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Introduction



Dans la nature, les organismes sont constamment soumis à des variations de l'environnement,

de différentes natures: chimique, physique ou nutritionnelle. De plus, le développement de chaque

espèce est fonction de la pression exercée par les autres communautés bactériennes au sein d'une

même niche écologique. En effet, l'étude de la quantité de micro-organismes vivant dans un même

écosystème a révélé qu'une très large diversité et une très forte concentration d'individus y étaient

présentes. Par exemple, le nombre de micro-organismes vivant dans l'eau de mer a été estimé à 104
_

107 cellules par millilitre d'eau et le nombre de ceux vivant dans le sol à 107 cellules par gramme de

sol (Whitman et al., 1998). Ainsi, de telles conditions environnementales impliquent que les micro

organismes sont soumis à de nombreuses pressions de sélection et que seuls les individus les mieux

adaptés survivront. La croissance exponentielle telle qu'elle est observée en culture pure et en

conditions de laboratoire apparaît donc marginale dans la vie d'une bactérie.

Les mécanismes d'adaptation peuvent être classés en deux grandes catégories (Massey and

Buckling, 2002). La première implique une régulation différentielle des gènes, qui va entraîner une

modification du métabolisme de la bactérie en réponse à une situation défavorable à sa croissance.

Une telle régulation implique que les ancêtres de la bactérie aient déjà été confrontés à ce type de

situation défavorable et que des mécanismes de régulation du métabolisme adaptés aient été

sélectionnés. La modification du taux de mutation du génome peut également aboutir à une

adaptation. Les bactéries peuvent passer par un état qualifié de mutateur, état durant lequel le taux

de mutation est fortement augmenté. Cet état va générer des génotypes et des phénotypes alternatifs

et ainsi favoriser l'émergence d'un polymorphisme génétique au sein d'une population bactérienne

(Arjan et al., 1999). Cet état, en augmentant la fréquence de mutation, augmente ainsi la probabilité

d'adaptation par sélection d'une mutation favorable, c'est-à-dire d'une mutation qui va conférer un

avantage adaptatif, dans une situation donnée, au variant génotypique qui la porte. Par exemple, il a

été montré que chez Escherichia coli, des souches mutatrices étaient plus compétitives qu'une

souche sauvage pour coloniser un nouvel environnement tel qu'un intestin de jeune souriceau

(Giraud et al., 2001). Un phénotype mutateur peut donc être favorisé lors de la colonisation de

nouveaux environnements. Cependant, malgré l'avantage adaptatif apporté par une augmentation du

taux de mutation, la mise en place d'un état mutateur ne peut être que transitoire, du fait de

l'augmentation du taux de mutations défavorables et donc d'un fardeau génétique très élevé pour la

population bactérienne. Ainsi, de nombreux auteurs s'accordent à dire que dans des conditions

permettant une croissance exponentielle, les mécanismes de contrôle de l'information génétique

tendent à maintenir un taux de mutation le plus faible possible (Drake, 1991; Taddei et al., 1997a;

Taddei et al., 1997b). Il existe ainsi une balance au sein d'une population entre maintenir un fardeau

génétique faible et donc un taux de mutation faible et présenter une probabilité forte d'émergence

1



d'une mutation adaptative résultant d'un taux de mutation élevé (Radman et al., 2000).

De nombreux facteurs peuvent entraîner une variation du taux de mutation. Ces facteurs

peuvent être génétiques, par exemple lorsqu'un gène intervenant dans les fonctions de réparation de

l'ADN est muté, ou environnementaux.

Au travers de l'étude d'un organisme bactérien complexe, Streptomyces, notre objectif a

consisté à tenter de mettre en évidence l'influence de facteurs environnementaux, ainsi que des

mécanismes moléculaires potentiellement impliqués, sur le taux de mutation et donc sur

l'adaptation à des conditions défavorables de croissance. Ainsi, cette introduction sera axée sur les

mécanismes influençant l'intégrité de la séquence nuc1éotidique. Dans une première partie seront

présentés les systèmes contrôlant l'intégrité de la séquence d'ADN. Ces systèmes sont

principalement actifs en phase exponentielle de croissance. Par contre, les facteurs génétiques et

environnementaux présentés dans les parties 2 et 3 de cette introduction vont tendre à modifier la

mutabilité du génome, cette modulation du taux de mutation pouvant avoir de nombreuses

conséquences, notamment en termes d'adaptation et de survie des populations bactériennes.

1 Mécanismes permettant le maintien de l'intégrité de l'information

génétique

1.1 L'utilisation de polymérases « error-free » : fidélité de la réplication

Selon leur fidélité vis-à-vis de la réplication de l'ADN, 2 types de polymérases sont

distingués dans le monde bactérien: les polymérases « error-free» et les polymérases « error

prone ». L'étude de mutants pour ces différentes polymérases a montré qu'en conditions optimales

de croissance, ce sont les polymérases « error-free» qui sont préférentiellement utilisées,

notamment la polymérase III (Komberg and Baker, 1992).

1.1.1 La polymérase polnI

1.1.1.1 Chez E. coli

C'est la polymérase utilisée pour la réplication du chromosome d'E. coli (Kelman and
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O'Donnell, 1995). Elle est constituée d'au moins 10 polypeptides différents (Tableau 1).

Tableau 1 : Liste des sous-unités formant le complexe polymérasique III d'E. coli. Les gènes codant chacune des

sous-unités et les fonctions associées sont indiqués.

Sous-unité Gène Rôle

a dnaE Polymérase 5' -3'

E dnaQ Exonucléase 3'-5'

El holE Stabilise E

or dnaX ATPase

y dnaX ATPase

8 holA Interaction avec ~

8' holB Stimule y

X holC Interaction avec SSB

\fi holD Liaison à X

Facteur de processivité

~2 dnaN (sous forme
homodimérique)

L'holoenzyme est formée de 2 molécules « core» constituées des sous-unités a, c et e, ces 2

molécules étant reliées par un dimère de la sous-unité T (Figure 1). Chaque «core» de

l'holoenzyme contient un facteur homodimérique ~2 permettant la liaison à l'ADN et ainsi une forte

processivité. Le complexe DnaX, formé des sous-unités y, 8, 8', X, \jf et du dimère T, permet

l'interaction avec des molécules essentielles comme l'ATP, l'hélicase DnaB ou les protéines SSB.

La sous-unité 8 permet également le détachement ou le rattachement du complexe polymérasique en

interagissant avec le facteur ~2, influençant par conséquent la processivité (Johnson and O'Donnell,

2005; McHenry, 2003).
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Complexe
DnaX

Figure 1 : Modèle structural montrant les sous-unités composant J'holoenzyme Pollll et les principaux contacts

protéine-protéine. Les sous-unités dans le rectangle jaune sont celles qui composent le complexe DnaX. Les

oVilies verls représentent les « core-enzymes». L'anneau rouge représente le facteur de processivité ~2 lié à a,

mais qUJ peut également interagir avec 8 (d'après Mc Henry, 2003).

La haute fidélité de la réplication des polymérases « enor-free» s'explique par le fait qu'elles

commettent très peu d'erreurs d'incorporation des bases et qu'elles sont capables de relecture. Chez

la polymérase polJII, ces activité: dépendent des sous-unités a. et E. La sous-unité a. possède

l'activité polymérase 5' -3' et permet l'incorporation des nucléotides corrects alors que la sous-unité

ê possède l'activité exonucJéase 3'-5' et penl1et donc l'excision des nucléotides mal appariés

(Lehtinen and Penino, 2004). Le rôle de la sous-unité e est encore peu connu (Studwell-Vaughan

and Q'Donn Il,1993). Slater el al. (1994) ont montré que le taux de mutants spontanés résistants à

la rifampicine et à l'acide nalidixique d'une souche délétée du gène holE n'était pas différent de

celui d'une souche sauvage, suggérant d'une part que cette sous-unité 11' est pas essentielle

puisqu'un mutant délété du gène haIE est viable et d'autre part que le taux de mutation est peu ou

pas affecté chez un tel mutant. Cependant, des travaux récents ont montré que la sous-unité 8

pourrait quand même jouer un rôle dans la fidélité de la réplication en stabilisant la sous-unité E, qui

serait beaucoup plus instable en absence de e (Taft-Benz and Schaaper, 2004). Contrairement aux

expériences de Slater el al., ces études ont été réalisées chez une souche rnutL- déficiente dans la

réparation post-réplicative, ce qui a pennis d'observer de façon plus directe les erreurs lors du

processus de réplication. Il a ainsi été montré que chez cette souche rnutL- LJholE le taux de

substitutions et dc mutations frameshift était augmenté d'un facteur 2 à 4 par rapport à une souche

mulr holE+.
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1.1.1.2 Chez les Gram positives

Il a été détecté dans la plupart des bactéries à coloration Gram positive, telles que

Bacillus subtilis, Clostridium, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus,

Streptococcus pyogenes, Mycoplasma genitalium, Mycobacterium ou Streptomyces coelicolor, 2

copies de gènes très homologues à ceux codant la sous-unité a de la polyrnérase polnI d'E. coli: il

s'agit des gènes dnaE et polC (Bruck et al., 2003; Dervyn et al., 2001; Flett et al., 1999; Foster et

al., 2003; Inoue et al., 2001). La protéine DnaE est l'homologue de la sous-unité a des bactéries à

coloration Gram négative alors que la protéine PolC est spécifique des bactéries à coloration Gram

positive. Les auteurs proposent qu'un événement de duplication du gène pole se serait produit

avant la divergence entre bactéries à coloration Gram positive et bactéries à coloration Gram

négative et que l'une des 2 copies ait ensuite était perdue dans la lignée des bactéries à coloration

Gram négative (Koonin and Bork, 1996). Il a été montré que ces copies sont toutes les deux

indispensables à la viabilité chez de nombreuses espèces bactériennes telles que

Staphylococcus aureus, les Bacillus et les Clostridium ou Thermotoga maritima et qu'elles

interviennent dans la réplication. Par exemple, l'étude de mutants à réplication thermosensible de

Staphylococcus aureus a montré que la viabilité était réduite chez le simple mutant polC et chez le

simple mutant dnaE à température non permissive (Inoue et al., 2001). Dervyn et al (2001) ont

tenté d'inactiver le gène dnaE de B. subtilis en utilisant un plasmide insertionnel, le caractère

essentiel du gène polC ayant déjà été démontré. Ils n'ont jamais obtenu de mutants alors que cette

technique d'inactivation fonctionnait pour d'autres gènes, suggérant que l'inactivation du gène

dnaE était létale. Il a été proposé que chaque copie de ce gène réplique un des brins d'ADN.

Cependant, alors que PolC possède les 2 activités polymérase 5'-3' et exonuc1éase 3'-5', DnaE ne

présente pas cette dernière activité et semble ne pas se complexer à une sous-unité de genre E,

comme c'est le cas chez E. coli (Bruck et al., 2003). De ce fait, elle serait plutôt classée dans les

polyrnérases «error-prone» et constituerait le premier exemple de polymérase «error-prone»

indispensable à la viabilité.

1.1.2 La polymérase polI

Polymérase la plus conservée dans le monde bactérien, elle est présente dans des espèces

vivant dans des environnements très différents et appartenant à des groupes très éloignés

phylogénétiquement (Deinococcus radiodurans (résistante à la radioactivité), Thermus aquaticus
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(isolée des sources d'eau chaude), E. coli (bactérie intestinale) ou Chlamydia trachomatis (parasite

intracellulaire obligatoire)). Il est ainsi possible de complémenter l'effet létal de la délétion dans un

organisme de l'activité de polI en introduisant la protéine polI d'un autre organisme. Ceci suggère

une très forte conservation de la fonction de la polymérase polI chez nombre de procaryotes, en

dépit d'une relativement faible conservation de sa séquence protéique. En effet, seuls 3 motifs

seraient très conservés et très peu d'acides aminés (moins de 10) auraient réellement un rôle dans la

liaison et l'incorporation des nucléotides (Pate! et al., 2001). Ces motifs et nucléotides sont

importants pour la structuration tridimensionnelle de la protéine et donc pour sa fonctionnalité.

Ainsi, la superposition des structures tridimensionnelles de différentes polymérases polI d'espèces

bactériennes phylogénétiquement éloignées (T. aquaticus, E. coli, Bacil/us et bactériophage T7)

révèle une structuration, notamment au niveau des hélices-a et des feuillets-~, quasi-identique.

1.1.2.1 Chez E. coli

Chez E. coli, organisme bactérien le mieux étudié, c'est la polymérase la plus abondante dans

les cellules. Protéine d'environ 1000 acides aminés, elle possède 3 fonctions enzymatiques: une

activité polymérase 5'-3', une activité exonucléase 3'-5' (ces 2 activités forment le domaine

Klenow) et une activité exonucléase 5'-3' (Nagata et al., 2002; Patel et al., 2001). Contrairement à

la polymérase polIII, la polymérase polI d'E. coli jouerait plus un rôle dans la réparation que dans la

réplication, dans laquelle elle n'intervient que pour combler les interstices lors de la maturation des

fragments d'ükasaki (Olivera and Bonhoeffer, 1974). Elle est notamment capable d'exciser les

lésions de type dimères de thymines, 8-oxo-guanine et 4-méthyl-adénine (Pate! et al., 2001).

Ce rôle dans le maintien de l'intégrité du génome ne se cantonne pas à cette activité de

réparation. En effet, récemment, un rôle supplémentaire a été attribué à la polymérase polI.

L'analyse d'un mutant d'E. coli déficient pour cette enzyme a montré que la polymérase polI

intervenait dans la terminaison de la réplication du chromosome circulaire d'E. coli, comme le fait

la protéine Tus. La protéine Tus détermine la région de terminaison de la réplication par la

polymérase poIlU en agissant avec les sites «ter ». Ces sites sont polarisés et la fourche de

réplication est bloquée avec une orientation spécifique par interaction de la protéine Tus avec

l'hélicase DnaB. Chez le mutant polA d'E. coli, comme chez le mutant déficient pour la protéine

Tus, une surproduction d'ADN est observée, suggérant un dysfonctionnement des fonctions de

terminaison de la réplication (Markovitz, 2005). Ce rôle dans la terminaison de la réplication permet

d'éviter les réarrangements génomiques qui se déroulent lorsque la réplication ne peut être achevée

et permet donc le maintien de l'information génétique.
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1.1.2.2 Chez Streptomyces coelicolor

Streptomyces, orgamsme sur lequel notre étude s'est portée, appartient au groupe des

bactéries à coloration Gram positive à haut pourcentage en bases GC et présente un chromosome

linéaire. Au centre de ce chromosome se situe une origine de réplication qui fonctionne de manière

bidirectionnelle et définit 2 bras chromosomiques. La linéarité du chromosome nécessite

l'intervention d'un complexe télomérique, contenant les protéines Tpg et Tap, pour répliquer les

extrémités du chromosome. L'étude du complexe télomérique de S. coelicolor a permis de mettre

en évidence un rôle supplémentaire de la polymérase polI chez cette espèce, en plus des activités de

réparation et de réplication. Des analyses de ce complexe ont montré qu'il contenait également la

polymérase polI (PolA) et la topoisomérase 1 (TopA) et que ces 2 enzymes présentaient une activité

transcriptase inverse permettant la réplication terminale du chromosome (Bao and Cohen, 2004). Le

chromosome des Streptomyces est sujet à de fréquents réarrangements au niveau de ses extrémités,

réarrangements pouvant mener à la circularisation du chromosome. Or, il a été montré que dans le

cas de la réplication d'un chromosome circulaire, les protéines Tpg et Tap sont dispensables, alors

les protéines PolA et TopA ne le sont pas, montrant leur rôle essentiel dans la terminaison de la

réplication d'un chromosome de structure linéaire ou circulaire.

1.1.3 Conclusion

Ainsi, le maintien de l'intégrité de la séquence nucléotidique au cours du processus de

réplication est facilité par l'intervention d'une seule enzyme possédant 2 fonctions enzymatiques

complémentaires: l'activité polymérase 5'-3', permettant l'incorporation correcte des nucléotides

pendant la réplication, et l'activité exonucléase, permettant l'excision d'un nucléotide s'il a été mal

incorporé. A l'issue du processus de réplication, le taux de mutation engendré est faible, de l'ordre

de 10-8 par paire de bases appariées.
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1.2 La réparation post-répUcative

1.2.1 Présentation de ces systèmes chez E. coli et Streptococcus pneumoniae

S'il reste des erreurs après le processus de réplication, un système de réparation post-réplicatif

des mésappariements se met en place. Chez E. coli, il s'agit du système MMR (pour Methyl

directed Mismatch Repair). Ce système fait intervenir 4 protéines essentielles: la protéine Dam, qui

méthyle l'ADN au niveau des adénosines des séquences GATC, la protéine MutS, qui reconnaît et

se lie au mésappariement, la protéine MutL, qui grâce à de l'ATP et à MutS activerait MutH,

endonucléase qui clive le brin d'ADN au niveau du mésappariement (Figure 2). MutH recruterait

également l'hélicase UvrD et une exonucléase qui dégrade le brin sur lequel se situe le

mésappariement. Enfin, la polymérase polIn resynthétise le brin dégradé, aidée des protéines SSB

et DNA ligase.

Chez Streptococcus pneumoniae, un système très homologue au système MMR d'E. coli a été

identifié. Il s'agit du système Hex. Les 2 principales protéines intervenant dans ce système sont les

protéines HexA et HexB. HexA est très homologue à la protéine MutS d'E. coli et de

Salmonella typhimurium, suggérant qu'elles dériveraient d'un ancêtre commun aux Streptocoques

(Gram positive) et aux entérobactéries (Gram négative) (Haber et al., 1988; Priebe et al., 1988). De

même, HexB est très homologue à la protéine MutL d'E. coli et de S. typhimurium et à la protéine

PMS 1 de Saccharomyces cerevisiae (Prudhomme et al., 1989).

1.2.1.1 Contrôle du taux de mutation par reconnaissance du brin

néosynthétisé

Le système MMRjoue un rôle essentiel dans la réparation post-réplicative, grâce à sa capacité

de reconnaissance du brin néosynthétisé. En effet, un système incapable de discriminer les 2 brins

mais capable de localiser un mésappariement, va réparer l'un ou l'autre brin de façon aléatoire.

Ainsi, statistiquement, dans 50 % des cas, une mutation va être fixée, si la correction se fait sur le

brin parental. Chez E. coli, l'intervention de la protéine Dam permet au système MMR de réduire

fortement le taux de mutation. Lors de la réplication, le brin néosynthétisé n'est pas méthylé

directement et il existe un laps de temps durant lequell'hétéroduplex est sous forme hémiméthylée.

C'est grâce à cette hémiméthylation que les protéines MutHLS vont pouvoir discriminer le brin fils
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et réparer en prés rvant la séquence du brin parental. Une fois la réparation achevée, la protéine

Dam méthyle le brin néosynthétisé, le rendant réfractaire à de futures actions du système MMR

(figure 2).
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Figure 2 : Modèle représentant le fonctionnement du système MMR chez E coli (i) Mésappariement entre une

guanosine (G) et une thymidine (1') (ii) Liaison de MutS sous forme d'homodimère. (iii) Assemblage du complexe

multiprotéique contenant MulS, MutL et MulR mouvemenl de l'ADN dans le sens des flèches gràce à l'hydrolyse de

molécules d'ATP et clivage du brin non mélhylé par MulH. Civ) Le brin clivé est dégradé par une exonucléase, j'autre

brin élant protégé par des protéines Ssb. (v) La polymérase III (Pol-III holo) resynthétise le brin dégradé el la DNA

ligase lie les extrémités. (vi) Le processus s'achève par la méthyJation du brin néosynthétisé (d'après Jiricny, 1998).

Malgré la grande homologie entre le système Hex et le système MMR, le mode de

discrimination du brin à réparer n'est pas le même. Le système Hex n'est pas dirigé par la

méthylation, mais par la reconnaissance de cassures simple brin dans l'ADN. Le système Hex

recOlmaÎt un mésappariement et, afin de déterminer quel est le brin à réparer, il recherche la

prés nce d'une extrémité simple brin qui identifierait le brin naissant lors de la réplication ou

l'AD donneur lors d'une transformation (Prudhomme el al., 1989). Le système Hex est moins

efficace que le système MMR car il recherche sur la totalité du brin naissant ou du brin donneur la

pré nce de cassure simple brin afin de les discriminer puis de corriger le brin correct, alors que
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256 pb en moyenne sont suffisants au système MMR d'E. coli pour détecter une méthylation ou une

absence de méthylation et discriminer le brin d'ADN à réparer (Majewski et al., 2000).

1.2.1.2 Contrôle du taux de mutation par inhibition de la recombinaison

homéologue

Chez E. coli, en plus de sa fonction de réparation post-réplicative, le système MMR constitue

une barrière à la recombinaison homéologue, notamment en inhibant RecA, protéine nécessaire aux

événements de recombinaison (Calmann et al., 2005a; Calmann et al., 2005b; Schofield and Hsieh,

2003). Ceci permet non seulement de préserver l'architecture du génome en inhibant les grands

réarrangements chromosomiques tels que translocations ou délétions, dus à des événements de

recombinaison entre des régions du génome présentant un degré relativement fort d'homologie,

mais également les remplacements de gènes lors d'événements de transfert horizontal. Ainsi, le

système MMR inhibe d'un facteur 1000 la recombinaison entre des fragments d'ADN de

S. typhimurium et E. coli, espèces dont l'ancêtre commun est estimé à 150 millions d'années et

présentant 80 % d'homologie, lors d'expériences de conjugaison. Il permet ainsi de maintenir une

barrière génétique entre espèces qui ont récemment divergé et constitue un frein aux événements de

transfert horizontal. Le système MMR contribue ainsi non seulement au maintien de l'intégrité de

l'information génétique d'une espèce mais participe également à la spéciation (Rayssiguier et al.,

1989).

Le système Hex joue également un rôle de barrière génétique en interférant avec la

recombinaison. Son efficacité est plus faible que le système MMR d'E. coli mais plus importante

que celui de B. subtilis, qui n'a qu'un rôle marginal dans la prévention de la recombinaison

homéologue. Ce rôle minime peut être expliqué par le fait que B. subtilis n'est compétent, donc

susceptible d'acquérir de l'ADN étranger, que lors d'une limitation en nutriments et que dans ces

conditions, les protéines du système MMR sont dégradées. Chez S. pneumoniae, la compétence ne

nécessite pas une carence nutritive et les protéines du système Hex ne sont donc pas dégradées et

restent aptes à prévenir la recombinaison homéologue (Majewski et al., 2000). Enfin, la moins

bonne efficacité du système Hex par rapport au système MMR d'E. coli pourrait s'expliquer par le

fait qu'il sature beaucoup plus rapidement que le système MMR. Ainsi, plus l'identité est faible

entre ADN donneur et ADN receveur, plus le système Rex devient rapidement saturé et plus le

nombre d'événements de recombinaison homéologue est important (Humbert et al., 1995).
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1.2.2 Distribution de ces systèmes de réparation

Les protéines de ce type de système de réparation post-réplicative sont très conservées dans le

monde du vivant. Elles sont présentes autant chez les bactéries, comme T. aquaticus ou E. coli, que

chez les mammifères comme la souris ou l'homme, les levures, comme Schizosaccharomyces

pombe, les invertébrés, comme Caenorhabditis elegans, les insectes, comme Drosophila

melanogaster ou encore les plantes, telles que Arabidopsis thaliana (Harfe and Jinks-Robertson,

2000). Un homologue à la protéine MutS a également été détecté dans les 3 archéobactéries dont le

génome a entièrement été séquencé (Eisen, 1998). Chez la levure S. cerevisiae, par exemple, 6

homologues à mutS et 4 à mutL ont été identifiés. Contrairement aux procaryotes, les homologues

aux protéines MutH, MutL et MutS des eucaryotes agiraient sous forme d'hétérodimères et non

sous forme d'homodimères. Cette forte conservation au travers d'organismes si variés montre le

rôle prépondérant du système de réparation post-réplicative dans la réparation de l'ADN (Hsieh,

2001).

1.2.3 Conclusion

Ainsi, le taux de mutation spontanée dans l'ADN est inférieur à 10-8 voire 10-10 par paire de

bases répliquée, ceci grâce à l'intervention de 3 mécanismes: la discrimination des nucléotides

corrects et incorrects par l'ADN polymérase avant leur incorporation, l'excision des nucléotides

incorrects nouvellement incorporés grâce à l'activité exonucléase de la polymérase, la

reconnaissance et la réparation des mésappariements résiduels par le système MMR (Tago et al.,

2005). Le taux de mutation observé reflète donc l'équilibre entre le nombre d'erreurs et le nombre

de celles qui ont été corrigées, ou mal corrigées.

1.3 Les protéines de réparation des lésions hors processus de réplication

1.3.1 Réparation des modifications de bases

La forte réactivité chimique des bases de l'ADN fait qu'elles sont sujettes à de fréquentes

modifications, telles que des alkylations, des oxydations ou des désaminations. La formation de

sites abasiques est également un événement qui peut affecter la séquence protéique. Des gènes
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codant des protéines permettant la réparation des modifications de l'information génétique qui se

déroulent en dehors de tout processus de réplication ont été sélectionnés.

Chez E. coli, plusieurs enzymes interviennent dans la réparation des alkylations, dont 2 DNA

glycosylases de la famille des DNA-glycosylases à motifhélice-coude-hélice : la 3-méthyl-adénine

DNA Glycosylase II ou AlkA, qui élimine les bases alkylées de type 3-méthyl-adénine, 3-méthyl

guanine et autres en coupant la liaison glycosidique Cl'-N et la 3-méthyl-adénine DNA

Glycosylase 1 ou Tag, qui, contrairement à AlkA, a une expression constitutive et non inductible et

qui élimine quasi-exclusivement les bases 3-méthyl-adénine (Bjelland et al., 1993; Eichman et al.,

2003; Hollis et al., 2000; O'Brien and Ellenberger, 2004). La rupture de la liaison glycosidique

provoque l'apparition temporaire d'un site abasique avant incorporation de la base correcte

(Figure 3).

NH2

AlkA 1
H CH3le

DNA-O

OH

m3A
DNA-O Site AP

Figure 3 : AlkA catalyse l'hydrolyse de la liaison glycosidique liant la 3-méthy1-adénine (m3A) au squelette d'ADN.

Le site abasique (Site AP) résultant est ensuite remplacé par le nucléotide correct (d'après Labahn et al., 1996).

La protéine Ada, quant à elle, intervient dans le déméthylation des bases 06-méthyl-guanine

par transfert du groupement méthyl sur deux de ses Cystéines internes (Dinglay et al., 2000). Une

fois méthylée, la protéine Ada est définitivement inactivée, rendant ce moyen de réparation des

alkylations vite saturable (Moore et al., 1994). Enfin, le gène alkB, situé dans l'opéron ada-alkB, est

transcrit à partir du promoteur situé en amont du gène ada et code la protéine AlkB. Celle-ci

jouerait un rôle, comme AlkA, dans la réparation des alkylations, mais plus particulièrement sur

l'ADN simple brin (Dinglay et al., 2000). Les protéines AlkA, Ada et AlkB sont très conservées
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chez de nombreux organismes, des bactéries à l'homme, montrant leur rôle important dans la

réparation des lésions spontanées de l'ADN.

Une des autres modifications de bases est la désamination spontanée, qui provoque la

modification des adénines en hypoxanthines, des guanines en xanthines et des cytosines en uraciles,

ce dernier événement étant le plus fréquent et provoquant une mutation de type transition puisque

un uracile s'apparie à une adénine. L'uracile N-glycosylase (ou Ung) et l'hypoxanthine N

glycosylase coupent la liaison N-glucosidique entre la base et le désoxyribose, laissant

temporairement un site abasique (Seeberg et al., 1995; Wong et al., 2002).

Que ce soit dans la réparation des événements d'alkylations ou de désaminations, une des

étapes consiste en la formation d'un site abasique devant être réparé. La réparation des sites

abasiques se fait chez E. coli grâce à l'intervention des endonucléases ExoIII (codée par xth) et

EndoIV (codée par nlo), qui clivent en 5' du site abasique, d'enzymes AP-lyases, qui clivent en 3',

puis la polymérase polI et la ligase achèvent le processus de réparation (Seeberg et al., 1995).

Enfin, la formation de dimères de thymine est une lésion fréquente dans l'ADN. La

photolyase, réactive à la lumière, intervient dans la dissociation de ces dimères (Kao et al., 2005).

De même, l'endonucléase UvrABC reconnaît la déformation due à la présence de 2 thymines

dimérisées et coupe l'ADN à ce niveau (Hsu et al., 1995). L'intervention de l'hélicase UvrD, de la

polymérase polI et de la ligase permet de réparer totalement la lésion.

1.3.2 Réparation des lésions causées par les espèces oxygène réactives (ROS)

Les ROS (Reactive Oxygen Species) sont des produits naturellement issus du métabolisme

cellulaire aérobie qui endommagent d'ADN. La lésion la plus fréquemment rencontrée est la

présence de 8-oxo-7,8-dihydro-2'-dGTP (ou 8-oxo-G). Un certain nombre de systèmes permet la

réparation de ces lésions afin de prévenir l'apparition d'événements de mutation de type

transversion. En effet, le 8-oxo-Gest capable de s'associer à une cytosine ou une adénine. Dans ce

deuxième cas, une mutation de type transversion pourra apparaître puisqu'à la prochaine

réplication, cette adénine s'associera à une thymine au lieu d'une guanine.

Le système GO est composé d'au moins 3 protéines essentielles: MutT, MutY et MutM

(Michaels and Miller, 1992). La présence dans le pool nucléotidique de 8-oxo-G comme substrat
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pour l'ADN polymérase polIIl, au même titre que les 4 autres nucléotides normalement incorporés,

va provoquer son incorporation indifféremment en face d'une cytosine ou d'une adénine et pourra

être à l'origine d'une transversion. MutT est une 8-oxo-GTPase qui prévient l'incorporation de 8

oxo-G dans l'ADN en hydrolysant le 8-oxo-dGTP en 8-oxo-dGMP, qui n'est plus un substrat pour

la synthèse d'ADN. MutT est également capable d'hydrolyser le 8-oxo-rGTP, avec la même

efficacité que le 8-oxo-dGTP, et prévient ainsi son incorporation lors de la synthèse d'ARN,

assurant donc également une fonction dans la fidélité de la transcription (Shimokawa et al., 2000;

Taddei et al., 1997a). MutT est retrouvée chez de nombreux organismes, des bactéries aux hommes,

ce qui montre l'importance de son rôle dans le processus de maintien de l'information génétique.

MutY est une DNA-glycosylase de la famille des DNA-glycosylases à motif hélice-coude

hélice (Huffman et al., 2005). Elle reconnaît les mésappariements 8-oxo-G: adénine et excise

l'adénine en laissant un site abasique, au niveau duquel va être incorporé une cytosine (Fromme et

al., 2004; McCann and Berti, 2003). Elle est également capable de reconnaître les mésappariements

8-oxo-G : guanine, empêchant la formation de transversions guanine: cytosine en

cytosine: guanine (Zhang et al., 1998).

MutM (ou Fpg) possède 2 activités enzymatiques: DNA-glycosylase (de la famille hélice

2 tours-hélice) et AP-lyase (Huffman et al., 2005; Lee and Chung, 2003). Elle reconnaît les

mésappariements 8-oxo-G: cytosine et excise le 8-oxo-G, à la place duquel va être incorporé une

guanine (Fromme and Verdine, 2003). La protéine MutM prévient également les événements de

recombinaison non homologue, événements stimulés par des agents oxydants tels que le peroxyde

d'hydrogène (Onda et al., 1999; Ouchane et al., 1997).

Ainsi, l'excision d'un 8-oxo-G et le retour à la séquence nuc1éotidique correcte va être le

résultat de l'intervention de MutY dans un premier temps, afin de restaurer la cytosine sur un brin,

puis de MutM, afin de restaurer la guanine sur l'autre brin.
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2 Facteurs endogènes augmentant la mutabilité

2.1 Notion de gènes mutateurs

2.1.1 Définition

Un gène mutateur est un gène dont la mutation ou la variation d'expression provoque une

forte augmentation du taux de mutation dans la cellule, qui entre dans un état

qualifié d'« hypermutable ». S'il s'agit d'une mutation dans un gène mutateur, l'état mutateur est

héréditaire; s'il s'agit d'une variation d'expression, l'état mutateur est transitoire. Par exemple, une

mutation dans l'un des gènes intervenant dans les mécanismes de maintien de l'intégrité de la

séquence nucléotidique présentés ci-dessus, c'est-à-dire dont la fonction normale est d'éviter les

erreurs et de maintenir un taux de mutation le plus faible possible, va engendrer une augmentation

héréditaire du taux de mutation dans la cellule.

2.1.2 Mutation dans les gènes des systèmes de maintien de l'information

génétique

2.1.2.1 Mutation ou variation d'expression des gènes du système MMR

Chez E. coli, la mutation dans un des gènes mutH, mutS, mutL ou dam, intervenant dans le

système de réparation MMR, provoque une augmentation du taux de mutation dans la cellule.

Ainsi, dans un contexte dam-, aucun des 2 brins n'est méthylé et le système MMR ne peut

discriminer le brin nouvellement synthétisé. La réparation d'un mésappariement se fera donc de

façon aléatoire en faveur du brin parental ou du brin néosynthétisé, conduisant dans le deuxième cas

à la fixation de la mutation.

Des souches déficientes dans un des gènes mutS, mutH ou mutL présentent des taux de

mutation très élevés (l00 à 1000 fois supérieurs à une souche sauvage). L'analyse du type de

mutations engendrées révèle un pattern similaire pour les 3 mutants, montrant qu'ils appartiennent à

un seul et même système de réparation. Les mutations les plus fréquemment observées chez ces

mutants dépourvus d'un système MMR actif sont des substitutions (75 %) et des délétions d'une
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base (25 %). Parmi les événements de substitutions, la très grande majorité (96-97 %) consiste en

des mutations de type transition (Leong et al., 1986; Schaaper and Dunn, 1987). D'autre part, il a

été montré que le système MMR n'était pas exprimé de façon constitutive, mais qu'il était modulé

par l'état physiologique de la cellule. Ainsi, le taux de protéines MutS et MutH diminue en phase

stationnaire alors que le taux de la protéine MutL reste constant même après plusieurs jours de

phase stationnaire (Feng et al., 1996). Les mutations qui apparaissent en phase stationnaire

présentent un spectre similaire à celui observé chez des souches déficientes pour le système MMR,

montrant le lien entre baisse du taux des protéines du système MMR lors de l'entrée en phase

stationnaire et accumulation de mutations (Harris et al., 1999). Cependant l'implication exclusive

du système MMR dans la formation de mutations de phase stationnaire, dont les mutations

adaptatives, reste au centre des discussions scientifiques (Foster, 1999; Harris et al., 1999). Il a été

montré très récemment chez Pseudomonas putida que le taux de substitution était supérieur dans

une souche déficiente dans le système MMR que dans une souche sauvage en phase stationnaire et

que le spectre de substitutions observé dans ces 2 conditions était distinct, suggérant l'implication

d'autres mécanismes que le système MMR dans l'apparition de mutations de phase stationnaire

chez cette espèce (Saumaa et al., 2006).

Enfin, des souches déficientes pour les protéines MutS ou MutL présentent un taux de

recombinaison homéologue plus élevé qu'une souche sauvage, ce qui se traduit par exemple par des

événements de recombinaison interspécifique entre S. typhimurium et E. coli (Funchain et al., 2001;

Rayssiguier et al., 1989; Stambuk and Radman, 1998).

La survie des cellules est donc fortement dépendante d'un système de réparation de type

MMR, qui permet le maintien d'un faible taux de mutation. Un exemple récent découvert chez

l'Homme permet d'illustrer l'importance de ce système. Il a été observé lors de l'infection par la

bactérie Helicobacter pylori des tissus gastriques d'un homme, une accumulation de MSI (pour

MicroSatellite Instability) au niveau de l'ADN des cellules humaines, consistant en une

augmentation du nombre de répétitions d'une séquence répétée, caractéristique de cellules

déficientes pour le système de type MMR. Il a ainsi été proposé que H pylori inhiberait le système

de réparation post-réplicative de son hôte, provoquant une augmentation du taux de mutation. Ceci

a pour conséquence l'augmentation du risque de développement d'un cancer gastrique suite à

l'infection (Park et al., 2005).
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2.1.2.2 Mutation dans les gènes codant les sous-unités de polymérases:

exemple de dnaE, dnaQ, dnaX et polA

Des mutations dans le gène dnaE, qui code la sous-unité Œ de la polymérase polUI, peuvent

avoir un effet mutateur, en augmentant la fréquence d'incorporation de nucléotides incorrects suite

à une baisse du discernement entre nucléotides corrects et incorrects par la sous-unité Œ.

Paradoxalement, des mutations dans ce gène peuvent avoir l'effet inverse, à savoir un effet

antimutateur (Fijalkowska and Schaaper, 1995; OlIer and Schaaper, 1994). Quatre hypothèses ont

été proposées pour expliquer cet effet antimutateur: un meilleur discernement des nucléotides à

incorporer, une meilleure relecture par la sous-unité E par modification de la communication entre

ces 2 sous-unités, une vitesse de synthèse plus lente laissant plus de temps pour la relecture et la

correction ou une dissociation de l'ADN polymérase. Un double mutant dnaE antimutateur et dnaQ

(substitution d'un acide aminé entraînant une activité exonucléase de 2 % par rapport à une souche

sauvage) présente toujours un phénotype antimutateur, montrant que la sous-unité E n'intervient pas

dans l'effet observé. La répartition des mutations à effet antimutateur tout au long du gène dnaE

hors des motifs conservés et l'apparition plus fréquence de souches antimutatrices que de souches

mutatrices ont conduit les auteurs à rejeter l'hypothèse selon laquelle le discernement des mutants

antimutateurs serait meilleur. L'hypothèse retenue par les auteurs est donc celle impliquant une

dissociation de l'ADN polymérase (Figure 4). Après l'insertion d'un nucléotide, qu'il soit correct

ou incorrect, 3 voies sont possibles: l'extension (l'insertion du nucléotide suivant), la relecture

(activité exonucléase) ou la dissociation de la polymérase de l'extrémité 3'. Si le nucléotide inséré

est correct, le phénomène d'extension est majoritaire. Si un appariement incorrect est présent à

l'extrémité terminale, le phénomène d'extension diminue et celui de relecture augmente, pouvant

s'accompagner d'une dissociation complète ou partielle de la polymérase. Cette dissociation laisse

libre l'extrémité 3' comme substrat pour des exonucléases, avant la réassociation et la reprise de la

réplication. La polymérase antimutatrice présenterait la capacité de se dissocier plus facilement, ce

qui expliquerait le plus faible taux de mutation à l'issue du processus de réplication (Fijalkowska

and Schaaper, 1995).
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Figure 4: Modèle de l'action antimutatrice d'un allèle dnaE. Les ovales représentent la polymérase placée au niveau

d'un mésappariement terminal adénine (A): adénine (A). Les ovales en pointillés représentent les polymérases

antimutatrices. Les différentes épaisseurs de flèches sont employées pour illustrer les variations dans l'importance

relative des voies indiquées: plus les flèches sont épaisses, plus la voie concernée est utilisée. La dissociation

partielle (ou glissement arrière) de l'enzyme est indiquée mais n'est qu'hypothétique. L'exonuc1éase représente

l'action d'une exonuc1éase 3' aspécifique capable de dégrader l'extrémité 3' (d'après Fijalkowska and Schaaper,

1995).

Chez E. coli, des mutations dans le gène dnaQ, qui code la sous-unité 8 de l'ADN polymérase

responsable de l'activité exonucléase 3'-5', aboutissent à un phénotype mutateur ou antimutateur et

des mutants présentant une activité exonucléase de 32 à 155 % par rapport à une souche présentant

un allèle dnaQ sauvage ont été caractérisés (Lehtinen and Perrino, 2004). La partie N-terminale de

DnaQ présente l'activité exonucléase à proprement parler alors que la partie C-terminale permettrait

la liaison à la sous-unité u. Une mutation dans la partie N-terminale de DnaQ aboutit à un

phénotype mutateur expliqué par la baisse de la capacité de relecture par la sous-unité 8, mais une

mutation dans l'extrémité C-terminale provoque le même effet, malgré une activité exonucléase

intacte en N-terminaL Il a été proposé que l'intime liaison entre les sous-unités u et 8 de l'ADN

polymérase polIlI, établie grâce à l'extrémité C-terminale de DnaQ, soit indispensable à la relecture

correcte par DnaQ (Lehtinen and Perrino, 2004).

Enfin, il a récemment été proposé que certains ARN de transfert pourraient conférer un

phénotype mutateur en agissant sur la sous-unité 8 (Dorazi, 2003). Des premières observations ont
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révélé qu'une forte expreSSIOn de mutA, qui code un ARN de transfert, provoquait une

augmentation d'un facteur 10 du taux de mutation. L'hypothèse proposée était que cette

surexpression entraînait une mauvaise traduction de la sous-unité E. Une hypothèse alternative a par

la suite été proposée, après une analyse par comparaison de séquences: lors d'une carence en acides

aminés, le nombre d'ARN de transfert non chargés augmente et un certain nombre d'entre eux

(mutA, glyV61u
, alaV61U) sont complémentaires à la séquence située entre les 2 promoteurs de dnaQ.

Ils pourraient ainsi s'hybrider à l'ARN messager issu du promoteur Pl, à la manière d'ARN

antisens, à proximité du rbs, et empêcher la fixation du ribosome et l'initiation de la traduction de

dnaQ. Même si la traduction à partir de l'ARN messager issu du promoteur P2 n'est pas affectée, le

taux de sous-unité E est diminué dans la cellule ce qui provoque une augmentation du taux de

mutation dans la cellule. En effet, la polymérase polIIl peut se trouver sous 3 formes: la forme l,

« error-free », dans laquelle chaque monomère est associé à une sous-unité E ; la forme III, « error

prone », formée lorsque dnaQ est muté et E absent et la forme II, correspondant au cas décrit ci

dessus, dans laquelle la sous-unité E est limitante, ce qui conduit à un monomère « error-free» et un

monomère « error-prone» (Figure 5).

1 II III

Œ
1

« error-free » 50 % « error-free »
50 % « error-prone »

« error-prone »

Figure 5: Les 3 formes possibles du «core» de l'ADN polymérase III. Les sous-unités représentées sont Œ

(ovales blancs), E (ronds gris) et'"C (trapèzes gris) (d'après Dorazi, 2003).

Récemment, un phénotype mutateur a été associé à des mutations dans le gène dnaX, qui code

les sous-unités y et l' de la polymérase polIII (Pham et al., 2006). Sept mutations conduisant à une

augmentation du taux de mutation ont été identifiées dans ce gène. Dans chacun des cas, la sous

unité 't'est la sous-unité affectée, ce qui montre son rôle essentiel dans la fidélité de la réplication.

Le phénotype mutateur conféré par une sous-unité l' mutante consiste en une augmentation des

mutations de type transversions et frameshift -1.

Concernant la polymérase polI, codée par polA, Patel et al. (2001) proposent que 2 types de
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mutations pourraient réduire la fidélité de cette polymérase: une mutation qui stabiliserait la

conformation fermée et une mutation qui élargirait la poche hydrophobe, la rendant plus sujette à

des liaisons avec des nucléotides non complémentaires.

D'autre part, une mutation dans le domaine Klenow n'a pas la même conséquence d'un point

de vue mutationnel qu'une mutation dans le domaine exonucléase 5'-3' : il a été montré que dans le

premier cas, une augmentation des délétions et des frameshift -1 était observée alors que dans le

second, les mutations étaient plutôt de type duplication et frameshift +1 (Nagata et al., 2002; Tago

et al., 2005).

2.1.2.3 Mutation dans les gènes intervenant dans la recombinaison: exemples

de recG et recA

Une mutation dans un des gènes contrôlant les mécanismes de recombinaison pourra avoir un

effet mutateur. Par exemple, un mutant d'E. coli déficient pour la protéine RecG, hélicase

intervenant dans la dissociation des jonctions formées lors de la migration de la croix de Holliday,

présente une augmentation de la fréquence de réarrangements chromosomiques RecF-dépendants et

une augmentation de plusieurs centaines de fois par rapport à une souche sauvage du nombre

d'événements de type frameshift en phase stationnaire de croissance (Bichara et al., 2006; Horst et

al., 1999). De plus, l'inactivation du gène recG provoque l'induction du système SOS, au cours

duquel de nombreuses mutations sont produites, comme cela sera présenté plus loin (Lloyd and

Buckman, 1991). Enfin, le taux de protéines MutS et MutH est beaucoup plus faible dans un

contexte recG- que dans un contexte sauvage (Stambuk and Radman, 1998).

RecA est une protéine de liaison à l'ADN, indispensable au processus de recombinaison

homologue et à l'induction du système SOS. Pour induire le système SOS, RecA acquiert une

activité de protéase et devient RecA*. Cette induction provoque une augmentation très importante

du taux de mutation. Certaines mutations dans le gène recA provoque une expression constitutive de

la forme RecA* donc une expression permanente du régulon SOS, résultant en une augmentation de

la mutabilité globale dans le génome, notamment une hausse de 10 à 20 fois du nombre

d'événements de transversions guanine: cytosine en thymine: adénine et adénine: thymine en

thymine: adénine (Horst et al., 1999; Lavery and Kowalczykowski, 1992; Watanabe-Akanuma et

al., 1997).
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2.1.2.4 Mutation dans les gènes mutM, mutYou mutT

Des mutations dans un des gènes du système GO de réparation des 8-oxo-G aboutit également

à un phénotype mutateur. Un mutant déficient dans le gène mutT n'est plus capable d'hydrolyser la

8-oxo-G avant son incorporation dans l'ADN au cours du processus de réplication et le taux de

transversions adénine: thymine en cytosine: guanine est augmenté d'un facteur 1000 par rapport à

une souche sauvage (Taddei et al., 1997a). Un mutant dans les gènes mutYou mutM présente un

taux de transversions guanine : cytosine en thymine : adénine fortement augmenté par rapport à une

souche sauvage car il est incapable de corriger respectivement les mésappariements 8-oxo

G: adénine et les 8-oxo-G: cytosine (Fromme et al., 2004; Michaels et al., 1992). Cette

augmentation est encore plus importante chez le double mutant mutY mutM qui présente un taux de

mutation 25 à 75 fois plus élevé que les 2 simples mutants, chez lesquels une des 2 glycosylases

reste active (Michaels et al., 1992).

2.2 La transcription, source de mutation

Il a été montré que l'ADN sous forme simple brin est beaucoup plus sensible aux réactions

d'hydrolyse que ne l'est l'ADN double brin. La transcription, processus durant lequel le brin codant

est transitoirement sous forme simple brin, donc vulnérable, est de ce fait source de mutations.

Ainsi, des événements de transition cytosine : guanine en thymine: adénine sont fréquemment

observés sur le brin non transcrit (Beletskii and Bhagwat, 1996). La cytosine étant la base la plus

instable des 4, elle est fortement sujette à des événements de désamination lorsque l'ADN se trouve

sous forme simple brin et cette désamination provoque l'apparition d'un uracile, qui s'apparie

normalement à une adénine. Ce type de modification aboutit donc à une mutation de type transition

cytosine: guanine en thymine: adénine. Cette mutation n'est pas la seule qui affecte le brin non

transcrit lors du processus de transcription et des événements de transitions ou de transversions sont

observés à haute fréquence (Klapacz and Bhagwat, 2002).

D'autre part, plus un gène sera transcrit activement, plus le brin codant se trouvera longtemps

sous forme simple brin et plus les mutations pourront s'accumuler. Ainsi, il a été montré que lors

d'une carence en leucine chez une souche d'E. coli auxotrophe pour cet acide aminé, le taux de

transcription de l'opéron leu, permettant la biosynthèse de cet acide aminé, est fortement augmenté,

de façon spécifique. Parallèlement, une augmentation du taux de réversion leu- vers leu+ est
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observée, montrant un lien fort entre augmentation de la transcription et augmentation du taux de

mutation (Wright et al., 1999).

Enfin, lors d'une très forte transcription, le taux de super-enroulements négatifs de l'ADN est

accru en amont de l'ARN polymérase. Ces super-enroulements sont sources de mutation car ils

favorisent la formation de structures tige-boucle, cibles de nucléases, et ainsi la formation de bases

mal ou non appariées (Wright, 2000).

2.3 Le système SOS

2.3.1 Indu.ction en phase stationnaire

Le système SOS est un système de survie induit par des agents chimiques ou physiques

extérieurs endommageant directement ou indirectement l'ADN ou par une modification de l'état

physiologique de la bactérie. Ainsi, une exposition aux U.V., à des rayons y ou à des rayons X ou

encore la présence dans le milieu de croissance de mitomycine C, d'aflatoxine Blou de benzo-a

pyrène vont endommager l'ADN et provoquer l'induction du système SOS. De même, lors de

l'étape de transition entre phase exponentielle de croissance et phase stationnaire, la production

d'AMP cyclique augmente et provoque l'induction du système SOS. Cette induction se fait de

façon intracellulaire mais l'AMP cyclique sert également de signal entre les cellules d'une colonie

puisque la plus grande partie de l'AMP cyclique produit est excrétée hors de la cellule. Il peut donc

y avoir induction de ce système de survie dans l'ensemble de la colonie (Taddei et al., 1995).

Le système SOS est induit quand la cellule perçoit de l'ADN simple brin (par exemple suite à

l'action d'agents mutagènes) ou lorsque la réplication est bloquée (par exemple lors de l'entrée en

phase stationnaire). Dans les 2 cas, de l'ADN simple brin s'accumule et va être la cible de la

protéine RecA. En présence d'ATP, la protéine RecA va acquérir une activité protéasique et devenir

RecA* qui va cliver le répresseur du régulon SOS, la protéine LexA. Ce régulon, composé de plus

de 30 gènes, dont recA et des gènes intervenant dans la réponse au stress et dans la recombinaison,

est alors directement déréprimé par la fixation de la protéine LexA (Courcelle et al., 2001). E. coli

possède 2 polymérases « error-prone » de la famille Y : pollY (codée par dinB) et polV (codée par

umuCD). Les gènes dinB et umuCD font partie du régulon SOS et les protéines pollY, UmuC et

UmuD sont produites en réponse au système SOS (Figure 6). RecA* participe au clivage de la

protéine UmuD pour donner UmuD' qui, avec UmuC, va former le complexe UmuD'2C, qui est la

polymérase polV active (Janion, 2001; Tang et al., 1999). De plus, une polymérase « error-free»
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appartenant à la famille B fait partie du régulon SOS, polll, codée par polB (Banach-Orlowska et

al., 2005).

LcxAC:=:> recA ~ polB
Il c:::>

dinB
Il c:::>

III11I1DC

~<lmin
Il

l<lmill l rm"• RecA -AD:\' simple bl'in~l
LexA RecA*

lcCS' C UmuD
5' 4. )

muD'

PolV

Figure 6 : Induction du système SOS chez E. coli: la fixation du répresseur LexA en amonl des gènes du système

SOS empêche leur expression en phase exponentielle de croissance. Lorsque de l'AD ' est anonnalemenl présent

sous forme simple brin, RecA est induite et activée, provoquant le clivage de LexA et J'induction du régulon SOS,

ainsi que le clivage d'UmuD et l'activation de la polymérase polV (d'après Goodman, 2002).

II existe donc des pha e' de survie durant lesquelles le maintien de l'information génétique

dans J s cellules n'est plus assuré. L'induction de polymérases « elTor-prone », via l'induction du

système SOS, pelmet d'outrepasser les lésions qui s'accumulent au niveau de l'AD et bloquent la

fourche de réplication. Les polymérases pollY et polV ne possèd nt pas d'activité exonucléasique

3'-5', empêchant la relecture et les rendant donc beaucoup moins fidèles que polI et pollll (Godoy

et al., 2006; Goodman, 2002; Wagner et al., 1999). La polymérase polV est la plus « error-prone » :

elle est capable d'outTepasser les sites abasiques de façon 50 à 100 fois plus efftcace que les

polymérases poil, polII et polJJl, en incorporant en face majoritairement une adénine et

minoritaircment une guanine (Reuven et al., 1999; Tang et al., 1999). Le processus de réplication

peut donc se poursuivre, mais la fidélité de l'information génétique n'est temporairement plus

as,urée.

Ainsi, lors de l'entrée en phase stationnaire de croissance, les bactéries passent par un état

h pelmutable induit par le déclenchement du système SOS et l'intervention de polymérases « elTor

prone ». Le système SOS peut rapidement être réprimé une fois les conditions de croissance

redevenues favorables et constitue donc un mécanisme efftcace de modulation rapide et transitoire

non seulement de l'expre,'sion génique mais également du taux de mutation.
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2.3.2 Induction par reconnaissance d'ADN étranger

Lorsqu'une cellule perçoit de l'ADN étranger dans son cytoplasme, il y a induction du

système SOS parce que l'ADN étranger est sous forme simple brin, comme lorsque de l'ADN

endogène est endommagé. La protéine RecA initie le processus de recombinaison homologue. Pour

qu'il y ait recombinaison homologue par RecA, il faut un MEPS (pour Minimum Efficient

Processing Segment) qui, chez E. coli, est compris entre 23 et 27 pb. Plus l'homologie entre l'ADN

reçu et l'ADN de la bactérie receveuse est faible, plus la probabilité pour RecA de rencontrer un

MEPS diminue. Cependant, une fois le processus de recombinaison par RecA initié, la

recombinaison peut se faire malgré l'hétérologie des séquences. L'induction du système SOS

augmente de façon exponentielle avec l'augmentation linéaire du pourcentage de divergence. Ainsi,

lorsqu'une cellule acquiert un fragment d'ADN étranger, plus la divergence est grande, plus le taux

de RecA* est élevé, plus le taux de mutation va augmenter par induction de polymérases « error

prone» (Delmas and Matic, 2005). Cependant, le processus d'échange de matériel génétique ne va

pas aboutir puisque le système MMR et notamment les composants MutS et MutL vont faire avorter

la recombinaison RecA-dépendante (Matic et al., 1995; Vuiic et al., 1997; Worth et al., 1994). Il a

été proposé que le système MMR n'agisse pas seulement après l'échange de brin mais qu'il joue

également un rôle dans le maintien de la fidélité de l'information génétique en imposant une rigueur

accrue à RecA dans la recherche d'homologies entre ADN donneur et ADN receveur (Delmas and

Matic, 2005).

3 Facteurs environnementaux augmentant la mutabilité

Outre les facteurs décrits précédemment qui peuvent entraîner l'entrée des bactéries dans un

état hypermutable, de nombreuses situations environnementales vont avoir une influence sur le taux

de mutation des bactéries. Les bactéries se trouvent rarement dans des conditions permettant une

croissance exponentielle mais de nombreuses modifications de l'environnement surviennent,

appelées stress physiques ou chimiques, qui endommagent directement ou indirectement l'ADN et

auxquelles les bactéries doivent s'adapter pour survivre.
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3.1 Intervention des facteurs eJ-a!ternatifs

La modification des conditions environnementales (telles que variations de la température

ou de la pression osmotique) provoque un changement du métabolisme de la bactérie notamment

via l'activation de facteurs a-alternatifs. En conditions permettant une croissance exponentielle,

l'ARN polymérase est associé au facteur a 7Û primaire, codé par rpoD chez E. coli, mysA chez

Mycobacterium et hrdB chez Streptomyces, et transcrit les gènes a7o-dépendants, c'est-à-dire

principalement les gènes de ménage (Wosten, 1998). La fixation de facteurs a-alternatifs au

« core» de l'ARN polymérase va permettre d'activer des gènes particuliers et de répondre au stress

considéré. Par exemple lors d'un stress thermique chez E. coli, le facteur a32
, codé par rpoH, est

induit suite à l'accumulation de protéines partiellement dénaturées. En effet, lorsque la température

est optimale, la protéine chaperone DnaK séquestre a32 et le complexe est dégradé par FtsH.

Lorsque la température augmente, les protéines partiellement dénaturées s'accumulent et DnaK est

très affine pour ces protéines, libérant ainsi a32
• Son taux augmente alors de 20 fois et les gènes a32

_

dépendants sont activés (Wosten, 1998). Parmi ces gènes, le gène groE code la protéine GroE,

protéine chaperone qui aide les protéines essentielles à retrouver et maintenir leur bonne

conformation. GroE protège également polV de la dégradation et induit indirectement l'expression

de pollY (Foster, 2005). Ainsi, cette action positive sur les 2 polymérases les plus « error-prone»

d'E. coli suggère que la réponse au stress thermique via l'activation de a32 et de GroE pourrait

engendrer une augmentation du taux de mutation.

3.2 RpoS, facteur général de la réponse au stress

3.2.1 Mode d'action de fjs et régulon rpoS

Le facteur aS (S pour Stress), codé par rpoS, appartient à la sous-famille des facteurs a non

essentiels à la survie en phase exponentielle de croissance (Wosten, 1998). Il a d'abord été identifié

chez E. coli comme un facteur a intervenant lors de la mise en place de la phase stationnaire. Puis,

différentes études ont montré qu'il était également impliqué dans la réponse à de nombreux stress,

tels que stress osmotique, acide ou thermique, autant de stress qui provoquent une baisse du taux de

la croissance bactérienne (Hengge-Aronis, 1996; Lee et al., 1995; Muffler et al., 1997). Il est donc à
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présent considéré comme un régulateur majeur de la réponse au stress chez E. coli et contrôle

directement ou indirectement l'activité de plus de 140 gènes (Weber et al., 2005). Ce gène est

retrouvé chez de nombreuses bactéries à coloration Gram négative, comme le spirochète Borrelia

burgdorferi et les protéobactéries des groupes a, 13, 'Y et ô, telles que Geobacter sulfurreducens,

espèce chez laquelle il a été montré par l'analyse de microarray que l'expression de 294 gènes était

affectée de façon directe ou indirecte par le facteur crs, soit près d'un dixième du génome (Nunez et

al., 2006).

Chez E. coli, l'activation des gènes du régulon rpoS dépend de l'activité de crs, activité qui

peut être contrôlée via de nombreux mécanismes, suivant le stress détecté. Ainsi, l'entrée en phase

stationnaire va augmenter la transcription de rpoS alors qu'une augmentation de la pression

osmotique va favoriser la traduction de RpoS et une augmentation de la température va inhiber sa

protéolyse (Figure 7).

Baisse du taux Forte Faible Forte pH Carence Forte

de crOiss\ance c:~:::e temPéra\e os
m
ïy\\le ;7 ;éranrre

+ ~\ i 7\-~-L/-
rpoS • ARNm rpoS • r · protéolyse

Eas

Il!\\
Activation directe ou indirecte de plus de 140 gènes

Figure 7: Le taux de ci est différemment affecté par les conditions de stress. Ainsi, l'augmentation intracellulaire de

la concentration en aS peut être due à une augmentation de sa transcription, de sa traduction ou l'inhibition de sa

protéolyse. L'induction la plus forte et la plus rapide combine plusieurs de ces régulations (d'après Hengge-Aronis,

2002a). Eas représente l'ARN polymérase sous forme holoenzyme, liée au facteur aS.

En phase exponentielle de croissance, le taux de crs est quasiment nul, mais peut rapidement

être augmenté de 20 fois en réponse à un stress ou lors du passage en phase stationnaire (Pruteanu

and Hengge-Aronis, 2002). Cette induction rapide est expliquée par le large panel de mécanismes

permettant la régulation de ce facteur 0'.

Ainsi, la transcription de rpoS peut être affectée par différentes molécules, telles que le

(P)ppGpp, produit lors d'une limitation en acides aminés, qui va influencer l'élongation ou la

stabilité du transcrit, les polyphosphates inorganiques, qui auraient une action indirecte sur la
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transcription ou encore la concentration en complexe AMP cyclique-CRP (cAMP Response

Protein). En phase exponentielle de croissance, l'AMP cyclique régule négativement la

transcription de rpoS, puis positivement lorsque les cellules passent en phase de transition puis en

phase stationnaire (Hengge-Aronis, 2ûû2a). Cet effet antagoniste pourrait s'expliquer par la

présence de 2 sites de liaison du complexe AMP cyclique-CRP, en amont et en aval du promoteur

de rpoS (Figure 8). La position de ces sites suggère qu'ils pourraient jouer pour l'un le rôle

d'activateur et pour l'autre celui de répresseur. En effet, la position du site situé en amont est

similaire à celle identifiée au niveau de l'opéron lac pour lequel le complexe AMP cyclique - CRP

joue le rôle d'activateur. Le second site, en aval du site d'initiation de la transcription pourrait jouer

un rôle inhibiteur.

rpoS

Site de
fixation 1

1
activation

Site de
fixation 2

1
inhibition

Figure 8: Représentation schématique des sites de fixation du complexe AMP cyclique-CRP (CRP-AMPc) au

niveau de la région promotrice du gène rpoS. Les boîtes -35 et -10 ainsi que le site d'initiation de la transcription (+1)

sont indiqués. La liaison au niveau du site de fixation l permettrait une activation de la transcription alors qu'une

liaison au site de fixation 2 provoquerait une inhibition (d'après Hengge-Aronis, 2002a).

La traduction dépend de la structure secondaire de l'ARN messager rpoS et de protéines,

telles que Hfq ou HU, qui se lient à l'ARN messager et stimulent sa transcription, en stabilisant sa

structure secondaire ou en recrutant des facteurs additionnels impliqués dans le contrôle

traductionnel de rpoS, ou encore DnaK (protéine chaperone) et DksA (facteur de transcription) dont

la perte de fonction provoque une baisse de la traduction de rpoS. D'autres protéines ont un effet

négatif sur la traduction de rpoS. Par exemple la protéine H-NS est une protéine histone-like qui se

lie à l'ARN messager à la façon d'une protéine chaperone de l'ARN et qui empêche ainsi sa

traduction.

Une fois la traduction achevée, le facteur aS peut encore être régulé par protéolyse ou

séquestration, le rendant inactif. En effet, RssB est un facteur anti-as qui se lie à ce facteur et le

complexe ainsi formé est la cible de la protéase ClpX. La protéine RssB intervient donc non

seulement dans la régulation de l'activité de aS en s'y complexant, ce qui l'inactive, mais également
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dans sa protéolyse, en le dirigeant vers ClpX (Hengge-Aronis, 2002a; Matic et al., 2004).

Récemment, un système à 3 composants intervenant dans la régulation de rpoS a été

identifié: une sensor-kinase ArcB phosphorylerait ArcA (un response-regulator) et RssB,

provoquant respectivement la répression de la transcription du gène rpoS mais aussi la stimulation

de la protéolyse de ci (Mika and Hengge, 2005).

Lorsque rpoS est induit, le taux de crS augmente d'un facteur 20 et le régulon RpoS est induit.

Ce régulon comprend au moins 140 gènes, impliqués par exemple dans la régulation génique, les

systèmes de transport, le métabolisme énergétique central, le catabolisme des glucides, la

biosynthèse d'acides aminés, la structure cellulaire (Vijayakumar et al., 2004; Weber et al., 2005).

Ainsi, la réponse qui se met en place via l'activation des gènes rpoS-dépendants concerne

principalement les voies de transports métaboliques et la résistance au stress. Alors que crs était

considéré uniquement comme un régulateur positif de l'expression génique, de récentes études ont

montré que certains gènes étaient régulés négativement par crs. Il s'agit par exemple des gènes

impliqués dans la formation du flagelle, dont le gène jliA, codant un facteur cr nécessaire à la

formation de cette structure cellulaire et le gènejlgM, codant son anti-cr (Patten et al., 2004).

De nombreuses études se sont focalisées sur la recherche d'une séquence consensus au niveau

des promoteurs des gènes crs-dépendants. L'ARN polymérase couplée à cr70 (Ecr70
) et celle couplée à

crS (Ecrs) semblent reconnaître les mêmes séquences promotrices. La question a alors été de

comprendre ce qui permettait la spécificité de ces 2 holoenzymes et plus particulièrement ce qui

caractérisait un promoteur crS-dépendant. Cette spécificité a ainsi été caractérisée par la forte

conservation de certains résidus, notamment la boîte -10, un C en position -12 et -13 et un TG en

position -16 et -15. De plus, une séquence consensus de boîte -35 ne semble pas exister pour les

promoteurs induits par des facteurs cr de phase stationnaire (Becker and Hengge-Aronis, 2001; Gaal

et al., 2001; Hengge-Aronis, 2002b; Lacour et al., 2003; Lacour and Landini, 2004; Miksch et al.,

2005).

La protéine Lrp (Leucin-responsive regulatory protein) est une protéine régulatrice qui

interviendrait dans la compétitivité des holoenzymes Ecr70 et Ecrs en favorisant la fixation de l'une

ou l'autre holoenzyme aux régions promotrices, en affectant la superstructure de l'ADN et ainsi le

positionnement des nucléotides importants à la sélectivité des 2 holoenzymes (Weber et al., 2005).
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3.2.2 Rôle de rJs dans l'augmentation du taux de mutation

3.2.2.1 Activation de polymérases« error-prone»

Chez E. coli, de récentes études ont mis en évidence une induction de la polymérase pollV par

crs, de façon LexA-indépendante. La polymérase pollV est produite tardivement lors de la phase

stationnaire (après 24 heures) mais le taux de polymérase pollV reste élevé pendant au moins 3

jours lors d'une culture continue et durant ce temps, où pollV devient la polymérase prépondérante,

le taux de mutation est très fort. Dans un mutant rpoS, la concentration de pollY est réduite, ainsi

que son taux de transcrit et ce mutant présente un taux de mutation de phase stationnaire réduit

(Foster, 2005; Layton and Foster, 2003). D'autre part, un des gènes cibles de crS est la protéine

chaperone GroE, qui protège la polymérase polV de la dégradation (Foster, 2005; Saint-Ruf et al.,

2004).

Ainsi, l'induction de crS en phase stationnaire va provoquer directement (pour pollV) ou

indirectement (via GroE pour PolV) l'activation de polymérases «error-prone» et le taux de

mutation global dans la cellule va augmenter.

3.2.2.2 Inhibition du système MMR

En phase stationnaire, la quantité de transcrit mutS est plus faible et la concentration de MutS

baisse d'un facteur 10, celle de MutH d'un facteur 3 alors que celle de MutL demeure constante

(Feng et al., 1996; Kivisaar, 2003; Saint-Ruf and Matie, 2006; Tsui et al., 1997). L'inhibition du

système MMR est dépendante de l'expression de crs. En effet, un mutant inactivé dans rpoS

présente un taux de MutS et MutH similaire en phase stationnaire et en phase exponentielle,

démontrant que la baisse des concentrations de ces 2 protéines lors de l'entrée en phase stationnaire

est RpoS-dépendante (Tsui et al., 1997). Le taux de crS augmente non seulement en phase

stationnaire mais aussi en phase de croissance si les bactéries sont confrontées à un stress nutritif,

osmotique, acide ou thermique et la capacité de réparation du système MMR est donc régulée

négativement dans des situations très variées.
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3.3 Concept de mutations « adaptatives»

En 1988, Cairns et son équipe font une découverte qui va remettre en question le caractère

aléatoire des mutations: ils observent que des mutations ont lieu dans des cellules en conditions de

non croissance et proposent qu'elles seraient produites en réponse à une induction de

l'environnement (Cairns et al., 1988). En 1991, cette hypothèse est confortée par Cairns et Foster

qui observent la capacité de mutants incapables de métaboliser le lactose (frameshift +1 dans le

gène lacI porté par le plasmide conjugatif F) à réverter. Quand ces mutants sont étalés sur milieu

contenant du lactose comme unique source de carbone, c'est-à-dire en phase de non croissance,

l'apparition de mutations de type réversion, restaurant un phénotype Lac+, sont fréquentes alors que

ces mutations sont rares en phase exponentielle de croissance (Cairns and Foster, 1991). Ces

mutations « dirigées» vers le gène dont la réversion conférait un avantage adaptatif ont été appelées

«mutations adaptatives ». Quelques années plus tard, Foster (1997) met en évidence que le gène lac

n'est pas la seule cible de réversion dans de telles conditions. En effet, elle observe chez des

mutants lac- tel cultivés sur milieu contenant du lactose comme unique source de carbone, des

révertants lac+ mais aussi des révertants tel (Foster, 1997). Cette observation remet en cause l'idée

selon laquelle les mutations qualifiées d'adaptatives n'apparaissent que dans les gènes dont la

réversion permettrait une adaptation immédiate.

Les travaux menés actuellement conduisent à la conclusion que lors de la phase stationnaire

de croissance, le taux de mutation augmente de façon globale dans la cellule, et non de façon

dirigée comme le pensait d'abord Cairns, notamment par inhibition du système MMR et activation

de polymérases « error-prone », comme nous l'avons vu précédemment (Foster, 2005; Rosche and

Foster, 1999; Tompkins et al., 2003). Certaines bactéries mutantes présenteraient une meilleure

valeur adaptative qu'une souche sauvage dans la situation environnementale qui a entraîné l'entrée

en phase stationnaire alors que des mutations dans d'autres gènes vont provoquer la baisse de la

valeur adaptative d'une bactérie mutante par rapport à une souche sauvage. Ainsi, des mutants dans

les polymérases polIl, polIII et polV, dans le gène de la NADH déshydrogénase 1 chez E. coli ou

dans des gènes intervenant dans la compétence vont être désavantagés lors de la phase stationnaire

(Finkel and Kolter, 2001; Yeiser et al., 2002; Zambrano and Kolter, 1993). D'autres mutants, au

contraire, vont présenter une meilleure valeur adaptative qu'une souche sauvage en conditions de

non croissance. Ces mutants ont été appelés «GASP» (pour Growth Advantage in Stationary

Phase). Le passage par un état mutateur transitoire augmente la probabilité d'apparition d'allèles

conférant une plus forte valeur adaptative que l'allèle sauvage et l'émergence d'un polymorphisme

génétique au sein d'une population bactérienne va permettre la survie de certains individus
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« GASP » et donc la survie de l'espèce (Arjan et al., 1999).

3.3.1 L'exemple de lac- de FC40. Modèles d'hypermutabilité/amplification

Plusieurs modèles ont été proposés pour expliquer la forte fréquence de réversion de lac

observée chez la souche FC40 d'E. coli étudiée par Cairns et Foster. Une des hypothèses est le

passage par un état hypermutable, induit par le système SOS et s'accompagnant de l'activation de la

polymérase poUY et de l'inactivation du système MMR (McKenzie et al., 2001). Dans ce modèle,

le taux de mutation est fortement augmenté dans les cellules en non croissance, augmentant la

probabilité d'apparition d'une mutation neutre, délétère ou « adaptative », c'est-à-dire la réversion,

le plus fréquemment par un frameshift -1, vers le phénotype Lac+ (Foster, 2004; Rosenberg, 1994).

D'autres révertants ne présentaient pas de mutation dans le gène lac mais l'amplification de la

région contenant ce gène en 20 à 50 copies (Hastings et al., 2000; Hastings and Rosenberg, 2002).

Cette augmentation du nombre de copies pourrait permettre d'obtenir une activité enzymatique

similaire à celle d'un allèle sauvage. Enfm, un modèle combinant amplification et mutation a été

suggéré (Hersh et al., 2004; Roth and Andersson, 2004). Chez la souche FC40 se déroulerait un

grand nombre d'événements de duplication du gène lac aboutissant à une augmentation du nombre

de cibles mutationnelles. Le taux de mutation au niveau du gène lac ne serait ainsi pas augmenté

mais c'est le nombre de cibles potentielles pour un événement de réversion qui le serait. Dans ce

modèle, la probabilité qu'une mutation de type réversion ait lieu dans une des copies du gène lac est

plus importante mais, si elle a lieu, le révertant croît moins vite, en raison du coût énergétique

résultant de ses nombreuses copies du gène lac. La dernière étape consisterait en la perte des copies

qui n'ont pas subi l'événement de réversion et l'obtention d'une souche révertante monocopie pour

le gène lac et capable de métaboliser le lactose.

3.3.2 Mutant « GASP » rpoS

Lors d'une carence nutritive, la croissance bactérienne ralentit jusqu'à son arrêt. Cependant,

certaines bactéries mutantes présentent un phénotype de croissance alors qu'une souche sauvage est

bloquée en phase stationnaire. Ces mutants ont été appelés « GASP », puisqu'ils présentaient un

avantage sensible par rapport à une souche sauvage en phase stationnaire. Le premier mutant

« GASP » découvert était muté dans le gène rpoS. Cette mutation, nommée rpoS819, consistait en

la duplication de 46 pb en 3' du gène rpoS. Cette mutation de type décalage du cadre de lecture se
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traduit d'un point de vue protéique par la synthèse d'un facteur aS plus longs de 35 acides aminés

par rapport à un facteur aS sauvage (Zambrano and Kolter, 1993; Zinser and Kolter, 1999). Cette

mutation est de type perte de fonction puisque les 2 gènes aS-dépendants katE et bolA ne sont plus

exprimés.

Comment la perte d'un gène essentiel à la réponse au stress, notamment lors de la phase

stationnaire, peut-elle conférer un avantage adaptatif? En fait, des souches mutées dans rpoS sont

capables, dans certaines conditions environnementales, de mieux croître car elles sont capables de

métaboliser un plus grand nombre de substrats et des substrats en quantité très faible (Ferenci, 2003;

Saint-Ruf and Matic, 2006). Par exemple, le facteur aS exerce une régulation négative sur les gènes

codant pour des transporteurs à haute affinité pour le glucose, tels que les gènes mgl et mal, gènes

pourtant nécessaires lors d'une limitation en nutriments (Ferenci, 2001). Une perte de fonction du

gène rpoS permet donc l'expression de ces transporteurs et l'assimilation des nutriments présents

dans le milieu. Cependant, la contrepartie de cet avantage est la baisse de la résistance à de

nombreux stress extérieurs. La restauration de la fonction de aS, par réversion d'une mutation

ponctuelle ou par réacquisition par transfert horizontal d'un gène rpoS fonctionnel, peut donc être

fortement sélectionnée dans de nombreux environnements (Ferenci, 2003).

Ainsi, dans les populations naturelles d'E. coli, une balance est souvent observée entre un

gène rpoS sauvage et un gène rpoS muté et ce gène présente un nombre d'allèles différents très

important.

3.3.3 Mutant « GASP » lm

Une souche issue du mutant « GASP » rpoS décrit ci-dessus a été isolée. Lorsqu'ils étaient

cultivés dans des conditions de compétition, ce mutant était un meilleur compétiteur que le mutant

« GASP» rpoS dont il descendait. L'analyse moléculaire de cette souche a montré qu'elle

présentait 3 mutations en plus de celle affectant le gène rpoS. Ces 3 mutations ont été appelées

sgaA, sgaB et sgac. Zinser et Kolter (2000) ont identifié la mutation sgaB. Elle se situe dans le

gène lrp (pour leucine-responsive regulatory protein) et consiste en une délétion de 3 pb provoquant

la délétion de la Glycine 39, résidu d'un motif hélice-tour-hélice jouant un rôle capital dans la

structuration de la protéine (Platko and Calvo, 1993). Cette mutation provoque une perte de

fonction de la protéine Lrp. L'avantage de perdre cette protéine n'est pas encore compris.

Cependant, il est intéressant de souligner que les 2 loci affectés chez les mutants « GASP » décrits

précédemment, c'est-à-dire rpoS et lrp, codent des régulateurs de nombreux gènes.
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Ainsi, bien que la modification d'une fonction peut augmenter la valeur adaptative d'une

cellule, la modification de nombreuses fonctions en même temps, en altérant un régulateur global de

ces fonctions, tel que rpo8 ou lrp, pourrait augmenter encore plus la valeur adaptative d'une cellule

(Zinser and Kolter, 2000).

3.3.4 Mutant « GASP » sgaA

Après la découverte de la nature de la mutation sgaB, Zinser et al. (2003) ont identifié la

nature de la mutation sgaA. Des expériences de RFLP (Restriction Fragment Length

Polymorphism) ont montré que cette mutation consiste en un réarrangement génomique qui va, de

façon concomitante, provoquer l'activation d'un locus et l'inactivation d'un autre (Figure 9). Ce

réarrangement se serait fait en 2 étapes, la première consistant en l'insertion d'un élément /85 entre

le promoteur et la boîte CRP du gène cstA, codant une perméase, et la seconde en une

recombinaison homologue entre cette /85 et celle naturellement présente en aval de l'opéron ybeJ

gltJK.L-ybeK. Cette recombinaison provoque l'inversion du fragment compris entre les 2 copies

d'/85, plaçant l'opéron ybeJ-gltJK.L-ybeK en aval du promoteur de cstA et de la boîte CRP. Cet

opéron code pour un transporteur putatif d'acides aminés et l'activation de ce locus chez ce mutant

pourrait donc conférer un avantage en permettant l'import de certains acides aminés. Le gène ctsA

code une perméase induite lors d'une carence nutritive (Schultz and Matin, 1991) et pourrait donc

conférer un avantage en phase stationnaire en permettant à la cellule de capter les nutriments.

L'inactivation de ce gène pourrait ainsi laisser penser à une baisse de la valeur adaptative en phase

stationnaire. En fait, les auteurs suggèrent que la perte de la capacité à exploiter une ressource

particulière (capacité permise par CstA) est largement compensée par la capacité à exploiter

d'autres ressources telles que des acides aminés (capacité permise par l'expression de l'opéron

ybeJ-gltJK.L-ybeK) et que ce mutant présente donc un net gain de valeur adaptative (Zinser et al.,

2003).
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Figure 9 : Le mutant « GASP » sgaA est issu d'un réarrangement génomique en 2 étapes, impliquant 2 éléments 185.

Chez la souche sauvage, les loci estA et ybeJ-gltJKL-ybeK sont espacés de 60 kb environ et transcrits dans des

orientations opposées. Le premier réarrangement consiste en l'insertion d'u..'le 185 entre le promoteur et la boîte CRP

(CRP box) de estA. Le second événement consiste en l'inversion de la séquence entre les 2 /85 (d'après Zinser et al.,

2003).

Ainsi, en conditions de non croissance, des mutations s'accumulent suite à l'activation, entre

autre, de polymérases «error-prone» et des mutations favorables et délétères vont apparaître,

conférant respectivement un phénotype «GASP» aux souches mutantes plus compétitives qu'une

souche sauvage ou au contraire diminuant la valeur adaptative par rapport à une souche sauvage.

Dans des conditions défavorables de croissance, des mutations s'accumulent en permanence, et de

nouveaux mutants «GASP », meilleurs que les précédents mutants « GASP» dont ils sont issus

apparaissent (Finkel and Kolter, 1999). Ces observations mettent en évidence la dynamique des

populations, rendant compte du fait que des mutations favorables dans des conditions particulières

de croissance peuvent apparaître. Ce phénomène dynamique aboutit à une diversité des populations

bactériennes, diversité permettant la survie si un nouvel environnement vient à être rencontré (Chat

et al., 2006; Tenaillon et al., 2001).
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3.4 Un exemple de réponse au stress: la réponse stringente

3.4.1 Présentation générale de la réponse stringente

Lors d'une limitation en acides aminés, le nombre d'ARN de transfert non chargés qui se

fixent au site A du ribosome augmente et la synthèse protéique est inhibée. Cet événement est le

signal de déclenchement de la réponse stringente. Chez E. coli, la protéine RelA se lie aux

ribosomes ainsi bloqués et, grâce à son interaction avec la protéine ribosomale Lll, provoque la

synthèse de (p)ppGpp en transférant un phosphate donné par une molécule d'ATP à une molécule

de GTP ou GDP (Chatterji and Ojha, 2001; Jaïn et al., 2006; Wendrich et al., 2002). Une autre voie

de synthèse de (p)ppGpp ribosome-indépendante existe via la protéine SpoT, qui possède surtout

une activité d'hydrolase du (p)ppGpp mais qui peut parfois être responsable de sa synthèse,

notamment lors d'une limitation en carbone (Gentry and Cashel, 1996; Hernandez and Bremer,

1991).

Chez de nombreux organismes à coloration Gram positive, comme Bacillus, Streptomyces ou

Streptococcus, la réponse stringente existe également mais les activités de synthèse et de

dégradation du (P)ppGpp dépendent d'une seule et même protéine (Harris et al., 1998; Martinez

Costa et al., 1998; Mechold et al., 2002; Wendrich and Marahiel, 1997). Cette protéine a été

appelée Rel, suivi ou non en indice du nom de l'espèce concernée (par exemple RelMtb désigne la

(p)ppGpp-synthétase-hydrolase de Mycobacterium tuberculosis et Relseq celle de Streptococcus

equisimilis). Il a été montré chez S. equisimilis que le caractère bi-fonctionnel de cette protéine était

géré grâce à un changement conformationnel permettant de passer de l'état hydrolase

OFF/synthétase ON à l'état hydrolase ON/synthétase OFF (Hogg et al., 2004). Récemment, un

second membre de la famille des homologues à RelA/SpoT a été identifié chez certaines de ces

bactéries, montrant que rel ne serait pas le seul gène impliqué dans la synthèse du (P)ppGpp. Ainsi,

le gène rshA de S. coelicolor provoque la synthèse de (p)ppGpp lors d'une limitation en phosphore

(Sun et al., 2001).

Une protéine homologue à RelA a été récemment identifiée chez des plantes (Braeken et al.,

2006; Givens et al., 2004; van der Biezen et al., 2000).

Le (P)ppGpp va initier un changement global du métabolisme cellulaire dont l'ultime but est

l'adaptation aux nouvelles conditions environnementales. Ainsi, il influence la réplication de
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l'ADN, la transcription, la recombinaison, la réparation, il induit des changements morphologiques

et physiologiques et intervient dans la virulence et la production de métabolites secondaires (Autret

et al., 1999; Chatterji and üjha, 2001; McGlynn and Lloyd, 2000).

3.4.2 Action du (p)ppGpp sur l'expression génique

Chez la majorité des espèces bactériennes, l'ARN polymérase est composée de 6 sous-unités:

un dimère de la sous-unité a, qui sert d'échafaudage aux sous-unités Bet W, qui constituent le

centre actif de l'enzyme. La sous-unité ffi permet la liaison de Wau complexe a2B (Ghosh et al.,

2003). Enfin, la sous-unité cr est indispensable à l'initiation de la transcription en formant

l'holoenzyme. Le (p)ppGpp est capable de se lier aux sous-unités Bet Wde l'ARN polymérase et

d'interagir indirectement avec la sous-unité ffi, et ainsi de modifier de façon positive ou négative la

transcription de nombreux gènes (Magnusson et al., 2005; Toulokhonov et al., 2001; Vrentas et al.,

2005). Ainsi, chez E. coli, les gènes requis pour la division cellulaire, la formation de l'enveloppe

cellulaire, la synthèse d'ARN ribosomaux et de transfert sont réprimés alors que les gènes de

biosynthèse et de transport d'acides aminés sont déréprimés (Figure 10). Le (p)ppGpp

déstabiliserait les complexes ouverts ARN polymérase/promoteur et réduirait leur durée de ~ vie

(Barker et al., 2001b). Ces complexes sont très instables au niveau des promoteurs des gènes

d'ARN ribosomaux, ce qui expliquerait l'effet négatif du (p)ppGpp sur leur transcription. Des

séquences discriminatoires riches en guanosines, et surtout en cytidines, conduirait le (p)ppGpp à

avoir un rôle négatif plutôt que positif (Artsimovitch et al., 2004; Wright, 1997). Ainsi, les

séquences en amont des gènes d'ARN ribosomaux sont riches en guanosines et cytidines alors que

celles des gènes de biosynthèse d'acides aminés sont riches en adénosines et thymidines. De plus, le

(p)ppGpp augmenterait les pauses de l'ARN polymérase lors de l'élongation de la transcription,

notamment au niveau des gènes contrôlés négativement (Krohn and Wagner, 1996).

Récemment, un partenaire du (P)ppGpp a été identifié: il s'agit de la protéine DksA. Cette

protéine est un facteur de transcription, qui ne se fixe pas à l'ADN mais à l'ARN polymérase au

niveau du canal secondaire (Nickels and Hochschild, 2004). Elle permettrait de stabiliser les

complexes ARN polymérase/(p)ppGpp (Perederina et al., 2004). De ce fait, elle amplifierait à la

fois l'effet négatif du (p)ppGpp sur les promoteurs des ARN ribosomaux, en réduisant la durée de

vie des complexes ouverts, et l'effet positif du (p)ppGpp sur les promoteurs des gènes de

biosynthèse d'acides aminés (Paul et al., 2004; Paul et al., 2005).

Enfm, un des effets positifs du (p)ppGpp à souligner est son rôle essentiel dans l'activation de

rpoS et de son régulon. Le (p)ppGpp a une influence positive sur l'élongation de la transcription et
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la stabilité du transcrit rpoS (Hengge-Aronis, 2002a; Lange et al., 1995). De plus, il est

indispensable à l'expression des gènes rpoS-dépendants, puisqu'un mutant incapable de produire du

(P)ppGpp n'exprime pas ces gènes, même en présence de forts taux de aS (Kvint et al., 2000). Cette

activation nécessite la participation de DksA (Brown et al., 2002). Ainsi, le (P)ppGpp, par son

action sur le régulon RpoS, constitue un signal de perturbation imminente de croissance et d'entrée

en phase stationnaire (Gentry et al., 1993; Teich et al., 1999).

ppGpp

Stress et
carence

Limitation en acides aminés

GTP+ATP

----.I~

p:ç !
~~ ~---'-----l]lo'" GDP + PPj

+

I- I- I- I- 't+ ~+ t+
ARN Protéines Acides gras Réplication rpoS Protéines Biosynthèse
stable ribosomales Lipides de l'ADN "f universelles d'acides

Facteurs Paroi aS de stress aminés
d'élongation

1
Protéolyse

1<+ 't+ t+ t +
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Figure 10 : Le (P)ppGpp est produit par phosphorylation d'un GTP en utilisant un ATP comme donneur de

phosphate, grâce à l'intervention de la protéine RelA et de la protéine ribosomique LIl ou par la protéine SpoT, qui

possède une activité synthétase ou hydrolase selon les conditions. Le (p)ppGpp se lie à l'ARN polymérase et redirige

la transcription vers les gènes de résistance et de survie plutôt que vers les gènes de croissance (d'après Magnusson et

al., 2005). L'effet positif (+) ou négatif (-) du (p)ppGpp sur la transcription est indiqué.

3.4.3 Action du (P)ppGpp sur la compétitivité des facteurs 0'

Chez E. coli, 2 modèles permettent d'expliquer la redirection de la transcription vers des

gènes peu transcrits en phase exponentielle de croissance: le premier modèle se base sur

l'observation que, in vitro, le (P)ppGpp réduit la durée de vie du complexe ouvert ARN

polymérase/promoteur au niveau des promoteurs stables, tels que ceux d'ARN ribosomaux, et que

les promoteurs d'acides aminés requièrent une plus forte concentration d'ARN polymérase que les

promoteurs d'ARN ribosomaux pour être transcrits, in vitro comme in vivo (Barker et al., 2001a).
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La déstabilisation des complexes ouverts au nIveau des promoteurs stables provoque amSI

l'augmentation du taux d'ARN polymérase libre, ce qui permettrait aux promoteurs qui ont une

faible capacité à recruter cette enzyme de bénéficier de l'augmentation de la disponibilité de l'ARN

polymérase (Magnusson et al., 2003; Nystrom, 2004). Le deuxième modèle est basé sur la

modification de la compétitivité des facteurs cr par le (p)ppGpp : des expériences de compétition in

vitro et in vivo ont montré que les facteurs alternatifs (crs, cr32 et cr54
) étaient plus compétitifs en

présence de (p)ppGpp que cr70 pour la liaison au «core» de l'ARN polymérase. Ainsi, chez un

mutant incapable de produire du (p)ppGpp, le taux de facteurs cr alternatifs liés au « core» de

l'ARN polymérase est plus faible que chez une souche sauvage. Des quantifications par western

blot ont montré que les concentrations de crS et cr32 liés au « core» étaient réduites de 70 % par

rapport à une souche sauvage (Jishage et al., 2002; Laurie et al., 2003). De plus, l'incapacité pour

un double mutant relA spoT de déclencher la réponse stringente peut être abolie par certaines

mutations dans rpoD (codant cr70
) le rendant moins compétitif pour la liaison au « core» de l'ARN

polymérase, ou par la surexpression de Rsd, l'anti-cr7o
, provoquant une séquestration de cr70

• Dans

ces cellules, une restauration de l'expression des promoteurs crS-dépendants est observée en absence

de (P)ppGpp (Hernandez and Cashel, 1995; Jishage et al., 2002).

3.4.4 Réponse stringente et évolution

Des études de réversion chez des souches d'E. coli auxotrophes ont permis de mettre en

évidence un lien entre (p)ppGpp, augmentation de la transcription et augmentation du taux de

mutation. Il a été montré que le taux de réversion des gènes leuB et argH était plus important chez

une souche relA+ que chez la souche isogénique relA- (Wright, 1996). Lors d'une limitation en

acides aminés, le (p)ppGpp synthétisé va activer spécifiquement les gènes de biosynthèse d'acides

aminés, dont leuB et argH. Il est envisageable que cette augmentation de la transcription se traduise

par l'augmentation de la concentration en ADN simple brin, plus vulnérable aux mutations, d'où

une augmentation du taux de réversion des gènes concernés. D'une façon plus générale, la réponse

stringente peut être vue comme une réponse modifiant le profil d'expression de nombreux gènes,

créant un nouveau profil pour lequel le taux de mutation des gènes est modifié en fonction de leur

degré d'expression. L'induction de la réponse stringente permet donc un enrichissement de la

population en variants pour les gènes surtranscrits, donc la création d'un polymorphisme génétique

(Wright, 1997; Wright et al., 1999).
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3.4.5 Réponse stringente et réplication

Un lien a été établi entre réponse stringente et inhibition de la réplication chez E. coli et

B. subtilis (Levine et al., 1991). Alors que chez E. coli, l'initiation de la réplication est bloquée au

niveau d'oriC, chez B. subtilis, le blocage se fait approximativement à 200 kb d'oriC, c'est-à-dire

après que 10 % environ du chromosome a été répliqué. Ce blocage se fait au niveau de sites

nommés LSTer et RSTer (pour Left ou Right Stringent Terminators) et requiert la présence de

(P)ppGpp et de la protéine RTP, équivalent fonctionnel de la protéine Tus chez E. coli,

normalement active au terminus de la réplication (Autret et al., 1999; Levine et al., 1995).

Il a également été proposé que le (p)ppGpp, en déstabilisant les complexes ouverts ARN

polymérase/ADN, ait une influence sur la réplication de l'ADN. En effet, les ARN polymérases

bloquées au niveau d'une lésion de l'ADN provoquent à la fois des problèmes dans la réparation par

excision de la lésion et dans la progression de la fourche de réplication. Le (p)ppGpp, en

déstabilisant les complexes ouverts, permet de réduire le nombre d'ARN polymérases bloquées au

niveau de lésions, levant le blocage de la fourche de réplication, et favorise également la réparation

des lésions (McGlynn and Lloyd, 2000; Trautinger et al., 2005).

3.4.6 La réponse stringente comme stratégie de survie

La survie des bactéries lors d'une modification de l'environnement nécessite la mise en place

de processus moléculaires tels que le passage par une phase de non croissance, une différenciation

morphologique (sporulation), la formation d'un biofilm ou l'établissement de quorum-sensing. De

nombreux exemples démontrent que la réponse stringente est requise dans ces phénomènes

biologiques, que ce soit chez des bactéries pathogènes ou non pathogènes.

Ainsi, chez S. typhimurium, le (p)ppGpp induit l'expression de nombreux îlots de

pathogénicité et de gènes de virulence et une souche incapable de synthétiser du (p)ppGpp est

avirulente (Pizarro-Cerda and Tedin, 2004; Song et al., 2004). De même, chez Vibrio cholerae,

bactérie pathogène retrouvé dans le lumen intestinal d'un homme infecté, les 2 principaux facteurs

de virulence CT (pour Cholera Toxin) et TCP (pour Toxin Coregulated Pilus) sont également

régulés positivement par le (p)ppGpp, vraisemblablement via la régulation de leur activateur

transcriptionnel ToxR (Haralalka et al., 2003). Mycobacterium tuberculosis est capable de rester en

« état dormant» plusieurs années dans l'organisme humain, sans apparition de symptômes. On
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estime à 1/3 la population humaine infectée de façon latente par cette bactérie. Il a été montré que le

(P)ppGpp intervient dans ce processus de survie à long-terme (Dahl et al., 2003; Primm et al.,

2000). Legionella pneumophila est un parasite des amibes. Lors d'un stress nutritif, le (P)ppGpp

permet à cette bactérie d'exprimer ses gènes de virulence, d'échapper à son hôte, de survivre et de

se disperser dans l'environnement jusqu'à ce qu'elle retrouve une niche favorable (Hammer and

Swanson, 1999). Enfin, le processus d'infection par Pseudomonas aeruginosa nécessite la mise en

place d'un quorum-sensing grâce à 2 acylhomosérine lactones. La protéine RelA contribue à la

pathogénicité en agissant sur l'établissement de ce quorum-sensing (Erickson et al., 2004; van

Delden et al., 2001).

Le mode de vie de certaines populations bactériennes dans des environnements particuliers

peut favoriser la formation de structures multicellulaires organisées telles que les biofilms, qui

peuvent constituer une stratégie de survie dans certaines conditions. Par exemple, lorsqu'une

limitation nutritionnelle est détectée, les cellules d'E. coli, comme celles de P. aeruginosa, peuvent

former un biofilm, structure hautement organisée, comprenant des microcolonies et des canaux, à

travers lesquels le milieu est libre de circuler, permettant ainsi l'accès aux nutriments et

l'évacuation des déchets (Reisner et al., 2003). Dans ces structures, le taux de croissance est plus

faible qu'en culture liquide mais la résistance aux antibiotiques est fortement accrue. Les cellules au

centre des microcolonies présentent un taux de croissance quasiment nul par rapport aux cellules en

périphérie de la microcolonie mais une résistance beaucoup plus importante à des agents

antibactériens, assurant une pérennité de la structure dans des conditions fortement défavorables

(Sternberg et al., 1999). Le développement, la virulence, et donc la survie de Streptococcus mutans

ou Listeria monocytogenes, responsables respectivement des caries et de septicémies d'origine

digestive chez l'Homme, nécessitent l'établissement d'un biofilm, formation RelA-dépendante

(Lemos et al., 2004; Taylor et al., 2002). Ce processus de survie à un stress nutritif est donc

dépendant de la réponse stringente (Balzer and McLean, 2002).

Certaines bactéries réagissent à un stress nutritif en déclenchant un programme de

développement morphologique particulier, permettant la survIe de l'espèce. Chez

Myxococcus xanthus, le choix entre croissance et déclenchement du processus de fructification

dépend principalement de 2 protéines à effet opposé: CsgA (qui intervient dans la formation du

corps de fructification, durant lequel environ 100000 cellules s'agrègent) et SocE (qui privilégie la

croissance) (Figure Il). Le (p)ppGpp inhibe la transcription du gène socE et active celle du gène

csgA, modifiant le ratio CsgA/SocE et déclenchant donc le programme de formation du corps de
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fructification (Crawford and Shimkets, 2000). Le (P)ppGpp active également l'expression du

facteur A, indispensable au déclenchement du processus de fructification (Harris et al., 1998).

Stress nutritif

!
ppGpp

-/ "-.+
/ ~ Agrégat

SocE CsgA

Carence

Corps de
fructification

Figure 11 :Le comportement social de M xanthus se manifeste par la formation de 2 structures différentes: en

absence de(p)ppGpp, SocE conduit à un regroupement de cellules en croissance, nécessitant des interactions cellule

cellule, alors que lorsque la densité cellulaire est forte et que les cellules sont limitées en nutriments, CsgA conduit à

l'agrégation des cellules et à la formation d'un corps de fructification multicellulaire. Lorsque la phase de carence est

achevée, les spores sont disséminées du corps de fructification et germent (d'après Kaplan, 2003 et Crawford and

Shimkets, 2000).

Le processus de sporulation de B. subtilis est également dépendant de la réponse stringente.

Un mutant relA- de B. subtilis incapable de produire du (p)ppGpp ne forme pas de spores (Ochi et

al., 1981).

Enfin, la réponse stringente intervient dans le processus de mort cellulaire programmée (ou

PCD pour Programmed Cell Death). Chez E. coli, les gènes relA, mazE et mazF constituent un

opéron. MazF est une toxine très stable et MazE est une protéine labile, qui protège la cellule de

l'effet toxique de MazF. Lors d'une limitation nutritionnelle, le (p)ppGpp produit va inhiber la

transcription de mazE et mazF. MazF étant beaucoup plus stable que MazE, la concentration

intracellulaire de l'anti-toxine va baisser beaucoup plus rapidement que celle de la toxine MazF,

conduisant à la mort de la cellule (Aizenman et al., 1996). Les auteurs ont proposé que la mort

d'une partie de la population pourrait servir à la survie de l'autre partie, par exemple par re1argage

de nutriments lors de la lyse des cellules. La mort cellulaire programmée pourrait donc être un
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processus indispensable à la survie, non pas de l'individu en tant que tel, mais de la population ou

de l'espèce à laquelle il appartient. L'hypothèse du « suicide» d'une partie de la population est

corroborée par le fait que la majorité des processus précédemment cités et qui dépendent de la

réponse stringente s'accompagne d'un phénomène de mort cellulaire: chez B. subtilis, le processus

de sporulation s'achève par la lyse de la cellule mère, lyse qui permet non seulement de libérer

l'endospore, mais qui pourrait également permettre d'apporter des nutriments nécessaire à la

germination de celle-ci (Lewis, 2000). Chez M xanthus, la production de substances telles que la

glucosamine est requise pour la bonne formation du corps de fructification et la sporulation. Ces

substances provoquent la lyse d'une partie (65 à 90 %) des cellules végétatives, ce qui pourrait,

comme chez B. subtilis, permettre le relargage de nutriments qui seraient utilisés pour la formation

du corps de fructification et des myxospores (Dworkin, 2000; Lewis, 2000). Enfin, lors de

l'établissement d'un biofilm chez P. aeruginosa, des événements de mort cellulaire conduisent à la

bonne organisation spatio-temporelle du biofilm (Webb et al., 2003).

4 Streptomyces: un modèle d'étude de l'instabilité génétique

Les bactéries du genre Streptomyces sont des bactéries filamenteuses non pathogènes du sol,

appartenant à la famille des Actinomycètes, bactéries à coloration Gram positive et à haut

pourcentage en bases GC.

4.1 Différenciation morphologique et physiologique des Streptomyces

4.1.1 Cycle de différenciation

Le cycle de différenciation morphologique des Streptomyces est complexe et aboutit à un

organisme bien différencié: sur milieu gélosé, à partir d'une spore naît un mycélium végétatif à

croissance radiale, qui rampe sur la gélose. Ce mycélium est composé d'hyphes ramifiés et

multigénomiques. Après 3 jours de croissance, un mycélium aérien s'érige en utilisant comme

substrat le mycélium végétatif. Ce mycélium aérien est lui composé d'hyphes non ramifiés et

multigénomiques. Enfin, après 4 à 5 jours de croissance, les filaments du mycélium aérien subissent

une septation, ce qui donne naissance à des chaînettes de spores unigénomiques. Ces spores sont

ensuite disséminées et un nouveau cycle recommence (Chater, 1998).
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4.1.2 Différenciation physiologique

Il semble exister un lien entre habitat naturel, taille du génome et complexité du métabolisme.

En effet, alors que l'analyse des génomes de Mycoplasma genitalium, de Lactococcus lactis et

d'E. coli, 3 bactéries dont l'habitat est peu variable et la taille du génome inférieure à 4,7 Mb, révèle

la présence respective de 1, 2 et 7 facteurs cr, le génome de S. coelicolor en comporte 66 (Lee et al.,

2005). De plus, il a été observé que le nombre de protéines de régulation et de systèmes à 2

composants était directement proportionnel à la taille du génome. Ainsi, chez Pseudomonas

aeruginosa, dont la taille du génome est de 6,3 Mb, plus de 500 gènes interviennent dans les voies

de régulation alors que M genitalium, dont la taille n'excède pas 0,6 Mb, ne possède pas de

protéines régulatrices (sauf un facteur cr) ni de systèmes à 2 composants (Koonin et al., 1996;

Stover et al., 2000). Chez S. coelicolor, de nombreux systèmes de transduction de signal à deux

composants, intervenant dans la régulation transcriptionnelle, ont été identifiés (Hutchings et al.,

2004). Cette multitude de régulateurs de l'expression génique, intervenant dans de nombreuses

cascades de régulation, rend compte du métabolisme complexe de cette bactérie, qui peut être

expliqué par son habitat. En effet, le sol est non seulement un milieu très variable d'un point de vue

chimique et physique (pH, température, nutriments, ... ) mais comporte également de nombreuses

communautés microbiennes pouvant interagir ou entrer en compétition avec Streptomyces. Une

forte pression de sélection a ainsi été exercée sur la présence de voies de régulation fine du

métabolisme et de résistance. Les Streptomyces présentent un des plus grands génomes bactériens

(entre 8 et 10 Mb). La complexité de sa niche écologique a conduit à la sélection de voies

métaboliques complexes, ce qui pourrait également expliquer la taille importante de son

chromosome.

Ce métabolisme complexe se traduit notamment par la production d'un très grand nombre de

métabolites secondaires d'intérêt industriel: les Streptomyces produisent par exemple plus de 60 %

des antibiotiques utilisés en industrie pharmaceutique. Les molécules produites intéressent

également les industries agricoles (production d'herbicides, d'insecticides, d'antifongiques),

pharmaceutiques (production d'immunosuppresseurs, d'anticancéreux, d'anabolisants) ou

cosmétiques (production de pigments) (Bibb, 1996; Thompson et al., 2002). La production de ces

molécules non essentielles à la survie de la bactérie, du moins en conditions de laboratoire, coïncide

avec le passage du mycélium végétatif au mycélium aérien.
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4.2 Identification

morphologique

de mutants bloqués dans la différenciation

La caractérisation de mutants de S. coelicolor affectés dans la différenciation morphologique

a permis de mettre en évidence 2 classes de gènes: les gènes bld (pour bald) et les gènes whi (pour

white).

4.2.1 Les mutants bld

Les gènes bld (tableau 2) sont des gènes dont la mutation provoque une absence de production

de mycélium aérien. Ce blocage est dû à l'incapacité de ces mutants à produire SapB, peptide de

surface sécrété, indispensable à la croissance du mycélium aérien (Chater, 1993; Nodwell et al.,

1999; Willey et al., 1993).

Tableau 2 : Liste des gènes bld identifiés. Les fonctions associées sont indiquées.

Gène Fonction associée Référence

bldJ (bld261) 1er signal extracellu1aire Nodwell et al., 1996

bldK Transporteur ABC Nodwell et al., 1996

bldA
ARN de transfert qui reconnaît les codons rares

Kim et al., 2005
UUA

bldH
Régulé par BldA car contient un codon TTA

Takano et al., 2003
Contribue, avec B1dA, au 2ème signal extracellulaire

bldG Facteur anti-anti-O" Bignell et al., 2000

bIde Activateur transcriptionnel de la famille MerR Hunt et al., 2005

bldD
Protéine de liaison à l'ADN. Régule négativement Bibb et al., 2000
whiG, sigF, bldN, bdtA et sa propre transcription Elliot et al., 2001

bldM Régulateur à 2 composants de la famille FixJ Molle and Buttner, 2000

Alors que l'observation des fonctions de ces gènes ne permet pas de dégager clairement une

cascade de régulation, des expériences de complémentation unidirectionnelle des mutants bld ont

permis d'établir une classification des gènes dans la cascade de signaux extracellulaires aboutissant
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à la morphogenèse du mycélium aérien (Figure 12) (Kelemen and Butiner, 1998). Par exemple,

quand un mutant bldK était cultivé à proximité d'un mutant bldJ, un liseré gris apparaissait sur le

mutant bldJ mais pas sur le mutant bldK, montrant que le gène bldK intervient après bldJ dans la

cascade de différenciation.

MycéliullV'----::-:-::-:---~~"':"":'~::_::_=-':'":'"":"':::::___:_::_::_:::::___:_:~~~~-

végétatif'---.... bldA/bldH bldG bide bldD/bldM

J\~~J\~Hyphes
ramifiés se __.J

développanr--
dans l'agar

o0Perméase BldK

• SapB

Figure 12 : Schéma indiquant la cascade d'expression des gènes bld conduisant à la production de la protéine SapB.

Le signal 1, produit par le gène bldJ, s'accumule de façon extracellulaire puis est importé par la pennéase BldK, ce

qui provoque la synthèse du signal 2 qui est exporté puis provoque la synthèse du signal 3 grâce à l'intervention de

bldA et bldH. Le signal 3 est relargué et provoque la synthèse via bldG puis le relargage du signal 4 qui provoque la

synthèse puis le relargage d'un dernier signal, le signal 5. Ce signal provoque la production de SapB et l'érection du

mycélium aérien (d'après Nodwell et al., 1996 et Kelemen and Buttner, 1998).

4.2.2 Les mutants whi

4.2.2.1 Présentation générale des gènes whi

Les gènes whi sont des gènes dont la mutation empêche la formation de spores matures

malgré la présence d'un mycélium aérien développé. Il existe deux types de gènes whi, dits

précoces (tels que whiA, whiB, whiG, whiH, whiI et whiJ), qui jouent un rôle dans les premières

étapes du processus de sporulation lors de la septation des hyphes aériens, et les gènes dits tardifs

(tels que sigF, whiD, whiE, whiL, whiM et whiG) qui interviennent dans la maturation des spores.

La fonction exacte de whiA, whiJ, whiG, whiM, et whiL reste encore inconnue.

Un phénotype mutant a été associé à la mutation dans chacun des gènes whi identifiés (Figure

13). Ainsi, une mutation dans les gènes whiG ou whiH, qui font partie des gènes précoces, n'aura

pas le même impact morphologique qu'une mutation dans les gènes whiD ou whiE, qui font partie

des gènes tardifs : par exemple, un mutant whiG présente des hyphes aériens droits sans traces de
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septation de spores alors qu'un mutant dans whiD présente des chaînettes de spores enroulées et

différenciées se rapprochant fortement de ce qui est observé chez une souche sauvage.

Spores
matures

.~ grises
.J whiE

#ifiiIiI':t.:.' s'l:~f/. 'whi})
'<, ",

. '.' '~'. V

''Phil

Figure 13 : Représentation de la métamorphose progressive d'un hyphe aérien en chaîne de spores. Le moment où

les différents gènes whi sont actifs est indiqué (d'après Chater et al., 1998).

Des essais de complémentation ont permis de mettre en évidence que les gènes whi,

comme les gènes bld, sont organisés en cascade de régulation (Figure 14).
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Figure 14 : Représentation de l'enchaînement temporel des protéines Whi de fonction connue au cours de la

formation des spOïes. LesEt)indiquent les protéines régulant positivement certains gènes. WhiG deviendrait actif

lors de la croissance des hyphes aériens, ce qui permettrait la transcription de whiH et whiI. Les protéines WhiA et

WhiB pourraient être converties en formes actives lors d'une réduction de croissance du mycélium aérien, ce qui

permettrait de coordonner l'arrêt de la croissance. Cet arrêt pourrait être un signal qui modifierait la conformation

des protéines WhiH et WhiI, qui perdraient leur activité d'autorépresseurs et activeraient le processus de septation.

A ce moment là, les protéines tardives, comme whiE, whiD et sigF activent la maturation des spores (d'après

Chater, 2001).

4.2.2.2 Le gène whiG

Le gène whiG code un facteur cr-alternatif de 280 acides aminés, similaire à crD de B. subtilis

et à crF des bactéries coliformes (Amosti and Chamberlin, 1989; Ohnishi et al., 1990). Des

homologues à crwhiG existent dans d'autres espèces de Streptomyces comme S. avermitilis,

S. griseocarnum, S. aureofaciens montrant son rôle important dans le développement (Kormanec et

al., 1994; Omura et al., 2001; Soliveri et al., 1993). Les facteurs crwhiG
, crD et crF appartiennent à la

grande famille des facteurs cr7Û et à la sous-famille des facteurs cr-alternatifs. La famille des facteurs

cr7Û se caractérise par 4 grandes régions relativement bien conservées, notamment les régions 2.4 et

4.2. La région 2.4 est impliquée dans la reconnaissance de la boîte -10 des promoteurs régulés par

ces facteurs cr et la région 4.2 dans celle de la boîte -35 (Wosten, 1998).
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Trois gènes cibles de (jwbiG ont été identifiés chez S. coelicolor. Il s'agit de whiH, whiI et d'un

gène codant une protéine ProX-like intervenant dans la réponse au stress osmotique (Ainsa et al.,

1999; Ryding et al., 1998; Tan et al., 1998).

La régulation de whiG et de (jwbiG est encore peu connue (Chater, 2001). En effet, alors que le

facteur (jwhiG ne semble être actif qu'à partir de la mise en place du processus de sporulation, des

expériences de protection à la nuc1éase 81 ont montré qu'un transcrit whiG était détecté à un taux

relativement constant tout au long des stades du développement (Elliot et al., 2001; Kelemen et al.,

1996). Un facteur anti_(jwhiG pourrait être responsable de cette activation temporelle. Le facteur

(jwbiG est très homologue au facteur (jFliA de S. typhimurium dont l'anti-(j est FlgM (Chater, 2001;

Ohnishi et al., 1990). Cependant, l'analyse du génome de S. coelicolor ne révèle aucun homologue

à FlgM.

D'autre part, il a récemment été mis en évidence qu'un des gènes bld, bldD, codait une

protéine se liant à l'ADN et réprimant entre autres gènes le gène whiG (Elliot et al., 2001). Ceci

pourrait expliquer la régulation temporelle de l'expression de whiG.

D'un point de vue phénotypique, un mutant whiG présente des longs hyphes aériens droits

dépourvus de spores et de pigmentation grise contenant de l'ADN sous forme décondensée tout au

long des hyphes aériens (Flardh et al., 1999).

4.2.2.3 Le gène whiH

Ce gène code un répresseur transcriptionnel de 295 acides aminés de la famille GntR, famille

décrite en premier chez B. subtilis (Fujita et al., 1986; Haydon and Guest, 1991). Les répresseurs

GntR sont divisés en 4 sous-familles: FadR, HutC, MocR et YtrA (Riga1i et al., 2002). WhiH

appartient à la sous-famille FadR, sous-famille la plus représentée (40 %). Ces répresseurs

présentent un motif HTH permettant la liaison à l'ADN et la majorité serait active sous forme de

dimère.

Les gènes cibles de WhiH n'ont pas encore été identifiés. Cependant, WhiH inhiberait sa

propre transcription puisqu'un mutant inactif dans whiH présente une surproduction de l'ARN

messager whiH (Ryding et al., 1998). La transcription de whiH est régulée temporellement au cours

du développement et un taux maximal de transcrit est détecté lors de l'apparition des premières

spores, ce qui coïncide avec l'initiation de la transcription de sigF. La transcription de whiH est

(jwhiG-dépendante et il a été montré qu'un mutant ne produisant pas de (jwhiG fonctionnel ne

présentait pas de transcrit pour whiH (Ryding et al., 1998). Enfin, whiH pourrait être régulé, comme

le sont souvent les répresseurs de la famille GntR, par un métabolite spécifique, dont la
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concentration change au cours du développement. Ainsi, la protéine FadR chez E. coli semble être

induite en réponse à une accumulation transitoire de longues chaînes d'acétyl-CoA suite à un arrêt

de la croissance (DiRusso and Nystrom, 1998). WhiH pourrait ainsi permettre la transmission

d'information sur l'état physiologique des hyphes aériens à la machinerie transcriptionnelle des

gènes de sporulation (Ryding et al., 1998).

D'un point de vue phénotypique, le mutant whiH présente des hyphes aériens légèrement

emoulés et divisés en fragments de taille variable. Ces hyphes contiennent de l'ADN condensé mais

les nucléoïdes sont positionnés de façon aberrante (Flardh et al., 1999). Contrairement aux mutants

whiA, whiB et whiG, le mutant whiH présente une légère pigmentation grise, montrant que le gène

whiE n'est pas totalement inactif (cf. paragraphe 4.2.2.7).

4.2.2.4 Le gène whiI

Le gène whiI code un « response-regulator» atypique de système à deux composants (Ainsa

et al., 1999). En effet, ce «response-regulator» présente 2 particularités qui le différencie des

«response-regulators» habituellement décrits: il n'est pas associé à une « serine-kinase» juste en

aval et il lui manque au moins 2 des résidus très conservés dans la poche de phosphorylation. La

transcription de whiI est contrôlée de façon temporelle spécifiquement par le facteur crWhiG et elle

atteint un maximum au moment de la formation des spores. Un mutant nul whiI présente des

transcrits whiH et whiI précoces et plus fortement présents et persistants qu'une souche sauvage

suggérant que le gène whiI réprimerait sa propre transcription ainsi que celle du gène whiH.

D'un point de vue phénotypique, le mutant nul whiI présente des hyphes aériens de longueurs

similaires à ceux observés chez une souche sauvage, mais peu emoulés, dépourvus de spores et

contenant de l'ADN sous forme décondensée tout au long des hyphes aériens, comme chez les

mutants whiA, whiB et whiG.

4.2.2.5 Le gène whiA

La fonction précise de ce gène n'a pas encore été bien déterminée malgré son caractère

ubiquitaire dans le groupe des bactéries à coloration Gram positive. Il appartient à un cluster de 4

gènes, dont 3 codent des protéines de fonction inconnue et un code UvrC. La conservation parfaite

de l'organisation des gènes chez les mycobactéries et quasi-parfaite (3 gènes sur 4) chez l'ensemble

des bactéries à coloration Gram positive, à l'exception des mycoplasmes, suggère que ces 4 gènes
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pourraient être co-régulés. Un transcrit whiA est détecté à tous les stades du développement mais il

a été proposé que WhiA soit sous forme inactive dans le mycélium végétatif. Ce gène présente 2

promoteurs, un permettant une transcription faible et constitutive, l'autre une transcription forte et

contrôlée par le stade de développement. Malgré le fait que whiA semble s'auto-activer et activer

d'autres gènes, des homologies avec des facteurs de transcription n'ont pas été révélées. WhiA

pourrait activer un activateur transcriptionnel ou inactiver un répresseur (Ainsa et al., 2000).

D'un point de vue phénotypique, le mutant whiA, comme le mutant whiB, présente des hyphes

aériens étroitement enroulés, plus longs qu'une souche sauvage, qui contiennent de l'ADN

décondensé et qui ne présentent aucun trace de septation.

Il a été proposé que WhiA et WhiB pourraient être responsables de la décision de stopper la

croissance des hyphes aériens avant d'entamer le processus de septation, par exemple en réponse à

une baisse graduelle de la quantité d'un composé (Flardh et al., 1999).

4.2.2.6 Le gène whiB

Le gène whiB code une petite protéine (87 acides aminés) qui se lierait à l'ADN. La présence

de 4 résidus cystéine, très fortement conservés dans des gènes codant de petites protéines de liaison

à l'ADN au sein des Actinomycètes, suggère que WhiB pourrait répondre à un changement rédox,

par la formation de ponts disulfure. Il a ainsi été proposé que WhiB pourrait détecté un stress

oxydant transitoire causé par le ralentissement de la croissance d'une colonie et permettre, avec

WhiA, de modifier l'expression de gènes intervenant dans la différenciation morphologique

(Chater, 2001). La transcription de whiB dépend de 2 promoteurs, l'un actif faiblement et de façon

constitutive, l'autre induit d'un facteur 25 lorsque les hyphes aériens apparaissent (Soliveri et al.,

1992).

D'un point de vue phénotypique, le mutant whiB présente, comme le mutant whiA, des hyphes

aériens plus longs qu'une souche sauvage, étroitement enroulés, sans septum et qui contiennent de

l'ADN sous forme décondensée (Flardh et al., 1999).

4.2.2.7 Le gène whiE

Ce locus complexe code des protéines qui ressemblent à celles codées au niveau des loci de

polycétones synthétases de type II impliquées dans la synthèse de nombreux antibiotiques

aromatiques. Ce locus est responsable de la pigmentation grise des spores (Davis and Chater, 1990).
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La transcription de ce locus de 8 gènes est assurée par 2 promoteurs, orientés différemment, dont

l'un est responsable de la transcription de 7 gènes en opéron (ORFI à ORFVII), et l'autre de celle

de ORFVIII (Kelemen et al., 1998). La transcription à partir des 2 promoteurs dépend des 6 gènes

précoces: un mutant whiA, whiB, whiG ou whiI ne présente pas de transcrit whiE et des spores

blanches alors qu'un mutant whiH ou whiJ présente 10 fois moins de transcrit whiE qu'une souche

sauvage et des spores gris pâle. Le second promoteur de whiE est également contrôlé par le facteur

sigF. Ce contrôle temporel se manifeste par la détection d'un transcrit whiE uniquement entre 72 h

et 96 h de croissance sur milieu solide (Kelemen et al., 1998).

4.2.2.8 Le gène sigF

Le gène sigF code un facteur cr intervenant dans les dernières étapes de la cascade de

sporulation. Un mutant sigF présente des spores peu pigmentées, plus petites et déformées que des

spores sauvages. Leur paroi est plus mince et plus sensible au détergent et l'ADN n'est pas sous

forme condensée (Potuckova et al., 1995). La transcription de sigF est fonction du stade de

développement :un transcrit n'est observé qu'entre 72 et 96 h de croissance, ce qui correspond à la

formation des septa de sporulation (Kelemen et al., 1996). Ce gène ne s'auto-régule pas mais il est

un des gènes cibles de la protéine BldD (Elliot et al., 2001).

4.2.2.9 Le gène whiD

La protéine WhiD appartient à la famille des facteurs transcriptionnels putatifs WhiB-like,

présents chez les Actinomycètes mais absents des autres groupes (Soliveri et al., 2000). Elle est

capable de lier les centres [4Fe-4S] (Jakimowicz et al., 2005). Sa transcription dépend de 2

promoteurs, tous les 2 régulés en fonction du stade de développement: la transcription est détectée

dans les colonies à partir de 72 heures de cultures, temps qui correspond à la formation des septa.

Un transcrit est détecté à 96 h mais plus 120 h, c'est-à-dire une fois le processus de sporulation

achevé (Molle et al., 2000). Le gène whiD est ainsi placé dans les gènes tardifs. Un mutant whiD

produit des spores présentant des caractéristiques différentes de celles d'une souche sauvage: elles

sont sensibles à la chaleur, prédisposées à la lyse et de taille irrégulière vraisemblablement à cause

d'une mauvaise disposition du septum. De plus, des septa additionnels se forment par

épaississement de la paroi cellulaire, provoquant l'apparition de « mini-compartiments» dépourvus

d'ADN chromosomique. Ces «mini-compartiments» vont ensuite être lysés et constituer des
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spores « fantômes ».

4.3 Streptomyces est caractérisé par une forte instabilité génétique

Les Streptomyces se caractérisent par une forte instabilité génétique et chromosomique.

L'instabilité génétique affecte certains gènes, qui diffèrent entre les espèces. Les caractères

communément affectés sont la résistance et la production d'antibiotiques, la sporulation, la

pigmentation ou la morphologie des colonies. Par exemple, chez S. rimosus, 80 % des colonies

issues d'un étalement de spores sont des variants: ils sont hétérogènes, plus ou moins affectés dans

la sporulation, la pigmentation, la morphologie, la résistance et la production d'oxytétracyc1ine

(Petkovic et al., 2006). Les souches sauvages de S. ambofaciens et S. coelicolor sont pigmentées

grises. L'instabilité génétique chez ces espèces se manifeste par exemple d'un point de vue

phénotypique par la production dans la descendance d'une colonie sauvage, de colonies totalement

ou partiellement (sous forme de secteurs ou de papilles) dépigmentées. Ces colonies mutantes ont

été interprétées comme le résultat d'un événement mutationnel survenu à un stade précis du

développement. Ainsi, les secteurs dépigmentés seraient issus d'une mutation lors de la formation

du mycélium végétatif, les papilles dépigmentées lors de la formation du mycélium aérien et les

colonies dépigmentées lors de la formation de la spore mature) (Figure 15).
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Figure 15 : Représentation schématique des différentes étapes du cycle de développement de S. ambofaciens et des

types mutants observés (d'après Dary et al., 2000).

Les Streptomyces font partie des rares bactéries présentant un chromosome linéaire (Leblond

et al., 1996; Lin et al., 1993). De plus, ce chromosome présente une des tailles les plus importantes

parmi les génomes bactériens séquencés (de 8 à 10Mb environ selon les espèces pour environ 8000

gènes), taille rendant compte de la complexité du métabolisme de cet organisme (Borodina et al.,

2005). La structure chromosomique est caractérisée par la présence de séquences terminales

inversées, appelées TIR (pour Terminal Inverted Repeats), associées de manière covalente à des

protéines permettant, entre autre, la protection des extrémités chromosomiques de l'action

d'exonucléases (Chen, 1996). Enfin, une origine de réplication située approximativement au centre

du chromosome et fonctionnant de manière bidirectionnelle définit les 2 bras chromosomiques

(Fischer et al., 1998).

L'instabilité génétique observée chez Streptomyces est souvent corrélée à une instabilité

chromosomique consistant en l'apparition de réarrangements génomiques de grande taille dans les

descendants d'une souche sauvage ((Dary et al., 1999; Leblond and Decaris, 1999). Par exemple,

les colonies Pig-sec (issues d'un secteur dépigmenté) et Pig-col (issues d'une colonie dépigmentée),

produites par l'instabilité génétique, présentent à des fréquences élevées une instabilité
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chromosomique. Deux grands types de réarrangements chromosomiques sont observés: des

délétions de grande taille et des amplifications de séquences d'ADN appelées AUD (pour

Amplifiable Unit of DNA) (Leblond and Decaris, 1994). La région principalement touchée par ces

réarrangements est située aux 2 extrémités du chromosome et a été qualifiée de région instable.

Vingt cinq pour-cent environ du chromosome peuvent ainsi être délétés au niveau de cette région

sans que la viabilité du mutant ne soit affectée, tout au moins en conditions de laboratoire, montrant

qu'elle est dépourvue de gènes essentiels (Leblond et al., 1991; Redenbach et al., 1996). Ainsi, le

séquençage des AUD de Streptomyces a révélé la présence de gènes de nature variée, comme par

exemple des gènes de résistance aux antibiotiques, aux métaux lourds ou codant des polycétones

synthétases (Leblond and Decaris, 1999). L'élucidation de la structure chromosomique de différents

mutants a révélé une grande hétérogénéité dans la taille et la conformation du chromosome, due aux

événements de délétions et d'amplifications à ses extrémités. Ces événements de délétion et

d'amplification résulteraient d'événements de recombinaison illégitime et homologue. Ainsi, les

différents types de mutants peuvent être classés suivant leur conformation chromosomique (Figure

16). Le premier type de mutant présente des TIR de taille réduite, générées par un événement de

recombinaison entre une séquence située dans la TIR et une séquence située dans le bras

chromosomique (Figure 16A). Le deuxième type de mutant présente un chromosome circulaire,

résultant d'un événement de recombinaison entre 2 séquences présentes dans les bras

chromosomiques (Figure 16B). Le troisième type de mutant présente des TIR de taille augmentée

(Figure 16C). Chez ces mutants, une extrémité aurait été délétée et remplacée par l'autre extrémité

par un événement de recombinaison homologue entre 2 gènes dupliqués sur chaque bras. Le

quatrième type de mutant présente un chromosome linéaire mais a perdu une des extrémités (Figure

16D). Chez ces mutants, un événement d'amplification est souvent observé (Fischer et al., 1997).

Enfin, le dernier type de mutant présente un chromosome circulaire suite à des événements de

délétion au niveau des 2 extrémités, une amplification flanquant ces délétions (Figure 16E).
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Figure 16 : Types de mutants chromosomiques générés par l'instabilité chez Streptomyces. A) Mutant présentant une

délétion d'un des bras chromosomique et des TIR de plus petite taille. B) Mutant présentant un chromosome

circulaire car délété des 2 extrémités. C) Mutant présentant un échange de la TIR d'un bras vers l'autre bras et une

taille de TIR plus grande que la souche sauvage. D) Mutant délété d'une extrémité, présentant un chromosome

linéaire et peut-être (?) une amplification (de n fois) de la séquence jouxtant la délétion (d'après Dary et al., 1999).

E) Mutant présentant un chromosome circulaire car délété des 2 extrémités. Une amplification ( )n flanque ces

délétions (d'après Dary et al., 1999 et Catakli et al., 2003).

4.4 Présentation des mutants Pig-pap

4.4.1 Caractéristiqu.es des mu.tants Pig-pap

L'analyse de mutants Pig-col et Pig-sec de S. ambofaciens a montré que ces mutants étaient

hétérogènes, dans le sens où la sporulation et la pigmentation était plus ou moins abolie et la quasi

totalité de ces mutants présentait des délétions de taille variable aux extrémités de leur chromosome

(Martin et al., 1998).

A l'inverse, l'analyse de plus de 100 mutants Pig-pap (issus de papilles dépigmentées) de

S. ambofaciens a montré qu'ils présentaient tous des caractéristiques communes: ils étaient

incapables de sporuler, totalement dépigmentés et sans grand réarrangement génomique. La
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caractérisation plus fine de 3 d'entre eux a révélé que leur phénotype mutant était complémentable

par 1 introduction du gène whiG de S. eoelieolor suggérant qu'ils étai nt bloqués très tôt dans le

processus de sporulation. L'observation n microscopie électronique à balayage de ce 3 mutants

Pig-pap de S. ambojàciens a confirmé ces données puisqu'ils présentaient des hyphe aériens droits,

phénotype typique des mutants bloqués dans le gène whiG décrits chez S. eoelic%r (Catakli et al.,

2005).

4.4.2 Action de facteurs génétiques et environnementaux sur la production de

papilles

L'analyse de colonies à papilles a montré que le nombre de papilles par colonie était un

caractère héritable. En effet, dans la descendance d'une colonie à faible nombre de papilles, des

colonies à faible nombre de papilles étaient observées, alors que des colonies présentant un grand

nombre de papilles présentaient des niveaux d'instabilité génétique élevés, donnant naissance à des

colonies à grand nombre de papilles, mais également à de nombreux mutants Pig-col. Ces souches

ont alors été qualifiées de mutatrices. Ce résultat suggérait donc qu'il existe des mécanismes de

contrôle de l'instabilité génétique et chromosomique chez S. ambofaciens et que cette instabilité

peut être modulée par l'établissement d'un état mutateur d'intensité variable, faible chez les souches

sauvages et fort chez les souches mutatrices (Martin et al., 1999).

D'autre part, des travaux antérieurs réali és par Jean-Nicolas Volff ont mis en évidence que le

milieu de culture influençait la production de papilles (Volff, 1994). Sur milieu minimum glucose,

les colonies de S. ambojàciens présentaient toutes un très grand nombre de papilles (supérieur à 50)

alors que lorsque de l 'hydrolysat de caséine était ajouté dans ce milieu, les colonies présentaient un

faible nombre de papilles (inférieur à lO). Ceci suggère qu'un état mutateur, similaire à celui

observé chez les souches mutatrices (Martin et al., 1999), pourrait résulter d'une modification de

l'environnement.

4.5 Problématique abordée

L'objectif de ces travaux de thèse a été d'exploiter une situation phénoménologique, la

variabilité du nombre de papilles par colonie, pour étudier l'effet du milieu de culture sur

J'instabilité génétique chez Streptomyces et identifier les facteurs nutritifs plus particulièrement

impliqués dans la modulation du taux de mutation chez cette espèce. Notre étude s'est focali éc sur
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2 espèces de Streptomyces, S. ambofaciens, dont l'instabilité génétique avait déjà bien été

caractérisée auparavant, et S. coelicolor, espèce phylogénétiquement très proche et dont le génome

est entièrement séquencé (Bentley et al., 2002).

L'excédent de papilles produites dans certaines conditions nutritives pouvait mettre en

évidence une nouvelle classe de mutants, produits spécifiquement dans de telles conditions. La

caractérisation de mutants Pig-pap is us de papilles obtenues sur des différents types de milieux a

montré qu'ils étaient tous de même nature. Cette ob ervation met en évidence un phénomène

d'instabilité génétique faible sur milieu complet et d'intensité plus importante lors de certaines

conditions nutritives.

Enfin, nous nous sommes interrogés sur l'implication potentielle de la réponse stringente dans

l'augmentation du nombre de papilles sur les colonie de S. ambofaciens et S. coelicolor. ous

avons ainsi étudié le mutant relA de S. coelicolor, mutant incapable de déclencher la réponse

stringente, puisque incapable de produire du (P)ppGpp. L'observation phénotypique de ce mutant

sur différents milieux a permis d'établir un lien entre réponse tringente et apparition de papilles

blanches sur les colonies et donc de mutants Piipap. L'apparition de papilles sur les colonies de

S. coelicolor pourrait donc refléter la mise en place d'un état mutatcur induit par la réponse

stringente. Durant cet état, la production de papilles, correspondant à une instabilité génétique

discrète, pourrait être exacerbée.
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Les travaux qui suivent ont fait l'objet de 2 articles, dont un est paru en 2006 dans Mutation

Research et le second est en cours de soumission dans ce même journal, et de 2

communications orales. Les 2 articles, qui contiennent le matériel et méthodes, et les 2

communications orales sont insérés à la fin de la partie résultats.

1 Influence d'une limitation en nutriments sur la production de

papilles chez S. ambofaciens et coelicolor

Des résultats préliminaires indiquaient que la production de papilles chez

S. ambofaciens pouvait être influencée par le milieu de culture. En effet, il avait été observé

que lorsque les colonies de S. ambofaciens ATCC23877 étaient cultivées sur milieu minimum

Glucose, le nombre de papilles produites par colonie était très élevé et que ce dernier

diminuait fortement si de l'hydrolysat de caséine était ajouté au milieu de culture (Volff,

1994). Ce résultat suggérait donc que la limitation en nutriments pouvait être un modulateur

de la production de papilles blanches à la surface des colonies et donc de mutants Pig-pap.

Cette observation nous a amenés à exploiter une situation d'instabilité, qu'est la formation de

papilles, en vue de déterminer si les conditions nutritives pouvaient influencer le taux de

mutation chez Streptomyces

1.1 Détermination du composant responsable de la modulation de la

production de papilles

Afin de déterminer le (ou les) facteur(s) nutritif(s) plus particulièrement responsable(s)

de cette modulation de l'instabilité génétique, nous avons choisi d'élaborer différents milieux

de culture, variant par leur composition et la quantité de chaque composant, et dérivant du

milieu HT. En effet, le milieu HT est le milieu complet sur lequel a été précédemment étudiée

l'instabilité génétique de S. ambofaciens. Il permettait ainsi d'observer le phénotype des

colonies après 14 jours de croissance, alors que le milieu minimum Glucose utilisé par Jean

Nicolas Volffne permettait une observation des colonies qu'après 21 à 28 jours de culture.

La composition des différents milieux utilisés dans ce travail est présentée dans le

tableau 3.
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Tableau 3: Composition du milieu RT et de ses dérivés (RTC). Les concentrations indiquées en

caractères gras sont celles qui sont identiques à celles présentes dans le milieu RT.

Milieu Milieu Milieu Milieu Milieu Milieu Milieu Milieu Milieu Milieu Milieu
HT HTCI HTC2 HTC3 HTC4 HTC5 HTC6 HTC7 HTC8 HTC9 HTCIO

Extrait de levure
19/1 0,25 gIl 0,25 g/l 0,25 g/l 19/1 0,25 gIl 19/1 19/1 19/1 19/1 19/1(DIFCO)

Extrait de boeuf
19/1 0,25 g/I 0,25 g/l 0,25 g/l 0,25 g/I 19/1 19/1 19/1 19/1 19/1 19/1(DIFCO)

Dextrine blanche
10 g/I 2,5 g/l 2,5 g/I 2,5 gIl 2,5 g/l 2,5 g/l 2,5 g/l 10 g/I 10 g/I 10 g/I 10 g/I

(pROLABO)

Bacto-tryptone
(Becton 2g/1 0,5 g/l 0,5 g/l 2g/1 0,5 g/l 0,5 g/l 2g/1 Og/l 4 g/l 6g/l 8 g/l
Dickinson)

CoC~(Merc~ 20mg/l 5mg/l 20 mg/l 5mg/l 5mg/l 5mg/l 20 mg/l 20 mg/l 20mg/l 20 mg/l 20 mg/l

pH 7,3 7,3 7,3 7,3 7,3 7,3 7,3 7,3 7,3 7,3 7,3

Bactoagar
(Becton 20 g/l 20 g/l 20 g/I 20 g/l 20 g/I 20 g/l 20 g/l 20 g/l 20 g/l 20 gIl 20 g/l
Dickinson)

Les distributions du nombre de papilles par colonie ont été établies pour 2 sous-clones

sauvages de S. ambofaciens; WT8 et WTI2, dont l'instabilité génétique avait été décrite

antérieurement (Martin et al., 1998) et pour la souche de S. coelicolor A(3)2 M145, espèce

phylogénétiquement proche de S. ambofaciens et dont le génome a entièrement été séquencé

(Bentley et al., 2002). Après 14 jours de croissance à 30°C sur ces différents milieux, les

colonies présentaient un diamètre et un taux de germination similaires, permettant d'éliminer

l'hypothèse d'une sélection et de comparer les phénotypes en excluant des différences dues à

un défaut de germination des spores ou à une croissance plus lente et tardive.

Afin d'établir les distributions du nombre de papilles par colonie (npc), 30 colonies

aléatoirement choisies ont été observées sur chacun des milieux et les valeurs du npc ont été

regroupées par 5. Les distributions obtenues pour les 2 sous-clones de S. ambofaciens et la

souche M145 de S. coelicolor sur chacun des milieux sont présentées figures 17, 18 et 19.
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Figure 17 : Représentation graphique de la distribution du npc observée sur milieux HT et HTe pour S ambofaciens

WT8 après 14 jours de croissance à 30°C Sur chaque milieu, 30 colonies aléatoirement choisies ont été observées et

le npc a été regroupé par classe de 5. Le nombre de colonies observées pour chaque classe est représenté en ordonnée

(Nb de co1.). Une photographie correspondant au phénotype le plus représenté a été choisie.
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Figure 18. Représentation graphique de la distribution du npc observée sur milieux HT et HTC pour

S. ambofaciens WTl2 après 14 jours de croissance à 30°C. Sur chaque milieu, 30 colonies aléatoirement

choisies ont été observées et le npc a été regroupé par classe de 5. Le nombre de colonies observées pour

chaque classe est représenté en ordonnée (Nb de coL). Une photographie correspondant al! phénotype Je plus

représen té a été choisie.

62



5mm

10

15

G) JO

75
Nb de col.

Nb de col. 2'

Smm Smm

E) 30

Nb de col. 25

20

15

IOHTI
10

w1i1" ~
~ f npc

5"," 5wf"II

F)
JO

25

Nb de col.
20

IS

ID HTCJI
LO

20-11------.

JO

10

15-!/----1~.,

B)
la

25

Nb de col.
20

15

10

C) 10

Nb de col. 25-H-----

101!-----------l..~~~~

1s-H-----l',

A) lOll---n..~
Nb de col. 2SH------t",...

D) )0

Nb de col. "
20

Figure 19. Représentation graphique de la distribution du npc observée sur milieux 111' et H1'C pour

S. coelic%r M 145 après 14 jours de croissance à 30°e. Sur chaque milieu, 30 colonies aléatoirement choisies

ont été observées et le npc a été regroupé par classe de 5. Le nombre de colonies observées pour chaque classe

est représenté en ordonnée (Nb de co1.). Une photographie correspondant au phénotype Je plus représenté a été

choisie.

Lors de travaux antérieurs, les distributions du nombre de papilles par colonie produites

sur milieu H pour les souches de S. ambofaciens WT8 et WT 12 avaient été établies (Martin

et al., 1998). Elles avaient pennis de démontrer l'existence d'un polymorphisme entre ces 2

sous-clones sauvages, WT8 présentant une distribution du nombre de papilles par colonie

aléatoire de type Loi de Poisson, WT12 présentant une distribution en différant
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significativement. Dans ce travail, les distributions du nombre de papilles par colonie ont à

nouveau été établies et se sont révélées significativement différentes entre le sous-clone WT8

et le sous-clone WTI2. Sur milieu HT (Figures 17A, 18A et 19A), le npc variait de 0 à 25

papilles pour la souche WT8 avec une majorité autour de 10 papilles par colonie et autour de

25 papilles pour la souche M145. Les distributions du npc obtenues pour la souche WT12

étaient plus étalées sur l'axe des abscisses, mais la majorité des colonies présentait un faible

nombre de papilles (inférieur à 20). Lorsque les souches WT8, WT12 et M145 étaient étalées

sur milieu HTC1 (Figures 17E, 18E et 19E), dont la composition variait de celle du milieu HT

par la division au quart de la quantité de chaque composant, la quasi-totalité des colonies de

WT8 et WT12 (respectivement 30/30 et 29/30) présentait plus de 50 papilles et toutes celles

de M145 sauf une présentaient plus de 35 papilles. Le repiquage d'au moins 5 papilles pour

chacune de ces 3 souches a montré qu'elles donnaient naissance à des mutants au phénotype

dépigmenté stable, assurant qu'il ne s'agissait pas de phénocopies.

Ce résultat suggérait donc que la limitation en nutriments modulait la production de

papilles sur les colonies de S. ambofaciens et S. coelicolor. En effet, sur le milieu HTC 1, les

nutriments deviendraient beaucoup plus rapidement limitants pour le développement des

colonies.

Afin de déterminer si un des composants du milieu HT était plus particulièrement

responsable de cette modulation de l'instabilité génétique, chaque composant a été remis à sa

concentration initiale (celle du HT), alors que les autres composants présentaient des

concentrations divisées par 4 par rapport à celles du HT, comme c'était le cas dans le milieu

HTCl. Alors que l'ajout de CoCh (HTC2, distribution non montrée), d'extrait de levure

(HTC4, Figures 17F, 18F et 19F) ou d'extrait de bœuf (HTC5, Figures 17G, 18G et 19G) n'a

pas permis d'observer une très forte réduction du npc, le fait de remettre la concentration de

Bacto-tryptone à une valeur similaire à celle présente dans le HT a permis de retrouver une

distribution similaire à celle établie pour le milieu HT pour les souches WT8, WT12 et M145

(HTC3, Figures 17B, 18B et 19B). Ce résultat suggère donc que la Bacto-tryptone est le

composant dont la limitation influencerait le plus fortement la production de papilles.

Afin d'observer plus précisément quel(s) facteur(s) nutritifs influençai(en)t la

production de papilles, nous avons élaboré des milieux dérivant du HT mais variant

uniquement par la concentration d'un seul élément. Ainsi, le milieu HTC6 a permis de tester

si la concentration en dextrine blanche pouvait également avoir une influence sur le
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phénomène étudié. En effet, ce milieu ne dimS;ait du HT que par la division par 4 de la

quantité de dextrine blanche. Sur ce milieu, après 14 jours de croissance à 30°C, les colonies

des souches WTS, WT12 et MI45 présentaient un nombre de papilles similaire à celui

observé sur milieu HT, indiquant que la concentration en dextrine blanche n'influence pas (ou

très peu) la production de papilles (HTC6, Figures I7C, ISC et 19C).

Afin de confirmer l'implication directe de la quantité de Bacto-tryptone sur la

production de papilles, les milieux HTC7, HTCS, HTC9 et HTCI0 ont été réalisés. Le milieu

HTC7 ne différait du HT que par l'absence de Bacto-tryptone alors que les milieux HTCS,

HTC9 et HTCI0 présentaient respectivement une quantité de Bacto-tryptone doublée, triplée

et quadruplée par rapport à celle du HT.

Les colonies cultivées sur milieu HTC7 présentaient toutes un nombre de papilles

supérieur à 50 pour WTS et WTI2 et presque toutes pour M145 (Figures I7H, I8H et I9H)

alors que sur milieu HTCS, le npc était très faible, plus faible que sur milieu HT (Figure 17D,

ISD et I9D). Quant aux colonies cultivées sur milieux HTC9 et HTCIO, elles ne présentaient

aucune papille après 14 jours de croissance ni même après 3 et 4 semaines de culture à 30°C.

Ces observations ont donc ainsi permis de confirmer que la quantité de Bacto-tryptone

à elle seule influence la production de papilles blanches sur les colonies de S. ambofaciens et

S. coelicolor.

1.2 Détermination de l'élément nutritif responsable de la modulation de la

production de papilles

La Bacto-tryptone, hydrolysat trypsique de caséine, est principalement composée

d'acides aminés, mais contient également des vitamines et des ions. Afin de déterminer

quel(s) élément(s) nutritif(s) étai(en)t plus particulièrement responsable(s) du phénomène

observé, la comparaison de la concentration de tous les éléments présents dans les milieux

HT, HTC3 (faible npc) et HTC7 (fort npc) a été entreprise (Tableau 4).

Dans la mesure où seules les colonies cultivées sur milieu HTC7 produisaient un grand

nombre de papilles, les éléments en plus faible quantité dans ce milieu, par rapport aux

milieux HT et HTC3, étaient des candidats potentiels dans l'étude des éléments nutritifs

influençant la production de papilles.
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Tableau 4 : Composition en ions (%), vitamines Ütg/g) et acides aminés (%) de l'extrait de levure (DIfCO),

de bœuf (DIfCO) et de la Bacto-tryptone (Becton Dickinson). La quantité totale dans les milieux RT, HTC3

et RTC?, en J.lg/ml, est indiquée pour chaque élément. Les éléments et chiffres en gras correspondent aux

éléments présents en faible quantité dans le milieu RTC? par rapport aux 2 autres milieux. La composition a

été fournie par le fabricant de chacun de ces produits.

'"
==o....

Extrait Extrait
Bacto- Extrait de

Extrait de
Bacto- Total Total Total

de de tryptone levure dans boeuf tryptone dans le dans le dans le
levure bœuf dans le
(%ou (%ou

(% ou 1eHT
HT

dans 1eHT HT HTC3 HTC7

ug/g) Ug/g) llg/g) (1lg/m1) (ug/ml) (1lg/m1) (1lg/m1) (llg/m1) (llg/m1)

Calcium 0,013 0,068 0013 013 068 0,26 1,07 046 081
Ch10ride 0,38 128 0,186 3,8 12,8 3,72 2032 7,87 16,6

Magnésium 0075 0239 0017 075 239 034 348 1 12 314
Phosphate 3,27 5,46 2669 32,7 546 53,38 140,68 75,2 873

-< Potassium 3,195 5,477 0229 3195 5477 4,58 91,3 2626 8672
Sodium 149 2315 2631 149 2315 5262 9067 6213 3805
Sulfate 0091 0629 0241 091 629 482 1202 662 72
Sulfure 0634 0707 0740 634 707 148 282 18 15 134

Zinc 0,011 - 0,003 011 - 006 017 0088 0,11
Biotine 33 01 01 00033 00001 00002 00036 000105 00034
Choline 300 1171 5 350 03 1 1715 07 21715 107 14715

Acide folique 15 33 03 00015 00033 00006 00054 00018 00048
Inosito1 1400 4113 2 1400 14 41132 28 83132 418 55132
Acide

597,9 774,7 97,8 0,5979 0,7747 0,1956 1,5682 0,5387 1,3726
nicotinique

PABA 763 20 37 0763 0020 00074 07904 02031 0783
< Acide

pantothénique
273,7 91 5,4 0,2737 0,091 0,0108 0,3755 0,102 0,3647

Pvridoxine 432 73 06 00432 00073 00012 00517 00138 00505
Riboflavine 116,5 0,4 - 0,1165 00004 - 0,1169 0,0292 01169
Thiamine 530 - 04 0530 - 00008 05308 01333 05299

Thvmidine 175 10934 934 00175 10934 01868 12977 04645 1 1109
Cyanochoba -

- 0,5 - - 0,0005 - 0,0005 0,000125 0,0005
lamine

Alanine 536 254 286 536 254 572 1362 7695 79
An!inine 302 139 303 302 139 606 1047 716 441

Acide
6,69 1,67 6,11 66,9 16,7 122,2 202,8 143,1 83,6

asnartioue
Cvstéine 074 018 042 74 1 8 84 176 107 92
Acide 14,20 6,01 17,05 142 60,1 341 543,1 391,5 202,1glutamique

Glvcine 325 414 175 325 414 35 1089 53475 739
Histidine 120 494 202 12 494 404 1016 5555 614

Isoleucine 323 053 440 323 53 88 1256 974 376
Leucine 469 100 711 469 10 1422 1991 156425 569
Lvsine 515 145 670 515 145 134 200 1505 66

Méthionine 105 030 257 105 3 514 649 54775 135
Phénylalanine 253 - 371 253 - 742 995 80525 253

Proline 260 216 745 26 216 149 1966 1609 476
Sérine 284 090 429 284 9 858 1232 9515 37,4

Thréonine 295 067 358 295 67 716 1078 8065 362
Trvptophane 136 005 071 136 05 142 283 17725 141

Tyrosine 120 199 142 12 199 284 603 36375 319
Valine 379 086 500 379 86 100 1465 III 625 465

Comme montré dans le tableau 4 en gras, seuls le sodium, le sulfure et 12 acides

aminés étaient présents en concentration beaucoup plus faible dans le milieu RTC? que dans

les milieux RT et RTC3 et pouvaient avoir une influence sur la production de papilles.
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L'influence potentielle du sodium, du sulfure et des acides aminés sur la production de

papilles a alors été plus particulièrement étudiée chez le sous-clone WT8 de S. ambofaciens.

1.2.1 Influence du sodium sur la production de papilles

Un milieu HTC7+NaCI a été élaboré en ajoutant au milieu HTC7 une quantité de

sodium, sous forme de NaCI, pennettant de retrouver une concentration en sodium égale à

celle présente dans le milieu HT.

L'analyse des distributions du npc obtenu (Figure 20) a pennis de montrer que le aCl

n'avait pas (ou très peu) d'influence sur la production de papilles puisque la quasi-totalité des

colonies cultivées sur milieu HTC7+ ael (Figure 20B) présentait plus de 50 papilles, comme

observé sur milieu HT ~ 7 (Figure 20A).

A) 30

25
Nb de col.

20

15

10

~ mm

B)

Nb de col.

10 HTCl sans NaCI 1 ID HTCl + NaCi 1

npc npc

Figure 20 : Représentation graphique de la distribution du npc observée chez S ambofaciens WI8 cultivé

sur milieu HIC7 (A) et HIC7 'NaCI (B) 14 jours à 30°C. Sur chaque milieu, 30 colonies aléatoirement

choisies ont été observées et les différentes valeurs du npc regroupées p(lr classe de S. Le nombre de

colonies observées pour ch(lque c)(lsse est représenté en ordonnée (Nb de coL). Une photographie du

phénotype le plus représenté a été choisie.

1.2.2 Influence du soufre sur la production de papilles

Afin de tester l'influence potentielle du soufre sur la production de papilles, un milieu

HTC7+acide sulfurique a été élaboré. Dans ce milieu, l'ajout d'une quantité de sulfure, sous

forme d'acide sulfurique, a été réalisée de manière à avoir une concentration finale en sulfure
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identique à celle présente dans le milieu HT. Malgré l'équilibrage du pH à 7,3, le phénotype

des colonies ne ressemblait à aucun phénotype déjà observé. En effet, les colonies étaient

petites, blanchâtres et à l'aspect duveteux et l'étude de l'influence du sulfure sur la production

de papilles n'a pas été poursuivie.

1.2.3 Influence des acides aminés sur la production de papilles

Afin de tester l'influence des acides aminés sur la production de papilles, une solution

des 18 acides aminés présents dans la Bacto-tryptone a été préparée. Cette solution a été

ajoutée au milieu HTC7 de manière à avoir une concentration finale pour chacun des 18

acides aminés deux fois supérieure à celle du milieu HT (milieu HTC7+aa). La distribution du

npc a alors été établie pour la souche S ambofaciens WT8 et les souches M145 et M6üü de

Scoelicolor (Figure 21). La souche M6üü sera utilisée dans la suite de ce travail, à la place de

la souche M145, car le mutant re/A utilisé dans la suite des expériences dérivait de la souche

M6üü et qu'elle présentait une modulation de la production de papilles par la concentration en

acides aminés du milieu similaire à ce qui était observé chez S. ambofaciens et S coelicolor

M145 (Figure 21).
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Figure 21 : Représentation grapbique de la distribution du npc observée chez les souches de S ambo(aciens WT8

(A, B et C) et de S coeiicoior M145 (D, E el F) et M600 (G, H el!) cultivées sur milieu HI (A, D et G), HTC7 (B,

E et H) et HTC7 Hw (C, F et 1) 14 jours à 30°C. Sur chaque milieu, 30 colonies aléatoirement choisies ont été

observées et les différentes valeurs du npc regroupées par classe de 5. Le nombre de colonies observées pour

chaque classe est représenté en ordonnée (Nb de coL). Une photographie du phénotype Je plus représenté a été

choisie.

Les distributions établies sur milieu HTC7+aa (Figure 21 C pour WTS, 21 F pour M 145

et 211 pour M600) étaient significativement différentes de celles observées sur milicu HTC7

(Figure 21 B, 21 E et 21 H). En effet, toutes les colonies des souches WTS et M600 présentaient

un nombre de papilles inférieur à 25, pour la majorité moins de 10 papilles, et la majorité des

colonies de la souche 145 présentaient un faible nombre de papilles (inférieur à 20). Ces

distributions étaient proches de celles obtenues sur milieu HT (Figure 21 A, 210 et 21 G).

Cc résultat a donc pennis de montrer que la concentration en acides aminés dans le

milieu de culture influence à elle seule la production de papilles chez S. ambofaciens et

S. coe/icolor.
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fln de déterminer si un des 18 acides aminés était plu particulièrement impliqué dans

ce phénomène, des solutions contenant 17 des 18 acides aminés ont été ajoutées au milieu

HTC7 et les distlibutions du npc établies (Figure 22).
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Figure 22 : Représentation graphique de la distribution du npc observée sur milieu HTC7 contenant 17 acides

aminés et pas d'alanine (A), d'arginine (8), d'acide asparlique (C), d'acide glutamique (D), de cystéine (E). de

glycine (F), d'histidine (G), d'jsoleucine (H), de leucine (1), de lysine (l), de méthionine (K), de phénylalanine

(L), de proline (M), de sérine (N), de thréonine (0). de tryptophane (P), de tyrosine (Q) ou de valine (R) pour

S ambojàciens WT8 après 14 jours de croissance il 30°C. Sur chaque milieu, 30 colonies aléatoirement

choisies ont été observées ct le npc a été regroupé par classe de 5. Le nombre de colonies observées pour

chaque classe est représenté en ordonnée (Nb de col.). Une photographie correspondant au phénotype le plus

représenté a été cboisie.

Les résultats obtenus ont montré pour la quasi-totalité des acides aminés testés, à

l'exception de l'acide glutamique, la praline et dans une moindre mesure l'alanine et l'acide

glutamiquc, que l'absence d'un seul des acides aminés était suffisante pour observer des

colonies à grand nombre de papilles. Le fait que certains acides aminés aient une plus faible

influence sur la production de papilles peut être du à une nécessité de concentration moindre

d ces acides aminés que pour d'autres, dont la limitation est suffisante pour observer des

colonies à grand nombre de papilles. Une autre hypothèse est de considérer que ces acides

aminés, dont la limitation a une influence plus faible sur la production de papilles, puissent

être synthétisés par d'autres voies métaboliques. Par exemple, une limitation en méthionine ne

pennet pas d'observer de façon majoritaire des colonies à grand nombre de papilles (Figure

22K). Ceci pourrait être expliqué soit par un besoin cellulaire moindre en méthionine, soit

parce qu'un autre acid aminé présent pennet la synthèse de méthionine. LI a par exemple été

montré que l'acide aspartique permet la synthèse de plusieurs acides aminés chcz différents

orgal1lsmes, par exemple la synthèse de méthionine, de thréonine, de lysine ou d'alanine

(Weil, 1983).
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2 Caractérisation de mutants Pig-pap de S. ambofaciens et

S. coelicolor issus de différents contextes nutritionnels

2.1 Caractérisation de mutants Pig-pap de S. ambofaciens issus de

contextes nutritionnels différents

Lors de travaux antérieurs, la caractérisation de plus de 100 mutants Pig-pap de

S. ambofaciens, résultant d'événements mutationnels indépendants, avait pennis de dégager

des caractéristiques propres à ces mutants : ils étaient tous dépigmentés, le phénotype mutant

était héritable et stable, ils étaient incapables de sporuler et ne présentaient aucun

réarrangement chromosomique de grande taille (Martin et al., 1998). Ces mutants étaient

issus de colonies cultivées sur milieu HT et ce type de mutants sera désigné dans la suite de ce

travail par «mutants Pig-pap « HT» », par opposition aux mutants issus de colonies cultivées

sur milieu limité en acides aminés et nommés «mutants Pig-pap «HTC»». La

caractérisation pius fine de 3 mutants Pig-pap «HT» a montré qu'ils étaient tous ies 3

bloqués dans les premières étapes du processus de sporulation (Catakli et al., 2005). En effet,

une restauration du phénotype sauvage avait été observée après introduction du plasmide

pSET152 portant le gène whiG de S. coelicolor, gène intervenant dans les premières étapes du

processus de sporulation. L'introduction des plasmides pSET152(whiA), pSETI52(whiB),

pSET152(whiH) et pSET152(whiJ), gènes intervenant également lors des premières étapes du

processus de sporulation chez S. coelicolor, n'avait pas permis de restaurer un phénotype

sauvage. Les tailles du plasmide pSET152 et des inserts clonés dans chaque cas, dont certains

seront utilisés dans la suite de ce travail, sont indiquées dans le tableau 5.
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Tableau 5 : Liste des plasmides (Catakli, 2004) utilisés dans ce travail. La nature des inserts ainsi que la taille

de chaque plasmide sont indiquées.

Plasmide Gène cloné Taille du plasmide+insert

pSET152 Aucun 5,8 kb

pSET152(whiA) whiA de S. coelicolor 5,8 kb + 7 kb

pSET152(whiB) whiB de S. coelicolor 5,8 kb + 6 kb

pSET152(whiG) whiG de S. coelicolor 5,8 kb + 2,1 kb

pSET152(whiH) whiH de S. coelicolor 5,8 kb + 5,1 kb

pSET152(whiJ) whiJ de S. coelicolor 5,8 kb + 4 kb

Enfin, il avait été observé que chez ces 3 mutants Pig-pap, le gène whiG ne présentait

aucune mutation et était transcrit alors que le gène whiH, dont la transcription dépend de

WhiG, n'était plus transcrit, suggérant une modification post-transcriptionnelle ou post

traductionnelle de WhiG par rapport à une souche sauvage (Catakli et al., 2005).

Afin de déterminer si les papilles présentes sur les colonies cultivées sur milieux HTC,

c'est-à-dire présentant un grand nombre de papilles, donnaient naissance à des mutants Pig

pap de phénotype et de nature moléculaire similaires à ceux décrits précédemment, des

papilles de colonies de S. ambofaciens WT8 et WTl2 ont été repiquées jusqu'à obtention de

populations homogènes blanches de mutants Pig-pap «HTC ». Quatre mutants Pig-pap de

S. ambofaciens WT8 et Wl2 issus des 4 milieux HTC pour lesquels les colonies présentaient

un grand nombre de papilles ont ainsi été isolés. Il s'agit des souches WT8papi (issue d'une

papille d'une colonie de WT8 cultivée sur milieu HTCI), WT8pap4 (issue d'une papille

d'une colonie de WT8 cultivée sur milieu HTC4), WT12pap5 (issue d'une papille d'une

colonie de WT12 cultivée sur milieu HTC5) et WT12pap7 (issue d'une papille d'une colonie

de WT12 cultivée sur milieu HTC7).
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2.1.1 Le phénotype des mutants Fig-pap « RTC » est héritable et stable

Le taux de réversion spontanée du phénotype mutant des souches WT8pap l,

WT8pap4, WTl2pap5 et WTl2pap7 a été estimé. Pour cela, la présence de colonies grises a

été recherchée après étalement d'un grand nombre de colonies de ces 4 souches et croissance

7 jours à 30°C sur milieu HT. Il est à noter que dans ces conditions, la souche sauvage

pigmente à partir du 4ème jour. Aucune colonie grise n'a été observée pour les souches

WT8pap4 et WTl2pap5 sur les 89000 et 53300 colonies respectivement observées. Un

révertant pour WT8papi et 3 révertants pour WTl2pap7 ont été recensés sur un total respectif

de 33500 et 57600 colonies. Le taux de réversion spontanée a ainsi été estimé à 5.10-5
, taux de

réversion similaire à celui déterminé pour les 3 mutants Pig-pap «HT» précédemment

caractérisés (Catakli et al., 2005).

2.1.2 Les mutants Fig-pap «RTC» ne produisent pas de spores

Afin de déterminer si les mutants Pig-pap «RTe» de S. ambofaciens isolés dans ce

travail étaient affectés dans le processus de sporulation, les 4 souches mutantes et les sous

clones sauvages WT8 et WTl2 ont été cultivés 7 jours à 30°C sur milieu HT. La présence de

spores a été recherchée par observation au microscope photonique de fragments de colonies

après une coloration de Gram. Alors que les 2 sous-clones sauvages produisaient des spores,

seuls des fragments mycéliens sans spores ont pu être observés dans les préparations

correspondant aux 4 souches mutantes. Il est à noter que ce type d'analyse est qualitatif et ne

permet pas d'exclure la présence de quelques spores.

2.1.3 Les mutants Fig-pap «RTC» ne présentent pas de grand

réarrangement génomique

Afin de mettre en évidence la présence ou l'absence de grand réarrangement

chromosomique chez les mutants Pig-pap «HTC », des profils Asel de l'ADN" génomique de

ces 4 souches et du sous-clone WT8 ont été réalisés par électrophorèse en champ pulsé

(PFGE). L'exemple des profils obtenus pour les souches WT8 et WT8pap4 est présenté sur la

figure 23A. Tous les fragments de restriction présents dans la souche WT81'étaient également
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chez WT8pap4 (Figure 23A) ainsi que chez les 3 autres mutants Pig-pap analysés. Ces

résultats confirment l'absence de grands réarrangements, notamment aux extrémités du

chromosome, constituées des fragments de restriction AseI G, D, L, I et E, région très sujette

aux remaniements (Figure 23B).

TIR

B)

82Dkb~

llDDkb ~

105kb~

165Dkb ~
(x2)

6DDkb~
(x2)

44Dkb~
330 et 310 kb ~
280 et 260 kb ~

A)

Figure 23 : A) Profils AseI de l'ADN génomique des souches WT8 et WT8pap4 obtenus par PFGE après 24 h

de migration en TBE 0,5x, à 6V/cm (pulse de 40 à 160 sec). La taille des fragments de restriction AseI est

indiquée.

B) Carte physique du chromosome de S. ambofaciens ATCC23877. Le nom et la taille des fragments AseI sont

indiqués, ainsi que les répétitions terminales inversées (TIR) liées de façon covalente à des protéines. Les

fragments G, D, L,let E constituent les extrémités instables (Leblond et al., 1996).

2.1.4 Les mutants Pig-pap «HTC »sont complémentables par le gène whiG

Afin de déterminer si les 4 mutants Pig-pap « RTC » isolés au cours de ce travail étaient

bloqués au même stade de sporulation que ceux analysés par Catakli et al. (2005), des

expériences de complémentation ont été réalisées. Le plasmide pSET152 seul et le plasmide

pSET152(whiG) ont été introduits dans la souche d'E. coli MRF'307 puis transférés par

conjugaison intergénérique dans les 4 souches WT8papl, WT8pap4, WT12pap5 et
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WT 12pap7. Ces plasmides sont capables de se répliquer de façon autonome chez E. coli mais

pas chez Streptomyces. Dans cette espèce, leur maintien dépend de leur intégration sitc

spécifïque au génome au niveau du site ollE du phage <D 31.

Tous les transconjugants obtenus après introduction du plasmide pSET 152(whiG)

prés ntaient un phénotype sauvage, c'est-à-dire un retour à la pigmentation grise, à la

sporulation et à la production de papilles (Figure 24). L'introduction du plasmide pSETlS2

seul n'a pa, permis cette restauration, les transconjugants WT8pap 1pSET, WT8pap4pSET,

W 12pap5pSET et WT 12pap7pSET présentant un phénotype dépigmenté, comme les

mutants Pig-pap dont ils étaient issus. Les 4 transconjugants WT8paplG, WT8pap4G,

WT 12pap5G et WT12pap7G, issus respectivement des 4 souches mutantes WT8pap l,

WT8pap4, WT12pap5 et WT12pap7 après introduction de pSET152(whiG), ont ainsi été

i olés.

WT8paplG

Smm

WT8papl pSET

5mm

Smm

5mm

5mm

5mm

5mm

5mm

Figure 24: Phénotypes des souches WT8paplG, WT8pap4G, WT12pap5G, WTl2pap7G, WT8paplpSET,

WT8pap4pSET, WTl2pap5pSEl et WT12pap7pSET après 14 jours de croissance à 30°C sur milieu ET. Ces

souches OnL été oblenues après inlroduclion du plasmide pSE l52(whiG) ou pSETl52 dans les mulanls Pig-pap

WT8papl, W'l'Rpap4, WT12pap5 el WTl2pap7.

Ainsi, le fait que les 4 mutants Pig-pap « HTC » analysés soient complémentables par

introduction du gène whiG de S coelicolor confirme que, à l'instar des mutants Pig-pap

« HT » caractérisés antérieurement, ils sont bloqués dans les premières étapes du processus de

sporulation.
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2.1.5 Caractérisation de papilles issues de transcon iugants gris

Le fait que les transconjugants gns W 8pap 1G, WT8pap4 , WT J2pap5G et

WT 12pap7G produisaient à nouveau des papilles blanches à la surface de leurs colonies

malgré la présence d'une copie additionnelle du gène whiG nous a amenés à entr prendre

l'étude de ces papilles. Huit populations de mutants Pig-pap ont ainsi été isolées à partir de 2

papi Iles issues d'événements mutationnels indépendants pour chacune des 4 souches. Ces

mutants ont été appel 's WT8pap1GpA, WT8paplGp WT8pap4GpA, WT pap4 pB,

WT12pap5GpA, WT12pap5GpB, WTl2pap7GpA et WT12pap7GpB. L'hybridation du

plasmide pSET 152(whjG) sur de profils de restriction BamHI de l'AD génomique de ces 8

mutants a permis de révéler que 6 d'entre eux avaient perdu la construction introduite,

expliquant ainsi le retour au phénotype mutant. Les mutants WT12pap5GpA et

WTl2pap7GpB présentaient quant à eux le plasmide pSET152(whiG) inséré au niveau du site

attB du phage $C31. Ce pla. mide a été amplifié par Long-Range P R (Polymerasc Chain

Reaction) puis des réactions de PCR ont été réalisées sur le produit obtenu à l'aide de 3

couples d'oligonucléotide , G I/G2, G3/G4 et 05/G6 (Catakli et a/. , 2005), permettant

l'amplification de la totalité du Gène whiG de S. coelico!or (régions promotrice et tenninatrice

incluses) porté par le plasmide pSET 152 (Figures 25 et 26). Ces 2 étapes de Long-Range PCR

puis de peR permettaient de n'amplifier que le transgène whiG et d'éliminer les signaux dus

au gène whiG pr' sent dans le génome de S. ambofaciens.
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Cl
1

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021

1081

1141

1201

gagtgatcacccagagcgatcatcgtcccccctgtagagcgttcggcggaacgtatctgc
Rion romotrice

gta t cccaccccctccttc caca c caca tcca tcac ctac t ac at
+1
~cccccacgcagacggccgacagc cgcgacaaccagaaagcagaccggcggcctcagg

rbs start
cagatccacatcacggcagaacggcactbggc9a~g~cccaqcacacctccqqqt

*ccqaccqqqcqqG3a~ccc~qccqcccqcqacqqtqqcaqcqtqcqaccqcccqccc

- )

aacaqctqatcctqcactactcqcccctcqtqaaqtacqtqqcqqqccqqqtcaqcqtqq

qactqccqcccaatqtcqaqcaqqcc acttcqtctcctccqqqqtqttcqqcctqatcq
( J2

qqatccqqqqcqcqatqatcqacqaactqcqqqcqctqqactqqatcccqcqqtcqqtqc

qqcaqaaqqcqcqcaacqtqqaqcqcqcqtacqcqacqctqqaqqcacqcctqcqccqca

ctccctcqqaqaqcqaqqtcqccqtqqaqatqqqqatcqcqqtqqaqqacctccacqcqq

tcttcaqccaqttqtcqctqqccaacqtcqtqqccctqqaggaactqctqcacqcqqqcq
( ~

cqqtqqaqqtcqccqaqqaccqtqaqctqcqqcqqctcctqqcccqqqcqatcaacacqc

tqccqqaqcqcqaqaaqaccqtcqtcacqctqtactactacqaqqqcctcacqctcqccg

agatcqqqaacqtqctqqqtqtqaccgaqagcagggtcagccagatccacaccaaqtcqg
~

tgttgcaactgcqcgccaaacttqcgqgtttcqqccq~ctgggcttacggcacggg

Ré~ tç~natricç

Ggtgccgcgtccgtaaagtggtgacgtg caaggattcgagcg cctctgtggccgagca

ccggt gatgca

Figure 25 : Séquence du gène whiG de S. coelicolor et localisation d s oligonucl'olides (marqués par des

flèches) utilisés pour amplifier puis séquencer les différentes portions de ce gène. Les régions promotrice et

terminalrice, la séquence rbs, le tarI de tran cription (+1) (Kelemen et al., 1996) et les codons starl et stop

sont encadrés. La série de 6 cyto ines dans laquelle ont été identifiées les mutations affectant le transgène

whiG des souche WT12pap5GpA et WTl2pap7GpB st entourée et marquée d'un astérisque.
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2,6 kb
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!
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«IJC3I.1

2,6 kb

Barn Hl Bam HI
1 1

2 kb
whiG

«IJ~1.2 Long-Range PCR

(oligonucléotides complémentaires au site aft)

3,2 kb

~I P"'hiG G3
"C .. Réaction standard de PCR

Figure 26: Représentation schématique des réactions de Long-Range PCR utilisant des oligonucJéotides

(<1>C31.l et Cl>C31.2) complémentaires des sites adjacents au site ait, puis de PCR standard permettant

l'amplification du traIlsgène whiG à l'aide des ouples d'oligonucléotides Gl/G2, G3/04 et 05/G6. La

localisation des régions promotrice et temlinatrice du transgènc whiG st indiquée.

Les 3 produits de PCR obtenus pour le transgène whiG de chacun des mutants ont été

séquencés. Les séquences obtenues ne présentaient aucun artéfact pouvant être du à un

mélange de signaux correspondant à 2 gènes whiG différents (ces gènes présentent 90,2 %

d'identité entre S. coelicolor et S. ambofaciens) et correspondaient à la séquence du gène

whiG de S. coelicolor, attestant que seul le transgène, et non la copie résidente de

S. ambojàciens, avait été amplifié et séquencé. L'analyse des séquences a permis de mettre en

évidence la présence d'une mutation de type frameshift +1 (insertion d'une cytosine dans une

série de 6 cytosines à la position 257, figure 25) en 5' du gène, provoquant un décalage du

cadre de lecture et la production d'une protéine WhiG très courte et vraisemblablement

inactive. En effet, elle est délétée de régions 2.4 et 4.2, régions nécessaires à la

reconnaissance des promoteurs des gènes régulés par ce facteur (J, comme c'est le cas pour

tous les facteurs (J de la famille (J7ü (Figure 27). Cette mutation est présente dans le transgène

whiG des 2 mutants WT12pap5GpA et WT12pap7GpB et explique le retour au phénotype

mutant.
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Figure 27: Alignement de la . équence protéique de WhiG de S. coelicolol' M600 et du transgène des 2

transconjugants WTl2pap5GpA et WTl2pap7GpB. L'alignement a été réalisé en utilisant le logiciel Bio dit.

Les acides aminés écrits en blanc sur fond noir sont ceux identiques entre la séquence du mutant considéré et

celle de M600 alors que les acides aminés écrits en noir sont ceux qui ctiffèrenl. Le symbole * indique un

codon stop. Les régions caractéristiques des facleurs (j appartenant à la famille des facteurs 0
70 sont indiquées

par des double flèches.

Ainsi, le plasmide pSET152(whiG) introduit dans les mutants Pig-pap de S. ambofaciens

apparaît être très mutable, puisque dans 6 cas sur 8 un événement de perte du plasmide a été

observé et dans 2 cas sur 8 une mutation dans le transgène whiG a été détectée.

2.1.6 Estimation de la stabiJité des plasmides pSET152 et pSET152(whiG)

L'absence du plasmide recombinant dans 6 des 8 mutants Pig-pap caractérisés

précédemment suggérait que le plasmide pSET152(whiG) pouvait être très instable. Afin

d'estimer cette in tabilité, la fréquence de perte de la résistance à l'apramycine (gène porté

par le plasmide) a été déterminée chez des souches produisant des spores, considérées comme

unigénomiqucs dans la quasi-totalité des cas. Les plasmides pSETI 52 et p ETl52(whiG) ont

donc été introduits par conjugaison dans les sous-clones sauvages WT8 et WT12. Les souches

WT8pSET, WT8G, WT12pSET et WT12G ont ainsi été obtenues. Les souches WT8pSET et
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WT12pSET comportaient le plasmide pSET152 dans leur génome et les souches WT8G et

WT12G, le plasmide pSET152(whiG). Afin de déterminer le taux de colonies devenues

sensibles à l'apramycine pour les souches WT8pSET, WT8G, WT12pSET et WT12G, des

suspensions de mycélium et de spores des 4 souches ont été filtrées, de manière à récupérer

essentiellement les spores, et étalées sur milieu HT solide à raison d'environ 100 colonies par

boîtes puis répliquées, après 4 jours d'incubation à 30°C, sur des boîtes de HT supplémenté

en apramycine (30 J..lg/ml). Les colonies absentes sur les boîtes contenant du milieu HT

supplémenté en apramycine et présentes sur les boîtes contenant du milieu HT sans

apramycine (contrôle de réplique) ont été repiquées une fois sur du milieu HT contenant de

l'apramycine pour vérifier leur sensibilité.

Pour la souche WT12pSET, seule 1 colonie présentait une sensibilité à l'apramycine

sur 4700 colonies observées (fréquence de perte de la résistance à l'apramycine : 2.10-4). Pour

la souche WT12G, les 3900 colonies observées étaient résistantes à l'apramycine (fréquence

< à 2,6.10-4
). Pour la souche WT8pSET, 2 colonies sur 2200 observées n'étaient plus

résistantes à l'antibiotique (fréquence: 9.10-4
). Enfin, pour WT8G, une seule colonie sur les

8500 observées apparaissait sensible à l'apramycine (fréquence: 1.10-4
).

Ainsi, la perte de la résistance à l'apramycine dans les spores a été observée à des

fréquences de l'ordre de 10-4
. Cet événement apparaît donc relativement rare. A l'inverse,

chez les mutants Pig-pap issus des transconjugants gris, passés par un état papine, sur les 8

mutants précédemment caractérisés, seul 2 présentaient encore le caractère de résistance à

l'apramycine, soit une fréquence de perte de la résistante de 0,75.

Ces résultats suggèrent que le passage par un état papille semble favoriser la perte du

plasmide pSET152 porteur du gène whiG chez les mutants Pig-pap par rapport à la fréquence

de perte dans les spores qui ne sont pas passées par cet état papille.

2.1.7 Les mutants Pig-pap« RTe» présentent une mutation du gène whiG

Le séquençage du gène whiG a été entrepris chez les souches WT8pap1, WT8pap4,

WT12pap5 et WT12pap7 afin de mettre en évidence la présence ou l'absence de mutation

dans ce gène. Pour cela, les 3 couples d'oligonucléotides Gl/G2, G3/G4 et G5/G6 ont été

utilisés pour amplifier la totalité du gène whiG (régions promotrice et terminatrice incluses)

des 4 mutants Pig-pap et les 12 produits de PCR ainsi obtenus ont été séquencés. Ces
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expériences de séquençage ont permis de révéler la présence d'une mutation dans le gène

whiG des 4 mutants Pig-pap analysés (Figure 28).

1 GAGTGATCACGCAGAGCGATCATCATCCCCCCTGTAGAGCGTTCAGCGGAACGTATCTGC
Ré ion romotrice

GCCCTCACCCGTCGCTTCGCGCACCGCGACAGTCCAGTCACGCTACGCTCACGAG61 GTA
+1
~CCCCCACGCAGACGTCCGACAGCAGGCGACAACCAGACAGCAGACCGGCGGCCCCACC

rbs *4 start
AGGCACCCGCATCACGGCAGAACGGCACAKGGC~G~CCCAGCACACCTCCGGGC

CCGAACGGGCGGCGA~C~C~GCCGCCCGTGACGGTGGCAGCGTGCGACCGCCCGCCC
G3 )

241

301

181

121

361 AACAGCTGATCCTGCACTACTCGCCCCTGGTGAAATATGTGGCAGGCCGGGTGAGCGTGG

421

481 ACGCGATCGAGAAGTTC

CTTCGTCTCCTCGGGGGTCTTCGGACTGATCG

541 GGATCCGTGGCGCGATGATCGACGAACTGCGGGCGCTGGACTGGATCCCGCGGTCGGTCC

601

661

GGCAGAAGGCGCGGAACGTGGAACGCGCGTACACGACGCTGGAGGCGCGACTGCGCCGCA
.'Mi!.y.. ( ;1 ;}

CCCCGTCGGAGAGCGAGGTGGCCGTCGAGATGGGGATCGCGGT~GGACCTCCACGeGG

721

781

841

TTTTCAGTCAGCTGTCGCTCGCCAACGTGGTGGCGCTGGAGGAGCTGCTGCACGCCGGCG
*1 :t G4

GGGAGGGC~CGGCTGAGCCTCATGGAcA:CTTGGAGGACACCGCCGCCGACAACC

CGGTGGAGGTCGCCGAGGACCGTGAGCTGCGACGGCTCCTGGCGCGGGCGATCAACACGC

901 TGCCCGAGCGGGAGAAGACCGTGGTCACGCTGTACTACTACGAGGGGCTCACGCTCGCCG

961

1021

1081

AGATCGGGAACGTGCTCGGTGTGACGGAGAGCCGGGTCAGCCAGATTCACACCAAGTCGG
~.

TGTTGCAGCTGCGCGCTAAGCTGGCGGGATTCGGCCGC~CAGGGGTGATGCCCTGCG

Région terminatrice

1141

1201 CCGGTCGATCGCA

Figure 28: Séquence du gène whiG de S. ambofaciens WT8 et localisation des oligonucléotides (marqués par

des flèches) utilisés pour amplifier puis séquencer les différentes portions de ce gène. Les régions promotrice et

terminatrice, la séquence rbs, le start de transcription (+1) putatif et les codons start et stop sont encadrés. Les

séquences entourées correspondent aux endroits où des mutations ont été détectées dans les 4 mutants Pig-pap

«RTe}}. Elles sont notées *1 pour WT8papl, *2 pour WT8pap4, *3 pour WTl2pap5 et *4 pour WTl2pap7.

Le mutant WT8pap1 présentait une mutation de type frameshift -1 (délétion d'une

guanine dans une série de 5 guanines en position 789, figure 28) en 3' de l'ORF, provoquant
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un décalage du cadre de lecture et l'apparition précoce d'un codon stop (Figure 29). La

protéine ainsi produite est délétée de sa partie C-terminale et notamment de la région 4.2

nécessaire à la reconnaissance de la boîte -35 des gènes régulés par (JwhiG, rendant

probablement inactif ce facteur (J. La souche WT8pap4 présentait une substitution (position

705, figure 28) modifiant un codon GAG, spécifiant un acide glutamique, en codon TAG,

tronquant la protéine de toute sa partie C-terminale et de sa région 4.2 (Figure 29). La souche

WTl2pap5 présentait une mutation de type frameshift +1 (insertion d'une cytosine dans une

série de 6 cytosines à la position 257, figure 28) en 5' du gène, mutation identique à celle

détectée dans le transgène whiG des souches WTl2pap5GpA et WT12pap7GpB, provoquant

un décalage du cadre de lecture et la production d'une protéine WhiG très courte et

vraisemblablement inactive (Figure 29). Enfin, la souche WT12pap7 présentait une

substitution d'une adénine en cytosine dans la séquence rbs du gène (position 215, figure 28),

pouvant perturber la traduction chez ce mutant.
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Figure 29 : Alignement de la séquence protéique de WhiG de WT8 et des 3 mutants Pig-pap «RTe»

WT8papl, WT8pap4 et WTl2pap5. L'alignement a été réalisé en utilisant le logiciel BioEdit. Les acides

aminés écrits en blanc sur fond noir sont ceux identiques entre la séquence du mutant considéré et celle de

WT8 alors que les acides aminés écrits en noir sont ceux qui diffèrent. Le symbole * indique un codon stop.

Les régions caractéristiques des facteurs 0" appartenant à la famille des facteurs 0"70 sont indiquées par des

double flèches. La protéine WhiG du mutant WTl2pap7 n'est pas représentée puisqu'elle ne diffère pas de la

protéine sauvage, la mutation détectée affectant un nucléotide dans la séquence rbs, donc en dehors de l'ORF.

84



Ainsi, à l'instar des mutants Pig-pap issus de papilles obtenues sur des colonies

cultivées sur milieu HT et caractérisés antérieurement, les mutants Pig-pap issus de milieux

pauvres en acides aminés sont phénotypiquement stables, ne sporulent pas, sont

complémentables par le gène whiG de S. coelicolor et ne présentent pas de grands

réarrangements génomiques. Cependant, une mutation dans leur gène whiG a été détectée,

différant de ce qui avait été trouvé par Catakli et al. (2005) pour 3 mutants Pig-pap « HT ».

Afin de déterminer si les mutants issus des 2 contextes nutritionnels étaient différents ou

si les différences observées étaient dues au fait que l'échantillon était petit et peut-être non

représentatif, 16 mutants Pig-pap issus de papilles obtenues sur milieu HT (nommés lpapHT à

l6papHT) et 10 mutants Pig-pap issus de papilles obtenues sur milieu HTC7 (nommés lpap7

à 10pap7) ont été isolés et analysés dans la suite de ce travail. Chaque mutant provenait d'une

papille issue de colonies cultivées sur des boîtes de Pétri différentes, afin de s'assurer que les

événements mutationne1s étudiés soient indépendants.

2.1.8 Caractérisation moléculaire de mutants Ph(pap S. ambofaciens grâce

à l'utilisation de la technique de SSCP

Le séquençage étant une technique relativement longue, nous avons décidé

d'entreprendre des expériences de SSCP (pour Single Strand Conformation Polymorphism),

technique simple et rapide de détection de polymorphisme, basée sur la conformation spatiale

spécifique de la séquence d'un monobrin d'ADN. La présence d'une substitution ou d'une

mutation frameshift +1 ou -1 peut être suffisante pour modifier la conformation du fragment

d'ADN (Orita et al., 1989). Une dénaturation suivie d'une migration sur gel de

polyacrylamide en conditions non dénaturantes permet de détecter la présence d'une mutation

car le fragment muté, présentant une conformation différente du fragment sauvage, migrera

différemment (Figure 30).
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Figure 30: Principe de la technique de SSCP. Les ADN de 2 allèles, le sauvage présentant une guanine (G) et

le mutant une substitution consistant en une thymine (T) à la place de cette guanine, sont chauffés 4 min à

95°C afm de provoquer leur dénaturation puis mis rapidement sur glace. Ils subissent ensuite une migration

sur gel de polyacrylarnide 8%, TBE O,6x, à 20W pendant 4 heures, en conditions non dénaturantes. La

conformation spécifique de chaque monobrin d'ADN va influencer la distance de migration et permettre la

détection de polymorphisme.

Un des paramètres importants d'optimisation de cette technique est la taille du fragment

d'ADN analysé. Une des mutations fréquemment observées dans le gène whiG consistait en

l'insertion d'une cytosine dans une série de 6 cytosines. Cette mutation avait en effet été

détectée dans le gène whiG de S. coelicolor porté par le plasmide pSET152 présent dans les

souches WT12pap5GpA, WT12pap7GpB (cf paragraphe 2.1.5), pap3Gp2 et pap3Gp4,

souches caractérisées antérieurement (Catakli et al., 2005) ainsi que dans le gène whiG du

mutant de S. ambofaciens WT12pap5 (cf. paragraphe 2.1.7). La taille de fragment optimale

permettant la détection de mutations a été recherchée. Pour cela, quatre couples

d'oligonucléotides ont été choisis autour de cette mutation frameshift, de façon à amplifier

des fragments de 155, 205, 278 et 348 pb, respectivement avec les couples SSCPl/SSCP2,

SSCPl/SSCP3, SSCPl/SSCP4 et SSCPl/SSCP5 (Figure 31). Les ADN matrices

correspondent aux ADN génomiques de la souche sauvage M600 et des mutants de

S. ambofaciens WT12pap5GpA et WT12pap7GpB, mutés dans le transgène whiG.
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Transgène de WT12pap5GpA 1

M6001

Transgène de WT12pap5GpA 61
M60061

Transgène de WT12pap5GpA 121
M600121

Transgène de WT12pap5GpA 181
M600180

Transgène de WT12pap5GpA 241
M600 240

Transgène de WT12pap5GpA 301
M600 300

Transgène de WT12pap5GpA 3 61
M600360

Transgène de WT12pap5GpA 421
M600420

Transgène de WT12pap5GpA 481

M600 480

180
179

240 insertion
239

Figure 31 : Localisation des 5 amorces utilisées pour optimiser les conditions de SSCP. Le couple

SSCPl/SSCP2 permet d'amplifier un fragment de 155 pb, SSCPl/SSCP3 de 205 pb, SSCPl/SSCP4 de 278 pb et

SSCP1/SSCP5 de 348 pb. Les ADN utilisés comme matrices lors des réactions de PCR correspondent au gène

whiG de la souche sauvage de S. coelicolor M600 et aux transgènes des souches WTl2pap5GpA et

WT12pap7C1JB, présentant l'insertion d'une cytosine (C) dans une série de 6 cytosines. Le codon start et la

localisation de la mutation frameshift +1 sont indiqués.

Les produits d'amplification obtenus ont été dénaturés et déposés sur gel de

polyacrylamide (Figure 32).
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SSCPlISSCP3 : 205 pb

SSCPlISSCP2 : 155 pb
------7

48 pb : SSCPlISSCP5

73 pb : SSCP1/SSCP4

Figure 32: Migration sur gel de polyacrylamide des fragments de PCR obtenus avec les couples

d'oligonuc1éotides SSCPl/SSCP2, SSCPl/SSCP3, SSCPl/SSCP4 et SSCPl/SSCP5 à partir des ADN des

souches M600, WT12pap5GpA et WT12pap7GpB. Les flèches indiquent les 2 monobrins correspondant à

chaque produit d'amplification. Les bandes ayant migré le plus loin correspondent aux ADN renaturés.

Les bandes non légendées pourraient correspondre à des produits aspécifiques.

Comme observé sur la figure 32, une différence de migration a été observée entre un

des monobrins de 205 pb issu de l'ADN du transgène des 2 mutants présentant la mutation

frameshift +1 et un des monobrins issu de l'ADN de la souche sauvage. Il est possible

d'envisager que la modification de conformation provoquée par la présence d'une mutation

sur l'autre monobrin n'est pas suffisante pour provoquer un changement de profil de

migration. Pour les autres tailles testées, aucune différence de migration n'a été observée. Le

couple d'oligonucléotides SSCPl/SSCP3 a donc été choisi pour la suite des expériences de

SSCP.

L'ADN génomique des 10 mutants Pig-pap «HTC »de S. ambofaciens a été extrait et le

fragment de 205 pb a été amplifié à l'aide du couple SSCPl/SSCP3. Les produits

d'amplification obtenus ont été dénaturés et déposés sur gel de polyacrylamide (Figure 33).
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:==205 pb

~ADN renaturés

Figure 33 : Migration sur gel de polyacrylamide de fragments de PCR dénaturés de 205 pb. Ces fragments ont

été obtenus avec le couple d'oligonucléotides SSCPl/SSCP3 en utilisant comme matrice l'ADN de la souche

sauvage WT8 et de lû mutants Pig-pap « RTC» de S. amboÎaciens. La bande ayant migré le plus loin

correspond aux ADN renaturés.

Sur les 10 mutants Pig-pap «HTC» de S. ambofaciens analysés, 4 présentaient un profil

de migration des monobrins différent de celui de la souche sauvage. Il s'agit des mutants

Ipap7, 5pap7, 7pap7 et 8pap7. Afin de valider la fiabilité de ce type d'expérience, le fragment

de 205 pb du gène whiG des mutants 5pap7 et 7pap7 a été séquencé et une mutation

frameshift +1 consistant en l'insertion d'une cytosine dans une série de 6 cytosines a été

détectée.

Ainsi, sur les plus de 1000 nucléotides constituant le gène whiG (promoteur et

terminateur inclus), 4 mutants Pig-pap «HTC» sur les 10 analysés étaient mutés dans le

fragment de 205 pb situé en 5' de l'ORF. Les autres pouvaient être mutés dans une autre

partie du gène whiG ou appartenir à la catégorie des mutants non mutés et régulés de façon

post-transcriptionnelle.
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Comme aucune mutation dans le gène whiG n'avait encore été identifiée chez les

mutants Pig-pap «HT» de S. ambofaciens, contrairement à ceux issus de milieux HTC,

l'ADN génomique de 16 mutants« HT» a été extrait et le fragment de 205 pb a été amplifié

par PCR à l'aide des oligonuc1éotides SSCPl/SSCP3. Les produits d'amplification obtenus

ont été dénaturés et déposés sur gel de polyacrylamide. Sur les 16 mutants Pig-pap « HT » de

S. ambofaciens analysés, 5 présentaient un profil de migration des monobrins différent de

celui de la souche sauvage. Il s'agit des mutants lpapHT, 2papHT, 9papHT, l4papHT et

l6papHT. Le fragment de 205 pb a été séquencé chez 3 de ces 5 mutants, 9papHT, l4papHT

et l6papHT. Les 2 premiers présentaient le profil typique observé lors de l'insertion d'une

cytosine dans la série de 6 cytosines en 5' de l'ORF whiG. Le mutant l6papHT présentait

quant à lui un profil atypique, l'un des monobrins migrant plus loin que celui correspondant à

la souche sauvage et l'autre monobrin migrant moins loin (Figure 34).

f

)
205pb ~)

ADN renaturés---~)

Figure 34 : Migration sur gel de polyacrylamide des fragments de PCR dénaturés de 205 pb. Ces fragments

ont été obtenus en utilisant les oligonuc1éotides SSCPl/SSCP3 et comme matrice l'ADN de la souche

sauvage WT8 et du mutant l6papHT. La bande ayant migré le plus loin correspond aux ADN renaturés.

L'analyse des séquences a révélé la présence de la mutation frameshift +1 consistant en

l'insertion d'une cytosine dans la série de 6 cytosines chez le mutant l4papHT, conduisant à

90



l'apparition prématurée d'un codon stop (Figure 35). Le mutant 9papHT présentait, quant à

lui, une mutation de type substitution se traduisant par le remplacement d'une adénine par une

guanine, provoquant, d'un point de vue traductionnel, le remplacement d'une tyrosine par une

cystéine dans la partie 3' de la région 1 de ce facteur (j' (Figure 35). Enfin, le mutant 16papHT

présentait une substitution d'une guanine en adénine en 5' de l'üRF, provoquant le

remplacement d'un codon TGG en codon TGA et ainsi l'apparition prématurée d'un codon

stop conduisant à la synthèse d'une protéine (j'WhiG probablement inactive puisque délétée des

régions 2.4 et 4.2 nécessaire à la reconnaissance des promoteurs qu'elle régule (Figure 35).
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Figure 35: Alignement de la séquence protéique de WhiG de WT8 et des 3 mutants Piipap« HT» 14papHT,

9papHT et 16papHT. L'alignement a été réalisé en utilisant le logiciel BioEdit. Les acides aminés écrits en

blanc sur fond noir sont ceux identiques entre la séquence du mutant considéré et celle de WT8 alors que les

acides aminés écrits en noir sont ceux qui diffèrent. Le symbole * indique un codon stop. Les régions

caractéristiques des facteurs cr appartenant à la famille des facteurs cr70 sont indiquées par des double flèches.

Ainsi, alors qu'aucune mutation dans le gène whiG des mutants Pig-pap «HT» de

S. ambofaciens n'avait été détectée lors de travaux antérieurs (Catakli et al., 2005), une

augmentation de l'échantillon et l'utilisation de la technique de SSCP ont permis de montrer

que ce n'était pas le cas pour tous. En effet, 5 des 16 mutants Pig-pap «HT» étudiés et 4 des

10 mutants Pig-pap «HTC » analysés présentaient une mutation dans le fragment de 205 pb
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en 5' du gène whiG. Les 17 autres mutants peuvent présenter une mutation à une autre

position du gène whiG ou appartenir à la classe de mutants Pig-pap de S. ambofaciens

présentant une protéine WhiG inactive. Le ratio de mutants mutés et non mutés dans le

fragment de 205 pb du gène whiG sur milieu complet HT et sur milieu limité en acides

aminés HTC ne semble pas significativement différent, ce qui suggère que sur milieu limité

en acides aminés, le nombre de mutants Pig-pap produits est plus important mais que leur

nature par rapport au milieu complet n'est pas différente.

Ainsi, le gène whiG semble être fortement muté lors du développement des colonies de

S. ambofaciens, ce qui se traduit par l'apparition de papilles blanches dans lesquelles ce gène

est fréquemment muté. Chez cette espèce, 2 types de mutants Pig-pap ont été mis en évidence,

ceux de la classe A, présentant une mutation dans leur gène whiG, et ceux de la classe B,

présentant un gène whiG non muté mais une protéine WhiG vraisemblablement inactive peut

être suite à une modification post-transcriptionnelle. Le milieu de culture ne semble pas

influencer la nature des mutants Pig-pap produits. Ainsi, comme le nombre de papilles

produites est plus important sur un milieu limité en acides aminés, ce phénomène apparaît

comme étant une amplification de ce qui se passe sur milieu HT. Les mutants Pig-pap

pourraient donc être issus d'une baisse des ressources nutritives, celles-ci s'épuisant beaucoup

plus rapidement sur milieu HTC que sur milieu HT.

2.2 Caractérisation de mutants Pig-pap de S. coelicolor issus de

contextes nutritionnels différents

La caractérisation de 3 mutants Pig-pap «HT » de S. coelicolor et d'un mutant Pig-pap

« HTC » a montré que ces mutants présentaient les mêmes caractéristiques que les mutants

Pig-pap «HT » de S. ambofaciens (Catakli, 2004). Ces observations nous ont amenés à isoler

un plus grand nombre de mutants Pig-pap de S. coelicolor afin de déterminer d'une part s'il

existait chez cette espèce les 2 classes de mutants Pig-pap isolés chez S. ambofaciens et

d'autre part si le milieu de culture à partir duquel ils étaient isolés influençait l'.appartenance à

l'une des 2 classes. Ainsi, 6 mutants Pig-pap «HT» (nommés lcpHT à 6cpHT) et 7 mutants

Pig-pap « HTC » (nommés lcp7 à 7cp7) de S. coelicolor ont été isolés à partir de la souche

M600 et caractérisés.
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2.2.1 Caractérisation moléculaire de mutants Pig-pap S. coelicolor grâce à

l'utilisation de la technique de SSCP

L'ADN génomique des 7 mutants Pig-pap «HTC » et des 6 mutants Pig-pap «HT» a

été extrait et le fragment de 20S pb a été amplifié à l'aide du couple d'oligonucléotides

SSCPl/SSCP3. Les produits d'amplification ont été dénaturés et déposés sur gel de

polyacrylamide. Sur les 13 mutants Pig-pap de S. coelicolor analysés, aucun ne présentait un

profil de migration d'un des 2, ou des 2 monobrins de 20S pb, différent de celui de la souche

sauvage M600, suggérant qu'aucune mutation n'était présente dans cette partie du gène whiG.

Ces résultats contrastaient avec ceux trouvés pour S. ambofaciens puisque sur les 26 mutants

Pig-pap analysés chez cette espèce, issus de milieu HT ou HTC, 9 présentaient un profil de

migration différent de celui de la souche sauvage pour ce fragment de 20S pb.

2.2.2 Séquençage du gène whiG des mutants Pig-mm de S. coelicolor

Le séquençage de la totalité du gène whiG (régions promotrice et terminatrice incluses)

de 5 mutants Pig-pap «HTC » (lcp7 à Scp7) a été réalisé de manière à savoir s'il existait un

autre point chaud de mutation, différent de celui observé chez S. ambofaciens. L'analyse des

séquences n'a révélé aucune mutation par rapport à la séquence du gène whiG de la souche

sauvage M600 pour les S mutants analysés.

Ainsi, alors que deux types de mutants Pig-pap ont été mIS en évidence chez

S. ambofaciens, certains mutés dans le gène whiG, d'autres non mutés dans ce gène mais

peut-être inactifs pour la protéine WhiG, aucun mutant Pig-pap muté dans ce gène n'a été

identifié dans ce travail chez S. coelicolor. Ce résultat peut être interprété de 2 façons : soit

tous les mutants Pig-pap de S. coelicolor appartiennent à la classe B, c'est-à-dire que le gène

whiG n'est pas muté mais la protéine WhiG est inactive, soit le gène cible est différent entre

les 2 espèces de Streptomyces étudiées.
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2.2.3 Analyse transcriptionnelle du gène whiH chez les mutants Pig-pap de

S. coelicolor

Afin de déterminer si la protéine WhiG des mutants Pig-pap de S. coelicolor était active,

nous avons analysé, par RT-PCR, la transcription du gène whiH, transcription directement

dépendante d'un facteur (J"WhiG actif, chez 3 mutants Pig-pap «HTC ». Une extraction des

ARN totaux a été réalisée sur des cultures de 2 jours à 30°C sur milieu HT solide de la souche

sauvage M600 et de 3 mutants Pig-pap «HTC », lcp7, 2cp7 et 3cp7. La transcription inverse

a alors été réalisée selon le protocole décrit par Catakli et al. (2005) et les ADNc obtenus ont

ensuite été utilisés pour une réaction de PCR classique en utilisant les oligonucléotides

(trans)Hl et (trans)H2 permettant l'amplification d'un fragment de 150 pb interne à l'ORF whiH

(ces oligonucléotides sont nommés Hl et H2 dans Catakli et al., 2005) (Figure 36).

587pb~

458 et 434 pb~
361pb~

271 et 267 pb~
204pb~

14getU~B!~
80 pb

~150pb

Figure 36 : Migration électrophorétique des produits de RT-PCR obtenus à l'aide du couple d'oligonucléotides

(trans)Hl/(trans)H2 pennettant l'amplification d'un fragment interne au gène whiH. L'ADN du plasmide pSLll80

digéré par HaeIII a été utilisé comme marqueur de taille. L'ADN génomique de la souche Icp7 a été utilisé

comme témoin positif de PCR. Les ARN traités à la DNase mais n'ayant pas subi de transcription inverse ont été

utilisés comme matrice pour la réaction de PCR et ont servi de témoins négatifs.
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L'observation du gel a révélé la présence d'un transcrit whiH chez la souche sauvage

M600 et les 3 mutants analysés. Le signal était spécifique et ne correspondait pas à de l'ADN

résiduel avant l'étape de transcription inverse puisque les pistes correspondant aux témoins

négatifs réalisés, consistant en l'amplification grâce au couple d'oligonucléotides

(trans)HlI(trans)H2 des ARN traités à la DNase mais sans réaction de transcription inverse, ne

présentaient aucun signal de transcription.

Ainsi, chez les mutants lcp7, 2ep7 et 3cp7, le gène whiH est transcrit, suggérant que la

protéine WhiG est fonctionnelle. Ce résultat contraste avec les observations réalisées chez

S. ambofaciens, espèce chez laquelle 2 types de mutants Pig-pap ont été identifiés, des

mutants mutés dans le gène whiG, et des mutants vraisemblablement inactifs pour la protéine

WhiG puisque whiH n'y était pas transcrit.

2.2.4 Complémentation du phénotype Pig-pap chez S. coelicolor

Afin de déterminer quel gène était inactif chez ces mutants, les 5 gènes whiA, whiB,

whiG, whiH et whiJ ont été introduits dans les 6 mutants Pig-pap « HTC » et les 7 mutants

Pig-pap «HT» issus de la souche M600. Pour cela, une conjugaison entre les souches

d'E. coli ET12567(pUZ8002) porteuses des plasmides pSET152, pSET152(whiA),

pSET152(whiB), pSET152(whiG), pSET152(whiH) ou pSET152(whiJ) et les 13 mutants Pig

pap de S. coelicolor a été réalisée. Les transconjugants ont été sélectionnés sur milieu HT

supplémenté en apramycine (30 flg/ml), résistance portée par le plasmide pSET152, et en

acide nalidixique (50 flg/ml), qui permet de contre-sélectionner la souche donneuse.

Alors que l'introduction des plasmides pSET152, pSET152(whiA), pSET152(whiB),

pSET152(whiH) et pSET152(whiJ) n'a pas permis de complémenter le phénotype mutant,

l'introduction du plasmide pSET152(whiG) a permis un retour au phénotype sauvage chez les

mutants 5cp7 et 6cpHT (Figure 37).
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6epHT+H

A) ~ B) ~
Sep7+G 6epHT+G

~
-I-l1/h .

~
Sep7

6epHT

Figure 37: Phénotype' des mutants Pig-pap Scp7 (A) et 6cpHT (8) et des transconjugants 5cp7+G,

5cp7tH, 6cpHT G et 6cpHT+H obtenus après introduction dans les 2 mutants Pig-pap des plasmides

pSET152(whiG) el pSET I52( whiJ-f).

Pour les Il autres mutants Pig'pap analysés, un retour au phénotype sauvage a été

observé ulllquement après introduction du plasmide pSETIS2(whiH), comme illustré pour 2

d'entre eux sur la figure 38.

A) 'G B) 'G
~ ~

4epHT+G 6ep7+G

~ ~4cpHT 6ep7

4epHT+H 6ep7+H

Figure 38: Phénotypes des mutants Pig'pap 4cpHT (A) et 6cp7 (B) et des transconjugants 4cpHT+G,

4cpHT+H, 6cp7+G et 6cp7+H obtenus après introduction dans les 2 mutants Pig-pap des plasmides

pSETI52(whiG) el pSETl52(whiJ-f)

La présence du plasmide pSET IS2(whiG) chez Sep7 et 6epHT et du plasmide

pSETIS2(whiH) chez 1 Il autres mutants Pîg'pap a été vérifiée par hybridation d'une sonde
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correspondant respectivement à pSET152(whiG) et pSET152(whiH) sur les profils BamHI des

ADN génomiques des transconjugants.

2.2.5 Séquençage des gènes whiG et whiH chez les mutants Pig-pap de

S. coelicolor

Le séquençage du gène whiH endogène a alors été entrepris chez les Il mutants Pig-pap

complémentés par pSET152(whiH). Pour cela, 3 couples d'oligonucléotides ont été dessinés

afin d'amplifier la totalité du gène whiH, régions promotrice et terminatrice incluses. Ces

couples ont été nommés Hl/H2, H3/H4 et H5/H6 (Figure 39).

Hl
1 tctttccgataaggcgtcaattgcgacggggtgagcgatcaccctttcgtgtgcttttca

-35 -10 rbs

61 ccaaagacctcaagggagttgaggtcggcgccgacaaagga~gagtacccttgcgc

121 acaccatgatgaccgccgcccgttccgccgactccggcctcgcgaacccgggcgaactcg

1B1

241

301

361

421

4B1

541

601

661

721

781

841

901

961

1021

10B1

1141

1201

1261

accgctacccgtacgcggagacgcccgccgtcgaccgcctcggggcgccctcctgggaag

gggtggagcccgagctggggcgcgtgggccggcgcaccgcgggcaaccgtggccgcggac

tgcacgggcaactcgtccagcagctgggcca atgatcgtctccggcgacctgggtgccg

accgcccgctggtgcccgaggagatcggacagcgtttcga gtctcccgcaccgtggtgc

gcgagtcc~cgcgtgctggaggccaagg ctggtcagcgctcgccccaatgtcggca

cccgtgtgcgccccgtcagtgac ggaacctgctggatcctgacatcatcgaatggcgtg

ccttcggtccgcagcgcgacgaccagcgccgcgagctgagcgagctgcgctggacgatcg

agccgctcgccgcgcgcctggccgccgggcacgggcgcgaggacgtccagcagaggctgt

ccgacatggtcgggatcatgggccacgccatggggcagggcgacgggctcaccttctcgc

gcgccgatacc !gttccacaccctgctcatccagatcgcgggcaaccggatgctggacc
.....,,'"

ace c ccggca cg c c gccgccctccatgtctcgggcgggccggtcacgggctgtg

accggccgaacgacgtgtcgatcgcgcagcacggcaggatcgt~acgccctcgccaccg

gtgacggcgcggcggccgaggcggccatgcgtcaa~tctgaccgtccaccccgaggtgg

aacgcgtggtgccc~~c~cgagca~cgccttccgccggaacggcggggtcCg
ggcacgccaaacccctcctgtggctgtggccggccaccgccgtcaccttcggaccccgtg

gagccgctcccggttccacggggtccgaaggtgtgatgagcaggctgcgccttcctcgcg

cggccgcaaggtacgagttgatgaccttgtttatccgcatctgaccaattttgatcgctt

acggggtgtgactcgggccacgcggattgggcgtaacgctcttgggaacaacacgatgac

ctaagaggtgacagccgcggaggg1fa''Eac'gg~~'~'c''êg'E''Ecaéggcgctgtgcatctcccc

Figure 39 : Séquence du gène whiH de S. coelicolor M600 et localisation des oligonuc1éotides (marqués par

des flèches) utilisés pour amplifier puis séquencer les différentes portions de ce gène. Les boîtes promotrices

-35 et -10 et la séquence rbs sont indiquées. Les codons start et stop sont encadrés. Les séquences entourées

correspondent aux endroits où des mutations ont été détectées dans les mutants Pig-pap de S. coelicolor.

Elles sont notées d pour celle retrouvée chez 10 des Il mutants analysés et *2 pour 6cp7.
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L'analyse des séquences obtenues a pennis de révéler dans tous les cas la présence

d'une mutation dans l'ORF whiH. Dix des Il mutants Pig-pap analysés présentaient la même

mutation, consistant en l'insertion d'une cytosine dans une série de 6 cytosines en 3' de

l'ORF (position 976, figure 39). Cette mutation provoquait un décalage du cadre de lecture se

traduisant d'un point de vue protéique par la disparition du codon stop sauvage et la synthèse

d'une protéine WhiH plus longue de presque 100 acides aminés (Figure 40). WhiH appartient

à la sous-famille FadR des régulateurs GntR dont la majorité agirait sous fonne de dimère,

dimérisation impliquant vraisemblablement l'extrémité C-tenninale (Rigali et al., 2002). Si

WhiH agit sous fonne de dimère, il est possible d'envisager que la protéine WhiH soit

inactive chez ces 10 mutants Pig-pap car incapable de se dimériser par son extrémité C

tenninale. WhiH est un répresseur transcriptionnel et il agirait sur sa propre transcription

(Ryding et al., 1998). Ainsi, un mutant whiH présente un taux de transcrit pour ce gène plus

important que celui de la souche sauvage. Une analyse du taux de transcription, par PCR

quantitative, pourrait pennettre de confinner le caractère non fonctionnel de la protéine WhiH

chez ces 10 mutants Piipap de S. coelicolor.

Le Il eme mutant, 6cp7, présentait quant à iui une substitution d'une thymine en cytosine

localisée en 5' du gène (position 430, figure 39). Cette mutation provoquait la modification

d'une Sérine en Proline dans le motif Hélice-Tour-Hélice pennettant la liaison de WhiH à

l'ADN (Figure 40). La protéine WhiH de ce mutant pourrait donc être moins active voire

inactive puisqu'incapable de se fixer au niveau des gènes qu'elle régule.
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Figure 40 : Alignement de la séquence protéique de WhiH de M600 et des mutants Pig'pap de S. coelicolor

complémentables par pSETl52(whiH). « WhiR mutants» désigne les 10 mutants présentant la même mutation

en 3' de l'üRf. L'alignement a été réalisé en utilisant le logiciel BioEdit. Les acides aminés écrits en blancs

sur fond noir sont ceux identiques entre la séquence du mutant considéré et celle de M600 alors que les acides

aminés écrits en noir sont ceux qui diffèrent. Le symbole * indique un codon stop. Le motif Hélice(H)

Tour(T)-Hélice(H) caractéristique des régulateurs GntR est indiqué.

Le séquençage du gène whiG a été réalisé chez les 2 mutants Pig-pap complémentés

après introduction du plasmide pSET152(whiG). Cette analyse a permis de montrer que le

mutant 6cpHT présentait une mutation de type frameshift -1 consistant en la délétion d'une

cytosine dans une série de 4 cytosines dès le début de l'üRF (position 221, figure 41).
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361
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481
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1021

1081

1141
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Gl

gagtgatcacccagagcgatcatcgtcccccctgtagagcgttcggcggaacgtatctgc

gtagggtgcccaccccctccttcgcacaccgcgacagtccagtcacgctacgctcacgat

gacccccacgcagacggccgacagcacgcgacaaccagaaagcagaccggcggcctcagg

*cagatccacatcacggcagaacggcactaggcgacg~gcacacctccgggtc

cgaccgggcggcgatccccccagccgcccgcgacggtggcagcgtgcgaccgcccgcCCC
G3 ~

ccggccccacccgcggcccggtcggaccacgggcggccggctgagtgactcccgtccggg

gtgccgcgtccgtaaagtggtgacgtgccaaggattcgagcggcctctgtggccgagcac
lIlI G6

cggtcgatgca

Figure 41 : Séquence du gène whiG de S. coelicolor M600 et localisation des oligonuc1éotides (marqués

par des flèches) utilisés pour amplifier puis séquencer les différentes portions de ce gène. Les codons start

et stop sont encadrés. La séquence entourée et marquée d'un astérisque correspond à la série de 4

cytosines dans laquelle a été identifiée une mutation chez le mutant 6cpHT.

Cette mutation provoquait la synthèse d'une protéine aberrante et dépourvue des régions

2.4 et 4.2 (Figure 42). Cette protéine pourrait donc vraisemblablement être inactive.
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Figure 42 : Alignement de la séquence protéique de WhiG de M600 et du mutant 6cpHT. L'alignement a

été réalisé en utilisant le logiciel BioEdit. Les acides aminés écrits en blanc sur fond noir sont ceux

identiques entre la séquence du mutant considéré et celle de M600 alors que les acides aminés écrits en noir

sont ceux qui diffèrent. Le symbole * indique un codon stop. Les régions caractéristiques des facteurs cr

appartenant à la famille des facteurs cr70 sont indiquées par des double flèches.

En revanche, aucune mutation n'a été détectée chez le mutant Scp? par rapport à la

séquence sauvage. Afin de déterminer si la protéine WhiG de ce mutant était active, nous

avons analysé la transcription du gène whiH par RT-PCR chez ce mutant. Comme illustré sur

la figure 43, un transcrit whiH a été détecté, suggérant la présence d'une protéine WhiG active

chez ce mutant, alors qu'il ne l'était pas chez le mutant 6cpHT, analysé pour comparaison.
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150pb~

~14,lkb

~1,7kb

~l,Okb

~O,8kb

~O,51kb

~0,34kb

~O,21kb

Figure 43 : Migration électrophorétique des produits de RT-PCR obtenus à l'aide du couple d'oligonucléotides

(trans)Hl/(trans)H2 permettant l'amplification d'un fragment interne au gène whiH. L'ADN du phage À digéré par

PstI a été utilisé comme marqueur de taille. L'ADN génomique de la souche 6cpHT a été utilisé comme témoin

positif de PCR. Les ARN traités à la DNase mais n'ayant pas subi de transcription inverse ont été utilisés comme

matrice pour la réaction de PCR et ont servi de témoins négatifs. La piste « blanc» correspond à un échantillon

contenant de l'eau à la place des ADNe.

Le séquençage du gène whiH de ce mutant a été réalisé et aucune différence par rapport

à la séquence du gène whiH de la souche sauvage M600 n'a été détectée.

Ce type de résultats n'ayant encore jamais été observé ni chez les mutants Pig-pap de

S. ambofaciens ni chez ceux de S. coelicolor, la recherche de spores sauvages résiduelles a été

entreprise. Pour cela, un grand nombre de colonies du mutant 5cp7, ainsi que des mutants

1cp7 à 4cp7, pour comparaison, a été observé après 7 jours de croissance à 30°C sur milieu

HT. Alors qu'aucune colonie grise n'a été détectée pour les mutants 1cp7, 2cp7, 3cp7 et 4cp7

après observation respectivement de 7128, 6545, 6123 et 5978 colonies, 491 colonies grises

étaient présentes parmi les 5053 colonies du mutant 5cp7 étalées, ce qui représente un taux de

10 % environ.

102



Ainsi, alors que le phénotype mutant de lcp7, 2cp7, 3cp7 et 4cp7 semble stable (taux de

réversion inférieur à 1,7.10-4
), le mutant 5cp7 présente un fort pourcentage de colonies de

phénotype sauvage. Il est probable que ce mutant soit en fait un hétéroc1one, mélangeant

encore des chromosomes sauvages, interférant avec la séquence du génome mutant.

Ainsi, la quasi-totalité des mutants Pig-pap de S. coelicolor, sinon tous, qu'ils soient

issus de milieu HT ou HTC, présente une mutation dans le gène whiH (dans 10 cas sur Il) ou

dans le gène whiG (dans 1 cas sur Il). Cette observation diffère de celle réalisée sur les

mutants Pig-pap de S. ambofaciens, pour lesquels la protéine WhiG semble toujours inactive,

que ce soit par un événement mutationnel dans le gène ou par une modification post

transcriptionnelle. Afin de détecter la présence éventuelle de mutants Pig-pap de

S. ambofaciens mutés dans le gène whiH, l'introduction du plasmide pSET152(whiG) ou

pSET152(whiH) a été réalisée dans tous les mutants Pig-pap de S. ambofaciens qui

présentaient, en SSCP, un profil de migration des 2 monobrins d'ADN identique à celui de la

souche sauvage. Des transconjugants de phénotype sauvage ont été obtenus après introduction

du plasmide pSET152(whiG) dans tous les mutants anaiysés, aiors que des transconjugants de

phénotype Pig-pap étaient observés après introduction du plasmide pSETI52(whiH). Ainsi, à

l'heure actuelle, aucun mutant Pig-pap de S. ambofaciens déficient dans le gène whiH n'a été

isolé.

Malgré cette différence, les mutants Pig-pap des 2 espèces présentent de nombreuses

caractéristiques communes que sont la dépigmentation, l'incapacité à sporuler, l'absence de

grand réarrangement génomique et la stabilité du phénotype mutant. Les gènes whiG et whiH

intervenant dans la cascade de sporulation semblent être des cibles de l'instabilité génétique

lors d'une limitation en acides aminés, avec une préférence ciblée sur whiH chez S. coelicolor

et sur whiG chez S. ambofaciens.
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3 La réponse stringente est impliquée dans la production de

mutants Pig-pap

La réponse stringente est une réponse physiologique qui se met en place notamment lors

d'une limitation en acides aminés. L'observation d'un plus grand nombre de papilles sur les

colonies de S. ambofaciens et S. coelicolor lors d'une limitation en acides aminés nous a

amenés à nous interroger sur l'implication de cette réponse cellulaire dans la production de

papilles blanches et donc dans l'augmentation de la mutabilité des gènes whiG et whiH lors

du développement. Afin de tester cette hypothèse, la capacité d'un mutant relA de

S. coelicolor (Chakraburtty and Bibb, 1997) à produire des papilles a été déterminée. Dans ce

mutant, qui dérive de la souche sauvage M600, une grande partie du gène relA, dont celle

codant l'activité synthétase, a été remplacée par une cassette de résistance à l'hygromycine.

Ce mutant est incapable de produire du (p)ppGpp en réponse à une carence en acides aminés.

3.1 Le mutant relA M570 ne produit pas de papilles

Dans un premier temps, le mutant M570 et la souche sauvage M600 ont été cultivés à

30°C sur milieux HT, HTC7 et HTC7+aa et leur phénotype a été observé à différents temps

de croissance. Le mycélium aérien du mutant M570 semblait moins développé que celui de la

souche sauvage M600, surtout lors des premiers jours de sa croissance, que ce soit sur milieu

HT, HTC7 ou HTC7+aa. Afin de vérifier que le mutant M570 n'était pas déficient dans la

formation de mycélium aérien et de spores, une coloration de Gram a été réalisée à 5 jours et

14 jours de croissance sur des fragments de colonies du mutant M570 et de la souche sauvage

M600 cultivées sur milieux HT, HTC7 et HTC7+aa. Alors que la souche M570 semblait

qualitativement produire moins de spores que la souche sauvage M600 après 5 jours de

croissance, à 14 jours, c'est-à-dire lors de l'établissement des distributions du npc, une grande

majorité de spores était observée chez le sauvage comme chez le mutant, permettant de

conclure que l'absence de papilles chez la souche M570, si tel était le cas, n'était pas due à un

blocage dans la formation du mycélium aérien et des spores.

Le mutant relA M570 a ainsi été cultivé pendant 14 jours à 30°C sur milieux HT, HTC7

et HTC7+aa. Qu'il soit cultivé sur milieu riche en acides aminés, comme le sont les milieux
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HT et HTC7+aa, ou pauvre en acides aminés, ce qui est le cas du milieu HTC7, milieu sur

lequel la souche sauvage présentait un très grand nombre de papilles, le mutant relA M570 ne

présentait pas, ou très peu, de papilles (Figure 44).
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Figure 44 : Représentation graphique de la distribution du npc observée chez la souche sauvage S coelic%r

M600 el le mutant re/A M570 dérivant de cette souche, cultivés sur milieu J lT (A et D), HTC7 (B et E) et

I-ITC7+aa (C et F) 14 jours à 30°C. Sur chaque milieu, 30 colonies aléatoirement choisies ont été observées et

les différentes valeurs du npc regroupées par classe de 5. Le nombre de colonies observées pour chaque classe

est représenté en ordonnée (!\b de coL). Une photographie du phénotype le plus représenté à été choisie.

3.2 Complémentation du mutant relA M570

Afin de confirmer l'implication de la réponse stringente et plus directement du

(p)ppGpp dans la production de papilles chez S. coelicolor, le mutant relA M570 a été

complémenté en introduisant le plasmide plJ6084 (Sun et al., 2001). Ce plasmide, dérivé de

pIJ8600, porte un gène de résistance au thiostrepton et à l'apramycine, une origine de transfert

permettant son transfert par conjugaison intergénérique E. co li/Streptomyces , le site attP du

phage cI)C31 et le gène codant l'intégrase (comme le plasmide pSET152, le maintien du

plasmide prJ6084 dans Streptomyces dépend de son intégration site-spécifique au niveau du

site attB du génome) et une grande partie du gène relA, notamment celle codant l'activité

(p)ppGpp synthétase, sous le contrôle d'un promoteur inductible au thiostrepton (tipA)

(Figure 45).
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2,54 kb

Figure 45: Représentation schématique du plasmide pIJ8600 dans lequel a été cloné un fragment de

1,46 kb du gène relA portant l'activité (p)ppGpp synthétase. Le promoteur tipA (tipAp), le gène de résistance

au thiostrepton (tsr) , l'origine de réplication de pUC18 (ori pUC18), le gène de résistance à l'apramycine

(aac(3)IV), l'origine de transfert du plasmide RK2 (oriT RK2), le site d'attachement du phage <DC3l (attP)

et le gène codant l'intégrase du phage <DC3l (int <DC3l) sont indiqués (d'après Sun et al., 1999 et Sun et al.,

2001). La taille du gène relA et du fragment cloné est spécifiée.

Le placement sous le contrôle d'un promoteur inductible permet d'induire à un moment

donné la synthèse de (p)ppGpp. Il est à noter que l'induction précoce de ce gène lors du

développement (inférieur à 2 jours) ne doit pas se faire car elle entraîne une létalité. En effet,

l'accumulation de (p)ppGpp provoque l'inhibition de nombreux processus métaboliques tels

que la synthèse d'ADN et d'ARN ribosomaux et conduit à l'impossibilité de former une

colonie s'il est exprimé dans les toutes premières étapes du processus de développement (Sun

et al., 2001).

Le plasmide pIJ6084 a donc été introduit dans le mutant M570 par conjugaison

intergénérique E. coli ET12567(pUZ8002)/S. coelicolor. Trois transconjugants ont été

aléatoirement choisis et analysés. Il s'agit des souches M570pIJ6û84[1], M570pIJ6Û84[2] et

M570pIJ6Û84[3]. L'analyse de leur profil AseI, par PFGE, a révélé l'absence du fragment AseI

comportant le site auE du phage <DC31 et la présence de 2 fragments supplémentaires par

rapport à la souche sauvage M600, attestant de l'intégration du plasmide pIJ6084 dans leur
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génome. En effet, le plasmide pIJ6084 porte un site de restriction AseI. L'hybridation de ce

plasmide marqué sur des profils de restriction BamHI et AseI de l'ADN génomique des 3

transconjugants obtenus respectivement par électrophorèse classique et par PFGE a confirmé

sa présence au niveau du site attB. Après 72 heures de croissance à 30°C des transconjugants

sur milieux HT et HTC7, des disques, imbibés de 12 III d'une solution de thiostrepton à

1Ilg/lll, ont été déposés à proximité de colonies. Des expériences témoins ont été réalisées en

parallèle, en introduisant le plasmide pIJ8600 dans le mutant M570 (souche nommée

M570pIJ8600) et en induisant de la même manière que précédemment le promoteur tipA. De

même, la souche M570, sans plasmide, a subi un traitement au thiostrepton comme décrit

précédemment. Après Il jours supplémentaires (après traitement au thiostrepton) de

croissance à 30°C, 30 colonies aléatoirement choisies des 3 transconjugants, de la souche

M570pIJ8600 et de la souche M570 traitée au thiostrepton ont été observées sur chaque milieu et

le nombre de papilles par colonie a été déterminé.

Comme illustré figure 46, les colonies de M570pIJ8600 traitées au thiostrepton (Figure

46B) ne présentaient pas (ou très peu) de papilles, comme celles sans induction (Figure 46A),

montrant que le plasmide pIJ8600 à lui tout seul ne permettait pas le retour à la production de

papilles après traitement au thiostrepton. De même, les colonies du mutant M570 ne

produisaient pas (ou très peu) de papilles sans (Figure 46C) ou avec (Figure 46D) traitement

au thiostrepton, montrant que le thiostrepton à lui tout seul ne permettait pas le retour à la

production de papilles.
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Figure 46: Représentation graphique de la distribution du npc observée après 14 jours de croissance à 300 sur

milieu HT de la souche S. coe/ic%r M570plJS600 (A et B) et M570 (e el D) après traitement au thiostrepton

(12 ~tl d'une solution à J pg/~tl) (B et 0) ou sans traitement (A et Cl, Sur chaque milieu, 30 colonies ont été

observées et les diffërentes valeurs du npc regroupées par classe de 5. Le nombre de colonies observées pour

chaque classe est représenté en ordonnée (!':b de coL). Une photographie du phénotype Je plLlS repr0scnté a été

choisie.

Les distributions établies étant similaires pour les 3 transconjugants M570pIJ6084[1],

M570pIJ6084[2] et M570pIJ6084[3], seules celles obtenues pour M57Ûp1J6084[ 1] sont présent' es sur

la figure 47.
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Figure 47 : Représentation graphique de la distribution du npc observée après 14 Jours de croissance à

30°C de la souche S coelicofor M570pll (,OH.l[ 1] cultivée sur milieu HT (A et C) etl-JTC7 (B et D) après

induction de la synthèse de (p)ppGpp par 12 pl d'une solution de thiostrepton à 1 pg/pl (C et D) ou sans

induction (A et B). Sur chaque milieu, 30 colonies ont été observées et les différentes valeurs du npc

regroupées par classe de 5. Le nombre de colonies observées pour chaque classe est représenté en

ordonnée (Nb de col.). Une photographie du phénotype le plus représenté a été choisie.

L'induction de la synthèse de (p)ppGpp provoque l'augmentation du nombre de

papilles, sur les colonies cultivée sur milieu HT (Figure 47C) comme sur celles cultivées sur

milieu HTC7 (Figure 470), pui que la majorité des colonies présentait plus de 50 papilles, ce

qui n'était pas le cas san induction (Figure 47A et B), condition dans laquell la majorité des

col nies pré ntait moins de 20 papilles. Cependant, il est à noter que certaines colonies

présentaient un grand nombre de papilles sur HTC7 même sans induction du promoteur tipA.

Ceci pourrait être expliqué par une transcription résiduelle au niveau du promoteur lipA ou

d'un promoteur en amont (Sun el 0/., 2001).

Ainsi, l'introduction du plasmide plJ6084 et l'induction de ['activité (p)ppGpp

synthétase chez le mutant M570 pennettent un retour à la production de papilles

dépigmentées à la surface des colonies, confînnant l'implication de la réponse stringente et du

(p)ppGpp dan la mutabilité chez S. coelicolor.
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3.3 Caractérisation de mutants Pig-pap issus de complémentants

Afin de vérifier que les papilles produites à la surface des colonies des 3

complémentants M570pIJ6084[1], M570pIJ6084[2] et M570pIJ6084[3] après traitement au

thiostrepton donnaient naissance à des mutants Pig-pap de même nature moléculaire que ceux

caractérisés précédemment, trois papilles ont été repiquées (une pour chaque complémentant)

et les trois mutants Pig-pap en dérivant, nommés M570pIJ6084[1]pap, M570pIJ6084[2]pap et

M570pIJ6084[3]pap analysés.

L'observation de ces mutants a montré qu'ils étaient dépigmentés. Une coloration de

Gram réalisée sur des fragments de colonies, cultivées pendant 7 jours à 30°C sur milieu HT,

n'a révélé que des fragments mycéliens, suggérant que ces mutants étaient incapables de

produire des spores. Le séquençage des gènes whiG ou whiH a révélé que ces mutants Pig-pap

étaient mutés dans un de ces 2 gènes. En effet, le mutant M570pIJ6084[1]pap présentait une

mutation de type frameshift -1 provoquant un décalage du cadre de lecture (position 857,

figure 48) et la synthèse d'une protéine WhiH dont la partie C-tenninale était totalement

modifiée (Figure 49). Il est ainsi possible d'envisager que la protéine WhiH de

M570pIJ6084[1]pap ne soit plus active car plus capable de se dimériser via son extrémité C

terminale.

Le mutant M570pIJ6084[3]pap présentait l'insertion d'une cytosine en + dans la série de 6

cytosines en 3' de l'üRF précédemment observée dans le gène whiH de 10 mutants Pig-pap

isolés de la souche sauvage M600 (cf. paragraphe 2.2.5) (position 976, figure 48). Cette

mutation provoquait la disparition du codon stop sauvage et la synthèse d'une protéine WhiH

plus longue de presque 100 acides aminés (Figure 49).
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tctttccgataaggcgtcaattgcgacggggtgagcgatcaccctttcgtgtgcttttca
-35 -10 rbs

ccaaagacctcaagggagttgaggtcggcgccgacaaagga~gagtacccttgcgc

acaccatgatgaccgccgcccgttccgccgactccggcctcgcgaacccgggcgaactcg
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accgctacccgtacgcggagacgcccgccgtcgaccgcctcggggcgccctcctgggaag

gggtggagcccgagctggggcgcgtgggccggcgcaccgcgggcaaccgtggccgcggac

tgcacgggcaactcgtccagcagctgggcc~atgatcgtctccggcgacctgggtgccg

H3 ~

Figure 48: Séquence du gène whiH de S. coelicolor et localisation des oligonucléotides (marqués par des

flèches) utilisés pour amplifier puis séquencer les différentes portions de ce gène. Les boîtes promotrices -35 et

-10 et la séquence rbs sont indiquées. Les codons start et stop sont encadrés. Les séquences entourées

correspondent aux endroits où des mutations ont été détectées dans les mutants Pig-pap de S. coelicolor. Elles

sont notées *1 pour celle retrouvée chez M570pIJ6084[3] et *2 pour M570pIJ6084[1].
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Figure 49: Alignement de la séquence protéique de WhiH de M600 et des mutants Pig-pap

M570pIJ6084[l]pap et M570pIJ6084[3]pap. L'alignement a été réalisé en utilisant le logiciel BioEdit. Les acides

aminés écrits en blanc sur fond noir sont ceux identiques entre la séquence du mutant considéré et celle de

M600 alors que les acides aminés écrits en noir sont ceux qui diffèrent. Le symbole * indique un codon stop.

Le motif Hélice(H)-Tour(T)-Hélice(H) caractéristique des régulateurs GntR est indiqué.

Enfin, le mutant M570pIJ6084[2]pap présentait une délétion de 33 nucléotides dans le

gène whiG, soit Il acides aminés, en 3' de la région 1 du gène codant ce facteur sigma

(Figure 50).
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Figure 50 : Séquence protéique de WhiG de la souche M600 de S. coelicolor. Les Il acides aminés délétés

chez le mutant Pig"pap M570pIJ6084[2]pap sont encadrés. Le symbole * indique le codon stop. Les régions

caractéristiques des facteurs cr appartenant à la famille des facteurs (j70 sont indiquées par des double flèches.

La région 1 des facteurs (570 est importante pour la liaison à l'ADN et l'initiation de la

transcription.

Ainsi, les papilles produites lors de l'induction de la synthèse de (p)ppGpp chez la

souche M570 comportant le plasmide pIJ6084 présentent les mêmes caractéristiques que

celles caractérisées chez S. coelicolor M600.

3.4 Séquençage du gène relA chez S. ambofaciens

La construction d'un mutant délété du gène relA chez S. ambofaciens a été envisagée,

de manière à déterminer si un mutant relA de S. ambofaciens présentait le même phénotype

que le mutant M570 de S. coelicolor, à savoir une abolition de la production de papilles. La

technique de PCR-targeting (Gust et al., 2003) a été considérée pour construire ce mutant.

Dans un premier temps, le séquençage du gène relA de S. ambofaciens a été entrepris afin de

déterminer le pourcentage d'identité avec son homologue de S. coelicolor et d'avoir accès à la

séquence de ce gène chez S. ambofaciens. Trois couples d'oligonucléotides ont été dessinés

d'après la séquence de S. coelicolor A3(2) dont le génome a entièrement été séquencé. Un

premier couple permettait l'amplification d'une partie interne (420 pb) à la région codant

l'activité (p)ppGpp synthétase. Les 2 autres couples permettaient d'amplifier 2 fragments
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d'ADN, un comprenant la reglOn 3' du gène apt (gène en amont de relA), la région

promotrice de relA et la partie 5' de ce gène, l'autre comprenant la région 3' du gène relA, la

région intergénique et la région 5' d'ORF3 (gène en aval de relA) (Figure 51), afin de

déterminer si l'environnement génétique était identique entre les 2 espèces.

Adénine
phosphoribosyltransférase

P2

1458 pb

Activité ppGpp
synthétase

1
Fonction inconnue

Figure 51 : Schéma représentant l'environnement du gène relA chez S. coelicolor M600. Les 2 promoteurs Pl et

P2 en amont du gène relA, la taille des 3 ORF (apt, relA et ORF3), la fonction de chacune d'elles et leur orientation

de transcription sont indiqués (d'après Chakraburtty et al., 1996). La partie N-terminale de relA codant l'activité

(p)ppGpp synthétase est délimitée par un trait noir. La partie séquencée chez S. ambofaciens est délimitée par des

traits en pointillés.

Le séquençage du fragment de PCR de 420 ph correspondant à la partie interne du

gène relA chez la souche S. ambofaciens ATCC23877 a révélé 97 % d'identité avec le gène

relA de S. coelicolor sur 359 nucléotides analysés (Figure 52) et 98 % d'identité en acides

aminés.

114



r>qiI1147591Ip~'IX87267.115CAPTRELA

Length = 3350
5.coelicolor apt & relA genes

5core = 632 bits (319), Expect
Identities ~ 349/359 (97~)

5trand = Plus / Plus

e-179

Query: 1

5bjct: 1699

Querv: 61

5bjct: 1759

Query: 121

5bjct: 1819

Query: 181

5bjct: 1879

Query: 241

5bjct: 1939

Query: 301

5bjct: 1999

cgcctggtcgccgagcgcgcccccaagcgcgacgagtacctcgccatcgtcaccgacgag 60
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 Il 1
cgcctggtcgcggagcgagcccccaagcgcgacgagtaccccgccgtcgtcaccgacgag ~758

gtgcagcaggacctgcgcgcggcccggatcaaggcgaccgtgaccggccgccccaagcac 120

111111111111111111111111111111111111111111111111111111111
gtccagcaggacctgcgcgcggcccgcatcaaggcgaccgtcaccggccgccccaagcac 1818

tactacagcgtctaccagaagacgaccgcccgcggccgtgacttcgcggagatctacgac 180

11111111111111111111111111111111111111 111111111111111111111
tactacagcgtctaccagaagacgatcgcccgcggccgggacttcgcggagatctacgac 1878
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11111111111111111111 Il 1 1 1 1 III 111111111111111111111111111111
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ttcaacatgtaccagtcgctgcacacgacggtcatcgggcccggcggcaagccggtcga 2057

Figure 52 : Résultat du BLASTN, réalisé sur le serveur du NCBI. La requête (Query) correspond à un fragment de

PCR obtenu à partir d'oligonucléotides dessinés grâce à la séquence du gène re/A de S. coelicolor disponible dans

les banques de données en utilisant comme matrice l'ADN de la souche S. ambofaciens ATCC23877. Le BLASTN

révèle 97 % d'identité avec un fragment interne au gène relA de S. coelicolor.

La partie interne du gène relA apparaît donc conservée entre S. ambofaciens et

S. coelicolor. Pour les 2 autres couples d'oligonucléotides, aucun produit d'amplification n'a

pu être obtenu à partir de l'ADN de S. ambofaciens alors qu'un produit d'amplification l'était

en utilisant comme matrice l'ADN de S. coelicolor, servant de témoin positif de peR. Même

en baissant la température d'hybridation, aucun produit spécifique n'a été obtenu.

L'impossibilité d'amplifier les régions en amont et en aval du gène relA suggère que

l'environnement ou le mode de régulation (notamment au niveau de la région promotrice) du

gène relA chez S. ambofaciens pourraient être différents de ce qui est observé pour son

homologue chez S. coelicolor. Ceci laisse en suspens la question de la similitude des

mécanismes de déclenchement de la réponse stringente entre les 2 espèces de Streptomyces.

La construction du mutant relA de S. ambofaciens n'a pas été poursuivie.
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4 Publications

Les résultats présentés dans ce manuscrit ont fait l'objet de 2 articles dont un a été

publié en mars 2006 dans Mutation Research et un est en cours de soumission dans ce même

journal et de 2 communications orales (voir en annexes).
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In white papiHae tl1at genetic instabHity events generate during aerial l1l)'ceHul1l gmwlh, rise ta
Pig-pap mutants which are unable to sporulale and devoid oflarge genome rearrangement Knowing that genetk and environmental
fuctors canjnl:Inence the nnnlber ofpapil1ae pel' colon)', we investigated the effect ofnlltrient lîmitated condjtions of gnxwlh on the
fiJnnation of white papi11ae. We observed that lltlder nitmgen limitation and, most particularly, under amino add limitnlion, the
number ofpapi11ae pel' colon)' dranmtically increased Most orthe l'ig-pap mutants derJving from such papilIae displayed a mutation
in the wliiG gene, which the sigma factor a w1üG wlüch is absollltely required for the spomlation pmcess" ln most cases,
the mutation lel.i to a 10ss of ftll1ction, We showed thnt the Pig-pap mutants cleriving from papillae appearing llnder muaI grmvth
conditions also frequently displayed 111111 mutation of WlliG too. As the whiG mutatît'iIT ratio among the l'ig-pap mutants isolated
with or without nitrogen limited conditions did n01 change, the results described in this paper sllggest thnt the production ofpapillae
cOllld constîtute a response of S. to an amÎlm aeid limitahon.

2005 ElseYier B.Y.AIl rJghts l'eserved.

KI'Yll'onls.· StrepwmyceJr, Genetic instability; Diirerentiation; »"IIG; Nutrient limitation

1. Introouction

Sl.lVI)[o,fm"l't"S are Gram tXl'''l!I\'~' ",,)il hacteria with a
high GC content '0/hich ri ",rnkîr
phD[(:>gIGt! di fferentimion associ ittcd \\'Î!h th(~ pl:mlllC"tklH
I.,f nu~tab(lli[cs sudJ as numerOliS antibiolics
[1]. On a sCîl id mk~di um. the of a spore

rj,,~, 10 with a radial gmwth,

" CûlTespollding authoL Tel.: +3383684267; fax:. +333 83684274.
E-mail address:A11l1ie.Dary@\scbioLuhp-nancy.fr (A Dmyl

0027-51{J7i$ - see fi'ont matter l'K) 2005 Erne"i er B.V. AH rights reserved.
doi:10.1016ijl1JIfimnm .l005.10,005

l'rom 'Nhieh aerialnlycelium The lasl of
the difîim.'ntiation cDnsist"
of sporeindividualisution al. the uerial hyphae extrem
ities The charHclerisatioll of $, cl}e.!icolo.l' mutants
rmpauc'd at di Œcrent of the clifferentiation prm:ess
has lcd 10 the identification ofseveral genes implicated ln
this phenomenon wlüch can be split inlo two groups. 'l'he
I1rst indueles genes, such as the ba.!d genes, '\vhich are
required for aerial myce1ium \vhile the :t.L:l,'DJIU,

such as the ..,pfli cOlTesl'onds to genes involved in
the spore maturation l'mœss [3], According to the dirfer
entiatiem \vhen.:; they are stoppee). the S. coeUcolor
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'n'hi mutants e:xhibih:d a ll'pical aerial hyphae morpl1\"11
ogy. Thus-, the 'wliiG mutants harbour a typical phenotype
cç1Jîsisting of straight aenal hyphae without spores [4].
Indeed7 whiG enly,dcs the RNA pulymerase sigma fa..:
tor \\!hiG which is absoluteJy requin'.! j~'r the shi11 [[pm
aerial gmwth ta sporulatinn. ln mnfJi!J(I-

wflinlutantsseem 10 be produœd at high frequency
during the aerial rnyceJium devell~pt11cnt of a colon;.
lnd(,cd, this as the other speCles
e:xhibit a high of genetic instability which llt>U-
ally ,'cnmed at di n~rC'nt deve10pment [5]. ln the
progl'ny Clfa S. \\·ild type cl11t'ny. which is
grel'. pigment-deficil'nt culonies and pign1(·nted colonies
harhnuring one or 'K'yc,ral scctors and'or while papil
lae art> observed at high frequeney Scctars an:
thought to result from a mUlational event ,',c('urring dur
mg mycelium d",ve!opment \\ hile papi[]ae
eould be generated by a mutation arising during the
aerial myœ!ium devckïpmenL The pigrn..:nt-def(~etivc

coloni",:; could resuh froJm th", genninatil'n (,f a mutant
SP0l'\:. produeed by a Inutational ('vent \xcUlTed dur
ing sp,,)rulation. Mutants t1.:riving either fn)l11 pigment
delectiv", colonies (Pig-Ùll), sectors llr papillae
(Pig-pap) do not display th,,' same fealures [fi]. The Pig
col and mutants sy·nthesise di fli'r(' nt amount of
grey pigment and/or antibiotict> and only a small frac
tion i5 unable 10 sporulate [6] .. \1 Ihe molec
ular Icvel, deletions of ehromosomal fragment{s) of
several hundreds of kitobases and/or amplification (,1'
adj"Kcnt scquenœ ml' olten detected at the extremîti';:'h
of the chrommmmal DNA which is 1înear in
m.w't'\ baeteria [71 CŒwersely, th t' Pig-pap l11utanth
sha1'(' charactetistics \vhich distingui"h them from the:
two l,ther tyves of mutants: they a lV/Ii phelk'
type sinee they prodw:ed aerial mycdiulll but no SpOl....'1'
and do not POSS';:'ss any large gen,)me renrrangemdlt1'
[(.1.

.\15 r:eeently rep""rtect the charaçterizati on of three
l'ig-pap mutanb. lk,riving from thrl;'" independenll11uta
tional cvents l-":"~'aled thal the sporulation pmù'ss was
bloeked at the initial step sinù' ('Clch of them c~xhibited

Cl \NhiG-like phenotype.. \ lHl"'Ugh the introduction of
('ne capy of S, wel/eufo,. whiC, rc'stored the spç'rutation
proCC'ss in ",a..::h mutant their phenotY1Je did not result
from a mutation in their own sinCC' it wa:; devaid
of mutation, but rather fh.ll!1 an absenc1..' of an active
(J"whiG.lnde(~d, in thesè mutants, w/liH, the expression of
which d",pends on an actio:c a wlliG. \vas not transcribed
suggesting that (J"wlliG \V;1S absent (1[ inacti"'e:, Besides,
sllch a putative absenœ Llid not result l'rom a modifi
cation of thl' transcription ~)f H'flfG in lhesc mntants,
These reslIlts led us to pmpose that the regulation of

w/iiG might ù1tlstitutc a Louget ofgçnctic instability dllr
ing the ,leria! ll1yœlium developmc'Ilt in S. WlliHlFa,,'k'lI\

[8],
Genetic and ('nvironmental tllcwrs ean influencl' the

nllmber of papilla0 pel' colony, ln pr('vious works, \\('
ha'..e shown thal th" Ilumber of papilla0 nppears to bt;
gcnetieally d0tcrmined and constitlltes a gond indiea
tor ta isolate mutawr strains [6 j. Fm1her, initial "vorb
suggested thal the gnw:th conditions mlght cxerl an inl1u
enec over the 1111mbcr of papil1ae pt'r .:okmy, Most par
tieularly, it \vas übservcd that the llumb",r ofpapillae was
greatly increased \... he:11 S, W:1S grown on a
minimalmcdium [Ill. This prompted us t" clîaractcrizc
further such a ph('nomcnon and to dcterminc whether the
Pig-pap mutants isc,lated in these cünditions displayed
the same tèatmes than that previmlsly r(':ported, TIUIS.

it was ohserv",d that lmder rütmgen 1imitcd conditions
t)f gmwth, more sp(':cilically ullder an ~îl11ino acid lim
itation, the colonil's displayed high llutnher ofpapil1ae
'Nlüch g;m:: âst~ to Pig-pap mutants frequent1y mutated
in the whiG gelll", In most cases. thl.' r(':sulting mutant
a whiG was tnmcated and c!e"mid ofat leasllhe: 4.2 region,
'''ihieh is required ft:'!' thl" recognition cd' the -35 pro
motel' sequence ofth..: g,,'l1eS that this sigma r:lCtorS reg
ulates, The analyses ,,1'severaI Pig-pap mutants deriving
ftul11 papillae obtained ullder lIsual t'onditi,ms ofgrowth
revealed that they als~, frequently dispkiy('d a nullmuta
tion in H'l1iG. Amüng the Pig-pap mutants arising l'rom
papillae gener:lted under nitrogen limited ",r usual con
ditions of grov,:th. th", proportion of whiG mutants dit!
not change, leading us to propose th:lt white papillae
which appeart;d on the surfàcc of œ.hï l1t\:d colonies of
5L amfJolàdens c(luld ccmstitute a r"'Spl\J1Se to an amino
aeid limitation,

.2. lVlaterlllls and methods

S' strains used in th i.5 vmrk and lis ted in
Table 1, d0lived from Iwo WT sub-dones of S. ani,'oÎ)(.?lilc ieilS

ATCC23877. WT8 and WT 12 Wtl0se geneUe Îllstability has
been previously charaet0lized [6,10]. 111e Pig-pap mutants
lIsed in this work derived fromindependellt mutationaI events.
since eacb of them cIerived fTOm one white papilla present al
the surface of diffemnt colonies, grown on different media
and/or Petri dishes, Ta obtain snch mutants, each papiUa
\Vas carefuUy picked up using a sterile toothpick and sub
cllltured 2 or :; limes each lime ehoosing a white colony.
L1J1til Ihe pmgenj' \Vas homogeut.'olls, Le, consistillg of white
colonùas.

StreptmllJces strains were grown at 30'C either in
Hlckey-Trcsncr (HT) liqnid or solid medium [11], in its



82

T3b1e 1
S. I!mlll.~ti:u'ienR "trains m:ed in tllis W'Ork

Ta determinc the capacity 10 sponl-
colony fragments were stained l1sing the t:iram reaction

and observed by light microscopy [6].

2A. n'v:); è'XhYlcriO!l. rt's[ri(.'t:tlfll:m)~meJll~\, Stllltflt'i1l

(MiIlY.\".\ tma' VtflrSeil-1ll~'m

E coU MRF'307was transformed by the plasmid pSET152
or pSET:52 by electroporation under standard con
ditions previollsly described [15]. The transtbnnants wexe
selected on LB soUci medium supplemented with tetracyclil1e,
kanamydn andapramycin, at arespective final concentratiotI 0 f
30 j1.g/rnL l'hen, E, coU strains were mated \vith,)'. ufflllxl;rm'Ü!}IS

Pîg-pap mutants using the procedure previously described
[13], Exconjuganls were selected by addil1g aprml1ycin and
ampicilIil1 replicated cm HT saUd mediwTI and
their phenotype was observed after 14 dnys [1 f gmwLh
at 3û cT:,

2,.1

(150 mg/I), lysine (J 40 mg/!), methionine (55 mg/l), phenylalLI
nine (75mgiT), prolille (1:50mgiT), serine (9ümg/l), threonine
pO mg/I), tryptophan (]:5 mg/Il, valine ( lQO mgil). This solu
tion was steriliseci by filtration,

E. coU strain MRP'307 [13J containing the plasnTid
p8ETl52 or [8] was grown at 37'''(" in
Lulia~Bertani liquid or solid medium [ ]4]. Conj ugation
œtweel1 E. coU and was donc on HT medium
containing MgCh (10mM),

Rererence

This WDr).;

[6]

Origin

Papma ofWT8 groWll 011

RTC1111edium
rapilIa of WT8 ê,fOWIl 011

HTC4 medium
rapilIa of Vi'T12 groVi'll on
HTC5 medium
PapiUa of Vi'T12 groW'Il on
RTC? medium
WTSpap 1 with
pSET152(whiG)
Wnpap4 with
pSET152(wh iG)

WTl2pap5 with
pSET152(whiG)
WTl2]-1llp? w'Ïtb
pSET152(whiG)
FapiUa of WT12pap5(whiG)
Papil] a of WT l2pap7(wfliG)

rapiUa of""''T8 gro"m 011

RTC? rnedimn
rapiUa of ""''Tg gunvn on
HTC? medium
Papilla of ViTB groWll on
HTCmedium
rapilla onVT8 grown on

HTCmedium
Papilla of ""''TS g;row'Il on
HTCmeditu'll

ViT l2pap7(whiG)

vrrs
V/TU

ViT l2papS (whiG)

16papHT

ViTSpap4

ViTSpapl

14papHT

wnpap4(wi1iG)

ViTSpapl(whiG)

WTl2pap7

WT12papS

9papHT

Vi'T12pap5GpA
ViT l2pap7GpB
5pap7

Strepto!7l)'n~s

amiH~fi:lt'h'/I"

stmins

?pap?

derivatives to HTC8, see Table 2) or in YEME
liquid medium [12], The HTC7+aa medium was made
by adding in HTC7 medium a solution containing tl10
18 al11ino aCids which are present in Barto tryptonû,
This solution contained the following amillo acids: alanine
((jOmg/rl, arginine ((jOmgll), aspartic acid fL20 mg/Il, cysteine
(lOmg/I), glutal11ic acid (340mgll), glycine (40 mWll,histi
dine (40mgll), isoleucine (90mg/l), tyrosine (JOmg/l), leucine

.5;'. talaI DNA .vas extracted as desülibed else-
where [16] and restlictiotl enzymeswere used underthe condi
tions recomnmuded by Ihe suppliers EnglandBiolabs),
DNA fragments ;,vere separated on agamse ge.]s according ta
Sambrook et al. [14J, Southem blotting, prehybridisation and
hybridisation were perfOlmed as previously described [17].
LabelIing of probes and detection of specifie hybrids were
pertbnned using the DIG-DNA labelling and detechon kit;
under the supplier conditions (Roche Molecular Biochemi-

Table 2
Composition of HT and HTC media used inlhis wmk

HT RTCl HTC"! HTC4 RTC5 HTC? HTCS

Yeast extract (~Il) 1. 0.15 0,25 1 0.15 1 1
Beefextract (15.'1) 1 0.25 0.25 OZ5 1 1 1
White dextTÎn (gAl HI 2.5 25 2.5 2.5 Il) HI
Bacto tryptolle (gA) :2 iLS 2 0.5 0.5 0 4
CoCh (mg/I) 20 ;) 5 5 5 20 20

The concentrations indicaled in bcld charactem are ident!cal with that ofHT medium. Eachmedium was realised usingll,IilliQ water and slerilired
by autoclavÏ11,g LO min at 120cc.
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Table 3
Nucleotide sequenee ofoligotlllCIootides llse<l in t11is work

20 W constant for 4b. The single stnllJds were rcvealed alter
coloration for 2 min in ethidilll11 bromide {Ct:5 !-tg/ml).

Primer SaIuence orthe primer Annealing
temperatnre 3. Results

pa.pit,lae pes' .S,
dn:lstimrUy lm Teased under

On HTCl medium. the WTB and WTI2 coloni('s
cxhibiled a number ofpapillae than those gn:nvn

since most ,) fthem than 50
lae l Alth(lUgh we cannot (~x,l'lilde'tlle tlyr)ottwslS
of a selection of nunwrous papi liaI.' under such
condlw:ms, these r,-'sults that under a llu1Ji-
ent limitation. the production of ';'.iRS stn,)tl!;'tv
stimulated. the concentr:.llions of the di n',:rent
nutrients Wefi..' 4 times 10wer in lITCl than in HT and
hence nutriçnts became more limiting.

To whether the r<..'duction of one nartl\:u-
lar nutli':n! concentration was al the origin uf the npc

\\-'1'8 and \VTI2 wl.'re grmvn on 4
and 5 media \vl1ic:h present the same tl1an
HTC 1 riJr one nutrllé'nl 2:,. For c'X;,U11lPl'C,
in Jne:. the Bacto tryptmK~ <:'oncentratit)l1 is identical
to that ur HT. After 14 QI' the npc distri-

nf"1';f'-nXE'f1 on InC4 and lncs ID) were
similar with thase of HTe 1 113). while the num-
ber 1)1' pel' gmwll on lITe:.
v.;as reduced sinee theo npc distributiç'ns appeared
10 be similar ta the ones rôr liT This led to

the that a limitation in Bacto enuld
accŒmt 1(1 l' the npe increase ('bserved 0 Il lITe 1.

To kst the elTeet uf nutricnt limited of
on the f(11111atiün of v/hi te papillae, the wild

';lIb-clones \VT~ and '>'1i T 12 were gn,J\vn on
<:'(ll1Iained the ,,:1l111è but not the same concenIrati'.'n
ç,f each nutri<..'nt. di Ilc'rent derivatives (lf
the rIT medium 'Nhidl tu the medium lll'iU-

employed te· grllW :"-, and to obsene
ilS 119J. were made The
distributions ofIh,' number c-.+,_~,,,'

\\\:'re alkr 14 of

a of 30 selected
distributions establish,'J after

1 wechl~C:h~ed

that the (',f\'1'1'(, and WT12 SP')l\.'S ta gemlinate
,)n the different media was similar, as w(:'l1 as tœ diame
ter ofcolonies aft<.'r 14 clays ofgrowth at 30 oC. Thus. the
yariations of the npc were obsenùl
did not seem ttl r,-'sult l'rom a alk'rat1on of

IImùw acid lÙlIliaiinn

55
55
55

55
55
55
50
50
58
58

58
58

58

5'-CGAGTGATCACCCAGAGC-3'
S'-TGATCTCCCGGTCGACGT-3'
5' -ACGCTCGAGGAOCTGTGG-3'

S' -GGCGGTGTCCTCCAGGGT-3'
S' -GTGGAGGACCTCCACGCO-3'
S'.()GACGCTGCATCOACCGG-3"
S'-GACGATGT:AGGTCACGGTC-3'
S/-TCOAOAACCCGCTGACOC:T-3'
S'-CACGGCAGA.ACGGCACTA-3"
5/"GTCGCGGGTCOTCTTGTA-3'

S'-TATTTCACGAGGOOCGAG-3'
S'-GAACACCCCGGAGGAGAC-3'
S'"GOOTGATCGCGTACGTCT-3"

Three couples of oligonllcleotides 03/G4 and
G:5/G6, see Table 3)were used ta ampli f"y and sequence
the complete capy of the wl1l0 gene, The amplification of
the s, coe/icolor transgenic copy of lvlilD in the strains
\VT12pap5GpA and\VTl2pap7GpB was canied out in
Iwo steps, The first consisted of amplifying the plasmid
pSETl by Long RangePCR. using the oligonu
cleotides C31 J et C31.2 {Table \'1hich match the chrolno
soma} integration sile ofpSET152. The second step cousisted
ofa C1assic peR usiug the couples ofoligonndeotides
G3/G4 or G5/G6. The peR and long rangePCR methods were
realised as previollsly describecl [8], Errc:h l'CR product was
sequencing using the DNA seqllenCing kit {Applied BiosyslBm)
and the A131 Prisl11 310 Sequence c:omparisons and
alignmems \vere perfonllecl with the SeqApp program using
l'lustal\V algorithm.

These sequences were dednœd l'rom the genome sequence ofS. cot'li

t'olOf' available fi the GeneBankdatabase, The mmealing telllpe:ratnres
nsed fur the FCR reactiolls are im:licated. The localisation 0 fthe di±'
ferent oligollllClootides, except for C3 l,land C31.2, are indicated in
Fig:;;, 3 and :;,

cals)J1m PFGE analyses, S. straills were gn)',vn
tor 36 h at 30"C with agitation rpm) in YEME liquid
medium and total DN}\ ,vas pmpared as described prev!
ously [18], Plllsed-field gel electrophmesiswas realised in
the CHEF system (Biorad) ltsing 1% agamse which
were mn in 0.5 x TBE buffer fur 20 h with ct pulse lime
of40-1605,

,03

The ditTerent peR producls wero denatumd for 4 min at
95'C and separated on polyacrylamide gel S'M, in TBE f1.6 x at

01
G2

G4
05
G6
C3Ll
C312
SiSCPl

SSCP2

SSCP3
SSCP4
SiSCP:;

25
collduttlJlS
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30 CoL
Illlmb"r

5nittl

L DisfribLltloru; ofthe muuber ofpapillae pet colony W18 and \\<'1'12 grown 14 days Hl' (A), I-lTCl
HTe3 (C) and mC4 (0) rnedi a. Distributions on FlTC5wena similar withHTC4 For eIIch medium, 30 colonies were ranclrnnly selected andtheir
number ofpapilÙle determined.Npc values \vem grollped together by classes of :'t The nlUnber ofcolonies number) observed fur Bach class
are shown on the Y-axis, For each diiltTi1:ratiou, thepl1otograpl1sl1ov.cs phenofype,

spolrul;ate, Altbough
Plg-pap mut"mts appe;arecl

ensured Ihnt
ofpapillae production,

As amlitlOaCHlS are ttle nlam constitlllcnt ,)l'l1acto
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Fig. 2, Oistdbutions of the number of papiUa.eper colony (npO) ofStn"PfmfJ)'Cf!s ambOJacl,"lut'NTB and \VT Il groWl1 14' daysat 00 RTe)'
(A) l10dFrrCfi (13) media and \vn op:: distribution establim\ed onHTC7 +i1il (C). For each nledium, 30 c~lanÎes wereHllldbmly selected and their
nUl11ber of papillae determined. Np;:, values: wece grollped togefuer hl' classes of5. The nU11lberofcolonies {CoL llLD11l:erj abserved for each
areShO'Nl1 orl Y-a::ds. For each distribution, il photograph shows arepre.reniative phenotype.
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:'L s. afllb(~tt1cieIlK WTI/Ci gene sequence, 10t.'a1i&11100 Qfoli6'Ouuc leotides USilli toal1Iplifj; the dilferentp;;<rtions of thiE gene (lllllTkedby.arrows)
and positiü!1s oflnutation inl':ig-papslralns. Grey boxindicates putative ORFofwhiG gene and clark grey boxes inrlicatethe promoter,Il.BS and
tmninalorregions,Tespœtively. Thet~ri ptionstart pllint (+ Il i5 a130 indicatecL Nudeotide(s) framed .!lndll()ted "l, "2, "4, ".5 and ~6 indicate
the position oflUutatiOlldetectedinthefum me Pig"papl11l.1tants WT12pap?, WT 12papS, WTSpap4, WT8papl and the twom Fig-pap muttll1ts
16papHI and 9papFIT, respectivelyc "2 correspondsto tlrew}ûG regioll which is frequenlly l1111tated, as in Spap?, J'pap? and 14papHT and in the
tral1sgenic copy ofwhiG ofWTt2pap5GpA and WT12]Jap?0ipB.
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al. S7

WTs
WT8papi
WT8pap4
WT12papS'
9papHT
HipapHT

WT3
Wlf.lp<!pl
WTSpap4
WT12papS'
9papHT
16papHT

WTS
WTSP2Ipl
WT8P2Ip4
Wlllpap5"
9papHi
16papHT

WTS
WTSp2Ip1
WlSpap4

5'

Fig, 4, End.to.endàligllment of\VhjO ofPig-pap mutants and S. IÎfNlx?t{lcielu vrrs stram, 111e aIignlllelltwas llillde umllg fuê BioEdit50ftwllre,
IJlaek ooxes indieatesimilarresiduesbetweell the sequeuces ofth fi Pig-paprnutantand WT8 alldwhiteboxes l'eSidues which differ, The star (")
indicates 11 stopcak1ll. The diftè'rentreglOl18 ofawbiqllIfI indicaredhy arrOVlS. The letter X(x) U1eans tbattl1e :;;trains 'pap], 7pap7, 14papHT and
the s. Ci~elicoior wliiG transgene onVT12pap5GpAand WT12pap70]'iJ3presentthe same mutation as the strllin \Vi12pap5.
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Fig. 5. A. Region of tbe fi ambq1iJciWIs wh i'e; gene wlIich cantains. a stretch ofsix cytosines lhqllently subjoct to mutation and locali!';!!tioll
oligonucleotidesuse::lfor SSCP experiments, SSCPliSSCP2,SSCPllSSCP3, SSCPllSSCP4andSSCPllSSCP5 pairs are med to 3ll1.plity fOllr
products.Te!>poctively Clf155,205,278l1J1d 348 bp SUITOIUJdingtbe frameshiftmutlltioll located il1dark grey box. B. Mobility shift of sin.gle"stfll11d
PCR products •of 205 bp lë'Jlulting Tronl the pœsence of Il mutation in the straulll WT]2pap5GpA .and 'I\;'T12pap7GpB,e0111pared with 'I\;'T8. c.
Mobility shift ofsingle.stnmd t'CR products.of205 br resulting fram the presence ofIlmtltalion ill the !>train 16papHT, rompared with WTtL
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at least 5/1 Cl L,r Pig-pap mutants deriving frélll1 fiT papil

lae harbored a mutation in thcir"wn wflfG. As these t\h)
frequelKies "yere not significantly di ŒerenL il appeared
that under nutri<':l1t limitation thc:c number ofwhite papil
lac pel' colony iIKI\.'asc:cd, but th~' whiG l11utatiun ratio in
Pig-pap mutants did not.

4. Conclusion

ln thispapcr, Wc:c sho\'!'cd tha! gendic instabilityoccur
ring dming the aerial mycelium elevelopment can affect
the whiG gene and lha! the quantity of aminl'J acids
present in the ml.'diul11 exerts un influence l,n the fiJf

matioll of whit.: papillae in S, <Imlwllwims. TherefiJfe.
Wi: observed tha! under an amino acid limitation man)'
papillae were pl\:'senl on the col"nil.'s and ga'l:e rise to Pig
pap mutants whkh appeared to b~' unable to sporulatt:,
deyoid of large genome rearrangl.'ll1ent and frçquently
mutated in whiG (at least 8/J4J. ln mast eases

such a mutation lecl t~) a loss 0 f function, These l'('atmes
were not specifkrdly displayed by the Pig-pap mutants
derivmg fmm papillae appeal'ing UllLl('r nutricnt [imited
conditions of grc>\vth sinœ the analyses of 1(., l'ig-pap
mutants, arising fre,m papillae (:,f ..:010nie5 gWl'.'J1 under
usual conditions, also possessed mutation III wMG (at

least 5il \vhich !ex! in most cas",s to a loss l,f function,
ln a prevk1us w(\rk, the characte'rization ofthpJè Pig-pap
mutants exhihiting a \VhiG-like' phenotype n:vealed that
in thesl.' I11UlanK the whiG g~'l1é \Vas not Illutated but
Tather thl:' (J'whiG \vas inactive IXI. ln this \\\,rk, 'we high

lighted the trLct that it could exist 1\\'0 t)T\I.'S of Pig-pap
mutants. mutated in whiG or pl:'rhaps in ib H:,gubtion,
and thal these two types of mutants ean he pmduced on
HT and p~:rhap:s on HTC' media, ln thes<.' hvo cases. th"
(J'whiG is inactive and the phenotype observed is whik,

B(':sid~'s. our results suggestcd that tlK~ pmduetit111

of papi liaI.'. thus Pig-pap muttmts.. cou Id constitutC' Cl

response (lf te' a limitation in amîno acids,
lnckc"d,. tWll alternative hypotheses could account for rhl:'
incrcasc" of papillae lmdcr ami no acid limltation. The
lil">t implics that the papi1lae might he selected sinee
advantageons within the colemy und,:r nutlicnt fimited

grO\,;th, '.'vhile the second is that the production of papil
lac il' stimulated und",l' llutrient limited growth. ln this
last hypothesis, the increase of nLlmber of papillae pel'
colony directly results from an in('l\:,<!se of the !nutation
rate under certain c(mditions,

ln nature, micr,',bial populations are constantly con

fronted by variahk' ('nyironments such as a gC'f1(·ralized
scareîty ofnutri(~l1ls, ln E. coti, adaptation tü fi sCilrcIly
ofnutrients can favourmutants vdJich bave lostth(~RpoS
function, though RpoS plays an important role flJr 5ur-

yiva.! andad::lptatiül1 LInder slar\'ari'lI1 conditîclll:'.. Indeed,

some mutants can possess 3 gmwth advantage 111

stationary phase" and thus outgn)w \vild type cl.'lls dLlr
ing pmlonged incubation [22 24]. These mutams may
have an enhanœd ability to scav~'ngc3mll10 acids andicrr
utilize pOOl' carbon Sl'lIrt'es, J11dic~lting that mutalilîns in
(puS may, in SOIllc:' cases, conf.:l' a selective advantage

to the ceU [241, Il has been that expr('s~il!ll of
il large num17er ofgc:'I1"::S under Rpt'S control might ('(:·n
slitute a significant mdabolic bme«,n to the cell':lI1d that
lhe 1055 of the function by mutation may cnnslilute
a molecular switch lhar ·.:.'na17les c,:,lIs to thrive [25.2{'j.
ln th ... situation mighl he similar Indeed.

WhiG potentially ct'ntrols numertîus genes ',vh(\s<.: tlwse
involved mthe sporuhti,m pmcc~ss. In certain eonditi(lllS,
such as undernLlllient limitation, lhc~ mutations resulting
in the Joss ofan actiw a whiG could be advantageou:s. per
mitting the aJTesl oflh..:' spomlation pmecss and perhaps
{l S\'vitch toward an alternative mctabolism v.-llich can he

lhvc\urable 10 the mUl{lI1t portion t,l'the coJony CH' Ll', the
...;'nlire colony.

Finally, the proportion of Pig-pap mutant baving a
fr.:lmcshift mutation among the 1';!riG Pig-pap mllt~lnts

appcared to be high(::r 1 than that of mutants
having a substitution in whiG, Suc h a situation .:lppcars

ro 1712 similar to that observed in E cotI. lndeed. .:lmr)ng
rhe so-called stationary phase IllmatÎons. the lbmc:'shift
mutations seem kl he the mosl frcquent and "~'em

roinvolve particu!ar function:s such as nuuL c'r tlinB
[27], The production of papi llac and, henee. ofPig-pap
mutants in S. umlÎiI/àâem might result l'rom the same

type ofmechani:o:.ms.
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Abstract

In Streptomyces ambofaciens, genetic instability occurrmg during aerial mycelium

development gives rise to white papillae at the surface of colonies. It has been established that

such instability is stimulated under amino acid limitation. Pig-pap mutants deriving from such

papillae are white, unable to sporulate and devoid of the large genome rearrangement usually

observed in Streptomyces unstable mutants. Conversely, the Pig-pap mutants frequently

harboured discrete mutations affecting the gene whiG.

In this work, we tested the implication of the stringent response, which is induced

during an amino acid limitation, in the production of white mutant papillae. First, we

established that S. coelicolor generated papillae and that such a production of mutants was

increased under an amino acid limitation. Secondly, we showed that the Pig-pap mutants

generated under amino acid limitation or not, frequently exhibited a mutation in whiH gene,

and ûccasiûnally in whiG gene. Final1y, we ûbserved that a relA mutant of S. coelicolor was

unable to produce white papillae, even when growing with amino acid limitation. The

restoration of the (p)ppGpp synthase activity allowed papillae production. Molecular analysis

ofPig-pap mutants isolated from white papillae of the complemented relA mutant showed that

they share the same characteristics as Pig-pap mutants spontaneously appearing on wild-type

colonies. Altogether, these results demonstrate that whatever the underlying mechanism, the

stringent response is involved in the production of white papillae in S. coe/icolor.

129



1. Introduction

The evolutionary process implies genetic polymorphism and stress. The first, by

generating alternative phenotypes within a population, allows it to survive by selection of the

fittest. The second is induced by sudden environmental changes which apply a strong

selective pressure on the population. Many sorts of environmental stress might be encountered

by population and among them, nutritional starvation is often applied to microorganisms. It

has been shown that it results in genome-wide hypermutation, i.e., high mutation rates in

various gene [1]. Metabolism of starvation is called stringent response whose first signal is the

synthesis of the alahormone (p)ppGpp.

Escherichia coli possesses two enzymes, RelA and SpoT, involved in (p)ppGpp

synthesis. During an amino acid limitation, uncharged tRNAs bind to the ribosomal A site and

activate the ribosome-bound RelA, while carbon or phosphate limitations activate SpoT

dependent (P)ppGpp synthesis in a ribosome-independent manner [2-4]. SpoT is a

bifunctional enzyme able to synthesise and hydrolyse (P)ppGpp [5,6]. In most Gram positive

bacteria, only one relA/spoT homologue seems to be found, encoding both synthesising and

hydrolysing functions [7-10]. However, a second member of the relA/spoT was recently

identified in certain Gram positive bacteria. For example, the rshA gene of S. coelicolor

causes the synthesis of (p)ppGpp during a phosphorus limitation [11].

The (p)ppGpp initiates a drastically change in cellular metabolism : it interferes with

replication, transcription, recombination, DNA repair, induces morphological and

physiological changes, contributes to virulence or secondary metabolism [3,12,13]. Indeed,

the (p)ppGpp can positively or negatively regulate the transcription ofmany genes [14-16] by

binding to the Band Wsubunits of RNA polymerase. Thus, genes required for cellular

division, cellular envelope formation, synthesis of rRNA and tRNA are repressed, whereas

genes involved in amino acids biosynthesis and transport are derepressed. In addition, the
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(p)ppGpp has a positive regulatory effect on rpoS gene, the general factor of stress response

in E. coli, and activation of rpoS regulon constitutes a signal of imminent disturbance of

growth and entry in stationary phase [17,18]. The (P)ppGpp also influences competitiveness

of alternative sigma factors such as a32 and aS since their ability to compete with a
7ü is

decreased in cells lacking ppGpp [19]. Finally, the induction of the stringent response can

increase the mutation rate of genes which are positively regulated by the (p)ppGpp. Indeed, it

has been shown that leucine starvation in a E. coli leuE strain triggers metabolic activities that

specifically derepressed the leucine operon, increasing not only its rates of transcription but of

mutation too. A quantitative correlation has even been established between the transcription

rate and the leuE gene reversion. This might result from the great sensitivity of single strand

DNA to hydrolysis. Therefore, the transcription process during which the coding strand is

transitorily in a single strand form is source ofmutations [1].

In Streptomyces coelicolor, a Gram positive soil bacterium with a high GC content and

a complex morphological and physiological development cycle, the relA gene, encodes a 847

amino acids protein with a high degree of similarity to all known RelA/SpoT homologues

(42.6% and 38.5% identity to the SpoT and RelA E. coli homologues). It possesses the

(P)ppGpp synthetase and hydrolase activities [9,20]. The stringent response influences the

physiologic differentiation of the Streptomyces since on certain culture media, a relA mutant

being unable to induce the stringent response, fails to produce antibiotics [21-23].

In a previous work, we have shown that under an amino acid limitation,

S. ambofaciens which is phylogenetically close to S. coelicolor, producing high number of

white mutant papillae, resulting from genetic instability events probably during the aerial

mycelium development [24]. Indeed, S. ambofaciens like the other Streptomyces bacteria

presents a complex morphological development. On a solid medium, the germination of

spores leads to radial growth of the primary mycelium from which develops the aerial
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mycelium whose extremities become spores. The Pig-pap mutants deriving from such papillae

are different from the mutants usually produced by the genetic instability observed in

Streptomyces. While genetic instability usually generates mutants displaying large genome

rearrangement located at the chromosomal DNA extremities, the Pig-pap mutants are devoid

of such rearrangements [25] and frequently display discrete mutations. In most cases, these

are frameshift mutations which inactivate the whiG gene, encoding the RNA polymerase

sigma factor WhiG absolute1y required for the shift from aerial growth to sporulation [24].

Thus, the Pig-pap mutants constitute a new aspect of genetic instability.

Increase of Pig-pap mutants under an amino-acid limitation led us to question on the

potential role of the stringent response in the production of mutant papillae during aerial

development. In a first time, we determined the capacity of a S. coelicolor wild type strain

(WT) to produce white mutant papillae and established the molecular nature of the Pig-pap

mutants deriving from such papillae. We showed that the S. coelicolor WT strain was able to

produce papillae which generated Pig-pap mutants which did not display any large genome

rearrangement but frequently discrete mutations in the whiH gene, encoding a GntR regulator

acting in sporulation process, and sometimes in the whiG gene. In a second time, we

compared the capacity of a relA- mutant to produce papillae when grown on complete or

amino acid limited medium with that of the WT strain grown in the same conditions. We

therefore observed that the colonies of WT strain grown in amino acid limitation conditions

produced a greater number [24] than that grown on a complete medium. Conversely, whether

it was grown either on complete or amino acid limited medium, the relA- mutant produced

few or no papillae. The restoration of the capacity to synthesize (p)ppGpp led to the

restoration of ability of producing papillae giving rise to mutants displaying the same

mutation type than those deriving from papillae of the WT. Thus, all ofthese results led us to

conc1ude that stringent response is involved in mutant papillae production in S. coelicolor.
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2. Materials and methods

2.1. Bacterial strains and growth conditions

Streptomyces coelicolor strains used in this work are listed in table 1. The Pig-pap

mutants characterised in this work derived from independent mutational events, sinceeach of

them derived from one white papilla present at the surface of different colonies, grown on

different media and/or Petri dishes. To obtain such mutants, each papilla was carefully picked

up using a sterile toothpick and sub-cultured 2 or 3 times each time choosing a white colony,

until the progeny was homogeneous, i.e. consisting ofwhite colonies.

S. coelicolor strains were grown at 30°C either in Hickey-Tresner (HT) liquid or solid

medium [26], in HTC7 and HTC7+aa [24] or in YEME liquid medium [27]. The composition

of the HTC7 medium is identical with that of the HT medium, except for the bacto tryptone

which is absent in the HTC7 medium. The HTC7+aa corresponded to the RTC7 medium

supplemented with aminû acids [24].

The tipA promoter induction was obtained by adding near a colony grown 3 days, a

disk soaked with 12 III of a 1 Ilg/1l1 thiostrepton solution.

E. coli methylation-deficient strain ET12567(pUZ8002) [28] or its derivatives were

grown at 37°C in Luria-Bertani (LB) liquid or solid medium [29]. Conjugation between

E. coli and S. coelicolor was done on RT medium containing MgCh (10 mM).

2.2. Plasmids, transformation and conjugation procedures

Transformation of E. coli ETI2567(pUZ8002) by the plasmid pSET152 or

pSETI52(whiA), pSETI52(whiB), pSETI52(whiG), pSETI52(whiH), pSETI52(whiJ) [30],

pIJ6084 or pIJ8600 [11] was performed by electroporation under standard conditions

previously described [31]. The transformants were selected on LB solid medium

supplemented with chloramphenicol (50llg/ml), kanamycin (50llg/ml) and apramycm
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(30 Jlg/ml). Then, E. coli strains ETI2567(pSETI52), ETI2567(pSETI52(whiA)),

ETI2567(pSETI52(whiB)), ETI2567(pSETI52(whiG)), ETI2567(pSETI52(whiH)) and

ETI2567(pSETI52(whiJ)) were mated with S. coelicolor Pig-pap mutants while E. coli

strains ETI2567(pIJ6084) and ETI2567(pIJ8600) were mated with S. coelicolor M570 using

the procedure previously deseribed [32].

Exeonjugants were seleeted by adding apramyein (30 Jlg/ml) and nalidixic acid

(50 Jlg/ml), replicated on HT solid medium and their phenotype was observed after 14 days of

growth at 30°C.

2.3. Sporulation assay

To determine the capacity of a S. coelicolor strain to sporulate, colony fragments were

stained using the Gram reaction and observed by light mieroseopy [33].

2.4. DNA extraction, restriction fragments separation, Southern analyses and Pulsed-field gel

electrophoresis

S. coelicolor total DNA was extracted as described e1sewhere [34] and restriction

enzymes were used under the conditions recommended by the suppliers (New England

Biolabs). DNA fragments were separated on agarose gels aecording to Sambrook et al., 1989.

Southem blotting, prehybridisation and hybridisation were performed as previously deseribed

[35]. Labelling of probes and detection of specifie hybrids were performed using the DIG

DNA labelling and detection kit, under the supplier conditions (Roche Molecular

Biochemieals).

For Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE) analyses, S. coelicolor strains were grown

for 36 hours at 30°C with agitation (250 rpm) in YEME liquid medium. Genomic DNA was

prepared and digested with AseI, as described previously [36]. PFGE was realised using the

CHEF system (Biorad) through 1% agarose gels which were fUll in 0,5x TBE buffer for 20

hours with a pulse time of 40-160s at 6V per cm.
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2.5. Sequencing ofwhiG and whiH genes and PCR conditions

Two series of three primers pairs (GlIG2, G3/G4, G5/G6 and H1/H2, H3/H4, H5/H6,

see table 2) were used to amplify and sequence the complete copy of whiG or whiH gene,

respective1y. These primer sequences were deduced from the S. coelicolor genome sequence

which is available in the GeneBank database. Each PCR product was sequenced using the

DNA sequencing kit (Applied Biosystem) and the ABI Prism 310 system. Sequence

compansons and alignrnents were perforrned with the SeqApp program using ClustalW

algorithm.

3. Results

3.1 The number of white papillae per S. coelicolor colony drastically increased under an

amino acid limitation

In S. ambofaciens, we had shown that an amino acid limitation was responsible for an

increase of the number of papillae per colony (npc) [24]. Thus, on HT medium, which is

usually employed to observe the phenotype and genetic instability of S. ambofaciens [37],

most of colonies grown 14 days at 30°C exhibited about 10 papillae whi1e aIl of these

colonies harboured more than 50 papillae when grown on HTC7 medium. This medium

differs from HT medium by the absence of Bacto tryptone, which constitutes the major source

of amino acids. When an amino acids solution was added to the HTC7 medium (named

HTC7+aa medium), the npc distribution appeared to be similar to those observed for HT
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medium, showing a link between the ammo acid concentration and the mutant papillae

production.

In order to know whether the same phenomenon existed in S. coelicolor, a species

which is phylogenetically close to S. ambofaciens, the S. coelicolor M600 strain, used as a

wild-type, was grown 14 days at 30°C on HT, HTC7 and HTC7+aa media. The distributions

of the number of papillae per colony were established on a sample of 30 colonies randomly

selected (Fig 1). It was observed that the colonies exhibited a higher number of papillae on

HTC7 medium (Fig lB) since most ofthem displayed between 0 and 15 papillae on HT and

more than 50 on HTC7. On the other hand, when the HTC7 medium was supplemented with

an amino acid solution (HTC7+aa), the npc distribution was similar to that observed on HT

(Fig lA). Thus, as S. ambofaciens, S. coelicolor produces white papillae which probably

results from genetic instability occurring during the aerial mycelium development and linked

to amino acid limitation.

3.2 Mutation in the genes whiG and whiH in Pig-pap mutants ofS. coelicolor

In a previous work, we had shown that the S. ambofaciens Pig-pap mutants, deriving

from a papilla appeared on a colony grown either on HT medium or on HTC7 medium,

frequently displayed a mutation in whiG gene leading to the inactivation of this gene [24]. In

order to elucidate the molecular nature of the Pig-pap mutants of S. coelicolor, 6 HT Pig-pap

mutants (named lcpHT to 6epHT; table 1) and 7 HTC7 Pig-pap mutants (named lep7 to

7ep7; table 1) were isolated. The ineapaeity to sporulate and the absence of large genome

rearrangement were eheeked for eight ofthem (lepHT to 4cpHT and lep7 to 4ep7). Several

genes known to be involved in the first steps of the sporulation proeess [38] were introdueed

to try to restore the WT phenotype. Plasmids pSET152(whiA), pSET152(whiB),

pSET152(whiG), pSET152(whiH) and pSET152(whiJ) were therefore used. We observed that
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5/6 HT Pig-pap mutants and 6/7 mutants HTC7 Pig-pap mutants presented a WT phenotype

after introduction ofpSET152(whiH) whi1e the Pig-pap mutants 6cpHT and 5cp7 disp1ayed a

WT phenotype after introduction of pSET152(whiG). The presence of the p1asmids in the

corresponding exconjugants was checked by hybridizing the corresponding plasmid on

BamHI-digested genomic DNA (datanot shown).

Sequencing of the gene whiH of the Il Pig-pap mutants which had been

complemented by pSET152(whiH) was carried out and a mutation was detected. It consisted

of a +1 frameshift mutation (addition of a cytosine in a stretch of 6 cytosines at position 972)

in 10/11 mutants and of a substitution (replacement of a thymine by a cytosine at position

430) in the last mutant (6cp7) (Fig 2). As shown in Figure 3, the frameshift mutation leds to

the absence of the wi1d-type STOP codon and the elongation of the mutant WhiH protein by

91 amino acids. WhiH belongs to the GntR regulators family and could be active only as

dimer [39,40]. The dimerisation could occur in the C-terrninal extremity, which was modified

in these mutants. Thus, the WhiH protein of these mutants could be inactive.

In the mutant 6cp7, the replacement of a thymine by a cytosine at the position 430 (Fig

2) provokes the replacement of a serine by a proline in position 108 (Fig 3), in the putative

he1ix-tum-helix domain [39]. Consequently, WhiH protein of 6cp7 could be unable to bind to

the DNA and unable to repress its target genes.

For the 2 mutants which had been complemented by pSET152(whiG), the sequencing

of whiG gene revealed that only one of the two was mutated in the whiG gene. Indeed, a -1

frameshift mutation consisting of a deletion of a cytosine in a stretch of 4 cytosines (nt 222 to

225) was detected in 6cpHT (Fig 4) leading to the synthesis of an aberrant WhiG protein

which was truncated and probably inactive since lacking 2.4 and 4.2 regions which are

required for the -35 and -10 promoter sequence recognition (Fig 5). No mutation was detected

in 5cp7. The search for residual wild spores was undertaken. A great number of colonies of

the mutant 5cp7, as well as mutants 1cp7 to 4cp7, for comparison, were grown on HT
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medium for 7 days at 30°C. Whereas no grey colony was detected for the lcp7, 2cp7, 3cp7

and 4cp7 mutants, 491 grey colonies were present among the 5053 colonies of the 5cp7

mutant, which represents a rate of approximately 10%. Thus, whereas the phenotype

transferring of lcp7, 2cp7, 3cp7 and 4cp7 seems stable, the 5cp7 mutant presents a strong

percentage of colonies of wild-type phenotype. It is probable that this mutant is in fact a

heteroc1one, still mixing wild chromosomes, interfering with the sequence of the mutant

genome.

Thus, S. coelicolor Pig-pap mutants appeared to be very frequently mutated in the gene

whiH and less frequently in the gene whiG. Nevertheless, both of them constitute a target for

these genetic instability events which probably occur during the aerial mycelium deve10pment

to generate papillae and hence Pig-pap mutants.

3.3. AS. coelicolor relA mutant is unable to produce white papillae

The stringent response being induced during an amino acid limitation, we tested its

implication in the production of white papillae by determining the capacity of the S.

coelicolor relA mutant M570, which is unable to produce (p)ppGpp and hence to induce the

stringent response, to produce papillae. In a first time, we checked the ability of the strain

M570 to sporulate when grown on HT medium. After 14 days of growth at 30°C, fragments

of colonies of strains M570 and M600 were stained using the Gram reaction and observed by

light microscopy. Spores were observed in both strains confirming the capacity of the strain

M570 to sporulate in these growth conditions. Hence, the relA mutant (M570) was grown on

HT, HTC7 and HTC7+aa media for 14 days at 30°C and the distributions of the number of

papillae per colony were established on a sample of 30 colonies randomly selected. As seen in

figure 6, the colonies of this relA mutant harboured very few or no papillae on HT, HTC7 or
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HTC7+aa media. When they were present, papil1ae exhibit? present a very smal1 size. If we

assume that the size of one papilla depends on the time when the mutational event occurs

during the aerial mycelium formation, such an observation implies that the few mutational

events responsible for the smal1 papillae ofM570, occurred tardily.

The ability to produce (p)ppGpp was restored in M570 by introducing the plasmid

pIJ6084. Such a plasmid contains the relA gene fragment coding the (p)ppGpp synthetase

activity under the control of the thiostrepton inducible promoter tipA [11]. pIJ6084 was

introduced in M570 by conjugation and its integration at the attB site of the bacteriophage

et>C31 was checked by hybridising this plasmid on AseI restriction patterns of genomic DNA

of three exconjugants (named M570pIJ6084[1], M570pIJ6084[2] and M570pIJ6084[3]) randomly

selected. For each exconjugant, the tipA promoter was then induced by adding a disk soaked

with a thiostrepton solution near 30 colonies randomly selected and grown 3 days at 30°C on

HT or HTC7 media. The distributions of npc were established after Il additional days of

growth. In addition, two controls were performed. They consisted of applying the same

treatment to colonies of the strains M570 and M570pIJ8600, which contained the plasmid

pIJ8600 (from which pIJ6084 derives). As the npc distributions which were established for

the 3 exconjugants containing pIJ6084 after the thiostrepton-dependent tipA induction were

similar, only that established for the exconjugant M570pIJ6084[1] is presented in the figure 7.

Without tipA induction, most of the M570pIJ6084[1] colonies exhibited few papillae

which were of smal1 size on HT (Fig 7A) and HTC7 (Fig 7B) media. Conversely, after the

induction of (p)ppGpp synthesis through tipA, the npc distributions were significantly shifted

towards a high number of papil1ae since the majority of colonies harboured many large white

papillae on these two media (Fig 7C and 7D).

The restoration of the capacity of producing white papil1ae did not result from the

presence of the plasmid pIJ8600, from which pIJ6084 derives, nor from thiostrepton

induction. Indeed, any papilla was not detected after addition of a disk containing a
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thiostrepton solution near the colonies of the strains M570 and M570pIJ8600 (fig 7E). Thus, it

appeared that the restoration of papillae production observed after induction of tipA in the 3

exconjugants containing pIJ6084 resulted from induction of (P)ppGpp synthesis. Finally, it

was shown that a residual transcription starting from the tipA promoter could exist, which

could make it possible to explain the presence of few papillae on the colonies of the 3

exconjugants in absence of tipA thiostrepton induction [11] (Fig 7B).

To conc1ude, these results strongly suggested that the (P)ppGpp synthesis and hence the

stringent response was implicated in the papillae production in S. coelicolor.

3.4. Characterization ofPig-pap mutants derivedfrom M570pIJ6084

To check that Pig-pap mutants deriving from the papillae produced by M570pIJ6084[1],

M570pIJ6084[2] and M570pIJ6084[3] strains after the induction oftipA with thiostrepton, had the

same characteristics than the Pig-pap mutants described above, three papillae deriving from

three independent mutational events, since derived from each of the 3 exconjugants, were sub

c10ned until obtaining homogenous mutant populations. They were named M570pIJ6084[1]pap,

M570pIJ6084[2]pap and M570pIJ6084[3]pap. These mutants were white, unable to sporulate after

7 days of growth on HT medium, and no large genome rearrangement was detected on their

respective genomic AseI restriction pattern. Complementation experiments showed that 2/3

were complemented by introducing pSET152(whiH) while the WT phenotype of the last was

restored by introducing pSET152(whiG). Sequencing of endogenous whiG and whiH genes of

these 3 mutants was carried out. Concerning the mutants M570pIJ6084[1]pap and

M570pIJ6084[3]pap, whose the phenotype was complemented by the introduction of

pSET152(whiH), a -1 frameshift mutation (deletion ofa guanine at the position 857) (Fig 2)

leading to the synthesis of a WhiH protein with an aberrant and truncated C-terminal

extremity (Fig 3) was detected in the gene whiH of the first mutant. The second mutant
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presented a frameshift +1 mutation in whiH gene (addition of a cytosine in a stretch of 6

cytosines) as observed previously in other Pig-pap mutants (see above and Fig 2). FinaHy, the

strain M570pIJ6084[2]pap, whose the phenotype was complemented by pSET152(whiG), was

mutated in the whiG gene : 33 nuc1eotides (position 319 to 351 ; Fig 4), i.e. 11 amino acids

(Fig 5), were deleted in the 3' extremity of (jwhiG region 1.

Therefore, the Pig-pap mutants which were produced after restoration of the (p)ppGpp

synthesis appeared to be mutated in the same genes than the Pig-pap mutants which were

produced by the WT strain M600.

4. Discussion

In this paper, we showed that S. coelicolor, like S. ambofaciens, produced white

mutant papillae which probably result from genetic instability events occurred during the

aerial mycelium development. If the Pig-pap mutants deriving frOID the S. coelicolor papillae

are unable to sporulate and devoid of large genome rearrangements, like those produced by

S. ambofaciens, they were more frequently mutated in the whiH gene than in the whiG gene.

In S. ambofaciens, aH of the Pig-pap mutants which have been characterised can be

complemented by the introduction of one copy ofwhiG and a great proportion of them display

mutations in this gene [24,30]. For 10/11 S. coelicolor whiH Pig-pap mutants, the mutation

consists in a frameshift +1, leading to the synthesis of a WhiH protein longer of 91 amino

acids than the wild-type WhiH protein. The eleventh mutant presented a substitution of an

amino acid in the Helix-Tum-Helix domain. In aH of the cases, such mutations could lead to

inactive WhiH protein, either by the impossibility of forming a dimer, or by the impossibility

of binding to DNA. One S. coelicolor Pig-pap mutant displayed a whiG frameshift mutation

which probably leads to the synthesis of an inactive (jwhiG lacking 2.4 and 4.2 regions, as it

was already observed in S. ambofaciens. Although, the difference in frequency of mutation in

141



the whiG and whiH genes observed between S. ambofaciens and S. coelicolor might result

from a selection inside the colony, it could nevertheless reflect a real difference between the 2

species. Under amino acid limitation, high number of mutants affected in whiG or whiH genes

are produced in S. coelicolor. However, the ratio of the mutants complemented by whiH gene

introduction (5/6 from HT and 6/7 from HTC7) and those complemented by whiG gene

introduction (1/6 from HT and 1/7 from HTC7) is not significantly different according to the

culture medium on which they were generated. Thus, the amino acids limitation seems not

create a new c1ass of mutants but ampli:fy a phenomenon already observed on HT medium.

The pattern of mutation in whiG and whiH of S. coelicolor and S. ambofaciens mutants

previuosly described in [24] highlights the fact that the majority ofmutation are frameshift, as

noticed for stationary phase mutations [41].

We observed that the S. coelicolor relA mutant M570, unable to produce (P)ppGpp,

was unable to produce such papillae and that the restoration of the (p)ppGpp synthesis

permitted the restoration of papillae production. Such papillae gave rise to Pig-pap mutants

similar to those described previously in S. coelicolor WT strain. Thus, two of the three

analyzed mutants presented a mutation in whiH gene and the third a mutation in whiG gene.

These results suggest that stringent response is implicated in papillae production and thus in

the instability of the whiG and whiH genes during the aerial development. If the increase of

the number of papillae under an amino acid limitation do not result from a selection, such

results raise to question about the molecular mechanisms which modi:fy the mutation rate of

the genes whiH and whiG and how the stringent response could interfere in such a

mechanism. Induction of stringent response could increase in a global way or a targeted way

the mutation rate. In E. coli, (p)ppGpp activates rpoS and RpoS-regulon. This brings to the

expression of error-prone polymerases as PollY and PolV, and the inactivation of MMR

system, and leads to a global increase of mutation rate. Besides, stringent response could

affect more particularly several genes, as those required for aminoacids biosynthesis. Thus it
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has been shown that an increase in transcription rate is directly linked to an increase in

mutation rate due to the fact that the non-transcribed strand, which is under a single-strand

form during transcription process, is more vulnerable to hydrolysing reaction leading to the

creation of abasic sites [1]. If we assume that only certain genes like whiG and whiH are

affected in Streptomyces, then, the increase of their mutation rate under an amino acid

limitation could result from an increase of their transcription in these growth conditions,

increase which could be under the control of the stringent response.
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LEGENDS

Table 1

S. eoelie%r strains used in this work.

Table 2

Nucleotide sequence of primers used in this work. These sequences were deduced from the

S. eoelie%r genome sequence which is available in the GeneBank database. The annealing

temperatures used for the PCR reactions are indicated. The localisation of the different

primers is indicated in the figures 4 and 5.

Figure 1

Distributions of the number ofpapillae per colony (npc) of S. eoelie%r M600 strain grown

14 days at 30°C on HT (A), HTC7 (B) and HTC7+aa (A) media. For each medium, 30

colonies were randomly selected and their number of papillae determined. Npc values were

grouped together by classes of 5. The number of colonies (Col. number) observed for each

c1ass is shown on the Y-axis. On part A, the photograph shows a representative phenotype

observed among the colonies grown on HT medium and on part B, on HTC7 medium.

Figure 2

S. eoe/ie%r whiH gene sequence, localisation of oligonucleotides used to amplify the

different portions ofthis gene (marked by arrows) and position of mutation in Pig-pap strains.

Nucleotides in bold characters be10ng to whiH üRF and the start and stop codons are framed.

The -35, -10 and rbs regions are overlined. Position of mutation detected in 6cp7 (C),

M570pIJ6084[1]pap (-lG) and the Il other Pig-pap mutants (+lC) is indicated.

Figure 3

End-to-end alignment ofWhiH of 6cp7, M570pIJ6084[1]pap and the 11 other Pig-pap mutants

(noted WhiH other mutants) and S. eoe/ie%r M600 strain. The alignment was made using

the BioEdit software. Black boxes indicate similar residues between the sequences of the Pig

pap mutant and M600 and white boxes residues which differ. The star (*) indicates a stop

codon. The helix-tum-helix motifis indicated.
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Figure 4

S. coelicolor whiG gene sequence, localisation of oligonucleotides used to ampli:fy the

different portions ofthis gene (marked by arrows) and position of mutation in Pig-pap strains.

Nucleotides in bold characters belong to whiG ORF and the start and stop codons are framed.

Position of mutation detected in 6cpHT (-lC) and M570pIJ6084[2]pap (-33nt underlined) is

indicated.

Figure 5

End-to-end alignment of WhiG of 6cpHT and S. coelicolor M600 strain. The alignment was

made using the BioEdit software. Black boxes indicate similar residues between the

sequences of 6cpHT and M600 and white boxes residues which differ. The star (*) indicates a

stop codon. The different regions of awhiG are indicated by arrows. Framed amino acids are

deleted in M570pIJ6084[2]pap strain.

Figure 6

Distributions of the number of papillae per colony (npc) of the relA mutant (S. coelicolor

M570 strain) grown 14 days at 30°C on HT, HTC7 and HTC7+aa media. For each medium,

30 colonies were randomly selected and their number of papillae determined. Npc values

were grouped together by classes of 5. The number of colonies (Col. number) observed for

each class is shown on Y-axis. On part A, the photograph shows a representative phenotype

observed among the colonies grown on HT medium.

Figure 7

Distributions of the number ofpapillae per colony (npc) of S. coelicolor M570pIJ6084[1] grown

14 days at 30°C on HT (A and C) and HTC7 (B and D) media with (C and D) or without (A

and B) thiostrepton induction. E. Distributions of npc of controls M570pIJ8600 and M570

grown 14 days at 30°C on HTC7 medium with thiostrepton induction at 3 days of growth. For

each medium, 30 colonies were randomly selected and their number of papillae determined.

Npc values were grouped together by classes of 5. The number of colonies (Col. number)

observed for each class is shown on Y-axis On parts A and B, the photographs show

representative phenotypes of colonies with few papillae. On parts C and D, the photographs

show representative phenotypes of colonies with high number of papillae. On part E, the

photograph shows a representative phenotype of M570pIJ8600 grown on HTC7 medium.
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S. coelicolor strains

M600

M570 (reIA-)

M570pIJ6084[1 ]

M570pIJ6084[2]

M570pIJ6084[3]

M570pIJ6084[1 ]pap

M570pIJ6084[2]pap

M570pIJ6084[3]pap

1c7

2cp7

3cp7

4cp7

5cp7

6cp7

7cp7

1cpHT

2cpHT

3cpHT

4cpHT

5cpHT

6cpHT

Table 1

Origin

S. coelicolor A3(2)

Three exconjugants of strain M570 containing the

plasmid pIJ6084 which was integrated at the attB site

of <pc31

Papillae derived from independent mutational events

appeared on colonies of the three exconjugant

M570pIJ6084 [1],[2], [3], grown on HTC7 medium after

a thiostrepton-dependent induction of (p)ppGpp

synthesis

Papillae derived from independent mutational events

appeared on M600 colonies grown on HTC7 medium

Papillae derived from independent mutational events

appeared on M600 colonies grown on HT medium

Reference

VVeavereta[,2004

Chakraburtiy and Bibb, 1997

This work
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Primer Sequence of the primer Annealing temperature (OC)

Gl CGAGTGATCACCCAGAGC 55

G2 TGATCTCCCGGTCGACGT 55

G3 ACGCTCGACGAGCTGTGG 55

G4 GGCGGTGTCCTCCAGGGT 55

G5 GTGGAGGACCTCCACGCG 55

G6 GCACGCTGCATCGACCGG 55

Hl AGCGATCACCCTTTCGTG 55

H2 GGATCCAGCAGGTTCCAG 55

H3 ATCGGACAGCGTTTCGAG 55

H4 GGGGTGGACGGTCAGAAG 55

H5 CTCTCCGGCATCGTCTCC 55

H6 GTGAACGGCGTCCGTATT 55

Table 2
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A M600 ÛIlIIl B 5-= M600

30 Col. 30 Col.
numbernumber 2525

20 20

15 15
lEI KfC71la 10

55
a 0........ a Ln' a ........ ........ ........ a ........ a 0 ~ ~ 0Ln Ln 0 Ln Ln Ln Ln Cl Ln Cl Ln Cl Ln <:> Ln 0 Ln8 ..... ..... N N M M '<1'" '<1'" Ln A npc ..... ..... N N M CV> "::'"~ ~~ Ln A npc

::2, a .:o~ a .n- o .:0' b' Ln 2- ::2, 0 Ln 0 Ln Cl Ln 0 Ln
::::::'.. ::::::'.. ~~ r:!.. r:!.. ~ ~ ..... ..... C!.. C!.. r:!.. r:!.. ~ ~

Figure 1
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1

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

Hl

tctttccgataaggcgtcaattgcgacggggtgagcgatcaccctttcgtgtgcttttca
-35 -10 rbs

ccaaagacctcaagggagttgaggtcggcgccgacaaagga~gagtacccttgcgc

acaccatgatgaccgccgcccgttccgccgactccggcctcgcgaacccgggcgaactcg

accgctacccgtacgcggagacgcccgccgtcgaccgcctcggggcgccctcctgggaag

gggtggagcccgagctggggcgcgtgggccggcgcaccgcgggcaaccgtggccgcggac

tgcacgggcaactcgtccagcagctgggccagatgatcgtctccggcgacctgggtgccg
H3 ~

accgcccgCjggtgcccgaggagatcggacagcgtttcgaggtctcccgcaccgtggtgc

gcgagtcc4~ccgcgtgctggaggccaaggggctggtcagcgctcgccccaatgtcggca
&fu ~ H2

cccgtgtgcgccccgtcagtgactggaacctgctggatcctgacatcatcgaatggcgtg

ccttcggtccgcagcgcgacgaccagcgccgcgagctgagcgagctgcgctggacgatcg

agccgctcgccgcgcgcctggccgccgggcacgggcgcgaggacgtccagcagaggctgt

ccgacatggtcgggatcatgggccacgccatggggcagggcgacgggctcaccttctcgc

gcgccgataccgagttccacaccctgctcatccagatcgcgggcaaccggatgctggacc
us ~

841 accggccgaacga

901

961 aacgcgtggtgccc

cgatcgcgcagcacggcaggatcgtcgacgccctcgccaccg
l1li H4

1021

1081

1141

1201

1261

ggcacgccaaacccctcctgtggctgtggccggccaccgccgtcaccttcggaccccgtg

gagccgctcccggttccacggggtccgaaggtgtgatgagcaggctgcgccttcctcgcg

cggccgcaaggtacgagttgatgaccttgtttatccgcatctgaccaattttgatcgctt

acggggtgtgactcgggccacgcggattgggcgtaacgctcttgggaacaacacgatgac
l1li H6

Figure 2
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10

WhiHM600
WhiH6cp7

WhiH other mutants
M570pIJ6084[1]pap

WhiHM600
WhiH6cp7

WhiH other mutants
M570pIJ6084[1]pap li

WhiHM600
WhiH6cp7

WhiH other mutants
M570pIJ6084[1]pap

WhiHM600
WhiH6cp7

WhiH other mutants
M570pIJ6084[1]pap

WhiHM600
WhiH6cp7

WhiH other mutants
M570pIJ6084[1]pap

"'1 .. '". 1 • .. t 1'"

360 370 380
1 _. -·1- - - - 1 - - - - 1- - - - 1- - - - 1· - -·1-

WhiH other mutants 1@.H]4fijq;"ihioQ';lnii;'ljiijlidij~"l'ijhadiM.

Figure 3
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Gl

1 gagtgatcacccagagcgatcatcgtcccccctgtagagcgttcggcggaacgtatctgc

61 gtagggtgcccaccccctccttcgcacaccgcgacagtccagtcacgctacgctcacgat

gcacacctccgggtc

gacccccacgcagacggccgacagcacgcgacaaccagaaa

181 cagatccacatcacggcagaacggcactaggcgacg at

121

241

301

361

421

481

cgaccgggcggcgatccccccagccgcccgcgacggtggcagcgtgcgaccgcccgcccc
ro ~ -33nt

ctcgacgctcgacgagc~g~999q9~qq~~~~aSla9g~999999~qq~qc3gctgcggga

acagctgatcctgcactactcgcccctcgtgaagtacgtggcgggccgggtcagcgtggg

actgccgcccaatgtcgagcaggccgacttcgtctcctccggggtgttcggcctgatcga
~ G2

541

601

661

721

781

tccctcggagagcgaggtcgccgtggagatggggatcgcggtggaggacctccacgcggt

cttcagccagttgtcgctggccaacgtcgtggccctggaggaactgctgcacgcgggcgg
~ G4

841

901

961

1021

1081

1141

1201 cggtcgatgca
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A M570pIJ6084[1] without induction
5mm B M570pIJ6084[11 without induction
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Streptomyces ambofaciens et Streptomyces coelicolor par les nutriments.

Rencontres du Club des Actinomycètes, Liège, 6 et 7 mai 2004.
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Genay M., Catakli S., Dary A. et Decaris B.

Instabilité génétique des gènes whiG et whiH lors du développement de
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stringente.

Rencontres du Club des Actinomycètes, Ecully, 14 et 15juin 2006.
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Modulation de l'instabilité génétique au cours du développement

de Streptomyces ambofaciens et Streptomyces coelicolor

par les nutriments.

M. GENAY, S. CATAKLI, A. DARY, B. DECARIS

Laboratoire de Génétique et Microbiologie UMR INRA 1128 - IFR 110, Faculté des

Sciences, Université Henri Poincaré, Nancy l, Vandoeuvre-lès-Nancy, France.

L'instabilité génétique observée chez Streptomyces ambofaciens et

Streptomyces coelicolor affecte la pigmentation des colonies. L'étude de mutants appelés Pig

pap, issus de papilles dépigmentées apparaissant au cours du développement du mycélium

aérien, montre qu'ils sont dépourvus de réarrangements génomiques. Ces mutants sont

bloqués très tôt au cours du processus de sporulation et cette déficience peut être

complémentée par l'introduction du gène whiG de S. coelicolor. Ce gène code un facteur

d'événements mutationne1s estimé par le nombre de papilles varie suivant le milieu de

croissance de S. ambofaciens.

Afin de préciser les éléments responsables de cette influence, différents milieux de

culture ont été élaborés et la distribution du nombre de papilles mutantes par colonie a été

déterminée. Il a ainsi été observé que l'apparition de mutants dépigmentées à la surface des

colonies de S. ambofaciens et S. coelicolor est d'autant plus fréquente que la quantité en

acides aminés dans le milieu est faible. A l'inverse, en présence d'une forte concentration

d'acides aminés dans le milieu, les colonies ne présentent pas, ou très peu, de mutants.

Lorsque les papilles mutantes sont repiquées, elles donnent naissance à des mutants Pig-pap.

La caractérisation de tels mutants a révélé qu'ils sont également dépourvus de réarrangements

génomiques et présentent un phénotype similaire à ceux décrits antérieurement. Dans la

mesure où la limitation en acides aminés semble responsable de l'augmentation de la

production de mutants Pig-pap, nous avons testé la possible implication de la réponse

stringente dans l'induction de l'instabilité génétique observée sur des milieux limités en

nutriments.
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Instabilité génétique des gènes whiG et whiH lors du

développement de Streptomyces ambofaciens et S. coelicolor :

implication de la réponse stringente.

Magali Genay, Sibel Catakli, Annie Dary et Bernard Decaris

Laboratoire de Génétique et Microbiologie-UMR INRA 1128 - IFR llO-Faculté des Sciences

et Techniques de l'Université Henri Poincaré, Nancy 1, BP239, 54506 Vandoeuvre-lès-Nancy

Les événements d'instabilité génétique survenus lors du développement du mycélium

aérien conduisent chez Streptomyces ambofaciens et S. coelicolor à des papilles mutantes

blanches non sporulantes. En effet, les mutants qui en sont issus, appelés mutants Pig-pap,

sont bloqués dans les premières étapes du processus de sporulation. La plupart possède au

moins une mutation inactivant les gènes whiG (codant un facteur sigma indispensable à la

sporulation) ou whiH (codant un répresseur transcriptionnel dont la transcription dépend de

crWhiG
). Dans la plupart des cas, il s'agit de mutations frameshift. La recherche de facteurs

environnementaux susceptibles d'influencer la production de papilles sur les colonies de

S. ambofaciens et S. coelicolor nous a permis de montrer que la limitation en acides aminés

provoque une augmentation (d'un facteur supérieur à 10) du nombre de papilles par colonie.

La caractérisation des mutants issus de telles papilles a révélé qu'ils étaient pour la plupart

mutés dans les gènes whiG ou whiH, montrant l'influence d'une limitation en acides aminés

sur la variation de la mutabilité de ces 2 gènes. La réponse stringente est la réponse

physiologique mise en place lors d'une limitation en acides aminés via le gène relA, qui

permet la synthèse de ppGpp. Nous avons testé la capacité d'un mutant relA de S. coelicolor à

former des papilles mutantes dans des conditions classiques de culture (milieu complet) ou

dans des conditions de limitation en acides aminés. Dans les deux situations, aucune papille

n'a été observée sur les colonies de ce mutant. Par contre, l'introduction du gène relA, sous

contrôle du promoteur tipA, restaure la capacité à former des papilles mutantes. La

caractérisation moléculaire de certains mutants Pig-pap, issus de ces papilles, a révélé qu'ils

présentaient des mutations dans les gènes whiH ou whiG. Ces résultats mettent en évidence un

lien entre réponse stringente et variation du taux de mutation chez S. coelicolor, taux qui n'est

pas constant au cours du développement de cette bactérie.
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Discussion



L'objectif de cette étude a été d'exploiter une observation phénoménologique, le caractère

modulable de la production de papilles mutantes, pour répondre à une question fondamentale, à

savoir si le milieu de culture pouvait influencer la production de ces papilles chez S. ambofaciens et

S. coelicolor donc influer sur le taux de mutation et donc l'instabilité génétique à certains moments

du développement de ces espèces bactériennes. L'étude phénotypique de colonies cultivées sur

différents milieux nutritifs, variant par leurs concentrations en différents éléments, a permis de

mettre en évidence que la composition du milieu de culture, notamment la concentration en acides

aminés, était un modulateur du taux de mutation.

Lors d'une limitation en acides aminés, le nombre de papilles mutantes produites à la surface

des colonies augmente et ces papilles donnent naissance à des mutants souvent mutés dans whiG

chez S. ambofaciens et dans whiH ou whiG chez S. coelicolor. Ces travaux ont ainsi permis

d'identifier deux gènes affectés par l'augmentation de la mutabilité: les gènes whiG et whiH, deux

régulateurs (un facteur (j et un répresseur transcriptionnel) intervenant dans la cascade de

sporulation, c'est-à-dire à un stade précis du développement des Streptomyces.

L'augmentation de la production de papilles sur milieu limité en acides aminés nous a amenés

à tester l'implication de la réponse stringente dans la modulation du taux de mutation. L'étude d'un

mutant relA de S. coelicolor, incapable de déclencher la réponse stringente puisqu'incapable de

synthétiser du (P)ppGpp, a montré qu'il ne produisait pas de papilles mutantes à la surface de ses

colonies. La réponse stringente semble donc jouer un rôle dans la mutabilité de Streptomyces,

notamment au niveau des gènes whiG et whiH.

Comme les gènes whiG et whiH sont les seuls à avoir été identifiés, lors de ce travail, comme

cible de l'instabilité génétique lors d'une limitation en acides aminés, la question qui se pose est de

comprendre si dans de telles conditions environnementales, l'augmentation du taux de mutation est

ciblée à quelques gènes dont whiG et whiH ou si l'identification de 2 cibles de l'instabilité reflète

une augmentation globale du taux de mutation du génome. En effet, la sélection phénotypique

exercée sur le caractère papille pourrait favoriser la détection de telles mutations, sans refléter un

ciblage de la mutabilité au niveau de ces gènes. De plus, la différence de fréquence de mutations

dans les gènes whiG et whiH entre les 2 espèces de Streptomyces pourrait résulter d'une sélection

phénotypique différente du caractère papille chez ces 2 espèces ou refléter une différence

interspécifique au niveau des cibles de la réponse stringente lors d'une limitation en acides aminés.

Ces résultats permettent de s'interroger sur l'influence de la réponse stringente sur la stabilité

du génome de Streptomyces. Cette réponse physiologique bien étudiée chez E. coli l'est moins chez
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Streptomyces. Un lien entre réponse stringente et différenciation morphologique et physiologique,

notamment au niveau de la production d'antibiotiques, y a été établi. Les résultats que nous

apportons montrent que la réponse stringente a une influence sur l'instabilité génétique donc sur le

taux de mutation. Ce type de lien est encore peu connu dans le monde bactérien. Au-delà du monde

Streptomyces, ces résultats montrent que des conditions nutritives fréquemment rencontrées dans la

vie d'une bactérie peuvent être à l'origine d'une variabilité de la mutabilité et ainsi agir sur la

dynamique, le polymorphisme et l'évolution des populations. Les papilles étant produites en

réponse à une limitation en acides aminés, nous pouvons nous interroger sur le rôle, s'il y en a un,

de ces papilles au sein d'une colonie. Elles pourraient, par exemple, conférer un avantage adaptatif

à la colonie tout entière lors de conditions de croissance non favorables.

1 Les mutants Pig-pap, un nouvel outil pour étudier la stabilité des

génomes

L'instabilité génétique décrite chez S. ambofaciens affecte notamment la pigmentation des

1 · h " '.f. 1'" rl 1" d' . " '11co onles, pJ..lenomene se maUl-Lestant par .l appantlon \..le COJ.onles a secteurs eplgmentes, a papIJ. es

dépigmentées ou entièrement dépigmentées. Ces différentes colonies mutantes ont d'abord été

considérées comme issues d'un même type d'événement mutationnel mais survenu à un stade

différent du développement de la colonie. Ainsi, les secteurs proviendraient d'un événement

mutationnel lors du développement du mycélium végétatif, les papilles lors du développement du

mycélium aérien et les colonies dépigmentées lors de la formation des spores. L'analyse de plus

d'une centaine de mutants issus de ces 3 catégories a permis de montrer que les mutants Pig-pap

présentaient des caractéristiques qui leur étaient propres. Contrairement aux 2 autres types de

mutants, ils ne présentaient aucun réarrangement chromosomique de grande taille et étaient

phénotypiquement homogènes, c'est-à-dire blancs et non sporulants, contrairement aux mutants

issus de secteurs (Pig-sec) ou de colonies (Pig-col) dépigmentés, dont la pigmentation et la

sporulation étaient plus ou moins affectées (Martin et al., 1999). La caractérisation plus fine de 3

d'entre eux a montré qu'en plus des caractéristiques précitées, ils étaient complémentables par le

gène whiG de S. coelicolor, suggérant qu'ils étaient bloqués très tôt au cours du processus de

sporulation. L'observation de fragments de colonies de ces mutants en microscopie électronique à

balayage a confirmé cette hypothèse, révélant des hyphes aériens droits dépourvus de spores (Figure

53) (Catakli et al., 2005).
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WT 1IJm Mutant Pig-pap

Figure 53 : Photographies obtenues en microscopie électronique à balayage du mycélium aérien de la souche sauvage

de S. ambofaciens ATCC23877 et d'un mutant Pig-pap (Catakli et al., 2005). Alors que la souche sauvage présente des

chaînettes de spores bien différenciées et enroulées, le mutant Pig-pap présente des hyphes aériens droits.

Dans ce travail, l'analyse de 30 mutants Pig-pap de S. ambofaciens et de 13 mutants Pig-pap

de S. coelicolor, issus de différents milieux de culture, a conforté ces caractéristiques, c'est-à-dire

que tous les mutants analysés, qu'ils soient issus de S. ambofaciens ou S. coelicolor, étaient

dépigmentés, ne produisaient plus de spores et ne présentaient pas de grands réarrangements

génomiques.

Des travaux antérieurs ont montré qu'il pourrait exister un lien entre stade de développement

des Streptomyces et fréquence de réarrangement. En effet, les mutants Pig-sec de S. ambofaciens,

qui seraient produits lors du développement du mycélium végétatif, donc en conditions nutritives

non limitantes et en croissance rapide, présentaient fréquemment des réarrangements au niveau des

extrémités chromosomiques (6 à 37 % des mutants suivant le sous-clone sauvage étudié) ; les

mutants Pig-col, qui seraient produits lors du processus de sporulation, c'est-à-dire dans une

situation de faible croissance et de carence nutritive, présentaient un taux de réarrangements jusqu'à

10 fois supérieur à celui des mutants Pig-sec (33 à 83 % des mutants suivant le sous-clone sauvage

étudié). L'hypothèse proposée est que la diversification provoquée par ces réarrangements au sein

d'une population pourrait contribuer à la survie de l'espèce (Dary et al., 2000; Martin et al., 1999).

En revanche, les mutants Pig-pap ne présentent pas de grands réarrangements chromosomiques, ni

ceux caractérisés dans des travaux antérieurs, ni ceux analysés dans ce travail. L'instabilité

chromosomique observée chez les mutants Pig-sec et Pig-col semble donc absente au moment de la

production de papilles, correspondant à la formation du mycélium aérien.

De plus, dans ce travail, l'analyse moléculaire de mutants Pig-pap a révélé qu'une mutation

dans les gènes whiG ou whiH, gènes intervenant dans les premières étapes de processus de
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sporulation, était fréquemment présente. En effet, sur les 30 mutants Pig-pap de S. ambofaciens, au

moins 13 présentaient une mutation dans le gène whiG, mutation de type substitution d'une paire de

bases ou frameshift + ou -1. Sur les 13 mutants de S. coelicolor analysés, Il présentaient une

mutation de type substitution d'une paire de bases ou frameshift + ou -1 dans le gène whiH et un

présentait une mutation frameshift -1 dans le gène whiG. La délétion la plus importante en taille a

été détectée dans le gène whiG d'un mutant Pig-pap issus de la souche de S. coelicolor

M570pIJ6084[2], chez lequel 33 nucléotides de ce gène étaient délétés.

Ce travail a donc permis de mettre en évidence un autre type d'instabilité génétique, de nature

plus discrète, que celle habituellement décrite chez Streptomyces. En effet, la principale

manifestation de l'instabilité génétique détectée chez Streptomyces est la présence de grandes

délétions, parfois associées à l'amplification de séquences adjacentes. La région affectée est quasi

exclusivement située aux extrémités des bras chromosomiques. Les gènes présents dans cette région

sont des gènes dispensables, intervenant notamment dans la production de métabolites secondaires,

la morphologie ou la pigmentation des colonies. C'est par exemple le cas chez S. ambofaciens,

espèce chez laquelle le quart du génome, au niveau des extrémités des bras chromosomiques, peut

être délété sans que la viabilité du mutant ne soit affectée (Leblond et al., 1991). Chez

S. glauscescens, de nombreux caractères sont fréquemment mutés, comme les loci strS, intervenant

dans la production d'hydroxystreptomycine, et melC, codant une tyrosinase, car présents dans une

région sujette à des événements de délétion (Birch et al., 1990).

Le génome des Streptomyces contient de nombreux éléments génétiques, tels que des phages

tempérés, des éléments transposables ou des plasmides intégratifs, pouvant entraîner une instabilité,

notamment en conditions de stress. En effet, il a été montré, d'abord chez le Maïs, puis chez les

bactéries et la Drosophile, que la transposition d'éléments transposables en tout endroit du génome

pouvait être à l'origine d'une forte instabilité génétique (McClintock, 1950; Slatko and Hiraizumi,

1975). Chez S. lividans, des transposons, comme Tn4811 , peuvent être responsables de

réarrangements chromosomiques (Volff and Altenbuchner, 2000).

Les mutants Pig-pap constituent donc un nouvel outil de l'étude de la stabilité des génomes de

Streptomyces, dans la mesure où leur instabilité génétique n'est pas corrélée, du moins de façon

visible, à une instabilité chromosomique. Les gènes whiG et whiH affectés chez ces mutants ne font

pas partie de la région instable, région dans laquelle avait été identifiée la quasi-totalité des

événements de réarrangements chromosomiques détectés chez les Streptomyces. Enfin,

l'intervention d'éléments transposables est peu plausible puisque toutes les mutations détectées
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dans le génome de ces mutants sont de type discrètes car ponctuelles ou quasi-ponctuelles

(inférieures à 33 nucléotides).

2 Les mutants Pig-pap sont fortement produits lors d'une limitation

en acides aminés

Des expériences antérieures réalisées chez S. ambofaciens avaient montré que la production

de papilles, et donc de mutants Pig-pap, était influencée par des facteurs génétiques et

environnementaux. D'une part, il a été montré que le caractère «nombre de papilles par colonie»

était héritable, puisque des colonies à faible nombre de papilles donnaient majoritairement

naissance à des colonies à faible nombre de papilles alors que des colonies à grand nombre de

papilles donnaient principalement naissance à des colonies à grand nombre de papilles (Martin et

al., 1998). D'autre part, il a été observé que le milieu de culture avait une influence sur la

production de papilles chez S. ambofaciens (Volff, 1994).

2.1 Une limitation en acides aminés augmente la mutabilité

Ces observations nous ont amenés à étudier plus en détail l'influence du milieu nutritif sur la

production de papilles: la conception de différents milieux variant par leur concentration en

différents éléments nutritifs a permis de mettre en évidence que la concentration en acides aminés

était le facteur qui influençait le plus fortement la production de papilles sur les colonies de

S. ambofaciens et S. coelicolor. Après 14 jours de croissance, les colonies cultivées sur un milieu

pauvre en acides aminés présentaient un nombre de papilles nettement supérieur à celui observé sur

milieu complet, suggérant que les papilles seraient produites en réponse à une limitation

nutritionnelle. Ainsi, sur les milieux pauvres en acides aminés, ces derniers s'épuiseraient plus

rapidement que sur milieu complet et les papilles apparaîtraient plus tôt et/ou en plus grand nombre

sur les colonies cultivées sur de tels milieux. Ceci signifie d'une façon plus générale qu'une

limitation nutritive, qui n'est pas une condition mutagène en tant que telle et qui peut être envisagée

comme une situation récurrente dans la vie d'une bactérie, modifie la stabilité du génome.
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2.2 Rôle des acides aminés dans une cellule

Les acides aminés sont essentiels à la croissance d'une bactérie et interviennent dans les

différents processus métaboliques. Il a par exemple été montré que l'absence d'un seul acide aminé

essentiel était suffisante pour bloquer non seulement la synthèse protéique, mais également la

synthèse d'acides nucléiques, puisqu'en cultivant des colonies sur un milieu dépourvu d'acides

aminés, l'incorporation d'adénine était inhibée dans la demi-heure suivant la carence exercée (Gale

and Folkes, 1958). Une limitation en acides aminés est donc un stress pour une bactérie, qui devient

incapable de mener à bien les processus de réplication, transcription et traduction. La baisse de

capacité d'incorporation de bases constitue ainsi un facteur mutagène. D'autre part, de nombreux

acides aminés présentent des caractéristiques structurales similaires à des intermédiaires du cycle

tricarboxylique de Krebs et peuvent intervenir dans ce processus métabolique. Par exemple, la

désamination de la Sérine permet la formation de pyruvate (Weil, 1983). Ainsi, un mauvais

fonctionnement du cycle de Krebs par manque d'acides aminés essentiels peut être mutagène à

cause du déficit énergétique empêchant les processus métaboliques d'être menés à bien.

La déplétion en acides aminés dans le milieu représente donc une condition critique pour une

bactérie puisque de nombreux processus cellulaires ne peuvent plus être accomplis.

2.3 Autres types de carences nutritives augmentant la mutabilité

D'autres types de carences peuvent également aboutir à une augmentation du taux de

mutation et être ainsi considérées comme mutagènes. Chez E. coli, une carence en phosphate

provoque la synthèse de (p)ppGpp via l'activité (P)ppGpp synthétase de la protéine SpoT. Outre

une modification du métabolisme cellulaire, cette activation va entraîner une augmentation du taux

de mutation par des interactions moléculaires qui seront décrites par la suite (cf. paragraphe 4.3).

Une carence en glucides, par exemple en galactose ou en arabinose, est également à l'origine d'une

augmentation globale du taux de mutation de phase stationnaire (Bjedov et al., 2003). Par exemple,

chez Enterobacter arogenes, la ribitol déshydrogénase n'est pas capable d'utiliser comme substrat

le xylitol. Lors d'une carence en ribitol et en présence de xylitol, une augmentation du taux de

mutation est observée, résultant par exemple en une ribitol déshydrogénase capable d'utiliser le

xylitol comme substrat à la place du ribitol (Wright, 2000).

Il apparaît donc qu'une limitation en sources nutritives constitue un facteur de mutabilité pour

la cellule, résultant en une augmentation du taux de mutation, dont des mutations délétères et
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neutres, mais également des mutations à forte valeur adaptative, augmentant la probabilité de

survIe.

2.4 Rôle des papilles: une diversification de la population ?

La diversification des populations bactériennes influence de façon directe le taux de survie.

Ainsi, de nombreux exemples de diversification des populations, en permettant une organisation

moléculaire différente, comme lors de l'établissement d'un biofilm, ou en présentant différents

types de cellules dans des états physiologiques différents, ont été identifiés et contribuent à la survie

de la population. Par exemple, au sein d'une population d'E. coli, il existe des cellules très

résistantes à certains stress mais peu capables de capter les nutriments du milieu et d'autres qui

possèdent une forte affinité pour les nutriments mais des niveaux de résistance faibles (Ferenci,

2005). Ces variations graduelles au sein d'une population résultent principalement du

polymorphisme présent au nIveau des gènes codant des porines et le facteur aS. Ce type

d'adaptation se fait donc par diversification de la population, c'est-à-'dire qu'une population

d'E. coli contient des bactéries avec un large spectre de capacités métaboliques donc un plus large

spectre de réponses à l'environnement et ainsi une plus forte probabilité de survie de la population.

La diversification d'une population peut également contribuer à la survie d'un individu en tant que

tel au sein de cette population. Il a ainsi été montré que lorsqu'E. coli était cultivée en milieu limité

en glucose pendant un grand nombre de génération, la présence de plusieurs clones polymorphes

stables était observée (Rosenzweig et al., 1994). L'un des clones était capable d'assimiler

rapidement le glucose et de produire de l'acétate en faible concentration. Un autre clone était

capable d'assimiler l'acétate produit par le premier. Dans ce type d'exemple, la diversification de la

population d'E. coli permet la survie de l'individu en tant que tel, par mise en place d'une

alimentation croisée au sein de la population.

Il est possible d'envisager qu'au sein d'une colonie de Streptomyces se déroule un phénomène

similaire à ce qui est observé au sein d'une population d'E. coli, c'est-à-dire qu'il pourrait exister

différents types de coenocytes variant par leurs propriétés métaboliques et présents en

concentrations différentes en fonction de l'environnement. Les papilles pourraient ainsi constituer

un type de coenocytes, incapables de se reproduire car non sporulants, mais par exemple capables

d'assimiler mieux certains nutriments dans un environnement pauvre en acides aminés. Elles

seraient le résultat d'une diversification au sein d'une colonie. Une analyse transcriptomique

pourrait permettre de mettre en évidence des différences de métabolisme entre des mutants Pig-pap
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et une souche sauvage. D'autre part, il serait intéressant de comparer les profils de différents

mutants Pig-pap de S. coelicolor et S. ambofaciens variant par leur nature moléculaire (cf

paragraphe 3) de manière à déterminer si le métabolisme est identique quelle que soit la nature du

mutant Pig-pap considéré. D'autre part, il a été montré que le processus de différenciation d'une

colonie de Streptomyces impliquait une régulation complexe, passant par un stade de lyse du

mycélium végétatif pour permettre le développement du mycélium aérien. Ce processus se

rapproche de ce qui est décrit dans les cas de mort cellulaire programmée (Ohnishi et al., 2002). La

papille pourrait être en fait une forme de sénescence au sein de la colonie lors d'un stress nutritif et

conférer un avantage adaptatif en permettant par exemple à la colonie tout entière d'économiser de

l'énergie nécessaire au processus de sporulation. Une autre hypothèse est qu'elles ne confèrent pas

un avantage adaptatif mais qu'elles aient pour origine des mutations neutres ou délétères produites

en parallèle.

2.5 Type de mu.tabilité engendrée par u.ne limitation en acides aminés

Alors que des travaux antérieurs avaient montré que des souches mutatrices de S. ambofaciens

à grand nombre de papilles donnaient naissance dans leur descendance à des colonies dépigmentées

(Pig-col) à des fréquences élevées et à des colonies à secteurs (Pig+sec) à des fréquences similaires à

celles d'une souche sauvage (Martin et al., 1998), l'observation dans ce travail de colonies de

S. ambofaciens et S. coelicolor n'a pas révélé de fortes augmentations de fréquence de production

de secteurs ou de colonies dépigmentés sur milieu limité en acides aminés. Cela signifie qu'une

limitation en acides aminés affecte l'instabilité génétique mais peu ou pas l'instabilité

chromosomique. Cependant, cette observation ne permet pas d'exclure que la mise en place d'un

état mutateur dans de telles conditions ne pourrait pas entraîner également une instabilité

chromosomique, se manifestant par l'apparition, dans la descendance de colonies à grand nombre

de papilles cultivées sur milieu limité en acides aminés, de colonies à secteurs dépigmentés ou de

colonies dépigmentées.

De plus, l'établissement de cet état mutateur correspondrait à un stade précis du

développement, affectant les mutants Pig-pap produits lors de la formation du mycélium aérien mais

affectant peu ou pas les mutants Pig-col et Pig-sec produits aux stades mycélium végétatif et

sporulation.
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3 Les mutants Pig-pap de S. ambofaciens et S. coelicolor sont mutés

dans les gènes whiG ou whiH

3.1 Les mutants Pig-pap de S. ambofaciens

Le nombre de papilles observées sur milieu limité en acides aminés était plus important que

celui observé sur milieu HT. La question qui se posait était d'une part que1(s) gène(s) étai(en)t

affectées) dans les mutants Pig-pap de S. ambofaciens et d'autre part si les mutants dérivant de

papilles obtenues sur milieux limités en acides aminés (HTC) présentaient les mêmes

caractéristiques que ceux dérivant de papilles obtenues sur milieu HT, c'est-à-dire s'ils pouvaient

être issus du même phénomène moléculaire. Afin de répondre à ces questions, nous avons dans un

premier temps complémenté le phénotype de 4 mutants issus de papilles obtenus sur des milieux

limités en acides aminés en introduisant le plasmide pSET152(whiG), puis séquencé leur gène

whiG. Trois de ces mutants présentaient une mutation dans l'üRF whiG et le 4ème une substitution

dans la séquence rbs. Les mutants Pig-pap «HT» caractérisés antérieurement ne présentant pas de

mutation dans leur gène whiG, nous avons choisi d'augmenter l'échantillon en isolant 16 mutants

Pig-pap «HT» et 10 mutants Pig-pap «HTC» de S. ambofaciens. L'analyse par SSCP d'un

fragment de 205 pb en 5' du gène whiG a révélé que 5 des 16 mutants Pig-pap «HT» et 4 des 10

mutants Pig-pap « HTC» analysés présentaient une mutation dans ce fragment. La

complémentation du phénotype des 17 autres mutants a montré que dans tous les cas l'introduction

du plasmide pSET152(whiG) permettait un retour au phénotype sauvage. Ces mutants peuvent

présenter une mutation ailleurs dans le gène whiG ou appartenir à la classe de mutants Pig-pap

caractérisés antérieurement, chez lesquels le gène whiG n'est pas muté et est transcrit, mais le gène

whiH, dont la transcription dépend de aWhiG
, n'est pas transcrit. Il s'agirait ainsi d'une modification

de régulation post-transcriptionnelle ou post-traductionnelle de whiG.

La combinaison des résultats obtenus par Catakli et al. (2005) et de ceux obtenus dans ce

travail montre que sur milieu complet HT, et peut-être sur milieu HTC, les 2 types de mutants

peuvent être produits chez S. ambofaciens : la classe A, correspondant à des mutants mutés dans le

gène whiG et la classe B, correspondant à des mutants chez lesquels le gène whiG n'est pas muté

mais la protéine WhiG serait inactive.

Afin d'expliquer la nature de ces 2 classes de mutants, notamment ceux de la classe B, il est

important de souligner que le phénotype Pig-pap est héritable et stable (taux de réversion inférieur à
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5.10-5
), nous obligeant à plutôt considérer un mécanisme mutationne1 et non une modification

temporelle et transitoire de l'expression génique.

Dans le cas des mutants de la classe A, l'héritabilité du phénotype et la restauration de la

cascade de sporulation par introduction d'une copie supplémentaire du gène whiG sont aisément

explicables.

Dans le cas des mutants de la classe B, une trop faible quantité de ce facteur ou sa

séquestration sont envisageables. Cette trop faible quantité pourrait s'expliquer par une

augmentation de l'activité protéolytique visant OWhiG ou la surproduction d'un facteur dirigeant

0"WhiG vers la voie protéolytique. En effet, de nombreux facteurs 0" sont régulés par protéolyse

(Arsene et al., 2000; Zhou and Gottesman, 1998). D'autre part, de nombreux exemples de facteurs

anti-O", et même de facteurs anti-anti-O", régulant de façon spatiale et/ou temporelle l'activité des

facteurs 0" en les séquestrant, ont été démontrés, comme les facteurs O"F et O"B de B. subtilis, contrôlés

respectivement par les facteurs anti-O" SpoIIAB / anti-anti-O" SpoIIAA et anti-O" RsbW / anti-anti-O"

RsbV (Hilbert and Piggot, 2004). Chez S. ambofaciens, les facteurs O"BL et O"BR, dupliqués car

présents dans les répétitions terminales inversées du chromosome, sont régulés par un anti-O", PrsL,

et un anti-anti-O", ArsR (Roth et al., 2004). Une mutation dans le facteur anti-e> de WhiG, le rendant

plus actif, ou au contraire rendant moins actif un potentiel facteur anti-anti-e> pourrait expliquer le

phénomène observé dans ces mutants Pig-pap. Cependant, le séquençage complet du génome de

S. coelicolor n'a révélé aucun gène susceptible de coder un facteur anti_e>WhiG (Bentley et al., 2002).

Enfin, il a été montré que la production d'ARN antisens pouvait réguler négativement l'activité

d'un facteur 0", comme par exemple oxyS qui inhibe la traduction de l'ARN messager rpoS chez

E. coli (Hengge-Aronis, 2002a). Dans un tel cas, la protéine WhiG ne pourrait plus être produite et

des expériences de Westem-blot pourraient permettre de déterminer si l'expression de WhiG est

bloquée de façon post-transcriptionnelle ou post-traductionnelle.

D'autre part, la complémentation du phénotype mutant chez cette classe de mutant pourrait

s'expliquer par une augmentation du nombre de protéines WhiG produites, grâce à la présence de 2

copies du gène. Cette augmentation pourrait pallier les éventuels phénomènes de séquestration par

un facteur anti-O" ou de protéolyse, permettant la présence de quantité suffisante de protéines WhiG

actives pour mener à bien le processus de sporulation.

3.2 Les mutants Pig-pap de S. coelicolor

Sept mutants Pig-pap « HTC » et 6 « HT » ont été isolés à partir de la souche sauvage M600

de S. coelicolor. L'analyse par SSCP du fragment de 205 pb qui avait révélé un fort taux de
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mutation dans le gène whiG des mutants Pig-pap de S. ambofaciens a été réalisée et aucune

différence de migration des monobrins d'ADN de 205 pb n'a été observée entre les 13 mutants

analysés et la souche sauvage. Le séquençage du gène whiG de 5 des 7 mutants Pig-pap «HTC» a

confirmé l'absence de mutation dans ce gène. Des expériences de complémentation du phénotype

des 13 mutants ont révélé que la grande majorité des mutants Pig-pap (11113) étaient

complémentables par pSETI52(whiH) alors qu'une minorité (2/13) étaient complémentables par

pSETI52(whiG). Le séquençage des gènes whiG et whiH a été réalisé chez ces 13 mutants et a

révélé que les Il mutants Pig-pap dont le phénotype était complémenté par pSET152(whiH) étaient

mutés dans le gène whiH et que 6cpHT, dont le phénotype était complémenté par pSET152(whiG),

était muté dans le gène whiG. Le mutant 5cp7 ne présentait ni mutation dans whiG ni dans whiH et

pourrait être un hétéroclone. Ainsi, la poursuite de son étude n'a pas été réalisée.

Il existerait donc chez S. coelicolor 2 types de mutations aboutissant au phénotype Pig-pap, la

plupart localisée dans le gène whiH et certaines dans le gène whiG. Ce type de situation diffère de

celle rencontrée chez S. ambofaciens, espèce chez laquelle le gène whiG semble constituer l'unique

cible mutationnelle détectée chez les mutants Pig-pap. Cependant, le gène principalement affecté

chez S. coelicolor reste un des gènes intervenant dans les premières étapes du processus de

sporulation. Il semblerait donc que lors d'une limitation en acides aminés, que ce soit chez

S. ambofaciens ou S. coelicolor, des gènes intervenant dans le processus de sporulation, notamment

whiG et whiH, soient sujets à de forts taux de mutations. Ces mutations pourraient présenter une

valeur adaptative élevée, c'est-à-dire qu'il existerait un avantage au sein d'une colonie à présenter

des cellules non capables de sporuler dans de telles conditions environnementales.

3.3 Influence du milieu de culture sur la nature des mutants Pig-pap

Alors que sur les 3 mutants Pig-pap «HT» de S. ambofaciens que Catakli et al. (2005)

avaient analysés, aucun ne présentait de mutation dans le gène whiG, les expériences de SSCP

réalisées dans ce travail ont révélé que ce n'était pas le cas pour tous: presque un tiers (5/16) des

mutants Pig-pap «HT» étudiés présentait une mutation dans le fragment de 205 pb en 5' du gène

whiG. Les mêmes expériences de SSCP réalisées sur 10 mutants Pig-pap «HTC» ont permis de

détecter une mutation dans ce fragment pour 4 d'entre eux. Ainsi, le ratio de mutants mutés et non

mutés dans le gène whiG sur milieu complet et limité en acides aminés ne semble pas

significativement différent, ce qui suggère que sur milieu limité en acides aminés, le nombre de
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mutants Pig-pap produits est plus important mais que leur nature par rapport au milieu complet n'est

pas différente.

La même observation a été réalisée pour la souche M600 de S. coelicolor, chez laquelle la

quasi-totalité, sinon tous (en considérant 5cp7 comme étant un hétéroclone), des mutants Pig-pap

«HTC» et la quasi-totalité (5/6) des mutants Pig-pap «HT» présentaient une mutation dans le

gène whiH. Le mutant 6cpHT présentait quant à lui une mutation dans le gène whiG. Le ratio de

mutants mutés dans whiG ou whiH n'est pas significativement différent entre les mutants issus de

milieu complet HT et les mutants issus de milieu limité en acides aminés. Ceci suggère que, comme

chez S. ambofaciens, le milieu de culture influence le nombre de mutants produits, mais pas la

nature de ces mutants.

Ainsi, les mécanismes mutationne1s mis en jeu dans les 2 cas sont probablement les mêmes.

Les papilles apparaîtraient sur milieu HT en réponse à une limitation nutritionnelle, qui correspond

au stade du développement du mycélium aérien, et ce phénomène aurait lieu plus tôt et/ou de façon

plus importante dans un milieu contenant à la base une concentration moindre en nutriments.

3.4 Etude de la nature des mutations

3.4.1 Spectre de mutations de type frameshift et substitution

Chez E. coli, le spectre de mutations observé chez des souches déficientes dans le système de

réparation MMR consiste en 75 % de substitutions, dont la quasi-totalité sous forme de transition, et

25 % de frameshift (Leong et al., 1986; Schaaper and Dunn, 1987). Si le lien exclusif entre

déficience du système MMR et production de mutations en phase stationnaire de croissance n'a pas

encore été clairement démontré chez E. coli (Foster, 1999; Harris et al., 1999), des études réalisées

chez d'autres espèces bactériennes ont montré que les mutations produites en phase stationnaire de

croissance présentaient un spectre différent de celui des mutations qui se déroulent lorsque les

cellules sont en phase exponentielle de croissance. Par exemple, chez P. putida, la mutation

dominante est la transversion cytosine en adénine lors des premiers jours de carence nutritive, puis

elle est remplacée par des mutations frameshift, telles que des petites délétions de 2 ou 3 pb

(Saumaa et al., 2002). Chez cette espèce bactérienne, le spectre de mutations a été comparé entre un

mutant délété du système MMR et une souche sauvage cultivée sur un milieu limité en glucose, afin

de savoir si la baisse d'activité du système MMR lors de conditions de stress pouvait directement
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être incriminée dans l'apparition de mutations de phase stationnaire (Saumaa et al., 2006). Alors

que la majorité des mutations détectées chez la souche déficiente pour le système MMR consistait

en des substitutions, des mutations de type frameshift étaient plus souvent observées chez la souche

cultivée en conditions de stress en glucose, suggérant l'implication d'autres mécanismes que le

dysfonctionnement du système MMR dans la formation de mutations de phase stationnaire.

L'intervention de polymérases « error-prone » pourrait par exemple être responsable d'une partie

des mutations de phase stationnaire. C'est le cas de la polymérase pollY chez P. putida (Tegova et

al., 2004).

Les mutations détectées dans ce travail et affectant les gènes whiG et whiH de

S. ambofaciens et S. coelicolor sont majoritairement de type frameshift. En effet, sur les Il mutants

de S. ambofaciens dont le gène whiG a été entièrement séquencé, 7 présentent une mutation

frameshift alors que les 4 autres présentent pour 2 d'entre eux une transversion et pour les 2

derniers une transition. Sur les Il mutants de S. coelicolor dont le gène whiH a été entièrement

séquencé, 10 présentent une mutation frameshift et un une transition. Un dernier mutant de

S. coelicolor présente une mutation frameshift dans le gène whiG. Il est possible d'envisager que

chez Streptomyces, l'activation de polymérases «error-prone» pourrait être responsable de la

production d'une partie des mutations produites en phase stationnaire. La recherche d'une

polymérase « error-prone » dans le génome séquencé de S. coelicolor A3(2), accessible via le site

du National Center of Biotechnology Information, a été effectuée et a révélé la présence d'une

polymérase pollY, peu processive, « error-prone» et impliquée dans la mutagenèse non ciblée. Elle

permettrait la réplication de l'ADN au niveau des fourches de réplication bloquées en outrepassant

les mésappariements. Une limitation en acides aminés pourrait induire des changements

métaboliques au sein de la cellule de Streptomyces et l'activation de voies et de régulons

particuliers dont pourrait faire partie ce type de polymérases.

D'autre part, il est intéressant de réaliser un parallèle entre le type de mutations observées

chez P. putida et celles détectées dans les mutants analysés dans ce travail. Il semble exister une

corrélation entre type de mutations et moment de la carence nutritive où elles sont apparues puisque

chez P. putida, les mutations frameshift semblent remplacer les mutations de type substitution plus

la condition de carence nutritive se prolonge. Ceci pourrait signifier qu'en fonction du moment où

la papille apparaît sur une colonie de Streptomyces, le type de mutation affectant les gènes whiG ou

whiH pourrait être différent. Au début du développement du mycélium aérien, la limitation nutritive

est récente et les mutations qui apparaîtraient seraient plus de type substitution, comme chez les

mutants WT8pap4, WT12pap7, 9papHT et 16papHT, alors que plus tard dans l'érection du
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mycélium aérien, les mutations affectant les gènes whiG et whiH seraient plutôt de type frameshift.

Cette observation pourrait ainsi permettre de « dater» le moment d'apparition de ce type de mutant

au sein d'une colonie de Streptomyces. Ceci implique également qu'une corrélation pourrait exister

entre taille des papilles, moment d'apparition et type de mutation. Ainsi, plus une papille serait

apparue tôt, plus elle apparaîtrait grosse, et ces papilles seraient majoritairement issues d'un

événement mutationnel de type substitution survenu tôt dans le stade de développement. Plus tard

dans le développement de la colonie apparaîtraient d'autres papilles, phénotypiquement plus petites

que les précédentes, et elles auraient pour origine principalement des mutations de type frameshift.

L'isolement de mutants issus de papilles de différentes tailles et le séquençage de leur gène whiG ou

whiH pourraient permettre de confirmer cette hypothèse.

Cette hypothèse implique également que le mode de régulation et les mécanismes

mutationnels qui se mettent en place sont fonction du stade de développement d'une colonie. Par

exemple, lors des premières phases de limitation nutritionnelle, l'inhibition du système de

réparation post-réplicatif serait la principale cause des mutations produites, de type substitution,

puis l'activation d'autres mécanismes tels que l'action de polymérases «error-prone» serait à

l'origine de mutations de type frameshift.

Ainsi, le caractère «papille» pourrait constituer un outil très intéressant pour étudier la

succession des mécanismes mutationnels susceptibles de se mettre en place lors du développement

de Streptomyces.

3.4.2 Mutation perte de fonction

De nombreux exemples ont montré que la perte du facteur crs ou du régulateur Lrp chez

E. coli présentait un avantage adaptatif et que des mutants rpoS ou lrp avaient un phénotype

« GASP» (Growth Advantage in Stationary Phase) en phase de non croissance (Zinser and Kolter,

2000). Cet avantage a été expliqué par le fait que ces mutants étaient capables de métaboliser de

nouvelles substances par rapport à une souche sauvage, donc d'occuper une nouvelle niche

écologique, bien qu'ils présentaient un taux de résistance aux stress plus faible qu'une souche

sauvage. Par exemple, les mutants « GASP » lrp présentent une augmentation du catabolisme de la

sérine, de la glycine et de la thréonine, de l'expression des enzymes intervenant dans la

néoglucogenèse et dans la voie Pentose-Phosphate (TaI, Tkt, FbaB) et une induction de gènes

codant des protéines impliquées dans la résistance aux stress osmotique (osme, osmY, osmB, osmE)
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et acide (gadA, gadBC, sodC) (Tani et al., 2002). De tels mutants seraient plus aptes qu'une souche

sauvage à récupérer les nutriments provenant des cellules mortes voisines.

Le gène whiG code un facteur cr-alternatif et il est possible d'imaginer que la perte de ce

régulateur ait une conséquence favorable sur la valeur adaptative de la colonie. WhiH est également

un régulateur, souvent négatif, et son inactivation pourrait conférer également un avantage puisqu'il

ne pourrait alors plus aller activer ou réprimer ses gènes cibles. Cependant, il est délicat de réaliser

un parallèle entre les gènes whiG/whiH et rpoS/lrp, compte tenu de l'absence de similitudes

connues entre leurs gènes cibles respectifs. En effet, alors que aS et Lrp présentent de nombreux

points communs au niveau de leurs gènes cibles (par exemple osmY, osmB, osrnC, osmE ou sodC)

(Hengge-Aronis, 2002b; Lacour and Landini, 2004; Tani et al., 2002), les seuls gènes cibles

identifiés pour awhiG sont 3 gènes connus pour intervenir uniquement dans la cascade de sporulation

et un gène codant une protéine ProX-like intervenant dans la réponse au stress osmotique (Chater

and Chandra, 2006; Tan et al., 1998). Il s'agit de whiH, whiI, sigF (chez S. aureofaciens) et orfTH4.

La seule cible de WhiH actuellement identifiée, hormis sa propre régulation, est le promoteur P2 du

gène ftsZ, intervenant lors du processus de septation. Ainsi, les cibles des gènes whiG et whiH ne

sont sans doute par encore toutes connues et le caractère de régulateur global de ces 2 gènes n'a pas

encore été mis en évidence. Si tel était le cas, le parallèle avec rpoS et lrp pourrait être fait et

l'avantage adaptatif, s'il existe, apporté par la perte de whiG et whiH pourrait mieux être compris.

3.5 Hypothèses sur la différence de spectre de mutation observée entre

S. ambofaciens et S. coelicolor

L'observation de mutants fréquemment mutés dans le gène whiG chez S. ambofaciens et

fréquemment mutés dans le gène whiH chez S. coelicolor soulève la question de la cible de

l'instabilité chez ces 2 espèces. Ces 2 gènes pourraient ne pas avoir exactement la même fonction

chez ces 2 espèces ou des caractéristiques de séquences pourraient rendre un des gènes plus

mutables dans une des espèces que dans l'autre ou subir des pressions de sélection différentes.

Le séquençage du gène whiG de S. ambofaciens a révélé 90,2 % d'identité avec le gène whiG

de S. coelicolor et 98,4 % d'identité en acides aminés entre les protéines WhiG des 2 espèces

(Catakli et al., 2005). Cette protéine est très conservée au sein du genre. En effet, l'alignement des

protéines WhiG de différentes espèces de Streptomyces, qu'elles soient phylogénétiquement

proches, comme S. ambofaciens et S. coelicolor, ou très éloignées, comme S. ambofaciens et

S. avermitilis, révèle une forte conservation. WhiG de S. ambofaciens présente 95,4 % d'identité
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avec la protéine de S. avermitilis, 91,4 % avec celle de S. griseocarnum et 91 % avec RpoZ de

S. aureofaciens. Les régions de reconnaissance des boîtes -10 et -35 sont particulièrement bien

conservées, avec 100 % d'identité entre S. ambofaciens, S. coelicolor et S. aureofaciens (Catakli et

al., 2005).

La séquence du gène whiH de S. ambofaciens n'est pas disponible. Nous avons réalisé

l'alignement des gènes whiH de 3 espèces de Streptomyces en utilisant le logiciel BioEdit. Ceci a

révélé que le gène whiH de S. coelicolor présente 81 % d'identité avec celui de S. aureofaciens et

85 % avec celui de S. avermitilis. Les gènes whiH de S. aureofaciens et S. avermitilis présentent

entre eux 81 % d'identité. Au niveau protéique, les identités en acides aminés sont respectivement

de 82, 88 et 86 %. Ainsi, le gène whiH semble également bien conservé au sein des bactéries du

genre Streptomyces. Ceci suggère que la fonction de WhiH dans la sporulation chez ces différentes

espèces pourrait être conservée.

En ce qui concerne l'environnement génétique des gènes whiG et whiH, il semble également

conservé. Ainsi, ces 2 gènes ne sont pas situés dans la région variable, ni chez S. ambofaciens ni

chez S. coelicolor. Les gènes bordant whiG sont retrouvés, dans le même ordre, dans plusieurs

espèces de Streptomyces. Ainsi, le gène whiH se trouve en amont des gènes rpoD ou hrdB, codant

le facteur (570, chez S. avermitilis, S. coe/icolor et S. aureofaciens et en aval d'un gène codant un

transporteur ABC chez S. avermitilis et S. coelicolor. Le gène whiG se trouve quant à lui en aval

d'un gène codant un régulateur de type TetR chez S. coelicolor, S. avermitilis et S. aureofaciens.

Chez S. coelicolor, la présence d'un bactériophage putatif en amont de whiG a été détectée. Cet

événement d'insertion est absent du génome de S. avermitilis. Hormis cette différence, les gènes

aux alentours génétiques de whiG sont conservés et synthéniques entre les espèces de Streptomyces.

De plus, la région promotrice, notamment au niveau des nucléotides -1 et -45, parmi lesquels se

trouve le site de fixation de BldD, l'est également (Chater and Chandra, 2006).

Les différences observées entre S. ambofaciens et S. coelicolor au niveau de la mutabilité des

gènes whiG et whiH ne semblent donc pas pouvoir s'expliquer par un contexte génétique très

différent, étant donné la forte conservation des régions portant ces 2 gènes. Cependant, cette

observation n'exclut pas une influence du contexte génétique global, qui pourrait entraîner une

pression de sélection différente chez les 2 espèces ou un mode de régulation différent lors d'une

limitation en acides aminés. Les promoteurs en amont de whiG et whiH pourraient réagir

différemment dans les 2 espèces de Streptomyces au même signal lors de l'induction de la réponse

stringente ou la molécule signal pourrait avoir une affinité différente pour l'un ou l'autre gène dans

les 2 espèces.
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La mutation la plus fréquemment détectée dans le gène whiG des mutants Pig-pap de

S. coelicolor, consiste en l'insertion d'une cytosine dans une série de 6 cytosines en 5' de l'üRF. Si

cette mutation est séquence-spécifique, c'est-à-dire que la présence de ces 6 cytosines consécutives

augmente la probabilité de mutations à cet endroit, par exemple par glissement de la fourche de

réplication, une différence interspécifique au niveau de cette séquence pourrait expliquer une plus

faible mutabilité dans ce gène chez S. coelicolor. Cependant, l'alignement des séquences

nuc1éotidiques des gènes whiG de S. ambofaciens et S. coelicolor ne révèle aucune différence

nuc1éotidique dans cette région de cytosines répétées, montrant que cette hypothèse est peu

plausible pour expliquer la différence observée entre les mutants Pig-pap des 2 espèces.

La mutation la plus fréquemment observée dans le gène whiH des mutants Pig-pap de

S. coelicolor consiste en l'insertion d'une cytosine dans une série de 6 cytosines en 3' de l'üRF. La

séquence du gène whiH de S. ambofaciens n'étant pas disponible, il n'est pas possible de savoir si

une variabilité interspécifique existe dans cette région. Cependant, l'alignement des séquences des

gènes whiH de S. coelicolor, S. aureofaciens et S. avermitilis révèle que seul S. coelicolor présente

cette succession de 6 cytosines en 3' de l'üRF. La présence d'une substitution chez S. aureofaciens

par rapport à la séquence de S. coelicolor entraîne l'absence de cette série de cytosines, remplacée

par (CCCCGC). De même, 2 différences sont observées chez S. avermitilis par rapport à la

séquence de S. coelicolor et cette espèce présente un motif (CGCCGC). Il est ainsi possible

d'envisager que le gène whiH de S. ambofaciens ne présente pas ce motif qui semble être sujet à la

formation de mutations. Si la mutabilité observée est spécifique à une séquence particulière, le gène

whiH pourrait être plus mutable que celui de S. ambofaciens, du fait de la présence de 6 cytosines

consécutives dans sa séquence. Mais cette hypothèse ne permet pas d'expliquer la faible fréquence

de mutation dans le gène whiG chez S. coelicolor par rapport à S. ambofaciens alors que la

séquence de 6 cytosines est présente dans les 2 espèces. La différence de fréquence de mutation

dans les gènes whiG et whiH observée entre S. coelicolor et S. ambofaciens pourrait ainsi résulter à

la fois de la présence de séquences prédisposant la formation de mutations et d'une sélection

phénotypique du caractère papille différente entre les 2 espèces.
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4 Relation entre réponse stringente et production de papilles

4.1 Le mutant relA ne produit plus de papilles

La réponse stringente étant la réponse physiologique qui se met en place lors d'une

limitation en acides aminés, notre démarche a consisté à étudier le phénotype du mutant relA M570

de S. coelicolor (Chakraburtty and Bibb, 1997). Ce mutant est incapable de produire des papilles

même sur milieu limité en acides aminés et la complémentation de la fonction (p)ppGpp synthétase

permet de restaurer un phénotype sauvage, dont la production de papilles donnant naissance à des

mutants Pig-pap de caractéristiques identiques à ceux isolés à partir de la souche sauvage M600.

Ces observations démontrent que la réponse stringente est impliquée dans la production de papilles,

donc de mutants Pig-pap, chez S. coelicolor. Plusieurs actions, directes ou indirectes, du (p)ppGpp,

premier signal de la réponse stringente, pourraient expliquer le lien existant entre déclenchement de

cette réponse cellulaire et augmentation de la mutabilité des gènes whiG et whiH chez

S. ambofaciens et S. coelicolor.

4.2 Mise en place d'un état mutateur

Les mutants Pig-pap caractérisés dans ce travail sont souvent mutés dans les gènes whiG ou

whiH. Ces mutants seraient produits suite au déclenchement de la réponse stringente. Ainsi, lorsque

la réponse stringente est induite, la mutabilité de ces 2 gènes augmente. La question qui se pose est

de savoir si cette augmentation de fréquence de production de mutants est ciblée à quelques gènes

seulement, dont whiG et whiH, ou si elle reflète une augmentation globale du taux de mutation du

génome.

4.2.1 Avantage de l'état mutateur dans l'adaptation

Le taux de mutation peut être hétérogène à l'intérieur d'une espèce, selon les clones ou sous

clones considérés. Cette variation est assurée par la mise en place d'états mutateurs, qui peuvent

être globaux ou locaux et transitoires ou héréditaires. Les bactéries dans un tel état pourraient être

sélectionnées dans certaines conditions environnementales, notamment lorsque le taux de mutation

devient lui-même un frein à l'adaptation (Radman et al., 2000; Taddei et al., 1997). En effet, il a été
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montré que dans certaines conditions environnementales, par exemple lors de la colonisation d'un

nouvel environnement, comme l'intestin d'une souris, des cellules d'E. coli présentant un fort taux

de mutations, car mutées dans le gène mutS, étaient plus compétitives qu'une souche sauvage, dont

le faible taux de mutation est un frein à l'adaptation. Cependant, une fois la colonisation achevée ou

lors de la recolonisation d'un environnement similaire, les cellules présentant un faible taux de

mutation sont alors avantagées (Giraud et al., 2001).

4.2.2 Etat mutateur global

La mise en place d'un état mutateur global, durant lequel la fréquence de mutations de

l'ensemble des gènes du génome est augmentée, permet d'augmenter entre autres la fréquence de

mutations favorables. Mais cet état s'accompagne d'un fardeau génétique élevé car la probabilité de

production de mutations délétères dans des gènes essentiels est également très élevée. En effet, il a

été estimé que pour une mutation favorable générée, 10000 mutations délétères sont produites

(Taddei et al., 1997). Chez E. coli, de nombreuses conditions de stress, dont l'induction de la

réponse stringente, conduisent à l'induction de rpoS et de son régulon et ainsi à la mise en place

d'un état mutateur global. Cette induction se traduit entre autre par l'augmentation de l'activité des

polymérases « error-prone » pollV et polV au dépend de polllI et par l'inactivation du système de

réparation post-réplicative de l'ADN (Foster, 2005; Tsui et al., 1997). Chez Streptomyces, les

études sur la réponse stringente se sont principalement portées sur son influence sur la

différenciation physiologique et aucune étude, à ce jour, ne s'est focalisée sur son impact sur le taux

de mutation chez cette espèce bactérienne ainsi que sur les mécanismes moléculaires qui pourraient

y être impliqués. Il serait ainsi intéressant de tester si la polymérase pollV de S. coelicolor est

induite lors de la réponse stringente et si elle pourrait ainsi influencer de façon globale la mutabilité

de cette espèce lors de conditions de stress.

4.2.3 Etat mutateur local

Les mutateurs locaux, par rapport aux mutateurs globaux, ont pour avantage de permettre une

variabilité rapide de certains gènes uniquement, en s'affranchissant du fardeau génétique engendré

par les mutations délétères au niveau des gènes de ménage par exemple (Metzgar and Wills, 2000).

Ce type de mutateurs résulte le plus souvent de la présence au sein du génome de caractéristiques de

séquences qui prédisposent ces régions à de forts taux de mutation. Une des mutations fréquemment
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rencontrées au niveau du gène whiG des mutants Pig-pap de S. ambofaciens consiste en l'insertion

d'une cytosine dans une série de 6 cytosines en 5' du gène. De la même manière, une des mutations

fréquemment observées dans le gène whiH des mutants Pig-pap de S. coelicolor consiste en

l'insertion d'une cytosine dans une série de 6 cytosines en 3' de cette üRF. Le fait que ces

séquences de 6 cytosines sont similaires dans des mutants indépendants mutés dans 2 gènes

différents des 2 espèces de Streptomyces étudiées laisse penser qu'elles pourraient être plus sujettes,

du moins dans certaines circonstances, à la formation de mutations. Si tel est le cas, nous pouvons

nous interroger sur le fait qu'aucun mutant Pig-pap n'ait été identifié comme muté dans un des

autres gènes whi intervenant dans les premières étapes du processus de sporulation, ce qui pourrait

vraisemblablement conduire également au phénotype Pig-pap. L'analyse des séquences

nucléotidiques de ces gènes, via le site Internet du National Center of Biotechnology Information, a

révélé que la quasi-totalité des gènes whi précoces et tardifs ne présente pas de séquences de 6

cytosines. C'est le cas des gènes whiA, whiB, whiJ, whiD, whiE et sigF. Seul le gène whiI présente

ce motif et pourrait ainsi être plus sujet à la formation de mutations. L'isolement et la

caractérisation d'un plus grand nombre de mutants Pig-pap pourraient permettre d'identifier des

mutants mutés dans le gène whiI, à moins que la sélection phénotypique exercée sur le caractère

papille ne permette pas d'identifier de tels mutants par la technique utilisée.

Afin de déterminer si l'augmentation du taux de mutation est globale ou ciblée chez

S. ambofaciens et S. coelicolor, il serait intéressant d'étudier des mutants auxotrophes de ces 2

espèces et d'observer si le taux de réversion vers la prototrophie augmente sur milieu limité en

acides aminés par rapport au milieu complet HT. Si tel était le cas, les gènes whiG et whiH

n'apparaîtraient plus comme étant les seuls affectés par des mutations sur milieu limité en acides

aminés. Cependant, des expériences antérieures avaient montré que des souches mutatrices de

S. ambofaciens présentant un grand nombre de papilles par colonie donnaient naissance à des

colonies auxotrophes à une fréquence inférieure à 10-2, suggérant que le phénotype mutateur n'était

pas global mais que seule la pigmentation était affectée (Martin et al., 1998).

La copie additionnelle du gène whiG introduite dans les mutants Pig-pap de S. ambofaciens

semble constituer également une cible mutationnelle, puisque de telles colonies présentent des

papilles mutées dans le transgène ou ayant perdu la construction introduite. La perte du plasmide

introduit est beaucoup plus fréquente dans les mutants Pig-pap (75 %) que ce qui est observé dans

un contexte sauvage (0,01 %). Le séquençage d'autres gènes présents dans le plasmide pSET152

utilisé comme vecteur pourrait permettre de révéler la présence de mutation en dehors du gène

étudié et de mettre en évidence une mutabilité non ciblée.
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4.2.4 Réponse stringente et mise en place d'un état mutateur

Compte tenu de l'implication de la réponse stringente dans la production de papilles, donc de

mutants mutés dans les gènes whiG et whiH, il est possible d'envisager que les papilles résultent de

la mise en place d'un état mutateur localisé: les gènes sous le contrôle positif du (p)ppGpp seraient

plus fortement transcrits et, étant donné la vulnérabilité du brin codant sous forme simple brin aux

réactions d'hydrolyse, seraient plus sujets à la formation de mutations. Les gènes whiG et whiH

pourraient faire partie de ces gènes. L'état mutateur n'affecterait ainsi que les gènes du régulon relA

sous le contrôle positif du (p)ppGpp.

4.2.4.1 Etat mutateur transitoire

L'avantage de la mise en place d'un état mutateur transitoire est de présenter de façon

temporaire un fort taux d'apparition de mutations conférant une forte valeur adaptative, tout en

permettant le retour à un taux de mutation plus faible, donc à un fardeau génétique plus faible pour

la population, lorsque les conditions environnementales redeviennent favorables à une croissance

exponentielle ou que le processus adaptatif est achevé (AIjan et al., 1999). Il a maintenant

clairement été établi qu'au moins une partie des mutations s'accumulant au niveau de certains

gènes, dont celles conférant un avantage adaptatif immédiat, sont le résultat de la mise en place

d'états mutateurs transitoires dans une partie de la population (Rosche and Foster, 1999). Le

déclenchement de la réponse stringente pourrait être à l'origine de la mise en place d'un état

mutateur transitoire, qui pourrait se traduire, d'un point de vue phénotypique, par l'apparition de

papilles mutantes à la surface des colonies de Streptomyces, avant de revenir à un taux de mutation

faible lorsque l'environnement redevient favorable à une croissance exponentielle.

4.2.4.2 Etat mutateur héréditaire

La mise en place d'un état mutateur héréditaire à expressIOn constitutive aboutit à une

augmentation du taux de mutation dans une cellule et dans sa descendance. Une mutation dans le

gène relA, lui conférant un niveau d'expression plus fort que dans une souche sauvage, pourrait

conduire à l'établissement d'un phénotype mutateur héréditaire et à l'apparition d'un plus grand

nombre de papilles sur les colonies. Cependant, le fait que la viabilité des colonies de Streptomyces

soit affectée lorsque le (p)ppGpp est produit dans les premières 48 heures de croissance sous-entend
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que la concentration de protéine Re1A doit être suffisamment faible pour ne pas inhiber la

croissance (Sun et al., 2001). Cet état mutateur pourrait donc être héréditaire mais, contrairement à

une expression constitutive, cette mutation aurait comme conséquence une expression plus forte de

Re1A uniquement à certains moments du développement.

4.2.5 Conclusion

Ainsi, l'observation d'un plus grand nombre de papilles sur les colonies cultivées sur milieu

limité en acides aminés que sur celles cultivées sur milieu HT complet peut être expliquée de 2

façons:

~ Soit en faisant intervenir une augmentation globale du taux de mutation suite à au

déclenchement de la réponse stringente. De nombreux mécanismes moléculaires peuvent être

impliqués dans ce phénomène et sont récapitulés sur la figure 54.

Accumulation de lésions dans l'ADN
en conditions de stress

Induction de Augmentation Saturation des
polymérases « error-prone~ des erreurs de réplication~ systèmes de réparation

dans l'ADN de l'ADN

Sous-régulation
des systèmes de réparation
dans les cellules en phase

de non-croissance

Transcription et/ou ) Enzymes de réparation
traduction erronées---~ non fonctionnelles

-----)~ Augmentation du taux de mutation

Î
Inactivation des enzymes
de réparation de l'ADN

par mutation
(mutateur héritable)

Figure 54 : Mécanismes qui peuvent altérer les systèmes de réparation de l'ADN dans des cellules en condition

de stress, par exemple lors de l'induction de la réponse stringente, et augmenter le taux de mutation (d'après

Kivisaar et al., 2003).

~ Soit en faisant intervenir un état mutateur ciblé. La modification du métabolisme en

conditions de stress se traduit par une modification de l'expression de nombreux gènes, qui, s'ils

sont fortement transcrits, peuvent être plus vulnérables aux mutations. Ces événements pourraient

cibler les gènes impliqués dans la cascade de sporulation, et plus particulièrement whiG et whiH.
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Certaines séquences, correspondant à des répétitions de nucléotides, par exemple de cytosines,

présentes dans ces 2 gènes, pourraient les rendre plus vulnérables à la formation de mutations.

4.3 Par quels mécanismes la réponse stringente peut-elle être à l'origine

des papilles ?

4.3.1 Modification directe du taux d'expression de certains gènes

En réponse à des conditions environnementales défavorables, le (p)ppGpp va rediriger le

métabolisme vers des voies différentes de celles observées lors d'une croissance exponentielle, en

modifiant positivement ou négativement l'expression de nombreux gènes.

Il a été montré que l'ADN sous forme simple brin était plus sensible aux réactions

d'hydrolyse. Or, lors de forts taux de transcription d'un gène, le brin codant demeure longtemps

sous forme simple brin et est sujet à des réactions d'hydrolyse qui peuvent aboutir à des mutations

(Wright, 1997). Par exemple, le taux de désamination de la cytosine en uracile est 100 fois plus

important dans l'ADN sous forme simple brin que lorsqu'il est sous forme double brin (Frederico et

al., 1990). De plus, les gènes fortement transcrits sont plus sujets à la réparation que les gènes peu

transcrits, ce qui augmente les probabilités d'erreurs par la polymérase (Hanawalt, 1994). La

réponse stringente, en modifiant le taux de transcription de certains gènes, pourrait modifier leur

taux de mutation (Cashel et al., 1996; Wright et al., 1999). Par exemple, chez E. coli, le gène leuB

est spécifiquement déréprimé lors d'une carence en leucine et son taux de transcription augmente.

Les auteurs se sont intéressés à la réversion de l'allèle leuB-, qui diffère de l'allèle sauvage par une

transition d'une cytosine en thymine, ayant pour conséquence le remplacement d'une sérine en

leucine. L'augmentation de la transcription de ce gène s'accompagne d'une augmentation du taux

de réversion de l'allèle leuB-, qui est expliqué par l'augmentation de la probabilité que se produise

un événement mutationnel, permettant la réversion, sur le brin codant sujet aux mutations (Wright

et al., 1999). Ainsi, un lien direct entre augmentation de la transcription et augmentation de la

mutabilité a été établi.

Lors d'un stress nutritif, il est possible d'envisager que les colonies de Streptomyces

déclenchent un signal, par exemple via l'induction de la réponse stringente, d'augmentation de la

sporulation en réponse à des conditions environnementales défavorables. Le (p)ppGpp pourrait

activer directement, en se liant à l'ARN polymérase, ou indirectement, par exemple en réprimant un

répresseur ou en stimulant un activateur, la transcription des gènes intervenant dans la cascade de
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sporulation. Le (p)ppGpp pourrait affecter le niveau de transcription de différents gènes intervenant

dans le processus de sporulation, notamment whiG, whiH ainsi que leurs régulateurs (Figure 55). La

surexpresSlOn d'un répresseur ou la sous-expression d'un activateur peut provoquer une non

fonctionnalité des gènes whiG et whiH. Cette hypothèse permet notamment d'expliquer le

phénotype des mutants Pig-pap de S. ambofaciens de la classe B. De même, l'augmentation de la

transcription d'un activateur ou d'un répresseur de whiG ou whiH peut engendrer des mutations

dans ces gènes. Par exemple, pour les mutants Pig-pap de S. ambofaciens de la classe B, une

mutation dans le gène codant un anti-crWhiG pourrait le rendre plus actif et il séquestrerait en continu

crWhiG
• Une mutation dans un facteur anti-anti-crWhiG pourrait l'inactiver et empêcher la levée de la

séquestration par l'anti-crWhiG.

Les gènes whiG et whiH plus particulièrement pourraient être sensibles au (p)ppGpp et leur

taux de transcription augmenté. Cette augmentation de la transcription s'accompagnerait d'une

augmentation du taux de mutation au niveau de ces 2 gènes. Il pourrait être intéressant d'étudier

l'action du (P)ppGpp sur l'expression des gènes whiG et whiH et de comparer cette action avec ce

qui est observé pour les gènes démontrés comme étant (p)ppGpp-dépendants.

Des analyses transcriptionnelles effectuées sur whiG ont cependant montré que son taux de

transcription était relativement constant tout au long du cycle de développement de la colonie

(Kelemen et al., 1996). Cette observation suggérait une régulation post-transcriptionnelle de whiG,

puisque la protéine WhiG n'est active que lors de la mise en place du processus de sporulation alors

que le gène whiG est transcrit à tous les stades de croissance. Ces expériences n'excluent toutefois

par formellement l'hypothèse selon laquelle le gène whiG pourrait subir une augmentation de

transcription lors du déclenchement de la réponse stringente. En effet, les analyses de Kelemen et

al. (1996) ont été réalisées à des points précis du développement, c'est-à-dire à 24, 36, 48, 72 et 96

heures de croissance. Elliot et al. (2001) ont cependant détecté une augmentation d'un facteur 2

environ du taux de transcrit de whiG au point correspondant à 48 heures de culture (Elliot et al.,

2001). Ce temps pourrait correspondre à une baisse de la quantité de nutriments disponibles dans le

milieu. Il serait intéressant de tester, par des expériences de RT-PCR quantitative, le taux de

transcription de whiG dans un contexte relA+ et relA- lors de l'induction de la réponse stringente.

Ainsi, le taux de transcription de ce gène chez le mutant M570 et chez la souche M570pIJ6084[1]

après induction au thiostrepton pourrait être comparé par RT-PCR quantitative.

Quant au gène whiH, des analyses transcriptionnelles ont montré qu'il était temporellement

régulé, via WhiG, et transcrit activement à partir de 48h de croissance (Ryding et al., 1998). Ces

expériences n'excluent pas non plus que la réponse stringente puisse induire la transcription de ce

gène. L'extraction des ARN totaux du mutant M570 et de son complémentant induit au thiostrepton

pourrait être réalisée ainsi que la transcription inverse de ces ARN en ADNc et la mesure par PCR
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quantitative de la quantité d'ADNc spécifiques à whiH. La détection d'une augmentation

conséquente de la transcription, que ce soit pour le gène whiG ou le gène whiH, pourrait ainsi

expliquer l'augmentation de la mutabilité ciblée au niveau de ces gènes.

Conditions favorables pour une croissance en phase exponentielle

Gène whiG, whiH
ou codant un répresseur de whiG (anti-o) ou de whiH

ou un activateur de whiG (anti-anti-a) ou de whiH

Conditions de limitation en acides aminés --~) Synthèse de (p)ppGpp.

~~
Répresseur muté whiG muté whiH muté Activateur muté

""'"~\ //"''''
Phénotype Pig"]lap

Figure 55 : Représentation schématique de l'influence que le (P)ppGpp pourrait avoir sur les taux de

transcription et de mutation des gènes whiG et whiH et de gènes intervenant dans l'activation ou la répression de

:ces 2 gènes.

Dans tous les cas, l'introduction d'une copIe supplémentaire du gène whiG peut

complémenter le phénotype mutant, soit directement dans le cas des mutants de la classe A, soit par

effet dose, dans le cas des mutants de la classe B, par exemple si un répresseur est en excès ou muté

et plus actif, la seconde copie du gène whiG pouvant permettre de produire suffisamment de crWhiG

pour activer la suite de la cascade de sporulation, même en présence de fortes quantités de

répresseur. L'intégration du plasmide pSETI52(whiG) au niveau du site attE du phage <DC31

pourrait permettre de s'affranchir d'un activateur en défaut ou muté et moins actif car la nouvelle

copie de whiG n'est plus dans le même contexte génétique.

4.3.2 Modification d'expression par induction de facteurs (J'-alternatifs

Chez E. coli, le (P)ppGpp est requis pour l'activation du facteur crs, ainsi que de son régulon,

et du facteur cr54 lors de l'entrée en phase stationnaire ainsi que de ~, qui répond aux stress
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extracytoplasmiques (Costanzo and Ades, 2006). Ceci suggère que la réponse stringente, via le

(p)ppGpp, est un mécanisme clé par lequel les facteurs a-alternatifs peuvent être activés et produire

une réponse adaptée et coordonnée à un stress nutritif.

Chez B. subtilis, Zhang et Hadelwang ont montré que le gène relA intervenait dans l'induction

de aB, facteur général de la réponse au stress chez cette espèce (Zhang and Haldenwang, 2003).

Chez S. coelicolor, il existe un facteur aB homologue fonctionnel de aS d'E. coli. Ce facteur

intervient dans la réponse au stress oxydant, thermique et dans le processus de différenciation et

contrôle l'expression de plus de 280 gènes, dont plusieurs facteurs a-alternatifs et facteurs anti-a

(Lee et al., 2005). Il est donc possible d'envisager que la réponse stringente induise l'expression de

~ chez S. coelicolor, comme observé chez E. coli et B. subtilis, et provoque la modification de

nombreuses voies métaboliques via l'activation de facteurs a-alternatifs. En effet, le génome de

S. coelicolor contient de nombreux gènes codant pour des facteurs a, dont des facteurs a-alternatifs,

à l'origine d'une régulation fine et complexe du métabolisme. Le facteur aB pourrait par exemple

activer la cascade de sporulation en induisant whiG et provoquer une augmentation de la

transcription des gènes intervenant dans ce processus cellulaire. Ces gènes, dont whiG et whiH,

deviendraient donc plus sujets aux mutations en étant plus longtemps sous forme simple brin lors

du processus de transcription.

4.3.3 Modification d'expression par augmentation de la compétitivité des

facteurs O'-alternatifs

Chez S. coelicolor, WhiH est régulé par aWhiG
, qui est un facteur a-alternatif. Or, il a été

montré que le (p)ppGpp modifiait la compétitivité des facteurs a-alternatifs au détriment de a70

(Jishage et al., 2002). En se fixant sur l'ARN polymérase, le (p)ppGpp pourrait modifier l'affinité

de aWhiG pour la liaison au « core» de l'enzyme et diriger la transcription vers les gènes aWhiG_

dépendants dont fait partie whiH (Figure 56). Ceci pourrait constituer une explication de

l'augmentation de la mutabilité de ce gène chez S. coelicolor, via l'augmentation de son taux de

transcription, par modification de la compétitivité de aWhiG par rapport à a70
.
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Prm Facteurs cr alternatifs
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Prm Paa Facteurs cr alternatifs

Figure 56 : Modèle de l'implication du (P)ppGpp dans la modification de la compétitivité des facteurs cr pour la

fixation à l'ARN polymérase (d'après Magnusson et al., 2005). En phase de croissance, le facteur sigma

majoritairement utilisé est cr70
, qui dirige principalement la transcription vers les promoteurs Prm. En phase de non

croissance, le taux d'ARN polymérase liée à cr70 baisse en conséquence de l'augmentation de la compétitivité des

facteurs cr-alternatifs (crs, cr32
, cr54 et peut-être crwhiG (?)) initiée par le (P)ppGpp. Les gènes dont la transcription

dépend de facteurs sigma-alternatifs sont alors plus transcrits, ce qui pourrait être le cas pour whiH (?).

En ce qui concerne S. ambofaciens, dont le gène whiG est l'unique cible mutationnelle

détectée chez les mutants Pig-pap analysés, il est possible au contraire d'imaginer que l'interaction

du (P)ppGpp avec l'ARN polymérase empêche la formation de l'holoenzyme ARN polymérase

crwhiG et donc la transcription du gène whiH et la poursuite de la cascade de sporulation. Cette

hypothèse permettrait d'expliquer ce qui se passe chez les mutants Pig-pap de la classe B mais pas

la présence de mutations dans ce gène chez les mutants de la classe A. Ainsi, cette hypothèse ne

permet pas d'expliquer l'héritabilité du phénotype mutant puisque ne fait intervenir aucun

événement mutationne1. Il est plus aisé de considérer que, au moins chez S. ambofaciens, le

(P)ppGpp n'agisse pas sur la production de papilles par modification de la compétitivité des facteurs

cr mais par d'autres actions, telles qu'une modification directe du taux de transcription du gène

whiG.

4.4 Comparaison moléculaire et physiologique de la réponse stringente

chez différents Streptomyces

L'étude dans ce travail d'un grand nombre de mutants Pig-pap issus des 2 espèces de

Streptomyces étudiées a révélé qu'il existait 2 types de mutants Pig-pap différant par leur nature
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moléculaire chez S. ambofaciens et 2 types chez S. coelicolor. Il a été montré que le milieu de

culture n'influençait pas la production de l'un ou l'autre type de mutants en particulier chez les 2

espèces. Cependant, la nature moléculaire de ces mutants est différente entre espèces. Ainsi, les

mutants Pig-pap de S. ambofaciens étaient soit mutés dans whiG soit pouvaient présenter une

protéine WhiG inactive peut-être suite à une modification post-transcriptionnelle, alors que les

mutants Pig-pap de S. coelicolor analysés dans ce travail présentaient une mutation dans le gène

whiH ou dans le gène whiG. Deux hypothèses peuvent être avancées pour expliquer cette différence

interspécifique. La première repose sur un mécanisme moléculaire à l'origine de la production de

papilles similaire entre les 2 espèces, mais des cibles différentes. La seconde consiste à considérer

que le mécanisme moléculaire responsable de la production de papilles est différent entre les 2

espèces de Streptomyces. Autrement dit, cela revient à se demander si la réponse stringente pourrait

ne pas être directement impliquée dans la production de papilles chez S. ambofaciens, comme elle

l'est chez S. coelicolor. Le séquençage d'un fragment interne du gène relA de S. ambofaciens a

révélé 97 % d'identité en nucléotides avec celui de S. coelicolor. Cependant, le séquençage des

régions promotrice et terrninatrice à l'aide d'oligonucléotides complémentaires des gènes en amont

et en aval du gène relA chez S. coelicolor n'a pu être réalisée faute d'obtention de produits

d'amplification, pouvant suggérer une non conservation de ces régions ou de l'environnement

génétique de ce gène chez S. ambofaciens.

Les études ayant porté sur la réponse stringente chez Streptomyces ont mis en évidence que le

(p)ppGpp jouait un rôle important dans la différenciation et la production de métabolites

secondaires. Ainsi, chez de nombreuses espèces de Streptomyces, un mutant incapable de

déclencher la réponse stringente n'est plus capable de produire des antibiotiques. Le (p)ppGpp est

ainsi requis pour la synthèse d'actinomycine chez S. antibioticus (Hoyt and Jones, 1999), de

forrnycine (Ochi, 1986), d'actinorhodine et d'undécylprodigiosine chez S. coelicolor (Chakraburtty

and Bibb, 1997) et de céphamycine C chez S. clavuligerus (Jin et al., 2004). Chez toutes ces

espèces, il existe donc un lien entre réponse stringente et production d'antibiotiques. La synthèse de

métabolites secondaires coïncide avec le début du développement du mycélium aérien, qui

correspond à un moment où les nutriments commencent à manquer dans le milieu. La réponse

stringente serait donc induite lors du passage du mycélium végétatif au mycélium aérien et

déclencherait la synthèse d'antibiotiques et d'autres métabolites secondaires. Outre la

différenciation physiologique, le (p)ppGpp influence également la morphologie des colonies. Ainsi,

un mutant relA de S. clavuligerus présente une apparence «bald» (Jin et al., 2004). Sur certains

milieux, les colonies d'un mutant relA de S. coelicolor sont plus petites que celles de la souche

sauvage et la croissance est retardée (Chakraburtty and Bibb, 1997).
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Ainsi, un des points communs de la réponse stringente chez les Streptomyces est son

implication dans la différenciation morphologique et physiologique.

Au nIveau moléculaire, le gène relA est conservé au sem des différentes espèces de

Streptomyces. Ainsi, la réalisation d'un alignement des séquences nucléotidiques du gène relA de

plusieurs espèces de Streptomyces grâce au logiciel BioEdit révèle une identité en nucléotides de 82

à 99 % suivant les espèces. Le gène relA de S. coelicolor présente 90 % d'identité avec celui de

S. avermitilis, espèce pourtant très éloignée phylogénétiquement de S. coelicolor, 86 % avec celui

de S. clavuligerus, 89 % avec celui de S. antibioticus et 99 % avec celui de S. lividans. Le gène relA

de S. avermitilis présente 86 % d'identité avec celui de S. clavuligerus, 88 % avec celui de

S. antibioticus et 93 % avec celui de S. lividans. Enfin, le gène relA de S. clavuligerus présente

82 % d'identité avec celui de S. antibioticus, 89 % avec celui de S. lividans et les gènes relA de

S. antibioticus et S. lividans présentent 95 % d'identité entre eux. Cette identité est présente tout au

long de la séquence de l'üRF avec cependant une conservation un peu plus faible dans les 300

premiers nucléotides. Au niveau protéique, RelA de S. coelicolor présente respectivement 92, 88,

90 et 100 % d'identité avec la protéine RelA de S. avermitilis, S. clavuligerus, S. antibioticus et

S.lividans. Celle de S. avermitilis présente respectivement 89, 90 et 95 % d'identité avec la protéine

RelA de S. clavuligerus, S. antibioticus et S. lividans. Enfin, la protéine RelA de S. antibioticus

présente respectivement 85 et 95 % d'identité avec celle de S. antibioticus et S. lividans et les

protéines RelA de S. antibioticus et S. lividans sont identiques à 95 %. L'identité est présente tout

au long de la protéine, excepté au niveau des 100 premiers acides aminés.

L'environnement génétique du gène relA semble également très conservé au sein de ces

espèces. Par exemple, le gène apt présent en amont du gène relA chez S. coelicolor l'est également

au moins chez S. avermitilis et S. clavuligerus. De même, en aval de relA chez S. coelicolor, se

trouve un gène nommé orj3 codant une protéine de fonction inconnue. Un gène codant une protéine

de fonction inconnue présentant 76 % d'identité en acides aminés avec üRF3 est retrouvé par

exemple chez S. avermitilis. Ainsi, le gène relA et son environnement génétique semblent conservés

au sein de plusieurs espèces de Streptomyces. Le génome de S. ambofaciens n'ayant pas été

séquencé, du moins au niveau de la région comportant le gène relA, aucune information n'est

disponible sur son environnement. Il semble peu plausible que l'absence de produit d'amplification

lors des expériences de PCR visant à amplifier les régions promotrice et terminatrice de ce gène

chez cette espèce puisse être expliquée par la présence d'un environnement génétique différent,

mais plutôt à une trop grande divergence entre les séquences de S. coelicolor, à partir desquelles ont

été choisis les oligonucléotides utilisés, et celles de S. ambofaciens. L'alignement des gènes apt de

S. coelicolor, S. avermitilis et S. clavuligerus révèle une identité en nucléotides de 81 à 87 %. Cette
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divergence n'est pas très importante mais peut suffire à inhiber la réaction de PCR si les

oligonucléotides correspondent à une région moins bien conservée. Cette hypothèse est également

valable pour l'oligonucléotide dessiné dans le gène orj3.

Compte tenu de la forte conservation du gène relA, de son environnement et de son

implication dans la différenciation morphologique et physiologique dans différentes espèces de

Streptomyces, il est peu probable que la différence de nature moléculaire des mutants Pig-pap de

S. coelicolor et S. ambofaciens soit due à une implication de la réponse stringente dans un cas mais

pas dans l'autre. L'hypothèse à privilégier semble donc se situer au niveau des cibles du (P)ppGpp

et, de façon plus large, de la réponse stringente. Il est possible d'imaginer que des différences de

régulation très fine au niveau des voies régulées par la réponse stringente puissent expliquer la

différence observée. Une autre hypothèse est de considérer que la sélection phénotypique exercée

sur le caractère papille soit à la base de cette différence interspécifique. Une dissemblance

phénotypique pourrait amener à isoler des papilles mutées dans le gène whiG chez S. ambofaciens

et mutées dans le gène whiH chez S. coelicolor sans que le mécanisme et les cibles sous-jacents

soient différents entre les 2 espèces.

Dans ce travail, nous avons donc mis en évidence un lien entre réponse stringente et

augmentation du taux de mutation, que ce soit pour le gène whiH chez S. coelicolor ou le gène

whiG chez S. ambofaciens, à certains stades du développement d'une colonie. Ce type de lien

n'avait pas encore était établi chez Streptomyces et est encore relativement peu connu dans le

monde bactérien.

4.5 Réponse stringente et héritabilité du phénotype mutateur : un modèle

épigénétique ?

Ce travail met en évidence l'existence d'un lien entre composition du milieu de culture et

augmentation de la production de papilles. Des travaux antérieurs avaient permis d'isoler des

souches de S. ambofaciens produisant un très grand nombre de papilles. Ces souches avaient été

qualifiées de mutatrices car elles donnaient naissance dans leur descendance, d'une part, à un

nombre important de colonies présentant un grand nombre de papilles et d'autre part, à des colonies

Pig-col à des fréquences supérieures à une souche sauvage (Martin et al., 1998). Une hypothèse

permettant d'expliquer ces observations consiste à envisager une mutation dans le gène relA. Si

cette mutation conduit à une surexpression de ce gène dans certaines colonies et à certains moments
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du développement, il est envisageable que ces dernières produisent un nombre plus important de

papilles qu'une souche sauvage, car activent plus fortement la réponse stringente, et que dans leur

descendance soient retrouvées des colonies à grand nombre de papilles, puisqu'elles aussi mutées

dans le gène relA.

Une hypothèse alternative à ce modèle de modification génétique héréditaire au sens strict du

terme peut cependant être avancée. Cette hypothèse repose sur des travaux antérieurs ayant mis en

évidence l'existence de différents états mutateurs, d'intensité variable, au sens d'une population de

Streptomyces. En effet, il a été observé que des colonies à grand nombre de papilles donnaient dans

leur descendance majoritairement des colonies à grand nombre de papilles, alors que des colonies à

faible nombre de papilles donnaient naissance principalement à des colonies à faible nombre de

papilles (Figure 57) (Martin et al., 1998).
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Figure 57: Distributions du nombre de papilles par colonie (npc) obtenues après croissance de la souche WT4 de

S. ambofaciens pendant 14 jours à 30°C sur milieu HT. Le nombre de papilles par colonie a été regroupé par classe de

5. Pour chaque distribution, le nombre de colonies observées pour chaque classe est indiqué en ordonnée (Nb col).

Lorsqu'une colonie à faible nombre de papilles (ici 0 papille) est repiquée, elle donne naissance à des colonies à faible

nombre de papilles «10 papilles). Lorsqu'une colonie à grand nombre de papilles (ici 75 papilles) est repiquée, elle

donne naissance à des colonies à grand nombre de papilles (10 à 75 papilles) (d'après Martin et al., 1998).

Cette observation met donc en évidence une héritabilité du phénotype mutateur et suggère

l'intervention de mécanismes de contrôle très fin de l'état mutateur. Plutôt que d'envisager qu'une

mutation soit responsable de ce phénomène, il est possible d'envisager l'intervention d'une

modification de type épigénétique, aboutissant à des variations très fines du taux d'expression de

certains gènes. Des exemples de telles modifications épigénétiques ont déjà été mis en évidence. En
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effet, il a été observé des cas de transmission d'un phénotype, sans présence d'une mutation, acquis

lors de conditions particulières de croissance, plusieurs générations après la levée de ces conditions

particulières (Guespin-Michel, 2001). Chez E. coli, des études ont été menées sur la production de

B-galactosidase : des cellules d'une même souche ont été cultivées en parallèle sur milieu lactose

(inducteur) ou glucose (pas de production de B-galactosidase). Ces cellules ont ensuite été

transférées sur milieu contenant de très faibles concentrations d'inducteur. Alors que les cellules

préalablement induites continuaient à produire la B-galactosidase, les cellules n'ayant jamais été

cultivées en présence d'inducteur ne le faisaient pas. Après 150 générations de cultures sur un tel

milieu, le phénotype des cellules induites était toujours stable. L'explication de ce phénotype fait

intervenir une modification épigénétique : lors de la première induction des cellules au lactose, une

perméase au lactose a été produite et placée dans la membrane cellulaire (Figure 58). Une fois

présente, cette perméase est capable de laisser pénétrer dans le cytoplasme suffisamment de lactose

pour inhiber le répresseur de l'opéron lac et induire sa propre transcription et l'expression de la B

galactosidase, ce qui n'est pas le cas chez les cellules non induites qui ne présentent pas de

perméase au niveau de leur membrane. C'est un phénomène d'auto-régulation positive impliquant

une modification épigénétique puisqu'aucune modification de l'information génétique entre les 2

populations (induite et non induite) n'existe.

P faCZ'(

Perméase

Inducteur.

Figure 58: Représentation de l'opéron lacZY montrant le rôle de la perméase dans l'amplification de sa propre

synthèse sous de faibles concentrations en inducteurs.

En présence de lactose, celui-ci diffuse dans la cellule et inactive le répresseur Lac! de l'opéron lacZY, codant la

synthèse de la J3-galactosidase et de la perméase. Quand le lactose est présent en très faible concentration dans le

milieu, il ne peut diffuser dans la cellule à un niveau suffisant pour inactiver Lac! sauf si la perméase est déjà présente

dans la membrane. Dans ce dernier cas, il y a transcription de l'opéron lacZY (d'après Guespin-Michel, 2001).
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Une telle situation pourrait être envisagée pour expliquer l'héritabilité du phénotype « grand

nombre de papilles» et donc de l'état mutateur : les colonies pourraient avoir été confrontées à une

situation ayant déclenché la réponse stringente, puis par un phénomène d'auto-induction, même en

absence de limitation en acides aminés, un taux de (p)ppGpp ou d'un facteur intermédiaire

intervenant dans la production de papilles, pourrait être produit de façon plus importante que chez

des souches n'ayant jamais rencontré de limitation en acides aminés et induire la réponse stringente.

Le caractère mutateur serait donc héritable malgré l'absence de mutation dans le génome.
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Résumé

Dans la nature, les organIsmes sont con tamment soumis à d . variations de

l'environnement, de nature chimique, physique ou nutritionnelle. La modulation du tau d

mutation constitue un des mécanismes contribuant à l'ad ptation de espèces bactériennes à

de rapides changements environnementaux et, cl plus long terme, à l' 'volution de c s spè es.

L'objectif de ce travail a été de mettre en évidence l'acti n de fa teurs

environnementaux sur l'instabilité g 'nétique chez Stl' ptomyces. Au traver de l'étude de

mutants nommés Pig'pap de S. ambojaciens et S. eoe/ic%l', dépigment' s et non sporulants,

produits lors de la formation du mycélium aérien sous fom1e de papill blanche sur le'

colonies, nous avons montré qu'une limitation en acides aminés modifiait la t bilit' du

génome. En fD t, sur des milieux pauvres en acid s aminés, la produ tion e ce mutants 6.tait

fortement augment' e. Une mutation dans leurs gènes lI'hiC ou whiH, deux gènes intervenant

dans les premières 'tapes du processus de sporulation, a fr'quemment 't' d 'tecté .

La répon e stringente étant la réponse phy iol giqu se mettant en plac lors d'un

limitation en acides aminés, notre démarche a consisté à étudier la capacité à produire des

papilles d'un mutant r /A de S. 'oe/ic%r, incapable de ynthétiscr du (p)ppGpp, alah rm n

néces air au déclenchement de la répon tringente. e mutant ne produi ait pas de papille

blanches sur ses colonies, même sur un milieu limité en acides aminés. Nous avon ainsi pu

mettr n éviden e l' istence d'un lien entre répons tring nt t production de mutants Pig'

pap, c'e t-à-dire entre répon stringente et augmentation de la mutabilité des g'ne 'whiG et

\vhiH.

Il existe ainsi une relation entre une limitation nutritive et une au mentation de

l'instabilité génétique via l'établi-' 'ement d'un état mutateur global ou loc li é initié par 1

déclenchement de la réponse stringente. Les mutants ainsi produits loI' de onditions de

limitation en acides aminés pourraient contribuer à la sur ie de la colonie de Streptomyces

dans de telles conditions en métabolisant des substances différentes du reste de la loni ou

en permettant le relargage de nutriments, nourriture pour les cellules voisines.

Mots clés: Streptomyces, réponse stringen e, instGlbilité généti ue, différenciation,

limit'ltion nutritionnelle.
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