0'ensemble des amorces utilisées dans les réactions de PCR au cours de ca travail est

résumé dans le Tableau MM-6).
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Utilisation Amorce Séquence

RT-PCR

RT-PCR quantitative

Extension d'amorces et
sondes des expériences
de cartographie à la
nucléase Sl

Construction des

mutants !'1has

Construction des
complémentants

A
B
D
Rl
RZ
Ll
L2
Al
A2
Al
A2

Rqul
Rqu2
Rqu3
Rqu4
Lqul
Lqu2
Lqu3
HrdB
HrdB-

R5
G
E
L5
arsRl
arsRZ

HasLl
HasL2
HasRl
HasR2
CLl
CL2
CRl
CRZ

CoRl
CoRZ
CoLl
CoL2

AGGTGGCGGACCCGTCCAA
ATGAGCCTGCCGGAGGACG

GGCGGCCAACGGCTACAAC

GGCCGATGAGGCCGGCCGT

GACCACTGAGCGCCGCTCA

CGCTGCTGACGAGCAGGCA

GAAAGGCAGTGGCCGGCGG

TCCTGTCCCAGCCGGACAA

GTCGCACCGAGGCGTAGAA

TCCTGTCCCAGCCGGACAA

GTCGCACCGAGGCGTAGAA

CCGATGAGGCCGGCCGT

GATGTTCCCTCCCAGTCGATCGG

CCGACGAGACTGCGCTTAC

GGCGAGACAGACCGAGAAAA

CTGCTGACGAGCAGGCAG

GATGGGCCCTCCCTGTT

CCCGAGGCCGGGGGTATTG

CGCGAGCCCATCTCGCTGC

CGTCGAGGGTCTTCGGCTG

GTCATCCACGGTGGTGGCAGCGGCA

GTCCTTGGGCGCCACCTTGGACGGG

GGCATGCCCGTGGTGGTGTGCTCGG

CACGCACAGCGTGTACGTGGTGTCC

CGGTGTCAACGTAGACGGA

TCTCCACTGGCCCGGATAC

GTGACGAGCAGGCAGTTCGAACAGGGAGGGCCCATCATGTGTAGGCTGCAGCTGCTTC

GCCGCCCCGGTGTGCCCACGGTGAGGGGCCCTCGCCTCAATTCCGGGGATCCGTCGACC

GCCGTGAGCGGGGCCGATCGACTGGGAGGGAACATCATGTGTAGCCTGGACCTCCTTC
ACCGCCGCGGGAAGGACAGCCGCCGCCTGAGCGGCGCTCAATTCCGGGGATCCGTCGAC

GTCTACACCCCCCCCCCG

GCCACGTTACCCCCGCGT

ACACGACGGACGACGGCA

GGAGCGACCTGCGGGAGA

TATGAATTCTGTGACGGTGTGCGGATG

AATGAATTCCCGGGCGGTCGAGGATGA

TATGAATTCGACCGGTGCGTGTCAGGC

ATTGAATTCGCCGACGTCTCCCGCGCC

Tableau MM-6 : Amorces utilisées dans les réactions de PCR au cours de ce travail.

L'utilisation du logiciel DNA Amplify 2.5 (University du Wisconsin) permet de valider le choix

des amorces: spécificité d'amplification du segment d'ADN choisi (dans la séquence soumise),

faible probabilité de dimérisation des amorces, absence de formation de repliment au sein d'une

amorce.
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Pour les expenences de RT-PCR, les matrices correspondent à 2f.!1 d'ADNe produits lors de

l'étape de transcription inverse.

Dans le cas de l'amplification des cassettes Apra et Spec lors de la construction des mutants

interrompus pour le(s) gène(s) has, les matrices correspondent à l'ADN purifié des fragments

EcoRI-HindIII des plasmides pIJ773 et pIJ778 respectivement portant les cassettes de résistance.

Deux températures d'appariement des amorces sont utilisées dans les réactions d'amplification

des cassettes (Figure MM-14) : en effet, une première série de 10 cycles à une température de

50°C permet l'appariement de la partie des amorces spécifique de la cassette (séquences à bas

taux en bases G et C) puis une seconde série de 15 cycles à la température de 55°C permet à la

totalité des amorces, et notamment la partie spécifique du génome de Streptomyces (fort taux en

bases G et C), de s'hybrider. Ainsi, une amplification efficace de la totalité de la cassette flanquée

des séquences spécifiques des loci has a été obtenue.

95°C 94°C
5 min 45"

noc noc
90" 7 min

4°C

X 10 X 15

Figure MM-14 : Représentation des cycles de températures utilisés dans les expenences
d'amplification des cassettes Apra et Spec lors de la construction des mutants interrompus
pour le(s) gène(s) has.
Les flèches horizontales indiquent schématiquement les étapes des différentes réactions.

Les expériences de PCR quantitative en temps réel sont détaillées dans le chapitre III.

(g\JJfIIZIL 1.
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Le principe de l'identification des sites d'initiation de la transcription par des expenences

d'extension d'amorces est résumé sur la Figure MM-15. Les ARN totaux sont extraits à partir

d'au moins 2 cultures indépendantes pour chaque souche étudiée et pour chaque condition

(phase de croissance en milieu liquide ou en milieu solide, conditions de stress ...). Des

échantillons de 40)J.g d'ARN sont ensuite incubés avec une amorce spécifique (voir Tableau MM

6) préalablement marquée au 32p (selon Kieser et a!., 2000), puis traités à la transcriptase inverse

selon I<.ieser et al. (2000). Les produits de transcription inverse ainsi obtenus sont déposés sur un

gel de polyacrylamide 8%, en parallèle des produits de réactions de séquençage réalisées avec la

même amorce. Après migration, séchage et transfert, le gel est exposé à un fùm

autoradiographique à -70°C pendant 12 à 150h environ selon les cas.
+1 Start Stop ter

Â:/::::========:::=::~ ADN

+1 Stan

+1 Stop
IR"

+1 Start

~ ....~..~....~.

+1

t-----_ot(E-tl- .\DNc

Stop

ddA
1

ddC
1

Figure MM-15: Principe de la détection de sites d'initiation de la transcription par
extension d'amorces.
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ILa,s ..... CARTOGR.APHIE A LA NUCLBASB St

Le principe de l'identification des sites d'initiation de la transcription par des expenences de

cartographie à la nucléase Sl est résumé sur la Figure MM-16. Comme pour les expériences

d'extensions d'amorce, les ARN totaux sont extraits à partir d'au moins 2 cultures indépendantes

pour chaque souche étudiée et pour chaque condition. Les sondes utilisées dans ces expériences

sont réalisées par PCR (voir Tableau MM-6), l'oligonucléotide anti-sens ayant préalablement été

marqué au 32p. Des échantillons de 40jJ.g d'ARN sont ensuite incubés avec cette sonde puis

traités à la nucléase Sl selon lZieser et al. (2000). Les produits de digestion par la nucléase Sl ainsi

obtenus sont déposés sur un gel de polyacrylamide 8%, en parallèle des produits de réactions de

séquençage réalisées avec la même amorce anti-sens, que celle utilisée pour fabriquer la sonde.

Après migration, séchage et transfert, le gel est exposé à un fJlm autoradiographique à -?O°C

pendant 12 à 150h environ selon les cas.

A:/::+::1==st=att====::=:~ ADN

+~'\R"

+1 Start -V-.\R"

+1 Stan Stop

+1

1---lIl(~* ADN

Figure MM-16: Principe de la détection de sites d'initiation de la transcription par
cartographie à la nucléase Si.
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11.3.1 DETBt:'T.lON
LBCTURES

nE PHASES nE

L'identification des cadres de lecture ouverts ou ORF (Open Reading Erame) est réalisée par le

logiciel Framplot 2.3 (Bibb et al., 1984). La présence de structures secondaires de type tige-boucle a

été recherchée à l'aide du logiciel DNA mfold 3.0 (SantaLucia, 1998) (bttp:/ / mfold2.wustl.edu).

Les séquences consensus ont été localisées à l'aide du logiciel DNA Strider 1.2 (Marck, 1988). Les

programmes "BLAST" (Basic Local Alignment Search Tool) (Altschul et al., 1990) ont été utilisés

pour rechercher les homologies des séquences déterminées avec les séquences nucléotidiques et

protéiques des banques de données (via le National Center for Biotechnology Information,

NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)etleCentre Sanger (bttp:/ /www.sanger.ac.uk) qui réalise

le séquençage du génome de S. coe/ic%r A3(2) (sous la responsabilité de Sir Pro D.A. Hopwood.

Les domaines protéiques ont été recherchés dans les banques CDD, pfam, et SMART. Les

alignements de séquences ont été réalisés par le programme SeqApp, sous programme Clustal V

(Higgins and Sharp, 1988).

IL3,~- ANALYSE DELA R-EnONDANCE n'UN GENOME
PARLE LOGICIEL BLAS'TCLUS'T

Le programme "BLAST-CLUST" ("Basic Local Alignment Search Tool - score-based single

linkage clustering") (Altschul et al., 1990; Altschul et al., 1997) a été utilisé pour déterminer le taux

de redondance de certains génomes séquencés (programme accessible sur le site du "National

Center for Biotechnology Information" (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) et séquences

protéiques disponibles sur les sites de "Institute for Genomic Research" (TIGR,

http://www.tigr.org/) ou de "Sanger Institute" (bttp:/ /www.sanger.ac.uk/).

Ce programme regroupe les séquences protéiques en familles (groupes de protéines comportant

au moins 2 membres) selon les identités protéiques estimées par l'algorithme du logiciel BLAST.

Deux paramètres doivent être définis:

-le seuil de similarité (S) : dans toutes les analyses réalisées au cours de ce travail ce selw a été fixé

à 50% ce qui correspond à une similarité minimale de 50% entre les protéines regroupées au sein

d'une même famille.

-le seuil correspondant à la longueur minimale de recouvrement: dans toutes les analyses réalisées

ici ce seuil a été fixé à 0,9, ce qui correspond à une longueur minimale de chevauchement de 90%

entre les différentes protéines regroupées.
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111,1~ PRINCIPE DE LA FeR QUANTITATIVE

111.1.1 LES BASES DE LA PCR QUAN'TI'TA"rIV'E 'EN
'TEMPS REE-L

Depuis les premiers travaux publiés en 1986, la PCR est devenue un outil essentiel de biologie

moléculaire (S., 1999). A partir d'une simple copie d'une séquence particulière d'acides

nucléiques, la PCR permet d'amplifier et donc de détecter spécifiquement cette séquence.

La PCR quantitative en temps réel est basée sur la nature exponentielle de cette technique.

En effet, la réaction de PCR peut être divisée en trois phases:
. 0 la phase de latence,
o la phase exponentielle de synthèse qui démarre quand suffisamment de produits ont été

accumulés pendant la première phase,
o la phase de plateall qui correspond à une modification du milieu réactionnel ne

permettant plus l'accroissement exponentiel.

Au cours de la phase exponentielle, le nombre de molécules amplifiées est représenté par

l'équation:

N = No * (Er [1]
Où N est la quantité de molécules amplifiées obtenues au cycle n, No représente la quantité

initiale d'ADN cible et E est l'efficacité d'amplification de la PCR. L'efficacité peut être égale à 2

quand 100% des cibles sont reproduites à chaque cycle.

Afin de recueillir des données quantitatives, chacun des échantillons doit être analysé dans sa

phase exponentielle d'amplification. La PCR quantitative fait donc le suivi de la fluorescence

émise pendant la réaction.

nL1.~ ~ LA 'TECHNOLOGIE DE n:E''tEC''rION BASEE SUiR
LE SYBR GRln~N

La technologie de la PCR quantitative en temps réel est basée sur la détection et la quantification

d'un indicateur fluorescent de la production d'amplicons durant chaque cycle; l'augmentation du

signal fluorescent étant directement proportionnelle à la quantité d'amplicons générés durant la

réaction de PCR.

Deux principes généraux sont utilisés pour la détection quantitative des amplicons : les agents se

liant à l'ADN double brin (comme par exemple, le SYBR Green) et les sondes fluorescentes .
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III.1 03 Principe de la PCR quantitative

La technologie basée sur le SYBR Green, utilisée dans ce travail, présente l'avantage de pouvoir

être appliquée à toute amplification puisque sa spécificité repose entièrement sur les amorces,

contrairement aux sondes fluorescentes.

Le SYBR Green est donc un fluorophore capable de se lier à l'ADN double brin (Skeidsvoll and

Ueland, 1995). En solution, le SYBR Green n'est que peu fluorescent lorsqu'il est sous sa forme

libre, alors qu'il est très fluorescent lorsqu'il est lié à l'ADN. Il est très stable: au bout de 30

cycles d'amplification, seulement 6% de son activité est perdue. Le microspectrofluorimètre

couplé à l'appareil permet de lire cette fluorescence.

Le principe de la quantification des amplicons par la technologie basée sur le SYBR Green est

exposé sur la Figure MM-17.

Au début de l'amplification, le mélange réactionnel

contient de l'ADN dénaturé, les amorces et le

fluorophore non lié.

Après le couplage des amorces, le fluorophore se lie au

double brin. La liaison à l'ADN se traduit par une

augmentation de la fluorescence (CD).

Pendant l'étape d'élongation, le nombre de molécules de

fluorophore lié à l'ADN synthétisé augmente ce qui se

traduit par une augmentation de la fluorescence. La

fluorescence est mesurée à la fin de l'étape d'élongation

de chaque cycle (0).

Figure MM-17 : Principe de la quantification des amplicons par la technologie basée sur
le SYBR Green.
Les symboles CD et 0 renvoient aux courbes d'amplification présentées en Figure MM-18.
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TILl 03 Principe de la peR quantitative

En observant la quantité de fluorescence émise à chaque cycle, il devient ainsi possible d'accéder

à la cinétique d'amplification et notamment de suivre la réaction de PCR durant sa phase

exponentielle où la première augmentation significative de la quantité d'amplicons est en

corrélation directe avec la quantité initiale de matrice cible.

La Figure MM-18 représente des courbes d'amplification pour différentes quantités initiales de

cibles.

104 copies

Nombre de cycles

Figure MM-18 : Cinétiques de PCR en temps réel pour différentes quantités de molécules
cibles au départ.
Les symboles CD et (1) sont expliqués en Figure MM-n.

111.Ll LA NOTION
('tHltESaO:LD CYLE)

DE: CYCLE SEUIL on CT

Comme le montre la Figure MM-18, le démarrage de la phase exponentielle est plus ou moins

tardif en fonction de la quantité d'ADN présente initialement. Le Ct, abréviation du terme anglais

« threshold cycle », correspond au cycle de démarrage de la phase exponentielle d'amplification.

Graphiquement (Figure MM-19), le Ct correspond au point d'intersection de la courbe

d'amplification avec la valeur du seuil représentée par le « threshold» (ligne rouge sur la Figure

MM-19).
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Figure MM-19 : Représentation graphique du cycle seuil ou Ct.
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IILl 03 Principe de la peR quantitative

La valeur du Ct peut être traduite en un résultat quantitatif, en la comparant avec les valeurs du

Ct générées avec des matrices d'ADN de quantités connues (voir paragraphe II.1.4.1).

llLL4 .... EFFICACI'TE ET SPECIFICITE DE LA REACTION

Plusieurs contraintes, reposant sur le principe même de la technique, sont nécessaires à la

réalisation d'une expérience de PCR quantitative. En effet les efficacités de PCR sur le gène de

référence et sur le gène cible doivent être comparables. Pour cela, la taille des amplicons ainsi que

leurs conditions d'amplification doivent être similaires. Les oligonucléotides choisis pour chaque

réaction de PCR sont donc définis selon plusieurs critères:

o Leur taux en bases G et C

o
o
o

l'oligonucléotide

Leur Tm

La taille de l'amplicon

La présence de moins de 2 bases G ou C dans les 5 dernières bases en 3' de

Les oligonucléotides sont ensuite testés afin de tester la spécificité et l'efficacité de la PCR.

HL ~ .~L l - EJFfKCACKTE DE LA ]PCR ET COURBE STANDARD

Afin de déterminer l'efficacité de chaque réaction d'amplification, une courbe standard est

réalisée. Pour cela, une gamme de dilutions d'une matrice d'ADN est amplifiée à l'aide d'un

même couple d'oligonucléotides. La courbe standard est obtenue en représentant les différentes

valeurs de Ct obtenues en fonction du logarithme de la quantité initiale de matrice Oa quantité

d'ADN correspondant à la dilution la plus élevée étant arbitrairement fixée à 1, Figure MM-20).

Correlation Coefficient 0.999 Slope: ·3.355 Intercept: 37.354 Y=·3.355 X + 37.354 Unknowns
Standards

4
Log Starting Quanlity. Copy Humber

10Lili:.:.:lJ::±b.±iliili::;':'u±L~ililliiliJ:.:Lc.;J.:.L+-u-=--:;±C±ili,q
1

Figure MM-ZO : Droite standard du Ct en fonction du logarithme de la quantité initiale de
matrice d'ADN.

L'équation de cette droite (équation [5], voir ci-après) permet d'accéder à l'efficacité de la réaction

de PCR ainsi qu'à la reproductibilité de l'amplification grâce au coefficient de corrélation.
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En effet, en remplaçant la valeur du cycle n par la valeur du Ct dans l'équation représentant le

nombre de molécules amplifiées au cours de la phase exponentielle (équation [1], voir paragraphe

III-l.l), nous pouvons alors écrire:

N = No * (E)Ct [2]

où N est la quantité de molécules amplifiées obtenues au Ct, No représente la quantité initiale

d'ADN cible et E est l'efficacité d'amplification de la PCR.

Cette équation peut alors être transformée:

logN =logNo + Ct * logE [3]

A partir de l'équation [3], le Ct peut être déduit sous la forme d'une équation linéaire:

Ct = -(l/logE) *logNo + logN/logE [4]

Cette équation est alors de la forme:

Ct =-a * logNo + b [5]

L'équation [5] correspond à l'équation de la droite standard où « a », la pente de la droite, est

l'inverse négative du logarithme de l'efficacité.

L'efficacité de la réaction de PCR est donc donnée par l'équation suivante:

E = (10 1/a -1)*100 [6]

Ainsi, dans l'exemple de droite standard donné en Figure MM-20, l'efficacité de la réaction de

PCR peut être calculée à partir de la valeur de pente de la droite:
E = (101/.3.355 -1)*100 =98,7%

HL L4.2 ~ SJP'ECUXCJ1CE DE LA peRET COURBE DE fUSXON

Afin de déterminer la spécificité de la réaction, une courbe de fusion est réalisée à la fin de

l'amplification.

En effet, chaque produit d'ADN double brin synthétisé a une température de fusion (Tm)

spécifique, définie comme étant la température à partir de laquelle 50 % de l'ADN est sous forme

double brin et 50 % sous forme simple brin. Après le dernier cycle de PCR, la température est

rapidement élevée à 95°C pour dénaturer l'ADN double brin, puis elle est abaissée la température

de couplage ce qui provoque la reformation d'ADN double brin. La température est ensuite

élevée lentement à 95°C. La fluorescence est lue en continu pendant cette remontée (Figure MM

21 A.) :

o le SYBR Green est fluorescent tant qu'il est lié à l'ADN double brin,

o quand la température augmente, l'ADN double brin se dissocie, ce qui entraîne la

libération du SYBR Green dans le milieu et une diminution progressive de la fluorescence,
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IIl.l 03 Principe de la PCR quantitati\Oe

o lorsque 50 % de l'ADN double brin sont dissociés, la fluorescence chute

brutalement, c'est à cette température que correspond à la température de fusion du produit

synthétisé.

La température de fusion est obtenue en traçant la dérivée première négative de la fluorescence

en fonction de la température: elle correspond au maximum de la courbe (Figure MM-21 B.).

MEWgMUWmnMnMM~M~~~~~%
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Figure MM-21 : Courbe de fusion déterminant la spécificité de la réaction de PCR.
A. Graphique représentant la quantité de fluorescence mesurée en fonction de la température,
B. Graphique représentant la fonction dérivée de A. permettant d'accéder à la température de fusion
spécifique de l'amplicon (ici environ 89°C).

Ainsi, la spécificité de la réaction est révélée par la présence d'un seul pic lors de cette analyse.

De plus, les dimères d'amorces pouvant se former au cours de la réaction sont également révélés

par cette technique de courbe de fusion sous forme d'un pic à une température inférieure et

d'amplitude également plus faible que celle de l'amplicon lui-même.

Ainsi, les couples d'oligonucléotides retenus pour les expériences ultérieures seront ceux dont

l'analyse par courbe de fusion ne révèle qu'un seul pic et donnant une efficacité de PCR comprise

entre 80 et 120%.
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III.2 03 Un exemple d'analyse de résultats de PCR quantitative

III~~UN EXEMPLE D~ANALYSE DE RESULTATS DE FeR
QUANTITATIVE

-~-- --,- -~- -------------~~------- -~---~~~--~----~--------~~----- ._~-....-~_._-~- -~------------~----"- -~--~-

Les expériences de PCR quantitative sont réalisées dans le « thermocycleur » iCyclelM iQ de chez

Bio-Rad (Figure MM-22) et les résultats analysés à l'aide du logiciel fourni avec l'appareil

(iCycler™ iQ Optical system software Version 3.0a).

Figure MM-22: Photographie de l'appareillage
iCycler™ iQ (Bio-Rad).

La technologie de PCR quantitative passe par un traitement mathématique des données, basé sur

le calcul du ~~Ct (réf).

Cette méthode de calcul postule que les efficacités des réactions de PCR sont de 100%.

Un exemple d'analyse de résultats de PCR quantitative à l'aide de la méthode du ~~Ct va être

exposé.

L'objectif est de quantifier la transcription d'un gène cible (par exemple, un gène has) dans deux

conditions expérimentales distinctes (par exemple, deux phases de croissance). La technique de

PCR quantitative nécessite de disposer d'un « gène de référence », dont l'expression est constante

quelles que soient les conditions testées.

Le gène de référence utilisé lors de nos expériences est le gène hrdB, codant le facteur 0" principal

de S. coe/icolor. Ce gène est effectivement fréquemment utilisé comme référence dans les

expériences classiques de quantification de transcrits par Northern Blot (comparaison

schématique des résultats obtenus par cette technique avec ceux obtenus par PCR quantitative en

Figure MM-23) et présente une expression relativement au cours de la croissance et dans les

diverses conditions testées dans de ce travail.

Ainsi, après avoir vérifié la spécificité des réactions de PCR, des courbes standards sont alors

réalisées pour chaque couple d'amorces, afin de vérifier que les efficacités sont effectivement de

l'ordre de 100% et surtout comparables entre le gène cible et le gène de référence. Les

expériences ultérieures ne nécessitent pas la réalisation systématique de ces courbes standards,

puisque seules les valeurs des Ct sont utilisées dans la méthode de calcul du ~~Ct.
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III.2 03 Un exemple d'analyse de résultats de PCR quantitative

Après avoir réalisés ces mises au points, des expériences de RT-PCR quantitative peuvent alors

être réalisées à partir de d'échantillons d'ARN extraits dans les conditions à tester (dans notre

exemple, les ARN auront été extraits à partir de cultures en phases exponentielle et de transition

de croissance).

Chaque échantillon d'ARN sera analysé (en duplicats) par RT-PCR quantitative à l'aide des deux

couples d'amorces, spécifiques du gène cible et gène de référence.

La Figure MM-23 présente les courbes d'amplification et les valeurs de Ct ainsi obtenues.
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Figure MM-23 : Quantification d'un transcrit d'un gène cible en comparaison à un gène de
référence dans deux conditions expérimentales distinctes par les techniques de Northern Blot
et de RT-PCR quantitative.
A gauche: Courbes d'amplification d'un gène contrôle (ex: bas) et du gène de référence (ex: brdB)
obtenues par RT-PCR quantitative, à partir d'ARN extraits dans deux conditions expérimentales
distinctes (ex: phase exponentielle et phase de transition), Les valeurs de Ct indiquées sont les
moyennes obtenues à partir des duplicats,
A droite: Schématisation des résultats d'un Northern Blot réalisé à partir des mêmes ARN,
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Dans notre exemple, nous disposons donc, à l'issue de cette expenence, de 4 valeurs de Ct

(Figure MM-23), permettant de déterminer le facteur d'induction de la transcription du gène has

entre la phase exponentielle de croissance et la phase de transition par le calcul du ,6.,6.Ct.

Dans un premier temps, la différence de Ct (ou ,6.Ct) entre le gène cible et le gène de référence

doit être calculée pour chaque condition expérimentale:

Phase exponentielle:

,6.CtE =Ct Cible (has) - Ct Référence (hrdB) =29,63 - 19,63 =9,70

Phase de transition:

,6.CtT =Ct Cible (has) - Ct Référence (hrdB) =18,03 -19,80 =-1,7

Le calcul du ,6.,6.Ct consiste à comparer ces différences de Ct. Ainsi, une condition expérimentale

doit être considérée comme référence, en générale la condition de croissance normale ou la phase

de croissance où le gène cible présente le plus faible niveau de transcription. Dans ce travail, les

facteurs d'induction ont été déterminés par rapport à la phase exponentielle de croissance (dans

les expériences visant à quantifier l'expression des gènes has au cours de la croissance) et par

rapport à la croissance en milieu HT (pour les expériences visant à caractériser l'induction

transcriptionnelle des gènes has dans des conditions de stress).

Dans notre exemple, la phase exponentielle de croissance sera la condition expérimentale de

référence. Les valeurs des ,6.,6.Ct sont donc calculées de la manière suivante:

Phase exponentielle:

,6.,6.CtE = ,6.CtE - ,6.CtE = 0

Phase de transition:

,6.,6.Ctr =,6.CtT - ,6.CtE =9,70 - (-1,7) =11,40

La dernière étape du calcul consiste à replacer cette valeur du ,6.,6.Ct dans l'équation [2] (voir IIl

1), tout en considérant également que la quantité initiale de matrice d'ADN (No) est égale à 1

puisque nous cherchons à déterminer des facteurs d'induction (N). Ainsi, nous pouvons écrire:

N =1 * (E)MCt [7]

Le calcul du ,6.,6.Ct étant basé sur le postulat selon lequel les efficacités de PCR sont de 100%,

nous pouvons alors transformer cette équation:

[8]
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lU.::' (?3 L Il excmple d'analyse de ré:sultats de PCl~ quantitative

Ainsi, dans notre exemple, nous pouvons calculer le facteur d'induction de la transcription du

gène has:

Phase exponentielle:
N =t"""CtE =2° =1

E

Phase de transition:

N =2MCtT = i 1,40 =2702T

Cette expérience aurait donc permis de montrer que le gène has était 2702 fois plus transcrit en

phase de transition qu'en phase exponentielle de croissance.

L'ensemble des résultats de RT-PCR quantitative obtenus au cours de ce travail ont été obtenus

par cette méthode et sont présentés sous forme des facteurs d'induction (N, voir notamment

Tableau R-ll).
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Les réarrangements constituent un moteur pour l'évolution de la structure chromosomique. Chez

Streptonryces ambojaciens existe une instabilité génétique qui a été corrélée à l'apparition de

réarrangements de grande ampleur.

La bactérie Streptonryces ambojaciens peut être considérée comme un modèle d'étude des

phénomènes d'évolution des génomes par duplication du matériel génétique, et ce aussi bien en

termes de dynamique du phénomène qu'en termes évolutifs.

o La dynamique du phénomène de duplication peut en effet être abordée grâce à

l'analyse de la descendance de mutants issus de l'instabilité génétique de S. ambojaciens au caractère

mutateur, puisque générant une très grande variabilité chromosomique. En effet, la dynamique

des phénomènes d'instabilité génétique chez les Streptomyces souligne la plasticité spectaculaire du

chromosome, notamment au niveau des régions subterminales du chromosome linéaire, puisque

notamment chez S. ambojaciens) la délétion de régions subterminales incluant le(s) télomère(s)

bactérien(s) induit la formation de réarrangements génomiques importants. L'analyse de la

structure du chromosome de souches mutantes portant une délétion terminale incluant le

télomère et présentant une duplication de la quasi totalité de leur génome ainsi que la

caractérisation de la variabilité chromosomique générée dans la descendance de ces souches sont

présentés dans la première partie de ce manuscrit.

o Les réarrangements de l'instabilité geneuque, confinés aux extrémités du

chromosome linéaire (8 mégabases), peuvent toucher jusqu'à 25 % du génome, soit environ 2000

kb. Bien que non essentielle en conditions de laboratoire, cette région contient de nombreux

gènes. L'analyse du polymorphisme des régions terminales chez les Streptoltf)lces a révélé une

compartimentation de l'information génétique. Le séquençage complet du génome de S. coelicolor

A3(2) a confirmé cette notion en attribuant aux gènes localisés dans ces régions des fonctions

impliquées dans l'expression du métabolisme secondaire et dans la réponse aux changements

environnementaux. L'impact des réarrangements chromosomiques sur l'expression génique peut

donc être abordé chez les Streptomyces en étudiant l'expression des gènes localisés dans les régions

terminales du chromosome.

La caractérisation de deux souches mutantes de Streptomyces ambojacieltS NSAH135 et NSA855

présentant des translocations chromosomiques (Fischer et al, 1998b) a permis de mettre en

évidence la duplication d'une ORF codant un facteur sigma alternatif (appelées has pour

"homologous to alternative sigma factor", et R et L pour leur localisation respective sur le bras

chromosomique droit et gauche). Le réarrangement chromosomique présent chez les mutants

pourrait consister en un événement de recombinaison homologue ectopique entre les séquences

hasR et hasL (Figure R-l). Outre la délétion et la duplication de nombreux gènes, la conséquence

de ces échanges d'extrémités chromosomiques est la formation d'ORF chimériques au point de

recombinaison. Les gènes hasR et hasL, localisés dans les régions terminales du chromosome de

S. ambofaciens, constituent donc un modèle expérimental de choix pour aborder l'impact de tels

événements de duplication sur l'expression génique chez S. ambojaciens

Après avoir démontré une certaine conservation au niveau intraspécifique de l'organisation du

chromosome des StreptomJICes (via l'analyse du polymorphisme des séquences ITS chez

S. ambojaciens ; paragraphe 11.1 de la seconde partie), le cas de la duplication des gènes has chez

S. ambojaciens, comparativement aux autres espèces de StreptDJtf)lces ne présentant pas cette
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duplication, permet d'aborder la problématique de la fixation de tels événements de duplication

génique au cours de l'évolution (seconde partie).

hasL

TIR '= 480 kb

• • Chromosomes
sauvages

i" i
••'<jljjiIjiîjl

hasD'; hasL
•• Chromosome mutant

de NSAH135

TIR'= 850 kb

i" .j
.... »'1Mig4iii@i$\tffiiiWm*,"M-wA •• Chromosome mutant

de NSA855

Figure R-l : Représentation de la structure chromosomique des souches mutantes
S. amhofaciens NSAH135 et NSA855.
Les bras chromosomiques gauche et droit sont arbitrairement séparés par l'origine de réplication
principale on'C. Les protéines terminales du chromosome sont représentées par des sphères noires.
Le réarrangement chromosomique présent chez les souches mutantes est ici expliqué selon

j'hypothèse d'une recombinaison homologue entre les gènes hasR et hasL.
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A-I~l œ STRUCTURE CHROMOSOMIQUE FUSIONNEE DES MUTAN'TS
S" AMBOFAClENSNs.A21 ET NSA65

La structure chromosomique de deux souches mutantes S. ambofaciens NSA27 et NSA65 (Leblond

et al., 1991), isolées dans la descendance de la souche sauvage S. ambofaciens DSM40697, a été

caractérisée par des expériences de migration en électrophorèse en champs pulsés.

Le chromosome du mutant NSA27 présente une délétion des fragments AseI E, G et J,
cartographiés à l'extrémité droite du chromosome sauvage (Figure R-2). De plus, un nouveau

fragment d'environ 110 kb a été détecté dans le profIl mutant et a été cartographié à l'extrémité

droite du chromosome (Figure R-2). Ainsi, la taille de la délétion a pu être estimée à environ

1350 kb.

AfIn de tester la présence d'une structure télomèrique typique des Streptomyces (i.e . .une extrémité

d'ADN chromosomique liée de façon covalente à une protéine) à l'extrémité du fragment de

110 kb, une comigration de l'ADN du mutant, traité ou non à la protéase, puis digéré par AseI a

été réalisée. Un retard de migration électrophorétique d'un fragment d'ADN dans l'échantillon

non traité à la protéase est révélateur de la présence d'une protéine liée de façon covalente à un

fragment d'ADN.

Seul le fragment AseI-D du mutant, correspondant à l'extrémité chromosomique gauche intacte,

présente un retard de migration électrophorétique (Figure R-2). Ce résultat suggère donc que le

fragment de 110 kb ne porte pas de protéines terminales.



A-LI 03 Structure chromosomique fusionnée des mutants S. ambq(aàellS NSA27et NSA65

S. ambofaciens

NSA27

DSM4ü697

NSA27

v

F

F

J E G_. !iIlII"__I!IIIl_I!iIIllI!Ifl~~f~~îi9~j~}t;lJJi[ft~~~~~~rj:N2J.!t{~]~1'"

l IV

110 kbi_.__.._..__dllllli_'l'Î#~_ ?

V

CarteAseI D.. i ;
Carte DraI VII VI XI

Carte AseI D.. ; :
Carte DraI VII VI XI

r--
0-
oD
0 r--

" N
::8 <v; v;
Cl Z

E _

(8SD kb)

G _

(480 kb)

J _
(95 kb)

..- 0
(950 kb)

..- F
(560 kb)

"-110 kb

0_
(9S0 kb)

110kb-

Figure R-2 : Réarrangement chromosomique dans la souche S. amhofaciens NSA27.
La carte Ase! de la région instable du chromosome de la souche sauvage est indiquée. Les bras droit et
gauche sont représentés en orange et vert respectivement. Les flèches noires représentent les
répétitions terminales inversées sauvages et les cercles les protéines terminales. La partie centrale du
chromosome est schématisée par deux traits parallèles obliques. Les fragments AseI Oettres) et DraI
(chiffres romains) sont indiqués sur la carte physique (selon Leblond et a!. (1996)). En bas: à gauche,
profIl de restriction AseI des souches sauvage et mutante; à droite, profù de restriction Ase! de l'ADN
du mutant NSA27 ayant subi un traitement à la protéase (+) ou n'ayant pas subi ce traitement (-).

Des hybridations successIves de l'ADN marqué des cosmides 2B7, 8Dl0, 6H3 et 9Dl0,

recouvrant le fragment AseI-J sauvage, sur des profils de restriction BamHI de l'ADN de NSA27

ont permis de localiser la borne de délétion dans le fragment BamHI de 16 kb porté par les

cosmides 8Dl0 et 2B7 (Figure R-3A).

De plus, il est apparu qu'un fragment de jonction BamHI de 11 kb était produit par le

réarrangement; ce fragment étant révélé par les cosmides 8Dl0, 2B7 mais aussi 6H3.
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Figure R-3 : Caractérisation du réarrangement d'ADN dans la souche S. ambofaciens NSA27.
A. Cartographie BalJ1HI du fragment AseI-] et localisation de l'insert des cosmides utilisés lors de ce
travail. Les sites BalJ1HI sont représentés par des traits noirs verticaux, et la taille des fragments est
indiquée en kilobases.
B. Hybridations de l'ADN des cosmides 8D10, 2B7 et 6H3 sur des profùs de restriction BalnHI des
souches sauvage et mutante NSA27.
C. Interprétation des résultats des hybridations, montrant la cartographie partielle (70 kb) du fragment
de 110 kb mis en évidence chez NSA27. Le point d'interrogation signifie que l'origine de l'ADN
additionnel au delà du site BalnHI flanquant le fragment de 110 kb n'est pas connu à ce point de
raisonnement. Le fragment BalJ1HI de 11 kb est représenté en deux couleurs symbolisant le fait qu'il
est à la fois homologue de séquences clonées dans 6H3, 2B7 et 8D10.

La cartographie fine du fragment AseI de 110 kb a alors été entreprise. Ainsi, une banque

génomique du mutant NSA27 a été construite et criblée à l'aide de l'ADN marqué du fragment

AseI de 110 kb, élué à partir d'un profil PFGE de NSA27. Les inserts de tous les cosmides ainsi

isolés correspondaient à des fragments BamHI déjà cartographiés dans la souche sauvage et

provenant du fragment AseI J. La carte de restriction BamHI du fragment AseI de 110 kb a alors

été dressée à l'aide du chevauchement de ces cosmides (Figure R-4).
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Figure R-4 : Cartographie BamHI du fragment AseI de 110 kb de la souche NSA27.
Le symbolisme utilisé est identique à celul de la Figure R-2. A gauche profil de restriction des
cosmides 49.2, 56.2 et 24.1. Le v indique la bande à 6,8 kb correspondant au vecteur. A droite, la
localisation des trois cosmides portant le fragment de fusion de 11 kb est indiquée sous la cartographie
BamHI du fragment AseI de 110 kb. La séquence dupliquée en orientation inverse est symbolisée par
des flèches. La taille du fragment de 110 kb est compatible avec la fusion inverse de la séquence non
délétée de 70 kb du fragment AseI J sauvage de 95 kb et d'une partie de 40 kb provenant du même
locus chromosomique.

Ainsi, le fragment de 110 kb peut être interprété comme résultant de la fusion de deux fragments

AseI-J partiellement délétés : l'un délété jusque dans le fragment BamHI de 16 kb et mesurant 70

kb, l'autre délété jusque dans le fragment BamHI de 15 kb et mesurant 40 kb. Le nouveau

fragment de 11 kb (cloné dans le cosrnide 49.2) consiste donc en la fusion de deux fragments

BamHI de 16 et 15 kb partiellement délétés.

La structure chromosomique du mutant NSA27 a également été analysée à l'aide de l'enzyme de

restriction DraI Oa seconde enzyme utilisée pour la cartographie du chromosome de

S. ambofaciens, (Leblond et al., 1996».

Ainsi, le chromosome du mutant NSA27 présente une délétion des deux fragments terminaux

DraI IV-730 kb et 1-2100 kb (Figure R-5, le fragment DraI IV n'est pas visible à l'aide de cette

résolution). De plus, un nouveau fragment DraI d'environ 3 Mb a été détecté dans le profil

mutant (Figure R-5). Selon la délétion caractérisée à l'aide de la cartographie AseI, 1500 kb

d'ADN du fragment DraI 1-2100 kb doivent être conservés. Ainsi, le nouveau fragment DraI de

3 Mb a été interprété comme la fusion en orientation inverse de deux fragments DraI 1-2100 kb

partiellement délétés. L'hybridation du cosmide 9DI0, spécifique du fragment DraI 1-2100 kb,

permet en effet de révéler ce nouveau fragment de 3 Mb (Figure R-5).
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Figure R-S : Comparaison des cartes de restriction DraI sauvage et mutante NSA27.
Le symbolisme utilisé est le même que celui de la Figure R-2. Seules les tailles des bandes d'intérêt
sont indiquées. Le marqueur de tailles utilisé correspond aux chromosomes de la levure
Saccharomyces cerevisiae. L'hybridation a été réalisée à l'aide de l'ADN marqué du cosmide 9DlO sur les
profils de restriction montrés à gauche. Les astérisques indiquent des signaux d'hybridation sur des
bandes non visibles sur le profil de restriction. Elles pourraient correspondre à une hybridation sur de
l'ADN dégradé. Les conditions de migration en PFGE sont les suivantes: 3 V.cm-!, 90 h en gel
d'agarose à 0,6% avec des temps de pulsation variant de 200 s à 500 s, angle inclus 1200

Ven.s.em.ble de c.es d()...nnêe~ ~uggêm1t at~~ que la s,tlluc;iUlie cluQffi~s,QtUique du. mu.tant
NSAa? l1êsmttait: de la fus.i.oo en. ~i~tatioo inve~êe de deux cluQ.ffi~s,Q.ffie~patùelltmlent
dêlêtês ~ut te même bn~ cluQIDQs,()mique,

Une situation similaire a été caractérisée dans la souche NSA65. Une délétion du bras droit

d'environ 1330 kb, affecte les fragments AseI-G et AseI-E mais aucun nouveau fragmentAseI n'a

pu être détecté (Figure R-6).
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N5A65
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Figure R-6 : Structure chromosomique de la souche NSA65.
Le symbolisme utilisé est le même que dans la Figure R-2.

La borne de délétion a été localisée dans le fragment BamHI de 12 kb porté par le cosmide 2B7

et un nouveau fragment de 18,5 kb a pu être détecté (Figure R-7). Suite à des analyses de

restriction et des hybridations avec des sondes spécifiques, ce fragment de jonction a été

interprété comme la fusion de deux fragments BamHI de 12 kb partiellement délétés (résultats

non montrés). Ainsi, cette structure générerait un fragment de fusion Ase! de 94,5 kb, qui ne

serait pas résolu du fragment Ase! J-95 kb sauvage dans les conditions de PFGE utilisées,
A. D F J E G
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2,9 kb -+- "~

1,8 kb -+- .<1
Figure R-7 : Mise en évidence du réarrangement dans la souche S. ambofaciens NSA65.
A. Cartographies AseI du chromosome et Ball1HI du fragment AseI-J de S, all1bofaciens DSM4ü697,
B. Hybridation de l'ADN marqué du cosmide 2B7 un profil de restriction BaJJJHI des souches sauvage
et mutante NSA65,
C. Cartographie du réarrangement mis en évidence chez S. al11bofaciem NSA65,
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A-Li 03 Structure chromosomique fusionnée des mutants S. ambofacicllS NSA27et NSA65

Enfin, comme pour NSA27, le profJl de restriction Dra1 de la souche NSA65 révèle un nouveau

fragment d'environ 3 Mb, compatible avec la duplication de la partie intacte conservée du

fragment Dra1 1-2100 kb (Figure R-8).

D F J E G
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Figure R-S : Comparaison des cartes de restriction Dra! sauvage et mutante NSA65.
Le symbolisme utilisé est le même que celui de la Figure R-2. Seules les tailles des bandes d'intérêt
sont indiquées. Le marqueur de tailles utilisé correspond aux chromosomes de la levure
Hansenula lvingei. Les conditions de migration en PFGE sont les suivantes: 3 V.cm-l, 48 h en gel
d'agarose 0,6%, des temps de pulsation variants de 200 s à 500 S et un angle inclus de 94°.

Vens,em.b1e de ces, tês,mta.ts, s,uggèxe doo~ que lat s,uu~tme cluQffi~QUÙque des, mutants,
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patrlellement dê1êtês" Les, clumnQs,mnes, m.utants, atwr:a.ient ainsi uue taille d~envitQu

13 Mb" cQffipa.tatîvement: au cluQffiQs,(»).'Ue de 8 Mb rnez: la S,QUrne s:auv-age,! ave~ des:
té-gi()--fts dupJiquê.es, d?eu:vilQ.t\. QSQ,Q kh c.oos,t:ituam de t\Quvcll.es, TIR (Figme R.f)) ..

DSM40697

110 kb
~." : · ··i;;f;;;~:t;;~;~~~,l~;,;;~~~~;,;;;r' · · ~

... ..
3000 kb

NSA27

94,5 kb.' ·;;;,;;; ·..···';1;'~;,;;i;~~;j.\;;;;;;;.;;.~~1;;,;;~~;:;;;;;;;; f~ · · ·ji..'e
... ..

3000 kb

NSA65

Figure R-9 : Structures chromosomiques des mutants S. amhofaciens NSA27 et NSA65.
Seuls les régions contenant le réarrangement sont indiquées. L'étendue de la duplication est indiquée
par les traits pointillés. Le symbolisme utilisé est le même que celui de la Figure R-2.
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A..I~·~ ANALySE DES SEQUENCESIMPUQUEBS DANS LE
REARRANGBMENT CHEZ S. AMBOFAClBNSNSA27

- - - - - ~- - - --- -- - - ~- --- - - - - - - -- - - - --

Après avoir réalisé une cartographie fine des bornes du réarrangement, le point de fusion du

chromosome de S. ambofaciens NSA27 a été caractérisé par séquençage d'un fragment PstI-SphI de

1,6 kb, cartographié à l'intérieur du fragment BamHI de 11 kb portant la jonction (Figure R-l0).

Une forte homologie, de 95% d'identité sur les 856 premiers nucléotides, a été détectée avec une

partie d'une ORF de S. coelicolor A3(2) codant un ABC transporteur putatif. Cette homologie est

alors brusquement interrompue, le reste de la séquence ne présentant aucune identité notable

avec les banques de données, suggérant la proximité du point de recombinaison.

Homologie avec un ABC
transporteur putatif de

S. coclic%r

2}
1

BamHI (11 kb)
~~

! !

•.........

.....
...•..

".

1642

:« .
.............. ~

~ ~... 2} <--, Q.,.•..•/ ••~2}
1 1 ·····..······· .. 1 S ! 1··..· !!

.................
1....

SphI-PstI (1.6 kb)

NSA27

110 kb

Figure R-lO : Analyse du point de recombinaison chez S. ambofaciens NSA27.
Carte de restriction du fragment BamHI de 11 kb incluant le point de recombinaison (B: BamHI; P:
PstI, Sp: SphI; Sm: SmaI). Ce fragment consiste en la fusion de deux fragments BamHI partiellement
délétés de 16 kb et 15 kb, provenant respectivement des cosmides 2B7 (trait fIn) et 6H7 (trait épais).
La zone d'homologie détectée dans la séquence du fragment SphI-PstI (1642 nucléotides, numéro
d'accession GenBank AY227908) est indiquée, ainsi que la position des oligonucléotides (P6H3 and
PZB7) utilisés pour le séquençage des bornes sauvages impliquées dans le réarrangement (numéros
d'accession GenBank AY227910 pour 6H3 et AY227909pour 2B7).

Deux oligonucléotides (P2B7 and P6113' Figure R-l0) ont alors été dessinés de part et d'autre de ce

point de recombinaison putatif, et les séquences sauvages impliquées dans l'événement de

recombinaison ont été déterminées à partir des cosmides 2B7 et 6H3. La séquence déduite du

cosmide 2B7 (26 nt) confirme l'homologie avec l'ABC transporteur précédemment identifié alors

qu'aucune homologie significative n'a pu être déduite de l'analyse de la séquence obtenue à partir

du cosmide 6H3 (503 nt).
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L'alignement de la séquence de jonction avec les séquences sauvages a alors montré que le

réarrangement caractérisé dans la souche NSA27 est issu d'un événement de recombinaison

illégitime entre des microhomologies de 6 pb (Figure R-ll).

WT (6H3) GTACGGAGGTGGCC GGCCCAGGACAACT

NSA27 GCGCGGCTTGGGCC GGCCCAGGACAACT

WT (2 B 7) GCGCGGCTTGGGCC _c..::""=""=..::..::JTAGCGCGAGCAGCCG

Figure R-ll : Alignement des séquences sauvages impliquées dans le réarrangement et de la
séquence au point de recombinaison chez NSA27.

La séquence de 6 pb impliquée dans l'événement de recombinaison illégitime est encadrée. Les
caractères en traits fins et en traits gras correspondent aux nucléotides provenant de la séquence des
cosmides 2B7 et 6H3 respectivement.
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A..II.t~ FuSION DE CHROMOSOMES ET INSTABIUTE
CHROMOSOMIQUE

fli. l 'r l' '1: l" 'N ~ T !l'B' '['L' '[ 'T É' !?" 'H" 'RO'!il.fK rh. ~ rh. 'iR.IKT h 'U"É'·fi "'." .1l .. - ...' J ~ ..I..n.""'''' -·n ~. .' . iV-1 'U ~ 'VI -!LV))' ~1 ~ )-n

MU'TAN'TS .s~ ,AM80/F./4CllENSNSA2'1E'T :NSA~S

DES

Afin d'analyser la stabilité génomique des mutants présentant une fusion de deux chromosomes

partiellement délétés, la structure chromosomique de descendants des souches mutantes

S. ambofaciens NSA27 et NSA65, a été caractérisée par plusieurs approches:

o La comparaison des profils de restriction AseI a permis de caractériser des
grands réarrangements additionnels,

o L'hybridation de l'ADN marqué du cosmide AD91 (localisé dans les TIR du
chromosome) sur les profils de restriction AseI a permis de caractériser les réarrangements des
extrémités,

o Le traitement ou non de l'ADN à la protéinase lors des exépriences de PFGE
révéla le caractère linéaire ou non du chromosome analysé,

o Les hybridations de l'ADN marqué des cosmides 49.2, 6H3 ou 9DI0 sur les
profils de restriction AseI révèlèrent les réarrangements des séquences portant la fusion,

L'ensemble des structures chromosomiques déduites de cette analyse est résumé dans les

Tableaux R-l et R-2. Ces différentes expériences ont permis de montrer qu'un réarrangement de

la structure chromosomique f\...'sionnée parentale était très fréquent dans les descendances des

deux mutants NSA27 et NSA65. En effet, 11/19 et 7/15 des colonies testées pour les souches

NSA27 et NSA65, respectivement, présentent une structure non parentale (NP), pouvant

correspondre à un chromosome, soit linéaire (L), soit circulaire (C).

Une structure chromosomique circulaire a ainsi pu être caractérisée chez 5 descendants de

NSA27 et 3 de NSA65, En ce qui concerne les chromosomes linéaires, deux types de structures

ont été distingués:

o Des chromosomes linéaires présentant une fusion chromosomique différente

de la fusion parentale (NF pour Nouvelle Eusion). Cette structure a été observée chez 1 et 3

descendants de NSA27 et NSA65 respectivement.

o Des chromosomes linéaires ayant perdu la structure fusionnée (pF pour Eerte

de la Eusion). Ces chromosomes, retrouvés chez 5 descendants de NSA27 et 1 descendant de

NSA65, présentent alors une grande variabilité de la taille des TIR, comprise entre 105 et

1300 kb.
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A-lU 03 Fusion de chromosomes et instabilité chromosomique

Souche

Sauvage

NSA27

NSA27 S3

NSA27 S6

NSA27 S9

NSA27 S10

NSA27 S12

NSA27 515

NSA27 S16

NSA27 S19

NSA27 SI

NSA27 S2

NSA27 S4

NSA27 S1I

NSA27 S14

NSA27 S17

NSA27 ss

NSA27 S20

NSA27 S8

NSA27 S13

NSA27 518

P

c

NF

Structure chromosomique vraisemblable

?

Taille du
chromosome (kb)

8 000

13 200
13200

13200

13 200

13 200

13200

13 200

13 200

13 200

12000

12000

12000

12 000

6500

13 200

7985

7985

7730

7730

7055

Taille de la

TIR (kb)

210

6500
6500

6500

6500

6500

6500

6500

6500

6500

o

a

a

6500

1300

1300

1140

1140

370

Tableau R-l: Récapitulatif des structures chromosomiques des descendants de la souche
S. ambofaciensNSA27.
Les divers types de structures (P pour Earentale, C pour {;;irculaire, NF pour Houvelle Eusion et PF
pour Eerte de la Eusion), la taille des chromosomes ainsi que des répétitions terminales inversées sont
indiquées. Un point d'interrogation signifie que la structure chromosomique reste à préciser.

Souche

Sauvage

NSA65

NSA65 S2

NSA65 S3

N5A65 S5

NSA65 S6

NSA65 Sil

NSA65 S14

NSA65 515

NSA65 S16

NSAG5 51

NSA65 S8

NSA65 S18

Type

P

c

Structure chromosomique vraisemblable

?

Taille du
chromosome (kb)

8000

13340
13340

13340

13 340
13340

13 340

13340

13 340

13340

6100

Taille de la
TIR (kb)

210

6500
6500

6500

6500
6500

6500

6500

6500

6500

o
o
a

NSA65 S4

NSA65 513

NSA65 S20

NF
_________.JL

______--Jt.. , ,,,'1._--------

13300

13300

13300

6600

6600

6600

NSA65 519 PF
200

"'oTX;)~ 6770 105

Tableau R-2: Récapitulatif des structures chromosomiques des descendants de la souche
S. ambofaciens NSA65.
Le symbolisme est identique à celui du Tableau R-l.
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A-ILl 03 Fusion de chromosomes et instabilité chromosomique

Aiu~~ la ~11.m~t~u~ fusiQUUê~ s,embl~ ê.tt~ ttès instable. Les mutants NSA21 et NSA6S
peuv:eu11. ê11.11e ~oosid&ês ~Qffiffi~ des S,QUrneS, mutaukes~ gênêmnt une gt'aud~ 'l',,,,-dahllitê:
de S,t11u~tu.tes rntQffiQSQffiiques dans kur des,~eudan~e et pQtU'ment aiu~ teftêter les,
mê~ani~es, d~ê:v:Q1utioo des, gênOAUes"

A-Il.L~ - UN CYCL.:t~ D~INS'TABILIT:BCHROMOSOMIQU:E

L'héritabilité des différentes structures chromosomiques précédemment décrites (P pour

parentale, NF pour Nouvelle Fusion et PF pour Perte de la Fusion) a ensuite été analysée dans la

descendance de 4 dérivés des mutants NSA27 (NSA27s10' NSA27s17' NSA27ss et NSA27s18) et

NSA65 (NSA65s4, NSA65ss, NSA65s2o et NSA65s19s3)'

Les différentes conclusions émises à l'issue de cette analyse sont résumées dans le Tableau R-3.

Cette analyse a alors permis d'associer les structures chromosomiques à une instabilité

chromosomique particulière.

En effet, l'état fusionné, retrouvé dans les deux types de structures P et NF, paraît strictement

corrélé à une forte instabilité génomique puisque 10 à 67% des descendants analysés présentent

un réarrangement additionnel par rapport à la structure chromosomique du mutant dont ils

dérivent.

Au contraire, les descendants ayant perdu la fusion chromosomique ancestrale présentent un

profil d'héritabilité de leur structure chromosomique indistinguable de celui de la souche sauvage

puisque aucun réarrangement n'a été observé chez les 10 descendants des 5 souches analysées.

R ~ l'L'J T '1 'fI' .. . 133C".5 L . ~ ./ .. - 1'" pmize &J
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A-ILl 03 Fusion de chromosomes et instabilité chromosomique

Instabilité génomique

Taille des TIR
NP

Souche (kb) n P C L
PF NF

DSM40697 210 24 24 a a a
NSA27 6500 19 8 5 5 1

NSA65 6500 15 8 3 1 3

NSA27 slO 6500 la 9 1 a a
il-<

NSA65ss 6500 la 9 1 0 0

NSA27s17 6500 20 9 4 7 0...
NSA65 S4 Z 6500 9 3 4 2 a
NSA65s2û 6500 10 8 2 0 0

NSA27ss 1300 la la 0 0 0

NSA27 s18
...

370 10 10 a 0 0il-<

NSA65s1953 1005 10 10 0 0 a

Tableau R-3: Caractérisation génomique des souches S. ambofaciens sauvage et mutantes
NSA27 et NSA65 ainsi que de leurs descendants.
Les différentes souches sont classées en fonction de leur structure chromosomique: P pour 12arentale,
NF pour Nouvelle Eusion (i.e. conservation de la structure fusionnée mais avec un nouveau fragment
de jonction Ase!) et PF pour 12erte de la Eusion (i.e. conservation de la structure linéaire du
chromosome mais perte de la structure fusionnée parentale). La taille des TIR est donnée en kilobases
et est déduite des expériences de PFGE et d'hybridations. NP est utilisé pour signifier une structure
Non Earentale, C pour ~irculaire. Les chromosomes linéaires (L) peuvent être des deux types PF ou
NF.

.Aiu~~ l~iusta.bJlité ~.htQ.ffi.Os,ooùql:\e~ détecté.e c.h~ tes mutants NSA.2? et NSA6S" est:
hêtitahte si la dup1i~d.o~ p~ent~e ~t maiutenl:\~, La petIte de la stt'uctl:\t'e fusioo:née
(pet'te de la maieut.e pa.lltie de ta duplkatioo) est couêlé.e à la \~sta..hllisatioo\~t.clative de la
stmetme c.ht.Q.ffi.Qsooùque,
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A-II.203 Fusion de chromosomes ct instabilité phénotvpique

A-II.2~ FuSION DE CHROMOSOMES ET INSTABILITE
PHENOTVPIQUE

A...IL~,l ~ INSTABILITE PHENOTYPIQUE nES MUTANTS
$, AMBOFAC1"1iNS NSA~1 E'T NSA6S E'T DE LEURS
nESC:ENDANTS

L'instabilité phénotypique des mutants NSA27 et NSA65 ainsi que de leurs descendants a été

alors estimée, après 7 jours de croissance, en comptant les variants phénotypiques

(morphologique et pigmentation) parmi des colonies isolées issues de chaque sporée (Tableau R

4). Dans nos expériences, l'instabilité phénotypique de la souche sauvage a pu être estimée à

1,4%, ce qui est concordant avec les précédentes études (Leblond et al., 1991; Fischer et al.,

1997).L'instabilité phénotypique des mutants s'élève respectivement à 36,4% et 30,2% pour

NSA65 et NSA27 (Tableau R-4). Ainsi, l'instabilité phénotypique des mutants présentant une

fusion chromosomique est bien supérieure à celle de la souche sauvage.

De plus, une corrélation stricte a pu être observée entre le statut chromosomique et le niveau

d'instabilité phénotypique dans la descendance des deux souches mutantes. En effet, les souches

de type parental (P) ou portant une nouvelle fusion (NF) présentent des niveaux d'instabilité

phénotypique élevés (de 22,5% à 30,8%) alors que celles ayant perdu la structure fusionnée (PF)

retrouvent une instabilité phénotypique de type sauvage (comprise entre 0,18 et 2,1%).

Instabilité génomique

Instabilité

Taille des TIR
NP phénotypique

Souche (kb) n P C L
PF NF

DSM40697 210 24 24 0 0 0 1,4+1.1%

NSA27 6500 19 8 5 5 1 30.2 ± 8.1 ';/0

NSA65 6500 15 8 3 1 3 36.4 ± 8.1 %,

NSA27 slO 6500 10 9 1 0 0 27 ± 6.3%
Po<

NSA65ss 6500 10 9 1 0 0 26 ± 6.5 ';;0

NSA27s17 6500 20 9 4 7 0 22.5 ± 5.9 %
>'-<

NSA65 S4 Z 6500 9 3 4 2 Ü 30.8 ± 5.8 %

NSA65s2o 6500 10 8 2 0 0 26.9 ± 7.0 %

NSA27ss 1300 10 10 0 0 0 0,45 ± 0.9 %

NSA27 s18
>'-<

370 10 10 0 0 0 0.7 ± 1.0°1<,Po<

NSA65s19S3 1005 10 10 0 0 0 0.18 ± 0.4 %

Tableau R-4: Caractérisation génomique et phénotypique des souches S. ambofaciens
sauvage et mutantes NSA27 et NSA65 ainsi que de leurs descendants.
Le symbolisme utilisé est identique à celui du Tableau R-3. Les pourcentages d'instabilité
phénotypique correspondent aux fréquences de colonies présentant un phénotype non parental. Le
nombre de colonies analysées est compris entre 140 et 487 selon la souche considérée. Les souches
apparaissant en vert présentent des caractéristiques spécifiques à l'état fusionné, alors que la couleur
rouge symbolise cles comportements de t!1)e sauvage.
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A-11.2 C?3 I:u~i()n de chrnm()~()l11e~ct iI1~tahililé phé'llot)'picluC

L'ensemble de ces données permet de classer les différentes souches analysées en deux

catégories: la première est composée de souches présentant des répétitions terminales inversées

de taille inférieure à 1300 kb. Elles présentent une instabilité chromosomique et phénotypique de

type sauvage (en couleur rouge dans le Tableau R-4). La seconde catégorie est composée des

souches présentant une duplication d'environ 6500 kb. Chez ces souches, l'instabilité

chromosomique est corrélée à une forte instabilité phénotypique (en couleur verte dans le

Tableau R-4).

A-Il.~.~ .- tORR:ELAl'ION :BN'TR.E El'A'T FUSIONNE .liT
DEFAUT n:E SPORULA'TION

A-II.2.2.1 - ANALYSE DU CONTENU EN ADN DES SlP'QRESJPAR

COfLORAnON AU DAJPK

La répartltlon de la quantité d'ADN dans les spores des souches sauvage, NSA27, NSA65,

NSA27s17' NSA27ss, NSA27s18 et NSA65s19S3 a été étudiée par mesure de l'intensité de

fluorescence suite à une coloration de l'ADN au DAPI (IZieser et al., 2000).

Des chaînettes dont les spores sont situées dans le même plan focal ont été sélectionnées. Les

répartitions des différentes intensités ainsi mesurées sont reportées sur la Figure R-12.

WT

n = 59

s =61.5420

Nombre de 30,------;=0;--------,

spores 25

15

10

o L...-.......J.r+-LLlL-,__..----I
o 500 1000 1500 2000 Intensiré

30,----------,30 30
NSA27

25
n= 77 25

20 s = 258.74 20

15 15

10 10

0
500 1500 2000 0

NSA27S17

TI = 66

s = 241

1500 2000

25

20

NSA65
fi = 80

s = 406.59

25

20

30 30
NSA27SS NSA27S18

25
n =97 25

Il;:: 47

20 s =164.02 20 s =119.39

15 15

10

~
10

1h0 hl 0 J
a 500 1000 1500 2000 0 500 1000 1500 2000

30,------~_,__,_:__-,

NSA65S19S3
n = 61

s = 96.65

15

10

Figure R-12 : Distribution de la quantité d'ADN dans les spores des souches sauvage (en
haut) et mutantes portant une fusion chromosomique (au milieu) et de descendants ayant
perdu la fusion parentale (en bas).

La déviation standard est donnée par la valeur 0'. Toutes les distributions ont été centrées par rapport
à une valeur d'intensité arbitraire (exprimée en pixels par spore) de 600.
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A-II.2 03 Fusion de chromosomes et instabilité phénotypique

Toutes les distributions, à l'exception de celle de la souche NSA65, sont de type normal (P<O,01)

permettant alors la comparaison de leur déviation standard (cr). Ainsi, il apparaît que les

distributions des souches NSA27 and NSA27S17 sont plus larges que celles de la souche sauvage

et des autres descendants analysés, révélant une forte hétérogénéité du contenu en ADN des

spores chez ces deux souches.

Le fait que la distribution de la souche NSA65 ne soit pas de type Gaussien (P<O,01) révèle

l'existence de types distincts de spores (par exemple, des spores dépourvues en ADN) mais ne

permet pas les comparaisons avec les autres distributions.

Enfin, les descendants des souches mutantes NSA27 et NSA65 ayant perdu la fusion

chromosomique parentale présentent une distribution de l'intensité de fluorescence des spores

plus proche de celle de la souche sauvage que de celle de leur souche parentale (P<O,01).

L'ensemble de ces données confirme les observations directes des clichés photographiques,

révélant une grande hétérogénéité de la distribution du contenu en ADN des spores chez les

mutants portant une fusion chromosomique mais aussi le retour à une répartition homogène

associé à la perte de la fusion (Figure R-13).

Figure R-13 : Etude par coloration au DAPI de la quantité d'ADN dans les spores des
souches sauvage (à gauche) et mutante portant une fusion chromosomique (NSA65, au
milieu) et d'un descendant ayant perdu la fusion parentale (à droite, NSA65s19s3).
Photographies en lumière transmise et en fluorescence.
Les grossissements sont de 1000 fois.

A~n.2.2.2 ~.i\NALY§E DE L'ULTRAS1lRUÇlrlLJ!REDE§ SPORES JPlAR

M][CROSCOJP~JE .ELECTRONJQ!ll.1.

L'observation par microscopie électronique à transmission de chaînettes de spores révèle la

présence de spores « vides », ou spores dépourvues de contenu, ainsi qu'une grande hétérogénéité

dans la taille des spores chez les souches mutantes NSA27 et NSA65 (Figure R-14.B). De plus,

des Figures aberrantes de sporulation n'ont été observées que chez ces deux souches (Figure R

14.D). Un composant cellulaire, pouvant correspondre à de l'ADN, est en effet fréquemment

observé dans la zone de septation et semblerait empêcher une correcte séparation des spores

adjacentes (Figure R-14.D).
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A-D.203 Fusion de chromosomes et instabilité phénotypique

Au contraire, chez la souche sauvage ou chez les descendants ayant perdu la fusion

chromosomique, ni de Figure aberrante de sporulation ru spore «vide» ne sont observées

(exemple de la souche NSA27s19s3 en Figure R-14 C.).
Ainsi, le défaut de sporulation observé est strictement associé (P <0,05) à la fusion

chromosomique, puisqu'il disparaît de façon concomitante à la perte de cette structure fusionnée.

Enfin, la taille des TIR (variant de 210 kb chez la souche sauvage à 1005 kb chez la souche

mutante NSA65s19s3) ne semble pas influer la capacité de sporulation.

A.

B.

D.

Figure R-14 : Etude en microscopie électronique à transmission de la morphologie des spores
des souches S. amhofaciens DSM40697 (A.), NSA65 (B.) et NSA65s19s3 (C.).
Un astérisque indique une spore « vide ». Des exemples de Figures aberrantes de sporulation sont
présentés en D. (NSA65 à gauche et NSA27 à droite). Le cytoplasme (C), la paroi de la spore (PS), la
membrane plasmique (MP), ainsi que l'ADN (A) sont indiqués. Les grossissements sont indiqués sur
chaque photographie.
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A-II.203 Fusion cie chromosomes et instabilité phénotypique

A··KL2,2,3 - ANALYSE DU TAUX DE GERMINATION

Le défaut de sporulation a enfin été confirmé par la détermination du taux de germination

(Tableau R-5). L'analyse des ces taux de germination chez les diverses souches analysées a permis

de dégager une tendance: alors que les souches portant une fusion chromosomique présentent

de faibles taux de germination, les souches l'ayant perdu retrouvent des taux de type sauvage.

Instabilité génomique

Instabilité Taux de

Taille des TIR
NP phénotypique germination

Souche (kb) n P C L

PF NF

DSM4ü697 210 24 24 0 0 0 1.4+1.1% 66%

NSA27 6500 19 8 5 5 1 30.2 ± 8.1 % 9%

NSA65 6500 15 8 3 1 3 36.4 + 8.1 % 25.6%

NSA27slo 6500 10 9 1 0 0 27 ± 6.3% 6%
Il...

NSA65ss 6500 10 9 1 0 0 26 ± 6.5 % 16%

NSA27S17 6500 20 9 4 7 0 22.5 ± 5.9 % 5%...
NSA65s4 Z 6500 9 3 4 2 0 30.8 ± 5.8 % 8%

NSA65s20 6500 10 8 2 0 0 26.9 ± 7.0 % 16%

NSA27ss 1300 10 10 0 0 0 0.45 ± 0.9 % 77%

NSA27S18
...

370 10 0 0.7 ± 1.0°;;, 71%Il... 10 0 0

NSA65s19SJ 1005 10 10 0 0 0 0.18 ± 0.4 % 76%

Tableau R-5: Caractérisation génomique et phénotypique des souches S. amhofaciens
sauvage et mutantes NSA27 et NSA65 ainsi que de leurs descendants.
Le symbolisme utilisé est identique à celui du Tableau R-4. Les taux de germination sont donnés après
4 jours de croissance.
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CARACTERISATION DES GENES HAS
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En plus de révéler la dynamique de la plasticité du chromosome de S. ambofaciens, la

caractérisation de la structure chromosomique des souches mutantes NSAH135 et NSA855

(Fischer et a!., 1998b) a également permis d'étudier un événement de duplication fixé au cours de

l'évolution. En effet, lors de l'identification des séquences impliquées dans les événements de

remplacement de bras chromosomiques présents chez les mutants NSAH135 et NSA855, une

forte homologie entre deux loci du chromosome de la souche sauvage S. ambofaciens DSM40697

localisés à 480 et 850 kb des extrémités a été décelée. La recherche de phase ouverte de lecture

dans ces régions a alors révélé la présence d'une duplication de gènes, nommés hasR et hasL,

codant des facteurs (J alternatifs.

Les réJu/lafJ de cdte seconde padie JOli! f.)(pOSi~r dml.i" /IJ/m!JIi((Jtioll m pn.paratiUll pOlir)O!lnla/ ~/FJiJc!erio/(igl

(Roth el a/., 200}j (JJi~I!/ 356).

B-I,! (1:t LEs GENES HAsRET HASLCHEZ LA SOUCHE SAUVAGE
STREPTOMYCE-SAMBQPAClE:N~DSM406·9t']

La région homologue impliquée dans le réarrangement caractérisé chez les mutants NSAH135 et

NSA855 débute 4 nucléotides en amont du codon d'initiation de la traduction des gènes has et

s'arrête 8 nucléotides en amont du codon d'arrêt de la traduction. Ainsi, les gènes hasL et hasR

présentent 98% d'identité au niveau nucléotidique (14 différences sur 846 pb, Figure R-15) et

97% d'identité protéique (Figure R-16). Les deux protéines putatives de 281 acides aminés ne

diffèrent en effet que par 8 positions dont 3 constituent leur extrémité C-terminale.
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B-I.l 03 Les gènes basR et basL chez la souche sauvage JtreptoJJ!yces ambofaciem DSj\f40697

hasR 1
hasL 1

hasR 61
hasL 61

hasR 121
hasL 121

hasR 181
hasL 181

hasR 241
hasL 241

hasR 301
hasL 301

hasR 361
hasL 361

hasR 421
hasL 421

hasR 481
hasL 481

hasR 541
hasL 541

hasR 601
hasL 601

hasR 661
hasL 661

hasR 721
hasL 721

hasR 781
hasL 781

ATGGCGaCGATGACCGC GGATCACCGAGCACACCACCACGGGCATGCCGGAGGTGGC
ATGGCGACGATGACCGC~,GGATCACCGAGCACACCACCACGGGCATGCCGGAGGTGGC

GACCCGTCCAAGGTGGCGCCCAAGGACGCGCGGGAGTTGTCGAAGCTCTTCTTCCAGCA
GACCCGTCCAAGGTGGCGCCCAAGGACGCGCGGGAGTTGTCGAAGCTCTTCTTCCAGCA

CTGTCGGTCCTCGAAGAGGGCACACCCGAATACCAGTACGCGCGCAACACGCTGATCGA
CTGTCGGTCCTCGAAGAGGGCACACCCGAATACCAGTACGCGCGCAACACGCTGATCGAG

ATGAACATGTCCCTGGTCCGCTTCGCGGCCGGCCGCTTCCGCAGCCGCGGACCGGAGGA
ATGAACATGTCCCTGGTCCGCTTCGCGGCCGGCCGCTTCCGCAGCCGCGGACCGGAGGA

ATGGAGGACATCGTCCAGGTCGGCATGATCGGCCTGATCAAGGCCATCGACCGGTTCGA
TGGAGGACATCGTCCAGGTCGGCATGATCGGCCTGATCAAGGCCATCGACCGGTTCGA

CTCACCCGCGAGGTCGAGTTCACCTCCTTCGCCGTGCCCTACATCGTCGGCGAGATCAA
CTCACCCGCGAGGTCGAGTTCACCTCCTTCGCCGTGCCCTACATCGTCGGCGAGATCAA

CGGTTCTTCCGTGACACCTCCTGGGCCGTCCACGTGCCCCG CGCCTCCAGGAGGCCCGC
CGGTTCTTCCGTGACACCTCCTGGGCCGTCCACGTGCCCCG CGCCTCCAGGAGGCCCGC

GTCCAGCTGGCCCGGGCCACCGAGGAGCTGCGCAGCCGGCTGGGCCGCAACCCCACCAC
GTCCAGCTGGCCCGGGCCACCGAGGAGCTGCGCAGCCGGCTGGGCCGCAACCCCACCAC

AAGGAACTGTCCGAGCTGATGAGCCTGCCGGAGGACGAGGTCGTCGAGGCCCGCCTGGC
AAGGAACTGTCCGAGCTGATGAGCCTGCCGGAGGACGAGGTCGTCGAGGCCCGCCTGGC

GCCAACGGCTACAACTC GCCTCCCTGGACGCGGCCATCAGCGGCAGCGAGGACGGCGA
GCCAACGGCTACAACTC::GCCTCCCTGGACGCGGCCATCAGCGGCAGCGAGGACGGCGA

TCCGCCCTGGCCGACTTCATCGGCGCCG GAC CC~C CTCGCCCTGGT GA GACTTC
TCCGCCCTGGCCGACTTCATCGGCGCCGA!, 'GAC .CC> C} 'CTCGCCCTGGT:' GA: GACTTC

CACGCGCTCGCCCCGATGATCGCCGAGCTCGACGAGCGCGACCGTCAGATCATCCACTG
CACGCGCTCGCCCCGATGATCGCCGAGCTCGACGAGCGCGACCGTCAGATCATCCACTG

CGGTTCGTGGAGGAGCTCACCCAGAAGGACATCGGCGAGCGCCTCGGCGTCTCCCAGAT
CGGTTCGTGGAGGAGCTCACCCAGAAGGACATCGGCGAGCGCCTCGGCGTCTCCCAGAT

CACGTCTCCCGGCTGATCTCGCGCCTGCTGGCCCGCCTGCGCGAAGGCATGCTC CG'
CACGTCTCCCGGCTGATCTCGCGCCTGCTGGCCCGCCTGCGCGAAGGCATGCTCA CG;"
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Figure R-15 : Alignement des séquences nucléotidiques des gènes hasR et hasL.
Les positions nucléotidiques divergentes sont sur fond vert lorsqu'elles sont spécifiques du gène ha,rL
et sur fond orange lorsqu'elles sont spécifiques du gène ha.rR.
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B-I.l 03 Les gènes hasR et basL chez la souche sauvage Streptomyces amiJofariens DSl\fJ4ü697

MNMSLVRFAAGRFRSRGPEEMEDIVQVGMIGLIKAIDRFELTREVEFTSFAVPYIVGEIK
MNMSLVRFAAGRFRSRGPEEMEDIVQVGMIGLIKAIDRFELTREVEFTSFAVPYIVGEIK
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1. Figure R-16 : Alignement des séquences protéiques déduites des gènes hasR et hasL.
Le symbolisme est identique à celui de la Figure R-15,

La comparaIson des séquences protéiques déduites des gènes has avec celles des banques de

données a révélé qu'elles présentaient une très forte similarité (93% pour HasR et 92% pour

HasL) avec le produit du gène sigB de S. coelicolor A3 (2) , un facteur a qui serait impliqué dans la

réponse au stress osmotique et dans la formation du mycélium aérien (Cho et al., 2001); (Figure

R-17).

Des similarités significatives ont également été détectées avec les produits des gènes crtS de

S. setontÏ (64% pour HasR et 63% pour HasL), un facteur a contrôlant la biosynthèse des

caroténoïdes (Kato et al., 1995), sigF de S. coelicolor (47% pour HasR et 46% pour HasL), qui

contrôle les étapes tardives de la sporulation (potukova et al., 1994) et avec le facteur aB de

réponse au stress général de B. St1btilis (34% pour HasR et 33% pour HasL) (Figure R-17).

Ces identités sont particulièrement élevées au niveau des sous-régions 2-4 (pour HasR : 100%

avec CrtS et S. c. SigB, 73% avec B. s. aB et S. c SigF) et 4-2 (pour HasR : 100% avec S. c. SigB,

62,5% avec CrtS et SigF, et 50% avec B. s. aB), impliquées dans la reconnaissance des boîtes -10

et -35 respectivement des promoteurs (Figure R-17).

L'ensemble des ces données de comparaison de séquence est résumé dans le Tableau R-6.
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B-I.1 03 Les gènes basR et basL chez la souche sauvage Jtreptomyces al1lbofààens DSM40697
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S. a HasL
S. a Ha sR
S. c SigB
B.s SigB

S.a HasL 61
S.a HasR 61
S.C SigB 61
B.s SigB 37

S.a HasL 121
S.a HasR 121
S.C SigB 121
B.s SigB 96

S. a HasL
S. a HasR
S. c SigB
B.s SigB

S.a HasL 240
S. a HasR 240
S.C SigB 240
B.s SigB 216

Figure R-17 : Alignement des séquences protéiques déduites des gènes hasR et hasL avec les

séquences des facteurs aB de S. coelicoloret B. subtilis.
Les différents domaines des facteurs sont indiqués. Les acides aminés, à l'intérieur des régions 2-4 et
4-2, impliqués dans la reconnaissance des boites -10 et -35 des promoteurs sont désignés par un
astérisque.

S. a. a HasL

S. C. (jB (SigJ)

S. c. SigL

S. c. CrtS

S. c. SigF

B. S. (jB

97% (100% - 100%)

93% (100% - 100%)

86%(95.5% - 74%)

64% (100% - 62.5%)

47% (73% - 62.5%)

34% (73% - 50%)

92% (100% - 100%)

83% (95.5% - 74%)

63% (100% - 62.5%)

46% (73% - 62.5%)

33% (73% - 50%)

Tableau R-G : Homologues des facteurs sHas.
Pour chaque comparaison, le premier pourcentage représente la similarité entre les deux protéines. Les
pourcentages d'identité entre les régions 2-4 et 4-2 respectivement sont donnés entre parenthèses.

La recherche de signaux de transcription et de traduction a été entreprise sur les séquences

nucléotidiques.

Chez StreptoJJ~)'Ces, la distance séparant le codon d'initiation de la traduction du site de fixation du

ribosome (RBS pour Ribosome ..B.inding ,S,ite) est généralement comprise entre 5 et 12 nucléotides

(Strohl, 1992). Pour chacune des deux copies hasR et hasL, un RBS potentiel (GGAGG) a été

identifié 10 pb en amont du codon ATG de début de traduction.

La recherche de séquences promotrices à partir de la seule connaissance de la localisation des

signaux de traduction n'est possible que lorsqu'un consensus de promoteur a été défini.
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Cependant, les connaissances sur les sIgnaux de transcription chez les Streptomyces sont

extrêmement parcellaires. Elles dérivent de l'identification de motifs nucléotidiques hautement

représentés en amont des sites d'initiation de la transcription (+1) pour 150 gènes issus de

différentes espèces de Streptomyces (Boum and Babb, 1995). Des motifs consensus ont été

identifiés en position -35 et -10, organisation typique des promoteurs dépendants de a70 d'E. coli,

dans 20% des gènes seulement. Ces motifs ont été recherchés en amont des gènes has et plus

particulièrement en amont des sites d'initiation de transcription identifiés (voir paragraphe B-III 

2.1.2).

Chez E. coli, un terminateur de transcription p-indépendant peut être prédit par l'identification

d'une structure tige-boucle possédant une région riche en bases G+C au pied de la tige. Chez les

Streptomyces, compte tenu de la richesse en bases G+C de l'ADN génomique) la présence de

structures tiges-boucles est fréquente. Ainsi, la composition en bases de la tige ne peut être

indicative du caractère fonctionnel de cette structure comme site d'arrêt de la transcription. La

présence de structures secondaires en aval du codon d'arrêt de la traduction des gènes has a été

recherchée à l'aide du logiciel DNA mfold.

La présence d'une structure secondaire correspondant à un terminateur de transcription potentiel

a ainsi été détectée 29 pb en aval du codon d'arrêt de traduction de hasR. Cette structure

correspond à un palindrome imparfait de 29 pb (tige de 14 pb interrompue par 4

mésappariements, boucle de 1 nucléotide). De façon similaire, la recherche de structure

secondaire en aval de hasL a révélé la présence d'une tige-boucle (tige de 33 pb avec 8

mésappariements, boucle de 4 nucléotides). Cette structure est localisée 220 pb en aval du codon

d'arrêt de traduction et pourrait servir de terminateur de transcription. Une structure de même

type, mais de moindre stabilité, a également été détectée: palindrome imparfait de 30 pb (tige de

12 pb interrompue par 3 mésappariements, boucle de 6 nucléotides) localisé à 30 pb en aval du

codon d'arrêt de la traduction de hasL.

B-LL~ ~L"ENVIR.ONNEMEN''t GENE"tlQUE OES 'GENES
NAS

Afin de déterminer l'environnement génétique des gènes has, le séquençage des régions amont et

aval de chacun des deux gènes a été entrepris.

Le séquençage des régions amont des gènes hasL et hasR a été réalisé sur l'ADN des inserts des

bactériophages M13 recombinants pl329 et pl338 respectivement et la région aval du gène hasR

sur l'ADN de l'insert du bactériophage M13 recombinant p173. L'ADN du cosmide recombinant

14C4 a quant à lui servi de matrice au séquençage de la région aval du gène hasL.

Ainsi, un total de 4429 pb pour hasR et 3659 pb pour hasL a été séquencé.

L'analyse de la séquence du locus hasR par le logiciel Frameplot 3.0beta a permis de révéler la

présence 5 0 RF appelées olfA, arsR, prsR, hasR et otj13 (Figure R-18).
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Figure R-18 : Analyse des séquences du locus hasR.
A. Résultat de l'analyse fourni par le logiciel Frameplot 3.0beta.
Sur la partie supérieure sont présentés les signaux de traduction. Un trait vertical correspond à un
codon stop (UAA, UAG, UGA). Une flèche indique un codon start (ATG, GTG). Un trait relie un
codon start et un codon stop lorsque l'ORF est d'une longueur minimale de 20 acides aminés. 1,2,3
et -1, -2, -3 correspondent aux six phases de lecture de la séquence nucléotidique.
La partie inférieure schématise le pourcentage en bases G+C aux trois positions des codons. Le trait
pointillé matérialise le pourcentage moyen en bases G+C de la séquence.
B. Représentation schématique de l'organisation du locus hasR. Le code couleur utilisé est identique à
celui de la partie A.

La protéine codée par le gène prsR présente 89% de similarité avec 1'anti-a putatif du facteur aB

chez S. coe/icolor. La recherche de domaines protéiques a révélé la présence d'un domaine RsbW

(COG2172), caractéristique des anti-facteurs a, ainsi que celle d'un domaine HATPase-c

(pfam02518), suggérant l'activité kinase putative de cet anti-facteur a (Figure R-19).
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Figure R-19 : Localisation des domaines RsbW (COG2172) et HATPase-c (pfam02518) sur la
séquence de l'anti-facteur cr PrsR.
Les positions des acides aminés sont indiquées en bleu. Les différents domaines protéiques sont
symbolisés par les rectangles rouges.

Une analyse similaire sur le gène arsR a révélé que la protéine putative codée par ce gène

présentait 91 % de similarité avec l'anti-anti-facteur aB de S. coelicolor.

De plus, deux domaines caractéristiques des anti-anti-facteurs a bactériens ont pu être identifiés

sur la séquence de cette protéine putative: le domaine SpoIIAA (COG1366) et le domaine STAS

(pfam01740) (Figure R-20).
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Figure R-20: Localisation des domaines SpoIIAA (COG1366) et STAS (pfam01740) sur la
séquence de l'anti-anti-facteur cr ArsR.
Le symbolisme est identique à celui de la figure R-19.
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B-I.l 03 Les gènes hasR et hasL chez la souche sauvage Jtrepto//I)'ces ambofaciellS DSrvf4ü697

Il est intéressant de noter que le codon d'initiation de la traduction du gène prsR est chevauchant

avec le codon d'arrêt de la traduction du gène arsR (séquence ATGA) suggérant que ces deux

gènes pourraient être cotranscrits. En accord avec ces données, les analyses transcriptionnelles

des gènes has ont en effet révélé que le gène hasR faisait partie d'une structure opéronique

englobant les gènes arsR/prsR/hasR (voir paragraphe B-III.2.1).

Les deux autres ORF, appelées oifA et oJjB, coderaient respectivement une protéine hypothétique

(oifA partiellement séquencée, 85% d'identité et 86% de similarité avec les 104 premiers acides

aminés de la protéine hypothétique conservée codée par l'ORF SCF55-21c de S. coelicolor) et une

protéine secrétée (70% d'identité et 77% de similarité avec la protéine putative secrétée codée par

l'ORF SCF5S-2Sc de S. coelicolO1J.

La comparaison de l'ensemble de ces séquences avec les banques de données du génome de

S. coelicolor a permis de révéler une situation originale: en effet l'ensemble de ces gènes ainsi que

leur organisation sont apparus conservés chez S. coelicolor autour du gène sigB (Cho et al., 2001),

homologue des gènes has, mais leur localisation chromosomique, sur le bras gauche du

chromosome de S. coelicolor, semble révéler un grand remaniement entre les deux espèces

S. coelicolor et S. ambofaciens, puisque le locus hasR est quant à lui localisé sur le bras

chromosomique droit.

Afin de préciser l'ampleur du réarrangement ainsi mis en évidence des expériences d'hybridation

de cosmides recombinants correspondant aux régions flanquant les gènes has sur des profils de

PFGE de l'ADN total de S. coelicolor et S. ambofaciens ont été réalisées. Ainsi, les trois cosmides

recombinants 8C4, 25E1 et 6E4 recouvrant environ 160 kb autour du locus hasR (Figure R-21)

ont été utilisés comme sondes. Ces trois cosmides, cartographiés dans le fragment AseI-E localisé

sur le bras chromosomique droit de S. ambofaciens, révèlent le fragment AseI-F sur le profil

d'ADN de S. coelicolor correspondant à l'extrémité gauche du chromosome (résultats non

montrés).
S. amhofaciel1S DSM40697

Il 1 F IMI G lïJ l 1 c

*
Q ONP

D !KI B A

60 kb
....

S. codicolor A(3)2

Figure R-21: Localisation des cosmides recombinants SC4, 25El et 6E4 dans le fragment
AseI E du chromosome de S. ambofaciens et localisation du fragment AseI F, révélé par ces
cosmides sur le chromosome de S. coelicolor.
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B-I.l 03 Les gènes hasR et basL chez la souche sauvage JtrejJtoll!Yces t/11IuofaciellJ DSi'v140697

Ainsi, alors que les cartes génétiques des chromosomes de S. ambifaciens et S. coelicolor sont co

linéaires pour les gènes au centre du chromosome, le cas du locus hasR confirme la grande

variabilité des régions terminales (Figure R-22), à l'image de la localisation différente des gènes

spa2 et spaR, codant des régulateurs transcriptionnels d'expression en phase tardive mais

également de la taille différente des répétitions terminales inversées (60 kb chez S. coelicolor contre

210 kb chez S ambifaciens)

AB

S. ambofaciens DSM4û697

S. coelicolor A(3)2 Q 0 NP

~r---c-,--""''''''''''''.Er----iœ'''''-D-.--'~====B::========A=,===•...
ABC transporteurl

AUDI

/ /"2

Figure R-22: Cartographie comparée de S. amhofaciens DSM4û697 et S. coelicoiorA3(2).
Selon Leblond et al. 1996. Cette comparaison révèle une bonne conservation de l'ordre des gènes entre
les deux espèces au centre du chromosome et une faible conservation dans les régions terminales.

En ce qui concerne le locus hasL, deux ORF ont pu être identifiées suite au séquençage (Figure

R-23).
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Figure R-23 : Analyse des séquences du locus llasL.
Le symbolisme est identique à celui utilisé pour la Figure R-18.

La première ORF, nommée oife, présente 78% d'identité et 90% de similarité avec la protéine

hypothétique conservée SC5E9-03 de S. coelicolor. La seconde ORF a été appelée prsL car coderait

une protéine régulatrice de type anti-facteur (J avec les domaines protéiques HATase-c et RsbW
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B-I.l 03 Les gènes ht1JR et hasL chez la souche sauvage Jtreptol/l)'ees all1bofaciells DSM4ü697

(Figure R-24). Il est cependant à noter que ces domaines sont bien moins conservés dans le cas

de prsL, comparativement à prsR (selon les valeurs « e values» données par le logiciel:

http://w\\TW.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi).
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Figure R-24 : Localisation des domaines RsbW (COG2172) et HATPase-c (pfam02518) sur la
séquence de l'anti-facteur cr PrsL.
Le symbolisme est identique à celui de la figure R-19.

L'homologue de prsL chez S. coeiicoior (43% d'identité protéique), nommé SCSHl-lSc est retrouvé

en aval du gène sigL, codant un facteur (J présentant 71 % d'identité avec (JHasR.
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B-I.203 Les gènes chimériques bas135 et bas855 chez les mutants Streptom)!ce.r alJlb~lariflls NSAH135 et NSA855

B~I..2w LEs GENES CHIMBlUQUES HAS13SET HAS85SCHEZ LBS
MUTANTS STJœPTOMJfCESAMBOPAClENSNSAH135 ET NSAS55

Le réarrangement chromosomique présent chez les mutants Streptomyces ambofaciens NSAH135 et

NSA855 (Fischer et al, 1998b) consiste en un événement de recombinaison homologue ectopique

entre les séquences hasR et hasL. Outre la délétion et la duplication de nombreux gènes, la

conséquence de ces échanges d'extrémités chromosomiques est la formation d'üRF chimériques

au point de recombinaison.

La souche mutante NSAH135 renferme une ORF chimérique has135 composée de la région 5' de

hasL et de la région 3' de hasR et réciproquement pour la souche mutante NSA855 (Figure R-25).

Les translocations chromosomiques entraînent donc l'apparition d'un cadre de régulation

chimérique pour ces nouveaux gènes has associant des signaux 5' spécifiques d'une copie has aux

signaux de régulation en 3' de l'autre copie has, comme par exemple le signal hypothétique de

dégradation par les protéases spécifique de hasL.

Région 3'StopStartRégion 5'

hasL
• •:::z:="

J
has _'T"__IBlIllBIlIj_._r---............-.·/855

Figure R-25 : Représentation schématique de la formation de chimères des ORF has chez les
souches mutantes S. ambofaciens NSAH135 et NSA855.
La croix représente l'événement de recombinaison homologue. La zone d'identité nucléoticlique à
100% entre les loci has est représentée par un rectangle bleu.Start et Stop correspondent
respectivement aux codons d'initiation et d'arrêt de la traduction des ORE Les régions 5' et 3'
correspondent aux régions situées en amont et en aval des ORF.

Il est important de noter que les souches NSAH135 et NSA855 ont été isolées de manière

indépendante, et que d'autre part, l'analyse des séquences des gènes chimériques has135 et has855

permet de conclure quant à une localisation distincte du point de recombinaison dans les deux

cas (pour NSA855 entre les positions 654 et 836, chez NSAH135PP entre les positions 19 et 402,

Figure R-26).
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13-1.2 ce Les gènes chimériques bas135 et bas855 chez les mutants Streptomyres CllJ/bojààem NSAH135 et NSJ\855
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Figure R-26: Mise en évidence d'üRF chimériques issues d'événements de recombinaison
homologue distincts entre les gènes hasR et hasL.
En haut, positions nucléotidiques. En dessous, schématisation de l'alignement des ORF sauvages et
mutantes où seules les positions divergentes sont indiquées. Le point d'interrogation présent dans les
ORF chimériques has135 et has855 indique que la position exacte de l'événement de recombinaison
homologue n'est pas connue.
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LA DUPLICATION DES GENES HAS
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1)-11.1 (1) CO\lSerV;llioll de J'arebitecture de ia rt~gion « core " du chromosome de S. {/iH!JO!t!i7(.I/.'

Afin de déterminer si la duplication des gènes has chez S. ambofaciens est un évènement récent ou

non, le statut (dupliqué ou non) du (ou des) homologue(s) des gènes has a été recherché chez

d'autres espèces de Streptomyces. Préalablement à cette analyse, la conservation relative de

l'architecture chromosomique a été démontrée au niveau intraspécifique chez plusieurs souches

de S. ambofaciens grâce au séquençage des séquences ITS. Cette analyse a également permis de

confirmer les liens phylogénétiques entre les espèces S. ambofaciens et S. coelicolor.

B;..II..l ~ CONSERVATION DE L~ARC"H1TEcrUREDE LA REGION
(~ CORE »- DU CHROMOSOME DE S4 AM1J.01FAClENS'

Afin d'estimer la part des réarrangements chromosomiques dans l'évolution de la région « core »

du chromosome des Streptomyces et de confirmer les liens phylogénétiques des différents

Streptomyces, les séquences des ITS de deux souches de S. ambofaciens et de deux autres espèces,

S. coelicolor M145 et S. griseus 2247, ont été comparées.

8-11.1..1 ~ DE'TERMINA'TIaN DES SEQUENCESDESCTS
n:E S. A/MBQFAClllNS

Chez la plupart des Streptonryces, 6 loci rm (codant les ARN ribosomiques) ont été mis en évidence

(Cole and Saint-Girons, 1999). Ils sont organisés en opéron, 16S-23S-5S (Figure R-27). Chez de

nombreuses bactéries, ces loci rm sont le substrat de fréquents réarrangements chromosomiques,

allant du remplacement de petits blocs de nucléotides jusqu'à de grands réarrangements, pouvant

même faire varier le nombre de chromosomes au sein d'une même espèce (Jumas-Bilak et al.,

1998). Ces loci rm peuvent aussi constituer le substrat de nombreuses études phylogénétiques.

Une séquence située entre les gènes 16S et 23S sert notamment à établir des relations

phylogénétiques entre espèces proches. Cette séquence est appelée séquence interne transcrite ou

ITS Qnternally Iranscribed S,equence, Figure R-27).
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Figure R-27 : Organisation classique d'un locus codant pour l'ARN ribosomique chez les
bactéries.
Les oligonucléotides universels R et L servent à amplifier l'ITS 16S-23S.
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Afin de déterminer les séquences des ITS de S. ambofaciens DSM40697 et ATCC23877, les 6 loci

rrn A à F de chaque souche ont été isolés dans des cosmides recombinants dont l'ADN a ensuite

servi de matrice pour l'amplification des ITS lors d'une PCR avec les oligonucléotides universels

L et R (Figure R-27). Un produit de PCR d'environ 300 pb a été obtenu pour les 12 loci et

chaque produit de PCR a été séquencé.

B~ILLa MISE EN BVIDENCE: DE BLOCS CONSTANTS
E'T VARIABLES DANS LES ITS DE STREPTOMYCES

L'analyse des séquences des ITS présentes dans chaque souche montre qu'elles se composent de

5 blocs de nucléotides (ci à cS) identiques entre les six ITS de chaque souche (Figure R-28). Ces

blocs constants sont séparés par 4 blocs de séquences variables (v1 à v4, Figure R-28). Ces blocs

de séquences variables sont composés de 3 séquences différentes pour les blocs variables v1-v3 et

de deux pour le bloc variable v4. Les types de blocs partagent entre eux moins de 60% d'identité

nucléotidique. En tout, 5 combinaisons de blocs variables peuvent être distinguées dans chaque

souche (Tableau R-7).

16S

c2

...s...
. G.C •• G ••• G. ----. TG. T .•

· •••.••••. G.C •• G ••• G. ----. TG. T •
. ",.G.c .• G .•. G.----.TG.T ..

GG. '1'- -G ... CG- ---GC .. T

• G.C • • G • •• G. ----. TG. T .•

cl vI

AGGAGCACTTC ACCGAGTCTTTCGGGACGAGG AGAGGCCAGTACATCAGCGAA'1'GTCTGATGCTG 70
. IA.c.c .. G .•. G.----.TG.T.. 66

GG.T--G .. CG----GC .. T 64

.G.C .. G ••. G.----.TG.T. 66
...••.•!"GG.T--G ..CG----GC .. '1' 64

GG.'1'--G ..CG----GC .. '1' 64

70
66
66
66

"66

rDMA A DsM
rDMA B DSM
rDMA C OSlo!

:t'ONA 0 OSH
rDMA E DSM
rDNA F OSH
rONA A ATee
rDMA BATee
rDMA C ATee
rONA 0 ATCC

rDNA E ATee
rDNA F ATee

'1'GGAA ACAGGATC- - - - -TTGGCTGGAC TGTCGGGCACGC'1'GT'1'GGGTATCTGAGGG'I'ACGGCCG'1'TG 203

'99
• .G'I'GA.TC.TGAGAG .•• T.C. -- 200
• .GG.A.G---AAGAG .. TGA.G- 202
•. GTGA.TC.TGAGAG .. T.C.-- 200
• .GG.A.G---ATGAG .. TGA.G- 200
• .GTGA.TC.TGAGAG..T.C. 206
• .GTGA.TC.TGAGAG ..T.C. -- 202

'".. GTGA.TC.TGAGAG ••• T.C.-- 202
· .GG.A.G---AAGAG .TGA.G-. 200

........ -----. 199

Figure R-28 Comparaison des 6
séquences des ITS de S. ambofaciens
DSM40697 (rDNA A-F DSM) avec les 6
séquences des ITS de S. ambofaciens
ATCC 23877 (rDNAA-F ATCC).
Alignement des douze séquences montrant les
S régions constantes (cl à cS) et les 4 régions
variables (vI à v4, encadrées). Les différences
entre régions variables du même type sont
soulignées.

c3

c4

.CT.CC .•

. CTC •. CT. cc

·-·A·
v2

...•• AC.I.G.CC.
.., '.-:'

v3

GTTGCT CAT GGGTGGAACG '1' T GAC TAC TC GG C""G"'A""C"A"GG"'-:iA'"G"'Aë:-;;;GG"'AC1'C""G"''''''' GT AC T GC '1' 'l'CG GC G 13 8

... - .b,. 134
133
136
133

'34
'39
135

'34
135

'34
'34

GCCTGCTTTCAGTGCCGGCCCnTI~'"TI'","""CU"""='""'''''"'''''"='''''''''''GGTGGTTGGTCGTT270

266
266
269
266

'"212

"9
"5
269

'"266

rDNA A oSH
rOMA B OSH
rDNA C DSH
rDNA 0 OSlo!
rDMA E OSlo!
.cONA F DSH
rOMA A ATee
rDNA BATee
roMA C ATee
rOMA 0 ATee
roNA E ATee
rDNA F ATee

rDNA A OSH
rONA B DSM
rDNA C OSH
rONA 0 DSM
rOMA E OSM
rOMA F DSH
rDMA A ATCC
rDNA BATee
roNA C ATee
rDNA 0 ATee
rONA E A'I'CC
rONA F ATCC

rDNA A DSM
rDNA B OSM
rDNA C OSH
rDNA 0 OSH
roNA E OSH
rDNA F OSH
rONA A A'l'CC
rDMA B A'rCC
rDNA C ATee
rOMA 0 ATee
cOMA E ATee
t'ONA F ATee

v4
rONA A OSM
rONA B OSM
rONA C OSH
rONA 0 OSM
rONA E OSM
rONA F OSM
rONA A ATCC
rONA B AT CC
rONA C ATCC
rDNA 0 ATCC
rDNA E ATCC
rONA F ATCC

GTT'l' GAGAACT GCACA GT GGAC GC GAGCATC T G 30.
300
300
303
300
301
306
303
299
303
301
300

23S
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B ... Il.1..) .... COMPAItAISON DES SEQUENCES ITS

Au niveau intraspécifique, la comparaison des séquences ITS entre les souches DSM4ü697 et

ATCC23877 montre que ces souches partagent les mêmes types de séquences variables, aucune

séquence variable n'étant spécifique d'une souche. De plus, les paires de loci homologues ne

présentent jamais la même combinaison de blocs variables et des loci non homologues peuvent

partager la même organisation. (Tableau R-7). L'ensemble de ces résultats suggère donc

fortement que les loci rrn de Streptomyces ambofaciens sont le siège d'événements de recombinaison

homologue conduisant à des échanges de blocs de nucléotides.

,<,

l'LI

vl.3

" ,] "

rDNAA DsM
"2.1 \0).1 v4.1

-<i~';;:-=->=,c"'~",c-X''''''~''''''~'L:r'; rDNAA ATCC

v2.2 \'3.2 ,'4.2

rDNABDSM
rDNA F ATCC

"2.1 \'3.1 ':'''-~ri':'H='l.::i':f'<''';:3: ....~'''''tl rDNACATCC

~~.... rDNABATCC
rDNADATCC

\'2.2 \'3.2 \'4.1

rDNA D OSM
\'2.3 ,'3.3 ,'4.1

;;>..~~~~ ."""·:'·=""""'M'>:.=.<:''''' rDNACOSM

"2.2 ,').2 \'4.2
,DNA EDSM

rDNA FDSM

\'2.3 \'3.3 v4.1
rDNAEATCC

Tableau R-7 : Association des blocs variables dans les loci rrn.

Afin de réaliser une comparaison interspécifique de ces régions, les 6 séquences ITS des souches

S. coe/ic%r M145 et sur S. griseus 2247, disponibles dans les banques de données, ont été analysées

(Figure R-29). Cette comparaison a été effectuée sur 5 loci sur 6 chez S. griseus, la séquence du

dernier locus divergeant fortement suggérant que cet ITS, voire l'ensemble du locus rrn ait été

acquise par transfert horizontal.

Le même type de région modulaire a ainsi été caractérisé chez ces deux espèces, bien que le

nombre de régions variables soit plus limité.

La comparaison des régions constantes montre l'existence d'une région variable entre espèces

dans la région constante c4. Outre cette région, l'analyse des régions constantes montre

l'existence de 9 positions nucléotidiques divergentes entre S. griseus et l'ensemble

S. ambofaciens/S. coelicolor (Figure R-29).

L'analyse des séquences montre l'existence de 4 blocs de séquences variables spécifiques de

S. griseus et révèle également que deux types de séquences variables supplémentaires sont

présentes chez S. coelicolor par rapport à S. ambofaciens. Ainsi, la structure modulaire de

S. ambofaciens est retrouvée chez S. coelic%r mais pas chez S. griseus.

has
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16S lc1 r 23S
Numérotation des

régions variables et
, vI c2 v2 c3 ; v3 , c4 v4 cS

!
constantes vc
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r---1

"
j ., 14 3l 4149 61 94101 118 141147157 '69 '" 195 212221 252258 300

S. griseus 2247

~
~o 7,;0 ~~ f ~ ~t

I,va/c
DIEv2,1 3,

r/i /1 (/>/( /1
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!
1 f l rJ (

"
~: ;

'1'
14 36 5153 62 64 69 97104 125 146 167 "9 ,S, 221 230 260266 JO,

v1.1 v2.! v3.1 A

S. ambofaciens v1.2 v2.1 v3.1 "vJ.3 v2.2 v3.2 CIE
DSM4ü697 v1.2 v2.3 v3.3 D

v1.3 vl.3 v3.3 F

116JJ ,
26026614 36 5153 6264 69 97\04 125 146 167 '" lB' 205 221230 308

v2.2 v3.2 A

S. ambofaciens v2.2 v3.2 "ID
v2.1 v3.1 C

ATCC23877 v2.3 v3.3 E

v2.1 v3.! F

~ l..
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1 9 39 ,,74 " 116 136 "9 ". 175 193201 231237 280

S coelicolorM145

16S 23S

Figure R-29 : Comparaison des ITS de S. amhofaciens (DSM40697 et ATCC23877),
S. coelicolor M145 et S. griseus 2247.
Les régions spécifiques de S, grimlS sont en noires et celles spécifiques de S. coe/ic%r sont en gris, Les
régions variables entre espèces mais constantes entre souches de la même espèce sont désignées par vc
et sont indiquées par des lignes hachurées horizontales ou obliques respectivement chez S. gnseHs ou
S. ambofaciens et par un rectangle gris hachuré chez S. coe/ic%r. La numérotation dérive de l'alignement
Figure 2R. Les différences entre les régions constantes sont indiquées alors que celles entre régions
variables ne le sont pas.

:B-I.t..1..4PREDIC''tION DES S'TRUC''tURBS
S 'II? !?' 0 N'D" iA 1 iÂ'ù S 'OU," 'R.'v ..,. L r' 'fi? '!ll<f.i' 'nN'>il'< 'D"v S Sr,:. n 1I'ir 'ù N'"fi" 'li" S 'il' 'T' SD'-" ' , ,'fi, ,n,n, , ,J ,nr', ,nlV1nJ ,1 .. ,n· ,n""Z: ~,n ~,n, ,'1, .. '

Un modèle du repliement entre les ITS 16S-23S et 23S-SS peut enfin être proposé (Figure R-30).

Il est intéressant de noter que les différences nucléotidiques observées entre les régions

constantes de S. griseus et le groupe S. ambofaciens/S. coelic%r (Figure R-29) correspondent à des

mutations compensatoires conduisant au maintien d'une structure secondaire analogue.
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Figure R-30 : Prédiction de la structure secondaire du repliement entre les ITS 16S-23S et 23S
5S de S. ambofaciel1s (S. a) ATCC23877.
Les différences dans les régions constantes observées entre S. g17seus et S. ambofaeiens/S. eoelieolor sont
indiquées par des nucléotides encerclés. S. e. (S. eoelieoIDl); B.s. (Baeillus subtilis); L. !. (Laetoeoccus lactis).
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B..II.2~ CONSERVATION DE LA DUPUCATION DES GENES RAS
CHEZ LES TROIS SOUCHES DE STREPTOMYCESAMBQPA.ClENS

Le séquençage des gènes has a également été entrepris chez les trois souches de S. ambofaciens

DSM4ü697, ATCC23877 et ETH12567.

Ainsi, les gènes hasR et hasL ont été spécifiquement amplifiés par PCR à l'aide d'amorces

localisées dans les régions divergentes entre les deux gènes. Puis chaque de produit de PCR a été

séquencé à l'aide des amorces ayant servies aux réactions de PCR.

n est ainsi apparu la duplication des gènes has était présente chez les trois souches de

S. ambofaciens, puisque les deux copies hasR et hasL présentent 97% d'identité nucléotidique chez

les souches ATCC23877 comme ETH12567, comparativement aux 98% observés chez la souche

DSM4ü697 (Figure R-31).
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250 260 270 280 290 300
•••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1

130 140 150 160 170 180
•••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1· ••• 1

10 20 30 40 50 60
., •• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1··· .1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1

190 200 210 220 230 240
., •• 1 •••• 1 •••• 1· ••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1·· •• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1
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60
60
60
60
60

180
180
180
180
180
180

120
120
120
120
120
120

240
240
240
240
240
240

420
420
420
420
420
420

360
360
360
360
360
360

300
300
300
300
300
300

480
480
480
480
480
480

370 380 390 400 410 420
., •• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1

310 320 330 340 350 360
., •• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1.·· .1 •••• 1 •••• 1 •••• 1

ATGGAGGACATCGTCCAGGTCGGCATGATCGGCCTGATCAAGGCCATCGACCGGTTCGAG
TGGAGGACATCGTCCAGGTCGGCATGATCGGCCTGATCAAGGCCATCGACCGGTTCGAG

ATGGAGGACATCGTCCAGGTCGGCATGATCGGCCTGATCAAGGCCATCGACCGGTTCGAG
ATGGAGGACATCGTCCAGGTCGGCATGATCGGCCTGATCAAGGCCATCGACCGGTTCGAG

TGGAGGACATCGTCCAGGTCGGCATGATCGGCCTGATCAAGGCCATCGACCGGTTCGAG
ATGGAGGACATCGTCCAGGTCGGCATGATCGGCCTGATCAAGGCCATCGACCGGTTCGAG

430 440 450 460 470 480
•••• 1 •••• 1 •••• 1· ••• 1.· •• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1· ••• 1

CTGTCGGTCCTCGAAGAGGGCACACCCGAATACCAGTACGCGCGCAACACGCTGATCGAG
CTGTCGGTCCTCGAAGAGGGCACACCCGAATACCAGTACGCGCGCAACACGCTGATCGAG
CTGTCGGTCCTCGAAGAGGGCACACCCGAATACCAGTACGCGCGCAACACGCTGATCGAG
CTGTCGGTCCTCGAAGAGGGCACACCCGAATACCAGTACGCGCGCAACACGCTGATCGAG
CTGTCGGTCCTCGAAGAGGGCAC!CCCGAATACCAGTACGCGCGCAACACGCTGATCGAG
CTGTCGGTCCTCGAAGAGGGCACACCCGAATACCAGTACGCGCGCAACACGCTGATCGAG

ATGAACATGTCCCTGGTCCGCTTCGCGGCCGGCCGCTTCCGCAGCCGCGGACCGGAGGAG
ATGAACATGTCCCTGGTCCGCTTCGCGGCCGGCCGCTTCCGCAGCCGCGGACCGGAGGAG
ATGAACATGTCCCTGGTCCGCTTCGCGGCCGGCCGCTTCCGCAGCCGCGGACCGGAGGAG
ATGAACATGTCCCTGGTCCGCTTCGCGGCCGGCCGCTTCCGCAGCCGCGGACCGGAGGAG
ATGAACATGTCCCTGGTCCGCTTCGCGGCCGGCCGCTTCCGCAGCCGCGGACCGGAGGAG
ATGAACATGTCCCTGGTCCGCTTCGCGGCCGGCCGCTTCCGCAGCCGCGGACCGGAGGAG

ATGGCGACGATGACCGCA GGATCACCGAGCACACCACCACGGGCATGCCGGAGGTGGCG
ATGGCGACGATGACCGCA GGATCACCGAGCACACCACCACGGGCATGCCGGAGGTGGCG
ATGGCGACGATGACCGCA GGATCACCGAGCACACCACCACGGGCATGCCGGAGGTGGCG
ATGGCGACGATGACCGCA: ,GGATCACCGAGCACACCACCACGGGCATGCCGGAGGTGGCG
ATGGCGACGATGACCGCA'· GGATCACCGAGCACACCACCACGGGCATGCCGGAGGTGGCG
ATGGCGACGATGACCGCA"GGATCACCGAGCACACCACCACGGGCATGCCGGAGGTGGCG

GACCCGTCCAAGGTGGCGCCCAAGGACGCGCGGGAGTTGTCGAAGCTCTTCTTCCAGCAG
GACCCGTCCAAGGTGGCGCCCAAGGACGCGCGGGAGTTGTCGAAGCTCTTCTTCCAGCAG
GACCCGTCCAAGGTGGCGCCCAAGGACGCGCGGGAGTTGTCGAAGCTCTTCTTCCAGCAG
GACCCGTCCAAGGTGGCGCCCAAGGACGCGCGGGAGTTGTCGAAGCTCTTCTTCCAGCAG
GACCCGTCCAAGGTGGCGCCCAAGGACGCGCGGGAGTTGTCGAAGCTCTTCTTCCAGCAG
GACCCGTCCAAGGTGGCGCCCAAGGACGCGCGGGAGTTGTCGAAGCTCTTCTTCCAGCAG

70 80 90 100 110 120
., •• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1· ••• 1

CGGTTCTTCCGTGACACCTCCTGGGCCGTCCACGTGCCCCG CGCCTCCAGGAGGCCCGC
CGGTTCTTCCGTGACACCTCCTGGGCCGTCCACGTGCCCCG CGCCTCCAGGAGGCCCGC
CGGTTCTTCCGTGACACCTCCTGGGCCGTCCACGTGCCCCG CGCCTCCAGGAGGCCCGC
CGGTTCTTCCGTGACACCTCCTGGGCCGTCCACGTGCCCCGÎ'CGCCTCCAGGAGGCCCGC
CGGTTCTTCCGTGACACCTCCTGGGCCGTCCACGTGCCCCG!CGCCTCCAGGAGGCCCGC
CGGTTCTTCCGTGACACCTCC'l'GGGCCGTCCACGTGCCCCG~,CGCCTCCAGGAGGCCCGC

CTCACCCGCGAGGTCGAGTTCACCTCCTTCGCCGTGCCCTACATCGTCGGCGAGATCAAG
CT!ACCCGCGAGGTCGAGTTCACCTCCTTCGCCGTGCCCTACATCGTCGGCGAGATCAAG
CTCACCCGCGAGGTCGAGTTCACCTCCTTCGCCGTGCCCTACATCGTCGGCGAGATCAAG
CTCACCCGCGAGGTCGAGTTCACCTCCTTCGCCGTGCCCTACATCGTCGGCGAGATCAAG
CTCACCCGCGAGGTCGAGTTCACCTCCTTCGCCGTGCCCTACATCGTCGGCGAGATCAAG
CTCACCCGCGAGGTCGAGTTCACCTCCTTCGCCGTGCCCTACATCGTCGGCGAGATCAAG

GTCCAGCTGGCCCGGGCCACCGAGGAGCTGCGCAGCCGGCTGGGCCGCAACCCCACCACC
GTCCAGCTGGCCCGGGCCACCGAGGAGCTGCGCAGCCGGCTGGGCCGCAACCCCACCACC
GTCCAGCTGGCCCGGGCCACCGAGGAGCTGCGCAGCCGGCTGGGCCGCAACCCCACCACC
GTCCAGCTGGCCCGGGCCACCGAGGAGCTGCGCAGCCGGCTGGGCCGCAACCCCACCACC
GTCCAGCTGGCCCGGGCCACCGAGGAGCTGCGCAGCCGmCTGGGCCGCAACCCCACCACC
GTCCAGCTGGCCCGGGCCACCGAGGAGCTGCGCAGCCGGCTGGGCCGCAACCCCACCACC

R-DSM 1
R-ATCC 1
R-ETH 1
L-DSM 1
L-ATCC 1
L-ETH 1

R-DSM 61
R-ATCC 61
R-ETH 61
L-DSM 61
L-ATCC 61
L-ETH 61

R-DSM 121
R-ATCC 121
R-ETH 121
L-DSM 121
L-ATCC 121
L-ETH 121

R-DSM 181
R-ATCC 181
R-ETH 181
L-DSM 181
L-ATCC 181
L-ETH 181

R-DSM 241
R-ATCC 241
R-ETH 241
L-DSM 241
L-ATCC 241
L-ETH 241

R-DSM 301
R-ATCC 301
R-ETH 301
L-DSM 301
L-ATCC 301
L-ETH 301

R-DSM 361
R-ATCC 361
R-ETH 361
L-DSM 361
L-ATCC 361
L-ETH 361

R-DSM 421
R-ATCC 421
R-ETH 421
L-DSM 421
L-ATCC 421
L-ETH 421
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550 560 570 580 590 600
•••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1

600
600
600
600
600
600

660
660
660
660
660
660

720
720
720
720
720
720

780
780
780
780
780
780

840
840
840
840
840
840

490 500 510 520 530 540
•••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1

G 540
C 540
G 540
G 540
C 540
G 540

AAGGAACTGTCCGAGCTGATGAGCCTGCCGGAGGACGAGGTCGTCGAGGCCCGCCTGGC
AAGGAACTGTCCGAGCTGATGAGCCTGCCGGAGGACGAGGTCGTCGAGGCCCGCCTGGC
AAGGAACTGTCCGAGCTGATGAGCCTGCCGGAGGACGAGGTCGTCGAGGCCCGCCTGGC
AAGGAACTGTCCGAGCTGATGAGCCTGCCGGAGGACGAGGTCGTCGAGGCCCGCCTGGC
AAGGAACTGTCCGAGCTGATGAGCCTGCCGGAGGACGAGGTCGTCGAGGCCCGCCTGGC
AAGGAACTGTCCGAGCTGATGAGCCTGCCGGAGGACGAGGTCGTCGAGGCCCGCCTGGC

790 800 810 820 830 840
•••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1

CACGCGCTCGCCCCGATGATCGCCGAGCTCGACGAGCGCGACCGTCAGATCATCCACTGG
CACGCGCTCGCCCCGATGATCGCCGAGCTCGACGAGCGCGACCGTCAGATCATCCACTGG
CACGCGCTCGCCCCGATGATCGCCGAGCTCGACGAGCGCGACCGTCAGATCATCCACTGG
CACGCGCTCGCCCCGATGATCGCCGAGCTCGACGAGCGCGACCGTCAGATCATCCACTGG
CACGCGCTCGCCCCGATGATCGCCGAGCTCGACGAGCGCGACCGTCAGATCATCCACTGG
CACGCGCTCGCCCCGATGATCGCCGAGCTCGACGAGCGCGACCGTCAGATCATCCACTGG

670 680 690 700 710 720
•••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1

TCCGCCCTGGCCGACTTCATCGGCGCCGA GAC CC~C CTCGCCCTGGT GA GACTTC
TCCGCCCTGGCCGACTTCATCGGCGCCGA GAC CC~C CTCGCCCTGGT GA GACTTC
TCCGCCCTGGCCGACTTCATCGGCGCCGA GAC cclc CTCGCCCTGGT GA GACTTC
TCCGCCCTGGCCGACTTCATCGGCGCCGA GAC CC C CTCGCCCTGGT GA GACTTC
TCCGCCCTGGCCGACTTCATCGGCGCCGA GAC CC C CTCGCCCTGGT GA GACTTC
TCCGCCCTGGCCGACTTCATCGGCGCCGA GAC CC C CTCGCCCTGGT GA GACTTC

730 740 750 760 770 780
•••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1

610 620 630 640 650 660
•••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1

GCCAACGGCTACAACTC GCCTCCCTGGACGCGGCCATCAGCGGCAGCGAGGACGGCGAG
GCCAACGGCTACAACTC GCCTCCCTGGACGCGGCCATCAGCGGCAGCGAGGACGGCGAG
GCCAACGGCTACAACTC GCCTCCCTGGACGCGGCCATCAGCGGCAGCGAGGACGGCGAG
GCCAACGGCTACAACTC GCCTCCCTGGACGCGGCCATCAGCGGCAGCGAGGACGGCGAG
GCCAACGGCTACAACTC!GCCTCCCTGGACGCGGCCATCAGCGGCAGCGAGGACGGCGAG
GCCAACGGCTACAACTCI,GCCTCCCTGGACGCGGCCATCAGCGGCAGCGAGGACGGCGAG

CGGTTCGTGGAGGAGCTCACCCAGAAGGACATCGGCGAGCGCCTCGGCGTCTCCCAGATG
CGGTTCGTGGAGGAGCTCACCCAGAAGGACATCGGCGAGCGCCTCGGCGTCTCCCAGATG
CGGTTCGTGGAGGAGCTCACCCAGAAGGACATCGGCGAGCGCCTCGGCGTCTCCCAGATG
CGGTTCGTGGAGGAGCTCACCCAGAAGGACATCGGCGAGCGCCTCGGCGTCTCCCAGATG
CGGTTCGTGGAGGAGCTCACCCAGAAGGACATCGGCGAGCGCCTCGGCGTCTCCCAGATG
CGGTTCGTGGAGGAGCTCACCCAGAAGGACATCGGCGAGCGCCTCGGCGTCTCCCAGATG

CACGTCTCCCGGCTGATCTCGCGCCTGCTGGCCCGCCTGCGCGAAGGCATGCTCA CG'
CACGTCTCCCGGCT!ATCTCGCGCCTGCTGGCCCGCCTGCGCGAAGGCATGCTCA CG'
CACGTCTCCCGGCTGATCTC!CGCCTGiTGGCCCGCCTGCGCGAAGGCATGCTCA CG'
CACGTCTCCCGGCTGATCTCGCGCCTGCTGGCCCGCCTGCGCGAAGGCATGCTCA CG,
CACGTCTCCCGGCTGATCTCGCGCCTGCTGGCCCGCCTGCGCGAAGGCATGCTCA CG "
CACGTCTCCCGGCTGATCTCGCGCCTGCTGGCCCGCCTGCGCGAAGGCATGCTCA CG,',

R-DSM 481
R-ATCC 481
R-ETH 481
L-DSM 481
L-ATCC 481
L-ETH 481

R-DSM 541
R-ATCC 541
R-ETH 541
L-DSM 541
L-ATCC 541
L-ETH 541

R-DSM 601
R-ATCC 601
R-ETH 601
L-DSM 601
L-ATCC 601
L-ETH 601

R-DSM 661
R-ATCC 661
R-ETH 661
L-DSM 661
L-ATCC 661
L-ETH 661

R-DSM 721
R-ATCC 721
R-ETH 721
L-DSM 721
L-ATCC 721
L-ETH 721

R-DSM 781
R-ATCC 781
R-ETH 781
L-DSM 781
L-ATCC 781
L-ETH 781

.... 1.
R-DSM 841

1
846

R-ATCC 841 ê'· ~ 846
R-ETH 841 M . 846
L-DSM 841 846
L-ATCC 841 846
L-ETH 841 846

Figure R-31 : Alignement des séquences nucléotidiques des gènes hasR (R) et hasL (L) chez
les souches S. amhofaciens DSM40697 (DSM), ATCC23877 (ATCC) et ETH12567 (ETH).
Les positions nucléotidiques divergentes sont sur fond vert lorsqu'elles sont spécifiques du gène hasL
et sur fond orange lorsqu'elles sont spécifiques du gène hasR.
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B-II.2 03 Conservation de la duplication des gènes bas chez les trois souches de J trep!oll~)'ceJ ambofaciens

De plus, la majorité des mutations nucléotidiques observées sont de type conservatives et ne

changent pas la séquence en acides aminés ou la changent en acides aminés similaires (Figure R

32). Enfin, il est à noter que les différences en acides aminés entre les deux facteurs a Has

observées chez la souche DSM4ü697 sont également retrouvées chez les deux autres souches de

S. ambofaciens, à l'exception de la position 281 de la protéine HasR chez la souche ETH12567,

suggérant l'existence d'une pression de sélection pour la conservation de ces acides aminés

spécifiques et donc pour la conservation de la duplication (voir Discussion).

70 80 90 100 110 120
•••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1

130 140 150 160 170 180
•••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1

10 20 30 40 50 60
•••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1

190 200 210 220 230 240
•••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1

180
180
180
180
180
180

60
60
60
60
60
60

120
120
120
120
120
120

240
240
240
240
240
240

281
281
281
281
281
281

ANGYNSASLDAAI SGSEDGESALADFIGAo>D • LALV . 'DFHALAPMIAELDERDRQII HW
ANGYNSASLDAAISGSEDGESALADFIGA:~D' LALV ;'DFHALAPMIAELDERDRQI IHW
ANGYNSASLDAAI SGSEDGESALADFIGA';'D' LALV' :DFHALAPMIAELDERDRQI IHW
ANGYNSASLDAAI SGSEDGESALADFI GA'~D LALV,-':DFHALAPMIAELDERDRQII HW
ANGYNSASLDAAISGSEDGESALADFIGA·. P:.: jLALV ,DFHALAPMIAELDERDRQIIHW
ANGYNSASLDAAISGSEDGESALADFIGA', 'D:,. 'LALV c'DFHALAPMIAELDERDRQI IHW

250 260 270 280
•••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1.

MATMTA·ITEHTTTGMPEVADPSKVAPKDARELSKLFFQQLSVLEEGTPEYQYARNTLIE
MATMTA·ITEHTTTGMPEVADPSKVAPKDARELSKLFFQQLSVLEEGTPEYQYARNTLIE
MATMTAIITEHTTTGMPEVADPSKVAPKDARELSKLFFQQLSVLEEGTPEYQYARNTLIE
MATMTA"ITEHTTTGMPEVADPSKVAPKDARELSKLFFQQLSVLEEGTPEYQYARNTLIE
MATMTA~ITEHTTTGMPEVADPSKVAPKDARELSKLFFQQLSVLEEGTPEYQYARNTLIE
MATMTAë:ITEHTTTGMPEVADPSKVAPKDARELSKLFFQQLSVLEEGTPEYQYARNTLIE

RFFRDTSWAVHVPRRLQEARVQLARATEELRSRLGRNPTTKELSELMSLPEDEVVEARLA
RFFRDTSWAVHVPRRLQEARVQLARATEELRSRLGRNPTTKELSELMSLPEDEVVEARL
RFFRDTSWAVHVPRRLQEARVQLARATEELRSRLGRNPTTKELSELMSLPEDEVVEARLA
RFFRDTSWAVHVPRRLQEARVQLARATEELRSRLGRNPTTKELSELMSLPEDEVVEARLA
RFFRDTSWAVHVPRRLQEARVQLARATEELRSRLGRNPTTKELSELMSLPEDEVVEARLA
RFFRDTSWAVHVPRRLQEARVQLARATEELRSRLGRNPTTKELSELMSLPEDEVVEARLA

RFVEELTQKD l GERLGVSQMHVSRLI SRLLARLREGML'
RFVEELTQKDIGERLGVSQMHVSRLISRLLARLREGML~.

RFVEELTQKDIGERLGVSQMHVSRLISRL','ARLREGML".
RFVEELTQKDIGERLGVSQMHVSRLISRLLARLREGMLo~~'
RFVEELTQKDIGERLGVSQMHVSRLISRLLARLREGML:';,';i'
RFVEELTQKDIGERLGVSQMHVSRLISRLLARLREGML~;~t:

MNMSLVRFAAGRFRSRGPEEMEDIVQVGMIGLIKAIDRFELTREVEFTSFAVPYIVGEIK
NMSLVRFAAGRFRSRGPEEMEDIVQVGMIGLIKAIDRFELTREVEFTSFAVPYIVGEIK

'MNMSLVRFAAGRFRSRGPEEMEDIVQVGMIGLIKAIDRFELTREVEFTSFAVPYIVGEIK
MNMSLVRFAAGRFRSRGPEEMEDIVQVGMIGLIKAIDRFELTREVEFTSFAVPYIVGEIK
MNMSLVRFAAGRFRSRGPEEMEDIVQVGMIGLIKAIDRFELTREVEFTSFAVPYIVGEIK
MNMSLVRFAAGRFRSRGPEEMEDIVQVGMIGLIKAIDRFELTREVEFTSFAVPYIVGEIK

R-DSM 1
R-ATCC 1
R-ETH 1
L-DSM 1
L-ATCC 1
L-ETH 1

R-DSM 61
R-ATCC 61
R-ETH 61
L-DSM 61
L-ATCC 61
L-ETH 61

R-DSM 121
R-ATCC 121
R-ETH 121
L-DSM 121
L-ATCC 121
L-ETH 121

R-DSM 181
R-ATCC 181
R-ETH 181
L-DSM 181
L-ATCC 181
L-ETH 181

R-DSM 241
R-ATCC 241
R-ETH 241
L-DSM 241
L-ATCC 241
L-ETH 241

Figure R-32 : Alignement des séquences protéiques déduites des gènes hasR (R) et hasL (L)
chez les souches S. ambofaciens DSM40697 (DSM), ATCC23877 (ATCC) et ETH12567
(ETH).
Le symbolisme est identique à celui de la Figure R-31.
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B-l LI (1) Les gènes !m,; <lll sein du genre SlrejJ!!'IÎI)'i'i'J

La récente disponibilité de la séquence du génome de S. avermitilis (Ikeda et a!., 2003) avec

l'analyse concertée de la séquence du génome de S. coelicolor (Bentley et a!., 2002) nous a permis

d'inspecter l'état, dupliqué ou non, des orthologues des gènes has chez ces deux espèces.

Chez S. coelicolor comme chez S. avermitilis, une famille de 9 gènes, définis comme codant des

homologues du facteur crB, doit être considérée.

Or, il apparaît que l'orthologue direct des gènes has appartient à cette famille. Il s'agit du gène:

o sig[ chez S. coelicolor, encore appelé sigE selon Cho et al. 2001), dont le produit

présente 93% de similarité avec crHasR
;

o SAV741 chez S. avermitilis, codant un facteur cr présentant 80% de similarité avec

Les gènes présentant la seconde plus forte identité avec les gènes has dans ces familles sont les

gènes sigL chez S. coelicolor et SAVl151 chez S. avermitilis dont les produits présentent tous deux

71 % de similarité avec crHasR
.

L'alignement des séquences protéiques révèle que les couples SigJ/SigL pour S. coelicolor et

SAV741 /SAVl151 pour S. avermitilis présentent une identité de 66%. Comparativement à la

l'homologie de 98% retrouvée au niveau nucléotidique entre les gènes hasR et hasL chez

S. ambojaciens, il apparaît donc que la duplication des gènes has n'est pas retrouvée chez ces deux

espèces.

Compte-tenu des relations phylogénétiques liant ces trois espèces (Figure R-33), la duplication

des gènes has chez S. ambojaciens serait un événement récent au niveau de l'évolution.

===========::::l'"163
UJ I\L\ /1 T/IU - :' ~o



B-II.303 Les gènes JJOS au sein du genre StrejJtoll~)'ces

0.01
,----------S. albus

,--------S.rimosus
S.hygroscopicus

S.galbus
S.capoamus

S.griseocpromoge~s

~==~~~.'J.Pnc!o~ner!ns~:
S.cyaneus

~-------S.~iseorubiginosus
S.virJ.dochromogenes

S.pseudov~~~~Ji~~is
S.chartreusis
S.galilaeus
S.:Oobili

S.resistomycificus
S. ecbinatus

L_--======:::S~.lanatuss. tauricus
r-----S .lavenduJ.ae

S.subrutilus
S.virginiae

S. ~~~ilfr~i.s'-'ls
S.purpureus

S.venezuelae
I~------S.peucetius

~.~icrostreptospora
S.grJ.seus
S.ornatus

S.argenteolus
S.setonii
S.caviscabies

,-----S.Ss'cbaob\t:sopensis
S.neyagawaensis

t -==~;;; S.diastatochromogenes
S.mirabilis

~---------S.acidiscabies

r -{====~===~s~.~m~a~c~r:o~sp~o~r;;usS.thermolineat~egasporus
S.bluensis

S.espinosus
S.thermoca[~f~~~~~{~lfitolerans

S.thermovSio\~cre~vulgaris
S.thermodiastaticus

Lr--------S.glaucescens
~-----Sp~l~~;~l~~~dus
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L..- S.diastaticus

S. eurythermus
"

. '" "
S. J.VJ. ans
S.tendae

L_-C==~-=S.goraiensis
. S.pseudogriseolus

,-----------S.grJ.seocarneus
S.abikoensis

'-------S. salmonis
S.olivoreticuJ.i

,---c----S.roseoverticillatus
S.cinnamoneus

~ Ss' .Pmla~\~~~is
1'--------S.albulus

,-------S .kasugaensis
~__s-------~S.malaysiensis

L..-----S.melanosporofaciens

Figure R-33: Arbre phylogéntéique des espèces de Streptomyces construit à partir des
séquences des ARNr 165.
Selon Ikeda et al. (2003) (http://avem1itilis.ls.kitasato-u.ac.jp/).

De plus, lorsque un arbre phylogénétique est dessiné avec les séquences des gènes hasR et hasL

ainsi qu'avec celles des 9 gènes de S. coelic%r et de S. avemliti/is, deux sous familles peuvent

notamment être distinguées (Figure R-34) :

o un premier groupe renfermant le gène sig[ de S. coe/ic%r, le gène SAV741 de

S. avermitilis ainsi que les deux copies hasR et hasL de S. ambofaciem ;

RJ- "'['J l' /1 'J- '. ?' . 16405 ::.\ .. ' ". /J .\ - L '!.C. partie éc.J
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B-II.303 Les gènes iJaJ au sein du genre Strepto///)'CCJ

o et un second groupe constitué des gènes sigL de S. coelicolor et SAVl151 de

S. avermitilis.

SigN

4186

Sigl

3490

r-----l087

741

Sig)

HasR

HasL

SigL

1151

r----SigM

SigG

7400

SigK

1873

SigH

3013

B. J. sigB

SigF

4185

Figure R-34 : Arbre phylogénétique des gènes hasR et hasL ainsi que de leurs homologues
chez S. coelicoloret S. avermitilis.
Cet arbre a été construit par la méthode des distances à partir d'un alignement des séquences
nucléotidiques réalisé par le programme ClustalW.

Aiu~~ ~Qropte tenu du fait que s.. (JvetmitW.~ es.t une espè.~e pllylQgênêtiqueme:nt plus
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B-III.1 0.3 Analyse qualitative de la transcription des gènes has: la RT-PCR

B..III,l (?if ANALySE QUALITATIVE DE LA TRANSCRIPTION DES
GENES HASPARRT-peR

Une première approche d'amplification par PCR des produits de transcription inverse (ou RT

pour reverse transcription) d'ARN totaux a été développée afin d'étudier l'expression des gènes

has au niveau transcriptionnel. L'objectif était de développer un test qualitatif de l'expression des

gènes has afin de déterminer les conditions d'expression de ces gènes.

B-JILLl EXPRESSION DES GENES llIlASR ET HASL
CHEZ LA SOUCHE SAUVAGB S~ AMBQFACIENS DSM40(i91

Après avoir réalisé une courbe de croissance de la souche sauvage S. ambofaciens DSM40697 (voir

Matériel et Méthodes), les temps de culture retenus pour les points correspondant aux phases de

croissance exponentielle, de transition (entrée en phase stationnaire) et stationnaire sont

respectivement 9 h, 16 h et 24 h. Le choix de ces temps a été validé en réalisant la courbe de

croissance à trois reprises.

Les ARN totaux ont été extraits aux trois temps de la courbe de croissance de la souche sauvage

S. ambofaciens DSM40697. Des expériences de RT-PCR sur ces ARN ont alors été réalisées.

Dans un premier temps, l'expression globale des üRF has, c'est-à-dire simultanément des copies

hasL et hasR, a été détectée par des expériences de PCR multiplex à l'aide des couples d'amorces

A/B (localisé à l'intérieur de la région à 100% identique entre les deux loci has) et AliA2,

permettant d'amplifier le gène contrôle recA.

Les résultats obtenus permettent de conclure à l'expression de l'un ou des deux gènes has et ceci

dans les trois phases de croissance (Figure R-35).

has, AlB
rec, AlIA2

Phase exponentielle Phase de transition Phase stationnaire

.... 470

.... 330

Figure R-35 : Mise en évidence de la transcription des gènes recA et has par RT-PCR chez la
souche sauvage S. ambofaciells DSM40697 aux trois points de la courbe de croissance. Tpcr
indique les témoins négatifs (-) et positifs (+) de PCR. Les témoins A, B et C ainsi que l'essai sont
décrits dans le Matériel et Méthodes. Les flèches indiquent les bandes correspondant aux amplifiats
spécifiques des loci recA (330 pb, amorces AI/A2) et has (470 pb, amorces AIB). Les autres bandes
visibles dans les témoins B correspondent à des amplifications aspécifiques vraisemblablement dues à
l'excès de matrice d'ADN dans l'échantillon d'ARN.
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B-III.1 03 Analyse qualitative de la transcription des gènes iJm: la RT-PCR

Dans un second temps, la divergence des séquences nucléotidiques caractérisée en amont (région

5') des ORF has a été mise à profit pour déceler l'expression spécifique de chacune des deux

copies hasR et hasL. L'amorce choisie en amont du codon d'initiation de la traduction, à

l'extérieur de la zone d'homologie, sera spécifique de la séquence à amplifier: il s'agit de Ri pour

hasR et L1 pour hasL (Figure R-36). L'amorce B, utilisée en couple avec L1 et Ri, appartient à la

région identique à 100% en nucléotides. Ainsi, l'utilisation du couple d'amorces Ri /B permettra

de distinguer la copie hasR de la copie hasL, spécifiquement amplifiée avec le couple d'amorces

Ll/B en peRo

A.

bOIR
halL

B.

hasL hasR
Start

5' !

Ri A 13
5'IOP
. ;)3'

Figure R-36 : Choix des amorces spécifiques des loci hasR et hasL.
A. : Alignement des séquences des régions 5' des loci hasR et hasL.
B. Localisation des amorces de PCR aux loci hasL et hasR.
Start : codon d'initiation de la traduction, souligné d'un trait double. Stop : codon d'arrêt de la
traduction. RES (GGAGG) : Ribosome Binding Site, souligné d'un trait simple. Les nucléotides dans
les boîtes grisées sont communs aux deux séquences. Les rectangles bleus correspondent aux régions à
100% identiques entre les deux loci has. Les amorces utilisées en PCR et leur orientation (5' vers 3')
sont indiquées par des flèches.

Une électrophorèse en gel d'agarose des amplifiats permet de vérifier l'amplification spécifique de

chacune des 2 copies. La taille des produits est respectivement de 567 pb et 558 pb pour hasR et

hasL (Figure R-37).

Figure R-37 : Discrimination des amplifiats
spécifiques des loci hasL et hasR par l'utilisation
des couples d'amorces spécifiques (U/B et RI/B).
Les conditions de migration sont indiquées dans le
matériel et méthodes. Seules les tailles des bandes du
marqueur de taille (lPst!) encadrant les amplifiats sont
indiquées
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B-III.1 03 Analyse qualitative de la transcription des gènes bas: la RT-PCR

Ces expériences ont permis de conclure à la transcription des deux gènes basR et basL dans les

trois phases de croissance (Figure R-38).

Phase exponentielle Phase de transition Phase stationnaire

LIIB

RIIB

Figure R-38 : Mise en évidence de la transcription des gènes hasL et hasR par RT-PCR chez
la souche sauvage S. ambofadens DSM40697 aux trois points de la courbe de croissance. Les
flèches indiquent les bandes correspondant aux amplifiats spécifiques des loci hasL (558 pb, couple
d'amorces Lf / B) et hasR (567 pb, couple d'amorces Rf / B). Le reste du symbolisme est identique à
celui de la Figure R-35.

B-III.L~ '= EXPRESSION DES
DES CHIJM:J~RES HAS8$$ ET
CROISSANCE:

GENES HASR ET HASIL ET
HAS1i$ AU COURS DE: LA

De même que pour la souche sauvage, la détermination des différents temps de culture,

correspondant aux 3 phases de croissance étudiées, a été effectuée par la réalisation de courbes de

croissance des souches mutantes NSAH135 et NSA855 (voir Matériel et Méthodes). Les temps

définis sont les mêmes que pour la souche sauvage, les courbes étant comparables, à savoir 9 h,

16 h et 24 h respectivement pour les points en phases de croissance exponentielle, de transition et

stationnaire.

Les ARN totaux ont été extraits aux trois temps prédéfinis de la courbe de crOlssance des

souches mutantes S. ambofaciem NSAH135 et NSA855 et ont subi les étapes de la transcription

inverse puis de PCR

Une amplification a tout d'abord été observée à l'aide du couple d'amorces A/B, ne distinguant

pas les copies sauvages des chimères, pour les deux souches mutantes et dans les 3 phases de

croissance révélant la transcription d'au moins une des deux copies bas, sauvage et/ou chimérique

(exemple des résultats obtenus chez la souche NSAH135 en Figure R-39).

C13 REJULT4 TI' _ 2'm. pm/le ltJ169

C!Japitre 13-IlI : / llia/)'Je /ïtii/Jll"ipt/fiili/ti/e de !'eo'-IJrtJJlrJII deJ ,~èlieJ has



B-III.1 03 Analyse qualitative de la transcription des gènes hm: la R'T-peR

Phase exponentielle Phase de transition Phase stationnaire

..... 470

..... 330has (A/B)
recA (AI/A2)

Figure R-39 : Mise en évidence de la transcription des gènes recA et has par RT-PCR chez la
souche mutante S. ambofaciens NSAH135 aux trois points de la courbe de croissance. Les
flèches indiquent les bandes correspondant aux amplifiats spécifiques des loci recA (330 pb, amorces
AliA2) et has (470 pb, amorces AIB). Le reste du symbolisme est identique à celui de la Figure R-35.

Les événements de recombinaison homologue, à l'origine des réarrangements chromosomiques

chez les souches S. ambrfaciens NSAH135 et NSA855, entraînent la formation de copies

chimériques des gènes has (Figure R-25). Pour NSAH135, la chimère possède la région 5' du gène

hasL. Ainsi, l'expression de hasL et de has135 ne peut être distinguée avec les couples d'amorces

R1/B et Ll/B. La situation réciproque est générée pour NSA855. Cependant, les loci sauvage et

chimérique divergent dans les régions 3' et notamment en aval du codon stop de traduction

(Figures R-40), ce qui a permis de choisir des amorces spécifiques : il s'agit de R2 pour hasR et

has135 et L2 pour hasL et has855. Ces amorces seront utilisées en couple avec l'amorce D, choisie

dans la région identique à 100% en nucléotides entre les différentes copies has et servant donc à

l'amplification des copies sauvage et chimérique indistinctement.
A.

/)(1sL / h(/1855

baJ1J5 / hOiR

1.2

R2

Sun Stop Slart Stop

B. hasL
! 1 >3' has135 5 . ! ! >1'-.. - BD - Û --- -L1 A L2 A B D R2

SUrt Stop SUrI Stop

has855 5'
!

!! ~.1· hasR 5 • !

Bi 1 >3'
Rt BD - Rt A -A L2 R2

Figure R-40 : Choix des amorces spécifiques des loci hasL et has135 chez la souche mutante
NSAH135 et hasR et has855 chez la souche mutante NSA855.
A. : Alignement des séquences des régions 3' des loci hasL ou has855 et hasR ou has135.
B. Localisation des amorces de PCR aux loci hasL) has135) has855 et hasR.
Start : codon d'initiation de la traduction. Stop : codon d'arrêt de la traduction, souligné d'un trait
simple. Le reste du symbolisme est identique à celui de la Figure R-36.
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B-IlI.1 03 Analyse qualitative de la transcription des gènes bas: la RT-PCR

Ainsi, chez la souche mutante NSAH135, deux réactions de peR successives ont été réalisées:

une première réaction utilisant le couple d'amorces D IL2 permettant d'amplifier spécifiquement

le locus sauvage hasL et une seconde utilisant les amorces D IR2 permettant d'amplifier

spécifiquement le locus chimérique has135.

Dans les deux expériences et dans les 3 phases de croissance, une amplification a été observée

révélant la transcription du gène hasL et de la copie chimérique has135 tout au long de la

croissance de la souche mutante NSAH135 (Figure R-41).

hasL
(DIL2)

Phase exponentielle

~ 0;Y
À,-+ABC'lf

Phase de transition Phase stationnaire

has135
(DIR2)

~
À, - +

~
À, - +

~

4ABC

Figure R-41 : Mise en évidence de la transcription des gènes hasL et has135par RT-PCR chez
la souche mutante S. ambofaciens NSAH135 aux trois points de la courbe de croissance. Les
flèches indiquent les bandes correspondant aux amplifiats spécifiques des loci hasL (390 pb, couple
d'amorces D/L2) et has135 (320 pb, couple d'amorces D/R2). Le reste du symbolisme est identique à
celui de la Figure R-35.

Des résultats analogues ont été obtenus pour la souche mutante NSA855, signifiant donc que la

copie sauvage hasR de même que la copie chimérique has855 s'expriment en phase exponentielle,

en phase de transition et en phase stationnaire de croissance chez cette souche (Figure R-42).
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B-III.l 03 Analyse qualitative de la transcription des gènes bas: la RT-PCR

has855
(DIU)

hasR
(DIR2)

Phase exponentielle Phase de transition

Tncr ~

",-=-=tABC 4

Phase stationnaire

Figure R-42 : Mise en évidence de la transcription des gènes hasR et has855 par RT-PCR
chez la souche mutante S. amboiaciens NSA855 aux trois points de la courbe de croissance.
Les flèches indiquent les bandes correspondant aux amplifiats spécifiques des loci has855 (390 pb,
couple d'amorces D/L2) et hasR (320 pb, couple d'amorces D/R2). Le reste du symbolisme est
identique à celui de la Figure R-35.
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B-UI.2 ('ij Identification des transcrits has ct arHlyse de L1 régulation de leur expression

B...III~ œ IDENTIFICATION DES TRANSCRITS -U4SET ANALYSE DE
LA REGULATION DE LEUR EXPRESSION

Afin d'identifier les sites d'initiation de la transcription des gènes has (sites +1), des expériences

d'extension d'amorce et de cartographie à la nucléase Sl ont été mises en oeuvre. Ces expériences

ont tout d'abord été réalisées sur des ARN extraits à partir de cultures en phase stationnaire de

croissance, puis la régulation de chaque transcrit a été analysée par ces mêmes approches à partir

d'ARN extraits dans différentes phases de croissance ou suite à divers traitements.

:B-nr..2~1 -LD'EN'rI-FICA'TION DES SI'T:ttS D"INITIA'TION
DE :LA 'TltANSCRIP'TION E'T DES PROMO'TEURS DES
GBNESlFlAS

B-HL2.L1, ~ IDENTU'KeATION DES +1 DES GENES liAS PAR UNE

APPROCHE D'EXTENSION D'AMORCES

Afin de ne présumer d'aucune localisation des promoteurs putatifs des gènes has, les

oligonucléotides servant d'amorces à la reverse transcriptase devaient être choisis à l'intérieur des

phases codantes des gènes has. La région d'homologie entre les deux gènes has débutant quelques

nucléotides avant le codon d'initiation des ORF, les oligonucléotides choisis étaient communs

aux deux séquences hasR et hasL et ne permettaient donc pas de distinguer les arrêts de la

transcriptase inverse dus à un site d'initiation de la transcription de hasR plutôt que de hasL et

inversement.

Cependant les souches mutantes transloquées NSAH135 et NSA855 nous ont servi d'outils dans

cette analyse. En effet, les régions promotrices des gènes has étant homogénéisées suite au

réarrangement présent chez ces souches, les sites d'initiation de la transcription d'un seul type de

région promotrice ne peuvent être détectés à partir d'ARN de ces souches (Figure R-43 A.).

L'analyse des résultats des expériences d'extension d'amorce réalisées sur des ARN de la souche

sauvage parallèlement à ceux obtenus sur des ARN de chacune de ces deux souches mutantes ont

alors permis d'attribuer chaque arrêt à l'un ou l'autre des deux gènes has.

La Figure R-43 B présente une partie des résultats d'extension d'amorce obtenus à l'aide de

l'oligonucléotide E, localisé à l'intérieur de la phase codante des gènes has, 49 pb en aval du

codon d'initiation de la traduction.
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I3-III.2 03 Identification des transcrits has et analyse de la régulation de leur expression

A. NSAH135 NSA855

Start Start

+1 t +1 t
WT 5 ' rt 5' rtbasL • Jws;R ~"";1~.if1,l)~t:'~~~~~,-:,1I

;-* ;-*

Start Start

+1 t +1 t
bas135 5 ' rt • lws855 ;' l:

r:!k'a~1i~~~II

;-* ;-*

B. GAT C..
'ik'

".

Figure R-43 : Identification des sites d'initiation de la transcription des gènes has par une
approche d'extension d'amorces: exemple du transcrit initié au site hasRpl.
A. Illustration de l'homogénéisation des régions promotrices des gènes has chez les mutants
NSAH135 et NSA855.
B. Résultat d'une expérience d'extension d'amorce, à l'aide de l'oligonucléotide E, sur des ARN des
souches sauvages et mutantes NSAH135 et NSA855, extraits en phase stationnaire de croissance.

L'arrêt de la transcriptase Inverse détecté sur des ARN de la souche sauvage est également

retrouvé lorsque des ARN de la souche mutante NSA855, présentant des régions promotrices de

type hasR, sont analysés mais n'existe pas dans le cas de la souche mutante NSAH135 où les deux

copies has présentent des régions 5' de type hasL.

Ainsi, cette expérience permet d'identifier un site d'initiation de la transcription du gène hasR,

localisé à 53 pb du codon start (hasRpl).

D'autres migrations de ces mêmes réactions d'extension d'amorces ainsi que de réactions réalisées

à l'aide d'autres oligonucléotides plus internes nous ont permis de détecter plusieurs autres arrêts

de la transcriptase inverse.
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B-III.203 Identification des transcrits bas et analyse de la régulation de leur expression

Le détail de la détermination des sites d'initiation de la transcription des gènes has et de l'analyse

des séquences promotrices putatives ne sera présenté que dans le paragraphe relatant les résultats

de cartographie à la nucléase Sl (paragraphe ci-après), sachant que ces sites +1 ont été retenus

comme valides lorsqu'ils étaient retrouvés à l'aide d'au moins deux oligonucléotides différents

lors des expériences d'extension d'amorces et confirmés par les expériences de cartographie à la

nucléase S1.

B-HL2,L2 -][pENTKHCATKON DES SITES +1 DES GENES RAS PARUNE

APP]fl..OCHE JDE CARTOGRAPHIE A LA, NUCLEASE 51 ET ANALYSE QE§

SEOUENCES PROMDTRICES

Lors des expenences de cartographie à la nucléase S1, les différentes sondes utilisées ont été

réalisées par PCR (voir Matériel et Méthodes).

B-III.2.1.2.1- Les transcrits du gène hasR

B-III. 2. 1.2. 1. 1 - Le transcrit intitié au site has~p 1 et son }romoteur de fY.pe aB

Pour le gène hasR, la première sonde, appelée PR1, correspond à une région de 414 pb

chevauchant la région intergénique entre les gènes hasR et prsR. Cette sonde a été fabriquée par

PCR à l'aide de l'oligonucléotide R5 localisé à l'intérieur du gène prsR et 364 pb en amont du

codon d'initiation de la traduction du gène hasR, et de l'oligonucléotide E précédemment décrit

(Figure R-44).

arsR prsR h;;s1?

:;
R5

(414 pb) 4*
E

Figure R-44 : Représentation schématique de la localisation de la sonde P R1 sur le locus hasR.
Le carré noir symbolise le site de fixation du ribosome (RBS). Les petites flèches noires représentent
les oligonucléotides utilisés lors de la réaction de peR donnant naissance à la sonde PR1. L'astérisque
indique le marquage radioactif de la sonde, dû au marquage de l'oligonucléotide E.

Des expériences de cartographie à la nucléase Sl réalisées sur des ARN de la souche sauvage à

l'aide de cette sonde PR1 donnent naissance à deux fragments protégés: un fragment de grande

taille compatible avec une protection de la sonde et un fragment de 102 nucléotides (non

montré).

œ RESUI"TAn - 2",/, pcJ.I1/e [;ù175

C/wpiln' 13-111: /lllal)'.!'" tml!Jcripl/oi/mlle de /'e.\pIYfJÙm deJ,~h!l'J has



B-III.2 03 Identification des transcrits !Jas et analyse de la régulation de leur expression

Le fragment de 102 nucléotides est le résultat de l'hybridation d'un transcrit initié 53 pb en amont

du codon d'initiation de la traduction du gène hasR sur la sonde PR1 (puisque l'oligonucléotide E

est localisé 49 pb en aval de ce même codon: 102-49=53). Ce premier site d'initiation de la

transcription du gène hasR, également détecté par les expériences d'extension d'amorces (voir

paragraphe B-lIL2.1.1) a été nommé hasRp1.

De la même façon que pour les expériences d'extension d'amorces, ce départ de transcription

spécifique du gène hasR est détecté chez la souche NSA855 (homogénéisée pour des régions

promotrices de type hasR) alors qu'il ne l'est pas chez la souche NSAH135 (homogénéisée pour

des régions promotrices de type hasL, Figure R-45).

GATC

G
C
c.

}~
G·
A
G

Figure R-45 : Identification des sites d'initiation de la transcription des gènes has par une
approche de cartographie à la nucléase Si : exemple du transcrit initié au site hasRp1.
Le fùm montré présente le résultat d'une expérience de protection à la nucléase S1 réalisée sur des
ARN des souches sauvages et mutantes NSAH135 et NSA855, extraits en phase stationnaire de
crolssance.

L'analyse des séquences promotrices putatives en amont de ce site d'initiation de la transcription

hasRpl a ensuite été entreprise. Une séquence similaire au consensus des promoteurs reconnus

par le facteur de réponse au stress général aB de B. subtilis a ainsi pu être identifiée, dont le motif

-10 est localisé à 11 pb du site +1 et l'espacement entre les deux motifs -10 et -35 est de 13 pb

(Figure R-46 A.). Un promoteur du même type a été identifié en amont du gène szgB, homologue

du gène hasR, chez S. coelicolor (Cho et al., 2001).

Un alignement de ce promoteur putatif avec le consensus défini chez B. subtilis est présenté en

Figure R-46 B.
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B-III.203 Identification des transcrits has et analyse de la régulation de leur expression

~
b}GCATGApGGTCTTGAGCC~GCGCAGTCTCGTCGGCCGATGAGGCCGGCCGTGACGGGGGCCGATCGACTGGGAGGGAACATC,\

.........,
........~

..................
........

. ..
.........

arsR prsR
Ihas-?p

-----:r~·~.~==-~>_=~~===_==·====~:=>--....l......L.!~~f,%·r{g;l;i;·~~i~21!;i~~'~~Ji\!Rl{~I!~~~;;

$
R5

(414 pb) 't*
E

••••
102 nt

B. -35 -10 +1

consensus anGnnTnn -N12 /14- GGGtA

Pete AGGTTTAA -N 14 - GGGTA -N
ll

- A

sigBpl AGGTGTGC -N 13 - GGGTA -N 7 - G

hasRpl ATGCATGA -N ,3 - GGGTA -Nll - G

Figure R-46 : Caractérisation du transcrit initié au site hasRpl et de son promoteur de type
Q'B.

A. Représentation schématique des caractéristiques du transcrit initié au site hasRp1. Le trait en
pointillés indique le fragment protégé détecté par les expériences de cartographie à la nucléase S1. La
séquence promotrice du gène hasR est indiquée. La flèche symbolise le site d'initiation de la
transcription hasRp1 et les rectangles noirs encadrent les séquences -35 et -10 du promoteur. Les
nucléotides indiqués en rouge correspondent à la séquence codante du gène hasR Le rectangle
hachuré symbolise le début de la séquence homologue entre les gènes has.
B. Alignement de différents promoteurs similaires à celui identifié en amont de hasRp1.

B-III.2.1.2.1.2 - Le transcrit initié au site hasJ\p2 et son"promoteur de tJ.pe aB

Le fragment de grande taille obtenu lors de cette même expérience de cartographie à la nucléase

Sl à l'aide de la sonde PR1 résulterait de la protection de la totalité de la sonde par un ARN

probablement polycistronique (non montré). Compte tenu du fait que les gènes arsR et prsR sont

chevauchants, le site +1 correspondant à ce transcrit a été recherché en amont du gène arsR.

Ainsi, la sonde PR2 a été fabriquée par PCR à l'aide du couple d'oligonucléotides arsR1 / arsR2

localisés à 327 et 43 pb respectivement en amont et en aval du codon d'initiation de la traduction

du gène arsR (Figure R-47).

arsR

,'".
-------:L__.~,._~ '_0._._0. ~)~_

:; (371 pb) #*
arsRl arsR2

prsR

Figure R-47 : Représentation schématique de la localisation de la sonde PR2 sur le locus hasR.
Le symbolisme utilisé est identique à celui de la Figure R-44.
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B-III.203 Identification des transcrits has ct analyse de la régulation de leur expression

Cette sonde génère un fragment protégé unique de 157 nucléotides démontrant la présence d'un

site d'initiation de la transcription, nommé hasRp2, localisé 114 pb en amont du codon

d'initiation de la traduction du gène arsR (non montré, voir paragraphe B-III.2.2).

En amont de ce site d'initiation de la transcription, une séquence similaire au consensus des

promoteurs reconnus par le facteur de réponse au stress général (JB de B. subtilis a également pu

être identifiée (Figure R-48 A.), mais il est important de noter la moindre conservation de la boîte

-10 (4 nucléotides sur 5 conservés) et l'espacement entre les deux motifs -10 et -35 légèrement

atypique (une base plus court que le consensus, voir l'alignement en Figure R-48 B.).

A. ~
~~CGTAê1GACGCCCGGTC~CTGCCTGGCCG ... ~.~.:.>

....~....~
........~

...............
~~ .

.çasRp2 arsR prsR

-----'-'.L...c+--{[:=.:-~.=J;;======~===~=,··>......---....Il~a~J1l~î\;'îi~!lIji:$*
PR2

:; (371 pb) **
arsRI arsR2

••• 1

157 nt

B. -35 -10 +1

consensus anGnnTnn -N12 /14- GGGtA

Pete AGGTTTAA -N, ,- GGGTA -Nll - A

hasRp2 GGGCGTAC -N ,2 - CGGTA -N,o- C

Figure R-48 : Caractérisation du transcrit initié au site hasRp2 et de son promoteur de type
aB.

A. Représentation schématique des caractéristiques du transcrit initié au site hasRp2. Les nucléotides
indiqués en rouge correspondent à la séquence codante du gène anR Le reste du symbolisme est
identique à celui de la Figure R-46.
B. Alignement de différents promoteurs similaires à celui identifié en amont de hasRp2.

B-III.2.1.2.1.3 - Les.promoteurs,putattIs du gène hasR reconnus.par WhiG

L'analyse des séquences promotrices putatives dans la région 5' du gène hasR a également révélé

la présence de deux promoteurs putatifs reconnus par le facteur (J WhiG, localisés cependant en

aval des sites d'initiation de la transcription détectés (Figure R-49 A. et alignement en Figure R-49

B.)
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B-III.2 03 Identification des transcrits has et analyse de la régulation de leur expression

..~ .

.............................

.........................
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(414 pb)

.....................~
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:;
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prsR

~
AI.GCATGAGGGTCTIGAGCCGGGGTAAOCGCAGTCTCGTCGGCCGATGAGGCCGGCCGTGACGGGGGCCGATCGACTGGGAGGGAACATC \il. ;~:-.' (.. ~.:..~::

...........~
...............

............
.....~

.......,
.........

arsR

A.

:;
R5

(451 pb)

B. -35 -10

consensus TAAA -N 14 / 16 - GCCGATAA/T

PwhiH TCAA -N'6- GCCGACAA

PwhiI TAAA -N'6- GCCGAAGA

PTH4 TGGA -N'6- GCCGAACT

PTH270 TACG -N,s- CCCGATGA

hasRpWlùGl TAAG -N13 - GCCGATGA

hasRpWhiG2 TGAG -N1S - GCCGATCG

Figure R-49 : Les promoteurs putatifs reconnus par le facteur cr WhiG en amont du gène
hasR.
A. Représentation schématique de la localisation des sondes PRl et PR3 sur le locus hasR .Les boîtes 

35 et -10 des promoteurs de type cr WhiG sont soulignées. Le reste du symbolisme utilisé est identique
à celui des Figures R-44 et R-46.

B. Alignement de différents promoteurs, putatifs ou non, de type cr WhiG.

Afin de confirmer que ces promoteurs, ne donnant pas naissance à un transcrit détectable à l'aide

la sonde PR1, n'étaient effectivement pas fonctionnels, une sonde, nommée PR3, a alors été

fabriquée par PCR à l'aide du même oligonucléotide R5 en 5' et d'un oligonucléotide en 3' appelé

G, localisé plus à l'intérieur du gène hasR (96 pb en aval du codon start, contrairement aux 49 pb

pour l'oligonucléotide E, Figure R-49 A.). Ainsi, cette sonde générerait des fragments protégés de

93 et 118 pb, détectables lors de nos expériences, si un transcrit était initié via ces promoteurs de
type ()\XlhiG.

Le seul fragment observé lors d'expériences de cartographie à la nucléase Sl utilisant cette sonde

PR3 sur des ARN extraits en différentes phases de croissance en milieu HT liquide ou solide

correspond au transcrit initié au site hasRpl (non montré). Cependant, nous ne pouvons pas

affirmer que ces promoteurs ne soient pas actifs dans d'autres conditions que celles que nous

avons testées.

De façon intéressante, l'analyse de la séquence en amont du promoteur s~Bp1 du gène JzgB chez

S. coelicolor a révélé la conservation d'un des deux promoteurs putatifs reconnus par le facteur ()

\\!hiG. De plus, le chevauchement entre ce promoteur putatif et le promoteur s~Bp1 est

également retrouvé (Figure R-50).
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B-III.203 Identification des transcrits has et analyse de la régulation de leur expression

S. ahasR ~~~1PGGTCTTGAGCCGW§~~jAGCGCAGTCTC~TCGGCCGATGAGGCCGGCCGTGACGGGGGCCGATCGACTGGGAGGGAACATC

S. csigB ~~~§bGTGCTTGACCCG~~GGCGATC~GTCGTCGGCCGACAAGGTGACAACGACGACCGATCCACCGGGAGGGCACATC

Figure R-SO : Alignement des régions promotrices des gènes hasR de S. amhofaciens et sigE
de S. coelicoJor
Les boîtes violettes encadrent les séquences -35 et -10 des promoteurs hasRpl et szgBp1. L'astérisque
symbolise le site d'initiation de la transcription associé à ces promoteurs. Les promoteurs putatifs

reconnus par le facteur cr WhiG sont soulignés. Le RBS est indiqué en gras (GGAGG). Les
nucléotides indiqués en rouge correspondent à la séquence codante des deux gènes.

B-III.2.1.2.2 - Les transcrits du gène hasL

Pour le gène hasL, l'unique sonde utilisée de 446 pb, appelée PL' correspond à la région en amont

du gène hasL. Cette sonde a été fabriquée par PCR à l'aide de l'oligonucléotide L5 localisé 396 pb

en amont du codon d'initiation de la traduction du gène hasL, et de l'oligonucléotide E

précédemment décrit (Figure R-51).

orfe
/l--------,

0;
L5

(446 pb) 40*
E

hasL

Figure R-Sl : Représentation schématique de la localisation de la sonde PL sur le locus hasL.
Le carré noir symbolise le site de fixation du ribosome (RES). Les petites flèches noires représentent
les oligonucléotides utilisés lors de la réaction de peR donnant naissance à la sonde PL. L'astérisque
indique le marquage radioactif de la sonde, dû au marquage de l'oligonucléotide E.

Les expériences de cartographie à la nucléase S1 réalisées sur des ARN de la souche sauvage à

l'aide de cette sonde PL donnent naissance à deux fragments protégés de 92 et 136 nucléotides

(non montré, voir paragraphe B-III.2.2).

Ces deux fragments protégés démontrent l'existence de deux transcrits du gène hasL (Figure R

52) :
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B-III.203 Identification des transcrits !Jas et analyse de la régulation de leur expression

!i---- --- ~ ~
1.:.~A~GCCGGGTGGCGCGGccf"~~~GrrCTCCGCACGGcefITGCATA4\ccCCGAGGCC~GGCCGAGTCGCTGCTGACGAGCAGGCAGrrCGAACAGGGAGGGCCCATC;\TG(~:.:~.~:::

?OJ.48

CF:DEX

.........................

•·•·•·•..l ..

~asLp21
II/je !~~tl hasL

-----_~}-__---'11~:..lIfiUl ; IF'
"'r---.J
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••• 1
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•••••
136 nt

Figure R-52 : Caractérisation des transcrits initiés aux sites hasLpl et hasLp2.
Les traits en pointillés indiquent les fragments protégés détectés par les expériences de cartographie à
la nucléase 51. La séquence promotrice du gène hasL est indiquée. Les flèches symbolise les site
d'initiation de la transcription hasLp1 et hasLp2 et les rectangles noirs (traits pleins et traits pointillés
respectivement) encadrent les séquences -35 et -10 des promoteurs. Les nucléotides indiqués en bleu
correspondent à la séquence codante du gène hasL.

B-III.2. 1.2.2. 1 - Le transcrit initié au site hasL.Pl et son.promoteur de type aB

Le fragment de 92 nucléotides correspond à un transcrit initié au site hasLp1, localisé 43 pb en

amont du codon d'initiation de la traduction du gène hasL.

L'analyse des séquences promotrices putatives en amont de ce site d'initiation de la transcription

a ensuite également été entreprise. Comme pour hasRp1, une séquence similaire au consensus des

promoteurs reconnus par le facteur de réponse au stress général aB de B. subti!ù a pu être

identifiée en amont de hasLp1 (Figure R-53 A. et alignement en Figure R-53 B.).

A. ~
TGGAGGCGCCGGGTGGCGCGGCGTATGAAAAAGJTCTCCGCACGGCefITGCATAC!\CCCCGAGGCCCGapGGTAtTGGCCGAGTCGCTGCTGACGAGCAGGCAGTTCGAACAG GGAGGGCCCATC.\TC:~.:~~.::,

..---_...--_ .
. ...._---..-- - ~ ~

ol'fC

---~~

0;
L5

(446 pb)

r-'-'
!

hal Th l J l

r:,;~------

+*
E....

92 nt

B. -35 -10 +1

consensus anGnnTnn -N12I1q - GGGtA

Pete AGGTTTAA -N 1<1- GGGTA -N'l- A

hasRpl ATGCATGA -N
13

- GGGTA -N
11

- G

hasLpl TTGCATAC -N 13 - GGGTA -N g- T

Figure R-53 : Caractérisation du transcrit initié au site hasLpl et de son promoteur de type aB.
A. Représentation schématique des caractéristiques du transcrit initié au site hasLp1. Le symbolisme
est identique à celui de la Figure R-52.
B. Alignement de différents promoteurs similaires à celui identifié en amont de basLp1.

[)j_"I·l"!]' d'rI' ,181c:;g \..:. j "/1 ,- 2"" pmi/( &J

Chapiln' H-11! .' Alla/l'.ie fl'tli/J(Jïptioill!ellc de /'e.,-pl'cJJioli d,..i has



B-III,2 C?3 Identification des transcrits has et analyse de la régulation de leur expression

B-III.2.1.2.2.2 - Le transcn't initié au site hasL.P2 elson_promoteur de fXpe aHrdB

Le fragment protégé de 136 nucléotides, révélé à l'aide de la sonde PL> démontre l'existence d'un

second site d'initiation de la transcription du gène hasL, hasLp2, localisé 87 pb en amont du

codon d'initiation de la traduction (Figure R-54 A.).

En amont du site hasLp2, une séquence homologue aux promoteurs reconnus par le facteur a
général chez S. coelicolor, a HrdB

, a pu être identifiée (alignement en Figure R-54 B.).

A. r-
frGGAGctGCCGGGTGGCGCGGCqTATGAdAAAGTICTCCGCACGGCCITGCATACACCCCGAGGCCCGG(JGGTATrGGCCGAGTCGCTGCTGACGAGCAGGCAGTTCGAACAG GGACG GCCCATC .\TG~~~~..

_____-<~J----..lJtr:.-I2.lili lIilIl.hllalllsL••IIli~ _

B.

0;
L5

-35

(446 pb) **E.....
136 nt

-10 +1

consensus

hasLp2

TTGACR -N ,5l,S - TAgRRT

TGGAGG -N 17 - TATGAA -N,- C

Figure R-56 : Caractérisation du transcrit initié au site hasIf?2 et de son promoteur de type

crHrdB •

A. Représentation schématique des caractéristiques du transcrit initié au site hasI-{J2. Le symbolisme
est identique à celui de la Figure R-52.

B. Alignement du consensus des promoteurs de type crHrdB avec le promoteur identifié en amont de
hasLp2.
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B-III.203 Identification des transcrits !Jas et analyse de la régulation de leur expression

B-IIL~ .. a REGULATION DE L~EXPRESSION

TRANSCRI'TS NAS AU COURS DE LA CROISSANCE
DES

B-HL2,2,J - KDENl'H'][CAT][ON DELA REGULA,T][ON DE LA

TRANSCJlUlP'lTQN DES GENES RAS AU COURS DE LAÇJltO][SSANCElP'AR

CARTOGRAlP'H][E A LA NUCLEASE §]

L'expression de chaque transcrit has a ensuite été analysée au cours de la croissance en milieu HT

liquide.

Des ARN extraits à partir de culture en phase exponentielle (après 9 heures de culture), de

transition (après 16 heures de culture) et stationnaire (après 24 heures de culture) de croissance

ont ainsi été analysés par des expériences de cartographie à la nucléase S1 à l'aide des mêmes

sondes que précédemment.

En ce qui concerne le gène hasR, il est apparu que les deux transcrits initiés aux sites hasRp1 et

hasRp2 présentaient un profll d'expression différent au cours de la croissance (Figure R-SS) avec:

o une induction de la transcription à partir du site hasRp1 au cours de la croissance;

o et une expression constante du transcrit initié au site hasRp2.

h;JS'Rp2 ,
---------LC---'---"-krsR':r

jwsRp2

Figure R-55 : Régulation des transcrits du gène hasR au cours de la croissance.
Cette figure présente les résultats des expériences de cartographie à la nucléase SI réalisées à l'aide des
sondes PR2 et PRI sur des ARN extraits dans les trois phases de croissance (E, exponentielle; T,
transition; S, stationnaire) d'une culture en milieu HT liquide.

De la même manière, ces expériences ont permis de montrer pour le gène hasL que l'expression

du transcrit initié au site hasLp1 était induite au cours de la croissance alors que celle du transcrit

initié au site hasLp2 était relativement constante (Figure R-S6).
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B-III.203 Identification des transcrits has et analyse de la régulation de leur expression

Il est cependant important de noter que l'exposition des films autoradiographiques a été plus

longue dans le cas des expériences réalisées avec la sonde PL qu'avec la sonde PR1, suggérant que

le gène hasR serait transcrit à un niveau plus élevé que le gène hasL

hasLp2

------~(;=J~-----Cr::!...------I.IlIII.I'!I...~-----

hasLp2

Sonde PL Sonde PL

Figure R-56 : Régulation des transcrits du gène hasL au cours de la croissance.
Cette figure présente les résultats des expériences de cartographie à la nucléase 51 réalisées à l'aide de
la sonde PL sur des ARN extraits dans les trois phases de croissance (E, exponentielle; T, transition;
5, stationnaire) d'une culture en milieu HT liquide.

B-IIL2,2,2 - QUANTKfKCATKQN DES NKVEAUXJ[)L'K_NDUCTKON DE LA

TRANSCllUlP'Tll_ON DES GENES HA.§' AU COURS DE LA tCROKSSANCE PAR

JPCR QUANT][TAT][VE

Afin de confirmer ces résultats et dans le but de quantifier le niveau d'expression de chaque

transcrit, une approche de PCR quantitative en temps réel sur des ADNc produits par reverse

transcription des mêmes ARN extraits au cours des différentes phases de croissance a été

développée (voir Matériel et Méthodes).

B-III.2.2.2.1 - Principes

B-III.2.2.2.1.1 - Princ{pe de la quant~fication de chaque transcrit has

Les couples utilisés dans ces expériences de PCR quantitative sont nommés (Figure R-57) :
o Rqu1/Rqu2 spécifique des transcrits initiés à hasRp1 et hasRp2
o Rqu3/Rqu4 spécifique du transcrit initié à hasRp2
o Lqu1/Lqu2 spécifique des transcrits initiés à hasLp1 et hasLp2
o Lqu3/Lqu2 spécifique du transcrit initié à hasLp2
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B-III.203 Identification des transcrits has et analyse de la régulation de leur expression

hasLp2

------/~)-:--~~~l~~....~••••~-----
~ f"'l .... N

S $$

Figure R-S7: Localisation des différentes amorces utilisées dans les réactions de RT-PCR
quantitative par rapport aux sites d'initiation de la transcription des gènes has.

L'expression des transcrits initiés spécifiquement au niveau des promoteurs hasRp1 et hasLp1 a

été quantifiée par différence entre le niveau global d'expression du gène has considéré (obtenu à

l'aide du couple d'amorce Rqu1/Rqu2 pour hasR et Lqu1/Lqu2 pour hasL) soustrait du niveau

d'expression spécifique du transcrit hasRp2 et hasLp2 respectivement (obtenu à l'aide du couple

d'amorce Rqu3/Rqu4 pour hasR et Lqu3/Lqu2 pour hasL). Un exemple d'un tel calcul est

présenté en Figure R-58.

!:.J;;Rp!

~4_ +-1
,>. > '~'''''_--'-''_'''~>.'·'>''''''·_W'~~-'-__'''_h'.",,__~;•••~rr~~T~>~~'",v~J

---.. .
fWJEpl + hfl.d{p2

rran$criptioll

Figure R-58 : Principe de la quantification spécifique de chaque transcrit has.
Cette figure présente l'exemple d'un calcul fictif permettant de dédlùre le niveau d'expression du
transcrit hasRp1.

Dans ces expériences, l'homologue chez S. ambofaciens du gène hrdB, codant le facteur (j principal

chez S. coelicolor, a été utilisé comme contrôle interne puisque présente la caractéristique d'être

transcrit à un niveau relativement constant au cours de la croissance.

L'expression de chaque transcrit has a donc été déterminée de façon relative à celle du transcrit

hrdB, en utilisant la phase exponentielle de croissance comme référence.
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B-III.2 03 Identification des transcrits has et analyse de la régulation de leur expression

B-III.2.2.2.1.2 - Traitement mathématique des données

La technologie de PCR quantitative passe par un traitement mathématique des données et permet

ainsi une certaine liberté au niveau de la forme des résultats obtenus (voir Matériel et Méthodes).

Ainsi, deux types de calcul en particulier ont été réalisés:

o Le premier prend en compte le niveau d'expression de chaque transcrit has

indépendamment et ne permet donc pas de comparer les niveaux de transcription des deux gènes

has (Tableau R-8). Dans ce traitement des données, la valeur correspondant au ruveau

d'expression de chaque transcrit en phase exponentielle est arbitrairement fixée à 100.

Exponentielle Transition Stationnaire

has1{J2 100 90 128

has1{Jl 100 390 1100

hasRp2 100 119 229

hasRpl 100 3000 10900

Tableau R-S : Evolution du niveau d'expression de chaque transcrit has.

o Le second type de calcul donne l'abondance relative de chacun des 4 transcrits has

dans chaque phase de croissance (Tableau R-9). Ainsi, la valeur de la transcription globale des

deux gènes has, via leurs deux promoteurs respectifs, est arbitrairement fixée à 100 dans cette

analyse.

Exponentielle Transition Stationnaire

haspL2 0,9 1,3

has1{Jl 9 35 99

hasRp2 2 2,4 4,6

hasRpl 88 2640 9592

Tableau R-9 : Abondance relative de chaque transcrit has.

Cette analyse par PCR quantitative a ainsi permis de confirmer les régulations de chaque transcrit

has au cours de la croissance préalablement montrées par les expériences de cartographie à la

nucléase S1.
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B-III.203 Identification des transcrits bas et analyse de la régulation de leur expression

B-III.2.2.2.2 - Quantification de la transcription du gène hasR

B-III.2.2.2.2. 1 - Evolution de la quantité de chaque transcrit du rène hasR au cours de la

croIssance

En effet, il est apparu, concernant le gène hasR, que la transcription initiée au site hasRp2 était

relativement constante (variation maximale d'un facteur 2), alors que celle initiée au site hasRpl

était induite au cours de la croissance. De plus, cette induction a pu être quantifiée et estimée

d'un facteur 30 lors du passage de la phase exponentielle à la phase de transition. L'induction la

plus remarquable de la transcription du gène hasR est observée en phase stationnaire de

croissance, puisque le niveau d'expression du transcrit initié au site hasRp1est 110 fois plus élevé

qu'en phase exponentielle (Figure R-59 B.).

hasRp2 !l:IsRpl
____...L~____!~~~ir§1l!~)_- -- -- prsl{ _~_--_~-_~:~_ ,----"-r-..,--jj·l~M[~1i~1i~~~i&~mH$,,----

A. E T S GAT C E T S GAT C

B. 10

5

E

hasRp2

T

2,3

s

h:ls'l?p1

120 109
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80

GO

40
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0
E T S

Figure R-59 : Régulation de l'expression du gène hasR au cours de la croissance.
A. Rappels des résultats des expériences de cartographie à la nucléase 51.
B. Quantification des transcrits initiés aux sites hasRp2 et hasRp1 clans les trois phases de croissance
(E, exponentielle; T, transition; 5, stationnaire) par RT-PCR quantitative. Le niveau d'expression cie
chaque transcrit est arbitrairement fLxé à 1 en phase exponentielle de croissance. Il est à noter que les
échelles des cieux graphiques sont différentes.
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B-III.203 Identification des transcrits has et analyse de la régulation de leur expression

B-III.2.2.2.2.2 - Abondance relative des transcrits initiés aux sites has~p1 et has~p2

Enfin, ces données quantitatives révèlent l'abondance relative de chacun des deux transcrits du

gène hasR et montrent, comme le suggéraient les résultats de cartographie à la nucléase 51, une

très faible représentation du transcrit initié au site hasRp2 comparativement à celui initié au site

hasRp1 (avec un niveau de transcription jusqu'à 2085 fois plus élevé en phase stationnaire de

croissance, Tableaux R-8 et R-9 et Figure R-60).
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1000

E T S

1_ !JasRJ2 2 ± 1.4 2.38 ± 0.5 4.58 ± 0.5

illi/usRI'! 88 ± 14.2 2640 ± 38 9592 ± 45.6

Figure R-60 : Abondance relative de chacun des deux transcrits du gène hasR au cours de la
croissance.
Dans cette représentation, le niveau d'expression globale du gène hasR (hasRpl +hasRp2) est
arbitrairement fixé à 100 en phase exponentielle de croissance

B-III.2.2.2.3 - Quantification de la transcription du gène hasL

B-III.2.2.2.3.1 - Evolution de la quantité de chaque transcrit du gène hasL au cours de la
crozssance

De façon similaire, l'analyse de la transcription du gène hasL par peR quantitative a permis de

confirmer que la transcription initiée au site hasLp2 était constante (variation maximale d'un

facteur 1,3), alors que celle initiée au site hasLp1 était induite au cours de la croissance, avec une
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B-III.203 Identification des transcrits bas et analyse de la régulation de leur expression

induction d'un facteur 4 lors du passage de la phase exponentielle à la phase de transition et d'un

facteur 11 lors du passage de la phase exponentielle à la phase stationnaire de croissance (Figure

R-61 B.).
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Figure R-61 : Régulation de l'expression du gène hasL au cours de la croissance.
A. Rappels des résultats des expériences de cartographie à la nucléase 51.
B. Quantification des transcrits initiés aux sites hasLp2 et hasLp1 dans les trois phases de croissance
(E, exponentielle; T, transition; 5, stationnaire) par RT-PCR quantitative. Le niveau d'expression de
chaque transcrit est arbitrairement fixé à 1 en phase exponentielle de croissance. Il est à noter que les
échelles des deux graphiques sont différentes.

B-III.2.2.2.3.2 - Abondance relative des transcrits initiés aux sites hasl:Pl et hasl:P2

Comme pour le gène hasR, la transcription du gène hasL la plus abondante est celle initiée au site

hasLpl (avec un niveau de transcription jusqu'à 76 fois plus élevé en phase stationnaire de

croissance, Tableaux R-8 et R-9 et Figure R-62).
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B-III.2 <:-"3 Identification des transcrits has et analyse de la régulation de leur expression

hasLp2
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1- basLp2 1 ± 0.2 0.9 ± 0.2 1.28 ± 0.3

ID 9 ± 1.6 35.1 ± 3.6 99±14.9

Figure R-62 : Abondance relative de chacun des deux transcrits du gène hasL au cours de la
croissance.
Dans cette représentation, le niveau d'expression globale du gène hasL (hasLpl +hasLp2) est
arbitrairement fIxé à 100 en phase exponentielle de croissance
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B-III.2 03 Identification des transcrits has et analyse de la régulation de leur expression

B-III.2.2.2.4 - Expression relative des gènes hasR et hasL au cours de la croissance

Enfin, cette analyse a également permis de comparer l'expression relative de chaque transcrit et

ainsi de montrer que le gène hasR était largement plus transcrit que le gène hasL, puisque son

niveau d'expression est près de 100 fois plus élevé en phase stationnaire de croissance (Tableaux

R-S et R-9 et Figure R-63).

10000

8000
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2000

o

5

E T 5

.hasLp2 1 ±0.2 0.9 ± 0.2 1.28 ± 0.3

0 9 ± 1.6 35.1 ± 3.6 99 ± 14.9

Ill/J:I.,Rp 2±1.4 2.38 ± 0.5 4.58 ± 0.5

G1h"sRpl 88 ± 14.2 2640 ± 38 9592 ± 45.6

Figure R-63 : Abondance relative de chacun des quatre transcrits des gènes has au cours de la
croissance.
Dans cette représentation, le niveau d'expression globale des gènes has
(hasRpl +hasRp2+hasLp1+hasLp2) est arbitrairement fIxé à 100 en phase exponentielle de croissance
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B-III.3 03 Analyse de l'expression spatio-temporelle des promoteurs has

B..III..3~ANALySE DEL~PRESSIONSPATIQ-TEMPOREU.:E DES
PROMOTEURS HAS

111.3,1 -- UTILISATION DU GENE RAPPORTEUR CanANT
LA RESISTANCE A LA KANAMYCINE

Une première approche fonctionnelle a permis de rechercher et tester l'activité promotrice des

régions 5' des gènes has par leur clonage en amont du gène néo. En effet, la force d'un promoteur

putatif peut être mesurée par le niveau de résistance à la kanamycine conférée à une souche hôte

contenant la construction.

B-HL3o 101 - CLONAGE DJESJP,EGIONS PROMOTRICES DES GENES HASR

ET HASL

Une ligation a été réalisée entre des digestions SacI de l'ADN du plasmide pIJ487 (voir Matériel et

Méthodes) et des ADN des bactériophages MB recombinants p1329 et p1338 contenant les

régions promotrices des gènes hasL et hasR respectivement, sous forme d'inserts SacI (2,35 kb et

2,1 kb ; Figure R-64).

Bras chromosomique gauche Bras chromosomique droit

Figure R-64 : Représentation de la localisation chromosomique des ORF has et des inserts
des phages M13 recombinants p1329 et p1338 contenant les régions amont des ORF has chez
la souche sauvage S. ambofaciensDSM40697.
Les régions amont des ORF sont contenues dans des inserts SarI clonés dans le bactériophage M13
(Fischer et ai., 1998b). La flèche (+ ou +) indique l'orientation transcriptionnelle des ORF. Les
séquences identiques à 100% entre les loci hasR et hasL sont représentées en bleu.
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B-III.3 03 Analyse de l'expression spatio-temporelle des promoteurs has

Ce mélange de ligation a ensuite été utilisé pour transformer des protoplastes de S. lividans ZX7

(dérivée de la souche sauvage S. lividans 1326), qui présente une déficience pour la recombinaison

et pour les systèmes de restriction/modification permettant ainsi le clonage favorable de l'ADN

de Streptomyces (voir Matériel et Méthodes).

Après sélection des transformants sur leur résistance au thiostrepton, une analyse de restriction

par l'endonucléase AseI a permis de distinguer les souches renfermant un plasmide recombinant

de celles contenant le vecteur de clonage non recombiné. En effet, le vecteur pIJ487 possède un

site unique AseI alors que l'insert n'en contient pas. Ainsi, un vecteur non recombiné sera observé

sous forme d'une bande de 6,2 kb, taille du vecteur pIJ487, alors qu'un recombinant sera observé

sous forme d'une bande 8,3 kb ou 8,55 kb s'il contient l'insert de p1338 et pl329 respectivement.

Pour le clonage de la région S' du locus hasR (fragment Sac! de pl338), 22 transformants ont été

repiqués et leur ADN plasmidique extrait. Leur profil de restriction AseI présente une bande

unique de 6,2 kb signifiant que les plasmides ne renferment pas d'insert.

Pour le clonage de la région S' du locus hasL (fragment Sac! de pl329), 19 des 203 transformants

ont été isolés et leur ADN plasmidique analysé. La digestion AseI montre que 2 des 19 plasmides

présentent une bande aux environs de 8,5 kb suggérant qu'ils sont recombinés. En revanche, les

17 autres présentent une bande à 6,2 kb montrant qu'ils ne contiennent pas d'insert. L'analyse de

restriction par Sac! révèle deux bandes distinctes dans le cas des plasmides recombinés: une

bande d'environ 6,2 kb, correspondant à pIJ487 et une bande d'environ 2,3 kb, correspondant à

la taille de l'insert Sac! de pl329. Ces deux plasmides recombinés sont appelés pNSL4 et pNSL9,

et les souches de S. lividans ZX7 les renfermant, S. lividans NSL4 et NSL9 pour Nancy J.treptomyces

fividans. Un exemple de chaque type plasmidique est présenté sur la Figure R-65.

A. Apa! B. Sad
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Figure R-65 : Comigrations électrophorétiques des profils de restriction AseI (A) et Sad (B)
des ADN plasmidiques pIJ487 et pNSL9.
Les conditions de migration sont indiquées dans le matériel et méthodes. Seules les tailles indicatives

des bandes du marqueur de taille (ÀPstI) sont notées.
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B-III.3 03 Analyse de l'expression spatio-temporelle des promoteurs has

B-KH.3.1.2 - CARTOGRAPHIE DE RESTRICTION DU PLASMIDE pNSL9

Avant de tester la présence d'une force promotrice en amont du gène hasL, l'orientation de

l'insert par rapport au gène néo dans les plasmides pNSL4 et pNSL9 a été déterminée. En effet, la

région 5' du locus hasL et le gène rapporteur néo doivent former une fusion transcriptionnelle

pour conférer la résistance à la kanamycine. Deux endonucléases de restriction, BstBI et ApaI ont

été utilisées à cette fin.

B-III.3.1.2.1 - Cartographie de restriction BstBIdu plasmide pNSL9

L'insert hasL (2,35 kb) possède un site unique BstBI. Ce site a été décelé lors du séquençage

partiel de la région 5' du gène hasL et par la digestion du bactériophage recombinant p1329 par

BstBI. Cette digestion génère un fragment unique d'une taille de 9,6 kb, équivalente à la somme

de l'insert (2,35 kb) et du vecteur M13 (7,25 kb) (Figure R-66).

,6 kb
7,25 kb

",,+--4kb
'. +--3,4kb

'.+--llkb.ç ,

Figure R-66 : Cartographie BstEI du plasmide recombiné pNSL9.
Digestions BstBI et/ou Sad du bactériophage p1329, des plasmides pIJ487 et pNSL9 et hybridation de
l'ADN de p1329 marqué sur le profil de restriction BstBI de pNSL9. Les conditions d'électrophorèse
et d'hybridation sont décrites dans le matériel et méthodes. Les signaux indiqués par les flèches (ç,)
correspondent à des bandes non visibles sur le gel, donc ne révélant pas des fragments BstBI.

De plus, l'ADN du bactériophage M13 ne contient pas de site BstBI (non montré). La séquence

de la région en 5' du gène hasL révèle également la position du site BstBI : il est situé à 318 pb du

site SacI, flanquant l'insert côté 3'. Cette localisation est corroborée par la double digestion SacI

BstBI du phage p1329 en comparaison de la digestion simple Sarl. Cette dernière libère l'insert,

2,35 kb, et le vecteur, 7,25 kb (Figure R-66). L'endonucléase BstBI clive l'insert et génère un

fragment d'une taille d'environ 2 kb (Figure R-66). Ainsi, cette disposition asymétrique du site

BstBI dans l'insert peut être mise à profit pour déterminer l'orientation de l'insert.

Les plasmides pNSL4 et pNSL9 sont des dérivés de pIJ487. Le plasmide pIJ487 possède deux

sites BstBI ; une digestion BstBI génère deux fragments de 2,8 kb et 3,4 kb (Figure R-66). Le site
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B-III.3 03 Analyse de l'expression spada-temporelle des promoteurs bas

de clonage Sac! est localisé à l'intérieur du fragment de 2,8 kb, à 2 kb et 0,8 kb des sites BstBI

(Figure R-67). Les profJls de digestion BstBI des deux plasmides recombinants pNSL4 et pNSL9

sont identiques et présentent 3 fragments de taille 4 kb, 3,4 kb et 1,1 kb (Figure R-66). Les

plasmides portent donc l'insert dans la même orientation et seul pNSL9 a été analysé plus avant.

L'orientation de l'insert peut être déduite de la seule analyse du profJl de restriction. En effet, le

fragment de 3,4 kb provient du vecteur pIJ487, fragment non coupé par Sac!. Compte tenu de la

position du site BstBI dans l'insert, le fragment de 1,1 kb est constitué du fragment de 318 pb de

l'insert et du fragment de 0,8 kb du vecteur. Le fragment de 4 kb résulte de la fusion des

fragments de 2 kb de l'insert (précisément 2050 pb) et de 2 kb du vecteur.

Ces données sont confirmées par l'hybridation de l'ADN marqué de pl329 sur le profJl de

restriction BstBI de pNSL9 (Figure R-66). Le fragment de 3,4 kb n'est pas révélé car il ne possède

que des séquences du vecteur pIJ487 (PIJ487 ne présente aucune homologie ni avec le

bactériophage M13 ni avec l'insert, résultats non montrés). En revanche, les deux fragments de

4,1 kb et 1,2 kb sont révélés, donc possèdent des séquences homologues à l'insert. L'intensité des

signaux est cohérente avec la longueur d'homologie avec l'insert ; 300 pb pour le fragment de

1,2 kb et 2 kb pour le fragment de 4,1 kb. L'orientation par rapport au gène néo est schématisée

sur la Figure R-67.

4 kb

Figure R-67 : Carte de restriction EstB! / Sad de pNSL9.
L'insert est représenté en vert et le vecteur en orange. Les flèches bleues indiquent les tailles des
fragments BstBI de pNSL9. La taille des fragments est indiquée en kilobases. P? : promoteur de
transcription potentiel. NV\fl: transcrit putatif de la fusion transcriptionnelle. ~J: représente
l'aminoside phosphotransférase (NéoR) conférant la résistance à la kanamycine.

B-III.3.1.2.2 - Cartographie de restriction ApaIdu vecteur recombiné pNSL9

Ces interprétations ont été confirmées par l'analyse par des profJls de restriction obtenus après

digestion par l'endonucléase ApaI et par l'hybridation de l'ADN marqué de pl329 sur le profil de

restriction ApaI de pNSL9 (Figure R-68).

Ces résultats permettent de conclure quant à l'orientation de l'insert dans pIJ487, à savoir dans le

sens de la fusion transcriptionnelle avec le gène néo. La carte ApaI-SacI du plasmide recombinant

pNSL9 est donnée en Figure R-68.
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3,15 kb

1,7 kb

1,4 kb

~.• '.c 5,1 kb

_ +---- 3,45 kb

_+----2kb
+----1,7 kb

_'+--0,95 kb

..... "" 0,6kb

2 kb

(0,6 kb ; 0,5 kb ; 0,45 kb)

3'

Figure R-68: Cartographie ApaI / Sad du plasmide recombiné pN5L9.
A gauche: Digestions Apal des plasmides pIJ487 et pNSL9 et hybridation de l'ADN de p1329 marqué
sur le profù de restrictionApaI de pNSL9. Les flèches (ç,) indiquent des bandes de digestion partielle.
Les conditions d'électrophorèse et d'hybridation sont décrites dans le matériel et méthodes.
A droite: Carte de restriction ApaI / SarI de pNSL9. La taille des fragments est indiquée en kilobases.
Les fragments indiqués entre parenthèses sont non ordonnés. Le reste du symbolisme utilisé est le
même qu'en Figure R-67.

B-HL3.103 - DETEÇT)lON DVl[JNE fORCE PROMOTRiCE EN AMONT DE

HASL

B-III.3.1.3.1 - Expression de la résistance à la kanamycine chez S. lividans NSL9 en

croissance sur milieu solide

L'expression de la résistance à la kanamycine a été testée sur milieu solide, En effet, ces

conditions de croissance permettent la complète différenciation des Streptomyces (mycélium

végétatif, mycélium aérien et spores) et permettent ainsi de mimer les conditions naturelles de

croissance de S. lividans. Ainsi, deux souches sont testées : la souche S. lividans NSL9 et une

souche témoin S. lividans ZX7 transformée par le plasmide pIJ487. Des spores des 2 souches sont

étalées sur milieu HT contenant des doses croissantes de kanamycine variant de 0 à 500 flg/ml, à

raison de 108 UFC par boîte de façon à observer la formation de tapis confluents.

Après trois jours de culture à 30°C, aucune croissance n'est observée pour la souche témoin

quelle que soit la dose de kanamycine alors qu'un tapis confluent est présent sur milieu HT sans

antibiotique. En revanche, un tapis confluent est observé pour la souche S. lividans NSL9 jusqu'à

la concentration de 100 flg/ ml incluse.
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B-III.3 03 Analyse de l'expression spatio-temporelle des promoteurs

Ainsi, la région 5' du locus hasL) clonée en amont du gène néo dans pNSL9, permet aux souches

renfermant ce plasmide d'exprimer une résistance à la kanamycine et contient donc un ou

plusieurs promoteurs conférant une résistance à des doses allant de 25 ~g/ml à 100 ~g/ml. De

plus, la force promotrice permet l'expression du gène néo dès la germination, soit en début de

phase exponentielle.

111.3.1.3.2 - Expression de la résistance à la kanamycine chez S. lividans NSL9 au cours

de la croissance en milieu liquide

Après établissement des courbes de cr01ssance de la souche 5. lividans NSL9 et de la souche

témoin (5. lividans ZX7 transformée par pIJ487, voir Matériel et Méthodes) et pour les temps

19 h, 23 h et 41 h correspondant respectivement à la phase exponentielle, phase de transition et

phase stationnaire, une série de suspensions dilutions des cultures est étalée sur milieu HT

contenant des doses croissantes de kanamycine variant de 0 à 800 ~g/ml. Après 3 jours de

croissance à 3üoe, les colonies sont comptées (Tableau R-1ü).

Phase exponentielle l)hase de transition Phase stationnaire

to: Ikid:I1l.< S. li.-id:llI'; S. li.-ichl1ls S. 1i"id:IlI" S. Iii id:1lI8 S. Ikid:llIs

ZX7 + pl}487 NSL9 ZX7 + pl}487 NSL9 ZX7 + plJ487 NSL9

25 0% 97,S +/- 4,3% 0% 87,4 +/- 17,8% 0% 95,4 +/ - 4,3%

50 0% 70,1 +/- 30,1% 0% 57,1 +/- 11,3% 0% 59,1 +/- 7,4%
Dose de

100 0% 34,9 +/-11,8% 0% 19,5 +/- 2,0% 0% 36,S +/-10,2%
kanamycine

200 0% 0,92+/-2% 0% 0% 0% 0,34 +/- 0,35%
(fJg /ml)

600 0% 0% 0% 0% 0% 0%

800 0% 0% 0% 0% 0% 0%

Tableau R-l0: Expression de la résistance à la kanamycine chez S. lividans NSL9 en
croissance en milieu liquide.
Les pourcentages expriment le rapport entre le nombre d'unités formant colonies (UFC) obtenues sur
milieu HT additionné d'une dose de kanamycine par rapport au nombre d'UFC obtenues par
étalement de la même suspension/dilution sur milieu HT sans kanamycine.

La souche témoin 5. lividans ZX7 transformée par le plasmide pIJ487 n'exprime la résistance à la

kanamycine dans aucune des 3 phases de croissance. En revanche, la souche 5. lividans NSL9

exprime la résistance jusqu'à une dose de 100 ~g/ml incluse et ce, dans les 3 phases de

croissance. Ainsi, la force promotrice semble constante au cours des phases de croissance
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B-III.3 03 Analyse de l'expression spatio-temporelle des promoteurs has

étudiées, dans la limite de la sensibilité de la méthode utilisée. En outre, la résistance conférée en

phase exponentielle de croissance sur milieu solide et liquide est similaire, soulignant une activité

promotrice comparable.

Par ailleurs, le pourcentage de la population se développant sur les milieux décroît de 100% à

environ 25% proportionnellement à l'augmentation de la dose d'antibiotique. La taille moyenne

des colonies observées diminue également en fonction de la dose. Ces résultats peuvent être

interprétés en terme de dose subinhibitrice d'antibiotique ou de variation du nombre de copies du

plasmide pNSL9 au sein de la population.

B ...IIL3~~ UTILISATION
CODANT L~EGFP

DU GENE RAPPORTEUR

Suite à l'identification des différents sites d'initiation de la transcription des gènes has, une

seconde approche visant à étudier la fonctionnalité de ces promoteurs a été développée. Cette

approche consiste à étudier l'expression d'un gène rapporteur codant une protéine fluorescente,

l'EGFP (Enhanced Green Fluorescent Protein, (Sun et al., 1999)), après avoir cloné en amont de

celui-ci les régions promotrices des gènes has, limitées cette fois-ci à une région d'environ 200 pb

en amont de chaque codon d'initiation de la traduction.

1B)-Uli.3.2.1 - CLONAGE DES REGIrONS lPROMOTJiUCES DES GENES HAsL

Er. HASR DANS LR VECTEUR lPIJ8630

Une réaction de polymérisation en chaîne (PCR) sur l'ADN simple brin (rendement supérieur à

l'ADN double brin) issu du vecteur recombinant du phage M13 a permis d'amplifier, à partir des

couples d'amorces phasU/phasL2 et phasR1/phasR2, deux séquences d'ADN. Ces deux

amplifiats ont une taille d'environ 225 et 235 pb et peuvent correspondre aux deux régions

attendues de 227 et 233 pb situées en amont et chevauchant de quelques nucléotides la phase

codante des gènes hasL et hasR respectivement (Figure R-69).

~r ;ii

"W~'. ,;.
..............•.~

*{:;,(,;.",
:~:,~;_~~;i;

Figure R-69 : Migration électrophorétique des
produits de peR phasL1/2 et phasRl/2.
Les conditions de migration sont indiquées dans le
matériels et méthodes. Seules les tailles des bandes du

marqueur de taille ÀPstI (en gtis) encadrant les
amplifiats (taille des bandes pointées par les flèches
noires) sont indiquées. Des quantités équivalentes

d'ADN amplifié ont été déposés.
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B-III.3 03 Analyse de l'expression spatio-temporelle des promoteurs !Jas

Les étapes qui suivent sont réalisées en parallèle sur l'ADN amplifié de la région promotrice de

hasL (phasL) et hasR (phasR).

Une ligation est ensuite réalisée entre ces produits de PCR, digérés par l'endonucléase KpnI, et le

plasmide intégratif pIJ8630 (voir Matériel et Méthodes), lui même digéré par KpnI et

déphosphorylé.

Ces deux mélanges de ligation ont été utilisés pour transformer des cellules compétentes d'E.coli

SURETM par électroporation (voir Matériel et Méthodes).

Afin d'identifier, parmi les clones transformants, ceux portant un vecteur recombinant, des

digestions enzymatiques par l'enzyme KpnI de l'ADN plasmidique de clones pris au hasard ont

été réalisées. Les plasmides ayant intégré la région promotrice du gène hasR ou hasL seront

appelés pIJR ou pIJL respectivement et les souches d'E. coli ayant intégré ces vecteurs NECpIJR

et NECpIJL respectivement (NEC pour Nancy Escherichia fait).

Pour la transformation avec le mélange de ligation renfermant PhasL , 18 clones (sur 136) ont été

testés. Parmi ces 18 clones, 6 présentent un profil de restriction KpnI cohérent avec la présence

d'un plasmide renfermant un insert PhasL (Figure R-60). En effet, les deux bandes

caractéristiques (environ 215 pb et 8 kb) sont obtenues. Ces 6 clones possédant sont appelés

NECpIJL5, NECpIJL6, NECpIJL7, NECpIJL11, NECpIJL17 et NECpIJL18.

,....-- ~I kb

~..-- okb

~ N

~ ~

~ ~ ~
Z Z .<

8kb-.I,~,"11\,~f~ '''''
," ',,' ..-- olob

..-- 247 pb
"--210pb

217 pb -.. ..-- 247 pb
+----- 210 pb

Figure R-70 : Migration électrophorétique de l'ADN plasmidique digéré par KpnI de deux
clones transformés par le mélange de ligation pIJ8630 + PhasL (clones 16 et 17) et de deux
clones transformés par le mélange de ligation pIJ8630 + PhasR (clones 22 et 23).
Les conditions de migration sont indiquées dans le matériel et méthodes. Seules les tailles des bandes

du marqueur de taille 'APstI (en gris) encadrant les bandes d'intérêt (flèches noires) sont indiquées. Les
noms de plasmides en gras correspondent aux clones recombinants.

Pour la transformation avec le mélange de ligation renfermant PhasR, 28 clones (sur 63) ont été

testés et 7 sont apparus comme ayant intégré un plasmide recombinant (Figure R-70). En effet, la

migration électrophorétique des digestions KpnI de l'ADN plasmidique des transformants montre

7 profils de restriction présentant une bande aux alentours de 8 kb (plasmide vide) et une bande
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B-III.3 C93 Analyse de l'expression spatio-temporelle des promoteurs has

d'environ 220 pb (phasR). Ils sont appelés NECplJR6, NECplJR12, NECplJR1S, NECpIJR21,

NECpIJR23, NECplJR26 et NECpIJR2S.

B-HJI ..3.2.2 - CARTOGRAPHKE DE RESTRKCTKON DES PJLASMKDES pJI]R ET

pJI]L

Les fragments de PCR ayant pu s'intégrer au site Kpnl de la région MCS du plasmide plJS630

dans les deux sens par rapport au gène rapporteur et en tandem, des expériences utilisant des

enzymes de restriction ont été menées afin de déterminer le nombre et l'orientation des inserts.

B-III.3.2.2.1- Les vecteurs recombinants pITL

Le nombre d'insert(s) au site de clonage Kpnl a été déterminé par une double digestion

enzymatique BglIl/XbaI. En effet, le vecteur plJS630 possède un site unique pour chacune de ces

deux enzymes, situés de part et d'autre du site de clonage KpnI.

Cette analyse de restriction concerne les clones NECplJL5, NECplJL6 et NECpIJL17 (Figure R

71). Les deux premiers clones présentent une bande d'environ 265 pb, fait cohérent pour une

insertion unique. Le clone NECplJL17 présente une bande de taille supérieure (environ 340 pb)

mais ne correspond pas à une insertion en tandem. Les SO pb supplémentaires pourraient

provenir d'un fragment de PCR aspécifique non détecté du fait même de sa faible taille.

NECpIJL

6 17 5

7,5kb --.

-.=... $"ôii4la•..~..........
~' .. ~-,""

339 pb ----

265 pb ----

247pb /

..-- 336pb

..-- 265 pb

Figure R-71 : Migration électrophorétique de l'ADN plasmidique digéré par EgIlI / XbaI des
recombinants NECpIJL6, 17 et 5.
Les conditions de migration sont indiquées dans le matériels et méthodes. Seules les tailles des bandes

du marqueur de taille APstI (en gris) encadrant les bandes d'intérêt (flèches noires) sont indiquées.

Afin de déterminer l'orientation de l'insert, des double digestions enzymatiques Aval /Xbal de

l'ADN plasmidique des vecteurs recombinants ont été réalisées.

En effet, l'insert PhasL (227 pb) possède un site unique de coupure par l'endonucléase de

restriction Aval en position asymétrique (insert PhasL fragmenté en 54 pb et 173 pb ; Figure R

72).
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B-III.3 03 Analyse de l'expression spado-temporelle des promoteurs bas

PHASLl

CCGCCGGTACCGGCCTCAT

PhasL CCGCCAGTAACGGCCTCATCGCGCCCGACGGCCACGATCGGGACCGGTGCGTGTCAGGCAGAACACCGAATGCCCCACGC

CGACAGGTCTACACCCCCCCCCCGTTCCGTGTACCTGGAGGCGCCGGGTGGCGCGGCGTATGAAAAAGTTCT~CACGG
+1

CCTTGCATACA~CCGGGGGTATTGGCC~CGCTGCTGACGAGCAGGCAGTTCGAACAG

+1 GAGCAGGCGGTACCAACAG..
P · R 72 S' cl' . . cl ' h L r:PHAS L2 .' d19ure - : equences es reglOns promotnces u gene as . es sequences sont ecrltes ans
le sens 5' vers 3'. Les sites d'initiation de transcription putatifs sont symbolisés par les ovales oranges
et le signe +1. Le couple d'amorces (séquences précisées) utilisé pour amplifier la région promotrice
est indiqué par des flèches rouges, Le site de restriction Kpnl inséré dans les oligonucléotides est
indiqué en rouge. Le site de restriction Aval, utilisé pour déterminer l'orientation de l'insert, est
surligné en vert. La flèche noire verticale indique le site de clivage par l'endonucléase,

Le plasmide plJ8630 présente quant à lui un seul site de restriction BgLIl situé à 25 pb en amont

(sens arbitraire de lecture donné par l'orientation transcriptionnelle du gène rapporteur) du site de

donage Kpnl dans lequell'insert a été cloné. De plus, une digestion du plasmide natif par Aval a

permis de détecter la présence d'au moins un site de coupure pour cette enzyme sur plJ8630

(résultats non montrés).

Ainsi, dans le cas où l'insert est orienté dans le sens de la fusion transcriptionnelle en copie

unique la double digestion Aval / BgLIl de l'ADN des plasmides recombinants plJL doit révéler

deux bandes signatures (Figure R-73) :

- une bande de 198 pb correspondant à la somme des fragments de 173 pb (fragment Kpnl-Aval

de PhasL) et 25 pb (fragment BgLIl-Kpnl de plJ8630),

- une bande de X pb correspondant au fragment Aval-Aval généré par les coupures dans le site

Aval de l'insert PhasL et dans le site Aval du plasmide pIJ8630 dont la position est inconnue. La

taille de cette bande est fonction de la position du site Aval dans le plasmide p1J8630.

Dans le cas contraire, la digestion par les endonucléases Aval / BgLIl doit libérer (Figure R-73) :

- un fragment de 79 pb correspondant à la somme des fragments de 54 pb (fragment Kpnl-Aval

de PhasL) et 25 pb (fragment BgLIl-Kpnl de pIJ8630),

- un fragment de Y pb correspondant au fragment Aval-Aval généré par les coupures dans le site

Aval de l'insert PhasL et dans le site Aval du plasmide plJ8630 dont la position est inconnue.

L'orientation inverse de l'insert par rapport au premier cas entraîne l'apparition de ce fragment de

Ypb plus grand de 119 pb (soit 173 pb - 54 pb) par rapport au fragment de X pb.

L'analyse des profils de restriction montre que NECplJL6 et NECpIJL11 ont intégré un plasmide

recombinant possédant un insert orienté dans le sens de la fusion transcriptionnelle. En effet, la

bande X;::, 445 pb et la bande d'environ 198 pb (200 pb mesurées) sont présentes (Figure R-73).

L'ADN plasmidique des transformants NECpIJL5, 7 et 18 présentent des profils de restriction

cohérents avec un événement d'insertion de PhasL dans le sens inverse puisque seule la bande y;::,

570 pb est présente. La taille de cette bande est bien supérieure à celle de la bande X ;::, 445 pb et

la différence de taille (125 pb) est proche des 119 pb attendues, La bande de 79 pb attendue n'est

pas visualisable car elle est masquée par de l'ARN contaminant (Figure R-73),
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B-III.3 03 Analyse de l'expression spado-temporelle des promoteurs has

!II'·sos pb----+" â,

," Xpb
~..

339 pb----+jihn

210 pb----+
200 pb

y>x

A~!

~.. '!:::::==:::::::::::::;:.. 7
PhasL

Aval

'.

198 pb '"
X

Aval

Figure R-73 : DéterllÙnation de l'orientation de l'insert PhasL dans les vecteurs recombinants
pIJL6 et pIJL5.
En haut: Migration électrophorétique des digestions des plasmides pIJL6 et pIJL5 par Aval et BglIL
Les conditions de migration sont indiquées dans le matériels et méthodes. Seules les tailles des bandes

du marqueur de taille ?cPstI (en gris) encadrant les bandes sont indiquées. Les flèches rouges pointent
les bandes caractéristiques.
En bas: Cartes de restriction de vecteurs recombinants où l'insert PhasL est inséré dans le sens de la
fusion trancriptionelle (à gauche, pIJL6) ou dans le sens contraire de la fusion trancriptionelle (à
droite, pIJL5).

B-III.3.2.2.2 - Les vecteurs recombinants pIJR

De façon similaire, le nombre d'insert(s) PhasR ainsi que leur orientation ont été déterminés par

des analyses de restriction (double digestions BgiI/NotI, Figure R-74).
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B-III.3 03 Analyse de l'expression spatio-temporelle des promoteurs has

PHAS Rl

GAGCGGGTACCGATCGGAG

PhasR GaGCGGGGACAGATCGGAGGGCGCGGACTACTGcTCGTCCACTACGTCGCAGatCTGGTGCGGGTGCACACGACGGACGA

CGGCACCcTCGTCCGCttCTACCTCGACCTGTGACGGTGTGCGGAtGCCCGCCCCGGCGAGACAGACCGAgAAAaGCAtG

CAtGAGGGTCtTGAGCCGGGGTAaGCGCAgTC~CGII~IIIJllÇGGCCGTGACGGGGGCCGatCGAC
+1 1l,~1l GTGACGGGTACCGATCGAC..

PHASR2

Figure R-74 : Séquences des régions promotrices du gène hasR.Le symbolisme est identique à
celui de la Figure R-72. Le site de restriction Bgll, utilisé pour déterminer l'orientation de l'insert, est

surligné en bleu. La flèche noire verticale indique le site de clivage par l'endonucléase.

Par un raisonnement analogue, le transformant NECpIJR6 et 30 est interprété comme ayant

intégré un plasmide recombinant possédant un insert unique orienté dans le sens de la fusion

transcriptionnelle et les transformants NECpIJR12, 18 et 26 sont interprétés comme ayant

intégré un plasmide recombinant dans lequel PhasR serait en copie unique et en orientation

contraire à la fusion transcriptionnelle (Figure R-75).

l1s9pb---.
1092 pb-----""

805 pb---"

Bgll + Nol!

~ 1ÎÇ:J 890 pb..
11s9pb--.
1092pb~

805 pb----+

Bgll + Nol!

0

'"'""$ '0 ;:;:00Q, ;:;> ;:;>
~ 0-< 0-<

.,Ç:J 1060 pb

"W•-
B,1l

~-":':P""'ha-s""R-II~

899 pb
. .

···· ..KpnI .....

"!It--/!:::~::::;;:::::;:::::::::::::;.:.. '7
PhasR

1064 pb

··~pnI...

Nol! NotI

Figure R-75 : Détermination de l'orientation de l'insert PhasR dans les vecteurs recombinants
pIJR6 et pIJR12.
Le symbolisme est identique à celui de la Figure R-73.
En haut: Migration électrophorétique des digestions des plasmides pIJR6 et pIJR12 par Bgll et Notr.
En bas: Cartes de restriction de vecteurs recombinants où l'insert PhasR est inséré dans le sens de la
fusion trancriptionelle (à gauche, pIJR6) ou dans le sens contraire de la fusion trancriptionelle (à
droite, pIJR12).
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B-ITL3 (ry3 Analy~e de re~pre~~jon spatio-temporelle des promoteurs b(/.r

Par conséquent, NECpIJL6, NECpIJL11, NECpIJR6 et NECpIJR30 sont choisis pour

représenter des événements de type insertion unique et dans le sens de la fusion trancriptionnelle.

De même, deux clones transformants seront analysés pour chaque région promotrice des gènes

hasL et hasR insérée en copie unique et en orientation inverse par rapport à la fusion

transcriptionnelle, à savoir, NECpIJLS et 7 et NECpIJR12 et 18.

B-HL30203 - ANALYSE DE LA FLUORESCENCE CHEZ Jo AMBOFAÇJENJ

Huit plasmides recombinants (NECpIJL6, NECpIJL11, NECpIJR6 et NECpIJR30 pour la

fusion trancriptionnelle et NECpIJLS, NECpIJL7, NECpIJR12 et NECpIJR18 pour l'orientation

inverse par rapport à la fusion transcriptionnelle) ont ensuite été transférés dans la souche E. coli

S17, portant les fonctions nécessaires à la conjugaison intergénérique.

Après vérification des cartes de restriction des vecteurs ainsi obtenus dans la souche E. coli S17,

huit souches donneuses ont été utilisées dans des expériences de conjugaison entre E. coli et

S. ambofaciens. Les souches de S. ambofaciens ainsi transformées, sélectionnées sur leur résistance à

l'apramycine conférée par la présence du plasmide, sont nommés NSApIJR ou NSApIJL suivi

d'un numéro en fonction du vecteur intégré (NSA pour Nancy J. gmbofaciens).

La visualisation de la fluorescence sur les préparations des transconjugants de S. ambofaciens reste

cependant à mettre au point. En effet, deux expériences consécutives ont été réalisées, et alors

que la fluorescence apparaissait comme significative lors de la première expérience, une auto

fluorescence, masquant tout autre signal, a été détectée lors des deuxièmes prises de vue.

Lors de la première expérience, trois préparations ont pu être analysées. Tout d'abord, sur la

préparation correspondant à un exconjugant de S. ambofaciens ayant intégré un vecteur pIJ8630

vide, aucune fluorescence n'a pu être détectée. Seul un léger bruit de fond, ne correspondant pas

à la localisation du matériel, a été observé (résultats non montrés).

Ensuite, la préparation de l'exconjugant de S. ambofaciens NSApIJL7, ayant intégré le vecteur

pIJL7 renfermant la région promotrice du gène hasL insérée dans le sens contraire par rapport à

la fusion transcriptionnelle, a été analysée. Sur cette préparation, un bruit de fond similaire a celui

observé dans le cas du vecteur vide a été observé, démontrant ainsi l'absence d'expression de

l'EGFP et donc l'absence d'initiation de la transcription du gène codant l'EGFP (Figure R-76).

Enfin, une analyse a également pu être effectuée sur la préparation de l'exconjugant de

S. ambofaciens NSApIJL11, ayant intégré le vecteur pIJL11 renfermant la région promotrice du

gène hasL insérée dans le sens de la fusion transcriptionnelle. Dans ce cas, l'émission d'une

fluorescence (différente du bruit de fond) a pu être observée au niveau d'une chaînette de spores

traduisant ainsi l'expression de l'EGFP dans ce compartiment (Figure R-76). Par ailleurs, une

fluorescence de plus faible intensité a été observée dans un fragment mycélien.

Dans ces conditions, la région promotrice du gène hasL apparaît donc comme étant

fonctionnelle. Le gène hasL pourrait donc être exprimé chez la souche sauvage de Streptonryces

ambofaciens au niveau du mycélium végétatif ainsi qu'au niveau des spores.
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B-III.3 03 Analyse de l'expression spatio-temporelle des promoteurs bas

La mIse au point de la visualisation de la fluorescence dans les différentes constructions est

actuellement en cours,

pIJ8630 ou NSApIJL7

mycélium végétatif

NSApIJL11

spores

NSApIJL11

mycélium végétatif

Figure R-76 : Analyse de la fluorescence, révélant l'activité de la région promotrice du gène
hasL, chez S. ambofaciens.
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B-IV.l (1:\ Stratégie de remplacement d'une URl-" è1u]ocus chromosomique chez S/nj!J//I1J/YCCJ

L'analyse fonctionnelle systématique impose une étape d'inactivation des üRF considérées. Chez

les bactéries, les méthodes de remplacement de gènes nécessitent le plus fréquemment la création

de l'interruption sur un plasmide adapté avant remplacement du locus chromosomique.

Par opposition, chez la levure S. cerevisiae, la recombinaison homologue est particulièrement

efficace et les üRF sont interrompues directement par remplacement au locus chromosomique

après transformation avec un ADN linéaire portant l'allèle muté (généralement produit par

polymérisation en chaîne ou PCR pour "Eolymerase .chain Reaction"). Cet ADN porte un

marqueur sélectionnable (gène de résistance à un antibiotique) flanqué par des régions de taille

aussi réduite que 35 nucléotides et homologues à la séquence chromosomique. Cette approche

permet l'analyse fonctionnelle systématique de l'ensemble des üRF déduites de la séquence

génomique de la levure (Baudin et al., 1993).

Contrairement à la levure et à quelques espèces bactériennes naturellement compétentes, la

plupart des bactéries ne sont pas transformables par des molécules d'ADN linéaires en raison de

la présence du complexe exonucléasique RecBCD (ou exoV). En effet, cette activité réduit le

temps de demi-vie de molécules d'ADN linéaire de façon drastique (Lorenz and Wackernagel,

1994). Toutefois, chez E. coli, l'utilisation de souches déficientes dans le système RecBCD a

permis de contourner cette limitation.

Enfin, Murphy (Murphy, 1998) a montré que l'utilisation du système de recombinaison RED du

phage À, permet d'augmenter chez la souche sauvage d'E. coli, le taux de recombinaison de l'ADN

linéaire d'au moins 70 fois. Ce système a été utilisé pour promouvoir le remplacement de gènes

chez E. coli.

Le système À,RED est composé de 3 gènes, gam-exo-bet. La protéine Gam inhibe l'activité

exonucléasique RecBCD, et la protéine Exo dégrade les molécules d'ADN double brin dans le

sens S' vers 3'. La protéine Bet se lie aux extrémités des molécules d'ADN simple brin, favorise

l'hybridation d'extrémités complémentaires et stimule la recombinaison RecA dépendante.

En se basant sur ce système, Datsenko et Wanner (Datsenko and Wanner, 2000) ont développé

une méthode simple et efficace pour interrompre des gènes chromosomiques chez E. coli dans

laquelle des amorces fournissent le substrat de la recombinaison au locus considéré. Ces amorces

servent à générer par PCR un ADN linéaire contenant une cassette de résistance et permettant le

remplacement au locus chromosomique.

Cette méthode a été très récemment adaptée chez S. coelic%r A3(2) par Gust et al. (2003)

B...IV..1~ STRATEGIE DE REMPLACEMENT n·UNE ORF AU LOCUS
CHROMOSOMIQUE CHEZ STRJ?1PTOMJfŒS

La stratégie se divise en trois étapes majeures schématisées sur la Figure R-77. La construction est

réalisée à partir d'un cosmide recombinant chez l'hôte E. coli, puis transférée chez la souche de

5treptoJJJ)lces étudiée.
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B-IV.1 03 Stratégie de remplacement d'une üRF au locus chromosomique chez StreptofJ!)'Ces

Matrices pour l'amplification
par PCR

Paac

1384 pb

1424 pb

Dessin des amorces Ci:
390\ 19n1--.
~

~--20n\ 39nl

PCR .J. J.
Amplification de la cassette Ci)

d'interruption

~

Préparation d' E.co/i 4
contenant le plasmide "'Red

et le cosmide de Streptomyces

ô
~

induction de Â.Red par le L-arablnose

Légende:
aac(3)/V: géne de résistance à l'apramycine

aadA: géne de résistance à la spectinomycine/streptomycine

bet, exo : promeut la recombinaison

cal: géne de résistance au chloramphénicol

FRT : site de reconnaissance de la recombinase FLP

yam : inhibe l'exonucléase V RecBCD de l'hôte

neo: gène de résistance à la kanamycine

ORF: "open reading frame"
orlT: origine de transfert de RK2

ts: réplicon température sensible

Dtransformation D
Remplacement dirigé 5

Ecofi BW251131 plJ790 1 cosmide

300Cn=' Perte du plasmide â
réplication
thennosensibla pJJ790

31°C et porteur du système
).Red

E.coff BW25113J cosmidemodifié

~
transformation de
ET12456 contenant
le plasmide Tra +
pUZ8002

E.coli ET12S67 JpUZ80021 cosmide modifiê

conjugaison D
Transfert par 6
conjugaison

et
sélection des doubles

crossing-overs

Streptomyces

Figure R-77 : Stratégie de remplacement de gène par "PCR targeting" (d'après Gust et al. (2003»
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1)-1V.1 ('1.1 Stratégie de remplacement d'une ORr ;lLI]OCllS chromosomique cllez ,\/nj)0mj'i'c.r

B-IV.1.1 ~ CHOIX DES AMORCES 11'1' FABRICA'TION DU
PRODUIT DE: PCn. (E'TAP:I;; 1)

L'allèle muté est construit sur un cosmide recombinant (dérivé de Supercos1, (Evans et al., 1989)

recouvrant le locus considéré. Deux amorces de grande taille (58 et 59 nucléotides) sont

nécessaires (Figure R-77, cadre 2). Chacune des amorces se caractérise par deux régions

distinctes :une séquence de 39 nucléotides, située en 5' de l'amorce, est complémentaire des

régions adjacentes du gène à remplacer, et en 3' une séquence de 19 ou 20 nucléotides est

complémentaire des extrémités 5' ou 3' de la cassette (Figure R-78). L'amorce 5' ou « forward »

inclut le codon d'initiation de traduction de l'ORF considérée tandis que l'amorce 3' ou

« reverse» inclut le codon d'arrêt de la traduction. Ainsi, la cassette peut être orientée en

combinant, au sein des amorces, les séquences homologues de la cassette et du locus considéré.

Enfin, les séquences aux extrémités 5' et 3' des différentes cassettes disponibles sont identiques

permettant ainsi d'amplifier chacune d'elles avec le même couple d'amorces.

Ces cassettes, outre le marqueur génétique, comprennent l'origine de transfert onT du plasmide

RK2 (pansegrau et al., 1994) et deux séquences FRT (pour "ELP Recognition Iarget"), sites de

reconnaissance pour la recombinase site-spécifique FLP (Figure R-77, cadre 1). La présence des

sites FRT permet, après remplacement de l'ORF étudiée, l'excision par la protéine FLP de la

partie centrale de la cassette, si besoin est. Selon l'orientation de la cassette après intégration,

l'excision aboutit soit à une délétion en phase de l'ORF, soit à l'introduction de codons d'arrêt de

la traduction dans les trois phases de lecture.

Hl

Marqueur

19 pb

Figure R-78 : Dessin des amorces d'amplification des cassettes.
Les parties Hl et H2 (39 pb) des amorces sont complémentaires aux séquences flanquant le gène à
interrompre. Les parties Pl (20 pb) et P2 (19 pb) sont complémentaires aux séquences flanquant la
cassette.

B-rv.. .L~ ~ CONS'TRUC'tION DE :L'ALLELE MODIJE"TE SUR
TE' 'C '0' S'1 ;. ,[, '0" 'R' 'E- rr Il 11\(,1''13 1N', A 'N', 'T" ~ 'lit' 'T'" /):0 'iE' c.)L . ,iN! ,,'fi. ,,"" 0 ~V'lD ' A " (.u", A'I.-u, l

Le cosmide recombinant recouvrant le locus d'intérêt est introduit par électroporation dans la

souche E. coli BW2S113/pI]790 (Figure R-77, cadre 4). Ces cosmides sont issus d'une banque
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génomique de S. ambofaciens DSM40697, fabriquée au laboratoire à partir d'ADN total

partiellement digéré par l'endonucléase BamHI et cloné dans le cosmide Supercosl (Evans et al.,

1989). Ces cosmides recombinants portent des inserts de taille moyenne comprise entre 30 kb et

40 kb. Le plasmide pIJ790 porte le système À,RED et un gène conférant la résistance au

chloramphénicol. Ce système est placé sous le contrôle d'un promoteur inductible par le L

arabinose. Après induction, la souche E. coli BW25113/ pIJ790/ cosmide d'intérêt (cultivée à

30°C) est transformée par le produit de PCR (Figure R-77, cadre 5). Les transformants sont

ensuite sélectionnés pour les résistances portées par le cosmide (ampicilline ou kanamycine) et

par la cassette (par exemple, apramycine, résistance conférée par le gène aac(3JIY/). La

température de culture d'E. coli est amenée à 37°C lors de cette étape, ce qui provoque la perte du

plasmide pIJ790, sa réplication étant initiée à partir d'une origine de réplication thermosensible.

Après sélection des recombinants, le cosmide modifié au locus souhaité est validé et électroporé

dans la souche non méthylante E. coli ET12567/pUZ8002. Les transformants sont sélectionnés

une nouvelle fois sur la résistance portée par la cassette. Cette étape permet de contourner les

éventuels systèmes de restriction-modification présents chez certaines espèces de Streptomyces.

CONlUGATIF DU COSMIDE
ST'JR.EP'TO/MYCES :ET

''t ItANSFB1fT
MODIFIE: D ~ E~ COLI VliRS
S:ELECTIO:N nESRECOMBINANTS

Une conjugaison interspécifique, technique plus efficace que la transformation de protoplastes,

est réalisée entre E. coli ET12567/pUZ8002/cosmide modifié et S. ambofaciens DSM40697 (Figure

R-77, cadre 6). Le plasmide pUZ8002 porte les fonctions nécessaires à la mobilisation d'une

molécule d'ADN portant une origine de transfert de type RK2 (Faget et al., 1999). Le cosmide

modifié ne portant pas d'origine de réplication lui permettant de se maintenir de manière

autonome chez Streptonryces, la résistance portée par la construction ne peut être conférée que par

l'intégration sur le chromosome. La recombinaison entre le cosmide modifié et le chromosome

est favorisée par la longueur d'homologie entre les régions flanquant la cassette et le locus

d'intérêt, longueur variant de quelques kilobases à une vingtaine de kilobases.

Les exconjugants sont d'abord sélectionnés sur la résistance portée par la cassette, puis dans un

deuxième temps, testés pour leur sensibilité à la kanamycine (résistance portée par la partie

cosmidique). De cette manière, seuls les événements de remplacement du gène d'intérêt via un

événement de double crossing-over sont sélectionnés. Un crossing-over unique a pour

conséquence l'intégration de la totalité du cosmide modifié dans le génome de Streptomyces,

conférant la résistance à la kanamycine en plus de la résistance portée par la cassette.

L'intégration de la cassette de résistance au sein du chromosome étant stable, la pression de

sélection peut être levée. Ceci permet notamment de comparer les phénotypes des souches

mutantes et sauvage dans les mêmes conditions expérimentales.

Cette stratégie a été appliquée chez S. ambofaciens DSM40697 pour la fabrication de mutants des

ORF dupliquées hasL et hasR. Le phénotype des mutants simples sera recherché. La construction
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B-IV.2 03 Construction des simples mutants !J.hasR et !J.ha.rL

de mutants inactivés simultanément pour hasR et hasL permettra d'observer si le phénotype est

plus prononcé par rapport aux mutants simples ou si en absence de phénotype chez les simples

mutants, la double mutation confère un phénotype détectable.

B·IV~~ CONSTRUCTION DES SIMPLES MUTANTS ânAsRIIT AHAsL

B-IV,~,l - IN'TRODUC'TION DES COSMIDES 14C4 E'T ~$El

DANS LA SOUCHE E. COLI BW~$113!PIJ1~O

Les cosmides recombinants 14C4 et 25E1 renferment respectivement les loci hasL et hasR (voir

Matériel et Méthodes) (Fischer et a!., 1998b). Leur insert respectif présente une taille de 42,7 kb et

39 kb. Les cosmides ont été introduits chez E. coli BW25113/pIJ790 (voir section Matériel et

Méthodes). Treize et 40 clones ont été respectivement obtenus pour les transformations avec

l'ADN des cosmides 14C4 et 25E1. L'ADN extrachromosomique de transformants cultivés à

30°C ou 37°C a été extrait et contrôlé par migration électrophorétique. Après culture à 30°C,

deux bandes de haut poids moléculaire sont observées dont l'une disparaît sur le profù

correspondant à l'ADN extrait après culture à 37°C. L'absence de cette bande est corrélée à la

perte du plasmide pIJ790 dont la réplication est thermosensible. La bande résiduelle correspond à

l'ADN natif du cosmide recombinant 14C4 ou 25E1. La digestion par BamHI de l'ADN des

transformants cultivés à 3rC révèle les profùs attendus pour les cosmides 14C4 et 25E1 (Figure

R-79).

18,7 kb --+
10,7 kb --+

(v) 6,8 kb --+
5,6 kb --+

4,4 kb --+

2,6 kb --+

0,7 kb --+

14C4 25El

+-J14,2 kb

'"12,4 kb
*" 7,7 kb

6,8 kb (v)

+--- 2,6 kb

+--- 2,1 kb

1 5,6 ,4,4 ,§ 10,7 , ,2,6, 14,2

===+h(uR

12,4 ,2,1, 7,7

Figure R-79 : Vérification des cosmides 14C4 et 25El par restriction BamHI.
ProfIls de restriction et cartes de restriction BamHI des inserts de 14C4 et 25El et position des ORF
hasR et hasL. Les conditions de migration sont: gel d'agarose 0,8%, tampon TAE, 1,5 V/cm. La taille
des bandes BamHI est indiquée et (v) indique le vecteur Super1 (6,8 kb).
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B-IV.2 03 Construction des simples mutants I1heJSR et I1hmL

B... IV.2.2 - AMPLIF'ICA'TION DES CASSE'T'TES APRA

L'amplification des cassettes est réalisée à partir de l'ADN du plasmide pIJ773 grâce aux couples

d'amorces hasL1/hasL2 et hasR1/hasR2 (Tableau :MM-6). Le produit d'amplification majoritaire a

une taille estimée à 1,4 kb (Figure R-80) compatible avec la taille attendue soit 1462 pb (1384 + 2

x 39 pb). La bande quantitativement minoritaire correspond à un produit de PCR aspécifique.

L'ADN amplifié est purifié à l'aide d'un kit de purification de produits de PCR (Qiagen).

[ Hl

1462 pb Cassette Apra ~

1"
1384 pb

1

:;j l ~ l
1 PI

BomHI
~ ~"- "- "-

1

" ] ï :;j Pa
'!:1 odT apramycine '!:1 .~_J CC

~ "ti ti c< """P2 HZ

1,?kb~

1,lkb __

'!:1
spectinomycine ~

1424 pb i-J P2.1 H2 1

1'-- -----'-'15""02"-'p"'b .'

*
__ l,4kb

Figure R-SO : Amplification des cassettes Apra et Spec.
A gauche: Représentation des cassettes de remplacement indiquant l'emplacement du site BamHI
dans les cassettes.
A droite: Migration électrophorétique des produits d'amplification. hasL1 / hasL2 et hasR1 / hasR2
représentent les couples d'amorces utilisés. L'astérisque indique un produit minoritaire. Les conditions
de migration sont: gel d'agarose 1%, tampon TEE, 6 V/cm. Seules les tailles des bandes du marqueur

de taille ÀPstI (250 ng) encadrant la bande d'intérêt sont indiquées. Un aliquot de 5 fll sur 50 fll du
produit de PCR a été déposé.

HAS-L ET .HASR
LES COSMIDES

ORP
DANS

B... IV.2.1 RIUVîPLACEM:ENT DES
PAR LA CASSETTE APRA
RECOMBINANTS

lB-IV,Z,:), 1 ~ ELECTRQPQJlthTION ET SELECTION

Environ 100 ng de chaque amplifiat ont été utilisés pour transformer E. coli

BW25113/pIJ790/14C4 ou 25E1. Les cellules compétentes ont été préparées à partir de cultures

supplémentées en L-arabinose afin d'induire le système ÀRED. Après transformation, les cellules

sont cultivées à 37°C afin d'éliminer le plasmide pIJ790 à réplication. thermosensible. Une

c):! RESULTATS _ 2iN"jJ(JJiie &')212

Chapitre B-IV : Comtmdioll dl' IIll/tallts illterrolllpllS jJoNr !e(r) ,~è!ll'(r) has



B-IV.203 Construction des simples mutants l:1hasR et l:1bmL

sélection positive basée sur la résistance à l'apramycine conférée par la cassette est effectuée.

Respectivement, 110 et 9 clones [apraR
] ont été dénombrés pour les transformations de

BW25113/pIJ790/14C4 et 25E1. Ces clones renferment potentiellement un cosmide dont l'ORF

has (R ou L) a été interrompue par remplacement avec la cassette Apra.

B-IV.2.J.2 - ANALYSE DES TRANSFORMANTS

Quatre clones issus de chaque transformation sont analysés par migration électrophorétique de

leur ADN extrachromosomique digéré par BamHI. Deux possibilités sont envisagées. Si le

cosmide recombinant n'est pas modifié, un profil de restriction identique à celui du cosmide

initial doit être observé. Dans le cas contraire, le profil du cosmide recombinant sera modifié. En

effet, la cassette Apra possède un site de restriction BamHI dans la séquence FRT situé en amont

de l'origine de transfert onT et du gène de résistance. En revanche, la séquence des ORF has ne

présente aucun site BamHI. Le remplacement des gènes has se traduit en conséquence par la

disparition d'une bande au profit de deux nouvelles.

Le fragment BamHI contenant le gène hasL a une taille estimée à 18,7 kb. Le remplacement de

cette ORF par la cassette Apra entraîne la disparition du fragment de 18,7 kb au profit de deux

nouvelles bandes d'environ 1 kb et 18,2 kb (Figure R-81). Bien que la disparition du fragment de

18,7 kb au profit d'un fragment de 18,2 kb soit difficile à visualiser dans les conditions de

migration utilisées, l'apparition du fragment de 1 kb a été utilisée comme critère pour valider les

transformants à ce stade de l'analyse (Figure R-81).

BOIJ/HI BalllHI

t~",=~..m='''o",=""c''''''''~OF&'=''F'''''=''~4~".'~F''='''''. o .•m",~,.,,, •."'!:::!::~'C4~T

Cassette Apra
'~'''''D'm.~.~=" ...~~~.~~.• ·.··"o.~•••~.••",.=<=••,~.o••·.=..•.".,.•.".~=•.•

BOIIIHI BalJJHI BumHI.. .. ....

.. 18,7 kb

18,2 kb

..

1 kb

Figure R-81 : Vérification par restriction BamHI du remplacement de l'üRF hasL par la
cassette Apra.
A gauche, migration électrophorétique de l'ADN de 14C4 et 14C41'.hasL::Apra digéré par BaJ1JHI. Les
conditions de migration sont: gel d'agarose 0,8%, tampon TAE, 1,5 V/cm. Un clone représentatif sur
les quatre sélectionnés est montré.
A droite, localisation de hasL dans le fragment BaJ1JHI de 18) kb de 14C4 et de la cassette Apra dans

les fragments de 18,2 kb et 1 kb de 14C41'.hasL::Apra.
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B-IY.203 Construction des simples mutants !'J.ba.rR et !'J.haJL

Le changement introduit, dans le proftl du cosmide 25E1, par la recombinaison de la cassette

Apra entraîne le remplacement d'un fragment BamHI d'environ 14,2 kb, incluant le gène hasR, par

deux nouveaux fragments de 3,2 kb et 11,5 kb (Figure R-82). Les proftls de restriction BamHI

obtenus pour les 4 transformants testés sont compatibles avec le remplacement du locus hasR par

la cassette dans le cosmide 25E1 (Figure R-82).

BO/llHI BalJJHI

t_.=_,=_~.,=~~=,~~,~.~~,"~~,o_",=~ ..".~=~~.J
Cassette Apra

..~~=~~~~~~,~==~~"~,~.~~,~
BaJlJHI BalJJHI Bail/HI

... .. .. ..

14,5 kb

\il- "'"
'I,Skb_

5,1 kb_

2,Skb _

1,9kb_

.-. 11,5 kb

.-. 3,2 kb

..

Il,5 kb

14,2 kb

3,2 kb

..

Figure R-82 : Vérification par restriction BamHI du remplacement de l'ORF hasR par la
cassette Apra.
A gauche, migration électrophorétique de l'ADN de 25El et 25E1f..hasR::Apra digéré par BamHL Les
conditions de migration sont: gel d'agarose 0,8%, tampon TAE, 1,5 V/cm. Un clone représentatif sur
les quatre sélectionnés est montré.
A droite, localisation de hasR dans le fragment BamHI de 14,2 kb de 25E1 et de la cassette Apra dans
les fragments de 18,2 kb et 1 kb de 25E1f..hasR::Apra,

Les cosmides recombinants utilisés par la suite sont appelés

25E1t.hasR:Apra (dans l'ordre: nom du cosmide recombinant, f.,.has

remplacée et nature de la cassette utilisée pour le remplacement).

14C4f.,.hasL::Apra et

pour indiquer l'ORF

B ...IV~~~4 REMPLACEMENT DES ORF RAS AUX: LOCI
CHR.OMOSOMIQUES CHE:Z: S~ AMBOFACIENS nSM4069'1

la-IV.ZA.1 - INTRODUCTION DES COSMIDES MODIFIES DANS LA

SOUCJI::JlE .E.__COLI ET1Z567 /JP'UZ800Z

Afin de contourner d'éventuels systèmes de restriction-modification présents chez S. ambofaciens,

les constructions sont introduites dans une souche d'E. coli déficiente dans ces mécanismes de

méthylation. Ceci permet d'augmenter la probabilité d'obtenir des clones recombinants de

S. ambofaciells lors de l'étape suivante. Une quantité d'environ 100 ng de chaque cosmide

recombinant est utilisée pour transformer environ 109 cellules compétentes de la souche E. coli
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13-1 \'.2 C13 Construction des simples mutants ""br/JE et ""brJJ! J

ET12567/pUZ8002. Un crible positif est effectué sur milieu gélosé sélectif. Plusieurs centaines

de clones ont été obtenus pour chaque cosmide.

B-IV,2A.2 - CONlUGA][SONS ][N'fERGENER][QUES EN'fRE E. COLI

ET12567 /pUZ8002/14C4L1lHA.§'L::ApRA ou 25El.JlHA.§'R::ApRA E'f

J.AMBOFACIEN.§' DSM4069J7

La conjugaison intergenenque est réalisée entre les souches d'E coli

ET12567/pUZ8002/14C4L'lhasL::Apra ou 25EIL'lhasR:Apra et des spores de la souche sauvage

S. ambofaciens DSM40697. Le crible de sélection positive est la résistance des clones à l'apramycine

(résistance portée par la cassette). En effet, le cosmide modifié ne portant pas d'origine de

réplication lui permettant de se maintenir de manière autonome chez Streptonryces, la résistance ne

peut être conférée que par l'intégration de la construction dans le génome (voir section Matériel

et Méthodes pour les témoins). L'intégration par recombinaison est favorisée par la taille

importante des régions homologues entre la construction et le génome Gusqu'à une vingtaine de

kilobases de part et d'autre du locus has).

Afin de distinguer les événements simples de recombinaison (un crossing-over), conduisant à

l'intégration du cosmide modifié entier, des événements doubles aboutissant à l'échange allélique

(remplacement du locus has sauvage par la cassette), des répliques des exconjugants sur milieu

contenant de la kanamycine ont été entreprises. En effet, les colonies de phénotype [apraRkanR]

auront intégré le cosmide modifié entier alors que les colonies [apraRkans] auront potentiellement

échangé les allèles has. L'analyse montre que tous les exconjugants [apraR] sur un effectif d'au

moins 1000 clones par expériences de remplacement sont [kans]. Ainsi, un double événement de

recombinaison s'est produit chez tous les exconjugants. Ces résultats contrastent avec ceux

obtenus chez S. coelicolor A3(2) (B. Gust, communication personnelle) et S. ambofaciens

ATCC23877 (résultats non montrés) où la fréquence d'événements de double recombinaison

avoisine généralement 20%. Ce fait indique que l'efficacité de recombinaison chez la souche

S. ambofaciens DSM40697 semble plus importante que chez les deux autres espèces.

Quatre exconjugants [apraRkans] issus de chacune des expériences de conjugaison intergénérique

ont été analysés plus avant.

B-IV.2A3 ~ M][SE EN EV][DENCE DE L')ECHANGE AJLLEUQUE AUX LOc][

HA.§' CHROMOSOM][QUES

B-IV.2.4.3.1- Vérification par hybridation

Le remplacement des loci has à leur locus chromosomique respectif est vérifié par hybridation

d'un profil de restriction BamHI de l'ADN total des quatre mutants sélectionnés par une sonde

consistant en l'ADN cosmidique recouvrant le locus sauvage (à savoir 14C4 pour hasL et 25El

pour hasR).

215
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B-IV.203 Construction des simples mutants !'J.hasR et !'J.haJL

L'hybridation de la sonde 14C4 sur l'ADN total des exconjugants révèle un fragment de 1 kb

présent dans le cosmide modifié 14C4L1hasL::Apra (Figure R-83). En revanche, la disparition du

fragment de 18,7 kb (portant le locus hasL sauvage) au profit d'un fragment de 18,2 kb ne peut

être affirmée par la seule analyse de la seule de la Figure R-83. La disparition de ce fragment qui

est compatible avec le remplacement allélique a été confirmée par la résolution des bandes de

hauts poids moléculaires dans des conditions électrophorétiques adaptées (résultats non

montrés). Les autres fragments révélés par la sonde sont également présents dans l'ADN

cosmidique 14C4L1hasL::Apra et génomique sauvage confirmant que seul le locus hasL a été

modifié. L'absence de la bande correspondant au vecteur (Super1, 6,8 kb), dans les proftls des

exconjugants, confirme qu'un événement de double recombinaison s'est produit dans les quatre

souches testées (en plus du fait que les souches présentent un phénotype [kans]).

~
0..
~ ~ N '" .q-

j ~ ~ ~ ~

~
0.. 0.. 0.. 0..
~ ~ ~ ~

<l j j .;,J j.q- .q-
u u \:J \:J " \:J
.q- .q- "'" "'" "'" "'"~ ~ <l <l <l <l

Bail/HI BO/llHI

T:».iq,;"",,'c"''''''.~_~'''''''''''''''''''.'''-'''-~';_~'~...<1I\.'''''''''''''''1<:'''''''''''I'i..W;:'~=~~''''~<;i;'''''''':'.:.>~'tœ~~"""",!:::!!::"if"<..~

Cassette Apra
l-"~""=~'·~"~='''~~=~~V"~."....._='~~ ..r~=~~·'~~~.

BalllHI BalllHI Ba/llHI
... .. ...

.. 18,7 kb

18.2 kb

..

1 kb

Figure R-83 : Mise en évidence du remplacement de hasL chromosomique par la cassette
Apra.
A gauche, hybridation de l'ADN du cosmide 14C4 marqué sur l'ADN digéré par BamHI de 14C4, de
14C4!'J.hasL::Apra, et de quatre mutants de S. ambojaciens (!'J.hasL::Apral à 4) dont l'ORF hasL a été
remplacée par la cassette Apra. L'astérisque indique le vecteur Superl détecté dans l'ADN des
cosmides. Les conditions de migration sont: gel d'agarose 0,8%, tampon TAE, 1,5 V/cm.
A droite, localisation de hasL dans le fragment BamHI de 18,7 kb de 14C4 et de la cassette Apra dans

les fragments de 18,2 kb et 1 kb de 14C4L'lhasL::Apra.

Une démarche analogue a été appliquée pour l'analyse des quatre exconjugants correspondant au

remplacement au locus hasR L'hybridation de la sonde 25E1 révèle chez les exconjugants une

bande de 3,2 kb présente dans le proftl du cosmide modifié 25E1L1hasR::Apra (Figure R-84). Ce

résultat indique que le locus has a vraisemblablement été remplacé. Dans les conditions

électrophorétiques utilisées, il n'est cependant pas possible de conclure quant à la disparition de la

bande de 14,2 kb (portant le gène hasR), corollaire du remplacement du locus sauvage. Il en est de

même pour l'absence dans le profil des ADN génomiques de la bande caractéristique de Super1

(6,8 kb). Cette absence a toutefois été vérifiée lors d'autres expériences d'hybridation, confirmant

ainsi l'occurrence du double crossing-over (résultats non montrés).
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B-IV.203 Construction des simples mutants 6.btlSR et 6.basL

BallJHI BamHI

t.i:'.~";"~'~."."'<.~~""_<'''ol-:-...~,:,~";:r;c,''':-''='ro~~'''<:J&;i,,~-r~_"'~'"l'.'"""'~'>!"';Wl"=:~w~"'$I""==""";;;_,,"i/'>'o.:T

Cassette Apra
.r~w""""'<O~"~'CT'",~""'>="~=,",=~'-~-'-~'~-'""~'~;.•

BallJHI BaDlHI BallJHI
III .. .. ..

! N 0) ""
~

:: :: :: ::
c... c... c... tl...., <1 <1 <1 <1

<1 <i! ~ <i! <i!"Q
~ ~ ti ti ti6:: U) U)

..., ..., ..., ...,
« N N <1 <1 <1 <1

"
.~.

-

..

11,5 kb

14,2 kb

3,2 kb

Figure R-84 : Mise en évidence du remplacement de hasR chromosomique par la cassette
Apra.
A gauche, Hybridation de l'ADN du cosmide 25E1 marqué sur l'ADN digéré par BamHI de 25E1, de
25E1DhasR::Apra, et de quatre mutants de S, ambofaciens (DhasR::Apra1 à 4) dont l'ORF hasR a été
remplacée par la cassette Apra, , La bande correspondant au vecteur Super1 (6,8 kb) comigre, dans les
conditions de migration utilisées, avec la bande BamHI de 7,7 kb de 25E1, et n'est pas indiquée, Les
conditions de migration sont: gel d'agarose 0,8%, tampon TAE, 1,5 V/cm,
A droite, localisation de hasR dans le fragment BamHI de 14,2 kb de 25E1 et de la cassette Apra dans
les fragments de 18,2 kb et 1 kb de 25ElD hasR::Apra,

Pour confirmer le remplacement des loci has chez les exconjugants et donc la construction de

simples mutants has, une analyse complémentaire a été entreprise,

B-IV.2.4.3.2 - Vérification par peR

Pour chaque locus has, un couple d'amorces spécifiques des régions flanquant les deux üRF has a

été dessiné: CU/CL2 pour ~ontrôle hasL et CR1/CR2 pour ~ontrôle hasR (Tableau MM-6,

Figures R-85 et R-86). La taille théorique des produits de PCR déduits des séquences des loci

sauvages est de 1182 pb pour hasR et 1161 pb pour hasL. En revanche, si les loci sont remplacés

par la cassette Apra, la taille des produits attendus passe à 1726 pb pour un simple mutant

S. ambrfaciens ~hasR:Apra et 1705 pb pour un simple mutant S. ambrfaciens ~hasL::Apra.

L'amplification à l'aide du couple CU/CL2 (Figure R-85) permet d'obtenir une bande unique de

taille estimée à 1,1 kb lorsque l'ADN génomique sauvage et l'ADN du cosmide 14C4 sont utilisés

comme matrice, ce qui est compatible avec la taille attendue de 1162 pb. En revanche, lorsque

l'ADN génomique des quatre exconjugants et l'ADN du cosmide 14C4~hasL::Apra sont utilisés

en tant que matrice} une bande unique d'environ 1,7 kb est obtenue, ce qui est compatible avec la
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B-IV.2 03 Construction des simples mutants l'lhasR et l'lhmL

taille théorique attendue. Ces données démontrent le remplacement effectif de hasL par l'allèle

portant la cassette Apra au locus chromosomique.

~
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< 'ij '2 'Iij ~

-2 CL CL CL CL

~
.,; -0; -0; .,;

<l ~ ~ .J ~... ...
J;

~
u u \1
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'" ;0 ;0 ~ <l ~

__ 1,7kb

__ 1,lkb

1161 pb

..~~~,-~~~~~~~-_ ..~.;;::" ..
i'-'

1705 pb

Figure R-85 : Vérification par PCR du remplacement de l'ORF hasL.
A gauche, séparation des produits de PCR sur un gel d'agarose en fonction des matrices: ADN de la

souche sauvage de S. ambofaciens DSM40697, de 14C4, de 14C4I'lhasL::Apra, et de quatre mutants de la
souche S. ambofaciens DSM40697 (L'.hasL::Apral à 4) portant l'allèle hasL remplacé par la cassette Apra.
Les conditions de migration sont : gel d'agarose 1%, tampon TEE, 6 V/cm. Seules les tailles des

bandes du marqueur de taille ÂFstI (250 ng) encadrant les bandes d'intérêt sont indiquées. Un aliquot
de 5 !-LI sur 50 !-LI du produit de PCR a été déposé.
A droite, représentation schématique de l'organisation des loci hasL sauvage (partie haute) et remplacé
par la cassette Apra (partie basse). Les oligonucléotides (CU et CL2) servant à la PCR sont
représentés par des flèches et les tailles des produits de PCR attendus sont indiquées.

Des résultats analogues ont été obtenus pour le locus hasR (Figure R-86) et permettent de

conclure au remplacement efficace du locus hasR dans les quatre exconjugants sélectionnés.

tt
-< N '" ""~ 11 11 11 11

0< 0< 0< 0<

" -< -< -< -<.., <ibJl j ~ ~ ~>.; '" ~~ ~ U") ..il ~ ~
« N <1 <1 <1 <1

__ 1,7kb

__ 1,2kb

1182 pb

----1]< Cassette Apra 01----- '4Î«""

1726 pb

Figure R-86 : Vérification par PCR du remplacement de l'ORF hasR.
A gauche, séparation des produits de PCR sur un gel d'agarose en fonction des matrices: ADN de la
souche sauvage de S. ambofaciens DSM40697, de 25El, de 25E1L'.hasR:Apra, et de quatre mutants de la

souche S' ambofaciens DSM40697 (L'.hasR::Apral à 4) portant l'allèle hasR remplacé par la cassette Apra.
Les conditions de migration sont : gel d'agarose 1%, tampon TEE, 6 V/cm. Seules les tailles des

bandes du marqueur de taille ÂFstI (250 ng) encadrant les bandes d'intérêt sont indiquées. Un aliquot
de 5 !-LI sur 50 !-LI du produit de PCR a été déposé.
A droite, représentation schématique de l'organisation des loci hasR sauvage (partie haute) et remplacé
par la cassette Apra (partie basse). Les oligonucléotides (CR1 et CR2) servant à la PCR sont
représentés par des flèches et les tailles des produits de PCR attendus sont indiquées.
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B-IV.2 cg Construction des simples mutants 6.hasR et 6.baJL

B-IV02AA - VER][lFJ[CATION DE LQINTEGRITE DE LA STRUCTURE

CHROMOSOMIOUE CHEZ LES SIMJP'LES MUTANTS Jo AMBOFACIENJ

LJlHAJ::AJP'RA

Le chromosome de S. ambofaciens DSM40697 est sujet à une forte instabilité structurale

notamment dans les régions subtélomériques (pour revue, (Leblond and Decaris, 1994). Les loci

has étant localisés dans les régions terminales, il était nécessaire de vérifier qu'aucun

réarrangement de grande ampleur n'avait accompagné le remplacement des allèles has.

Pour cela, deux approches ont été utilisées : l'analyse de la structure génomique par

électrophorèse en champs pulsés (pFGE pour "Eulsed field Gel E,lectrophoresis"), et

l'hybridation de contrôle par l'ADN du cosmide AD91 recouvrant les régions terminales du

chromosome (Leblond et al., 1996).

La comparaison en PFGE des prof1ls AseI de l'ADN du sauvage avec celui des simples mutants

ne révèle aucune différence décelable (Figure R-87), notamment pour les fragments portant les

loci has, fragment AseI-D (950 kb) pour hasL, et fragment AseI-E (850 kb) pour hasR Ainsi,

aucun réarrangement de grande ampleur ne s'est produit lors de la construction des simples

mutants S. ambofaciens ~haJ::Apra.

~._-
A (1900 kb)
B (1700 kb

C (1050 kbl
D (950 kb
E (850 kb

F (550 kb)
G (480 kb)

H (310 kb)
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=1.1.
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a D 1 F 1

...
AD91

s. alllbojadens DSM40697

B c IHIII A
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Il E IGO
...

1\D91

Figure R-87 : Vérification de l'intégrité du chromosome des simples mutants.

A gauche, migration de digestions AseT des ADN sauvage et de deux simples mutants (6.hasL::Apra3
et L\haJR::Apra2) en PFGE. Le nom et la taille de chaque fragment AseT sont indiqués. Les conditions
de migration n'étant pas les mêmes entre la piste de l'ADN sauvage (gel d'agarose 0,9%, 6V/ cm,
tampon TBE, temps de pulsation 40-160 s, 20 h) et celles des mutants (paramètres identiques saufla
durée de migration ramenée à 24 h), les correspondances entre les bandes sont indiquées par des traits.
A droite, carte de restriction AseT du génome de S. ambofaciens DSM40697. Les rectangles
correspondant aux fragments de restriction AseT sont désignés par une lettre (A à J). La localisation
des loci hasL et hasR dans les fragments D et E est signalée par un trait horizontal. Les deux cercles
symbolisent les protéines terminales liées de façon covalente à l'ADN. Les triangles noirs indiquent la
localisation du cosmide AD91.

De plus, lorsque les ADN génomiques des simples mutants ~has::Apra sont été hybridés avec

l'ADN marqué du cosmide recombinant AD91, un profil identique à celui de la souche sauvage a
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été obtenu pour les 8 souches testées indiquant que les extrémités chromosomiques sont

vraisemblablement présentes et intactes (résultats non montrés).

Deux simples mutants ont été analysés par la suite et seront appelés ilhasL::Apra et ilhasR::Apra

(ilhasL ou ilhasR désigne l'ORF remplacée, respectivement hasL ou hasR ; ::Apra indique la nature

de la cassette de remplacement).

La quasi identité (97%) des protéines potentiellement codées par les loci sauvages has permettait

d'envisager une redondance fonctionnelle des deux allèles. C'est pourquoi l'interruption des deux

copies au sein du même génome a été entreprise. L'approche utilisée pour interrompre la copie

de l'ORF has résiduelle chez les simples mutants ilhasL::Apra et ilhasR::Apra est analogue à celle

employée pour interrompre l'une des deux copies chez la souche sauvage. Le fait d'interrompre

l'ORF hasL chez le simple mutant ilhasR::Apra et réciproquement permet d'obtenir des doubles

mutants indépendants, et assure ainsi la validité des analyses lors de la recherche de phénotypes.

n-IV.3.1 .~ AMPLI-FICA'tION nES CASS:ET't'ES
REMPLACEMENT nIRIGE DES LOCI NAS
COSMI:O:ES RECOMBINAN"tS 14C4 E't' ~5E1

SPEC .E't'
SUR. Ll~S

Les séquences bordant les différentes cassettes étant identiques, les couples d'amorces

hasL1/hasL2 et hasR1/hasR2 (Tableau MM-6) ont été utilisés pour amplifier par PCR la cassette

Spec (gène aadA et ori}) à partir de l'ADN du plasmide pIJ778 (voir Matériel et Méthodes). Une

bande d'environ 1,5 kb est observée sur la Figure R-80 et correspond à la taille attendue de

l'amplifiat (1502 pb). Une bande quantitativement minoritaire de taille plus importante est

également observée. L'ADN amplifié est purifié à l'aide d'un kit de purification (Qiagen).

Des transformants d'E. coli BW25113/pIJ790/14C4 et 25E1 sont alors obtenus suite à

l'électroporation avec les produits de PCR respectifs (respectivement 227 et 11 clones [speeR]).

Trois clones [speeR] sont sélectionnés parmi les transformants obtenus pour chaque expérience.

L'analyse par restriction BamHI de l'ADN cosmidique des 3 clones sélectionnés chez la souche

BW25113/pIJ790/14C4 (Figure R-88) révèle une bande de 1 kb correspondant au remplacement

de hasL et à l'obtention de la construction 14C4ilhasL::Spec.
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18,7 kb..
_18.2kb

1 kb18,2 kb

BalJJHI Ball/HI

t,>.c..==·=c.~,»~=~.",_">,,,,,,~.~"">~'n.==.».~o=,=,,",=,,.=~.~~o=~o=!:::!::~.~>J

.=..=.~=o>"""=~c.o."="""""=,,=>'="===>'='==_='>=_''''~=::;;~~1
Ball/HI BaJJ1HI BalJJHI.. .. .. ~

Figure R-88 : Vérification par restriction BamHI des remplacements de l'ORF hasL par la
cassette Spec.
A gauche, migration électrophorétique de l'ADN des cosmides 14C4 et 14C46.hasL::Spec digéré par
BamHI. Les conditions de migration sont: gel d'agarose 0,8%, tampon TAE, 1,5 V/cm. Un clone
représentatif sur les quatre sélectionnés est montré.
A droite, localisation de hasL dans le fragment BamHI de 18,7 kb de 14C4 et de la cassette Spec dans
les fragments de 18,2 kb et 1 kb de 14C46.hasL::Spec.

De même, l'observation d'une bande d'environ 3,2 kb dans le profil de restriction BamHI des

ADN cosmidiques des 3 clones sélectionnés à partir de la souche BW25113/pIJ790/25E1 révèle

le remplacement de hasR (Figure R-89) et l'obtention de la construction 25E1L'l.hasR:Spec.

BallJHl BalJJHI

t"_",~"=.,._,> ••.••>,=.",.>,..•=.>,="",,,>,.,,~,,,=,,==.,>, ">~.m.•>=="."=>,>~,,~",,,~~!

Cassette Spec
r="'>"'·>··»">">"'~·"c.,·">",=~~,,,">'~"">~"""=~»"'"'~~=~='~="'1

BaJlJHI Ball/HI Ball/HI

... .. .. .

14-,5 kb

11,5 kb ':;::

5,lkb~

2,8kb~

I,?kb_

..

11,5 kb

14,2 kb

3,2 kb

..

Figure R-89 : Vérification par restriction BamHI du remplacement de l'ORF hasR par la
cassette Spec.

A gauche, migration électrophorétique de l'ADN de 25El et 25El6.hasR::Spec digéré par BamHI. Les
conditions de migration sont: gel d'agarose 0,8%, tampon TAE, 1,5 V/cm. Un clone représentatif sur
les quatre sélectionnés est montré.
A droite, localisation de hasR dans le fragment BamHI de 14,2 kb de 25E1 et de la cassette Spec dans

les fragments de 18,2 kb et 1 kb de 25El6.hasR::Spec.
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Les cosmides recombinants 14C4.6.hasL::Spec et 25El.6.hasR::Spec analysés ont été introduits

dans la souche E. coli ET12567/pUZ8002. Parmi les transformants [speeR] obtenus (plusieurs

centaines pour chaque expérience), deux clones ont été analysés et la présence des cosmides

modifiés a été vérifiée par analyse de restriction BamHI de l'ADN cosmidique.

B-IV.3.~ ..... REMPLACEMENT DU LOCUS BAS SAUVAGE
PAR LA CASSETTB SPEC CaRl: LES SIMPLES MUTANTS
AHASL~~APRAET ABASR~~APRA

Le cosmide 14C4.6.hasL::Spec a été transféré par conjugaison intergenenque chez un simple

mutant .6.hasR::Apra (84 clones obtenus). Réciproquement, 25El.6.hasR::Spec est transféré dans le

simple mutant .6.hasL::Apra (277 clones obtenus). La totalité des exconjugants obtenus sont

[kans]. Trois clones [apraRspecRkans] issus de chaque expérience ont été sélectionnés et analysés.

Les doubles mutants sont appelés DMRL Wouble Mutant dont la copie hasL a été remplacée par

la cassette Spec dans un contexte .6.hasR::Apra) et DMLR Wouble Mutant dont la copie hasR a

été remplacée par la cassette Spec dans un contexte .6.hasL::Apra).

B ... IV.3.3 MISE EN EVIDENCE DU REMPLACEMENT
DRS DEUX ORF RAS AUX LOCI CHROMOSOMIQUES

B-KV.3.3.1 - VEJlUF][CAT][ONPAR HYJBJUDAT][ON

L'hybridation de l'ADN marqué des cosmides 14C4 et 25El sur les ADN des doubles mutants

révèle les bandes BamHI signatures du remplacement des loci respectifs dans les contextes

simples mutants (1 kb pour l'interruption de hasL chez un mutant hasR, et 3,2 kb pour

l'interruption réciproque) (Figure R-90).

~l,Okb

~ 3,2kb

Figure R-90 : Vérification du remplacement des
ORF hasL et hasR par les cassettes Apra et Spec
respectivement.
A gauche, hybridation de l'ADN marqué du cosmide
14C4 sur des profLls de restriction BalltHI des
cosmides 14C4 et 14C4!'J.hasL::Apra et de l'ADN du
double mutant DMLR2.
A droite; hybridation de l'ADN marqué du cosmide
25El sur des profils de restriction BalltHI des
cosmides 25El et 25El.0.hasR::Spec et de l'ADN de
DMLR2.
La bande correspondant au vecteur Superl est
indiquée (v).
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B-IV.3.3.2 - VEJ!UHCATKON PAR rCR

Les couples d'amorces CL1/CL2 et CR1/CR2 sont utilisés dans des expériences de PCR avec

pour matrice l'ADN extrait des clones précédemment analysés ainsi que l'ADN des contrôles

(14C4, 14C4.6.hasL::Spec, 25E1, 25E1.6.hasR:Spec et S. ambofaciens DSM40697). La taille des

fragments de PCR attendus et l'analyse de deux doubles mutants réciproques sont présentés en

Figure R-91.

Ainsi, l'amplification à l'aide du couple d'amorces CL1/CL2 avec pour matrice l'ADN du double

mutant DMLR génère une bande unique compatible avec la taille théorique (1705 pb),

confirmant le remplacement du gène hasL par la cassette Apra. Cette taille est légèrement

inférieure à celle du produit obtenu pour l'amplification du cosmide 14C4.6.hasL::Spec, la cassette

Spec mesurant 1745 pb.

1161 pb

'<'~!i~""""

'~<>_'~~'Y

OC 0-- 1,7 kb
Cassette Apra

1705 pb

OC 0Cassette Spec

1745 pb

Figure R-91 : Vérification par PCR du remplacement de l'ORF hasL chez les doubles
mutants.
A gauche, séparation des produits de PCR obtenus à l'aide des oligonucléotides CU et CL2 en

fonction de la matrice utilisée (ADN des cosmides 14C4 et 14C4L'1.hasL::Spec, des doubles mutants
DMLR2 et DMRL2 ainsi que de la souche sauvage). Les conditions de migration sont: gel d'agarose

1%, tampon TEE, 6 V/cm. Seules les tailles des bandes du marqueur de taille ?cPstI (250 ng) encadrant
les bandes d'intérêt sont indiquées. Un aliquot de 5 J.11 sur 50 J.11 du produit de PCR a été déposé.
A droite, représentation schématique de l'organisation des loci hasL sauvage (en haut) et remplacés par
les cassettes Apra (au milieu) et Spec (en bas). Les oligonucléotides (CU et CL2) servant à la PCR
sont représentés par des flèches et les tailles des produits de PCR attendus sont indiquées.

De même, l'amplification à l'aide du couple d'amorces CR1/CR2 avec pour matrice l'ADN du

double mutant DMLR et du cosmide modifié 25E1.6.hasR::Spec génère un produit unique,

identique dans les deux expériences, et de taille compatible avec le remplacement du gène hasR

par la cassette Spec (Figure R-92).
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1182 pb

1,7kb~

1,lkb __

(:i

-~>-----I]<Cassette Apra 01---- ~.~
1726 pb (I~

, ){

",~,----1]< Cassette Sp"C 01----
, "l\}~--

1766 pb

Figure R-92 : Vérification par peR du remplacement de l'ORF hasR chez les doubles
mutants.
A gauche, séparation des produits de PCR obtenus à l'aide des oligonucléotides CRI et CR2 en

fonction de la matrice utilisée (ADN des cosmides 25EI et 25EL\hasR::Spec, des doubles mutants
DMLR2 et DMRL2 ainsi que de la souche sauvage), Les conditions de migration sont: gel d'agarose

1%, tampon TEE, 6 V/cm, Seules les tailles des bandes du marqueur de taille ÂPstI (250 ng) encadrant
les bandes d'intérêt sont indiquées,
A droite, représentation schématique de l'organisation des loci hasR sauvage (en haut) et remplacés par
les cassettes Apra (au milieu) et Spec (en bas), Les oligonucléotides (CRI et CR2) servant à la PCR
sont représentés par des flèches et les tailles des produits de PCR attendus sont indiquées,

Réciproquement, la comparaison entre la taille des produits de PCR obtenus à partir de l'ADN du

double mutant DMRL et de l'ADN des cosmides 14C4LlhasL::Spec et 25E1LlhasR::Spec,

confirme à la fois le remplacement du gène hasR par la cassette Apra et celui du gène hasL par la

cassette Spec.

Ces résultats confirment donc le remplacement en deux étapes des deux ORF has aux loci

chromosomiques, et par conséquent l'obtention de doubles mutants réciproques et indépendants.

IV.l.4 IN'TE6RITE DES REGIONS TERMINALES DU
CHROMOSOME DES DOUBLES MUTANTS

De façon analogue à l'analyse du génome des simples mutants, l'intégrité structurale du

chromosome des doubles mutants a été testée par PFGE et par hybridation avec le cosmide

AD91 recouvrant les régions subtélomériques du chromosome sauvage (Leblond et al., 1996).

Comme le montre la Figure R-93, les profils AseI de l'ADN de la souche sauvage et doubles

mutants sont identiques.
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S. alllbofaciens DSM4ü697
hasL

J
hasR

a D FI B c IHlrl A Il E IGO

" DMLR DMRL "~ ~
> >
" 2 3 2 3 "~ ~

- -- - - - - -,'- ~!- - ... ~ '1~"~J?:

-...-.. -.....=-• ~.... - ~
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Figure R-93 : Vérification de l'intégrité du chromosome des doubles mutants.
En haut, carte de restriction AseI du génome de S. ambofaciens DSM40697. Les rectangles
correspondant aux fragments de restriction AseI sont désignés par une lettre (A à J). La localisation
des loci hasL et hasR dans les fragments D et E est signalée par un trait horizontal. Les deux cercles
font référence aux protéines terminales liées de façon covalente à l'ADN.
En bas, migration en PFGE des ADN des doubles mutants. Le nom des fragments AseI est indiqué à
droite du gel. Les conditions de migration sont: gel d'agarose 0,9%, 6 V/cm, tampon TBE, temps de
pulsation 40-160 s, 20 h.

De même, les profJls d'hybridation des ADN totaux sauvage et doubles mutants par la sonde

AD91 ne présentent aucune différence (Figure R-94).

11.:;kb~Î

l',~ l:b--Ot-

DMLR

1 2 3

DMLR

1 2 3

',' l'',J,.l:,·'".fi'

Figure R-94 : Vérification de l'intégrité des
extrémités du chromosome chez les doubles
mutants (DMLR et DMRL).
Hybridation de l'ADN marqué du cosmide AD91 sur
des profùs de restriction BamHI de l'ADN total de la
souche sauvage et de 6 souches doubles mutantes.
Les conditions de migration sont: gel d'agarose 0,8%,
tampon TAE, 1,5 V/cm. Seules quelques tailles de

bandes du marqueur de taille )."PstI (250 ng) sont
indiquées.
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Cette expérience révèle qu'au moins une extrémité chromosomique intacte est présente chez les

souches mutantes. Comme les deux fragments Asel terminaux sont présents dans les profùs

PFGE, il est possible de conclure que les régions terminales du chromosome sont intactes dans

les souches doubles mutantes.

Par conséquent, huit simples mutants indépendants issus de la souche S. ambofaciens DSM40697

inactivés pour hasL et hasR (quatre de chaque) ainsi que six doubles mutants indépendants (par

groupe de trois réciproques) présentant les deux copies has inactivées sont désormais disponibles

pour l'analyse phénotypique.

B..IVA~ CONSTRUCTION DECOMPl.BMENTANTS DES SIMPLES
MUTANTS AnAs

Afin de vérifier que le phénotype des mutants interrompus dans le gène hasR ou hasL est

effectivement dû à l'absence de gène(s) has fonctionnel(s), une approche de complémentation a

été envisagée. Cette approche consiste à intégrer à un autre locus chromosomique une copie

sauvage du gène has considéré.

Dans cette optique, les régions promotrices et codantes des gènes hasR et hasL ont été clonées

dans le plasmide conjugatif et intégratif pSETn (O'Connor et al., 2002). Ce plasmide a été

construit à partir du plasmide conjugatif et intégratif pSET152, lui même dérivé du phage cDC31

(Bierman et al., 1992), où le gène aac(3)IV conférant la résitance à l'apramycine a été remplacé par

le gène aadA codant la résistance aux antibiotiques spectinomycine / streptomycine. Outre le site

d'intégration attP, ce dérivé possède l'intégrase du phage et non son excisionase ce qui lui permet

de s'intégrer de façon stable au site unique d'intégration du bactériophage cDC31 (Kuhstoss and

Rao, 1991), localisé dans le fragment Asel-C du chromosome de S. ambofaciens (Leblond et al.,

1996).

Il possède également une origine de réplication coLEl qui lui permet de se répliquer chez

Escherichia coli, ainsi que l'origine de transfert du plasmide RK2, qui lui permet d'être transféré

d'E. coli à Streptomyces au cours d'une conjugaison intergénérique.

Enfin, il possède le gène de résistance aux antibiotiques spectinomycine / streptomycine (gène

aadA) , ce qui permet de sélectionner la présence du plasmide à la fois chez E. coli et chez

Streptomyces.
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B-IV.. 4 ..~ CLONAGE DES REGIONS COnAN'TES nES
GENJ:~S HASLE'T HASR DANSLlt V:nCTEURPSBTO

Les gènes has ont été isolés par PCR à l'aide des couples d'oligonucléotides CoR1/CoR2 et

CoU/CoL2 (Tableau MM-6) permettant d'amplifier des séquences de 1076 et 1176 pb

correspondant à la région codante des gènes hasR et hasL respectivement, ainsi qu'à leur région

promotrice.

Ces produits de PCR ont ensuite été digérés par l'endonucléase EcoRI, présentant un site de

restriction dans chacune des deux amorces. Parallèlement, l'ADN du plasmide pSETn a été

extrait, digéré par EcoRI puis déphosphorylé. Après plusieurs étapes de purification, deux

mélanges de ligation ont été réalisés avec une multiplicité d'environ une molécule d'ADN

plasmidique pour dix molécules d'ADN de chaque produit de PCR puis vérifiée par

électrophorèse en gel d'agarose.

L'ADN de ces mélanges de ligation ainsi que l'ADN natif du vecteur pSETn ont enfin été

electroporés dans des cellules compétentes d'E. coli DH5a. Le vecteur de clonage pSETn

renferme également le gène lacZ permettant la sélection des clones transformés par un vecteur

recombinant (clones blancs sur milieu LB+X-Galactose+IPTG) dans le cas des mélanges de

ligation pSETn + CoR et pSETn + CoL. Ainsi, 12 et 5 clones blancs, issus de la transformation

avec les mélanges de ligation renfermant hasR et hasL respectivement, ont été analysés par

migration sur gel d'électrophorèse de leur ADN plasmidique digéré par EcoRI

Deux types de profJls de restriction ont été observés pour chaque clonage : des profJls ne

présentant qu'une bande unique correspondant au plasmide vide et des profJls de vecteurs

recombinants où deux bandes sont observées: une bande aux alentours de 1 kb (exactement

1076 pb pour hasR et 1176 pb pour hasL) correspondant à la digestion par KpnI du fragment

amplifié par PCR et la bande signature du vecteur vide d'environ 7 kb (exactement 6,7 kb).

Les plasmides ayant intégré le gène hasR ou hasL ont été appelés pSETnR et pSETnL

respectivement.

L'insert de ces plasmides a ensuite été séquencé afin de vérifier qu'aucune mutation n'avait été

introduite, notamment lors des étapes de PCR.

Des cellules compétentes diE. coli ET12567 + pUZ8002 ont ensuite été transformées par l'ADN

d'un plasmide recombinant de chaque type (pSETnR1 et pSETnU) ainsi que par de l'ADN

natif du vecteur pSETn.

L'ADN plasmidique des transformants obtenus a ensuite été extrait et des digestions EcoRI ont

permis de vérifier la carte de restriction des vecteurs recombinants (Figure R-95).
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6,7 kb-':

l,lkb-.·.. 1 kb

Figure R-95: Vérification des cartes de restriction EcoRI des plasmides pSETOR et
pSETOL.

Après avoir vérifié la capacité de transfert et d'intégration des plasmides recombinants par des

expériences de conjugaison intraspécifique E. coli / E. coli, un plasmide recombinant représentatif

de chaque construction a été introduit chez les simples mutants has par conjugaison

intergénérique.

Après sélection sur la résistance à la spectinomycine, deux types de transconjugants issus du

simple mutants R2 ont été obtenus: des transconjugants ayant intégré un vecteur vide et des

transconjugants ayant intégré un vecteur recombinant pSETnR renfermant une copie sauvage du

gène hasR

Le phénotype des transconjugants obtenus est de type sauvage c'est-à-dire que les colonies

présentent un mycélium aérien (phénotype aml) et une pigmentation grise (phénotype pig+). La

différenciation de S. ambofaciens ne semble donc pas affectée par l'intégration du plasmide dans le

chromosome bactérien.

Les souches de S. ambofaciens ainsi transformées ont été nommées NSApSETn et NSApSETnR

(NSA pour Nancy J. {1mbofaciens).

De façon analogue aux vérifications réalisées pour les simples et doubles mutants, l'intégrité

structurale du chromosome des complémentants a été testée par PFGE et par hybridation avec le

cosmide AD91. L'intégration des plasmides pSETn et pSETnR a été vérifiée par des

hybridations moléculaires, à l'aide de sondes correspondant au locus has et au site att

chromosomique et également par peR (résultats non montrés).
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B-V.l C?j Les facteurs OH." ct la différenciation ccllulairt"

Les facteurs Ci alternatifs sont fréquemment impliqués dans la régulation de la différenciation

morphologique des bactéries du genre Streptomyces et/ou dans le contrôle de régulons de réponse

au stress (voir Introduction). Par ailleurs, en conditions de laboratoire, la différenciation

morphologique et métabolique des Streptomyces est étroitement dépendante de la composition du

milieu de croissance. Ainsi, selon le milieu, le phénotype colonial peut présenter une

différenciation incomplète, ou au contraire, une surproduction de composés associés au

métabolisme secondaire tels que les antibiotiques. La recherche de phénotypes associés à

l'interruption du ou des gènes bas est basée, d'une part sur la culture de simples et doubles

mutants sur des milieux de composition variée (milieux riches et milieux minimum) et d'autre

part, sur la confrontation avec divers agents stressants.

B-V,1..1 ~ CROISSANCE SUlt MILIEUX: GELOSES

Pour tous les milieux testés, plus d'une centaine de colonies de chaque souche a été analysée.

Sur milieu R2YE (Thompson et al., 1980), le phénotype des colonies mutées dans le gène s~B

codant un facteur cr alternatif chez S. coelicolor A3(2), est déficient pour la production de mycélium

aérien (phénotype "bald") (Cha et al., 2001). Les ORF bas de S. ambofaciens étant fortement

homologues au gène s~B de S. coelicolor A3(2), les simples et doubles mutants interrompus pour la

ou les ORF bas ont été cultivés sur milieu R2YE.

Aucune différence morphologique ou retard de croissance entre les mutants et la souche sauvage

n'est observée (résultat non montré). Les colonies présentent après quatre jours de croissance à

30°C une différenciation de type sauvage (formation du mycélium aérien ou [aml], sporulation

normale ou [spa+] et pigmentation grise des spores ou [pig+]).

Sur milieu R2 (Okanishi et al., 1974) correspondant au milieu R2YE sans extrait de levure (YE

pour "Yeast Extract"), un mutant de S. ambofaciens ATCC23877 interrompu pour une ORF

codant une polycétone synthétase est affecté dans la production d'un pigment brun-orange

diffusible (pang et al., sous presse). Sur ce même milieu, les doubles mutants bas présentent un

phénotype sauvage.

D'autres milieux riches tels que HT (pridham et al., 1957b), SFM (IZieser et al., 2000), NA et

milieux minimums tels que MM (Hopwood, 1967) MM complémenté en glucose (10 g/l) ou

mannitol (5 g/l) ont été testés. Sur tous ces milieux, les simples et doubles mutants bas ne

présentent pas de différence phénotypique vis-à-vis du sauvage (Figure R-96). Hormis sur MM

glucose où les colonies sauvages et mutantes arborent une sporulation pauvre, les colonies ont un

phénotype [aml], [spa'] et [pig+J.

UJ }<I: \11 1/1'11 --;'

".'UN!" h-!



13-V.I 03 Les facteurs (JIL" et la différenciation cel1uJain:

Streptomyces ambofaciens DSM40697

HT

MM

MMM

MMG

NA

Sauvage
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Figure R-96 : Phénotype colonial de la souche S. amhofaciens DSM40697 sauvage et de la
souche double mutante DMRL2.
Des préparations de spores de deux souches de S. ambofaciens DSM40697 ont été étalées sur
différents milieux de culture solides: Hickey-Tresner (HT), Milieu Minimum (MM), Milieu Minimum
Mannitol (MMM), Milieu Minimum Glucose (MMG), Nutrient Agar (NA) (voir Matériel et
Méthodes). Après 20 jours d'incubation à 30°C, les colonies bactériennes ont été observées à la loupe
binoculaire.

Ainsi, les mutants has, simples et doubles, présentent un phénotype similaire à la souche sauvage

quel que soit le milieu de croissance testé.
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B-\1.1 03 Les facteurs o+las et la différenciation cellulaire

B-V.1.~ -- ACTIVITB ANTIBACTBRIBNNB

Le mutant sigB de S. coelicolor A3(2) semble être affecté dans la production des antibiotiques

pigmentés actinorhodine et undécylprodigiosine sur milieu MM mannitol lM en saccharose

(G. Kelemen, communication personnelle). Chez S. ambofaciens, la production de spiramycine,

antibiotique non pigmenté, n'est pas directement décelable. Des expériences d'inhibition de

croissance de la souche indicatrice B. subtilis ATCC6633 ont donc été réalisées afin de savoir si,

sur milieu MM mannitol lM en saccharose, les mutants has étaient affectés dans la production

d'une activité antibactérienne.

Cependant, les zones d'inhibition observées autour des colonies des doubles mutants et du

sauvage ne sont pas sensiblement différentes (Figure R-97).

Figure R-97 : Test d'activité antibactérienne des souches sauvage et doubles mutantes has de
S. ambofaciens.
Les ronds blancs correspondent à des cylindres d'agar prélevés dans une boîte de Petri où a été
cultivée Gusqu'à 8 jours) à confluence une sporée de chaque souche. Le fond gris correspond à la
croissance de la souche indicatrice B. subtilis ATCC6633. L'inhibition de croissance est révélée par la
zone sombre entourant les cylindres d'agar.
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B-V.2 œ Les facteurs a Has et la réponse aux stress

B ...v,a,l ..... R.ECHER.CHE DE PHENOTYPES ASSOCIES AUX
STRESS

La recherche d'un phénotype associé au replacement des loci has a consisté en une observation

qualitative du phénotype colonial dans des conditions de croissance spécifiques (stress thermique,

acide-alcalin et osmotique). Des observations quantitatives ont été réalisées pour les stress

ultraviolet et oxydant.

JB- Vo2o 10 1 - INfLUENCE DE LA TEMPERATURE SUR LE PHENOTYPE

COLON][AL

Les deux doubles mutants réciproques et la souche sauvage ont été cultivés, à 30°C et 37°C, en

tapis confluent (106 spores) sur les milieux solides HT, SFM, MM glucose et MM mannitol (la

température optimale de croissance de Streptomyces étant de 30°C). Les phénotypes ainsi que les

croissances des deux doubles mutants réciproques sont similaires à ceux de la souche sauvage

quelles que soient les conditions de culture (Figure R-98).

Sauvage

DMLR2

Sauvage

DMLR2

HT

MMM

8FM

MMG

Sauvage

DMLR2

Sauvage

DMLR2

Figure R-98 : Croissance des souches de S. ambofaciens sauvage et DMLR2 en condition de
stress thermique.
Les bactéries sont cultivées 7 jours à 37 oC, condition de stress thermique, sur les milieux Hickey
Tresner (HT), « Soya Flour Mannitol» (SFJ'v1), Milieu Minimum Glucose (MMG) et Milieu Minimum
Mannitol (MMJ'v1) (voir Matériel et Méthodes).
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B-V.203 Les facteurs o-l-I:ts et la réponse aux stress

lBS- V020 102 - STRESS ACKDE-AJLCAUN

La croissance des Streptomyces est optimale lorsque le pH est proche de la neutralité. Sur milieu

solide HT acide (pH 5,0) ou alcalin (pH 9,0), environ 106 spores des deux doubles mutants et de

la souche sauvage ont été étalées. Aucune différence phénotypique n'a été décelée entre les

souches mutantes et sauvage (Figure R-99).

DMRL2

Sauvage

pH = 5,0

DMLR2

Sauvage

pH=7,9

DMRL2

Figure R-99 : Croissance des souches de S. amhofaciens sauvage, DMLR2 et DMRL2 en
condition de stress acide-alcalin.
Les bactéries sont cultivées 12 jours en condition de stress acide (pH 5) ou basique (pH 9) sur milieu
Hickey-Tresner (HT).

Le facteur aB de S. coe/ic%r A3(2) est impliqué dans la réponse à un stress osmotique salin (Cho et

al., 2001). La croissance du mutant aB est inhibée sur milieu solide et liquide contenant 0,5 M de

chlorure de potassium (KC1). Afin de tester leur comportement face au stress osmotique salin, les

doubles mutants réciproques ainsi que la souche sauvage ont été cultivés (stries ou étalement de 7

à 15 colonies isolées par boîte) sur milieu NA contenant °M, 0,25 M, 0,5 M ou 1 M de KCl. La

croissance et la différenciation des doubles mutants et du sauvage répondent de manière

comparable proportionnellement à l'augmentation de la teneur en KCl (Figure R-100).
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B-V.2 (93 Les facteurs alll' et la réponse aux stress

Streptomyces ambofaciens DSM40697

Milieu de culture NA
supplémenté en :

KClOM

KClO,25M

KClO,5M

KCllM

DMLR2

1 ,.~

lmm
/---1

Figure R-l00 : Phénotype colonial de la souche S. amhofaciens DSM40697 sauvage et de la
souche double mutante DMLR2.
Des préparations de spores de deux souches de S. ambofaciens DSM4ü697 ont été étalées sur milieux de
culture Nutrient Agar (NA), supplémenté ou non avec des doses croissantes de KCl (voir Matériel et
Méthodes). Après 15 jours d'incubation à 3üoC, les colonies bactériennes ont été observées à la loupe
binoculaire.

La recherche du motif consensus des promoteurs potentiellement reconnus par les facteurs sigma

HasL et HasR de S. ambojaciens dans la séquence du génome de S. eoe/ie%r A3(2) a permis de

mettre en évidence plusieurs gènes cibles potentiels et notamment un gène codant une protéine

homologue des protéines Dps d'E. coli. Ces protéines sont synthétisées en réponse à des stress

impliqués dans les dommages à l'ADN (Altuvia et al., 1994; Martinez and Kolter, 1997). En se

fixant de façon aspécifique à l'ADN, les protéines Dps formeraient une structure cristalline qui

protégerait l'ADN des agressions physico-chimiques (\X/olf et al., 1999).
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B·V.2 (?3 Les faett:urs aille et la réponse aux stress

Le taux de survie des doubles mutants has suite à une irradiation à différentes doses d'UV a été

comparé à celui de la souche sauvage. Dans le cas d'une implication éventuelle des gènes has dans

le contrôle de la transcription de gènes de la famille dps, les doubles mutants devraient présenter

une chute du taux de survie par rapport au sauvage. Les courbes de survie sont présentées Figure

R-1ü1. Aucune différence significative du taux de survie n'est observée.

0.1

-+- Souche sauvage

0.001 -0- Mutant DMLR2

-&-- Mutant DMRL2

0.0001 +---~--~---~--~

lOt) 200

Dose UV G/n'f)
300 400

Figure R-I0l : Taux de survie après irradiation UV de la souche sauvage S. amhofaciens
DSM40697 et des doubles mutants DMLR et DMRL.
Les spores sont irradiées à différentes doses UV (enJ/m2) puis incubées à l'obscurité (voir Matériel et
Méthodes).
Les barres d'erreur correspondent à l'intervalle de confiance calculé avec une probabilité de 95%. Ces
barres d'erreur ne sont parfois pas visibles à cause de l'échelle logarithmique.

B-V,2, 1,5~ STRESS OXYDANT

Chez S. coelicolor A3 (2) , un régulon contrôlé par le facteur GR appartenant à la famille des ECF est

induit lors d'un stress oxydant (paget et al., 1998; Paget et al., 2üü1b). La ménadione, diamide et

peroxyde d'hydrogène (HzOz) sont de puissants agents oxydants qui ont été testés sur les doubles

mutants. Aucune sensibilité particulière suite au traitement à la ménadione ou à la diamide n'a pu

être décelée.
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B-V.2 03 Les L\Crt'urs 0 1'" cr la J'(:~r(JI15C aux stress

En revanche, le traitement à l'HzOz a permis de mettre en évidence une sensibilité accrue des

doubles mutants par rapport à la souche sauvage (Figure R-1ü2). Bien que cette sensibilité soit

discrète, elle apparaît significative, les expériences ayant été réalisées en triplicats.

".

15

--+- Souche sauvage

-<>- Mutant DMLR2

--A- Mutant DMRI2

1O.l----~-_- . ~

o ~l Q2 Q3 M as QG Q7 M QS

Concentration en H,O, (M)

Figure R-I02 : Inrubition de la croissance de la souche sauvage S. ambofaciens DSM40697 et
des doubles mutants DMLR2 et DMRL2 par le peroxyde d'hydrogène.
Les conditions de stress sont indiquées dans le Matériel et Méthodes.
Les barres d'erreur correspondent à l'intervalle de confiance calculé avec une probabilité de 95%. Ces
barres d'erreur ne sont parfois pas visibles à cause de l'échelle logarithmique.

Sur l'ensemble des expenences réalisées, le diamètre d'inhibition de crolssance des doubles

mutants est plus grand de 11,2% (± 5,6%) que celui de la souche sauvage (qui présente une

varibilité de 4,8%). Par ailleurs, les souches complémentées semblent retrouver un niveau de

résistance de type sauvage (résultats non montrés).

=",,::;a'lW:"::":":::r:l'l============n'237
wIU.\II>f/IFI-2 8:J

Il· f .



B- \/.2 (73 Les Ltcteurs 0 i L,' ct h réponse aux stress

B-V.. ~'o~ .... ANA:LYSE 'TRANSCRIP'TIONNBLLE IH~S GENES
HIi,s EN CONnI'l'IONS DE STRESS

B-V,2,2, 1 ~ LA TRANSCRKJPlTKON DES GENES HASR ET HASL EST

Kj\JJQlUKTE DANS DES CONDKTKONS DE STRE..S.S

Compte tenu des homologies de séquences détectées entre les facteurs (JHas et le facteur de

réponse au stress général (JB de B. subtilis, la transcription des gènes has a été analysée suite à

divers stress.

Ainsi, des ARN extraits à partir de cultures soumises à un stress lorsqu'elles se trouvaient en

milieu de phase exponentielle de croissance ont été extraits.

Puis des expériences de cartographie à la nucléase S1 ainsi que des expériences de RT-PCR

quantitative ont été réalisées à partir de ces ARN (Tableau R-11).

Ainsi, il est apparu que les stress oxydatifs (10mM H20 2 pendant 30 minutes) et osmotique

(500mM NaCI ou 34% saccharose pendant 30 minutes) avaient une influence directe sur la

transcription des gènes has (Figure R-103).

En effet, en ce qui concerne le gène hasR, le transcrit initié au site hasRp1 présente une expression

induite d'un facteur 17 suite à un stress oxydatif, d'un facteur 25 suite à un stress salin et d'un

facteur 22,5 suite à un stress osmotique par le saccharose (Figure R-103 A.).

De la même façon bien que dans une moindre mesure, le transcrit initié au site hasLp1 pour le

gène hasL est également induit par ces conditions, d'un facteur 7,5 pour le stress oxydatif, et 21

ou 23 pour le traitement osmotique (Figure R-103 B.).

En revanche, l'expression des transcrits initiés aux sites hasRp2 et hasLp2 ne semble être affectée

par ces conditions de stress puisque les facteurs d'induction observés sont compris entre 1 et 2,5

au maXimum.

L'expression des transcrits has ne semble pas être affectée par des traitements à l'éthanol (4%

pendant 30 minutes) ni par un choc thermique (42°C pendant 20 minutes), à l'exception d'une

induction d'un facteur 5 de l'expression du transcrit initié au site hasLp2 suite à un choc

thermique (mais cette induction serait à confirmer, compte tenu du niveau d'expression très faible

de ce transcrit et donc de la fluctuation des résultats obtenus).
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B~V.2 (73 Les LiCteurs 0 11 1' et la répunse aux stress

B-V.2.2.2 - liMPUCATKON D? AUTRES FACTEURS CG DANS K/KNDUCTKON

DE LA TRANSCJlUPTKON DES GENES HAS DANS DES CONDKTKONS DE

STRESS

L'effet des stress oxydatif et osmotique sur la transcription des gènes has a également été analysé

par PCR quantitative chez les simples et doubles mutants has (Tableau R~l1). Les facteurs

d'induction de l'expression des transcrits initiés aux sites hasRp1 et hasLp1 observés chez les

mutants ne semblent être significativement différents de ceux observés chez la souche sauvage,

relativement à leur niveau de transcription altéré chez ces mêmes mutants (Figure R~103).

En effet, le transcrit initié au site hasRp1 présente une expression induite d'un facteur compris

entre 13,2 et 16,5 selon la souche mutante considérée suite à un stress oxydatif, comparativement

au facteur de 17 observé chez la souche sauvage. De la même manière, suite à un stress

osmotique, ce transcrit est induit entre 18 et 28,4 fois chez les mutants alors qu'il l'était 22,5 ou

25 fois chez la souche sauvage (Figure R~103 A.).

En ce qui concerne le gène hasL, des résultats similaires ont été obtenus puisque le transcrit initié

au site hasLp1 présente une expression induite d'un facteur compris entre 6,9 et 9 selon la souche

mutante considérée suite à un stress oxydatif, comparativement au facteur de 7,5 observé chez la

souche sauvage. De la même manière, suite à un stress osmotique, ce transcrit est induit dun

facteur compris entre 18 et 19,5 chez les mutants alors qu'il l'était d'un facteur 21 ou 23 chez la

souche sauvage (Figure R~103 B.).

Ainsi, l'induction de la transcnption des gènes has dans des conditions de stress oxydatif et

osmotique ne semble pas être dépendante des facteurs a Ha
', ou en tout cas pas exclusivement.

Ces résultats suggèrent donc que des facteurs a redondants pourraient contrôler l'expression des

gènes has, notamment dans ces conditions de réponse aux stress.
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B-V.2 03 Les facteurs 0+105 et la réponse aux stress

A. hasRpl

J5

30

25

20

15

10

.HT 1 1.0 1,0

DH202 17 14 13,2 16,5

E1NaO 25 18 28,4 19,1

OSuc.rose 22,5 23,9

B. hasLpl

30

25

20

15

10

.HT 1,0 1,0

OH2D2 7,5 7,1 6.9

t!lNaCI 21,1 19,5 18,0 18,4

OSucrosc 23 18,2

Figure R-I03 : Induction de la transcription des gènes has suite à des stress oxydatif et salin.
La quantité de chaque transcrit en milieu de phase exponentielle de croissance dans un milieu riche
(HT) et sans aucun traitement a arbitrairement été fixée à 1 afm de visualiser les taux d'induction suite
aux stress oxydatif et salin,
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- CHAPITRE B-VI -

REGULATION DE L'EXPRESSION DES

GENES HASR ET HASL PAR LES

FACTEURS cr HASR ET cr HASL IN VIVO
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B-VI.1 03 Principe de l'analyse
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Afin de déterminer l'impact de l'interruption des gènes has sur leur propre transcription, des

expériences de RT-PCR quantitative ont été réalisées. Dans cet objectif, des couples d'amorces

spécifiques de chaque transcrit ont été dessinés afin d'amplifier la région promotrice conservée en

amont de la cassette de résistance à l'apramycine ou spectinomycine chez les mutants (Figure R

104). En effet, la région remplacée par les cassettes Apra ou Spec chez les mutants correspond

uniquement à la phase codante des gènes has puisque les oligonucléotides substrats de la

recombinaison homologue ont pour borne 5' le codon d'initiation ou d'arrêt de la traduction des

ORF has.

l~~_
-'>

Figure R-l04 : Schématisation de la localisation des amorces utilisées dans la détection, par
peR quantitative, de la transcription des gènes has chez les mutants.

Les couples utilisés dans ces expériences de PCR quantitative sont identiques à ceux employés

précédemment pour l'analyse de la régulation de la transcription des gènes has chez la souche

sauvage (Tableau MM-6).

Compte tenu des contraintes liées à la construction même des mutants has, il était nécessaire de

vérifier qu'aucun transcrit initié à l'intérieur de la cassette de résistance (transcrit du gène de

résistance lui même) ne venait interférer avec la transcription résiduelle des gènes has. Cette

hypothèse a été testée dans le cas du gène hasL chez un mutant !'1hasL en comparant les données

de PCR quantitative obtenues à l'aide de deux couples d'amorces (Figure R-10S) :
o Le premier, Lqu1/Lqu2, permet de quantifier la transcription résiduelle de hasL, initiée

aux deux promoteurs hasLp1 et hasLp2.
o Le second, Lqu4/Lqu2, permettrait de rendre d'une transcription provenant de

l'intérieur de la cassette puisque l'amorce Lqu4 est localisée en amont de hasLp2.

Figure R-l0S : Localisation des amorces Lqul, Lqu2 et L qu4 permettant de vérifier l'absence de
transcription initiée dans la cassette de remplacement du gène hasL.

242
03 REIU.7ATI- 2:1<1< pmtic &è.J

C/Japi/i(' VI : RI;~II!alioi! de !'e:xjm·s.rioll du.~èlle,r /Ja,rR el ha,rJ" par !e,rfadclIi:r OH LI/{ el 01-1 IIi. il! l'Ù'O



B- Vl.1 (15 Principe de l\ll1alyse

Aucune amplification n'a été détectée à l'aide du couple d'amorce Lqu4/Lqu2, démontrant

l'absence de transcription initiée à l'intérieur de la cassette de résistance (résultats non montrés).

B-VI~~ANALYSE DE L~IM:PACTDE L~INTERRUPTIONDES GENES
HASSURLtiPRESSlON DE CHAQUE TRANSCRIT BAS

Le niveau d'expression de chacun des 4 transcrits has a ainsi été quantifié dans les trois phases de

croissance en milieu HT liquide, et ce chez trois simples mutants !'1hasR, trois simples mutants

!'1hasL et trois double mutants !'1hasMhasL. Les résulats bruts déduits de chaque expérience de

RT-PCR quantitative sont présentés dans le Tableau R-l1.

DSM AhasR AhasL AhasRAhasL
AhasR A.hasR

+pSETil +pSETnR

hasLp2 100/1 113 [xl.l) 103 [xl] 264 [.1.6] ND ND

Expo hasLpl 100 /9 241 [.1.4] 2591 [.16] 5761 [x58] ND ND
hasRp2 100/2 368 [x3.7] 110 [x1.1] 238 [.1.4] ND ND
hasRpl 100 /88 292 [x2.9] 69 [/1.4] 95 [/1.05] ND ND
hasLp2 90 (0.9) 85 (0.75) [xl] 956 (9.3) [xl0.6J 717 (2.7) [x8] ND ND

Ifcansition
hasLpl 390 (3.9) 198 (0.8) [/2] 1398 (0.5) [x3.6] 958 (0.2) [x2.5] ND ND
hasRp2 119 (1.2) 1263 (3.4) [xl0.6] 105 (0.95) [/1.1] 1434 (6) [xI2] ND ND
hasRp! 3000 (30) 1559 (5.3) [/1.9) 2432 (35.2) [/1.2] 876 (9.2) [/3.4] ND ND
hasLp2 128 (1.3) 28 (0.25) [/4.6] 1277 (12.4) [xlO] 363 (1.4) [.1.8] 35 [/3.7] 103 [/1.2)

Stat
hasLpl 1100 (11) 58 (0.25) [/19] 607 (0.25) [/1.8] 532 (0.1) [/2] 53 [/20.7] 816 [/1.3)
hasRp2 229 (2.3) 609 (1.65) [x2.7] 389 (3.5) [x1.7] 247 (1) [xl.l] 586 [x2.6] 182 [/1.3]
hasRp! 10900 (109) 368 (1.3) r/29.61 4230 (61.3) r/2.61 320 (3.4) r/341 331 1/32.9 9483 r/1.15

hasLp2 96 (1) 136 (1.2) [x1.4] 100 (1) [xl) 291 (1.1) [x3] ND ND

H 20 2
hasLpl 745 (7,5) 2172 (9) [x2.9J 18402 (7.1) [.14.7] 39746 (6.9) [x53.3) ND ND
hasRp2 108 (1.1) 740 (2) [x6.8) 107 (1) [xl] 382 (1.6) [x3.5] ND ND
hasRpl 1698 (17) 4090 (14) [x2.4] 910 (13.2) [/1.9] 1569 (16.5) [/1.1] ND ND
hasLp2 168 (1.7) 110 (1) [/1.5) 93 (0.9) [/1.8] 320 (1.2) [x1.9] ND ND

~aCl
hasLpl 2108 (21) 4702 (19.5) [x2.2] 46600 (18) [.12.1] 106000 (184) [x50.3J ND ND
hasRp2 248 (2.5) 664 (1.8) [.1.7] 354 (3.2) [x1.4] 417 (1.75) [xl. 7] ND ND
hasRp! 2497 (25) 5261 (18) 1.1.1] 1963 (284) 1/1.31 1811 (19) 1/1.41 ND ND

hasLp2 ND ND ND ND ND ND

Sucrase hasLpl 2297 (23) ND ND 104850 (18.2) [x49.7] ND ND
hasRp2 ND ND ND ND ND ND
hasRpl 2253 (22.5 ND ND 2274 (24) r/l.l1 ND ND

Tableau R-ll: Niveaux d'expression des transcrits has dans diverses conditions et chez
diverses souches déduits des analyses en RT-PCR quantitative.
Deux valeurs sont indiquées pour la souche sauvage en phase exponentielle de croissance: la première
est fixée arbitrairement à 100 et sera celle utilisée comme référence pour toutes les autres valeurs du
tableau; la seconde correspond à l'abondance relative de chaque transcrit si l'expression globale des
deux gènes has est de 100.
Les valeurs entre parenthèses correspondent aux facteurs d'induction observés au sein de chaque
souche. Pour la quantification au cours de la croissance, ce facteur correspond à l'induction observée
par rapport à la phase exponentielle, Pour les conditions de stress, ce facteur correspond à l'induction
du gène par rapport à une croissance normale en phase exponentielle.
Pour les différents mutants la valeur entre crochets représente la modification de l'expression ex pour
induction et / pour répression) par rapport à la souche sauvage.
Chaque valeur est une valeur moyenne de 3 expérimentations indépendantes (cf Matériel et
Méthodes). Pour les différents mutants, la valeur est une moyenne de celles obtenues chez plusieurs

représentants indépendants: 3 pour !1hasR, !1hasL et !1hasMhasL, et 2 pour !1hasR+pSETQ et

!1hasR+pSETQR.
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Les résulats obtenus peuvent être présentés sous plusieurs formes selon les interprétations qui

peuvent en être déduites.

En effet, nous pouvons tout d'abord considérer les résultats obtenus pour les quatre transcrits

chez une souche mutante en particulier et ainsi en déduire le rôle du facteur crHas (interrompu

dans la souche considérée) sur chacun des différents promoteurs.

Nous pouvons également présenter les résultats en fonction de la phase de croissance puisqu'il

s'est avéré que l'effet d'un facteur crHas sur un promoteur donné était dépendant de la phase de

croissance considérée.

Une représentation intéressante des données consiste à compiler les résultats obtenus pour un

promoteur donné dans toutes les souches et dans toutes les phases de croissance analysées ce qui
permet de schématiser l'impact de l'interruption de chacun ou des deux gènes has sur l'évolution

de l'expression du transcrit considéré au cours de la croissance (Figures R-lü6 et R-lü7).

Les résultats vont ici être présentés dans le détail en fonction du type d'impact de l'interruption

d'un gène has sur les niveaux de transcription étudiés. Ainsi, l'interruption d'un gène has peut

avoir pour résultante la diminution de la quantité de transcrit par rapport à la souche sauvage ou

au contraire une augmentation de cette quantité de transcrit. Afin de clarifier l'exposé des

résultats, cette partie sera plus interprétative et exposera les types de régulation transcriptionnelle

que suggèrent les données obtenues. Les niveaux plus complexes de régulation, faisant

notamment intervenir les anti-facteurs cr, seront abordés dans la partie Discussion.

Les résultats obtenus pour les transcrits hasRp2 et hasLp2 ne seront pas détaillés. En effet,

compte-tenu du faible niveau d'expression de ces transcrits chez la souche sauvage, les valeurs

des Ct obtenues sont élévées et présentent une fluctuation plus importante, réflétant

vraisemblablement les limites de la technique de PCR quantitative pour la détection de faibles

quantités de transcrits. Ainsi, les variations observées chez les mutants restent également dans des

faibles niveaux d'expression et donc présentent donc des écarts-types élevés (Figure R-l06). De

plus, les variations du niveau d'expression du transcrit hasLp2, observées notamment chez les

mutants I1hasL et I1hasMhasL en phase de transition et en phase stationnaire de croissance, ne

peuvent être interprétées par le contrôle direct des facteurs crHas puisque aucun promoteur putatif

de type crHas n'a été identifié pour ce transcrit. Seule une cascade de régulation faisant intervenir

d'autres facteurs cr que les facteurs crHas
, pourrait permettre d'expliquer ces résultats.
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A. hasRp2
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Figure R-lû6 : Niveaux d'expression des transcrits initiés aux sites hasRp2 (A.) et hasLp2 (B.)
au cours de la croissance chez la souche sauvage S. ambofaciens DSM4Û697, chez les simples
et doubles mutants has, ainsi que chez le complémentant.
Il est à noter que les échelles des différents graphiques sont différentes .. Ces graphiques sont réalisés à
partir des valeurs du tableau R-9, dans lequel le niveau de transcription global des gènes has est
arbitrairement fixé à 100.
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Figure R-107 : Niveaux d'expression des transcrits initiés aux sites hasRp2 (A.) et hasLp2 (B.)
au cours de la croissance chez la souche sauvage S. a111bofaciens DSM4ü697, chez les simples
et doubles mutants has, ainsi que chez le complémentant.
Il est à noter que les échelles des différents graphiques sont différentes. Ces graphiques sont réalisés à
partir des valeurs du tableau R-9, dans lequel le niveau de transcription global des gènes has est
arbitrairement fixé à 100.
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B-VI.2 03 Analyse de l'impact de l'interruption des gènes has sur l'expression de chaque transcrit has

Cet effet « inhibiteur» est également suggéré dans le cas du facteur crHasL puisque il a été montré

que le transcrit hasLpl est 26 fois plus exprimé dans une souche mutante !'1hasL en phase

exponentielle de croissance que dans la souche sauvage, et 3,6 fois en phase de transition.

L'ensemble de ces résultats suggèrent donc que les facteurs crHas s'auto-régulent. Cet auto

contrôle peut être positif, dans le sens où les facteurs crHas induisent leur propre transcription,

mais également négatif. Cette « inhibition» de la transcription pourraient résulter d'une

compétition entre les facteurs crHas et d'autres facteurs sigma (voir Discussion).

B ...VL1.l ..... EFFET DE L"INTERRUP'TION D"UN GENE NAS
SUR LA TRANSCRIPTION DE L"AUTRE COPIE RAS

La quantification du ruveau d'expression d'un gène has dans la souche simple mutante

interrompue pour le second gène has a permis de révéler des phénomènes de « cross-régulation ».

Comme précédemment, cette régulation croisée peut être « activatrice ou « inhibitrice ».

En effet, la quantité de transcrit hasRp1 est 3 fois moindre chez un mutant !'1hasL en phase

stationnaire de croissance que chez la souche sauvage, suggérant que le gène hasR est régulé par le

facteur crHasL en phase stationnaire de croissance chez la souche sauvage (Figure R-ll0).

Phase stationnaire de croissancecrHasR

/t""Rpl

+t#.~F~

Figure R-ll0 : Interruption d'un gène has et diminution du niveau de transcription de l'autre
copie has: exemple du transcrit hasRpl chez un mutant IihasL en phase stationnaire de
croissance.
En haut: Niveaux d'expression du transcrit hmRp1 chez la souche sauvage et chez un mutant IihasL
en phase stationnaire de croissance (quantifiés par RT-PCR quantitative),
En bas: schématisation de l'interprétation des données en termes de régulation transcriptionnelle :

contrôle croisé du gène hasR par le facteur (JHasL
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B-VI.203 Analyse de l'impact de l'interruption des gènes bas sur l'expression de chaque transcrit bas

Il est cependant important de noter que ces analyses ne permettent pas de clairement définir

l'influence relative de chacun des deux facteurs a Ha
,. En effet, dans le cas du transcrit hasRp1, les

seules données obtenues chez les simples mutants l'1hasR suggèreraient une régulation quasi

exclusive par le facteur a HasR en phase stationnaire de croissance, tandis que les résultats obtenus

chez les souches l'1hasL tendent à montrer une intervention équivalente de chacun des deux

facteurs a Ha
'. La combinaison de ces deux types de données permettent alors d'émettre

l'hypothèse selon laquelle le gène hasL serait lui aussi régulé par le facteur a HasR en phase

stationnaire de croissance et qu'ainsi, non seulement la transcription par le facteur a HasR serait

inhibée dans un simple mutant l'1hasR mais également une partie de la régulation via le facteur

a HasL
, d'où le très faible niveau de transcription résiduelle du transcrit hasRp1 chez ce type de

mutant. Des hypothèses alternatives faisant intervenir des niveaux de régulation plus complexes,

avec notamment les anti-facteur a, pourraient également permettre d'expliquer ces résultats (voir

Discussion).

Le ruveau de transcription du gène hasL diminue d'un facteur 19 chez les souches simple

mutantes l'1hasR en phase stationnaire de croissance comparativement à la souche sauvage. Cette

diminution du niveau de transcription du gène hasL dans un mutant l'1hasR suggère la « cross

régulation» du gène hasL par le facteur a HasR (Figure R-111) mais peut-être également la capacité

amoindrie du facteur aHa'L à s'auto-réguler, de part sa plus faible expression.

/1(1.,.[ .p2
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Phase stationnaire de croissance

Figure R-l11 : Interruption d'un gène has et diminution du niveau de transcription de l'autre

copie has: exemple du transcrit hasLpl chez un mutant !'J.hasR en phase stationnaire de
croissance.

En haut: Niveaux d'expression du transcrit basLpl chez la souche sauvage et chez un mutant !'J.basR
en phase stationnaire de croissance (quantifiés par RT-PCR quantitative).
En bas: schématisation de l'interprétation des données en termes de régulation transcriptionnelle :

contrôle croisé du gène basL par le facteur crHasR .
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B- Vl.2 ("3 Analyse de l'impact de l'interruption des gènes bris sur J'expression de chacjue transcrit bru

Ces phénomènes de « cross-régulation» ont également pu être déduits des résultats obtenus:
o pour le transcrit hasRpl en phase exponentielle de croissance (transcription 1,4 fois

moindre dans un mutant !'1hasL) et en phase de transition (transcription 1,2 fois

moindre dans un mutant !'1hasL) ;
o et pour le transcrit hasLpl en phase de transition de croissance (transcription 2 fois

moindre dans un mutant !'1hasR).

Enfin, un effet «inhibiteur» croisé a été montré dans le cas du transcrit hasLpl qui est 2,4 fois

plus exprimé dans une souche mutante !'1hasR en phase exponentielle de croissance que dans la

souche sauvage.

L'ensemble de ces résultats suggère donc que les facteurs (j'Ha' se régulent de façon croisée. A

l'image de l'auto-régulation, cette « cross-régulation» peut être positive ou négative.

B-VL2.lBFFE'T DJE L~-rN'T:BRRUP'TIO'N :OES DEUX
GEN:ESHAS

Il est important de noter l'effet additionnel de l'interruption des deux gènes has chez les doubles

mutants !'1hasMhasL. En effet, lorsqu'une diminution du niveau d'expression d'un transcrit est

observée dans chacun des deux simple mutants !'1hasR et !'1hasL, cette diminution est d'autant plus

élévée chez les doubles mutants !'1hasMhasL (cas du transcrit hasRpl en phase de transition et

stationnaire et du transcrit hasLpl en phase stationnaire, Figure R-l07). Par ailleurs, lorsque

l'interruption de chaque gène has a un effet opposé sur le niveau d'expression d'un même

transcrit (cas des transcrits hasRp1 en phase exponentielle et hasLp1 en phase de transition,

Figure R-l03), le niveau de transcription observé chez un double mutant !'1hasMhasL est

intermédiaire. Enfin, lorsque l'interruption de chaque gène has était accompagnée de

l'augmentation du niveau d'un transcrit (cas du transcrit hasLpl en phase exponentielle, Figure R

107), cette augmentation est d'autant plus élevée chez un double mutant !'1hasMhasL.

Par ailleurs la détection d'une expression résiduelle des transcrits has chez une souche où les deux

gènes has ont été interrompus suggère l'intervention d'autres facteurs sigma dans la régulation des

gènes has. Par exemple, dans une souche double mutante !'1hasMhasL en phase stationnaire de

croissance, une transcription résiduelle du transcrit hasRp1 a pu être détectée (Figure R-112).
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li:IS/(p!
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Q"HasR Phase stationnaire de croissance

Figure R-112 : Interruption des deux gènes has et détection d'une expression résiduelle d'un

transcrit has: exemple du transcrit hasRpl chez un mutant I1hasRt1hasL en phase
stationnaire de croissance.
En haut: Niveaux d'expression du transcrit hasRpl chez la souche sauvage et chez un mutant

I1hasMhasL en phase stationnaire de croissance (quantifiés par RT-PCR quantitative).
En bas : schématisation de l'interprétation des données en termes de régulation transcriptionnelle :

contrôle du gène hasR par d'autres facteurs a (a>")

Ces résultats sont compatibles avec le maintien de l'induction des gènes has en conditions de

stress chez les doubles mutants (voir paragraphe B-V.2.2.2) et soulignent à nouveau la

redondance des facteurs 0.

B-VL~~4 "... COMPLEMJ;:NTA''fION FONCTIONNBLLE

Le niveau d'expression des quatre transcrits has a été quantifié chez deux complémentants du

gène hasR en phase stationnaire de croissance (c'est à dire deux transconjugants issus du simple

mutant !1hasR R2 ayant intégré un vecteur recombinant pSETQR renfermant une copie sauvage

du gène hasR). Cette quantification a également été réalisée chez un transconjugant issu du même

simple mutant !1hasR R2 ayant intégré un vecteur recombinant pSETQ vide, afin de vérifier que

cette construction n'influait pas la transcription des gènes has.

Comme pour l'analyse de la transcription chez les mutants, seules les variations observées pour

les transcrits hasRp1 et hasLp1 seront détaillées.
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Ainsi, alors que les niveaux d'expression des transcrits chez la souche NSApSETn ne sont pas

apparus significativement différents de ceux observés chez la souche simple mutante t-.hasR R2, il

est apparu que chez les souches complémentantes NSApSETnR analysées, l'expression des

transcrits hasRp1 et hasLp1 était restaurée, avec un niveau quasi sauvage (restauration à 87% et

74% respectivement).
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\ -LI (?5 Le contrôle lr:mscriplionne1 des gènes h(/J

A..:tl~LE CONTROLE TRANSCRIPTIONNEL DES GENES lfLtS

A-L1.1 - LA 'tRANSCRIP'1'ION n:ES GnNESHASBS"f sons
CONTROLE DE PROMO'l'BURS MUL'TIFLES

Ce travail a permis de suggérer un modèle de régulation des gènes has. Deux niveaux d'expression

peuvent être distingués dans ce modèle:

o un niveau d'expression basal initié aux promoteurs hasRp2 et hasLp2

o un niveau d'expression inductible au cours de la croissance avec les transcrits

initiés aux sites hasRp1 et hasLp1. Ces promoteurs de type aB semblent être reconnus par les

facteurs a Ha
, eux-mêmes (avec deux niveaux de régulation: une auto régulation et une régulation

croisée) mais aussi par d'autres facteurs a de type aB.

Chez E. coli, le gène rpoH codant le facteur a32 (spécifique de la réponse au choc thermique ou

"heat shock") constitue un exemple de gène codant un facteur a où les différents niveaux de

régulation, notamment la transcription, ont été élucidés (Yura et a!, 1993). Ainsi, au moins 4

promoteurs distincts ont été caractérisés en amont de ce gène : ils sont sous le contrôle de

facteurs a de la famille a 70 dont un a ECF (codé par sigE). Ce dernier serait impliqué dans la

tolérance à haute température nécessitant l'intervention des produits du régulan, notamment les

protéines chaperonnes.

La présence de promoteurs multiples en amont de gènes de Streptomyces n'est pas rare, notamment

dans le cas des gènes codant les facteurs a.
En effet, 4 promoteurs ont été identifiés en amont du gène sigH codant un facteur a impliqué

dans la différenciation et dans la réponse aux stress (voir paragraphe B-II.2.3.1.2 de

l'introduction, Kormanec et a!, 2000; Kelemen et a!, 2001). Ces quatre promoteurs permettent

l'expression différentielle du gène sigH en fonction des conditions de stress ou des étapes de la

différenciation. En effet, alors que le promoteur szgHp1 est exprimé constitutivement, l'activité du

promoteur sigHp2 est induite en conditions de stress salin. De plus, la transcription initiée au

promoteur sigHp3 est activée au cours de la différenciation et induite suite à un choc thermique.

Enfin, le promoteur sigHp4 est légèrement activé par divers stress (stress salin, éthanol, choc

thermique) et son activité au cours de la différenciation est l'opposée de celle de szgHp3, c'est à

dire qu'il est particulièrement induit en phase végétative de croissance.

Les phénomènes d'auto-contrôle transcriptionnel caractérisés au cours de ce travail pour les

gènes has ont également été décrits dans le cas du gène szgH. En effet, dans un mutant interrompu

pour le gène szgH, alors que l'activité des promoteurs sigHp1, szgHp3 et sigHp4 ne semble pas

altérée, la transcription initiée au promoteur sigHp2 est très largement diminuée, indiquant donc

une auto-activation de sigH via son promoteur sigHp2 (Sevcikova et a!, 2001)

()
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A-LL~ -- LES FACTEURS SIGMA BAS :ET :LA REPR:ESSION
TRANSCRIPTIONN:ELL:E

L'analyse de la transcription des gènes has chez les mutants a également permis de révéler des

phénomènes d'inhibition de la transcription médiés par un facteur cr (voir paragraphe V.2.2.3 de

la seconde partie des Résultats). Une hypothèse permettant d'expliquer ce type de processus

consisterait à évoquer l'existence de phénomènes de compétition entre deux (ou plus) facteurs cr.

Cette compétition pourrait exister de part des différences d'affinité pour un même promoteur:

un facteur crHas pourrait par exemple empêcher un autre facteur cr de reconnaître son promoteur

et ainsi diminuer sa propre transcription, comme les résultats de PCR quantitative chez les

mutants le suggèrent.

Un tel mécanisme de répression transcritpionnelle a été caractérisé dans le cas des facteurs crS et

cr?ü chez E. coli, qui entre en compétition pour une quantité limitée du core enzyme de l'ARN

polymérase durant la phase stationnaire de croissance (Farewell et al., 1998). Cette compétition

peut être simple si seules les quantités respectives de chaque facteur cr entre en jeu mais elle est

réellement plus complexe dans le sens où les affinités de chaque facteur cr pour le core enzyme ne

sont pas identiques, au moins in vitro.

Ce phénomène d'inhibition de la transcription par un facteur cr a également été suggéré dans le

cas des facteurs cr codés par les gènes sigH, sig! et sig[ impliqués dans la réponse au stress

osmotique chez S. coelicolor (Viollier et al., 2003a).

De plus, un autre niveau de compétition peut être révélé par la présence de promoteurs reconnus

par le facteur cr WhiG en amont de la région codante du gène hasR Un de ces promoteurs

chevauche en effet le promoteur hasRp1 et il est donc possible d'imaginer qu'une fois fixé sur son

propre promoteur (fonctionnel ou non), le facteur cr WhiG empêcherait la reconnaissance et

donc la transcription au site hasRp1 par crHasR lui-même.

La conservation de ce chevauchement entre le promoteur sigBpl du gène szgB, homologue des

gènes has chez S. coelicolor, et un promoteur putatif reconnu par le facteur cr WhiG rend cette

hypothèse d'autant plus vraisemblable. Ce promoteur de type cr WhiG n'ayant cependant pas été

décrit par les auteurs (Cho et al., 2001), aucune indication sur sa potentielle fonctionnalité ne peut

donc en être déduite.

A-LL3 .~ MODU.LATION
DES GE:NESHASEN
CROISSANCE

DELA REGULA'TION CROISEJE
1~'O:NC'TION DU S''tADE DE

L'analyse de la transcription des gènes has chez les mutants a permis de montrer que les facteurs

cr Has n'exercent pas le même type de régulation, c'est-à-dire une activation ou au contraire une

inhibition de la transcription, selon la phase de croissance considérée. Cependant, que ce contrôle
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soit positif ou au contraire négatif, il est important de noter qu'il pourrait révéler les mêmes types

d'interactions, à savoir l'interaction d'un facteur (JHas avec son propre promoteur ou l'interaction

croisée d'un facteur (JHas avec le promoteur de l'autre copie has.

Nous pouvons donc représenter trois modèles de la régulation transcriptionnelle des gènes has,

un pour chaque phase de croissance (Figure D-1).

Dans ces modèles, nous ne considèrerons pas les transcrits initiés aux sites hasRp2 et hasLp2 qui

sont responsables de l'expression basale des gènes has (et du système de régulation anti-anti

(J/anti-(J codé par les gènes arsR et prsR en amont de hasR). De plus, ces modèles pourraient

atteindre un niveau de complexité bien supérieur si nous intégrions les régulations de type post

transcriptionnel, notamment via les anti-facteurs (J, pouvant inhiber l'activité des facteurs (JHasR

et/ou (JHasL (voir chapitre A-II).

Ainsi, le facteur (JHasR est responsable de son autotranscription en phase de transition et en phase

stationnaire de croissance, alors qu'il semble exercer un effet négatif sur son propre promoteur

(hasRp1) en phase exponentielle de croissance. Le contrôle du gène hasL par le facteur (JHasR est

également phase-dépendant, puisqu'un phénomène d'inhibition transcriptionnelle est observé en

phase exponentielle de croissance, alors qu'en phases de transition et stationnaire de croissance, le

promoteur hasLp1 est positivement régulé par le facteur (JHasR.

De façon similaire, la régulation exercée par le facteur (JHasL est dépendante de la phase de

croissance. En effet, le facteur (JHasL inhibe son propre promoteur (hasLp1) en phases

exponentielle et de transition de croissance alors qu'il s'autoactive en phase stationnaire. Au

contraire, le contrôle positif du gène hasR (via hasRp1) par le facteur (JHasL est observé dans les

trois phases de croissance.
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A. Phase exponentielle de croissance

B. Phase de transition de croissance

C. Phase stationnaire de croissance
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Figure D-l : Modèles de régulation transcriptionnelle des gènes has en phase exponentielle (A.),
de transition (B.) et stationnaire (c.) de croissance.
Seules les régulations des transcrits initiés aux sites hasRp1 et hasLp1 sont représentées. L'épaisseur des
différentes flèches est proportionnelle à la force de la régulation exercée (estimée par peR quantitative).
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A-I,2 œ LtACTIVl'TE DES FACTEURS SIGMA RAs EST-ELl<E REGULEE
PAR DES MECANISMES POST-TRADUC'fIONNELS ?

Les réponses adaptives aux changements environnements et leurs systèmes de régulation

correspondants observés chez les Streptonryces sont similaires à ceux décrits chez la bactérie du sol

Bari//us subti/is. Chez cet organisme, différents facteurs cr assurent la coordination de l'expression

des gènes en réponse aux conditions environnementales, aux niveaux métabolique et

morphologique (voir paragraphe B-II.2.2 de l'introduction). Le facteur crB de réponse générale au

stress ainsi que les facteurs cr de sporulation Oa sporulation se mettant en place en réponse à un

stress de carence nutritionnelle) sont sujets à divers niveaux de régulation post-traductionnelle.

A-l,~,l '" SYNTH:I5:SE D~UN FACTEUR SIGMA SOUS FORME
DE PROPOLYPEP'TI:OIl (PRO-SIGjMA)

La régulation spatio-temporelle de l'expression génique durant la différenciation des endospores

chez B. subti/is implique l'activation séquentielle d'une cascade de facteurs cr (Kroos and Yu,

2000). La succession de l'activation de facteurs cr aboutit à la formation de deux compartiments

cellulaires distincts, la cellule mère et l'endospore. Cette régulation au cours des stades de

différenciation s'accompagne d'une régulation spécifique en fonction du compartiment cellulaire,

avec établissement d'une "conversation intercellulaire croisée", c'est-à-dire la mise en place d'un

contrôle concerté entre les compartiments. L'activité de ces différents facteurs CJ est contrôlée à

divers niveaux dont la synthèse sous forme inactive de facteur cr. L'activation résulte de la

maturation par protéolyse de pro-cr inactifs en cr actifs. Généralement, une vingtaine d'acides

aminés de l'extrémité N-terminale sont ainsi clivés ; c'est le cas pour les facteurs crE et crK

exprimés exclusivement dans la cellule mère (Haldenwang, 1995). Les protéases SpoIIGA et

SpoIVFB sont impliquées dans le clivage des pro-séquences activant les facteurs crE et crK

respectivement (Stragier et a!., 1988; Rudner et a!., 1999)

Chez Streptonryces coe/ic%r, le facteur crR, impliqué dans la réponse au stress oxydatif, est synthétisé

sous forme d'un pro-cr de 227 acides aminés, et gagne sa forme active en perdant les 4 premiers

résidus de l'extrémité N-terminale (paget et a!., 1998).

Le facteur crI-! de S. coe/ic%r, impliqué à la fois dans la différenciation et dans la réponse au stress

(Kelemen et a!., 2001), est quant à lui retrouvé sous cinq isoformes différentes. Les trois

premières, nommées SigH-cr37
, SigH_cr51 et SigH_cr52

, sont le résultat de la présence de trois

codons d'initiation de la traduction distincts (Viollier et a!., 2003a). De plus, les protéines SigH_cr52

et SigH_cr51 sembleraient être des pro-cr de deux autres isoformes de 38 lilla et 34 kDa. De plus,

ce mécanisme de régulation traductionnelle du facteur crI-! semble être impliqué dans la

différenciation, puisque la protéolyse des facteurs SigH_cr52 et SigH_cr51 est associée à la formation

du mycélium aérien.
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Cependant, contrairement à B. subtilis, ces extensions N-terminales ne semblent pas être des

inhibiteurs absolus de l'activité du facteur aH puisque les trois isoformes, SigH_a37
, SigH_a51 et

SigH-a52
, présentent la même activité catalytique, une fois reconstituées avec le core enzyme de

l'ARN polymérase. En revanche, aucun motif particulier, signature de la protéolyse, n'a pu être

identifié et la nature de la protéase responsable de cette maturation n'est pas encore connue.

Aucun élément ne nous permet donc de suspecter une telle régulation pour les facteurs a Ha
, et

seules des analyses protéiques pourraient permettre de caractériser une telle maturation par

protéolyse.

A... 1.2 .. 2 ... LAPRO'T:EOLYSE~ MECANISMB D~E CONTROLE
D~E LA DI:P:FERENCrA'TION CEI"LULAIRE

Le contrôle de l'activité de régulateurs centraux de la différenciation cellulaire fait également

intervenir des mécanismes de dégradation protéolytique. Ce contrôle est spécifique d'un stade de

développement donné ou d'une lignée cellulaire. Il constitue ainsi un mécanisme majeur de

différenciation cellulaire par l'établissement de profils d'expression spécifiques (Gottesman,

1999).

Ainsi, les protéines présentant une succession d'acides aminés non polaires à leur extrémité C

terminale sont labiles, et rapidement dégradées par des protéases spécifiques. Cette extrémité non

polaire peut être présente dans la protéine native ou être greffée par l'intermédiaire d'un ARN

stable 10 S également appelé ARN SsrA codant un peptide de 10 acides aminés, aussi appelé

"tag" , dirigeant les protéines dont la traduction est interrompue vers la dégradation par des

protéases telle que FtsH ou ClpAP (Gottesman et aL, 1998; Herman et aL, 1998). Ainsi, le contrôle

de la durée de demi-vie des protéines régulatrices est utilisé dans la maintenance cellulaire

(protéolyse des protéines anormales) mais aussi dans le contrôle de l'expression génique. Chez

E. coli, le facteur 0'32 régulant la réponse au choc thermique est la cible de la protéase FtsH

(Herman et aL, 1995).

Plusieurs éléments permettent d'étayer l'hypothèse de la dégradation programmée de l'un des

facteurs aHas. La séquence des produits de traduction putatifs des gènes has révèle que le produit

HasL présente à son extrémité C-terminale la séquence Sérine-Alanine-Alanine alors que HasR

présente la séquence Thréonine-Aspartate-Histidine. Ainsi, la protéine HasL pourrait être plus

labile que HasR. Chez S. coelicolor A3(2), les gènes codant les sous-unités catalytiques (ClpP) et les

sous-unités régulatrices (ClpX et ClpC) de la famille des protéases Clp ATP-dépendantes ont été

identifiés (de Crécy-Lagard et aL, 1999; Viala et aL, 2000). Ces complexes protéasiques ont été

impliqués dans la régulation de la différenciation morphologique et métabolique des Streptomyces.

En effet, la fabrication d'un mutant nul (interruption au locus chromosomique) est associée à la

déficience de la différenciation du mycélium aérien. En revanche, la surexpression des gènes

accélère la différenciation et accroît la production d'antibiotiques (de Crécy-Lagard et aL, 1999).
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A...l,~,3 CONTROLE DE L~ACTIVITE
INHIBI'TEURS (ANTI ... PAC'TEUR SIGMA)

PAR DES

Le facteur a WhiG, acteur de la différenciation tardive chez les Streptomyces, présente une

transcription constitutive à partir d'un site unique d'initiation de la transcription (Kelemen et al.,

1996). Impliqué dans la formation des spores, a WhiG présente une activité durant les phases

tardives. Des données suggèrent fortement que l'activité de a WhiG est régulée par un anti

facteur a. En effet, a WhiG complémente l'action de son a homologue chez S. typhimurùtm, a FliA
,

impliqué dans la synthèse des flagelles. Un contrôle négatif de l'activité de a WhiG a été mis en

évidence par l'action du produit du gène flgM codant l'anti-aFliA (Kelemen et al., 1996).

Le facteur sigma aR, impliqué dans la réponse au stress oxydatif (paget et al., 1998), est également

régulé par anti-facteur a, nommé RsrA, dont le gène est localisé immédiatement en aval de szgR

(Kang et al., 1999). Dans des conditions non stressantes, RsrA, dans son état réduit, se lie au

facteur aR et l'empêche de transcrire les gènes qui sont sous son contrôle. En revanche, lors d'un

stress oxydatif, un ou plusieurs ponts disulfures se forment dans la protéine RsrA, qui perd alors

son affinité pour le facteur aR. Ce dernier est alors libre de se fixer à l'ARN polymérase et

d'activer la transcription de ses gènes cibles, dont trxBA et son propre gène szgR L'expression de

l'opéron trxBA codant le système thiorédoxine/ thiorédoxine réductase, permet d'une part un

retour à un niveau normal de réduction des groupements thiols et d'autre part la réduction de

RsrA, ce qui permet de fermer la boucle de régulation (Kang et al., 1999, Figure D-2).

Figure D-2 : Mode de régulation du facteur (l'R en réponse à un stress oxydatif chez S. coelicolof.
Selon (I<ang et ai., 1999).

La régulation du facteur aH par un anti-facteur a, nommé PrsH, de S. coe/ic%r démontre

également l'importance de cette régulation par les anti-facteur a chez les Streptomyces (Sevcikova

and Kormanec, 2002; Viollier et al., 2003b). De plus, l'interruption du gène prsH dans un contexte

mutant pour le gène szgH (où le mutant szgH seul n'a pas de phénotype) entraîne le blocage de la
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différenciation au stade du mycélium végétatif (VioUier et aL, 2003a), suggérant que cet anti

facteur cr est nécessaire pour l'inhibition d'autres régulateurs.

Cette hypothèse est étayée par le phénotype d'altération de la sporulation conféré par

l'interruption d'autres anti-facteur cr chez les Streptomyces et notamment de RsrA, l'anti-facteur crR

(paget et aL, 200la) et de RsuA, l'anti facteur cr du facteur cr codé par le gène sigU (Gehring et aL,

2001).

Enfin, il est intéressant de noter que parmi la famille des neuf facteurs cr homologues du facteur

crB de B. stlbtilis, deux des gènes correspondant sont adjacents à des gènes codant des anti-anti

facteur cr et des anti-facteur cr (sigl et sig]) et trois sont adjacents à seulement un gène codant un

anti-facteur cr (sigH, sigL et siglvI). Une étude récente sur la régulation post-traductionnelle crH a

cependant montré que, bien que les protéines SigJ et SigI « cross-réagissaient» avec l'anticorps

spécifique du facteur crH, elles n'interagissaient pas avec l'anti-facteur cr PrsH (VioUier et aL,

2003b).

L'analyse de l'environnement génétique des gènes has a permis de révéler la présence de deux

gènes codant des anti-facteurs cr (prsR et prsL) à proximité immédiate des gènes hasR et hasL.

Le modèle de régulation des gènes has atteint donc un niveau de complexité bien supérieur, une

fois ces niveaux de régulation post-traductionnels pris en compte (Figure D-3). L'organisation

opéronique du gène hasR avec le système anti-cr/ anti-anti-cr codé par les gènes prsR et arsR

respectivement suggère un contrôle du facteur crHasR par ce système. Il est cependant également

envisageable que l'anti-facteur cr codé par le gène prsR régule le facteur crHasL. De la même façon,

l'anti-facteur cr codé par le gène prsL, en aval du gène hasL, pourrait aussi bien réguler l'activité du

facteur crHasL que celle du facteur crf-lasR. De plus, ces anti-facteur cr pourraient ne pas présenter la
, ffi' , h d d L HasR HasL ( . h P ')meme a lllite pour c acun es eux lacteurs cr et cr VOir paragrap e erspectlves.

hrHl.p2

r~~-'p-'.'lC-'$LT.~>-

Anti-O' Anti-anti
0'

Figure D-3 : Modèle de régulation de l'activité des facteurs aHas faisant intervenir les systèmes

anti-anti-a / anti-a.
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A..II~l ~LA REDONDANCE DES SYSTEMES DE REGULATION
TRANSClUPTIONNEUE

Lors de ce travail, l'analyse phénotypique des mutants interrompus pour le(s) gène(s) has n'a

révélé qu'une faible sensibilité des mutants has au stress oxydatif. Ce phénotype a été confirmé

par l'induction transcriptionnelle des promoteurs hasRp1 et hasLp1 suite à un stress oxydatif ou

osmotique. Il a également été montré que cette induction n'était pas exclusivement dépendante

des facteurs 0
Has mais au contraire faisait intervenir d'autres facteurs 0 de type 0

B
. De plus,

l'analyse transcriptionnelle des gènes has dans les contextes mutants a également révélé

l'intervention d'autres facteurs 0, reconnaissant donc le même type de séquences promotrices,

dans la régulation de leur expression. L'ensemble de ces données révèle la probable redondance

des facteurs 0 impliqués dans la réponse au stress chez Streptomyces. Parmi les 9 gènes codant les

facteurs 0 de type 0
B révélés par l'analyse de la séquence du génome de S. eoelieolor (Bendey et al.,

2002), quatre ont été isolés et caractérisés (0
F

, 0
G

, 0
H et SigB). Le dernier, également appelé d,

est l'orthologue des facteurs 0
Has

, et notamment de 0
HasR avec une conservation de

l'environnement génétique. Cependant les résultats obtenus au cours de ce travail sont différents

de ceux obtenus par (Cho et a!., 2001) sur le facteur 0 SigB chez S. eoelieolor. En effet, le mutant

sigB de S. eoelieolor est affecté dans la différenciation, puisqu'il apparaît comme étant déficient dans

la formation du mycélium aérien (mutant bald) , et également dans la défense contre le stress

osmotique (sensibilité à l'hyperosmolarité). Cette différence phénotypique peut notamment

révéler un contrôle transcriptionnel différent entre les gènes has chez S. ambofaciens et leur

orthologue sigB chez S. eoelieolor, mais peut également être expliquée par la présence d'un facteur 0

de type 0
B supplémentaire chez S. ambofacienJ, de par la duplication des gènes ha.> (voir paragraphe

B-II.2).

Selon VioUier et al. (2003a), la réponse au stress osmotique chez S. eoelieolor dépendrait d'un

système senseur qui coordonnerait l'activité de multiples facteurs 0 paralogues pour le contrôle

de l'expression des gènes d'un même régulon de stress. Le facteur d, orthologue des facteurs 0
Has

(appelé SigB par Cho et al. (2001)) appartiendrait à ce groupe de facteurs 0 paralogues impliqués

dans la réponse au stress osmotique, puisque la protéine SigJ apparaît comme étant accumulée

dans des conditions de stress osmotique.

Ainsi, les systèmes de réponse au stress osmotique chez les StreptoJJ'()leeJ dépendraient de l'activité

de plusieurs facteurs 0 spécifiques, expliquant l'absence de phénotype marqué des mutants haJ

chez S. ambofaciem.
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1\-11.2 ('15 Les factetlrS Ci: un lien el1tre différenciation morphologique et réponse all stress

A..II.2 (23 LEs FACTEURS SIGMA : UN UEN ENTRE DIFFERENCIATION i

MORPHOLOGIQUE ET REPONSE AU STRESS

Le chevauchement entre le promoteur putatif reconnu par le facteur a WhiG et le promoteur

hasRp1 en amont du gène hasR permet d'émettre l'hypothèse d'un lien entre la différenciation

morphologique, régulée par le facteur a WhiG chez S. coe/ic%r (Chater et al., 1989), et la réponse

au stress.

Cette hypothèse a également été formulée lors de la caractérisation du facteur aH chez S. coe/ic%r

(Kelemen et al., 2001; Sevcikova et al, 2001). La première équipe a en effet montré que le facteur

aH était à la fois impliqué dans la différenciation morphologique et dans la réponse au stress

osmotique puisque le mutant interrompu pour le gène sigH était affecté dans sa croissance en

conditions de stress salin mais également dans sa sporulation (Sevcikova et al., 2001). Les travaux

de Kelemen et al. (2001) ont par ailleurs montré que la transcription du gène sigH initiée au

promoteur sigHp2, inductible en conditions de stress (Kormanec et al., 2000), était régulée par le

répresseur transcriptionnel BldD, nécessaire à la formation des hyphes aériens chez S. coe/ic%r

(Willey et al, 1993).

Enfin, une étude statistique beaucoup plus globale, utilisant des approches de protéomiques, a

montré le contrôle au cours du développement des régulons de stress chez S. coe/ic%r 01an

Deutekom et al., 1996).
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La circularité du chromosome a été décrite chez de nombreuses espèces bactériennes, la linéarité

des chromosomes étant jusqu'à peu l'apanage des eucaryotes. Cependant, la linéarité

chromosomique a également été observée chez certains genres et espèces bactériens tels que les

Streptomyces. La distribution et la diversité des structures télomériques montrent que la linéarité a

été acquise de façon sporadique chez les bactéries. Cependant, un fort polymorphisme

intraspécifique et interspécifique caractérise les régions subtélomériques des chromosomes des

organismes possédant un (ou des) chromosome(s) linéaire(s).

B..I~l œ DISTRIBUTION DE LA LlNEAlUTE CHROMOSOMIQUE œEZ
LES BACTERIES

La première mise en évidence de la linéarité chromosomique chez une bactérie date de 1989,

lorsque Ferdows et Barbour montrèrent que Borre/ia burgdotjeri possède un chromosome linéaire

(Ferdows and Barbour, 1989). Puis en 1993, Lin et al. prouvèrent la linéarité de l'ADN

chromosomique de Streptomyces livzdans (Lin et al., 1993). Elle semble être répandue à l'ensemble

du genre Streptomyces puisque S. coelicolor, S. ambofaciens, S. griseus, S. rimosus, S. avennitilis et

S. hygroscopicus possèdent également un ADN chromosomique linéaire (Lezhava et al., 1995b;

Leblond et al., 1996; Redenbach et al., 1996; Pandza et al., 1997; Omura et al., 2001; Pang et al.,

2002). La linéarité a aussi été démontrée chez Saccharopofyspora erythraea (anciennement

Streptomyces erythreus, (Reeves et al., 1998) et suggérée chez Actinoplanes, Amycolatopsis,

Micromonospora, N ocardia, Rhodococcus et Streptoverticillium (Rfldenbach et al.) 2000). Tous ces genres

bactériens appartiennent à l'ordre des Actinomycètales. Cependant, toutes les espèces

bactériennes de cet ordre ne possèdent pas un chromosome linéaire. En effet, l'ADN

chromosomique des Mycobactéries et des Corynébactéries, notamment, est circulaire (Fu and Fu

Liu, 2002; Tauch et al., 2002).

Ainsi, la distribution de la linéarité chromosomique dans un arbre phylogénétique d'espèces

procaryotes 01olff and Altenbuchner, 2000; Figure D-4) souligne le caractère dispersé de la

linéarité chromosomique. En effet, elle est présente non seulement chez les bactéries Gram

positives à haut pourcentage en bases G et C (Actinomycétales) mais aussi chez les Spirochètes

(Bomlia burgdotjerz) et les Protéobactéries a (Agrobacterium tumefaciens) (Wood et al., 2001). De plus,

la linéarité du chromosome a été suggérée chez une Protéobactérie y (Coxiella burnetiz) (\X1illems et

al., 1998).
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BACTERIA

Proteobacteria

Spirochetes

Leptospira 0

Borrelia /

Secpulina 0

Treponema 0

o

o

Rhodobaeter 0

Caulobacter 0
Rhizobium 0

Agrobacterium / 0

Bradyrhizobium 0

Rickettsia
~~Neisseria 0

Methylobaeillus 0
Coxiella/? .

. ThlObaeillus 0

Haemophilus 0

Pasteurella

y

o Salmonella

o Moraxella

o Escherichia

o Aquifex

o Syneehoeystis 8/

o Stigmatella ---;r-
o Helieobaeter//

o Campylobaeter

\'//./o Lactococcus l' o

-

ListeriaO ,1

o Clostridium

o Myeoplasma

Ct Streptococcus
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ARCHAEA

o Arehaeoglobus

o Aeropyrum

o Methanobacterium Pyrococcus Ct

o Methanoeoeeus --'JI;----------------"3~

Acinetobacter Ct

Figure D-4: Distribution de la linéarité chromosomique sur un arbre phylogénétique des
espèces procaryotes selon Volff et al. (2000)
Un anneau noir correspond à la présence d'un chromosome circulaire chez l'espèce considérée, un
trait noir à un chromosome linéaire, un trait rouge à un plasmide linéaire. Le point d'interrogation
signifie que le chromosome a été montré comme étant à la fois circulaire et linéaire. L'ordre des
Actinomycétales est représenté en gris.

Il semble que la distribution de la linéarité plasmidique soit plus large que celle des chromosomes.

Ainsi, des plasmides linéaires peuvent coexister avec un chromosome linéaire et des plasmides

circulaires, par exemple chez les Borrelia et les Streptomyces.

De plus, la présence de plasmides linéaires a été montrée dans des genres bactériens possédant

des chromosomes circulaires, comme lvfycobacterium (picardeau and Vincet, 1997), Nocardia

(Kalkus et al, 1990) et Rhodococcus (Kalkus et al, 1993).

Des plasmides linéaires ont aussi été retrouvés chez Clavibacter michiganensis (Brown et al, 2002) et

Planobispora rosea (polo et al, 1998). Il est à noter que des plasmides circulaires ont été observés

chez toutes ces Actinomycétales hormis P. rosea.

Au sein des Protéobactéries, des plasmides linéaires ont été illlS en évidence chez Xanthobacter

(subdivision a) (Bergeron et al, 1998; Krum and Ensign, 2001) et chez Klebsiella o::xytoca

(subdivision y) (Li and Lim, 2000). Chez cette dernière, des plasmides circulaires ont également

été détectés.

La linéarité chromosomique chez les bactéries serait donc issue d'événements sporadiques. De

plus, la linéarité semble être restreinte aux Spirochètes, aux Actinomycétales et aux

Protéobactéries (hormis les subdivisions (3 et E) à la fois pour les plasmides et les chromosomes.
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B...lt.2 œ REPLICONS UNEAIRES ET RBA.RRANGEMENll'S
CHROMOSOMIQUES______iiiii

Les bornes des réarrangements chromosomiques sont localisées dans les régions subtélomériques

(voir paragraphe A-II.2.3 de l'introduction). La question traitée dans ce paragraphe concerne le

rôle de la linéarité chromosomique dans l'instabilité génomique. Seront ensuite exposés et

discutés les mécanismes moléculaires impliqués dans la formation des réarrangements

chromosomiques et enfin, l'impact de ces réarrangements sur l'architecture des génomes.

'B 1 ~ 1 ' 'L'If. LI'N" 'r,;. fAR'" l'T'''E'· trH' R"0 i1l.!II"O~O" 'i1l.!JI"'IhU" 'li'? tr ON ';r.,'E" 'R'E' 'T'
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:BLLE UN AVANTAGE?

B-JL2o 10 1 ~ RJEGJOSJP'ECIlF][C][TE DES REi\RRANGEMENTSCHEZ LES

STREPTOMYCES

L'instabilité genetlque chez les Streptomyces a été corrélée de longue date à la formation de

réarrangements chromosomiques de grande ampleur. Deux grands types de réarrangements ont

été caractérisés: délétion de grande taille et amplification de motif d'ADN ou "Amplifiable Unit

of DNA" (AUD) (pour revue, Leblond and Decaris, 1999). La région touchée par les

réarrangements, ou région instable, non essentielle dans les conditions de laboratoire, représente

environ 2 Mb soit un quart du génome chez S. ambofaciens DSM40697.

Depuis la mise en évidence de la linéarité de l'ADN chromosomique chez les Streptonryces (en 1993

par Lin et al. (1993) chez S. lividans), région instable et régions terminales du chromosome se

superposent. En effet, la quasi totalité des réarrangements décrits se déroule aux extrémités du

chromosome.

La séquence complète du génome de S. coelz'color A3(2) (Bentley et al., 2002) nous indique que les

régions subtélomériques sont riches en gènes dits de «contingence» (voir paragraphe 1.1.3). Cette

compartimentation expliquerait la tolérance pour les réarrangements dans ces régions du

chromosome. L'instabilité accrue de ces régions par rapport au reste du chromosome pourrait

avoir façonné l'organisation génétique et exclu les gènes « essentiels» des régions subterminales.

Par ailleurs, le « core» chromosomique, correspondant à la région centrale du chromosome et

contenant les gènes essentiels et notamment l'origine de réplication, semble peu permissif aux

réarrangements. En effet, l'analyse du polymorphisme des régions ITS chez deux souches de

S. ambofaciens (DSM40697 et ATCC23877, Wenner et al., 2002) a montré que, bien que la

recombinaison homologue participe fortement à la création de variabilité de ces loci, aucun

réarrangement de grande ampleur, contrairement à d'autres systèmes bactériens, n'a pu être
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détecté entre les organisations chromosomiques des deux souches. En effet, la recombinaison

homologue entre loci rrn entraîne l'échange de blocs de séquences sans échange des régions

flanquantes (crossing-over).

Ainsi, les réarrangements chromosomiques sont confinés aux extrémités du chromosome linéaire

des Streptomyces.

B-L2o 1o2~ LAUNEARliTE CHROMOSOMJ[itUE JFAVORJ[SE-T-ELLE

L'J[NSTABliUTE CHROMOSOMJ[QUE ?

Plusieurs propnetes intrinsèques à la structure linéaire du chromosome pourraient favoriser

l'apparition de réarrangements chromosomiques dans cette région:

Les chromosomes des Streptomyces possèdent une origine de réplication unique localisée

approximativement à équidistance des extrémités chromosomiques. Cette origine fonctionne sur

un mode bidirectionnel en direction des extrémités (Musialowski et al., 1994; Fischer et al., 1998a).

Il est probable, compte tenu du mode présumé d'acquisition de la linéarité chromosomique (voir

ci-après, paragraphe B-1.2.3.1.3 de la discussion), que des sites de terminaison de la réplication

(sites Ter chez E. col1) soient dispersés dans les régions subterminales. A défaut, les télomères

constitueraient des termini obligatoires. Chez E. coli, la zone du terminus de la réplication est une

région hautement recombinogène. L'équipe de B. Michel et S.D. Ehrlich a montré que

l'augmentation du taux de recombinaison résultait de l'apparition de cassures double brin générée

par l'arrêt de la fourche de réplication aux sites de pause (Bidnenko et al., 2002).

La seule présence d'extrémités d'ADN peut également accroître les fréquences de recombinaison

impliquant des séquences subtélomériques. En effet, une déficience dans les fonctions de

maintien des télomères, notamment chez la levure, est associée à la formation de grands

réarrangements chromosomiques (Hackett et al., 2001) analogues à ceux retrouvés chez les

Streptomyces.

Enfin, les régions subtélomériques sont riches en transposases (Bentley et al., 2002). Le seul cas

d'implication directe de la transposition d'éléments mobiles dans les réarrangements d'ADN

correspond à l'amplification d'ADN chez S. lividans lors d'expériences d'interruption de

séquences dans les régions télomériques (Gunes et al., 1999). En effet, la transposition génère des

cassures dans l'ADN (aux bornes des éléments ainsi qu'aux sites cibles) qui sont susceptibles

d'initier des événements de recombinaison.

Cependant, outre l'activité endonucléasique de la transposase, les nombreuses copies d'IS et

autres transposons sont susceptibles de fournir un substrat à la recombinaison homologue et

ainsi de participer indirectement à la formation de grands réarrangements.

La forte concentration d'éléments mobiles dans les régions terminales peut donc à ces deux titres

accroître les fréquences de recombinaison dans ces régions chromosomiques.
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Enfin, lors de l'analyse des séquences impliquées aux bornes de certains réarrangements chez

S. glaucescens, il a été noté la présence de séquences palindromiques ou de répétitions directes

imparfaites à proximité des jonctions. Ces séquences présentent des homologies avec le

consensus de reconnaissance de la recombinase site-spécifique du plasmide intégratif pIJ408. Les

auteurs ont alors suggéré que les réarrangements pourraient découler de la reconnaissance

erronée de certains sites par l'intégrase d'un plasmide intégratif (Birch et al., 1991).

Le décrochage de la fourche de réplication, la déficience du fonctionnement télomérique,

l'interaction avec une transposase ou une intégrase site-spécifique ont pour point commun la

production de cassures double brin dans l'ADN. La réparation erronée de telles cassures pourrait

être à l'origine des réarrangements.

B·-J..2,~ MECANISM:JiS MOLBCULAIR:nS
REARRANGBMBNTSCHROMOSOMIQUBS

DES

Deux mécanismes moléculaires principaux de réparation des cassures double brin ont été mis en

évidence chez les eucaryotes et les procaryotes: la recombinaison illégitime et la recombinaison

homologue. Elles se distinguent par la taille de l'homologie des séquences impliquées dans les

réarrangements.

La recombinaison illégitime a été impliquée à de nombreuses reprises dans les réarrangements

chromosomiques chez les StreptOJJryces, qu'ils soient spontanés ou induits:

Chez S. rimosus par exemple, où un échange d'extrémités entre le chromosome et un plasmide

linéaire a été caractérisé, une microhomologie de 4 pb a été identifiée au point de recombinaison

(pandza et al., 1998).

De même, chez le mutant S. ambofaciens NSA27, la fusion chromosomique fait intervenir une

microhomologie de 6 pb.

Enfin, lorsque les chromosomes ou plasmides sont sauvegardés sous forme circulaire chez des

souches déficientes pour le maintien des télomères (mutation trans de la protéine Tpg ou cis dans

les palindromes télomériques), le séquençage des bornes des réarrangements implique la

recombinaison illégitime dans le mécanisme de réparation (Qin and Cohen, 2002).

Des évènements de recombinaison homologue entre gènes dupliqués ont par ailleurs permis

d'expliquer la structure chromosomique de souches mutantes de Streptonryces :

Les remplacements d'extrémités chromosomiques mis en évidence dans les souches

NSA135HPP et NSA855, résultent d'événements de recombinaison homologue entre les gènes

hasR et hasL (Fischer et al., 1998b). La fréquence d'un tel événement ne peut être déduite des

expériences réalisées.

Le remplacement de bras chromosomique a également été décrit chez un mutant de S. griseus issu

d'une mutagenèse aux ultraviolets (Zenitani et al., 1999). Le réarrangement implique un

événement de recombinaison homologue entre deux copies d'un gène, codant des lipoprotéines

=~===:::=Z::::==::=:::===::=,=""274
C'.f 0[\(1 'l,II! J\ -.? .\, /i,8)

(



1)-1.2 (15 RC:'plicons linblircs ct réarrangements chromosomiqucs

putatives et présentant plus de 99% d'identité en nucléotides (ORF-L 654 nt, ORF-R 651 nt).

L'homologie de séquence cesse en 5' et 3' des deux üRF. Les deux copies ORF-R et üRF-L sont

localisées à l'extérieur des TIR respectivement à 250 kb et 450 kb des extrémités des bras droit et

gauche du chromosome linéaire de S. griseus. Le remplacement de bras aboutit à la duplication de

450 kb d'ADN dérivant du bras gauche à l'extrémité du bras droit délété, et à l'accroissement de

la taille des TIR de 24 kb chez la souche sauvage (Lezhava et al., 1995a) à 450 kb chez la souche

mutante.

Ce cas est donc en tout point analogue aux remplacements de bras chromosomiques observés

chez S. ambofaciens.

Ainsi, les événements de recombinaison homologue pourraient être fréquents à l'intérieur des

répétitions terminales inversées (TIR). Compte tenu de l'orientation des répétitions terminales,

ces événements mènent au remplacement des extrémités chromosomiques. Ces événements

passeraient inaperçus puisque (i) non associés à des délétions géniques et (ü) conduisant au

remplacement à l'identique de l'extrémité chromosomique. Ces événements conduiraient à

homogénéiser les répétitions terminales. Cette hypothèse est étayée par l'absence quasi totale de

polymorphisme entre les 210 kb constituant les TIR chez S. ambofaciens (Leblond et al., 1996).
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EVOLUTION RAPlDE DES G:RNOMES

L'étude des réarrangements subtélomériques au niveau intraclonal, c'est-à-dire en cultures pures

dans les conditions de laboratoire, permet de visualiser l'impact de la recombinaison terminale sur

les potentialités d'évolution rapide de l'information existante: formation de grandes délétions et

duplications, amplification en tandem et formation de gènes chimériques aux points de

recombinaison. En revanche, la comparaison des régions terminales au niveau intraspécifique ou

interspécifique, de même que l'analyse de la séquence génomique de S. coelicolor A3(2) (Bentley et

al., 2002) et de S. avermitilis (Ikeda et al., 2003), permettent, entre autres, d'estimer l'impact de cette

plasticité génétique dans l'acquisition et l'échange d'information issue du transfert horizontal.

La question de l'impact de tels réarrangements sur l'évolution de la structure chromosomique est

également soulevée par la présence de répétitions de séquences dans les régions terminales du

chromosome, comme l'illustre la duplication des gènes bas chez S. ambofaciens. En effet, la

présence de séquences répétées dans les régions terminales du chromosome linéaire des

Streptomyces favorise l'échange d'extrémités chromosomiques. Ce type d'événement peut avoir

deux conséquences majeures : la duplication de régions génomiques lorsque les échanges sont

intraspécifiques, et le transfert horizontal d'information génétique lorsque les échanges sont

interspécifiques.

(
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B-L2.3.1 - RECOMJlHNA][§ON §UJBTELOMER][QUE ET ACQU][§][T][ON

D'][NFORMAT][ON GENET][QUE

B-I.2.3.1.1 - Transfert horizontal d'information génétique chez les Streptomyces

De nombreux résultats permettent d'appréhender l'importance du transfert horizontal sur

l'évolution du génome des Streptonryces, et notamment l'impact de la recombinaison terminale sur

l'acquisition et l'échange de séquences.

Tout d'abord, la comparaison des séquences composant les TIR, entre souches appartenant à

l'espèce S. ambo/'aciens (DSM40697 et ATCC23877) révèle que des régions spécifiques de souche

existent aux extrémités chromosomiques (Borges, 2001; Gallois, 2003). Ainsi, les deux souches

DSM40697 et ATCC23877 présentent respectivement 50,7 kb et 33,2 kb d'ADN spécifique de

souche (Figure D-5 ; voir ci-après, paragraphe B-I.2.3.1.2).

S. ambofaciens

J.....

1········
ATCC23877 ••c::===="!!1!i$"*~m==::::::j==2.:.:===============·::D.. f----

20 kb

Figure D-S : Comparaison des répétitions terminales inversées (rectangles) de deux souches
de Streptomyces ambofaciens, DSM40697 (en haut) et ATCC23877 (en bas).
Les régions homologues entre les deux répétitions sont indiquées en zone hachurée, les régions
spécifiques à chaque souche par des zones blanches. Les traits en pointillés indiquent les interruptions
entre les zones homologues et les cercles noirs représentent les protéines terminales (Tpg).

Au 111veau interspécifique, le même type de donnée ressort de l'hybridation des séquences

couvrant les TIR de S. lividans sur l'ADN génomique de S. coelicolor A3(2) pUlsque aucune

homologie n'a pu être détectée sur plus de 40 kb (Huang et al., 1998).

La cartographie comparée d'espèces proches telles que S. coe/icolor A3(2) et S. ambo/'aciens

DSM40697, nous permet également de visualiser le polymorphisme des régions terminales chez

les StreptolJryces. Alors que la cartographie d'une vingtaine de marqueurs génétiques dans la région

«core» du chromosome de S. ambo/'aciens DSM40697 et de S. coelicolor A3(2) montre une bonne

conservation de l'ordre et de la localisation approximative de ces loci (Leblond et al., 1996),

Figure R-22), les régions terminales présentent une organisation différente.

De nombreux exemples étayent cette conclusion. Par exemple, la localisation du locus hasR (anti

anti sigma, anti sigma et sigma: arsR, prsR et hasR) , sur le bras chromosomique droit de

S. ambo/'aciens DSM40697, alors que son homologue est retrouvé sur le bras chromosomique

o.f j)!\Cl\"ft)\ - é."

j)-J .' 1\') .i1î("·"'·"'''''



B-I.2 C?3 Réplicons linéaires et réarrangements chromosomiques

gauche de S. coelicolor A3(2) (rsbB, rsbA et sigB ou sig8, (Cho et al., 2001)), distingue les deux

espèces aux liens phylogénétiques pourtant étroits (Takeuchi et al., 1996; Wenner et al., 2002).

De plus, le locus chromosomique du gène hasL n'est pas présent dans le génome de S. coelicolor

A3(2). Enfin, l'hybridation des cosmides recouvrant environ 150 kb incluant le locus hasR révèle

des séquences localisées sur le bras gauche de S. coelicolor A3(2). Ce résultat indique qu'un

réarrangement de grande ampleur s'est produit chez l'une ou l'autre des espèces depuis leur

séparation à partir de leur dernier ancêtre commun.

Le séquençage des TIR de la souche S. ambofaciens ATCC23877 (projet Génoscope-IGM Orsay

LGM Nancy) permet de comparer beaucoup plus finement l'organisation génétique de

S. ambofaciens, S. coelicolor A3(2) et S. avermitilis.

Les protéines potentielles déduites des ORF décelées sont comparées à celles des bases de

données, et notamment celles de S. coelicolor (ScoDB) au Centre Sanger et de S. avermitilis

(http://avermitilis.ls.kitasato-u.ac.jp/).

La comparaison révèle que:

o une faible proportion d'ORF de S. ambofaciens présente un homologue «forb>

(>75% d'identité en acides aminés) dans le génome de S. coelicolorou de S. avermitilis.

En effet, à peine plus de la moitié des protéines déduites des séquences des TIR de S. ambofaciens

ATCC22877 a un homologue codé par les génomes de S. coelicolor ou S. avermitilis (Figure D-6).

S. ambofaciensvs S. coelicolor S. ambofaciensvs S. avermitilis

Figure D-G : Pourcentages de protéines homologues entre les répétitions terminales inversées
de Streptomyces amhofaciens ATCC23877 et les génomes de S. coelicoloret S. avermitilis.
Le terme homologue est défini selon les paramètres suivants: 30% d'identité protéique avec un
chevauchement minimum de 80% de la longueur des protéines.

De plus, lorsqu'une protéine trouve son homologue chez S. coelicolor ou S. avermitilis, les

pourcentages d'identité protéique entre les deux protéines putatives sont faibles (inférieurs à 50%

pour plus de la moitié des protéines, Figure D-7).

S. ambofaciens vs S. coelicoJor S. ambofaciens vs S. avermitilis

80.. 100% identité
50.. 800

/0 identité
30.. 50% identité

Figure D-7 : Pourcentages d'identité protéique des protéines homologues entre les répétitions
terminales inversées de Streptomyces amhofaciens ATCC23877 et les génomes de
S. coelicolor et S. avermitilis.
Les codes couleurs représentent les différents niveaux d'identité protéique:
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o lorsqu'un homologue existe, il est localisé à un autre locus et le niveau de

synthénie est très faible.

En effet, les homologues des gènes localisés dans les TIR, donc aux extrémités, du chromosome

de S. ambofaciens ATCC23877, sont répartis sur toute la longueur du génome de S. coe/ic%r (Figure

D-8).

Bras
chromosoITÙque

Région « core» Bras
chromosoITÙque

Figure D-S: Localisation des homologues des gènes des TIRs de S. ambofaciens sur le
chromosome de S. coelicolor.
Chaque point représente une protéine de S. coe!ico!or, homologue des produits des gènes identifiés dans
les TIR de S. ambofaciens ATCC23877. Le symbolisme de couleur utilisé pour les identités protéiques
est identique à celui de la Figure D-7.

Il est cependant important de rappeler que ces comparaisons se limitent aux régions terminales

du chromosome de S. ambofaciens. Ainsi, il est probable que des homologues forts des protéines

de S. coe/ic%r détectées par cette analyse, soient codés par la région centrale du chromosome de

S. ambofaciens. Ces homologues forts seraient donc paralogues des produits codés par les régions

terminales du chromosome de S. ambofaciens.

L'acquisition de séquences par transfert horizontal est également suggeree par l'analyse de

séquences génomiques, notamment de leur pourcentage en bases G et C. En effet, les Streptomyces

présentent un G-C% extrême avec une moyenne de 61 %-79,7%. Ce biais de la composition de

l'ADN se reflète dans la composition en bases des codons, avec en troisième position un taux de

G et C variant de 76,4% à 98,3%. Sur cette base, chez S. coe/ic%r A3(2), l'analyse a révélé qu'un

certain nombre de loci provenaient vraisemblablement d'événements de transfert horizontal. Ces

loci correspondent à des éléments transposables, des gènes du métabolisme des hydrates de

carbone, des méthylases d'ADN, des gènes de résistance aux métaux lourds ou des gènes codant

des polycétones synthétases (Bentley et al., 2002).

Cependant, il est probable que le nombre des gènes ayant subi un transfert soit fortement sous

estimé. En effet, parmi les genres bactériens occupant le même biotope que les StreptoJJryces se

trouvent notamment Rhodococcus et Mycobacterium. Le génome de ces bactéries présente également

un fort pourcentage en bases G et C avec respectivement 62%-70% et 62-66%. De plus, des

plasmides linéaires, vecteurs potentiels du transfert horizontal, présentant la structure

invertronique de réplicons des Streptomyces, sont également retrouvés chez ces genres bactériens.

Ainsi, il est plausible que des échanges entre espèces de caractéristiques génomiques proches

aient lieu à fortes fréquences. Une fois transférées, les séquences présentant une valeur
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adaptative, pourraient être exprimées après un processus d'amélioration rapide de la séquence

pour atteindre le biais optimal de la composition en bases G et C.

B-I.2.3.1.2 - Mécanismes de transfert d'information génétique aux extrémités des

chromosomes des Streptomyces

Le mode de transfert d'information génétique provenant des régions subtélomériques est suggéré

par l'observation d'interactions entre plasmides linéaires et chromosomes chez S. griseus et

S. coe/icolor.

Chez S. gn'seus, cette interaction conduit à un plasmide linéaire chimérique portant des séquences

dérivant d'un bras chromosomique chez S. nmosus (pandza et al, 1998). Ce plasmide pPZG101

possède notamment, après recombinaison, les gènes de synthèse et de résistance à

l'oxytétracycline précédemment portés par le chromosome en position subterminale.

Chez S. coelicolor, cette interaction aboutit à l'intégration de la partie centrale du plasmide linéaire

SCPl (Hanafusa and Kinashi, 1992).

Un autre indice de l'interaction entre plasmides linéaires et chromosomes chez les Streptomyces est

donné indirectement par la comparaison des extrémités du chromosome de S. lividans et du

plasmide linéaire SLP2. En effet, environ 16 kb d'ADN à l'extrémité du chromosome de

S. lividans sont identiques à l'extrémité droite du plasmide linéaire SLP2 de 50 kb (Figure D-9)

(Bey et al, 2000).

SLP2 ~//////////////////////////////////////////////////////////////////////////////////~

la kb

Figure D-9 : Comparaison du plasmide SLP2 et de l'extrémité droite du chromosome de S.
lividans.
Les répétitions terminales inversées de SLP2 (flèches) ne sont pas représentées à l'échelle. Elles
mesurent 44 pb et celles du chromosome de S. !ividans, 30 kb. Les cercles noirs représentent les
protéines terminales liées de façon covalente aux extrémités 5'. Les traits pointillés indiquent le début
de la région subtélomérique droite du chromosome de S. !ividans.

De plus, le clonage et séquençage des régions subterminales des chromosomes de S. ambofaciens

ATCC23877 et DSM40697, non représentées dans les banques génomiques, a confirmé ces

hypothèses (Gallois, 2003).

En effet, des üRF impliquées dans des fonctions de transfert conjugatif ont été identifiées aux

extrémités du chromosome de la souche DSM40697 (Figure D-l0). La première, orj2, coderait

une protéine de 62 acides aminés présentant une identité significative avec les produits des gènes

spdA des plasmides circulaires conjugatifs pJVl de S. phaeochromogenes (Servin-Gonzalez et al,

1995) et pSNAl de S. natalensis ATCC27448 (Mendes et al, 2000). Cette famille de protéines est

impliquée dans le transfert intramycélien des plasmides conjugatifs. En effet, la conjugaison

bactérienne chez Streptomyces peut être divisée en deux étapes, le transfert intermycélien contrôlé
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par les gènes Ira et qui implique la fusion de mycélium donneur et receveur au point de contact

physique, et la diffusion de l'élément génétique à travers le mycélium receveur grâce aux gènes

spdA-D (Kataoka et a!., 1991). Les génomes totalement séquencés de S. coelicolor et S. avermitilis

révèlent la présence de plusieurs copies de gènes spdA au sein d'éléments génétiques intégrés au

chromosome, qui correspondent soit à des troncatures de plasmides conjugatifs circulaires, soit à

des prophages (Bendey et a!., 2002; Ikeda et a!., 2003). La seconde ORF, 013, présente des

identités significatives avec des intégrases phagiques. Ainsi, les régions subterminales du

chromosome de la souche DSM40697 pourraient être constituées pour partie des séquences

ayant pour origine un élément intégratif.

Chez la souche ATCC23877, une seule ORF a été identifiée, et coderait une hélicase contenant

notamment un domaine DEAD de liaison aux acides nucléiques. La séquence nucléotidique

présente une forte identité sur toute sa longueur avec les gènes ttrA de S. lividans et de son

plasmide linéaire SLP2 (84%, Figure D-10). Le rôle proposé pour l'hélicase codée par ttrA est

l'initiation du transfert conjugatif par déroulement de l'ADN.

SLP2 (Bras droit)

S. ambofaciens DSM4ü697

.4ri\j\1c'''~tr'i'''iEil~Wi5q1!!;''~"iiQ;<
oifl orf2

(spdA)

Intégrase kQ<::jer/Thr kinase l\ifu:'illii ~ !il M !

orf3 oif4

1 kb

Figure D-ID: Organisation génétique des extrérllités du plasrllide linéaire SLP2 et des
chromosomes de S. amhofaciens ATCC23877 et S. amhofaciens DSM4D697.
La zone en pointillé symbolise que les deux hélicases partagent une identité de 84%. La zone hachurée
indique une homologie en nucléotides entre la séquence du gène SLP2.42 et des séquences
subterminales (boîtes blanches) de S. ambofaciens ATCC23877.

Ainsi, les extrémités du chromosome des StreptolJryces semblent être le siège de fréquents

réarrangements chromosomiques impliqués dans l'évolution rapide des chromosomes,

notamment par acquisition de séquences exogènes issues du transfert horizontal.
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B-I.2.3.1.3 Interactions plasmide/chromosome et acquisition de la linéarité

chromosomique

Des approches de génomique comparée sur des espèces à chromosome linéaire et circulaire

appartenant à un même phylum ont permis de mettre en évidence deux mécanismes

hypothétiques d'acquisition de la linéarité des chromosomes chez les bactéries, notamment dans

le cas d'A. tumefaciens (Wood et al., 2001) et de S. coelicolor A3(2) (Bentley et al., 2002).

B-I.2.3.1.2.1 - Interaction entre un .plasmide linéaire et un chromosome circulaire ancestral chez

S. coelicolor et B. buœdorjèri

L'intégration d'un plasmide linéaire dans un chromosome circulaire constitue un mécanisme

possible d'acquisition de la linéarité chez les Actinomycétales. La comparaison de la séquence de

S. coelicolor A3(2) au chromosome linéaire avec celle de Mycobacterium tuberculosis (Cole et al., 1998)

dont le chromosome est circulaire appuie cette hypothèse (Bentley et al., 2002).

Une conservation de l'ordre des gènes est observée entre la région «core)} (environ 4,9 Mb) du

chromosome de S. coe/icolor et la totalité du génome de M. tuberculosis (4,4 Mb). Cette observation

suggère que l'ancêtre commun des deux espèces possédait un chromosome circulaire d'environ

4 Mb. L'intégration d'un plasmide linéaire dans ce chromosome circulaire aurait conduit à

l'apparition d'un chromosome linéaire, ancêtre du chromosome des Streptomyces (Figure D-ll).

Ainsi, un événement de recombinaison entre un plasmide linéaire et un chromosome circulaire

ancestral conduit à l'apparition d'un chromosome linéaire dont les extrémités correspondent aux

séquences du plasmide linéaire. Ainsi, les régions composant les « bras chromosomiques)} de

S. coelicolor auraient été acquises depuis la séparation évolutive entre les deux espèces, par

intégration d'un plasmide linéaire puis divers réarrangements successifs résultant en la présence

de 4 Mb d'ADN terminal hypervariable.

Un tel scénario prévoit que les fonctions de réplication des télomères soient situées à proximité

des régions terminales du chromosome linéaire ancestral, dans les séquences spécifiques du

plasmide (traits rouges). Ces fonctions de réplication, codées notamment par les gènes !pg, sont

retrouvées à environ 100 kb de l'une des deux extrémités du chromosome de S. coelicolor A3(2) et

de S. lividans (Bao and Cohen, 2001). De plus, des homologues non fonctionnels sont retrouvés à

8 kb des extrémités du chromosome de S. lividans (Yang et al., 2002).
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,,,,

Iplasmide linéaire

1Plasmide linéaire

,,,,
Chromosome'----....

des
5treplolll]ces

Figure D-ll : Modèle d'apparition de la linéarité des chromosomes des Streptomyces, à partir
de l'ancêtre commun aux Streptomyces et aux Mycobacteriuffi.

Chez Borrelia, le mode d'apparition de la linéarité pourrait être équivalent. Un événement

d'intégration d'un réplicon linéaire pourrait expliquer la structure du chromosome actuel.

Un des « donneurs» potentiels pourrait être l'iridopoxvirus, virus de la fièvre porcine africaine.

En effet, l'iridopoxivirus et les Borrelia sont transmis par le même arthropode Ornithodoros moubata.

Au sein de cet organisme, une intégration du génome viral dans le chromosome ancestral de

BOlTelia aurait pu avoir lieu, conduisant à la linéarisation du chromosome (Casjens, 1999).

B-I.2.3.1.2.2 - Acquisition de fonctions chromosomiques sur un plasmide linéaire ancestral
....;; .........

chezAgrobactenum tumifaciens

A. tumefaciens possède deux chromosomes, l'un circulaire (3000 kb) et l'autre linéaire (2100 kb). Ce

dernier serait un plasmide ayant acquis des séquences chromosomiques par transfert

intragénomique. Trois arguments, issus de l'analyse de la séquence du chromosome linéaire,

viennent étayer cette hypothèse (Goodner et al., 2001; Wood et al., 2001).

Ce chromosome linéaire possède une origine de réplication plasmidique similaire à celles de deux

plasmides circulaires endogènes.

La proportion du nombre de gènes de "ménage" (impliqués dans la réplication et l'expression du

génome) est plus importante sur le chromosome circulaire que sur le chromosome linéaire. Cette

observation suggère que le transfert de fonctions essentielles à la survie de la bactérie s'est

déroulé d'un chromosome circulaire ancestral vers un réplicon linéaire.
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La synthénie entre A. tumefaciens et Sinorhizobium meliloti, une autre protéobactérie a (Figure 1-1),

possédant un chromosome circulaire, montre une bonne conservation de l'ordre des gènes entre

le chromosome circulaire d'A. tumefaciens et le chromosome de S. meliloti. Cependant, les

homologues d'environ 300 gènes de S. meliloti sont retrouvés sur le chromosome linéaire

d'A. tumefaciens. Ces 300 gènes sont dans le même ordre sur le chromosome linéaire et sur celui de

S. mdiloti, bien qu'ils soient plus épars sur le chromosome linéaire d'A. tumefaciens. Ceci suggère

donc qu'un plasmide linéaire ancestral a acquis une partie des fonctions codées par le

chromosome circulaire ancestral de S. mdiloti et du chromosome circulaire de A. tumefaciens

lB:-!, 2_,3 02 - LES EXTREMITES TERMHJAJLES ][NVERSEES DES

CHJROJ\1[QSOMES _PE STR.EPTOMYCES ONT::EJULES UN ROLE ?

B-I.2.3.2.1 - Implication de l'instabilité dans l'évolution rapide des extrémités des

Streptomyces

La formation d'hybrides chromosomiques ou plasmidiques par remplacement d'extrémités suite à

un événement de transfert horizontal pourrait constituer une structure intermédiaire évoluant

vers la reconstitution de TIR. En effet, tous les réplicons linéaires de Streptonryces, à l'exception de

S. avermitilis, possèdent des TIR à leurs extrémités. Ces TIR peuvent se réduire à la taille des

palindromes terminaux comme sur le plasmide SLP2 de S. lividans (Chen et al., 1993) ou sur le

chromosome de S. avermitilis (Omura et al., 2001). Mais dans la plupart des cas décrits, elles

couvrent plusieurs dizaines voire centaines de kilobases (voir paragraphe II.2.3.1.2. de

l'introduction) .

Ainsi, il est vraisemblable que la recombinaison terminale observée au ruveau intraclonal

engendre l'homogénéisation des régions terminales à partir d'un réplicon « hybride» (c'est-à-dire

où les TIR originelles ont disparu suite à un événement d'échange d'extrémité). Cette

homogénéisation ne serait cependant pas obligatoire, puisque le chromosome de S. avermitilis ne

présente pas cette structure. Un échange d'extrémité ectopique, au niveau intragénomique,

permettrait de recouvrir une structure invertronique, comme dans le cas des mutants spontanés

NSAH135 et NSA855, issus de l'instabilité génétique de S. ambofaciens. En effet, ce type de

réarrangement provoque la perte d'une extrémité et son remplacement par des séquences

identiques à l'autre extrémité.

Ce modèle d'évolution rapide des régions terminales, par acquisition puis homogénéisation, est

compatible avec la structure des TIR du chromosome de S. lividans 66 (Figure D-12).

Un premier événement de transposition, via l'élément transposable Tn4811, situé à 16 kb de

l'extrémité du plasmide SLP2, aurait généré un chromosome hybride, possédant 16 kb de l'une

des extrémités plasmidiques. Une cassure double brin, conduisant à la perte d'une des deux

extrémités, conduit à l'apparition d'une extrémité recombinogène pouvant conduire à un
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remplacement d'extrémité chromosomique et à l'homogénéisation des extrémités. La structure

finale correspond à la structure des TIR de S. lividans, mesurant 30 kb, dont 16 kb homologues au

plasmide SLP2 (Lin et al., 1993; Redenbach et al., 1993).

SLP2

~il.

~
Tn4611!,.

j1j
~

Chromosome ancestral

S. lividmlJ 66

Transposition ..

..Homogénéisation

Chromosome hybride

16

2 kb
~ .

l~'""

Figure D-12 : Hypothèse de formation des TIR du chromosome de S. lividans 66.
Les bras chromosomiques (droit en rouge, gauche en jaune) sont séparés par l'origine de réplication.
Les répétitions terminales inversées (TIR pour Ierminal Invetted Repeat) sont représentées par des
flèches noires. Les protéines terminales ne sont pas représentées.

Ce modèle d'évolution rapide des extrémités permettrait également d'expliquer la grande diversité

de la taille des TIR observée tant au niveau interspécifique (voir paragraphe II.2.3.1.2. de

l'introduction) qu'au niveau intraclonal (résultats présentés dans ces travaux, Tableau D-1).

B-I.2.3.2.2 - Les TIR: un substrat pour la recombinaison terminale?

La mise en évidence d'une grande variabilité de la taille des TIR lors de l'analyse de la

descendance des souches S. ambrfaciens NSA27 et NSA65 (Tableau D-1), a permis de révéler un

autre aspect de l'instabilité génomique.

Certaines souches mutantes présentent des TIR de taille aussi réduite que 5 kb alors qu'elles

mesurent 210 kb dans la souche sauvage. Cependant, dans les conditions de laboratoire, ces

souches présentent un phénotype et un niveau d'instabilité de type sauvage.
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Dérivées Taille des TIR Dérivées Taille des TIR Dérivées Taille des TIR Dérivées Taille des TIR

du sauvage (kb) de NSA27 (kb) de NSA27 (kb) de NSA65 (kb)

NSAHI35PP 480 NSA27 518 370 NSA27 ,7 5 NSA65 519 105

NSA855 850 NSA2751756' 480 NSA27 da 80 NSA6551953 1005

NSA27 6500 NSA27517510' 480 NSA27 dl 85 NSA65 S459 1005

NSA65 6500 NSA2751753' 850 NSA27 ,4 85 NSA65 54 6500

NSA27 51759 , 950 NSA27,6 85 NSA65 520 6500

NSA27 58 1140 NSA27 d 110 NSA65 S451 6500

NSA27 513 1140 NSA27 d3 390

NSA27 55 1300 NSA27 d4 390

NSA27 520 1300 NSA27 <5 410

NSA27 51751' 1350 NSA27 d2 410

NSA27 51757' 1430 NSA27 d9 450

NSA2751755' 1430 NSA27 ,24 1400

NSA27 <17 6500

Tableau D-l : Taille des répétitions terminales inversées (TIR) des chromosomes des souches
mutantes caractérisées au cours de ce travail.

L'information génétique codée par ces régions terminales ne semble donc pas être soumise à une

forte pression de sélection. Ainsi, les répétitions terminales inversées du chromosome des

Streptomyces pourraient ne jouer qu'un rôle structural, de substrat d'ADN nécessaire à la

recombinaison terminale (voir paragraphe Perspectives).
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B-II:.1.1 ~ :LES !s't'.RJiP:t"OMYCJE!s ~ MOn:ELE D~E"tUnE n:E
L~l;:VOLO'TION DES GENOMES

Les bactéries du genre Streptomyces pourraient être considérées comme un modèle d'étude de

l'évolution des génomes.

Les réarrangements caractérisés chez les souches mutantes issues de l'instabilité génétique de

S. ambqfaciens, pourraient en effet refléter les mécanismes d'évolution des Streptomyces dans leur

écosystème naturel et ainsi révéler cette dynamique de l'évolution des génomes.

Les mutants NSA27 et NSA65 caractérisés au cours de ce travail présentent une fusion de

chromosomes partiellement délétés. Ainsi, la taille de leur génome atteint les 13 Mb, en

comparaison aux 8 Mb du chromosome de la souche de S. ambqfaciens. Le contenu génique de ces

souches est donc quasiment doublé par rapport à la souche sauvage.

Les souches NSAH135 et NSA855, au même titre que les descendants des souches NSA27 ou

NSA65, présentent des remplacements de bras chromosomiques résultant d'évènements de

recombinaison homologue entre les gènes dupliqués has. Le réarrangement présent chez ces

souches mutantes consiste en la délétion de l'extrémité d'un bras chromosomique et en son

remplacement par l'extrémité de l'autre bras chromosomique. Des régions de 480 kb ou 850 kb

ont ainsi été dupliquées chez ces souches.

Dans la descendance de ces souches NSA27 et NSA65, une très grande variabilité

chromosomique est observée, suggérant ainsi que les fusions chromosomiques, instables,

génèrent divers réarrangements chromosomiques additionnels. Cette caractéristique permet de

qualifier ces souches aux chromosomes fusionnés de mutatrices, générant une très grande

variabilité génétique (voir paragraphe Perspectives).

De plus, l'importance du transfert horizontal dans l'évolution est également illustrée chez la

bactérie Streptomyces, avec le polymorphisme des extrémités du chromosome qui la caractérise

(voir paragraphe 1.2.3 de la discussion).

Les mutants spontanés issus de l'instabilité génétique des StreptoJJryces pourraient donc refléter les

mécanismes d'évolution des génomes, notamment via des grandes duplications de matériel

génétique.
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B-lI.L2 EVOLUTION DES GENOMES ~ 'TRANSF:Blt'l'
HORIZONTAL ET DU,PLICATION GENIQUE

Comparativement aux eucaryotes, la taille des génomes bactériens présente une moindre

variabilité. En effet, alors que les génomes eucaryotes peuvent varier en taille de quatre ordres de

grandeur (entre environ 107 et 1011 pb), la taille des génomes bactériens présente une variabilité de

seulement un ordre de grandeur (entre environ 106 et 107 pb; (Casjens, 1998)).

Cependant, cette différence au niveau de la gamme de tailles de génomes n'est pas à corréler avec

le contenu en gènes. Par exemple, alors que les génomes de l'homme et de la levure ont une taille

qui diffère de 300 fois, leur contenu en gènes n'est que 6 fois différent. A l'inverse, parmi les

bactéries dont le génome est actuellement séquencé, les différences de taille de génomes reflètent

des différences similaires dans leur nombre de gènes (de l'ordre de 10 fois). Ainsi, la variation de

la taille d'un génome bactérien est directement liée à la complexité biochimique et physiologique

de l'organisme, de par le fait que la majorité des séquences composant un génome bactérien est

constituée de séquences codantes (Mira et ai., 2001).

La grande variabilité observée au niveau des propriétés métaboliques, des structures cellulaires ou

encore de la différenciation des bactéries, en opposition avec une faible variabilité de la taille des

génomes, peut alors être expliquée par une grande dynamique des génomes bactériens permettant

l'évolution rapide de l'information génétique.

Selon Mira et ai. (2001), les génomes bactériens évoluent grâce à un équilibre entre l'acquisition de

nouvelles informations génétiques grâce à des événements de duplications ou de transfert

horizontal et élimination de l'information ne conférant pas d'avantage adaptatif par formation de

pseudogènes et de grandes délétions génomiques (Figure D-13).

GAIN D'INFORMATION GENETIQUE

~0Transfert horizontal

PERTE D'INFORMATION GENETIQUE

~0Perte de gènes par délétio

~0Formation de pseudogènes

Figure D-13 : Modèle d'évolution de la taille des génomes bactériens (selon Mira et a1., 2001).

Selon Ochman et al. (2000), bien qu'il existe de nombreuses évidences de duplications géniques

chez les génomes bactériens, la principale source d'acquisition d'information génétique chez les

bactéries est le transfert horizontal. Selon les auteurs, les bactéries ont acquis une grande partie de
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leur diversité génétique via l'acquisition de séquences par transfert horizontal, contrairement aux

eucaryotes qui évoluent principalement à travers la modification de l'information génétique

existante (même si le transfert horizontal a également été démontré chez divers eucaryotes). Le

transfert horizontal serait à l'origine d'une grande dynamique des génomes, dans lesquels des

quantités substantielles d'ADN seraient introduites et/ou délétées.

Par ailleurs, l'hypothèse de l'évolution par duplication de gènes, suggérée à l'origine par Ohno en

1970 (Ohno, 1970), est universellement acceptée. La duplication génique et l'apparition corrélée

des familles de gènes joueraient un rôle important dans l'évolution moléculaire des génomes.

Après duplication, les différentes copies d'un gène peuvent diverger et/ou acquérir des

régulations différentielles qui peuvent par la suite aboutir à l'apparition de nouvelles fonctions.

Des gènes paralogues ont en effet été observés dans tous les génomes séquencés jusqu'alors

(Koonin et al., 1997) et constituent une grande fraction des gènes identifiés (ca. 40% dans le cas

de Saccharomyces cerevisiae, (Blandin et al., 2000) ; 1/3 d'un génome eucaryote selon Wagner (2001)).

Bien que des événements isolés de duplications géniques expliquent la présence de duplicats, de

plus en plus de données suggèrent que de nombreux gènes dupliqués résultent d'événements de

duplication de grandes régions chromosomiques. Des duplications de la totalité du génome ont

même été suggérées.

L'analyse de la séquence du génome de la levure S. cerevisiae a largement contribué à ce débat.

En effet, des études menées dans la fin des années 1990 (Coissac et al., 1997; Wolfe and Shields,

1997) ont montré que le génome de S. cerevisiae portait 55 segments chromosomiques, la plupart

pouvant être regroupés en paires, contenant des séries de gènes paralogues dans le même ordre et

la même orientation. Ces segments couvrent environ la moitié du génome de S. cerevisiae et

représentent 400 paires de gènes paralogues. De tels segments chromosomiques pourraient être le

reflet de duplications successives de grands blocs chromosomiques, de la duplication d'un

chromosome entier voire même de la totalité du génome, tous ces événements étant suivis de

délétions successives de gènes et de translocations réciproques. Quel que soit le mécanisme,

environ 1/3 des gènes paralogues identifiés dans le génome de la levure sont retrouvés dans ces

segments chromosomiques.

Selon l'hypothèse de la duplication du génome entier de Wolfe and Shields en 1997 (Wolfe and

Shields, 1997), un événement d'allo- ou d'auto-tétraploïdisation se serait produit précisément

après la divergence entre Saccharonryces klt!yveli and S. cerevisiae (Figure D-12).

Une étude sur la redondance des gènes dans les génomes d'Hémiascomycètes (Llorente et al.,

2000a) a controversé cette hypothèse puisqu'elle a montré l'existence de la plupart des paires de

gènes paralogues chez des espèces ayant émergé avant l'événement de duplication de génome

proposé par Wolfe and Shields (Wolfe and Shields, 1997), notamment chez KJ!!JverolJ'!yces Jactis

(voir arbre phylogénétique, Figure D-14).
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Figure D-14 : Arbre phylogénétique des 13 espèces d'Hémiascomycètes étudiés par Uorente
et al. (2000).
Selon Souciet et af., 2000. L'arbre est réalisé à partir des séquences codant les ARNr 23S par la
méthode du maximum de parcimonie.

Cette étude a donc révélé la conservation de familles de gènes présentes dans le dernier ancêtre

commun des 13 espèces d'Hémiascomycètes mais également l'apparition ou la disparition

d'autres familles de gènes suite à la spéciation (Llorente et al., 2000a).

Une analyse comparative de la synthénie entre S. cerevisiae et ces 13 espèces d'Hémiascomycètes a

permis aux auteurs de proposer un nouveau modèle d'évolution des génomes de levure (Llorente

et al., 2000b). Selon ce modèle, le génome des levures aurait évolué par des événements de

duplications de segments chromosomiques regroupant quelques gènes plutôt que par la

duplication de chromosomes entiers ou d'autres réarrangements chromosomiques n'impliquant

pas des duplications de séquences. Des délétions et translocations réciproques ultérieures

permettraient d'expliquer la composition finale en gènes paralogues de chaque espèce (Llorente et

al.,2000b).
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COURS DE L~VOLtJjTION

L'étude des facteurs a Ha
, et la caractérisation de leur rôle permettent d'aborder la thématique de

l'évolution des gènes dupliqués. Deux hypothèses non exclusives pourraient expliquer la présence

de la duplication des gènes has chez StreptoJJryces ambofaciens :

o La duplication des gènes has pourrait être récente et donc spécifique à

S. ambofaciens.

o Alternativement, la duplication des gènes has pourrait être plus ancienne en

terme d'évolution et leur forte conservation révèlerait l'existence d'une pression de sélection

et/ou d'un mécanisme d'homogénéisation de leurs séquences.

Les résultats obtenus lors de ce travail permettent d'une part d'estimer la « datation» à l'échelle

évolutive de cette duplication, et d'autre part de suggérer l'existence d'une pression de sélection

pour la conservation des duplicats par la mise en évidence d'une régulation différentielle des

gènes has.

B-IL~,l - UN MECANISME D)EVOLUTION CONCER'l'EE A
L'ORIG1NE DELA CONSERVA't'ION DE l"A
nUPLICA'T[ON DES GENES Hf1,s?

L'analyse des séquences des génomes de deux espèces de Streptomyces (S. coelicolor et S. avermitilis)

suggère fortement qu'un grand nombre de gènes serait apparu suite à des événements de

duplications géniques durant l'évolution du genre Streptollryces (Ikeda et al., 2003). La famille des

facteurs a en particulier suggère cette évolution par duplication, puisque 65 et 60 facteurs a ont

été identifiés chez S. coelicolor et S. avermitilis respectivement, notamment en ce qui concerne la

famille de 9 facteurs a de type aB, qui est retrouvée aussi bien chez S. coelicolor que chez

S. avemJitilis.

Une analyse phylogénétique menée sur ces facteurs a semble suggérer que la situation de

S. ambofaciens est différente de celle de S. coelicolor et S. avemtitilis puisque cette famille semble être

composée de 10 membres chez S. ambofaciens, deux d'entre eux Oes facteurs aH.,) présentant 98%

d'identité nucléotidique.

Des expériences d'hybridation moléculaire, à l'aide d'une sonde correspondant à la partie codante

des gènes has, révèlent en effet d'autres signaux que ceux correspondant aux gènes has eux

mêmes. De plus, des expériences de PCR réalisées à l'aide d'un couple d'oligonucléotides

spécifiques du gène sigL de S. coelicolor (ne permettant pas d'amplifier les gènes has) ont révélé la

présence d'un homologue de ce gène chez S. ambofaciens. Ces résultats suggèrent donc l'existence
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de la famille entière des 9 gènes codant les facteurs cr de type crB sur le chromosome de

S. ambrfaciens.

La duplication des gènes has semblerait donc spécifique de l'espèce S. ambrfaciens et apparaîtrait

ainsi comme un événement récent en terme d'évolution.

Le séquençage des deux copies has chez les trois souches de S. ambrfaciens (DSM4ü697,

ETH12567, ATCC23877) a permis de montrer que la duplication des gènes has était présente au

sein de l'espèce S. ambrfaciens. En effet, les pourcentages d'identité nucléotidique entre les deux

gènes hasR et hasL sont de 97% chez les souches ETH12567, ATCC23877, en comparaison aux

98% de la souche DSM4ü697.

Cette forte conservation de séquences n'est pas sans rappeler le cas des gènes dupliqués tuf chez

les eubactéries, codant les facteurs d'élongation de la traduction EF-Tu. En effet, comme pour les

gènes hasR et hasL, lorsque les deux gènes ttifA et tuJB sont présents sur un chromosome

bactérien, leur localisation chromosomique est distante (Sela et al., 1989). Lorsque la duplication

est retrouvée chez une espèce bactérienne, les deux gènes tuf partagent une très forte identité

nucléotidique (par exemple 99% chez S. ryphimun'um; Gaskunas et al., 1975), et E. co!i; (Furano,

1978). Une analyse comparative des séquences des gènes tuf chez S. ryphimurium et E. coli a

suggéré que les gènes tufA et tuJB chez chaque espèce n'évoluait pas indépendamment l'un de

l'autre (Sharp, 1991). Un mécanisme d'évolution concertée, tel que la conversion génique,

permettrait d'aboutir à l'homogénéisation des séquences nucléotidiques des gènes tuf

Les alignements des séquences des gènes has chez les trois isolats de S. ambrfaciens ne révèlent

cependant pas suffisamment de positions informatives pour pouvoir évoquer un tel phénomène

d'évolution concertée dans le cas des gènes has.

B"-IL2,~ "- L'AVAN'TAùEEVO:LU''tlF DE LA DlJPLICA'TION
DES (a~:NES -RAS

L'impact de la duplication des gènes has sur l'information de l'espèce S. ambrfaciens a été recherché

au cours de ce travail par une analyse transcriptionelle fine (RT-PCR quantitative) et la

construction de mutants. En effet, il s'agissait d'une part d'associer un phénotype à la mutation

de l'une voire des deux copies has. D'autre part, l'analyse transcriptionnelle était susceptible de

révéler un contrôle transcriptionnel divergent. L'objectif à terme était de comprendre le rôle

respectif des deux exemplaires de ce facteur cr, et donc d'envisager l'avantage sélectif, s'il existe,

du maintien de cette duplication génique,

Préalablement à toute discussion concernant les raisons pouvant expliquer la conservation de la

duplication des gènes has chez S. ambrfaciens, il est nécessaire d'envisager la possibilité de

l'évolution d'une des deux copies has vers la formation d'un pseudogène ou d'un gène codant une
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protéine présentant une nouvelle fonction mais que la duplication soit trop récente à l'échelle

évolutive pour visualiser cette dégénérescence.

Les résultats obtenus lors de ce travail permettent d'aborder les différents phénomènes pouvant

expliquer l'existence d'une pression de sélection s'exerçant sur le maintien de la duplication des

gènes has. Ainsi, la conservation des deux loci has au sein du génome de S. ambofaciens pourrait

résulter de plusieurs phénomènes non exclusifs:

o Les gènes has pourraient avoir divergé par modification de leur produit et

acquis une fonction distincte. Ainsi, chaque facteur a pourrait contrôler l'expression de régulons

spécifiques. Ce mode de divergence s'apparente à la néofonctionnalisation.

Cependant les résultats obtenus lors de ce travail semblent montrer que les deux facteurs a H
•
s

contrôlent un même régulon, impliqué dans la réponse au stress. Aucune différence significative

n'a par ailleurs pu être mise en évidence lors de la recherche de phénotype chez les simples

mutants.

Il est cependant intéressant de noter que la plupart des mutations nucléotidiques observées chez

les deux autres souches de S. ambofaciens, comparativement à la souche DSM40697, sont

silencieuses ou conservatives, c'est-à-dire qu'elle ne change pas la séquence protéique des facteurs

a H
•
s ou le change en un acide aminé similaire. Seuls deux changements sont observés en position

270 et 281 de la protéine HasR chez la souche S. ambofaciens ETH12567, dont un est conservatif.

Enfin, les 8 différences observées entre les protéines HasR et HasL chez la souche S. ambofaciens

DSM40697 sont retrouvées chez les deux autres souches (à l'exception du changement en

position 281 chez la souche ETH12567), suggérant l'existence d'une pression de sélection pour la

conservation de ces acides aminés spécifiques, qui pourraient donc révéler une réelle différence

fonctionnelle entre les deux facteurs a H
•
s

,

o La deuxième hypothèse permettant d'expliquer la conservation de la

duplication des gènes has durant une longue période chez S. ambofaciens repose sur le modèle de

Force (Force et al., 1999). Les gènes has présenteraient une redondance fonctionnelle mais un

environnement génétique et/ou des régions régulatrices spécifiques. Ils seraient donc exprimés de

façon différentielle. Ce mode de divergence s'apparente à la sous-fonctionnalisation.

La divergence de l'environnement génétique des deux gènes has, avec notamment un système

anti-anti-a / anti-a spécifique du gène hasR, semble en effet être en accord avec cette hypothèse.

De plus, les résultats de RT-PCR quantitative révèlent un niveau d'expression très différent entre

chaque copie has, puisque le gène hasR peut être jusqu'à 100 fois plus transcrit que le gène hasL

chez la souche sauvage de S. ambofaciens. La poursuite des expériences visant à détecter l'activité

des promoteurs has in vitro par détection de l'EGFP (voir paragraphe B-III.3.2 de la seconde

partie des Résultats) permettra de conclure quant à la possibilité d'une expression différentielle

des gènes has dans les différents compartiments cellulaires d'une colonie de Streptomyces (mycélium

végétatif, mycélium aérien et spores).

Il est également important d'envisager qu'une différence d'expression entre les deux gènes has

pourrait exister au niveau post-transcriptionnel voire même post-traductionnel avec notamment
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les système anti-anti-Ci / anti-Ci où les anti-facteur Ci, codés par les gènes prsR et prsL, pourraient

ne pas avoir la même affinité pour chacun des deux facteurs CiHasR et CiHasL (voir paragraphe A

I.2.3) ou encore la dégradation préférentielle de la protéine HasL médiée par les protéases de type

Clp (voir paragraphe A-I.2.2).

o Enfin, la perte d'une des deux copies has pourrait être contre-sélectionnée

suite à l'évolution de chaque gène has vers une sous-fonction et l'accumulation de mutations

dégénératives dans leurs régions promotrices (selon le modèle DCD de Force et al., 1999).

L'action combinée des deux loci has serait devenue nécessaire à l'accomplissement de la fonction

ancestrale

Cette hypothèse prend d'autant plus de vraisemblance en terme de niveau d'expression relatif de

chacun des deux gènes has. Nous pouvons effectivement imaginer que, bien que peu transcrit, le

gène hasL soit nécessaire à la fonction codée par le gène hasR Par exemple, un dosage fin des

quantités de protéines Has par rapport aux quantités d'anti-facteur Ci pourrait être à l'origine de la

conservation de la duplication. Sans les protéines HasL, le facteur CiHasR pourrait être en quantité

insuffisante par rapport à la quantité d'anti facteur Ci et ainsi ne pas pouvoir exercer sa fonction.

Cette hypothèse est en accord avec les résultats obtenus, puisque dans un mutant interrompu

pour le gène hasL, le niveau de transcription du gène hasR chute considérablement. Cette

diminution de la transcription reflète d'une part le contrôle croisé du gène hasR par le facteur

CiHasL
• D'autre part, compte tenu du faible niveau de transcription du gène hasL et de l'auto

activation élevée du gène hasR par lui-même, cette forte diminution de la transcription du gène

hasR dans un mutant I1hasL ne peut être attribuée qu'à un niveau de régulation plus complexe et

notamment à la titration du facteur CiHasR par l'anti-facteur Ci, ce dernier étant plus disponible de

part l'absence de facteur CiHasL
.

La perte de la duplication des gènes has entraînerait donc une moindre activité du facteur CiHas et

serait donc contre-sélectionnée. Selon cette hypothèse, l'interruption de l'un comme l'autre des

gènes hasR ou hasL entraînerait le même phénotype, dû à la perte de la fonction Has, ce qui est

effectivement observé dans le cas des simples mutants. Cependant, l'interruption des deux gènes

has devrait entraîner un phénotype, dû à la perte de la fonction Has. Or, les doubles mutants

I1hasMhasL ne présentent pas de sensibilité accrue au stress oxydatif, comparativement aux

simples mutants. L'absence de phénotype marqué ainsi que l'absence de différence de phénotype

conféré par l'interruption de l'un ou l'autre ou encore des deux gènes has, peuvent être expliquées

par la redondance des facteurs Ci de type CiB
• Ainsi, la fonction ancestrale serait pleinement

assurée par l'ensemble des facteurs Ci composant cette famille.
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C-I œ VALEURS ADAPTATIVES DES DUPLICATIONS TERMINALES

L'analyse de la descendance des souches mutantes issues de l'instabilité génétique de S. ambofaciens

NSA27 et NSA65 a permis de révéler l'existence d'un phénomène générateur de diversité

génétique. Ainsi, les souches portant un chromosome fusionné constituent des «mutateurs

chromosomiques », à l'origine d'une grande variabilité de structures chromosomiques, avec

notamment des duplications de grandes régions génomiques. Cet état mutateur, hautement

instable, pourrait être transitoire, dans le sens où il permettrait l'apparition de structures

génomiques variées pouvant présenter un avantage adaptatif au regard de l'évolution.

Mais quelle serait la nature de cet avantage, s'il existe, conféré par des duplications de séquences

chromosomiques terminales ?

Deux hypothèses non exclusives peuvent être énoncées.

(i) L'avantage adaptatif des duplications terminales peut résulter de la duplication de

séquences codantes. L'évolution des deux copies pouvant être à l'origine de nouvelles fonctions.

L'analyse de l'expression des gènes dupliqués pourrait être étendue aux gènes présents dans les

TIR. L'accès à la technologie des filtres à haute densité (<< macroarrays ») réalisés à partir des

séquences des TIR du chromosome de S. ambofaciens ATCC23877 (obtenus en collaboration avec

le Génoscope et l'IGM d'Orasy), permettra à court terme d'aborder ce problème de façon

beaucoup plus systématique.

(ii) L'avantage pourrait également résulter de la présence d'une structure répétée dans les

régions terminales plus que de la capacité codante. En effet, les répétitions terminales inversées

(TIR) et autres séquences répétées présentes dans les régions subtélomériques, peuvent apparaître

comme une conséquence de la recombinaison mais également comme des substrats permettant la

recombinaison terminale et donc la réparation de cassures chromosomiques. Ces structures

participeraient ainsi au maintien de l'intégrité chromosomique.

L'avantage de la présence de répétitions terminales et subtélomériques pourraIt etre testé par

l'analyse de l'instabilité phénotypique et moléculaire des différents mutants présentant des

duplications terminales de tailles variables. La présence de TIR de taille variée pourrait être

corrélée à la capacité de résister aux agents cassants l'ADN, inducteurs de cassures double brin.

La duplication des gènes has, localisés dans les régions terminales du chromosome, constitue un

modèle expérimental pour étudier l'impact des duplications génomiques. Cette duplication est

récente puisqu'absente des espèces S. avermitilis et S. coelicolOl~ cette dernière étant étroitement

apparentée à S. ambofaciens. De plus, elle accompagne un réarrangement terminal de grande

ampleur, translocation d'au moins 160 kb d'un bras chromosomique vers l'autre. Bien que la

duplication soit récente, l'analyse des séquences des gènes has chez les trois isolats de
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S. ambifaciens suggère que la fonction des deux copies has est soumise à pression de sélection. De

plus, leur analyse fonctionnelle suggère fortement que les deux copies sont fonctionnelles et

participeraient à une régulation fine de la réponse générale au stress.

Quel pourrait être l'avantage de la duplication d'un gène codant un facteur sigma?

L'analyse fine de la réponse au stress de souches et d'espèces ne présentant qu'une seule copie has

pourrait apporter des éléments dans ce sens. L'interruption du gène sigB chez S. eoe/ie%r,

homologue des gènes has, confère notamment un phénotype de sensibilité au stress osmotique.

L'absence de cette sensibilité chez les mutants interrompus pour le(s) gène(s) has révèle-t-elle

l'avantage de la duplication des gènes has? La souche S. ambifaciens aurait-elle acquis une

résistance accrue face au stress osmotique, notamment par rapport à S. eoe/ie%r, suite à la

duplication du gène codant le facteur cr de réponse à ce stress? Si tel était le cas, une souche de

S. ambifaciens ne codant plus que pour une seule copie de ce facteur cr devrait être désavantagée

par rapport à la souche sauvage. Ainsi, des expériences de compétitions entre la souche sauvage

de S. ambifaciens et un mutant interrompu pour l'un ou l'autre des gènes hasR ou hasL, devraient

permettre de distinguer ces deux souches en conditions de stress osmotique notamment.
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C-II œ CONTROLE DE LA. REPONSE AU STRESS CHEZ LES
STREPTOMYCES

Outre leur présence en deux copies, les gènes has présentent l'intérêt de coder des régulateurs de

la transcription. Ainsi, les résultats obtenus permettent de mieux comprendre les mécanismes de

réponse aux stress chez les Streptomyces.

C-II.1 .... CON'1'ROLE IHi L~E:XPRESSIONOES GENES RAS

C-H.1.1 - CONTRQLE Jl.A TRANSCRKlP'TKON DES GENES HAJ

L'analyse des contextes mutants has a permis de montrer que différents facteurs sigma (dont les

facteurs aH,') pouvaient vraisemblablement rentrer en compétition. Les phénomènes d'inhibition

pourraient traduire ces interactions compétitives de natures différentes.

L'inhibition peut tout d'abord résulter d'un phénomène d'encombrement stérique au site

promoteur. Ainsi, la région promotrice hasR comprend deux sites de fixation pour le facteur a
WhiG chevauchant le promoteur szgB-like. La fixation de WhiG pourrait diminuer l'accès du

promoteur a Has dépendant. Afin de tester cette hypothèse, l'introduction en multi-copies de la

région promotrice du gène hasR pourrait être réalisée. En effet, si ce promoteur putatif était

effectivement reconnu par le facteur a WhiG, son introduction en multi-copies entraînerait la

titration de ce facteur a et donc l'apparition d'un phénotype de différenciation (Tan and Chater,

1993).

Chez S. coelicolor A3(2), une relation épistatique a été établie par l'étude de l'expression de sigF,

impliqué dans la maturation des spores, chez un mutant whiG (Kelemen et al., 1996). L'expression

de sigF est dépendante de la présence de a WhiG actif. Cependant, aucune séquence spécifique

de reconnaissance par a WhiG en amont du gène sigF n'a été mise en évidence. Ainsi, un facteur

a est manquant dans la cascade de contrôle menant à la différenciation, entre les facteurs a

WhiG et aF
• Ainsi, le facteur a HasR et son homologue chez S. coelicolor sont des candidats pour

jouer ce rôle.

Dans ce cas, les facteurs aHas constitueraient un nouvel exemple de relation entre la

différenciation morphologique et la réponse aux stress chez les Streptomyces.

Une seconde hypothèse consiste à impliquer l'ensemble des facteurs sigma aB-like (9 chez

S. coelicolor et S. avermitilis, vraisemblablement 10 chez S. ambofaciens) dans le contrôle de tout ou

partie des gènes du régulon, gènes codant les facteurs a Has compris. Ce réseau de régulation

complexe pourrait intégrer l'interaction croisée des facteurs sigma avec les différents promoteurs

du régulon. Ces interactions pourraient être modulées par l'affinité variable d'un facteur sigma

pour des séquences promotrices de séquences flexibles. De plus, la disponibilité de chaque

facteur sigma pourrait également résulter de l'interaction avec les différents anti-facteurs

a associés. Afin d'apporter des éléments de réponse, l'ensemble des gènes codant les facteurs
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sigma de la famille aB-like doit être étudié par interruption au locus chromosomique ou

surexpression depuis un vecteur d'expression (voir paragraphe C-II.2).

C-KJL].2 - LES ANT][-JFACTEURS (Qj' CONTRO]LANT ]L'ACTIVITE DES

Je'.ACTEURS caBAS

La régulation post-traductionnelle des gènes has reste à étudier. Un mutant interrompu pour le

gène prsR a été construit par la méthode de « PCR targeting» (Gust et aL, 2003) et l'analyse par

PCR quantitative du niveau d'expression de chaque transcrit has dans ce contexte est actuellement

en cours. En effet, l'activité de chaque facteur a Ha
, pourra être modifiée dans un contexte mutant

pour le(s) gène(s) codant l'anti-a. Le niveau transcriptionnel des gènes has sera altéré par voie de

conséquence. L'interruption des gènes prsL, prsR et arsR permettra donc non seulement d'aborder

la complexité des systèmes de régulation de l'expression génique chez les Streptomyces mais

également de détecter une éventuelle régulation différentielle des facteurs a Ha, au niveau post

traductionnel.

C-IL2 -- LE ROLJ~ nu RJ;;GULON t1"B:!A$

C-H.2.] - RECHERCHE DE PHENOTYPE CHEZ DES MUTANTS HAS

Les résultats obtenus ainsi que ceux de la littérature indiquent qu'une famille de gènes codant des

facteurs sigma soit responsable de la réponse à un stress. En l'occurrence, la réponse générale aux

stress pourrait être assurée par les 10 facteurs a homologues chez S. ambojaciens. L'interruption

successive des gènes codant cette famille de protéines et l'étude du phénotype de chaque mutant

permettra de comprendre la part respective de chaque facteur a dans la réalisation d'une réponse

adaptée au stress. Cette analyse permettra peut-être de comprendre pourquoi la présence de 9

facteurs a (voire lOchez S. ambojaciens) a été sélectionnée chez les Streptomyces, alors que le seul

facteur aB suffit à remplir un rôle équivalent chez B. subti/is.

Chez S. coe/ic%r, les mutants interrompus pour le gène rsrA, codant l'anti-facteur a spécifique du

facteur a R
, sont caractérisés par une sporulation déficiente (Faget et aL, 200la). Ce phénotype de

différenciation, identique à celui observé chez les mutants du gène whiG (Chater et aL, 1989),

pourrait refléter une compétition entre le facteur aR et le facteur a WhiG pour le « core» enzyme

de l'ARN polymérase. En effet, dans un contexte mutant rsrA, la quantité de facteur aR libre

serait plus élevée que dans un contexte sauvage, entraînant donc une dérégulation du dosage des

différentes sous-unités de l'ARN polymérase. La caractérisation du phénotype des mutants des

anti-facteurs a PrsR et PrsL pourrait apporter le même type d'information.

Des doubles mutants interrompus à la fois pour le gène prsR et également pour le gène hasR ou

hasL ont également été construits. En effet, dans le cas du facteur aH mais aussi du facteur

a codé par le gène sigU, l'interruption simultanée des gènes codant l'anti-facteur a,
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respectivement PrsH et RsuA, et le facteur a associé entraîne l'apparition d'un phénotype de

différenciation, à la différence du mutant du facteur a seul (Gehring et al., 2001; Viollier et al.,

2003b), De façon similaire, les anti-facteur a PrsR et PrsL pourraient également contrôler

l'activité d'autres facteurs a que les facteurs aH., et leur interruption pourrait permettre d'accéder

à cette complexité des systèmes de régulation des facteurs a chez les Streptomyces.

C-H.2.2 - KDENT.J[F][CATliON DES GENES GRLES DES JPACTEURS cr HAS

L'implication des facteurs a Ha
, dans la réponse aux stress peut également être confirmée par

l'identification de leurs gènes cibles.

La recherche de consensus de promoteurs chez les Streptomyces n'a permis de caractériser

qu'environ 20% des gènes étudiés jusqu'alors (Bourn and Babb, 1995). Ainsi, il est probable que

le nombre de gènes étudiés soit encore insuffisant pour définir des consensus et donc d'attribuer

un mode de régulation transcriptionnelle à une üRF sur la seule base de l'analyse de la séquence

de la région 5' promotrice. C'est en effet lors de la caractérisation de chaque facteur a que le

consensus des promoteurs reconnus par ce dernier peut être défini. Ainsi, chez S. roe/ir%r, des

d l f HrdB WhiG ERS' B ' , d' fi .consensus e promoteurs reconnus par es acteurs a ,a ,a, a et 19 ont ete e 1n1S.

Cependant, par rapport au grand nombre de facteurs a codés dans le génome de cette espèce, il

semble clair que les différents types de promoteurs chez S. roe/ir%r restent à définir. Une analyse

bioinformatique visant à caractériser des combinaisons de séquences retrouvées dans les régions

intergéniques de la séquence du génome de S. roe/ir%r A3(2) permettra de définir le niveau de

conservation des promoteurs des gènes d'un même régulon (en cours de réalisation au

laboratoire). Cette analyse a pour objectif à moyen terme de définir des réseaux de gènes sur la

base de l'analyse de leur région promotrice.

En ce qui concerne les facteurs a Ha
" les séquences des promoteurs basRp1 et basLp1 sont très

similaires aux promoteurs reconnus par le facteur de réponse générale au stress aB de B. subti/is et

par le facteur a SigB de S. coe/ir%r impliqué dans la réponse au stress osmotique (Cho et al.,

2001). La recherche des séquences similaires au consensus des promoteurs de type a Ha
, dans les

régions intergéniques des séquences des régions terminales du chromosome de S. ambofaciens

permettra d'identifier les gènes cibles des facteurs a Ha
, localisés dans ces régions. Dans l'attente

de la séquence génomique de S. ambofaciens, les séquences similaires au consensus ANGNNT-N14.

16-GGGTA (défini par comparaison avec S. coe/ic%r et B. subti/is) ont été recherchées chez

S. coe/ir%r. Ainsi, 20 gènes candidats ont pu être identifiés et leur transcription chez les mutants

interrompus pour le(s) gène(s) bas sont en cours d'analyse. Il est cependant intéressant de noter la

présence, parmi ces gènes, de catB, codant une catalase. Ce gène est régulé par le facteur a SigB

chez S. roe/ic%r (Cho et al., 2001) qui possède deux catalases monofonctionnelles : CatA et CatB.

La catalase codée par le gène ratB, sous contrôle du facteur a SigB, a été impliquée dans la

défense contre le stress osmotique ainsi que dans la différenciation de S. eoe/ic%r (Cho et al.,

2000). La catalase CatA est quant à elle induite en conditions de stress oxydatif par le péroxyde

d'hydrogène (Cho and Roe, 1997). Ainsi, la prédiction in si/ica de l'appartenance d'une catalase au
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régulon aH., serait étayée par les résultats fonctionnels des gènes has, en particulier l'induction

transcriptionnelle des gènes has dans des conditions de stress oxydatif et osmotique.

L'analyse de la transcription des gènes cibles candidats sera également réalisée dans les différents

contextes mutants pour les 10 facteurs a de la famille caractérisée, et permettra de déterminer les

spécificités et le rôle respectif de chacun de ces facteurs a dans la réponse générale aux stress.
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The nucleotide composition of the internally transcribed sequences (lTSs) of
the six rDNA operons of two strains of streptomyces ambofaciens were
determined. Four variable and five conserved nucleotide blocks were
distinguished. Five different modular organizations were revealed for each
strain and no homologous loci showed the same succession of blocks. This
suggests that recombination frequently occurs between the rDNA loci, leading
to the exchange of nucleotide blocks. The modular structure was also observed
within the ITSs of Streptomyces coe/ic%r M145, which is c10sely related to
Streptomyces ambofaciens, and Streptomyces griseus 2247, showing the same
number of constant blocks but with fewervariable regions. This confirms that
a high degree of ITS variability is a common characteristic among Streptomyces
spp. The functional significance of the combinat ions of variable and constant
nucleotide blocks of the ilS was examined by in silico prediction of secondary
structures from nucleotide sequences. The secondary structures were shown to
be analogous whatever the combination of variablelconstant blocks at the
intragenomi4 intraspecific and interspecific levels.

Keywords: rDNA evolution, gene conversion, recombination, intergenic spacer, ITS

INTRODUCTION

Streptomyces are high-GC, Gram-positive soil bacteria,
belonging to the order Actinomycetales within the class
Actinobacteria. They exhibit a complex life cycle,
undergoing differentiation leading to the production of
numerous economically important secondary metabo
lites, including antibiotics. They possess linear chromo
somal DNA of about 8 Mb, with a high GC content
(70-74 mol %). The extremities of their DNA are subject
to large rearrangements, encompassing about 25 % of
the total genome size (for a review see Leblond &
Decaris, 1999). Six copies of rDNA are present in ail of
the Streptomyces spp. that have been studied so far
[including Streptomyces ambofaciens (Berger et al.,
1996; Cole & Saint-Girons, 1999)], with the exception
of Streptomyces venezuelae for which seven operons

Abbrovlatlon:s: ATCC, American Type Culture Collection; DSM, Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zelkulturen; dsPS, double-stranded
processing site; lTS, internally tr~mscrjbed sequence; c, constant region;
v, variable region; vc, van abl e/constant region.

The GenB;mk accession numbers for the sequences reported ln this paper
Gln be found in Table 1.

0002-4988 © 2002 SGM

were characterized (La Farina et al., 1996). These rrn
operons share the typical bacterial organization, 16S
23S-5S (Cole & Saint-Girons, 1999), with no tRNA
genes found ta be present in the 16S-23S spacers in any
of the Actinomycetales that have been studied so far.

While 16S rRNA sequence analysis is a powerful tool for
inferring inter- or intrageneric relationships, due to the
strong conservation of its nucleotide sequence across
species and genera, the 16S-23S internally transcribed
sequence (ITS) region, which shows a faster rate of
evolution, provides information concerning intraspecific
relationships. Thus, the use of ITSs in phylogenetic
studies is limited to detecting recently diverged species
and to the typing of bacteria (for a review see Gürtler &
Stanisich, 1996).

Different levels of variability within ITSs have been
descri bed at the intraspeci fic leveL In most cases, ITS
variability results from nucleotide substitutions or from
the presence or absence of blocks of nucleotides, as has
been observed in Escherichia coli (Anton et al., 1998,
1999), Salmonella enterica (Luz et al., 1998) and
lactobacilli (Nour, 1998). In sorne cases this variation
has been used to infer phylogenetic relationships, such

633



T. Wenner and others

as in the genus Bifidobacterium where strains of the
same species share greater than 93 % nucleotide identity
(Leblond-Bourget et al., 1996). These phylogenetic
relationships were consistent with those determined by
16S rRNA sequence analysis.

The finding that every bacterial strain has a unique ITS
allows for therapid identification and typing of bacteria.
The homogeneity of ITSs at the intragenomic level has
been empirically revealed by the ability to directly
determine the nucleotide sequence of PCR products
derived from the genomic DNA, as shown for entero
cocci, streptococci, lactobacilli (Nai'mi et al., 1997; Nour
et al., 1995) and some members of the Actinobacteria
[e.g. Bifidobacterium spp. (Leblond-Bourget et al., 1996)
and Tropheryma whippelii (Maiwald et al., 2000)].
Sequencing of whole sets of rrn loci has also demon
strated this intragenomic homogeneity. Data for these
sets are available for organisms whose genomes have
been completely sequenced, or where rrn loci have been
speci fically cloned and analysed (Gürtler, 1999, and
references therein). For example, in Brucella melitensis
the three rRNA operons are identical over the entire
length of the rrn loci (Bricker, 2000). When present,
intragenomic variability consists of a few substitutions
over the entire ITS length or, more frequentiy, of the
presence or absence of tRNA genes (Christensen et al.,
2000; Gürtler et al., 1999; Iteman et al., 2000; Nai'mi
et al., 1997). Apart from tRNA insertions, ITS hom
ogenei ty was thought to be a universal feature and it was
proposed that frequent gene conversion events between
rrn loci might be responsible for the strong homogeneity.

Several cases have been reported where a high level of
intragenomic ITS variability has been observed. In
Vibrio cholerae (Lan & Reeves, 1998), Vibrio mimicus
(Chun et al., 1999), Staphylococcus aureus (Gürtier,
1999) and Haemophilus parainfluenzae (Privitera et al.,
1998), the ITS consists of a mosaic of variable regions
with intervening constant nucleotide blocks. The main
tenance of such heterogenei ty can resul t from the same
mechanism responsible for homogeneity in other
species, i.e. gene conversion can result in an exchange of
blocks of nucleotides to generate mosaic structures (for
a review see Gürtier, 1999). In Streptomyces, typing of
Streptomyces albidoflavus strains based on the number,
size and sequence of cloned ITSs has led to the
description of such a modular structure (Hain et al.,
1997).

The cloning and analysis of the ITSs of the complete set
of rrn loci for two Streptomyces ambofaciens strains has
provided an opportunity to study the structure and
evolutionary mechanisms of these sequences. Compari
son of these ITSs with those of other Streptomyces
species (Streptomyces coelicolor M145 and Strepto
myces griseus 2247) has allowed the determination of
the different types of variability, i.e. variability in the
number, size and sequence of the variable and constant
blocks. Here we propose a mechanism which may
produce this variability. The use of ITSs in phylogenetic
analysis is also evaluated. We also show that the
significance of the different nucleotide block arrange-
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ments is related to the secondary structure of the
transcribed spacer and a possible functional role in
RNA maturation is proposed.

METHOOS

Organisms, reagents and enzymes. The bacterial strains used
in this work were Streptomyces ambofaciens ATCC 23877
(Pinnert-Sindico et al., 1955) and Escherichia coli SURE
(Stra tagene). Restriction enzymes and molecular biology
reagents were purchased from New England Biolabs and
Roche Diagnostics. Cosmids of Streptomyces ambofaciens
DSM 40697 bearing rDNA loci were previously isolated by
Berger et al. (1996).

DNA extractions and gene library construction. Total DNA
for the preparation of the Streptomyces ambofaciens gene
library was extracted as descri bed in Kieser et al. (2000).
Cosmid DNA was extracted from Escherichia coli by the
alkaline Iysis method (Sambrook et al., 1989).

The Streptomyces ambofadens ATCC 23877 gene library was
constructed from partial BamH! digests of total DNA in
Supercosl (ampicillin-, kanamycin-resistant; Stratagene)
using the Gigapack III XL Packaging Extracts (Stratagene),
according to the manufacturer's instructions.

DNA labelling and hybridization. The cosmid DNA and PCR
products were labelled using a non-radioactive digoxigenin
labelling kit (DIG DNA Labelling and Detection Kit; Roche
Diagnostics), as directed by the supplier. DNA fragments were
transferred onto nylon membranes (Hybond-N; Amersham
Pharmacia Biotech) and were cross-linked by exposure to UV
light (Sambrook et al., 1989). Colony transfer onto Nytran-N
membranes (Schleicher & SchueH) was carried out according
to Sambrook et al. (1989). Hybridizations with digoxigenin
labelled probes were carried out as directed by the supplier
(Roche Diagnostics) at 68 oc. The signais were detected with
light emission and acquisition of results was done with a
Fluor-S MultImager (Bio-Rad).

Amplification of DNA and purification of PCR products. Total
DNA from Streptomyces ambofaciens ATCC 23877 and
cosmids containing rDNA loci from Streptomyces ambo
(aciens DSM 40697 were digested with BamH!, purified by a
phenol/chloroform extraction and then used as the template
for PCR amplification of the iTS. The PCR primers (MWG
Biotech) uscd were L (5'-GCTGGATCACCTCCTTTCT-3',
3' end of the 16S rDNA) and R (5'-CTGGTGCCAAGGC
ATCCA-3', 5' end of the 23S rDNA) (Berger et al., 1996).PCR
was performed as described by the suppliers (Appligene
Oncor, Roche Diagnostics) in a Perkin Elmer thermal cycler.
Approximately 10 ng DNA was subjected to aPCR consisting
of an initial denaturation stepat95 °Cfor 10 min, followed by
30 reaction cycles consisting of denaturation at 95 oc for
1 min, annealing at 63 oC for 1 min and extension at 72 oC
for 2 min, followed by a final extension step at 72 oC for
7 min. The PCR products were electrophoresed in a 2%
agarose gel and further purified using the High Pure PCR
product Purification Kit (Roche Diagnostics) for nucleotide
sequencing.

DNA sequencing and analysis. Nucleotide sequences of the
PCR products were determined using the AB! Pdsm Dye
Terminator Cycle Sequencing Kit (perkin Elmer), with the L
and R primers, and an AB! 310 Pdsm automated DNA
sequencer (Applied Biosystems). Nucleotide sequences were
aligned usingthe CLUSTAL W program (Thompson etaI., 1994).
Secondary structures were sought with the MFOLD program
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JTS polymorphism in Streptomyces ambofac/ens

Table 1. ITS GenBank accession numbers

version 3.1 (Mathews et al., 1999; http://bioinfo.
math.rpi.edu/ -mfold/rna/form1.cgi). The accession numbers
for the nucleotide sequences determined or used in this
study are listed in Table 1.

RESULTS

5equendng of the Streptomyces ambofadens rDNA
lod

To identify clones for the six rDNA loci of Streptomyces
ambofaciens ATCC 23877, about 2000 recombinant
clones from a cosmid library were screened using a

The ITS da ta for Streptomyces ambofaciens DSM 40697 and
ATCC 23877 were derived during this study, with the
exception of ATCC 23877 rDNA-D (this study and Pemodet et
al., 1989). Streptomyces coelicolor M145 sequence data were
retrieved from the Streptomyces coelicolor sequencing project
(Sanger Centre, http://www.sanger.ac.uk/Projects/
S.coelicolor/). Streptomyces griseus data were from a direct
submission to GenBank by H. Shinka wa and K. lnada.

The 165-235 spac.er of Streptomyces ambofadens is a
mosaic of variable and constant nudeotide blocks

The nucleotide sequence of each PCR product revealed
a polymorphism in the size of the lTSs. The ITSs varied
from 299 bp for rDNA-C (ITS of rme locus) ta 306 bp
for rDNA-A of Streptomyces ambofaciens ATCC 23877,
and from 300 bp for rDNA-B/-C/-E ta 304 bp for
rDNA-A of Streptomyces ambofaciens DSM 40697 (Fig.
1). This was in good agreement with the sizes estimated
on agarase gels (data not shawn).

The alignment of the Streptomyces ambofaciens ITSs is
shawn in Fig. 1. Five constant regions (cl-cS) and four
variable regions (vl-v4) could be distinguished. Con
stant regions shared 100 % nucleotide identity and were
13, 67, 21, 62 and 49 nt long for cl, c2, d, c4 and cS,
respectively. Analysis of the variable loci revealed three
haplotypes each for vl-v3 (v1.1, v1.2 and v1.3, v2.1, v2.2
and v2,J, and v3.1, v3.2 and v3.3, respectively) and
two haplotypes for v4 (v4.1 and v4.2) (Fig. 1). Poly
morphisms within a variable region, consisting of one or
two substitutions (double-underlined in Fig. 1), were

probe consisting of the 16S-23S ITS, obtained by the
amplification of total DNA with the short universal
oligonucleotides Land R (see Methods). Eighteen
clones were selected. Restriction enzyme analysis and
hybridization with the 16S-23S ITS DNA probe allowed
six groups of overlapping recombinant cosmids ta be
distinguished, with a mean insert size of 40 kb. The
rDNA loci were contained in BamHI fragments of 9, 11
(two distinct loci), 13 (two distinct loci) and 16 kb.
These sizes were fully consistent with those estimated
from the hybridization of the same probe against a
Southern blot of BamHI-digested chromosomal DNA of
Streptomyces ambofaciens ATCC 23877 (Pernodet et
al., 1989). A representative recombinant cosmid for each
of the six cloned rrn loci was chosen for further
experiments.

DNA from each of the six cosmids was used as a probe
in Southern hybridization experiments with the BamHI
digests of cosmids, including the six Streptomyces
ambofaciens DSM 40697 rDNA loci (data not shawn).
This hybridization allowed us ta form pairs of hom
ologous rrn loci for the two Streptomyces ambofaciens
strains, in spite of the restriction polymorphism. The
rDNA loci were then labelled A-F according ta the
nomenclature used for the genetic maps of Streptomyces
ambofaciens DSM 40697 (Berger et al., 1996; Leblond et
al., 1996) and Streptomyces coel/color M14S (Reden
bach et al., 1996).

PCR amplifications, using the primers Land R, were
performed on the recombinant cosmid DNA for each
rDNA locus of bath of the Streptomyces ambofaciens
strains. The size of the ITS PCR products was estimated
by electrophoresis ta be about 300 bp for ail 12 loci,
consistent with the presence of a single PCR product
derived from the total genomic DNA using the same pair
of primers (data not shawn).

AY027675
AY027676
A Y027677
AY027678
AY027679
A Y027680

AL356612
AL109848
AL353861
AL353862
AL031031
AL079345

AB 03 0567
AB030568
AB030569
AB 03 0570
AB030571
AB030572

AY027681
AY027682
AY027683
M27245
AY027684
AY027685
AY027686

Accession no.

Streptomyces ambofaden,

DSM 40697
rDNA-A
rDNA-B
rDNA-C
rDNA-D
rDNA-E
rDNA-F

Streptomyces ambofadens
ATCC 23877
rDNA-A
rDNA-B
rDNA-C
rDNA-D

Species/strain and lTS locus

Streptomyces coelicolor
Ml45
rDNA-A
rDNA-B
rDNA-C
rDNA-D
rDNA-E
rDNA-F

Streptomyces griseus 2247
rDNA-A
rDNA-B
rDNA-C
rDNA-D
rDNA-D'
rDNA-E

rDNA-E
rDNA-F
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Fig. 1. Nucleotide sequence comparison
of the 165-235 spacers of Streptomyces
ambofaciens D5M 40697 and ATCC 23877.
The size of each IT5 is shown (bp). Missing
nucleotides are indicated by a hyphen
and identical nucleotides are indicated by
dots. Variable regions (vl, v2, v3 and v4)
are boxed. c1-<5 correspond to constant
regions. Differences between sequences of
the same type in a variable region are
doubie-underlined.

noted. Sequences belonging to the different haplotypes
shared less than 60 % nucleotide identity (i.e. v4.1 and
v4.2).

Five different combinations of variable regions could be
distinguished in Streptomyces ambofaciens DSM 40697
(Fig. 2). The comparison of the six Streptomyces
ambofaciens DSM 40697 ITSs revealed that only two, C
and E, were identical. Loci A and B differed at vi (A,
v1.1; B, v1.2) and they did not share any variable region
sequence identity with loci C and E. In the same way, in
Streptomyces ambofaciens ATCC 23877 five com
binations of variable regions could be distinguished, as

ITS Band D shared an identical combination ofvariable
regions (v1.2fv2.2fv3.2fv4.1).

This modular configuration has also been observed in
Vibrio cholerae (Lan & Reeves, 1998), Vibrio mimicus
(Chun et al., 1999), Staphylococcus aureus (Gürtler &
Barrie, 1995; Gürtler & Mayall, 1999) and Haemophilus
parainfluenzae (Privitera et al., 1998). The modularity
results from the replacement of sequence blocks and
from the presence or absence of tRNA genes. This
mosaic structure is frequently found in naturally com
petent species and was proposed to be formed by high
levels of recombination (Privitera et al., 1998). However,
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ITS polymorphism in Streptomyces ambofaciens

Constant/variable
regions no.

Streptomyces griseus 2247

Streptomyces ambofaciens
DSM 40697

Streptomyces ambofaciens
ATCC 23877

Streptomyces coeiico/or M145

10 bp

Fig. 2. Schematic comparison of the ITSs of Streptomyces griseus 2247, Streptomyces ambofaciens DSM 40697,
Streptomyces ambofaciens ATCC 23877 and Streptomyces coeiicoior M145. The ITS designations are as defined in Fig. 1.
ln Streptomyces griseus, D' was omitted from the alignment (see text). Regions specifie to Streptomyces griseus are black
and those specifie to Streptomyces coeiicolor are light grey. Regions variable between species, but which are constant
within the same species, are designated by vc and represented by horizontal hatched lines in Streptomyces griseus, by
diagonal hatched lines in Streptomyces ambofaciens and by hatched grey in Streptomyces coelicoior. The nucleotide
numbering was derived from the alignment. Nucleotide differences in the constant region between Streptomyces griseus
and the other strains are shown, whereas the positions that differ between variable regions are not.

natural transformation has not been observed in
Streptomyces spp. (Rhodes, 1986).

Intraspedfk c:omparison shows evidenc:e for
rec:ombination between rDNA lod

The two Streptomyces ambofaciens strains examined
here shared the same pool of variable regions, with no
strain-speci fic nucleotide blocks. Furthermore, hom
ologous loci exhibited different variable region com
binations. In fact, ITS A from DSM 40697 and ATee
23877 shared only v1.1, v1 and v4 for ITS B, v4 for ITS
e, v1 and v4 for ITS D, v1 for ITS E and v4 for ITS F. In
contrast, non-homologous rDNA loci could be identical
(e.g. ITS Band F in DSM 40697 were identical to ITS F
and E in ATee 23877, respectively). In ail, eight
different combinations were observed.

Thus, a given ITS corresponds to a mosaic of variable
blocks. This speci fic structure may result from recom
bination between rDNA loci. Such events are known to
trigger large chromosomal rearrangements, as was
observed in Salmonella typhi (Li u & Sanderson, 1996)
and in Brucella suis (Jumas-Bilak et al., 1998). The six

cosmids of Streptomyces ambofaciens ATee 23877,
bearing the rDNA loci and its flanking sequences, were
hybridized onto the set of Streptomyces ambofaciens
DSM 40697 rDNA-containing cosmids. The BamHI
fragments harbouring the rrn locus were revealed in ail
six patterns and with ail six DNA probes. In addition,
the rDNA flanking regions of the Streptomyces ambo
faciens ATee 23877 cosmid revealed sequences be
longing to their Streptomyces ambofaciens DSM 40697
counterpart. These data support the conservation of the
genetic map between the two Streptomyces ambofaciens
strains and they rule out the formation of large DNA
rearrangements involving rDNA loci since the diver
gence from their last common ancestor. Therefore, in
Streptomyces ambofaciens rDNA recombination may
result in shuffling of the variable regions between rDNA
loci.

Interspedfk ITS c:omparison

A comparison of the ITSs of Streptomyces ambofaciens
with those of Streptomyces coelicolor M145, to which it
is closely related, and with those of Streptomyces griseus
2247 was performed (Fig. 2). Streptomyces coelicolor
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M145 possesses three different sequences, 1T5 A, IT5
B/C/D and IT5 E/F, with only four constant regions
and three variable regions (v2-v4). The absence of vi
may result from a DNA rearrangement affecting cl, vi
and c2 and a further loss of variability due to re
combination. This hypothesis is supported by the
shorter size of cl and c2 in Streptomyces coelicolor, as
compared to both of the Streptomyces ambofaciens
strains and to Streptomyces griseus 2247. The remaining
part of c2, and the entire c3 and c5 regions of
Streptomyces coelicolor are identical to the correspond
ing region in Streptomyces ambofaciens.

Identity between c4 sequences of Streptomyces ambo
faciens and Streptomyces coelicolor is disrupted by a
sequence of 16 bp and by a sequence of 18 bp, re
spectively (positions 205-221 and 175-193, respectively).
This constitutes a constant region at the species
level and was named the variable/constant region (vc)
(Fig. 2). In addition, sorne of the variable sequences
(v2.4/v3.4) are specifie to Streptomyces coelicolor. The
modular structure arrangement described for Strepto
myces ambofaciens was also present in Streptomyces
coelicolor M145 (e.g. IT5 A exhibits v2 and v3 of IT5
E/F and v4 of IT5 B/C/D).

Streptomyces griseus possesses three different types of
IT5s, namely IT5 A/B/C, IT5 D/E and 1T5 D'. The
latter is highly divergent at the nucleotide level from the
other five, preventing the detection of nucleotide blocks
by sequence comparison. Thus, it was not considered in
the foliowing analyses and was not reported in Fig. 2.
Two variable regions only, v2 and v3, cou Id be
distinguished. The absence of vi and v4 could be
explained by the loss of variability resulting from
replacement of the whole set of rD NA loci by a single
combination of nucleotide blocks specifie of Strepto
myces griseus (Fig. 2).

The sequences of the variable regions define new types
of v3 within Streptomyces griseus (v3.5 and v3.6),
shorter and with less than 59 % sequence identity with
the v3 sequences of Streptomyces ambofaciens. The
sequences of v2 regions are similar to v2.1 and v2.2 of
Streptomyces ambofaciens, with six differences for v2.1
and four for v2.2 (not shown on Fig. 2). Nine nucleotides
differ between Streptomyces griseus and Streptomyces
ambofaciens in the constant regions (reported in
Figs 2 and 3). Furthermore, vc, defined by the
comparison between Streptomyces ambofaciens and
Streptomyces coelicolor, is also found in the IT5s of
Streptomyces griseus (positions 195-212). However,
Hain et al. (1997) studied 10 1T5s of two strains of the
same species, Streptomyces albidoflavus. Comparison of
these sequences revealed six constant and five variable
regions. The v4 and v5 sequences described by Hain et
al. (1997) correspond to the vc and to v4 of Streptomyces
ambofaciens, respectively. Thus, whereas the vc is
common for Streptomyces ambofaciens strains, it corre
sponds to a variable region in Streptomyces albidoflavus.

Recombination has been proposed to expIa in the
rearrangement of rD NA operons, notably the rearrange-
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ment of 20-50 nt sequence blocks within the IT5 of
Haemophilus parainfluenzae (Privitera et al., 1998).
Reciprocal recombination between rDNA loci could
also be responsible for the formation of large chromo
somal DNA rearrangements, as observed in Salmonella
typhi (Liu & 5anderson, 1996). No large chromosomal
rearrangement was observed between the genetic maps
of Streptomyces ambofaciens D5M 40697 and ATCe
23877. Thus, recombination leads to the shuffling of
the variable region between the rD NA loci. More
over, comparison between Streptomyces ambofaciens,
Streptomyces coe/icolor and Streptomyces griseus
suggests that recombination between rDNA loci can
lead to the shuffling of nucleotide blocks and can either
maintain variability or result in homogeneous IT5s.

Reciprocal and non-reciprocal recombination cou Id be
involved in this phenomenon. Large chromosomal
rearrangements would result from the occurrence of a
single crossing-over event between rDNA loci. To
explain the shuffling of variable blocks, double crossing
over events, with at least one event (initiated or ending)
within the IT5s, should be envisaged. In contrast,
crossing-over events occurring on both sides of the IT5
would lead to the total exchange of the IT5 and would
not generate its mosaic structure. The double crossing
over events that would involve the 165 and 235 gene
sequences could explain the existence of identical 1T5s
at non-homologous loci (for example, rDNA-B of D5M
40697 and rDNA-F of ATee 23877). A single re
combination event, with no exchange of flanking
sequences (non-reciprocal recombination or gene con
version), is perhaps more likely to lead to the shuffling of
DNA blocks. This mechanism may be acting to make
the variable blocks homogeneous, as observed in
Streptomyces coelicolor and in Streptomyces griseus.

Structural analysis

The functional significance of IT5 variability was
considered at the level of secondary structure inter
actions. 5econdary structure models were constructed
using the MFOLD program (version 3.1; Mathews et al.,
1999) to examine the interactions within the 165-235
spacer for the eight Streptomyces ambofaciens com
binations and between the 165-235 and 235-55 spacers
of rRNA-D of Streptomyces ambofaciens ATCe 23877
and the six rRNAs of Streptomyces coelicolor M145 and
Streptomyces griseus 2247. [5econdary structures,
resulting from the folding of the 165-235 spacer onto the
235-55 spacer, are thought to participate in the matu
ration process of the pre-rRNA by RNase III in
Escherichia coli (reviewed by Apirion & Miczak, 1993).]
These theoretical models predicted the presence of long
hairpins and a few small bubbles, with a free energy of
about -180 kcal mol-1 at 30 oc. Moreover, these
structures were analogous whatever the sequence used.
As shown in Fig. 3, constant as weil as variable
nucleotide blocks are involved in stem-Ioop secondary
structures. Thus, vi (v1.2, Fig. 3) of Streptomyces
ambofaciens folds into a stem-Ioop structure (numbered
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Fig. 3. 5econdary structure prediction 10r the interactions between the 165-235 and 235-55 spacers 01 the rRNA-D 01
Streptomyces ambofaciens ATCC 23877. Nucleotides are numbered starting 1rom position 110r each spacer region 01 the
Streptomyces ambofaciens ATCC 23877 (S. a.) sequence. Matches between nucleotides Gand U are indicated by dots. The
putative double-stranded processing site (dsP52) and the vc are boxed. The sequence dif1erences in constant regions
between Streptomyces griseus and Streptomyces ambo fa ciens are indicated by ci rcl ed nucleotides. A, stem-Ioop structure
in Streptomyces coelic%r M145 (S. cl. B, 10lding 01 v2.1 onto v3.1 and v2.3 onto v3.3 of Streptomyces ambofaciens,
showing $trong conservation 01 the $tem-Ioop structure. C, 10lding 01 v4.2 01 Streptomyces ambofaciens. D, nucieotide
sequence alignment 01 the dsP52 stems 01 Streptomyces ambofaciens (S. a.), Bacii/us subtilis (B. s.; Ogasawara et ai., 1983)
and Lactococcus iactis (L. /.; Chiaruttini &Milet 1993), showing conservation 0112 nt (grey hatched box).

l, Fig. 3). This structure is absent from that of
Streptomyces coelicolor which presents only one stem
loop (numbered l', Fig. 3, A), the counterpart of the
stem-loops 1and II of Streptomyces ambofaciens (I and
II, Fig. 3). This alteration in structure may be due to the
shortened IT5 in Streptomyces coelicolor. In contrast,
Streptomyces griseus, which is not c10sely related to
Streptomyces ambofaciel1s or to Streptomyces coeli
color, exhibits two stem-Ioops by the fol ding of the v1
(positions 14-33, Fig. 2) and the beginning of c2 (not
shown on Fig. 3). As shown by Apirion & Miczak

(1993), the double-stranded processing site dsP51
stem-loop structure involved in the 165 RNA matu
ration process in Escherichia coli, might be included in a
long double-stranded region c10sing the 165 rRNA
sequence. The dsPS1 site might then be included in
Streptomyces within the first structures of the predicted
model.

Another striking feature of the mosaic structure of the
ITSs was that in Streptomyces ambofaciens and, to a
lesser extent in Streptomyces coelicolor M14S, v2 and v3
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were present in identical combinations (v2.1/v3.1,
v2.2/v3.2 and v23/v3 .3, Fig. 3). These variable blocks
bound the c3 region. The predicted secondary structure
shows that the two variable blocks are involved in the
formation of a stem-Ioop structure (numbered III on
Fig. 3) exposing the c3 at the top of the structure. The c3
folds on itself to form a short stem-Ioop structure. This
structure is also present in Streptomyces griseus,
although v3 differed significantly (data not shown).
Thus, the structural constraints may strongly select for
the presence of c3 at the top of stem-Ioop III (Fig. 3).

Stem-Ioop IV is predicted to occur between c4 and vc.
The formation of this stem-Ioop is observed regardless
of the vc considered and is mostly due to extensions of
single-stranded nucleotides (notably at the top of the
structure).

v4 folds into a stem-Ioop structure (numbered V, Fig. 3).
The different versions of this variable region show
compensatory substitutions that allow the maintenance
of the secondary structure wi th a stem-Ioop at the top of
the structure (Fig. 3, C).

Predicted models are reinforced by the polymorphism
observed within a given varia ble region (nucleotide
positions double-underlined in Fig. 1) which is either
located in single-stranded structures or corresponds to
compensa tory nucleotide substitutions (Fig. 3).

In the same way, the compensatory mutations or the
G-U matches leading to the conservation of the structure
of the nine different nucleotides between Streptomyces
ambofaciens/Streptomyces coelicolor and Streptomyces
griseus in c2 and c4 (Fig. 2 and circled nucleotides in Fig.
3) support the predicted models. Regions c2 (positions
78-90) and cS, constant within the Streptomyces species
studied, fold with sequences of the 23S-SS spacer. The
long stem-Ioop involving cS includes a 21 nt conserved
region that is thought to participate in the formation of
dsPS2, which is the recognition site of RNase III required
for maturation of the 235 RNA. Alignment of this region
with the dsPS2 of Gram-positive bacteria Bacillus
subtilis and Lactococcus lactis reveals a partial con
servation of the nucleotide sequence involved in this
structure (Fig. 3, D).

Phylogenetic use of 115s

The high levels of variability within the 16S-23S spacer
region limit its use in determining close phylogenetic
relationships. Furthermore, the use of IT5s for phylo
genetic tree inference is questionable, at least in the case
of Streptomyces, due to the suggested raIe of gene
conversion in their evolution. We propose that most
nucleotide differences do not result from the accumu
lation of point mutations, but rather from recombi
nation events leading to the shuffling of nucleotide
blocks. Moreover, current phylogenetic tree recon
structions infer a single underlying tree topology for
each informative site along a sequence. Consequently,
the presence of mosaic structures may cause phylo
genetic methods to produce misleading results (McGuire
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et al., 1997). Thus, phylogenetic distances may be
overestimated, as nucleotide differences corresponding
to a variable region should be considered as resulting
from a single mutation event (i.e. block replacement by
recombination). The same error could be made with
sequences involved in lateral gene transfer. This might
explain why Streptomyces griseus shows a high level of
nucleotide divergence in its IT5 D', even in constant
regions (GenBank accession no. AB030571).

Constant regions of sequence are not suitable for
phylogenetic studies as they include only a few in
formative sites. In fact, Streptomyces ambofaciens and
Streptomyces coelicolor have no nucleotide substi
tutions in their constant regions (except for the vc),
whereas nine differences were detected between the
constant regions of Streptomyces ambofaciens and
Streptomyces griseus. This is consistent with the phylo
genetic relationships inferred from 165 rRNA sequence
data (Takeuchi et al., 1996).

Conclusions

IT5s from the Streptomyces ambofaciens strains de
termined in this study consist of five constant regions
(c1--cS) and four variable regions (vl-v4); vI, v2 and v3
have three different sequences (v1.1, v1.2 and v1.3, v2.1,
v2.2 and v23, and v3.1, v3.2 and v3.3, respectively),
whereas v4 has two (v4.1 and v4.2). Combinations of
variable regions lead to the existence of five different
ITSs in Streptomyces ambofaciens D5M 40697 and in
Streptomyces ambofaciens ATCC 23877. Eight com
binations were found in total. However, no homologous
pairs of rDNA loci shared the same block combination
and no specifie seq uence exists in either of the strains.
This suggests that recombination is responsible for the
exchange of nucleotides blocks. Moreover, interspeci fic
comparison shows that analogous modular structures
exist in Streptomyces coelicolor and in Streptomyces
griseus, with an identical succession of constant nucleo
tide blocks. Finally, secondary structure searches show
that whatever the combination of nucleotide blocks, the
same secondary structure is predicted.
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Summary

Two mutant strains harbouring a Iinear chromosome
whose size reached 13 Mb (versus approximately
8 Mb for the wild type) were characterized_ This
chromosomal structure resulted from the fusion in
inverted orientation of two chromosomes partially
deleted on the same arm. The fusion occurred by
iIIegitimate recombination between 6 bp repeats. This
chromosomal structure was inherited in strict associ
ation with a high level of genetic instability (30% of
mutants in a single progeny, phenomenon also called
hypervariability) and chromosomal instability. In con'
trast, derivatives, which did not retain the chromo
some fusion, showed a wild-type-Iike instability
frequency (c. 1%). Stabilization of the chromosomal
structure occurred by chromosome arm replacement
or circularization. A high variability of the terminal
inverted repeat (TIR) length in the l'6$Cued chromo
somes (from 5 kb to approximately 1.4 Mb for Iinear
derivatives) was observed. Mutant Iineages harbour
ing the chromosomal fusion are characterized by a
highly heterogeneous distribution of DNA in the
spores, by the presence of spores without DNA as
weil as aberrant sporuiation figures, and by the pro
duction of spores with a low germination rate. The
wild-type characteristics were restored ln the descen
dants, which Iost the chromosomal fusion. Thus, the
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fusion of deleted chromosomes Initiates a cycle of
chromosome instabillty sharing severallevels of anal
ogy wlth the behavlour of dicentric chromosomes in
eukaryotes. We propose thatthe hlgh instability of the
fused chromosomes results fJ'9ffi the duplication of a
region involved in partitioning of the chromosomes
(parAB-oriC).

Introduction

Streptomyces are Gram·positive soil bacteria belonging
to the high·GC group of the class Actinobacteria. They
possess one of the largesl bacterial chromJSOmes with
more than 8 Mb and the Iargest nurrIJer of genes so Iar
discovered in a bacterium with more than 7500 prolein
coding sequences as revealed by the analysis of the com·
piete chromJSOme sequence ot S. coe/icolor A3(2) (Bent·
ley et al., 2002) and S. avermitilis (Ikeda et al., 2003). The
GrC content of their genome is also extreme with an
average of 70% to 74% (Chater and Hopwcxxl, 1984).
ln addition, the chromJSOrœl DNA is linear and shows
an invertron structure (sakaguchi, 1990) with terminal
inverted repeats (TIRs) associated with terminal proteins
(Bao and Cohen, 2001). The size of the TIRs is widely
variable among the linear replicons from 44 bp for the
Iinear plasmid SLP2 of S. /ividans (Chen et al., 1993) to
550 kb for the chromJSOrœi DNA ot S. rimosus (Pandza
et al., 1997).

Genefic instabilily (Le. spontaneous mulability) is widely
observed among Streptomyces species and cœurs at
frequencies as high as 0.01 per spore. This instabilily
affecfs numerous characters thal are involved rœinly in
the differentiation process, expression of the secondary
metabolism or response to environmental changes. In S.
ambofaciens as weil as in S. lividans, a two·step process
generating mutants at high frequency was characlerized.
Hence, adrarœtic increase in the frequenciesof instability
was observed in the progenyof mutants raised trom fhe
witd·type strain, Le. 25% in S. /ividans (Allenbuchner and
Cullum, 1985) and 87% in S. ambofaciens where this
phenomenon was called hypervariability (Leblond et al.,
1989)

Structural allerations of the chromJSOme are closely
associated with genetic instabilily in the Streptomyces
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species studied to date (Allenbuchner and Cullum, 1985;

Dyson and Schrempf, 1987; Leblond et al., 1991). These
chromosome rearrangements involve the deletion al hun

dreds of kilobases of the terminal regions that can include
the bacterial telomere (the Iast tens of nucleotides torming

a Y-shape secondary structure involved in terminal repli
cation; Huang et al., 1998). The rescued chromosomes

are either Iinearor circular.ln that laller case, the bulk (up
to 25% of the total chromosome size in S. ambofaciens)
of the so-called unstable region including the two telom

eres is deleted and the remaining part 01 the chromosome
is circularized (Fischer et al., 1997a; Kameoka et al.,
1999; Pang et al., 2002; and references therein). When

the chromosome remains linear, different rearrangements
have been reported. Firs!, chromosome arm replacement

(Le. terminal translocation) resulling in the duplication 01
large terminal areas was described in S. ambofaciens
(Fischer et al., 1998) and S. griseus (Uchida et al., 2003).
ln S. ambofaciens, Ihe deleled region (480 or 850 kb) was

replaced by subterminal sequences originating from the
intact chromosomal arm. Theretore, the TIRs varied in

size fram 210 kb in fhe wild type (Leblond et al., 1996) to
450 kb and 850 kb in fhe two mutant strains characterized
(Fischer et al., 1998). Second, deletions affecting only one

ot the subterminal regions but not the telomere have been
described (Fischer et al., 1997a; Pang et al., 2002). One

al the consequences of these rearrangements is a
decrease in the size of the TIRs, if one of the recombina
tion events affects a sequence belonging to the TIRs.
Third, DNA amplification (Le. tandem repeats of a unit

whose size can exceed 100 kb) is also frequenlly
associated with genetic instability. In mast cases well
characterized, amplification is associated with the detetion

of ail the sequences trom the amplified locus to the énd
of the chromosome, the chromosomaf DNA remaining

linear (Rauland et al., 1995; Fischer etai., 1997a).ln con
trast, amplification associated with circularized chrorm
somes has been only rarely repôrled (Redenbach et al.,
2000; Gatakli et al., 2003).

ln a plasmid model, where one telomere of the S. rochei
plasmid pSLA2 is damaged, three kinds of rescue modes

have been described (Qin and COhen, 2002). The survivor
plasmids are eifher circularized or remain linear by su/fer

ing non-reciprocal hormlogous recombination between

the two terminal repeats. Allematively, the formation of
long palindromie Iinear plasmids that duplicate the intact
telomeric sequences has been observed (Qin and COhen,

2000).

Here we report a 'new' chromosomal rearrangement in
which the loss of one chromosome Çlrm is OJercome by

the fusion with another copy ot the chromosonie deleted
on the same chromosomal arm. Thus, a typieal telomere

is restored at the end of a deleted chromosome. This

duplicated structure (approximat~1y13 versus 8 Mb in the
wifd-type strain) entersa cycte of heritable genomic insta

bility. The behaviour of the fûsion structure is reminiscent
al that of eukaryotic t:IlCentric chromosomes (Hackell

et al., 2001). The inheritan'Ce of the fusion structure con
ters a mutatar state leading ta the production of genetic

and phenalypic diversity wifhin the bacterial population. In
contrast, the Io$s of the duplicated state constitutes an

exit 'rani this instability cycle and leads to the production
ot chromoSomes shewing a high variability ot TIR length.

Resulls

End-to-end fusion of linear deleted chromosomes

The chromosomal structures of two spontaneous mutant
strains, NSA27 and NSA65, previously isolated (Leblond
et al., 1991) were investigated by pulsed-field gel electro

phoresis (PFGE) analysis. In NSA27, the Asel fragments
spanning the right chromosomal arm (G-480 kb, E-850 kb
and J-95 kb according to the nomenclature ot Leblond

et al., 1996; Fig. 1A) were absent and an extra fragment
called J'-110 kb wasobserved (Fig. 1B). From these data,

the size of the deleted area was estimated to be approx
imately 1350 kb. When NSA27'-' DNAsamples (prepara-

Fig. 1. Chromosomal structure of Streptomycesa.mbofaciensNSA27 mutant strain.
A. Schematic representatiQn of the chromosome of S. ambofaciens OSM40697 (wt) and NSA27. The Iwo chromosomal arms are arbilrarily
separated by the repli cation origin (oriClocus). Only the relevant parts of the Asel and Oral maps 01 the termnal regions are given, on the ouler
and Înner parts of the schema respeclively. Cosmids spanning the relevant regions are shown as soHd bars. The black arrowheads syrnbolize
the region correspond"ing to thaWt TIRs. The terminal protein ls symbolized by the black circ1e. Sizes are given in kilobases e<cept for l'in
magabase (Mb, shown by the doited double arrows).
B. PFGE analysÎs ofS~ airibofaciens NSA27 chromosomal ONA. (i) Asel pattern of S. ambofaciens wt and NSA27. Running conditions were
6 Vcm- I for.24 h in a 1% agarose gel using ramp pulse time Irom 20 10 130 s with an electrode angle of 120' (TAE 0.5x). (ii) DNA'+' and '-'
protein tr.atment (. LèblOl1d ef al., 1996). (iii) Dral analysi' 01 wt and NSA27 (PFGE condilions:3 Vcm-I

• 90 h. 0.6%agarose, 200-500 s, electrode
angle .120Q

• TAE 0.5x). (iv) Hybridization of labelled ONA of cosmid 901 0 on the Oral patterns. PFG E size markers were Saccharomyces cerevisiae
(s. c.) chromosomes
(Bio-Rad).
C. Interpretative representation of the fusion region in mutant strain NSA27. Representative cosmids are indicated as bold lines. The partial
BamHl"(1) re.striction maps of the regions involved in the fusion are deduced from overlapping cosmids relrÎeved from wt and NSA27 genomic
Hbraries. Siles of fragments are shawn in kb The dotted lines indicate the recombination points. The filled arrowheads symbolize the partially
deleted 8amHI fragments involved in the tormation of the fusion. The direction of the halching symbolizes the relative orienlallon of the fused
fragments. Cosmid 287 is shawn truncated (II).

© 2003 Blackwell Publishlng Lid. Molecu/ar Microbiol.ogy
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lion wtthout proteinase treatment) were electrophoresed,
only the migration of the Asel fragment D·850 kb corre·
sponding ta the intacf leU chrormsomal arm was irnpaired
(Fig. 18). Thus, the deletion of the right chromosomal arm
lelt the N8A27 chromosome linear. In arder ta determine
the structure of the new Asel·J' fragment, a cosmid library
was constructed from the total genomic DNA of N8A27
and screened using the purified DNA of the J'·110 kb
used as a probe. Only cosmids harbouring sequences

mmi_3698.fm
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originating from the Asel J·95 kb fragment were retrieved.
The BamHI restriction map of the J'·110 kb could be
deduced from aterlapping cosrnids and indicated that this
fragment resulled from the fusion in opposite orientation
of two partially deleted J·95 kb fragments (Fig. 1e). The
two J·95 kb Iragments are deleted 10 diHerent extenls,
approximately 25 and 55 kb. The new 11 kb BamHI frag·
ment (cloned in cosmid 49·2) consisted of the fusion ot
the IWO parlially deleted 16 and 15 kb BamHI fragments
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(Fig. 1Cl, Together, these data suggested that the NSA27
chromosomal structure resulted from the fusion in oppo
site orientation of two chromosomes partially deleted on
the same arm (Fig. 1A). To test thls hypothesis, the struc
ture al the NSA27 chromosome was further investigated
using Dml (the second enzyme used fo map the S. ambo
Iaciens chromosome, Leblond et al., 1996). The two ter
minai tragments IV (730 kb) and 1(2100 kb) were affected
(Fig. 1C, fragment IV is not visible using this PFGE reso
lution) that Is consistent with the deietion affecting the
right chromosomal arm over 1.3 Mb.A new Oral fragment,
named r, whose size was estimated ta be 3 Mb was
shown to derive from the 2.1 Mb by hybridization with
cosmid 9D10 DNA (Fig. 1). This fragment is interpreted
as Ihe result of the fusion in opposite orientation of two
partially deleted Dral-I (2.1 Mb fragments) according ta
the sfructure deduced from the analysis ot Asel-J'
(Fig. 1C). Furthermore, the fusion hypothesis impties that
ail the restriction fragments except for the one including
the junction should exhibit a double relative intensity. Bath
Asel-J' and Dml-!' fragmenfs showed lower intensities
than expecfed. However, for Oral-l', these data might be
inconclusive because of the statistical degradation affect
ing preferentially large DNA tragments in PFGE experi
ments. This underrepresentation was even more marked
in some DNA samples (by a factor 2-4), presumably
because of the strong chromosomal instability affecting
the fusion strains (see below).

Similar data were obtained for the NSA65 strain (Fig. 2).
This defetion affected the right chromosomal arm over
apprcocimately 1330 kb. The Asel fragments G-480 kb and
E-850 kb were misslng but no extra fragment waSdetected
(Fig. 28). The deletion end-point was mapped in a 12 kb
BamHI fragment and a new 18.5 kb fragment \vas detected
(Fig.2Cl. The fragment conslsted of the tusiorl of fwo
partially deleted 12 kb BamHI fragments as reveafed by
restriction analysis and hybridization with specifie probes.
This structure would generate a J'-94.5 kb tusion thaf might
remain unresolved from the intact J-95 kb under fhe PFGE
conditions applied (Fig. 28). The presence of a double
band J-J' was further suggested by densitometric analysls
revealing an equivalent relative intenslty between frag
mentsAsel-1 (210 kb) and 95 kb (not shONn). In addition,
the Oral pattern, Iike NSA27, revealed a new fragment (r)
of about 3 Mb coi1Sjsfent with the duplication of the remain
ing part of tMDral-1 fragmént (2100 kb, Fig.28).

Thus, the sizeS al the NSA27 and NSA65 rrutant chro
mosomes are believed ta exceed 13 versus 8 Mb in the
wild-Iype strain with duplicated regions of about 6500 kb
constituting the TIRs.

If/egitimate recombination involved in the NsA27 fusion

The NSA27 fusion point was determined by sequencing

a 1.6 kb Pslt-Sphl tragment mapped in the 11 kb BamHI
fragment including the junction (Fig. 3A). A strong homol
ogy, 95% of identity over the firsf 856 nt, was detected
wilh a part of an open reading trame (ORF) encoding a
putative A8C transporter of S. coeficolor A3(2) (Huang
et al., 2001). The homology stopped abruptly beyond this
point suggestlng that the recombination point was Iocal
ized in the vicinity and that the recombination event dis
rupted the corresponding oRF. Two oligonuclealdes (P2.'
and PB"') were designed on bath sides al the putative
recombination point and the wild-type sequences Involved
ln the recornbination event were determined from the
cosmlds 287 and 6H3 (Fig. 3A). The sequence deduced
from cosmld 287 (269 nt) confirmed the homology with
the previously identified tranSporter. No significant homol
ogy could be found for the whole sequence obtalned from
cosmid 6H3 (503 nt). The junction sequence was com
pared with the right and lell wild-type sequences and
revealed that an iIIegitimale recomblnation event had
occurred wlthin i:i 6 bp microhomology (Fig. 38). The two
sequences IT\3.pped in direct orientation within J-95 kb as
deduced frornthe cdmbination of the restriction map ot
the wild-type sequences and that of the tusion fragment,
while they are fused in opposite orientations in the NSA27
chrormSüme.

Genomic instabifity of the chromosomal fusions

We investigated the inheritance of the fused chromosome
structure and analysed samples of clones randomly
selected in bath NSA27, NSA27r (a marked NSA27 strain,
see Experimental procedures) and NSA65 progeny
(Table 1). While the progeny of the wlld-type strain inher
Ited the parental wild-type chromosomal structure (24
clones tested), rearrangement of the parental structure
was highly frequent in bath NSA27 and NSA65 progenies
(non-Qarental chrorrosome or NP). Thus, 11 out of 19 and
7out of 15 colonies tested for NSA27 and NSA65, respec
tively, showed a NP structure. For NSA27r, the ralio of
rearranged chromosomes was even hlgher (15 01 17
tested). This might be due to the selection procedure
implying several cycles of sporulation before the analysis
al the chromosomal structure of the descendants. The NP
chrorrosomal structure can conslst of eilher )inear (L) or
ç,ircular (C) chromosomes. Linear chromosomes can cor
respond ta the fusion of two partially deleted chromo
somes, however, with a different Asel junction (e.g. J'
110 kb in NSA27). These descents are called NF for new
fusion. Chromosomal Iinearity can also be reached with
the loss of the fusion slate (LF lor Joss of fusion). In lhose
cases, a wide diversity of TIR length was observed.

Characterization of chromosomal circu/arization

The circularized chromosomes have been studled ln sev-

© 2003 Blackwell Publishlng Lid. Mo/ecu/ar M'craNa/ogy
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Fig.2. Chromosomal structure 01 S. ambofaciens NSA65 mutant strain.
A. SchematÎc representation of the chromosome of S. ambotaeienswt and NSA65. Symbols are as in Fig tA. Sizes are given in kilobases except
for l' (shawn by the dotled double arrows).
B. PFGE analysis of S ambofaciens NSA6S chromosomal DNA. (i) Asel pattern of S. ambofacienswt and NSA65 (PFGE conditions: 6 Vern-t,
24 h. 0.9% agarose, 40-160 s. electrode angle 120'. TAE 0.5x). (Ii) Oml analysis of wt and NSA27 (PFGE conditions: 3 Vern-l, 48 h. 0.6%
agarose. 200-500 s, electrode angle 94'. TAE 0.5x). PFGE size marke, was Hansenula wingei (H w) size ladde, (Bio' Rad).
C.lnlerpretative representation of the fusion region În mutant strains NSA65. Symbols used are as in Fig. 1C.When the relative order of fragments
was net defined, their sizes (in kb) are indicated into brackets. Motifs IHS and StR were characterized by Aubert et ar. (1993) and reveaJed the
duplication in the 1B.5 kb Baml-ll fragment of strain NSA65. The Asel-J, -J'and -E are shown partially (II indîcates that the map is truncated).

eral Streptomycesspecies and wili nol be analysed furlher.
For 5,2 and 3 derivatives 01 NSA27, NSA27r and NSA65 ,
respectively, chrormsome circularization was deduced
(Table 1). Circularization is interred from three simulla
neouS criteria as previously reported (Fischer et al.,
1997a). First, the residuaf terminal Asel fragment (Asel
D-950 kb, Fig. 1A) should be missing. Second, a new exira

© 2003 Blackwell Publrshing lid, Mo/ecular Microbiology

Asel fragment shONing a relative intensity consistent with
its presence in stoechiometry in the chrormsome should
appear. This fragment is interpreted as the junction afler
circularization. Third, no hybrldization with the cosmid
AD91 (Fig.1A) inciuding the proximal parts of the TIRs
(with the exception ot the non-clonable terminal BamH 1

fragment, tha! is about 2.7 kb) should be observed.
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A

~
Sphl-Pstl (\.6 kb) 1

1

Flg.3. AnalysiS 01 the recomblnation point ln
S. ambofaciens NSA27.
A. Restriction maps 0/ the 11 kb BamHl frag·
mant inCIuding 1toe recombination point (B:
BamHl: P: ~, $p: $phi; Sm: Smal). This frag·
ment consiSts 0/1toe fusion of 1toe partially
deletad 16 and 15 kb BamHl fragments from
oosmids 2B7 (thln line) and 6H3 (bold fine)
respectlvely. The oIlgonucIeoIldes (P"" and
P",,) usad as primers in PCR and sequen<:lng
e"""riments ara symbofized by hall arrows (sea
Experimental procedures). The sequence 01
tha Spht-~ fragment was !ully determlned as
1642 nucIeoIîdes (GenBank Aecesslon Number
AY2279(8). P"" and p.., primera raiSed
sequanoos from C<)$mlds6H3 $nd 2B7 01 503
nucleotides (AY227910) and 269 nucleolldes
(AY227909) f8S~.
B. 5equenoos ilW9lVed ln the rearrangement in
NSA27 and wlld type. The 6 bp sequence
involved ln 1toe ilegilimate reoombinatlon avent
Is boxed. BoId and thin foots COITespond to
nucloOtide sequenoos ralsad from cosmids 6H3
and 2B7 respectively.

..
Au[-J' (\ \0 kb)

..

WT (6H3) GTACGGAGGTGGCCSGGGCCCAGGACAACT

NSA27 GCGCGGCTTGGGCC T GGCCCAGGACAACT

WT (287) GCGCGGCTTGGGCC TCT AGCGCGAGCAGCCG

N5A27

B

Charselerlzalion of MW chromosomal fusions

A new Asel fusion fragment was characterized in 1 and 3
derivatives of NSA27 and NSA65 respectivety (Table 1).
No such darivative was found in the progeny of NSA27r.
As an example, in strain NSA27S17, the J'·110 kb fragment
is missing while a new fragment of about aD kb is deteeted
(Fig. 4A). This fragment appeared to be underrepresented
taking its relative intensity into account as for J'. 110 kb in
NSA27. Further, labelled DNA of cosmid 49-2 (overtap-

ping the fusion in NSA27, Fig. lA and C) hybrldized with
this new fragment (Fig. 4A). The presence of the NSA27
recombination point was further confirmed by the obser
vation of a PCR produet of the expeeted size (492 bp)
using P287 and POl'" as primers (Figs 3 and 48). Finally,
Drsl analysis confirmed the fused structure by [he datee·
tion of a fragment of about 3 Mb (Fig. 4C). These data
showed that NSA27s17 (i) is a true derivative of NSA27,
(fi) is rearranged compared with the parental strain and
(iii) retains the fusion structure (Fig. 5),

Tatu 1. Genomlc and phenotypk: cllaraclerizatlon of the wlld type. NSA27, NSA27r, NSA65 and lheir dertvatives.

NP

L
Estlmatad

Strain TIR size (kb) P C LF NF Genelic Instability Germination rate

0$1.140697 210 24 24 0 0 0 1.4± 1.1% 66%
NSA27 6500 19 6 P<O.Ol 5 5 1 30.2 ±6.1% 9%
NSA27r 6500 17 2 P<O,Ol 2 13 0 ND ND
NSA65 6500 15 6 P<O.Ol 3 1 3 36.4 ±6,1% 25.6%
NSA27,,, P 6500 10 9 1 0 0 27±6.3% 6%
NSA65" 6500 10 9 1 0 0 26±6.5% 16%
NSA27", NF ~ 20 9 P<0.01 4 7 0 22.5 ± 5.9% 5%
NS"65" 6500 9 3 P<O.Ol 4 2 0 30.6 ± 5.8% 8%
NSA65..,. 6500 10 8 2 0 0 26.9± 7.0% 16%
NSII27" LF 1300 10 10 0 0 0 0.45 ±0,9% 77%
NSA27s•• 370 10 10 0 0 0 0.7± 1.0% 71%
N$A27.1,) 80 10 10 0 0 0 1.1% ± 1.20/0 40%
NSA27~11 85 10 10 0 0 0 2.1"10± 1.8% 45%
NSA650,,,,, 1005 10 10 0 0 0 0.18 ± 0.4% 76%

The strains are sorte<! aceording to their deduced chromosomal structure: Il8rental (P). new [uslon (NF) whlch meaos conservation 01 the fusion
structure with a new Asel junction lragment and Joss ollusion (LF) which means oonservation of a finear chromosome. howaver, with the Ioss
of the parental chromosornal fusion. The astimaled size of the TIRs Is indicatad in kilobases end is deduced Irom PFGE and hybrtdization
expertments (see teX1). NP: OOO'll8renta' chromosome structure; C: Circular. !,inear chromosomes (L) ara either NF or LE The perœntages 01
ganelie instability COITaspond 10 the Irequency 01 oolon~s with a non-parental phenotype. Tha total number of oolonles analysed ranged from
140 10 487. The germination rates are Indicatad ahor 4 days of growth.
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Fig. 4. Chromosoma[ structures of derivatives of S. ambotaciens NSA27.
A. S. ambofaciens NSA27st7. (i) Asel pattern of the chromosome of NSA27 and NSA27st7 (PFGE conditions: identical to Fig.1A) and (ii)
hybridization with labelled DNA of cosmid 49-2 (overlapping the recombination point in NSA27, Fig.1A)
B. PCR amplification of the fusion in NSA27s17 (492 bp). Amplification of the rec.4 gene was used as a positive control (330 bp, see Experimental
procedures). Running conditions: 5 Vcm-t , 2 h, 2% agarose, TAE 1x. The negative control consists in a PCR reaction on water
C. Dml analysis of NSA27st7 (PFGE conditions: identlcal to Fig. LB). Size markers are the same than in Fig. 2
D. S. ambofaciens NSA27s1S' (il Asel pattern of the chromosome of NSA27 and NSA27s16 (PFGE conditions: identicaJ to Fig. 1A) and hybridization
with labelled DNA of cosmids AD91 (ii) and 49-2 (Hi).
E. S. ambofaciens NSA27ss. (i) Asel pattern 01 the chromosome of NSA27 and NSA27ss (PFG E conditions: identical to Fig 1A) and hybndlzatlon
with labelled DNA of cosmids AD91 (ii). 49-2 (iii). and G36 (iv) (see localizations in Fig. 1).

Loss of chromosomal fusion

The loss of chromosomaf fusion was characferized in 5
and 1 derivatives of NSA27 and NSA65 respectively
(Table 1). This type of chromosomal structure was signif
icantly overrepresenfed in the progeny of NSA27r (13
clones of 17 tested) compared wifh bofh NSA27 and
NSA65 (P < 0.05). As an iIIusfration, the Asel pattern of
strain NSA27s18 is characferized by the loss of the J'
fragment and by the presence of a new 480 kb fragmenf
(Fig. 40). This fragment showed a reiative intensity equiv
aient tothe otherfragments.1t hybridized wifh AD91 includ
ing sequences belonging fa the TIRs, with 49-2 including
the fusion (Fig. 4D) and wifh D44 (not shawn) which maps
on the left chromosomal arm but ouf of the TIRs (Fig. 1A).
The 480 kb fragmenf also shONed a retardation of ifs PFGE

migration characferislic of fhe associafion wifh terminal
proteins (nol shawn). Thus, the loss 01 fhe chromosome
fusion was accompanied by conservation of the linear
structure. The new junction consisted of a 5 kb BamHI
fragment that hybridized with bafh cosmids 2089 (belong·
ing ta Asel-D, Fig. 1A) and 6H3 (Asel·J) DNAs. Thus in
NSA27s1B , about 370 kb of DNA remained from fhe paren
tal chromosomal fusion leading ta new TIRs of approxi
mately 370 kb in size in thal mulant strain (Fig. 5).

Anafher example of the chromosomai fusion loss was
characterized in slrain NSA27ss. In this mutant, a new
fragment of about 460 kb hybridizing with cosmid 49-2 buf
not with AD 91 was detected (Fig.4E). This fragmenf
showed a relative intensify consisfent with ifs presence in
stoichiometry in the chromosome. Furfhermore, no PFGE
retardafion was nofed for fhe new 460 kb in DNA'-' sam-
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Fig. 5. Interpretative representalion of the chromosomal s1rudures of NSA27 and of its derivalives. Symbols are idenlieal 10 Figs 1 and 2. Siles
are gîven in kilobases unless otherwise indicated.

pie compared ta that of ONA'+' (not shawn). In contrast,
the Asel-O fragment (950 kb) showed an intensity higher
than in the parental strain NSA27 (as shONn by densito
metric analysis and conlirmed by hybridization with A091
ONA) consistent with its being present in two copies.
Hybridization with cosmid G36 (Iinking clone between
Asel-F and -0 fragments, Fig. 1A) revealed, in addition ta
o and F, the new 460 kb fragment (Fig. 4E). Thus, in that
strain, the loss of the parental chrormsomal fusion leaves
about 1300 kb of duplicated ONA (Fig. 5).

The estimated sizo oI.the duplicated areas on the chro
rmsome ot thé LF progeny of NSA27, NSA27r and
NSA65 varied trom 5 to 1430 kb for 28 descendants anal

ysed in total.

A cycle of chromosome instability

The progeny ot 6 and 4 derivatives of NSA27 and
NSA65, respectively, ail harbouring a linear chromo-

some, were investigated lor genomic instability (Table 1).
The inheritance of P (parental), NF (new fusion) and LF
(Ioss of fusion) chrormsomal structures was examined.
The two firsf classes (P and NF) grouped togefher
strains harbouring a chrormsomal fusion and ail their
derivatives exhibited chrormsome instability (P:
NSA27slO, NSA65s5; NF: NSA27S17 , NSA65s4 and
NSA65S20). Thus, one of 10 clones fested for NSA27SlO
and NSA65s5 harboured a NP chrormsome. The prog
enyof NSA27S17 showed 11 NP of 20 clones tested. For
NSA65s4, 6 out of 9 clones were rearranged. In the
same way, 2 out of 10 NSA65S20 derivatives showed a
NP chrormsome (Table 1). This sfrong genornic inslabil
ity contrasted with the inheritance 01 the parental chro
mosome structure in the third category of mutant strains
(LF). Thus, for the derivatives 01 ail live LF (NSA27s5,
NSA27s1ê, NSA27,1O, NSA27", and NSA65s,9S2), no NP
chrormsomes were observed among 10 colonies tesled
for each strain.

© 2003 Blackwell Publishing Lld, Molecu/ar Microbiology
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These data strongly distinguished chrormsome struc
tures relative ta their stabilily. Thus, the fusion state is
sfrictly assaciated wilh genomic instability. In contrast,
derivatives that have lost the chrormsomal fusion recov
ered an inheritance patlern indistinguishable from the
wild-type strain. This correlation was established in two
independent genelic backgrounds (i.e. N8A27 or
NSA65). Further, genomic inslabilily cannat be ascribed
la the large deletion assaciated wjth the tusion as the
lass of the fusion conlerred a relative 'chromosomal
stabilizalion' despite retaining the parental terminal
deletion.

Phenotypic eharaeterization of the ehromosomal
fusion progeny

Genetie instability and hypervariability. In our experi
ment, the wild-type strain raised about 1.4% of phenotypic
variants which is in goOO agreement wilh previous studies
(Leblond etaI., 1991; Fischer etaI., 1997b).lnthecourse
of the sarne experiment, the NSA27 and NSA65 strains,
respectivety, raised 30.2"10 and 36.4% of variants
(Tabte 1). In addition, a strict correlation was drawn
belween the chrormsomal status and the level al genetic
inslabilily in the progeny of the two parental strains. Thus,
on one hand, P and NF strains showed very high instabil
ity levets (ranging from 22.5% ta 30.8%). On the other
hand, LF strains shONed instabilily trequencies ranging
from 0.18% ta 2.1% (Table 1). These trequencies are of
the same arder as the basic genetic instability tevel
pointed in the wild-type strain.

ln addition, the high genetic instabilily levels are assD

cialed with the production 01 several types ot variants, a
phenomenon reminiscent ot what was called hypervari
ability in early studies ot genetic instability in S. ambota
ciens (Leblond et al., 1989). Hypervariabilily was shawn
la be a heritable cllaracter in some descendants while
some recovered a relative stabilily. Here, hypervariability
is strictly assacialed with the inherilance 01 a chrorro
somal fusion while 'stabitizalion' is assacialed wilh its lass.

Correlation between ehromosomal fusion and
sporulation impairment

DAPI-staining of spore ehains. DNA content of spores
was estimated by measuring the intensity of the fluores
cence afler DAPI-staining (Kieser et al., 2000). For that
purpose, chains 01 spores were selecled by phase-con
trast rnicroscopy in a single focal plane. Then, the intensily
of fluorescence of each spore was coll ected, grouped into
classas (see Experimental procedures) and the standard
deviation calculated within the spore sampling (Fig.6A).
Ali but one distribution (i.e. NSA65) exhibited a normat
distribution (P< 0.01) allowing the comparison ot their

© 2003 Blackwell Pubhshing lId, Mo/ew/ar Microbi%gy
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standard deviation. Then, strains N8A27 and NSA27S17

showed a significantly wider distribution than the wild-type
strain and other derivatives revealing a strong imbalance
of the DNA content in spores. For N8A65, the non-Gaus
sian distribution (P < 0.01) revealed the production 01 dis.
tincl types 01 spores (e.g. spores devoid 01 DNA) and did
not allow further comparison of the sampling. In conlrast,
derivatives that have lost the chrormsomal fusion
(NSA27S5, NSA27s1B and N8A65s19d shONed a fluores
cent intensity distribution narrower than lheir parental
strains, allhough wider than the wild type (P<0.01). In
addition, they showed a significantly dilterent distribution
between them (P<0.01). Ali these data confirmed the
direct observations of the pholographs revealing the het
erogeneous distribution of the DNA content within the
spore chains of the rrutants harbouring a chrormsomal
fusion while the lassol the fusion wasassaciated with the
recoveryol a horrogeneous repartition (Fig. 6B).

Furtherrrore, transmission electron microscopy ot
NSA27 and NSA65 spore chains revealed the presence
ot 'ghost' spores as weil as a strang heterogeneity in size
(Fig.7B). 1166 and 19/108 spores were demid ot DNA in
NSA27 and NSA65 respectively. In addition, trequent
aberranl sporulalion figures (Fig. 7D) were observed only
in these mutant strains (7 and 13 in 66 and 108 spores
for N8A27 and N8A65 respectively). A cellular compo
nent, which might correspond ta DNA, was frequently
observed in the septation zone and seemed ta prevent the
correct separation of adjacent spores (Fig.7D). In con
trast, neither such figures nor ghost spores were observed
in the wild-type strain or in the mutant derivatives that had
lost the chrormsomal fusion (arrong 46,20 and 49 spores
observed tor Ihe wild type, N8A27s1B and N8A27s19S3
strain respectively). An example ot spore chain in
N8A27s'9S3 is shawn in Fig.7e. Thus, the apparent
impairment ot the sporulation proceSS is striclly assaci
ated (P < 0.05) with the chromosomal tusion as il disap
peared concomilanlly wilh its lass. In addition, the size ot
the TIRs (from 210 kb in the wild Iype ta 1005 kb tor
N8A65s19d does not seem la influence significanlly the
sporulation process.

Germination rates

The irnpairment of the sporulation process was further
supported by the determination ot the germination rates
(Table 1, see Experimental procedures). These ratios
were determined several times and varied widely as a
result of experimental limitations (the values of one test
are given in Table 1). However, taking into account the
sets of values, a clear tendency appeared: while strains
harbouring a chrormsomal tusion exhibited low germina
tion ratios, strains that have lost the fusion state seemed
ta have recovered wild type rates. The ION germination
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Fig. 9. DAPI-slaining analysis of sporos.
A. Distribution of the intens~ies in samples of spores of the wt (upper), O1l)tant strains harbouring a chromosomal fusion (mddle) and derivatives
which have lost the parental fusion (bottom). The size of the sample is n. Thastandard deJ'iation is u. Ail the distributions have been cantrad on
an arbitrarily choson value of intonsily (i.e. 600).
B. Typical DAPI-slaining of sporo chains of the W1 (uppor), NSA65 (rriddle) and NSA65S1983 (bottom) strains (soo Experimental procedures).
MagnificatiOl1 was 1000 times.

rates 01 the fusion mutants are expected ta result mainly
from the highly variable DNA content of the s[iOfes. The
frequencies 01 ghost spores cannat alone llXptain the high
proportion 01 non-germinating spores.

Discussion

ln this work, we characterized a nilw DNA rearrange
ment affecting the termirwJ filQionS of the chromosome
and associated with geneiic inSiilbiiity in Streptomyces.
This rearrangement corfésponded ta the formation 01 a
large terminal deletion acc6mpànied by the duplication
01 alrTPSI all thG remaining part 01 the chron=me.
This structure ini:ÎtJ<les a 31).. kb unique region flanked by
extremely Io!ïlJ. inV9J:\e<Jrepeats 01 about 6.5 Ml> in
N8A27 (Fj~_1Cj.lnNSA65, the unique region is even
shorter \vith. tessthan 0.5 kb (Fig.2C). The conse
quence 01 ihis chrorrosomal end-ta-end tusion is the
productlo!ï of mant ch rormsomes exeeeding 13 Mb 01
DNA versis8 Mb in the wild-type strain. This new type
01 repiaGement 01 chrornosomal arm involves iIIegitimate
recombihation While previous reports implied homolo
gous recombination occurring between duplicated

genes (Fischer et al., 1998; Uehida et al., 2003). Qin
and Cohen (2000) previously reported the formation 01
long-palindromie Iinear plasmids. However, this rear
rangement results from inlra-strand annealing followed
by strand extension, that is a non-recombinational
mechanism.

The m::>Iecular analysis 01 the progeny of S. ambofa
ciens N8A27 and N8A65 nutant strains allows us ta
propose a new global hypolhesis of genomic instability
where the fusion 01 partially deleted chromosomes plays
a central part. Indeed, the analysis 01 the chrorrosomai
diversity of their progeny allowed us ta observe all the
DNA rearrangements described sa far in S. ambofaciens
chrornosornal instability studies. The only rearrangement
that was not observed in that study is DNA amplification,
which was previously correlated wilh hypervariabillty in S.
ambofaciens (. Leblond et al., 1989). However, the two
mutant strains N8A27 and N8A65 are either partially
or tolally deleted for the two main amptifiable loci in S.
ambofaciens characterized and thus might be unable la
suifer DNA amplification frequently.

The end-ta-end tusion 01 t\\O deleted ehrormsomes
generates a high level 01 chrornosomal inslability

© 2003 Biackwell Publishing lId. Molocular Microbiology
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A

B

D

Fig. 7. Transmission electronic micrographs of chaÎns of spores of the wl (A), NSA65 (8) and NSA65St9S3 (C) strains. An asterisk indicates a
ghost spore. Close-up shots of e<amples of impaired sporulation evants are shown in (0) (NSA65 and NSA271eH and right pictures respeetivery).
Magnificalions are indicated on each shot. 0: DNA; C: cytopJasm, PM: plasmic membrane, SW: spore wall.

© 2003 Blackwell Publlshing L1d, Mo/ecu/ar Microbi%gy

œ P[JJ3LICAT!ONS 8:'.)351



mmU698.fm

12 W Thomas et al.

correlated with genetic instability. Indeed, the frequencies
of variant phenotypes in the progeny of NSA27 and
NSA65 were estimated to be 36.4% and 30.2% respec
tively. This is reminiscent ot a specific instability phenom
enon previously described in S. ambofaciens, which was
called hypervariability (Leblond et al., 1989). Hypervari
ability is a high-Ievel instability level observed in the prog
eny of mutants raised Irom the basic instability (in S.
ambofaciens, Irom pigment·defective colonies). It is
defined as the appearance 01 several mutant phenotypes
in the progenyof a single colony. A similar two-step mech
anism was reported in S.lividanswhere rrutants sensitive
to chloramphenicol appear fram the wild type with a Ire
quency of 0.5% and give rise to arginine auxotrophs at a
Irequency of approximately 25% (Ailenbuchner and Cul
lum, 1984). In the current study, we found that hypervari
ability is sfriclly and concomitanlly inherited with the
chromosom,lI fusion state. Indeed, the parental strains
NSA27 and NSA65 and ail their descents that have
retained the fusion state (parental or rearranged) perpet
uate the hypervariability. The Joss of the fusion is associ
ated with the recovery of a wild-fype-like genetic instability
levaI. We conclude that chrornosomal end-to-end lusion
initiates a cycle of genomic and genetic instability in S.
ambofaciens. The high genomic instability is associated
with the duplication of a major parf of the chromosome
although large terminal repeats do not trigger chromo
somal instability at comparable frequency. The exit 01 the
cycle of genomic instability occurs by the loss of the fusion
state and either circularization or recovery of the linear
structure. Circular chromosomes correspond fo inferme
diate levels 01 genetic and genomic instabilityas reported
earlier (Fischer et al., 1997b).

The chromosomal instability cycle described here leads
to a high variability of the terminal regions. The high Ire
quency of DNA rearrangements in Ihe terminal regions
might also reveal a recombinogenic tendency and favour
the Integration 01 new genetic information. Then, this cycle
might constitute a mechanism of rapid evblution of the
chromosomal terminal regioris (Leblond and Decaris,
1999) including up to 25% of the appraximately 8000
ORFs of the chromosome.

Il is tempting ta relate the cycle of chromosome insta
bility to the presence of a duplicated locus inlKllved in the
chromosome pal1itioning during sporulation. This locus, in
single copy in the wild type as weil as in the derivatives
that have lost thé chromosomal lusion, would be inlKllved
in the correct distribution of sister chromatids in individual
spores. This process was the best characterized during
Baciffus subtilis endospore formation (Lewis, 2001). Thus,
when the chromosomal replication is initiated, a protein
complex (SpoOJ/Soj) binds ta each sister chromatid at
specific sifes scaltered in an area covering approximately
20% 01 the chromosome including the replication origin

(Wheeler and Shapiro, 1997). This DNAlprotein complex
is then pUlled towards the poles of the cell by a mecha
nism, which remains to be elucidated. In S. coelicolor
A3(2) , counterparls of the genes spoOJ and soj, narned
parB and parA, respectively, map near the origin of repli
cation (Kim et al., 2000). The interruption 01 the parB gene
led to the appearance of spores with Iittle or no DNA
content, suggesting a role 01 the ParS protein in chromo
some parlitioning in Streptomyces. The chromosome of
S. coelicolor A3(2) contains 24 fixation sites for ParS
among which 22 are included within 100 kb lIanking the
replication origin (Jakim::micz et al., 2002). Thus, ParA
and ParS might play a central role in chromosome parti
tioning in Streptomyces. In S. ambofaciens NSA27,
NSA65 and their fusion derivatives, two parlitioning
regions wouId be present On a single chromosome and
might suffer physical traction towards the poles of the cell
in division (sporulation). hlcontrast, derivatives that have
lost the fusion .'Mluld retain à single partitioning lunction
and recover â éWèçt segregation process.

ln addition, the pr!l$8nce of t'Ml replication origins on
the lusedchr~smight generate a strang genomic
instabilily at the rnê'eting point of the t'Ml lorks, which is
the fusion regian. The genomic instability associated with
pauses of the replication forks is weil documented in
Escherichla coli (Sidnenko et al., 2002) and might be
inlKllved in the high plasticily 01 the terminus 01 replication.
Hence, chromosome instability might occur during vege
tative (intense replication phase) as weil as during the
sporulation process.

The cycle 01 genomic instability uncovered in S. ambo
taciens associated with the end-to-end lusion of deleted
chromosomes shares several leafures with the behaviour
and consequences 01 dicentric chromosomes in eukary
otes, the dicentric chromosomes being involved in the
so-called break-fusion-bridge cycle (BFB) as initially
described by McClinfock (1951). Thus, the initiation step
of both cycles is the lormation of a chromosomal fusion.
ln eukaryotes, these lusions resull from the lormation of
double-strand breaks (originally invoiving transposition
events) lollowed by non-homologous end joining (Moore
and Haber, 1996). The formation of a dicentric chromo
some represents the beginning 01 a cycle where the mov
ing of the homologous centromeres towards the opposife
pales 01 an achromatic spindle leads to the breakage of
the DNA bridge. These newly tormed DNA exlremities will
recombine lurther and give rise to a new dicentric chro
mosome. When the t'Ml centromeres are pulled towards
the same pole, the dicentric chromosome is inherited. Exit
Irom the cycle requires fhe de nova addition of telomeric
sequences or non-reciprocal translocations. Obviously, a
significant celi death ratio is associated with such phe
nomena. In S. ambotaciens, the appearance 01 new
lusions in the progenyof NSA27 and NSA65 is reminis-
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cent of Ihe breakage-Iusian slep 01 the BFB eukaryote
cycle. The generation 01 a wide range of lerminal inverted
repeats as weil as circularization can be interpreted as
salvage mechanisrns (double-strand break repair mecha
nisrns) and exits Irom the cycle. At the phenotypic levei,
very low germination ratios characterize Ihe fusion strains
and mighl result trom impairment 01 segregation of the
duplicated chromosomes. This hypolhesis is supported by
the observation of abnormal figures 01 sporulaiion in Ihe
only lused strains (Fig. 7). These figures might resul! Irom
an inability to achieve complete spore dillerentiation when
the chramosomal DNA is not correctly partitioned. In the
same way, unbalanced DNA repartition might produce
spores unable 10 germinale. Furtherroore, the capacity to
segregate equivalenl DNA quantities in spores and con
sequently to produce viable spores is restored in strains
that have lost the fusion state.

Experimental procedures

Bacterial strains and culture conditions

E coli SURE™ (Stratagene) strain was used as host for the
construction of gene libraries and E coli JM 101 was used as
a recipient for the M13mp18 de rivatives and grown according
to Sambrook et al (1989).

S. ambolaciens DSM40697 wild-type (wt), mutant strains
NSA27 and NSA65 (Leblond etaI, 1991) as weil as deriva
tives isolated during this work were cultured at 30'C in YEME
medium for PFGE experiments (Kieser etaI.., 2000) or in
Hickey-Tresner (HT; Pinnert-Sindico et al., 1954) medium for
standard DNA extraction. Surlace cultures were carried out
on HT solid medium for sperulation and germination assays
and on minimum medium (MM) for DAPI-staining of mycelium
and spores (Kieser et al., 2000). Ali the spore suspensions
used were fJIIered and titrated using a Toma cell (Kteser et al.,
2000). The germination rate consisted of the number of
colony-forming units (clus) after 4 days of growth divided by
the miclDscopic spore counts.

.spontaneous derivatives of NSA27 and NSA65 were
picked up at random in their progeny (marked NSA27s.""mb"
or NSA65s.oom"',). Some derivatives, labelled NSA27,.""m""
we re picked up in the progeny of a labelled NSA27 strain.
The labelling consisted in site-speciflc Integration (site artS
of bacteriophage <t>C31) 01 the integrative plasmid pSET152
(Bierman et al, 1992) orof a derivative of pSET152 harbour
ing the kanamycin resislance gene (instead of Ihe original
apramycin resistance gene cassette).

The levels of genomic instability reached in some mutant
strains are sa high Ihat the genotype of derivatives has 10 be
checked at each sporulation round. For that purpese, the
derivatives whœe PFGE Asel pattern was indistinguishable
from the parental strain were considered as parental (P).

Plasmids

The gene libraries were conslructed in cosmid Supercos1
(Evans et al., 1989). Cloning of the 1.6 kb Pstl-Sphl fragment
was cloned in the M13mp18 vector for sequencing.
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DNA manipulations

Extraction of total DNA from S. ambolaciens lor the pre
paration 01 gene libranes, endonuclease analysis of high
molecular-weight genomic DNA in PFGE experiments
(CHEF, Chu et al., 1986; Bio-Rad), as weil as purification of
DNA Iragments from gels, were carried out according to
Leblond et al. (1996). Preparation of DNA samples for PFGE
(with or without proteinase treatment) was achieved accord
ing to Leblond etai (1996). Saccharomyces cerevisiae and
Hansenula wingei chromosomes (Bio-Rad) were used as
size markers in PFGE. DNA labelling and hybrid detection
were carried out using the Dig DNA labelling system and
detection kil (Roche Diagnostics). PCR reactions were car
ried out as described in Wenne r et al. (2002) using consum
ables purchased from Roche Diagnostics in a Perkin Elmer
thermal cycler. Nucleotide sequences were determined using
the ABI Prism Dye Terminator Cycle Sequencing Kit and a
310 Prism automated DNA sequencer (Applied Biosystems).
Oligonucleotides P,", (5'CCCCGCTCATCGACGAGAA3')
and P'B7 (5'CCGCCGTGGAGCTGCTGAA3') were used to
amplify the recombination peint 01 NSA27 as weil as to deter
mine the wt sequences involved in the junction. PCR positive
controls consisted in the amplification of a 330 bp portion of
the reoA sequence (Aigle et al., 1997). Negative conlrols
were carried out using water.

The S. ambolaciens NSA27 genomic library was con·
structed from a BamHI pertial digest of the total DNA in
Supercos1, according ta the recommendations 01 the sup
plier of the Gigapack III gold encapsidation kit (Stratagene).
The wild-type library was constructed previously (Berger
et al., 1996). Cosmid DNA, double-stranded or single
stranded DNA of bacteriophage M13 derivatives were iso
lated as reported in Sambrook etai. (1989).

Electron microscopy

Streptomyoes baclerial colonies were collected and fixed with
2% osmium tetroxide vapours for 72 h and then dehydrated
by air-drying. Samples were then embedded in a matrix 01
EPON resin mixture and ultra-thin specimens were realized
using an Ultracut E ultramicrotome. Specimens were further
contrasted with uranyl acetate and lead nitrate. Electron
micrographs were obtained using a Philips CM12 transmis
sion electronÎc microscope.

DAPI-staining

Cultures were set up by inserting a sterile coverslip into the
agar medium and spore inoculation along the glass sur
face After a 2-3 days incubation at 30"C, cells were
stained with DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) as
described (Flardh et al., 1999). Observations were pero
formed using a microscope (Nikon) equipped lor phase
contrast and epilluorescence microscopy. Photographs
were taken with a digital camera (Nikon) and processed
using Adobe Photoshop (Adobe 6.0) and Quantity One
(Bio-Rad) softwares. Spore chains were chosen in the
same local plane in order to compare the relative intensity
of spores within the same chain. Comparison of intensities
01 spores belonging ta distinct spere chains was allowed by

353
(J3PL'BUCo11lOSS KJ



mmU698.fm

14 W Thomas et al.

relating the ave rages 01 ail the spore chains 10 an arbitrarily
chosen value (i.e. 600).

Statistical analyses

Probability values (P-values) are indicated when samples
were significantly diflerent Irom each other (Lamolle. 1971)
at risks 01 1% or 5%. The distributions 01 the intensities in
OAPI-staining experiments were compared with the theoret
ical normal distribution using the mean and standard devia
tion 01 the sample tested (Kolmogorov-Smimov test). When
the distribution is normal, the observed and theoretical dis
tributions were compared using the Fisher-Snédécor vari
ance test.
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Abstract

The duplicated hasR and hasL genes encode alternative sigma factors (named crBR and crBL)

belonging to the B. subtilis general stress response crB family factors. The duplication results

from a recent event that occurred specifically in Streptomyces ambofaciens. The two genes

share more than 98% of nuc1eotidic identity, and their deduced products exhibit more than

97% of amino acid identity. Contrasting with the coding sequences, their genetic

environments as weIl as their transcriptional control strongly diverge. While hasL is

monocistronic, hasR is preceded by two üRFS: arsR and prsR encoding putative anti-anti-cr

and anti-cr factor respectively, and the three üRFs constitute a polycistronic unit.

Transcription of each gene is initiated from two promoters. The first one was shown to be

developmentally controlled and to be similar to those recognised by the general stress

response sigma factor crB of B. subtilis. Expression from these promoters dramatically

increases in the course of the growth in liquid or solid media or following oxidative and saline

stresses. It also appeared that hasR is 100 times more expressed than hasL from the crB-like

promoter. In contrast, the both genes transcription from the second promoter (located

upstream arsR in the case of the hasR locus) appears to be constitutive and weak.

Quantitative transcriptional analysis in single and double has mutant strains revealed that crBR

and crBL direct their own transcription as weIl as that of the duplicate. No marked phenotype in

response to growth conditions (media and stress) could be assigned to either single or double

mutants revealing the probably redundancy of the cr factors and of the stress response

systems.



Introduction

Gene duplication is a key mechanism for genome evolution. This phenomenon was less

frequently reported in bacteria than in eukaryotes. Gene duplication might allow the

overproduction of a gene product. The most documented case is the duplication of the genes

tufA and tufB which both appear to contribute to the synthesis ofthe elongation factor EF-Tu,

a highly abundant cytoplasmic protein in Escherichia coli (15).

According to the Duplication-Degeneration-Çomplementation model (DDC) (14), the

conservation of duplicated genes at the evolutive scale involves subfonctionalization of both

members of the pair. Each duplicate can undergo complementary degenerative mutations

involving loss or reduction or specialisation of its expression. The combined action of both

loci would be necessary to assure the ancestral function. In Streptomyces coelicolor for

example, while glgBI is involved in the glycogen metabolism during the vegetative growth

phase, glgBII participates to the glycogen accumulation in spores and is only expressed in

latest phases of differentiation (5).

According to Ikeda et al. (19), 35% of the S. avermitilis ORfs cluster into 721 paralogous

families, with membership ranging from 2 to 91 genes per family. The membrane-spanning

components of the ATP binding cassette (ABC) transporters, the two-component

transcriptional regulator systems and the cr factors are the most spectacular examples of such

gene families (19). The S. coelicolor (3) and S. avermitilis (19) genomes respectively contain

65 and 60 cr factor encoding genes in contrast to 7 in E. coli (4), 16 in B. subtilis (23) and 13

in M tuberculosis (8), the most related genus to Streptomyces. This characteristic might

correlate with a complex life cycle associated to a high level of differentiation at both

morpho10gical (formation of aerial mycelium and sporulation) and biochemical (production of

many secondary metabolites) levels, and the necessity ta cope for environmental changes in

their biotope (soil).



Nine genes, orthologues of the B. subtilis stress response aB factor, were found to form such a

gene subfamily, in both S. coelicolor (3) (sigF, sigG, sigH, sigI, sigJ, sigK, sigL, sigM, sigN,

according to G. Kelemen) and S. avermitilis (19), and to probably result from successive

duplication events. The percentages of identity between the different deduced proteins of

these nine genes ranged from 40% to 66%.

One members of this family, sigJ in S. coelicolor (also named sigB by Cho et al., (7)) and

SAV741 in S. avermitilis, was found in two copies in S. ambofaciens (13). The two copies

were named has for homologous to .ë:lternative ~igma factors, and present 98% of nuc1eotidic

identity (13). Such a high level of identity between two duplicated genes has rarely been

reported in a Streptomyces species (the glgBI and glgBII genes in S. coelicolor exhibit for

example only 73% of nuc1eotidic identity). Clustering of the S. coelicolor ORFs by the Basic

Local Alignment Search Tool protein c1ustering program (BLASTCLUST; minimum 95%

identity, 100% length coverage) revealed indeed only ten couples of genes which might

represent the same situation than the duplicated has genes of S. ambofaciens.

As S. coelicolor and S. ambofaciens are phylogenetically c10sely related, the duplication of

the has genes seems to be recent and constitute an opportunity to study the fate of duplicated

genes. For that purpose, the raIe of the has genes was investigated by transcriptional and

mutational analyses.



Materials and Methods

Strains, plasmids and culture conditions. S. ambofaciens DSM40697 was used through this

study as wild-type strain. Strains and plasmids used are described in table 1. AIl Streptomyces

culture conditions, media and selective conditions are described in (21). Luria-Bertani (LB)

and SOB liquid media were used for growing E. coli and LB for Bacillus subtilis (31). Stress

conditions were applied as follow : cells were grown to mid-exponential phase in liquid HT

medium and exposed to the stressing agent for 30 minutes (10 mM HzOz, or 500 mM NaCl,

or 34% saccharose or 0.7 Methanol, or 30% cumene hydroperoxyde). High temperature

shocks consisted in a shift from 30°C to 42°C for 20 minutes.

Nucleic acid manipulations. Standard or Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) DNA

preparations from S. ambofaciens were carried out as described earlier (24, 25). Cosmid and

plasmid DNAs were extracted from E. coli by the alkaline method (31). AIl restriction

enzymes, PCR reagents and other molecular biology reagents were purchased from New

England Biolabs or Roche Diagnostics.

DIG-DNA labelling (digoxigenin dUTP), hybridisation, washings and detection were done

according to the supplier (Roche). Light emission was acquired with a Fluoro-S MultImager

(Bio-Rad). DNA sequencing was performed using the Dye tenninator cycle sequencing kit on

an AB! Prism 310 system and analysed with the Sequencing Ana1ysis software (Applied

Biosystem). AIl sequence similarity searches were perfonned in the nr database by using

BLAST programs (2) at the National Center for Biotechnology Information

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Total RNA was isolated from HT liquid or solid

(growth on cellophane) grown cultures of S. ambofaciens with the TRI Reagent™ (Sigma),

followed by a chlorofonn step. High resolution SI nuclease mapping experiments were

perfonned according to Kieser et al. (21) using probes consisting of PCR products (sequences

of primers and localisation, see table 2 and Figure 1).



RT-PCR. Five micrograms of total RNA were annealed to 2 Ilg of random hexamer primers

(pdN6, Amersham Pharmacia Biotech Inc, USA) at 65°C for 5 minutes, then mixed with

reverse transcription (RT) buffer (50 mM Tris-Hel, pH8.3, 75 mM KCI, 3 mM MgCh, 10

mM DDT), 20 IlM desoxynucleoside triphosphates (Roche Diagnostics Gmbh, Germany),

31.25 units of Guard (ribonuclease inhibitor, Amersham Pharmacia Biotech Inc, USA) and 10

units of DNaseI (Amersham Pharmacia Biotech Inc, USA) in a 25111 final volume. Reactions

were carried out at 37°C for 20 minutes and stopped at 95°C for 5 minutes. Then, 200 units of

MMLV Reverse Transcriptase (USB Corporation, USA) were added. Reactions were

incubated at 37°C for 70 minutes and stopped at 95°C during 5 minutes. For the PCR step,

2 III of cDNAs were amplified with different primer sets allowing the specific detection of

hasR and hasL transcription. In parallel, two control PCRs (consisting of 2 III of RNA taken

out before and after the DNase step) were carried out to confirm the absence of DNA

contamination in the RNA preparations.

Real-Time PCR. Real-time PCR was carried out on an iCycler iQ real-time PCR detection

system (Bio-Rad) and the data were analysed using the software provided by the supplier.

Sequences of primers and localisation are indicated in table 2 and Figure 1. Assays were

performed using 5 III of cDNA, 12.5 III of Platinum Quantitative PCR SuperMix-UDG

(Invitrogen), 3.3 III SYBR Green l (10.000 x dilution, Sigma), and 10 pmol of each primer in

a final volume of 25 Ill. Thermal cycle conditions were as follow: 2 min at 50°C, 10 min at

95°C followed by 40 repeats maximum of 30 sec at 95°C and 1 min at 60°C (annealing and

extension) and then 80 cycles of 10 sec with a temperature increasing by 0.5°C each cycle

from 55°C to 94°C (melting curve). For each run, a standard dilution of the cDNA was used

to check the relative efficiency of primers. A negative control (distilled water) was included in

each real-time PCR run. Each sample was performed in duplicate. The hrdB gene was used as

an internaI control to quantify the relative expression of target gene. The expression levels of

the downstream promoters (hasRp land hasLp 1) conesponded to the total gene expression



(quantified with RqullRqu2 and Lqu1/Lqu2, Figure 1 and table 2) deducted from those of the

upstream promoters (hasRp2 quantified with Rqu3/Rqu4 and hasLp2 quantified with

Lqu3/Lqu2, Figure 1 and table 2).

The Induction factor (IF) corresponds to the difference of transcript amounts (quantified by

real time RT-peR) foUowing the exposure to a stress relatively to a normal growth in

exponential phase.

PCR targeting mutagenesis. The strategy used for gene disruption is the PCR-targeting

system developed by Gust et al. (16). In order to replace a 839 bp sequence corresponding to

the hasR coding region (inc1uded in cosmid 25El), two primers, HasR1 and HasRl (table 2

and Figure 1), which consisted of 39 nt sequence at the 5' end matching respectively the

sequence adjacent to the start codon inc1uded and stop codon inc1uded of hasR and 20 nt /19

nt sequence at the 3' end matching each end of the disruption cassette were used to amplify

the cassettes aac3(IV)/oriT and aadA/oriT from plasmids pIJ773 and pIJ778, respectively

(16). AU cassettes have the same ends and therefore could be amplified with the same set of

primers. Similarly, the HasLl and HasL2 primers (table 2 and Figure 1) were used to replace

the 839 bp hasL sequence into the cosmid 14C4. AUelic exchanges were confirmed by

Southem blot and PCR analysis.

Complementation: construction of derivatives of pSET152s. The coding sequence as weU

as promoters of each has gene were amplified using CoLl/CoL2 and CoR1/CoRl sets of

primers (table 2 and Figure 1) and c10ned into the conjugative and integrative vector

pSET152s (B. Gust, pers. corn.) to give plasmids pSETl52sL and pSETl52sR respectively

(table 1). The recombinant plasmids were sequenced in arder to verify that no mutation in the

has loci has occurred during the c10ning process and were then introduced in the single

mutant strains by conjugal transfer.

Conjugation and screening of S. ambofaciens exconjugants. Conjugation between

S. ambofaciens and E. coli ETl2567 (pUZ8002) containing the cosmid or plasmid of interest



were performed according to Kieser et al. (21). When needed, clones were replica-plated onto

HT containing nalidixic acid, apramycin (or spectinomycin) with or without kanamycin

(50 flg/ml) to select double crossover exconjugants (Kans, Apra -and/or Spec-R
).



';1'

Results and Discussion

Characterisation of the hasR and hasL ORFs

The nucleotide sequences of the duplicated has ORFs share 98% of identity over 846 pb.

Each has gene is located on a different ann of the linear chromosome, hasR at about 450 kb

from the right chromosomal end, and hasL at 850 kb from the left. The has genes constitute a

substrate for homologous recombination and were discovered through their implication DNA

rearrangements (13). The homologous area between the two has loci starts 4 nucleotides

before the start codon and stops 8 nucleotides before the stop codon (Figure 1). The putative

proteins, (JBR and (JB\ only differ by eight amino acids over 281 residues, and share 100%

identity in the regions 2-4 and 4-2 involved in the recognition of the -10 and -35 regions of

promoters (26). The different homologues of (JBR and (JBL are presented in table 3. The (JBR

and (JBL factors exhibit the highest similarity with (JB of S. coelicolor (7); also named SigJ by

VioUier et al., (36). The genes controUed by (JB were reported to play a role in osmoprotection

and erection of aerial mycelium (7).

The S. coelicolor (3) and S. avermitilis (19) genomes sequences revealed the presence of a

gene family of nine members, defined as homologues to (JB, in which the orthologue of the

has genes is sigJ (sigB) for S. coelicolor (94% 1 93% of proteic identity with (JBR 1 (JBL) and

SAV741 for S. avermitilis (78% of proteic identity with (JBR and (JBL). The highest identity

within this gene family concems the products of the genes sigJ and sigL in S. coelicolor, and

SAV741 and SAVU51 in S. avermitilis. These two protein couples exhibit 66% of identity,

relatively to the 97% between (JBR and (JBL in S. ambofaciens. So, it appeared that the has gene

orthologue is not duplicated in these two Streptomyces species.

Sequencing of the two has genes in the three strains of S. ambofaciens (DSM40697,

ETH12567, ATCC23877) was also performed (data not shown). The identity between the two



has genes is quite similar for the 3 strains (98, 97 and 97% of nucleotidic identity between

hasR and hasL in DSM40697, ETH12567, ATCC23877 strains respectively).

Since S. avermitilis is a species phylogenetically distant from S. coelicolor compared to

S. ambofaciens, these data suggest that the duplication of the has genes is a recent event fixed

in the evolution, which has occurred after the divergence between S. coelicolor and

S. ambofaciens but before the divergence of the three strains ofS. ambofaciens.

As shown in Figure 1, the sequenced region of hasR locus (4429 nt) contains five ORFs

named orfA, arsR, prsR, hasR and orjE. Notably, hasR is preceded by two ORFS: arsR and

prsR encoding respectively an anti-anti-cr (91 % of similarity with the putative anti-anti-crB

encoding by rsbA of S. coelicolor) and an anti-cr factor (89% of similarity with the putative

anti-crB encoding by rsbB of S. coelicolor). The genetic organisation of the hasR locus is

identical to that of sigB (sig.!) in S. coelicolor (Figure 2A). Interestingly, the conserved sigB

(sig.!) locus is found on the left chromosomal arm of S. coelicolor at 640 kb from the DNA

extremity while the hasR locus is located at 850 kb of the right extremity in S. ambofaciens.

Thus, a large terminal rearrangement affecting at least 160 kb (overlapping the hasRlsigB

(sig.!) locus) as revealed by PFGE experiments and hybridisation of recombinant cosmids

(data not shown) had probably occurred since the divergence of the two species.

Further, the initiation codon of prsR overlaps the termination codon of arsR (as III

S. coelicolor) suggesting a coregulation, as demonstrated below.

In contrast to the hasR locus, the genetic organisation of the hasL locus differs from that of

S. coelicolor (Figure 2B). One ORF, prsL, encodes a protein showing only 56% of similarity

with the product ofSc5Hl-15c, a gene located on the right chromosomal arm of S. coelicolor

at 580 kb from the chromosomal end and encoding a putative regulatory protein of anti-cr

factor-type. This gene lies downstream sigL (Sc5Hl-14) in S. coelicolor (one of the nine cr



factors of the family previously described and showing only 83% of similarity with crBL
), but

in opposite orientation.

Mapping of the Transcriptional Start Points (TSP)

For hasR, SI nuclease mapping experiments using the PRI probe (Figure 1), consisting of

414 pb overlapping the intergenic region hasR/prsR, revealed two protected fragments (Figure

3A). The shortest one, FR1 (102 nt), revealed a TSP located at 53 pb upstream the hasR start

codon. The largest one (414 bp) could correspond either to probe reannealing or to a

readthrough transcript from arsR promoter region (i.e. from hasRp2). RT-PCR experiments

with the primers used for the construction of the PR1 probe confirmed the existence of an

operonic transcript (data not shown). These data are consistent with the organisation of the

hasR locus suggesting that hasR was part of a three gene operon arsR/prsR/hasR, and an

operonic organisation was also found for the rsbA, rsbB and sigB genes, homologues of the

hasR locus in S. coelicolor (7). A second TSP (hasRp2) was indeed found 114 nt upstream

from arsR using the probe PR2 (fragment FR2 of 157 nt, Figures 1 and 3A).

For hasL, two protected fragments of 92 nt (Fd) and 136 nt (FL2) were detected using the

probe PL (446 pb, Figures 1 and 3A). They correspond to transcripts initiated from two TSP,

hasLp 1 and hasLp2, localised respectively at 43 pb and 87 pb upstream the start codon.

Two boxes matching the consensus sequence of promoters recognised by the general stress

response crB factor of B. subtilis (10) and crB of S. coelicolor (7) were identified upstream

from hasRp1 and hasLp1 (Figure 4A). Upstream from the TSP hasLp2, a probable promoter

for the principal cr factor, crHrdB of S. coelicolor (34) could be identified (Figure 4B). In

contrast, on1y a degenerated crB promoter consensus was found upstream from hasRp2 (Figure

4A). Interestingly, two sequences, almost identical to the promoters recognized by the sigma

factor WhiG could be identified upstream hasR (Figure 4C). One of these putative promoters



(hasRpWhiG1) overlaps the hasRpl promoter. However, no transcription start site cou1d be

associated with these promoters in our experimental conditions, either with PR1 probe or PR3

probe (Figure 1). Furtherrnore, no transcript could be detected from surface differentiated

mycelium although WhiG is involved in the late steps of cell differentiation (i.e. in the

sporulation process, (6). It is important to note that the same sequence can be identified

upstream sigB and overlapping the sigBp1 promoter in S. coelicolor (Figure 4C).

The expression of the has genes is developmentally controlled

SI nuc1ease mapping experiments using RNAs prepared in the exponential (E), transition (T)

and stationary (S) phases of growth showed that while the levels of hasRp2 and hasLp2

transcripts were rather constant, the transcription from hasRp 1 and hasLp 1 appeared to

dramatically increase from the transition phase (Figure 3A). Real time RT-peR analysis

confirrned these observations (Figure 3B). The most remarkab1e increase was observed in the

stationary phase where the hasRp 1 and hasLp 1 transcript abundance was 109 and Il fold

higher respectively than in exponential phase. When the levels of expression of the has genes

were compared, it appeared that hasR is much more expressed than hasL with a maximum of

100 fold in stationary phase (Figure 3C). Analogous data were obtained using RNAs prepared

from surface grown mycelium (data not shown).

The duplicated has genes seem to be subject to a complex transcriptional control with mainly

two expression levels. Firstly, a basallevel is ensured by two constitutive promoters (hasLp2

and hasRp2) directing the transcription of hasL and of a polycistronic unit inc1uding arsR

prsR-hasR (anti-antia/antia/a). Secondly, a developmentally controlled promoter was found

upstream each has gene (hasRpl and hasLpl). Both promoter sequences would be recognised



by both a
BR and a BL factors (auto- and cross-control) and by other a factors probably of aB

type (see below).

The has genes belong to a stress response network

Two approaches were used to determine the role of a
BR and a BL

. Firstly, single and double has

mutant strains were constructed in order to detect an eventual phenotype associated to the

mutation. Secondly, transcriptional analyses in the wt and mutant strains were carried out to

find growing conditions where the promoters detected previously might be induced.

The mutant strains were constructed using the PCR-targeting system described in Gust et al.

(16). The single mutants were obtained by replacing a given gene (hasR or hasL) by a cassette

including the apramycin resistance gene, and were named NSARJNSAL for Nancy

(itreptomyces gmbofaciens strains replaced for hasE. 1hasL. (table 1). The double mutants were

derived from the single mutants by replacing of the remaining has gene with a cassette

harbouring the spectinomycin resistance gene. All the gene replacements were confirmed by

southem hybridisation and PCR (see Material and Methods), and the absence of large

chromosomal rearrangements was checked by PFGE (data not shown). Further experiments

were carried out on three representative mutants of each type (table 1).

The single and double mutant strains were compared with the wt when grown on rich (HT,

NA, SFM, R2) as well as on minimum media (MMG, MMM). No difference in growth rate or

differentiation could be detected; nor could be detected difference when strains were grown at

high temperature (37°C; instead of 30°C classically used) on solid media (HT, SFM, MMM

or MMG), in acid or alkaline conditions (acid: pH 5.0 or alkaline: pH 9.0). The mutants

showed no significant sensitivity to ultraviolet radiation exposure (0 to 400 J/m2
).

Furthennore, no growth impairment or phenotype could be noticed when exposed to osmotic

stress conditions in liquid or solid media. Finally, a slight but reproducible sensitivity to



oxidative conditions distinguished the has mutant strains (single or double) from the wt strain.

Using the disc paper method with H20 2 concentrations ranging from 0.1 to la mM, the

inhibition diameter of growth was 11.2% (±5.6%) higher for the double mutant strains

relatively to this of the wt strain (which varied of 2.8%). Moreover, preliminary experiments

carried out on a !1prsR mutant strain (recently constructed by the PCR targeting system, (16),

seemed to revea1 a weak resistance of this strain to an oxidative stress (data not shown),

confirming the potential rule of the a BR and a BL factors in this stress response.

The amounts of transcripts initiated at the different TSPs following stress treatments were

then measured by real time PCR. Transcription from hasRp 1 and to a lesser extent from

hasLpl appeared to be induced following the exposure to an oxidative stress (la mM H202,

induction factor (IF, see Material and Methods) 17 and 7.5, respective1y) as well as to osmotic

stress (500 mM NaCl, IF 25 and 21, respective1y; 34% saccharose, IF 22.5 and 23,

respectively). In the same experimental conditions, no induction was observed from hasRp2

and hasLp2 TSPs (IF ranging between 1 and 2.5). For each promoter, no increase of the

transcript 1eve1s was observed after ethanol (4%), cumene hydroperoxyde (30%) or heat shock

(42°C) treatments.

The same experiments were carried out in the mutant backgrounds. Surprisingly, it appeared

that the IFs from hasRpl and hasLpl are not significantly different in the single and double

mutants compared to the wL Indeed, the IFs following an oxidative stress ranged between

13.2 and 16.5 for hasRp1, and between 6.9 and 9 for hasLp1, in the double (or single) mutant

strains (17 and 7.5 respectively in the wt strain). The induction following an osmotic stress

was also retained, as well after a salt treatment (IF ranged between 18 and 28.4 for hasRp 1,

and between 18 and 19.5 for hasLpl in the mutant strains, versus 25 and 21 in the wt strain);

as after a treatment with 34% saccharose (IF of 24 for hasRpl and 18.2 for hasLpl in the

double mutant strains, versus 22.5 and 23 in the wt strain).



These transcriptional analyses in the mutant strains showed that the transcriptional induction

of the hasRpl and hasLpl promoters under stress conditions would result from transcription

initiation by altemate a factors.

These data reveal the probable redundancy of the a factors involved in stress response in

Streptomyces, as it has soon been demonstrated by the discovelY of an absence of phenotype

for the mutant strains interrupted for the sigH gene for example (36).

The sequence analysis of S. coelicolor genome (3) reveals a family of nine a factors

belonging to the aB-type. Among these, four have been isolated and reported so far (aF, aO,

aH and aB). The latter, also named SigJ (36), is the orthologue of the a BR and a BL factors,

notably a BR as shown by the conservation of the genetic environment. Interestingly, our

results differ from those obtained by Cho et al. (7) on aB of S. coelicolor. The sigB mutant

strain is impaired in differentiation (deficient for aerial mycelium formation), and defence

against osmotic stress (sensitive to hyperosmolarity). These phenotypical differences might be

explained by a different transcriptional control of the sigB homologues, hasR and hasL.

Finally, the stress responses might rely on the activity of several specifie a factors and in

particular for the osmotic stress response. Renee, in S. coelicolor, a sensory system that can

co-ordinate the activity of multiple paralogous a factors would be implied in the expression of

genes belonging to the same stress regulon (36).

Transcriptional cross talk between the has genes.

The quantification of the level of transcription from each TSP was achieved in the single and

double mutant strains in the three growth phases in liquid medium.

All these data are resumed in Figure 5 and result from at least three independent real time RT

PCR experiments on each strain. Moreover, three independent single and double mutant



strains have been studied (table 1). On1y the resu1ts conceming the hasRp1 (Figure 5A) and

hasLp1 (Figure 5B) initiated transcripts will be detai1ed, since the rates of transcription from

hasRp2 (Figure 5C) and hasLp2 (Figure 5D) are very 10w. AU the transcription a1terations

exposed be10w are significant, considering the standard deviations of each value.

This ana1ysis aUowed to revea1 a comp1ex transcriptiona1 control of the has genes with

different types of regu1ation: (i) a positive auto-regu1ation; (ii) a cross-regu1ation; (iii) an

inhibitory effect (probab1y by competition with other a factors); (iv) a regu1ation by sorne a B
_

re1ated sigma factor(s) of over1apping function. Moreover, it appeared that the effect of the

aBR and a BL factors on each other was dependent on the growth phase (v).

Ci) Positive auto-regulation

The transcript 1eve1 from hasRp1 decreased 30 fo1d in a !1hasR mutant in stationary phase of

growth and 1.9 fo1d in transition phase (Figure 5A). These data indicated that the expression

of hasR gene from hasRp 1 is under the control of its own product (aBR
). This effect was not

observed in the exponentia1 phase of growth (see iii). In the same way, hasL was a1so se1f

regu1ated as revea1ed in stationary phase of growth, since hasLp 1 transcript 1eve1 decreased

1.8 fo1d in a !1hasL mutant.

ai) Cross-regulation

In stationary phase of growth, the transcription 1eve1 from hasLp1 decreased by 19 fo1d in the

!1hasR mutant strain (Figure 5B). This suggested that the transcription of hasL might be

directed by a BR in the wL The cross-regu1ation was a1so observed in transition phase (2 fo1d

decrease) but remained not detected in exponentia1 phase of growth (see iii).

Reciprocally, hasR may be subject to a cross regu1ation by a BL
. In a !1hasL mutant, a slight

but significant decrease of the hasRp 1 transcription was indeed noticed in exponentia1,

transition and stationary phases of growth with a 1.4, 1.2, and 2.6 fo1d decreases, respective1y

(Figure 5A).



To confirm that the altered transcriptional levels truly resulted from the a BR and a BL

deficiency, complementation experiments were realised and strains were constructed in which

a wt copy of hasR or hasL under the control of its own promoter was introduced into the

NSAR or NSAL strains respectively, using the integrative vector pSETl52s (see Materiel and

Methods). Transcription rates were nearly fully restored in the complemented strains. As an

example, the transcription levels from hasLpl and hasRpl were restored at 74% and 87%

respectively, in a complemented !'1hasR strain (Figures 5A and 5B).

(iin Inhibitory effect

In the !'1hasL mutant strains, the transcription rate from hasLp1 increased by 26 fold

(exponential phase, Figure 5B) compared to the wt strain, suggesting a BL might have a

negative effect on the transcription of its own gene. The same inhibitory effect was observed

in transition phase with a 3.6 fold increase in the !'1hasL mutant (Figure 5B). Similarly, the

a BR factor seems to exert an inhibitory effect on its own promoter in exponential phase of

growth (2.9 fold, Figure 5A). This inhibitory effect might also be crossed in exponential

phase of growth, since the deficiency in a BR is accompanied by a slight increase of the hasLpl

transcript level (2.4 fold, Figure 5B).

This inhibitory effect can result from the competition of two (or more) a factors for the same

promoter or for the RNA polymerase core enzyme. The latter effect was characterized for aS

and a?Ü in E. coli competing for a limiting amount of RNA polymerase core enzyme during

stationary phase (12). It has also been suggested in the case of the SigH, SigI and Sig] a

factors implied in the osmotic stress response in S. coelicolor (36).

The ability to bind to the core RNAP depends of their relative affinities for core RNAP, as

weIl as the relative abundance of each a factor. In our model, the abundance of each free a BR



and O"BL would depend of the anti-anti-O"/anti-O" control system found in the vicinity of the has

genes.

Another level of competition could result from the presence of promoters recognised by the

sigma factor WhiG upstream hasR, one ofthem overlapping the hasRpl promoter (Figure 4).

The binding of WhiG (efficient or not) might prevent the recognition of hasRp l by O"BR by a

simple steric effect.

av) A Œ network including the cJ3R and cJ3L factors

It is important to note the additional effects of the O"BR and O"BL deficiency in the double

mutants I1hasRl1hasL. When a transcriptional induction was observed in each single mutant

strain, this induction was indeed higher in the double mutant strain (case of hasLp l in

exponential phase, Figure 5B). Similarly, when opposite effects were observed in each single

mutant strain (cases of hasRpl in exponential phase, Figure 5A; and of hasLpl in transition

phase, Figure 5B), the alteration of the transcription in the double mutant was mitigated.

Finally, when the deficiency of each O"BR or O"BL factor was accompanied by a reduction of the

transcriptional level, this decrease was higher in the double mutant (cases of hasRpl III

transition or stationary phases, Figure 5A; and of hasLpl in stationary phase, Figure 5B).

Moreover, the detection of these residual transcriptions in the double mutants I1hasRl1hasL

allowed to suggest that other 0" factor(s) might regulate the transcription of the has genes.

This evidence of 0" factor redundancy is in accordance with the maintenance of the has genes

transcriptional induction under stress conditions in the mutant strains (see above). These data

are also coherent with the results of Viollier et al. (36), suggesting the existence of shared

promoter recognition specificity within the stress response 0" factors.

Cv) Growth phase dependence



We can represent aIl these results as three global models, one for each growth phase, of has

genes regulation at the transcriptionallevel, but without considering the hasRp2 and hasLp2

initiated transcripts which are responsible for the basal expression of has genes (Figures 6).

Of course, the complexity of this regulation model can reach a higher degree if we consider

the post transcriptional regulation level with the anti-a factors which can inhibit the a BR and

a BL activity.

As shown previously, the cross-control exerted on both hasRpl and hasLpl promoters exhibit

different patterns depending of the growth phase. Thus, the positive control exerted at a given

phase can be negative at another stage.

For example, when a BR is responsible for its positive regulation in transition and stationary

phases, it has a negative effect in exponential phase. The control of hasL by a BR shows the

same type of switch with an inhibition in exponential phase and a positive effect in both

transition and stationary phases.

Similar controls were observed for a BL on its own promoter hasLp 1 with a negative effect in

exponential and transition phases and an activation in stationary phase. In contrast, a positive

cross regulation of a BL on hasRp 1 was observed in aIl three phases.

The absence of negative effect of the a BR and a BL in the latest phase of growth might be due

to their inhibition by the anti-a factor.

The different regulation levels of the has genes in S. ambofaciens are in accordance with

previous studies in S. coelicolor, particularly those concerning genes encoding a factors.

Firstly, many genes are under the control of multiple promoters. For example, four promoters

have been characterised in the case of the sigH gene, belonging to the aB family (20, 22). As

for the has promoters, these four promoters are differentiaIly expressed at various stress

conditions and stages of differentiation. Moreover, the autoregulation, usual for the bacterial



stress response cr factors (17), has also been demonstrated in the case of sigH (20, 32), as for

the hasR genes.

Finally, post-transcriptional regulation by a anti-anti-cr/anti-cr control system was

demonstrated or suspected for SigH (33, 37) as for several other cr factors including, for

example, crR
, implied in the oxidative stress response (28).
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Tables

TABLE 1. Bacterial strains and plasmids used in this study.

Strain Property Reference

S. ambofaciens
DSM4û697 Wild-type (18)
NSAR1, NSAR2, NSAR3 hasR replaced by aac(3)IV/oriT cassette This study
NSAL1, NSAL2, NSAL3 hasL replaced by aac(3)IV/oriT cassette This study
NSARL1, NSARL3 hasR and hasL rep1aced by aac(3)IV/oriTand This study

aadA/oriT cassettes, respectively
NSALR2, NSALR7 hasL and hasR replaced by aac(3)IV/oriTand This study

aadA/oriT cassettes, respectively
NSAR2-s 1, NSAR2-s2 NSAR2 with pSET152s integrated into the This study

chrornosorna1 attB site of <pC31
NSAR2-sR1, NSAR2-sR2 NSAR2 with pSETl52sR integrated into the This study

chromosomal attB site of <pC31

E.coli
DH5a General cloning strain (31 )
ET12567 Used for intergeneric conjugation (27)
BW25113 Used for PCR targeting rnutagenesis (9)

PlasmidlCosmid
14C4 Cosrnid (containing hasL locus) (13)
25E1 Cosrnid (containing hasR locus) (13)
pU79û 1 gam, bet, exo (16)
pU773 oriT, aac(3)IV (16)
pU778 oriT, aadA (16)
pSETl52s oriT, attP, int, aadA B. Gust, pers.com.
pSET152sR pSET152s + hasR cloned into the EcoRl site This study
Supercos1 bla, neo (11 )

gam, Garn (host's exonucleaseV inhibitor) gene; bet, Bet (ssDNA binding protein) gene; exo,

exonuclease gene; aadA, spectinornycin and streptomycin resistance gene; aac(3)IV,

apramycin resistance gene; neo, kanamycin resistance gene; bla, ampicillin resistance gene;

int, integrase gene of ~C31; oriT, origin of transfer.



Primer Nucleotide seeuence 15'-3') Use
HasRl GCCGTGAGCGGGGCCGATCGACTGGGAGGGAACATCATGTGTAGCCTGGACCTCCTTC Replacement of hasR

Construction of HasR2 ACCGCCGCGGGAAGGACAGCCGCCGCCTGAGCGGCGCTCAATTCCGGGGATCCGTCGACC Replacement of hasR
mutant strains HasLl GTGACGAGCAGGCAGTTCGAACAGGGAGGGCCCATCATGTGTAGGCTGCAGCTGCTTC Replacement of hasL

HasL2 GCCGCCCCGGTGTGCCCACGGTGAGGGGCCCTCGCCTCAATTCCGGGGATCCGTCGACC Renlacement of hasL
CoRI TATGAATTCTGTGACGGTGTGCGGATG Complementation ofhasR mutant

Complementation CoR2 AATGAATTCCCGGGCGGTCGAGGATGA Complementation of hasR mutant
CoLl TATGAATTCGACCGGTGCGTGTCAGGC Complementation of hasL mutant
CoL2 ATTGAATTCGCCGACGTCTCCCGCGCC Comnlementation of hasL mutant

Rqul CCGATGAGGCCGGCCGT Gene expression ofhasRp 1 and hasRp2
Rqu2 GATGTTCCCTCCCAGTCGATCGG Gene expression of hasRp 1 and hasRp2
Rqu3 CCGACGAGACTGCGCTTAC Gene expression ofhasRp2
Rqu4 GGCGAGACAGACCGAGAAAA Gene expression ofhasRp2

Real time RT-PCR Lqul CTGCTGACGAGCAGGCAG Gene expression ofhasLp 1 and hasLp2
Lqu2 GATGGGCCCTCCCTGTT Gene expression of hasLp 1 and hasLp2
Lqu3 CCCGAGGCCGGGGGTATTG Gene expression of hasLp2
HrdB-R CGCGAGCCCATCTCGCTGC Gene expression ofhrdB
HrdB-F CGTCGAGGGTCTTCGGCTG Gene exnression ofhrdB

R5 GTCATCCACGGTGGTGGCAGCGGCA Probes for hasR (PRI, PR3)
G GTCCTTGGGCGCCACCTTGGACGGG Probe for hasR (PR3)

Probes for SI E GGCATGCCCGTGGTGGTGTGCTCGG Probes for hasR and hasL (PL' PRI)
mapping L5 CACGCACAGCGTGTACGTGGTGTCC Probe for hasL (Pd

arsRl CGGTGTCAACGTAGACGGA Probe for hasR (PR2)
arsR2 TCTCCACTGGCCCGGATAC Probe for hasR rPu2)
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TABLE 3. Homologues of c13R and c13L
•

S. a. c13R S. a. c13L

S. a. c13L 97% (100% - 100%)

S. c. aB (SigJ) 93% (100% - 100%) 92% (100% - 100%)

S. c. SigL 86%(95.5% - 74%) 83% (95.5% - 74%)

S. c. CrtS 64% (100% - 62.5%) 63% (100% - 62.5%)

S. c. SigF 47% (73% - 62.5%) 46% (73% - 62.5%)

B. s. aB 34% (73% - 50%) 33% (73% - 50%)

For each comparison, the first percentage represents the similarity between the two deduced

proteins. The percentages of identity of the regions 2-4 and 4-2, respectively, are given into

brackets.



Figure legends

Figure 1: Genetic organisation of hasR and hasL loci

The hatched rectangle represents the homologous area between the two has loci. The

ribosome binding sites (RBS) are symbolised by the small black squares. The transcription

start sites (hasRpl, hasRp2, hasLpl and hasLp2) are marked by bent arrows. orfA is

incompletely sequenced (dotted arrow).

SI probes (PRl, PR2, PR3 and h) are presented as black bars with asterisks for the

radiolabelled ends. The dotted thick features symbolised the protected fragments obtained

with each SI probe.

The different primers used in real time RT-PCR experiments, construction of SI probes or for

the genetic constructions are symbolised by the open arrows (see table 2).

Figure 2: Comparison of has loci organisation between S. ambofaciens and S. coelicolor.

The percentages correspond to the similarity between the deduced products of the genes. The

intensity of the different gray boxes is proportional to the level of similarity.

The 86% of similarity between the products of orfA (incompletely sequenced, dotted arrow)

and ScF55-21c concerned the 104 tirst amino acids of the proteins.

The double bar symbolises the non conservation of the hasL locus organisation since the

Sc5E9-03 ORF is located 80 kb upstream from sigL in S. coelicolor.

*: according to Cho et al., (7).

**: according to Viollier et al., (36).

Figure 3: Identification and quantification of the four !las transcripts.



A. Identification of transcription start sites of hasR (on left) and hasL (on right) genes by SI

nuclease mapping using PR2, Pd and PL, probes respectively, and determination of the level

of transcription of the has genes from liquid growth culture. Total RNA were prepared from

the wt strain at the exponential (E, after 9 hours of growth), transition (T, after 16 hours of

growth) and stationary (S, after 24 hours of growth) phases of growth in liquid HT medium.

Only the part of the autoradiographie film corresponding to each protected fragment (FR1,

FR2, Fd and FL2) is shown. These experiments have been made with three independent RNA

samples for each growth phase.

B. Quantification of the two hasR transcripts (on left) and of the two hasL transcripts (on

right) in the growth course in liquid HT medium by real time RT-PCR (see Materials and

Methods, hrdB was used as an internaI reference as it is expressed at a constant level during

the growth). The level of expression of each transcript in the exponential phase was arbitrarily

fixed at 1. These experiments have been made with the same three independent RNA samp1es

for each growth phase than those used for S1 mapping experiments.

C. Comparison of the 1evels of expression of each has transcript in the course of the growth in

liquid HT medium by rea1 time RT-PCR. The 1eve1 of expression in the exponential phase

from the less expressed transcript - corresponding ta hasLp2 initiated transcript - was

arbitrarily fixed at 1.



Figure 4: Promoter sequences.

A. Alignment of the hasRp1, hasLp1 and hasRp2 promoters with aB_type promoters : Pete of

B. subtilis (29) and sigBp1 promoter of S. eoelieolor (7).

B. Alignment of the hasLp2 promoter with the promoter consensus recognized by the

principal sigma factor a HrdB in S. eoelieolor (34).

C. Alignment of the two putative WhiG-type promoters identified upstream hasR coding

region and of this identified upstream sigB (sig}) coding region with promoters recognised by

WhiG in S. eoelieolor. PwhiH and Pwhil are the promoter sequences of the whiH and whil

genes known to be regulated by WhiG in S. eoelieolor (30; 1). PTH4 and PTH270 are two

sequences identified as targets of a WhiG in S. eoelieolor (35).

The nuc1eotides in bold are those in common with the promoter consensus sequence. The two

nuc1eotides underlined (TA) in the -10 region of hasRp1 (or sigBp1) promoter and in the -35

region of hasRpWhiG1 (or sigBpWhiG) promoter are the same and symbolised the

overlapping ofthese promoters.



Figure 5: Quantification in the growth course of transcription levels from hasRpl (A.),

hasLpl (B.), hasRp2 (C.), and hasLp2 (D.) in the wt, single and double mutant strains

and complemented strains.

The mutant genetic contexts are named f..,hasR, f..,hasL or f..,hasRf..,hasL and result from the

analysis of three independent strains of each type (see table 1). The complementation

experiments correspond ta the f..,hasR+pSETsR data and result from the analysis of two

independent strains (see table 1).

For each strain, three independent RNA samples have been analysed by real time RT-PCR

(allowing calculating an average and a standard deviation).

The values are relative ta the level of expression from hasLp2 in exponential phase, arbitrarily

fixed at 1.

Figure 6: Models of has genes regulation in exponential (A.), transition (B.) and

stationary (c.) phases of growth deduced from the real time RT-PCR experiments.

The thickness of the arrows is proportional ta the level of regulation (quantified by real-time

RT-PCR, see Figure 5).

Figure 1.
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Figure 3.
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Figure 4.

-35 -10 +1

A. consensus anGnnTnn -N12 /14- GGGtA

Pete AGGTTTAA -N14 - GGGTA -Nll - A

sigBp1 AGGTGTGC -N13 - GGGTA -N7 - G

hasRp1 ATGCATGA -N13 - GGGTA -Nll - G

hasLp1 TTGCATAC -N13 - GGGTA -N g - T

hasRp2 GGGCGTAC -N12 - CGGTA -N1O - C

-35 -10 +1

B. consensus TTGACR -N16/ 1S - TAgRRT

hasLp2 TGGAGG

-35 -10

C. consensus TAAA -N14 / 16 - GCCGATAA/T

PwhiH TCAA -N16 - GCCGACAA

PwhiI TAAA -N16 - GCCGAAGA

PTH4 TGGA -N16 - GCCGAACT

PTH270 TACG -N1S - CCCGATGA

hasRpWhiG1 TAAG -N 13 - GCCGATGA

sigBpWhiG TAGG -N13 - GCCGACAA

hasRpWhiG2 TGAG -N1S - GCCGATCG
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Figure 6.

A. Exponential phase of growth

B. Transition phase of growth

c. Stationary phase of growth
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RESUME Les réarrangements chromosomiques constituent un moteur pour l'évolution de la

structure chromosomique et de l'information génétique. Chez Streptomyces ambofaciens

l'instabilité génétique est étroitement corrélée à la formation de grands réarrangements

génomiques, affectant les régions subtélomériques du chromosome linéaire.

La bactérie Streptomyces ambofaciens peut être considérée comme un modèle d'étude des

phénomènes d'évolution des génomes par duplication du matériel génétique, et ce aussi

bien en termes dynamiques qu'en termes évolutifs.

it;,> La dynamique du phénomène de duplication peut en effet être abordée grâce à la

caractérisation des réarrangements présents chez certains mutants issus de l'instabilité

génétique de S. ambofaciens. L'analyse des descendances de mutants, porteurs d'une

fusion chromosomique, a permis de montrer que cette structure conférait un état

« mutateur », à l'origine d'une grande diversité chromosomique. Des duplications

géniques de grande ampleur sont notamment générées aux extrémités du chromosome.

it;,> Une duplication génique, localisée dans les régions terminales du chromosome, a

été impliquée dans la fonnation d'un grand réarrangement génomique (Fischer et al,

1998). Ces gènes dupliqués hasR et hasL (pour « Homologous to Alternative .sigma

factors », et Ret L pour leur localisation respective sur le bras chromosomique droit et

gauche) coderaient des facteurs (j alternatifs,homologues du facteur (jB de répOnSe

générale aux stress chez Baci!!Hs subti!is.

L'analyse du polymorphisme des régions intergemques des SlX opérons codant les

ARN ribosoniiques (ITS 16S-23S) chez S. ambofaciens, S. coe!ico!or et S. griseHs,a permis

de confirmer les relations phylogénétiques entre ces différentes espèces.S. coelicolor

A3(2), phylogénétiquement proche· de S. ambofaciens, possède une unique üRF

fortement homologue des üRF has, et ne présente donc pas la duplication génique

décelée chez S. ambofaciens. La duplication des gènes has chez S. ambofaciens est donc un

événement récent en terme évolutif, et pourrait résulter d'un réarrangement

chromosomique, à l'image des réarrangements de l'instabilité génétique.

L'impact de cette duplication sur l'information de l'espèce S. ambofaciens a été recherché

par deux approches. La construction de mutants, visant à associer un phénotype à la

mutation de l'une voire des deux copies des gènes has, a permis de montrer que ces

facteurs sigma participaient à la réponse générale aux stress (notamment oxydatif et

osmotique). Une analyse transcriptionnelle fine (par RT-PCR quantitative), a mis en

évidence l'appartenance de ces deux facteurs (j à un réseau de régulation complexe,

avec notamment des phénomènes d'autorégulation, de régulation croisée, d'inhibition

mais aussi avec l'intervention d'autres facteurs (j, soulignant la redondance de ces

facteurs transcriptionnels chez les Streptomyces.




