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Introduction

Dans la nature, les organismes sont constamment soumis a des variations de 1’environnement,
de différentes natures : chimique, physique ou nutritionnelle. De plus, le développement de chaque
espéce est fonction de la pression exercée par les autres communautés bactériennes au sein d’une
méme niche écologique. En effet, I’étude de la quantité de micro-organismes vivant dans un méme
écosystéme a révélé quune trés large diversité et une trés forte concentration d’individus y étaient
présentes. Par exemple, le nombre de micro-organismes vivant dans 1’eau de mer a été estimé & 10%-
107 cellules par millilitre d’eau et le nombre de ceux vivant dans le sol & 107 cellules par gramme de
sol (Whitman et al., 1998). Ainsi, de telles conditions environnementales impliquent que les micro-
organismes sont soumis & 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 apparait donc marginale dans la vie d’une bactérie.

Les mécanismes d’adaptation peuvent étre classés en deux grandes catégories (Massey and
Buckling, 2002). La premiére implique une régulation différentielle des génes, qui va entrainer une
modification du métabolisme de la bactérie en réponse a une situation défavorable a sa croissance.
Une telle régulation implique que les ancétres de la bactérie aient déja été confrontés a 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 a 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 I’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, ¢’est-a-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 étre favorisé lors de la colonisation de
nouveaux environnements. Cependant, malgré 1’avantage adaptatif apporté par une augmentation du
taux de mutation, la mise en place d’un état mutateur ne peut étre que transitoire, du fait de
I’augmentation du taux de mutations défavorables et donc d’un fardeau génétique tres élevé pour la
population bactérienne. Ainsi, de nombreux auteurs s’accordent a dire que dans des conditions
permettant une croissance exponentielle, les mécanismes de contréle de I’information génétique
tendent a maintenir un taux de mutation le plus faible possible (Drake, 1991; Taddei et al., 1997a;
Taddei et al., 1997b). 1l 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



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

De nombreux facteurs peuvent entrainer une variation du taux de mutation. Ces facteurs
peuvent étre génétiques, par exemple lorsqu’un geéne intervenant dans les fonctions de réparation de
I’ADN est muté, ou environnementaux.

Au travers de I’étude d’un organisme bactérien complexe, Streptomyces, notre objectif a
consisté a tenter de mettre en évidence I’influence de facteurs environnementaux, ainsi que des
mécanismes moléculaires potentiellement impliqués, sur le taux de mutation et donc sur
I’adaptation a des conditions défavorables de croissance. Ainsi, cette introduction sera axée sur les
mécanismes influencgant 1’intégrité de la séquence nucléotidique. Dans une premiére partie seront
présentés les systémes contrOlant Dintégrit¢ de la séquence d’ADN. Ces systémes 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 & 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 I’intégrité de I’information

génétique

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

Selon leur fidélité vis-a-vis de la réplication de I’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 (Kornberg and Baker, 1992).

1.1.1 La polymérase pollll

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 11T d’E. coli. Les génes codant chacune des

sous-unités et les fonctions associées sont indiqués.

Sous-unité Géne Role

o dnak Polymérase 5°-3°
€ dnaQ) Exonucléase 3°-5°
0 holE Stabilise €
T dnaX ATPase
v dnaX ATPase

holA Interaction avec §
& holB Stimule v
% holC Interaction avec SSB
) holD Liaisonay

Facteur de processivité
B, dnaN (sous forme
homodimérique)

L’holoenzyme est formée de 2 molécules « core » constituées des sous-unités a, € et 0, ces 2
molécules étant reliées par un dimere de la sous-unité t (Figure 1). Chaque «core» de
I’holoenzyme contient un facteur homodimérique f3; permettant la liaison a I’ ADN et ainsi une forte
processivité. Le complexe DnaX, formé des sous-unités vy, 8, &°, x, v et du dimére 1, permet
I’interaction avec des molécules essenticlles comme I’ ATP, I’hélicase DnaB ou les protéines SSB.
La sous-unité & permet également le détachement ou le rattachement du complexe polymérasique en

interagissant avec le facteur B,, influencant par conséquent la processivité (Johnson and O'Donnell,
2005; McHenry, 2003).
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Figure 1 : Modele structural montrant les sous-unités composanl 1’holoenzyme Pollll el les principaux contacts
protéine-protéine. Les sous-unités dans le rectangle jaune sont celles qui composent le complexe DnaX. Les
ovales verls représentenl les « core-enzymes ». L’anneau rouge représenle le facteur de processivité B, lié a a,

mais qui peul également interagir avec d (d’apres Mc Henry, 2003).

La haute fidélité dec la réplication des polymérases « error-free » s’explique par le fait qu’elles
commettent trés peu d’erreurs d’incorporation des bases et qu’elles sont capables de relecture. Chez
la polymérase pollll, ces activités dépendent des sous-unités « et €. La sous-unité a posscde
I"activité polymérase 5°-3" et permet I'incorporation des nucléotides corrects alors que la sous-unité
g posséde ['activité cxonucléase 3°-5° et permet donc [’excision des nucléotides mal appariés
(Lehtinen and Perrino, 2004). Le role de la sous-unité 0 est encore peu connu (Studwell-Vaughan
and O'Donnell, 1993). Slater et al. (1994) ont montré que le taux de mutants spontanés résistants a
la rifampicine et a I’acide nalidixique d’une souche délétée du gene ho/E n’était pas différent de
celui d'une souche sauvage, suggérant d’une part que cette sous-unité n’est pas essentielle
puisqu’un mutant délété du géne ho/E 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 0
pourrait quand méme jouer un rdle dans la fidélité de la réplication en stabilisant la sous-unité &, qui
serait beaucoup plus instable en absence de 6 (Taft-Benz and Schaaper, 2004). Contrairement aux
expériences de Slater ef al., ces études ont été réalisées chez une souche mutLl™ déficiente dans la
réparation post-réplicative, ce qui a permis d’observer de fagon plus directe les erreurs lors du
processus de réplication. Il a ainsi ét¢ montré que chez cette souche mutl” AholE le taux de
substitutions et de mutations frameshift était augmenté d’un facteur 2 & 4 par rapport a une souche

mutL” holE" .
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1.1.1.2 Chez les Gram positives

I1 a été détecté dans la plupart des bactéries a coloration Gram positive, telles que
Bacillus subtilis, Clostridium, Enterococcus Jaecalis, Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes, Mycoplasma genitalium, Mycobacterium ou Streptomyces coelicolor, 2
copies de geénes trés homologues & ceux codant la sous-unité o de la polymérase pollll ’E. coli : il
s’agit des génes 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 ’homologue de la sous-unité a des bactéries a
coloration Gram négative alors que la protéine PolC est spécifique des bactéries a coloration Gram
positive. Les auteurs proposent qu'un événement de duplication du géne polC se serait produit
avant la divergence entre bactéries a coloration Gram positive et bactéries a coloration Gram
négative et que I'une des 2 copies ait ensuite était perdue dans la lignée des bactéries a coloration
Gram négative (Koonin and Bork, 1996). 11 a €té montré que ces copies sont toutes les deux
indispensables & la viabilit¢é chez de nombreuses espeéces bactériennes telles que
Staphylococcus aureus, les Bacillus et les Clostridium ou Thermotoga maritima et qu’elles
interviennent dans la réplication. Par exemple, 1’étude de mutants & réplication thermosensible de
Staphylococcus aureus a montré que la viabilité était réduite chez le simple mutant polC et chez le
simple mutant dnaFE & température non permissive (Inoue et al., 2001). Dervyn et al (2001) ont
tenté d’inactiver le géne dnaE de B. subtilis en utilisant un plasmide insertionnel, le caractére
essentiel du géne polC ayant déja été démontré. Ils n’ont jamais obtenu de mutants alors que cette
technique d’inactivation fonctionnait pour d’autres génes, suggérant que 1’inactivation du géne
dnaE était 1étale. 11 a été proposé que chaque copie de ce géne réplique un des brins d’ADN.
Cependant, alors que PolC posseéde les 2 activités polymérase 5°-3° et exonucléase 3°-5°, DnaE ne
présente pas cette derniére activité et semble ne pas se complexer 4 une sous-unité de genre &,
comme c’est le cas chez E. coli (Bruck ef al., 2003). De ce fait, elle serait plut6t classée dans les
polymérases « error-prone » et constituerait le premier exemple de polymérase « error-prone »

indispensable a la viabilité.

1.1.2 La polvmérase poll

Polymérase la plus conservée dans le monde bactérien, elle est présente dans des espéces
vivant dans des environnements trés différents et appartenant a des groupes trés éloignés

phylogénétiquement (Deinococcus radiodurans (résistante a 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 I’effet 1étal de 1a délétion dans un
organisme de I’activité de poll en introduisant la protéine poll d’un autre organisme. Ceci suggere
une trés forte conservation de la fonction de la polymérase poll chez nombre de procaryotes, en
dépit d’une relativement faible conservation de sa séquence protéique. En effet, seuls 3 motifs
seraient trés conservés et trés peu d’acides aminés (moins de 10) auraient réellement un réle dans la
liaison et 1’incorporation des nucléotides (Patel er 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 poll d’especes
bactériennes phylogénétiquement éloignées (7. aquaticus, E. coli, Bacillus et bactériophage T7)

révéle une structuration, notamment au niveau des hélices-a et des feuillets-p, 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 posséde 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 ef al., 2002; Patel et al., 2001). Contrairement
la polymérase pollll, 1a polymérase poll d’E. coli jouerait plus un réle dans la réparation que dans la
réplication, dans laquelle elle n’intervient que pour combler les interstices lors de la maturation des
fragments d’Okasaki (Olivera and Bonhoeffer, 1974). Elle est notamment capable d’exciser les
1ésions de type diméres de thymines, 8-oxo-guanine et 4-méthyl-adénine (Patel et al., 2001).

Ce role dans le maintien de I’intégrité du génome ne se cantonne pas a cette activité de
réparation. En effet, récemment, un réle supplémentaire a été attribué a la polymérase poll.
L’analyse d’un mutant d’E. coli déficient pour cette enzyme a montré que la polymérase poll
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 pollll 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
I’hélicase DnaB. Chez le mutant pold 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 r6le dans la terminaison de la réplication permet
d’éviter les réarrangements génomiques qui se déroulent lorsque la réplication ne peut étre achevée

et permet donc le maintien de 1’information génétique.
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1.1.2.2 Chez Streptomyces coelicolor

Streptomyces, organisme sur lequel notre étude s’est portée, appartient au groupe des
bactéries a coloration Gram positive a haut pourcentage en bases GC et présente un chromosome
linéaire. Au centre de ce chromosome se situe une origine de réplication qui fonctionne de maniére
bidirectionnelle et définit 2 bras chromosomiques. La linéarité du chromosome nécessite
I’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 rdle supplémentaire de la polymérase poll chez cette espece, en plus des activités de
réparation et de réplication. Des analyses de ce complexe ont montré qu’il contenait également la
polymérase poll (PolA) et la topoisomérase I (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 & de fréquents réarrangements au niveau de ses extrémités,
réarrangements pouvant mener a 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 role 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 1’intervention d’une seule enzyme possédant 2 fonctions enzymatiques
complémentaires : P’activité polymérase 5’-3°, permettant 1’incorporation correcte des nucléotides
pendant la réplication, et 1’activité exonucléase, permettant 1’excision d’un nucléotide s’il a été mal
incorporé. A I’issue du processus de réplication, le taux de mutation engendré est faible, de 1’ordre

de 10™® par paire de bases apparides.
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1.2 La réparation post-réplicative

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

S’il reste des erreurs apres le processus de réplication, un systéme de réparation post-réplicatif
des mésappariements se met en place. Chez E. coli, il s’agit du systétme MMR (pour Methyl-
directed Mismatch Repair). Ce systéme fait intervenir 4 protéines essentielles : la protéine Dam, qui
méthyle I’ADN au niveau des adénosines des séquences GATC, la protéine MutS, qui reconnait et
se lie au mésappariement, la protéine MutL, qui grice & de ’ATP et & MutS activerait MutH,
endonucléase qui clive le brin d’ADN au niveau du mésappariement (Figure 2). MutH recruterait
également I’hélicase UvrD et une exonucléase qui dégrade le brin sur lequel se situe le
mésappariement. Enfin, la polymérase pollll resynthétise le brin dégradé, aidée des protéines SSB

et DNA ligase.

Chez Streptococcus pneumoniae, un systeme trés homologue au systéme MMR d’F. coli a été
identifié. Il s’agit du systéme Hex. Les 2 principales protéines intervenant dans ce systéme sont les
protéines HexA et HexB. HexA est trés homologue & la protéine MutS d’E. coli et de
Salmonella typhimurium, suggérant qu’elles dériveraient d’un ancétre commun aux Streptocoques
(Gram positive) et aux entérobactéries (Gram négative) (Haber ef al., 1988; Priebe et al., 1988). De
méme, HexB est trés homologue a la protéine MutL d’E. coli et de S. typhimurium et a la protéine

PMS1 de Saccharomyces cerevisiae (Prudhomme et al., 1989).

1.2.1.1 Controle du taux de mutation par reconnaissance du brin

néosynthétisé

Le systtme MMR joue un rdle essentiel dans la réparation post-réplicative, grace a sa capacité
de reconnaissance du brin néosynthétisé. En effet, un systéme incapable de discriminer les 2 brins
mais capable de localiser un mésappariement, va réparer I'un ou P’autre brin de fagon aléatoire.
Ainsi, statistiquement, dans 50 % des cas, une mutation va étre fixée, si la correction se fait sur le
brin parental. Chez E. coli, ’intervention de la protéine Dam permet au systtme MMR de réduire
fortement le taux de mutation. Lors de la réplication, le brin néosynthétisé n’est pas méthylé
directement et 1l existe un laps de temps durant lequel I’hétéroduplex est sous forme hémiméthylée.

C’est grace a cette hémiméthylation que les protéines MutHLS vont pouvoir discriminer le brin fils
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et réparer en préservant la séquence du brin parental. Une fois la réparation achevée, la protéine
Dam méthyle le brin néosynthétis€, le rendant réfractaire a de futures actions du systéme MMR
(Figure 2).
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Figure 2 : Modele représentant le fonctionnement du systéme MMR chez E. coli. (1) Mésappariemenl entre une
guanosine (G) et une thymidine (T). (11) Liaison de MutS sous forme d’homodimére. (1ii) Assemblage du complexe
multiprotéique contenant MulS, MutL et MutH, mouvement de I’ADN dans le sens des fléches grace a I'hydrolyse de
molécules d"ATP et clivage du brin non méthylé par MutH. (iv) Le brin clivé est dégradé par une exonucléase, 'autre
brin élant protégé par des protéines Ssb. (v) La polymérase 1l (Pol-111 holo) resynthélise le brin dégradé et la DNA

ligase lie les extrémilés. (vi) Le processus s'acheve par la méthylation du brin néosynthétisé (d’apres Jiricny, 1998).

Malgré la grande homologie entre le systtme Hex et le systtme MMR, le mode de
discrimination du brin a réparer n’est pas le méme. Le systeme Hex n’est pas dirigé par la
méthylation, mais par la reconnaissance de cassures simple brin dans ’ADN. Le systeme Hex
reconnait un mésappariement et, afin de déterminer quel est le brin a réparer, il recherche la
presence d'une extrémité simple brin qui identifierait le brin naissant lors de la réplication ou
I’ADN donneur lors d'une transformation (Prudhomme et al., 1989). Le systeme Hex est moins
efficace que le systtme MMR car il recherche sur la totalité du brin naissant ou du brin donneur la

présence de cassure simple brin afin de les discriminer puis de corriger le brin correct, alors que

9
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256 pb en moyenne sont suffisants au systtme MMR d’E. coli pour détecter une méthylation ou une

absence de méthylation et discriminer le brin d’ADN & réparer (Majewski ef al., 2000).

1.2.1.2 Contrdle du taux de mutation par inhibition de la recombinaison

homéologue

Chez E. coli, en plus de sa fonction de réparation post-réplicative, le systtme MMR constitue
une barriére a 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 1’architecture du génome en inhibant les grands
réarrangements chromosomiques tels que translocations ou délétions, dus & des événements de
recombinaison entre des régions du génome présentant un degré relativement fort d’homologie,
mais également les remplacements de génes lors d’événements de transfert horizontal. Ainsi, le
systtme MMR inhibe d’un facteur 1000 la recombinaison entre des fragments d’ADN de
S. typhimurium et E. coli, espéces dont I’ancétre commun est estimé & 150 millions d’années et
présentant 80 % d’homologie, lors d’expériences de conjugaison. Il permet ainsi de maintenir une
barriere génétique entre especes qui ont récemment divergé et constitue un frein aux événements de
transfert horizontal. Le systtme MMR contribue ainsi non seulement au maintien de 1’intégrité de
I’information génétique d’une espece mais participe également a la spéciation (Rayssiguier et al.,
1989).

Le systtme Hex joue également un rdle de barriere génétique en interférant avec la
recombinaison. Son efficacité est plus faible que le syst¢tme MMR d’E. coli mais plus importante
que celui de B. subtilis, qui n’a qu’un réle marginal dans la prévention de la recombinaison
homéologue. Ce rdle minime peut étre expliqué par le fait que B. subtilis n’est compétent, donc
susceptible d’acquérir de I’ADN étranger, que lors d’une limitation en nutriments et que dans ces
conditions, les protéines du systtme MMR sont dégradées. Chez S. pneumoniae, la compétence ne
nécessite pas une carence nutritive et les protéines du systéme Hex ne sont donc pas dégradées et
restent aptes a prévenir la recombinaison homéologue (Majewski et al., 2000). Enfin, la moins
bonne efficacité du systéme Hex par rapport au systtme MMR d’E. coli pourrait s’expliquer par le
fait qu’il sature beaucoup plus rapidement que le systtme MMR. Ainsi, plus I’identité est faible
entre ADN donneur et ADN receveur, plus le systéme Hex devient rapidement saturé et plus le

nombre d’événements de recombinaison homéologue est important (Humbert ef al., 1995).
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1.2.2 Distribution de ces systémes de réparation

Les protéines de ce type de systéme de réparation post-réplicative sont trés conservées dans le
monde du vivant. Elles sont présentes autant chez les bactéries, comme 7. aquaticus ou E. coli, que
chez les mammiféres comme la souris ou ’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 a la protéine MutS a également ¢té détecté dans les 3 archéobactéries dont le
génome a entiérement été séquencé (Eisen, 1998). Chez la levure S. cerevisiae, par exemple, 6
homologues a muzS et 4 & mutL ont été identifiés. Contrairement aux procaryotes, les homologues
aux protéines MutH, MutL et MutS des eucaryotes agiraient sous forme d’hétérodiméres et non
sous forme d’homodimeéres. Cette forte conservation an travers d’organismes si variés montre le
r6le prépondérant du systéme de réparation post-réplicative dans la réparation de I’ADN (Hsieh,

2001).

1.2.3 Conclusion

Ainsi, le taux de mutation spontanée dans I’ADN est inférieur a 10" voire 10 par paire de
bases répliquée, ceci grace a lintervention de 3 mécanismes : la discrimination des nucléotides
corrects et incorrects par I’ADN polymérase avant leur incorporation, I’excision des nucléotides
incorrects nouvellement incorporés grice a [IPactivité exonucléase de la polymérase, la
reconnaissance et la réparation des mésappariements résiduels par le systtme MMR (Tago ef al.,
2005). Le taux de mutation observé reflete donc 1’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 1ésions hors processus de réplication

1.3.1 Réparation des modifications de bases

La forte réactivité chimique des bases de I’ADN fait qu’elles sont sujettes a 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 génes
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codant des protéines permettant la réparation des modifications de I’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 a motif hélice-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 C1°-N et la 3-méthyl-adénine DNA
Glycosylase I ou Tag, qui, contrairement & AlkA, a une expression constitutive et non inductible et
qui élimine quasi-exclusivement les bases 3-méthyl-adénine (Bjelland ef al., 1993; Eichman et al.,
2003; Hollis e al., 2000; O'Brien and Ellenberger, 2004). La rupture de la liaison glycosidique
provoque D’apparition temporaire d’un site abasique avant incorporation de la base correcte

(Figure 3).
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Figure 3 : AlkA catalyse ’hydrolyse de la liaison glycosidique liant la 3-méthyl-adénine (m’A) au squelette d’ADN.

Le site abasique (Site AP) résultant est ensuite remplacé par le nucléotide correct (d’aprés Labahn ef al., 1996).

La protéine Ada, quant a elle, intervient dans le déméthylation des bases O6-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 ef al., 1994). Enfin, le géne alkB, situé dans 1’opéron ada-alkB, est
transcrit & partir du promoteur situé en amont du géne ada et code la protéine AlkB. Celle-ci
jouerait un role, comme AlkA, dans la réparation des alkylations, mais plus particuliérement sur

I’ADN simple brin (Dinglay et al., 2000). Les protéines AlkA, Ada et AlkB sont trés conservées
12
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chez de nombreux organismes, des bactéries a 1’homme, montrant leur réle important dans la

réparation des lésions spontanées de I’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 & une adénine. L’uracile N-glycosylase (ou Ung) et 1’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 étre réparé. La réparation des sites
abasiques se fait chez E. coli grice a I'intervention des endonucléases Exolll (codée par xth) et
EndolIV (codée par nfo), qui clivent en 5’ du site abasique, d’enzymes AP-lyases, qui clivent en 3°,

puis la polymérase poll et 1a ligase achévent le processus de réparation (Seeberg et al., 1995).

Enfin, la formation de diméres de thymine est une Iésion fréquente dans I’ADN. La
photolyase, réactive & la lumicre, intervient dans la dissociation de ces dimeres (Kao et al., 2005).
De méme, 1’endonucléase UvrABC reconnait la déformation due & la présence de 2 thymines
dimérisées et coupe I’ADN a ce niveau (Hsu ez al., 1995). L’intervention de I’hélicase UvrD, de la

polymérase poll et de la ligase permet de réparer totalement la 1ésion.

1.3.2 Réparation des Iésions causées par les espéces oxygéne réactives (ROS)

Les ROS (Reactive Oxygen Species) sont des produits naturellement issus du métabolisme
cellulaire aérobie qui endommagent d’ADN. La Iésion la plus fréquemment rencontrée est la
présence de 8-ox0-7,8-dihydro-2’-dGTP (ou 8-ox0-G). Un certain nombre de systémes permet la
réparation de ces lésions afin de prévenir I’apparition d’événements de mutation de type
transversion. En effet, le 8-0x0-G est capable de s’associer a une cytosine ou une adénine. Dans ce
deuxiéme cas, une mutation de type transversion pourra apparaitre puisqu’a la prochaine

réplication, cette adénine s’associera a une thymine au lieu d’une guanine.

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

(Michaels and Miller, 1992). La présence dans le pool nucléotidique de 8-0xo-G comme substrat
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pour I’ADN polymérase pollll, au méme titre que les 4 autres nucléotides normalement incorporés,
va provoquer son incorporation indifféremment en face d’une cytosine ou d’une adénine et pourra
étre a 1’origine d’une transversion. MutT est une 8-oxo-GTPase qui prévient I’incorporation de 8-
0x0-G dans I’ADN en hydrolysant le 8-0xo-dGTP en 8-oxo-dGMP, qui n’est plus un substrat pour
la synthése d’ADN. MutT est également capable d’hydrolyser le 8-0xo-rGTP, avec la méme
efficacité que le 8-oxo-dGTP, et prévient ainsi son incorporation lors de la synthése d’ARN,
assurant donc également une fonction dans la fidélité de la transcription (Shimokawa et al., 2000;
Taddei ef al., 1997a). MutT est retrouvée chez de nombreux organismes, des bactéries aux hommes,
ce qui montre 1’importance de son réle dans le processus de maintien de I’information génétique.

MutY est une DNA-glycosylase de la famille des DNA-glycosylases & motif hélice-coude-
hélice (Huffman et al., 2005). Elle reconnait les mésappariements 8-oxo-G : adénine et excise
I’adénine en laissant un site abasique, au niveau duquel va étre incorporé une cytosine (Fromme et
al., 2004; McCann and Berti, 2003). Elle est également capable de reconnaitre les mésappariements
8-0x0-G : guanine, empéchant la formation de transversions guanine : cytosine en
cytosine : guanine (Zhang et al., 1998).

MutM (ou Fpg) posséde 2 activités enzymatiques : DNA-glycosylase (de la famille hélice-
2 tours-hélice) et AP-lyase (Huffman er al, 2005; Lee and Chung, 2003). Elle reconnait les
mésappariements 8-0xo0-G : cytosine et excise le 8-0x0-G, a la place duquel va étre 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’hydrogéne (Onda et al., 1999; Ouchane et al., 1997).

Ainsi, I’excision d’un 8-0x0-G et le retour a la séquence nucléotidique correcte va étre le
résultat de I’intervention de MutY dans un premier temps, afin de restaurer la cytosine sur un brin,

puis de MutM, afin de restaurer la guanine sur I’autre brin.
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2 Facteurs endogénes augmentant la mutabilité

2.1 Notion de génes mutateurs

2.1.1 Définition

Un géne mutateur est un géne 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 gene mutateur, 1’état mutateur est
héréditaire ; s’il s’agit d’une variation d’expression, 1’état mutateur est transitoire. Par exemple, une
mutation dans 1’un des génes intervenant dans les mécanismes de maintien de I'intégrité de la
séquence nucléotidique présentés ci-dessus, c’est-a-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 dutaux de mutation dans la cellule.

2.1.2 Mutation dans les oénes des systémes de maintien de Pinformation

génétique

2.1.2.1 Mutation ou variation d’expression des génes du systéme MMR

Chez E. coli, la mutation dans un des génes mutH, mutS, mutL ou dam, intervenant dans le
systéme 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 systéme MMR ne peut
discriminer le brin nouvellement synthétisé. La réparation d’un mésappariement se fera donc de
fagon aléatoire en faveur du brin parental ou du brin néosynthétisé, conduisant dans le deuxiéme cas
a la fixation de la mutation.

Des souches déficientes dans un des génes mwutS, mutH ou mutL présentent des taux de
mutation trés élevés (100 a 1000 fois supérieurs & une souche sauvage). L’analyse du type de
mutations engendrées révele un pattern similaire pour les 3 mutants, montrant qu’ils appartiennent &
un seul et méme systéme de réparation. Les mutations les plus fréquemment observées chez ces

mutants dépourvus d’un systéme MMR actif sont des substitutions (75 %) et des délétions d’une
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base (25 %). Parmi les événements de substitutions, la trés grande majorité (96-97 %) consiste en
des mutations de type transition (Leong ef al., 1986; Schaaper and Dunn, 1987). D’autre part, il a
été montré que le systtme MMR n’était pas exprimé de fagon constitutive, mais qu’il était modulé
par 1’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 méme apres plusieurs jours de
phase stationnaire (Feng ef al., 1996). Les mutations qui apparaissent en phase stationnaire
présentent un spectre similaire a celui observé chez des souches déficientes pour le systéme MMR,
montrant le lien entre baisse du taux des protéines du systtme MMR lors de P’entrée en phase
stationnaire et accumulation de mutations (Harris ef al., 1999). Cependant 1’implication exclusive
du systtme MMR dans la formation de mutations de phase stationnaire, dont les mutations
adaptatives, reste au centre des discussions scientifiques (Foster, 1999; Harris ef al., 1999). 11 a été
montré treés récemment chez Pseudomonas putida que le taux de substitution était supérieur dans
une souche déficiente dans le systtme MMR que dans une souche sauvage en phase stationnaire et
que le spectre de substitutions observé dans ces 2 conditions était distinct, suggérant 1’implication
d’autres mécanismes que le systtme MMR dans ’apparition de mutations de phase stationnaire
chez cette espéce (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 systéme de réparation de type
MMR, qui permet le maintien d’un faible taux de mutation. Un exemple récent découvert chez
I’Homme permet d’illustrer I'importance de ce systéme. Il a été observé lors de I’infection par la
bactérie Helicobacter pylori des tissus gastriques d’un homme, une accumulation de MSI (pour
MicroSatellite Instability) au niveau de I’ADN des cellules humaines, consistant en une
augmentation du nombre de répétitions d’une séquence répétée, caractéristique de cellules
déficientes pour le systeme de type MMR. 11 a ainsi été proposé que H. pylori inhiberait le systéme
de réparation post-réplicative de son hdte, provoquant une augmentation du taux de mutation. Ceci
a pour conséquence 1’augmentation du risque de développement d’un cancer gastrique suite a

I’infection (Park ez al., 2005).
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2.1.2.2 Moutation dans les gemnes codant les sous-unités de polymérases :

exemple de dnaE, dnaQ, dnaX et polA

Des mutations dans le géne dnaF, qui code la sous-unité a de la polymérase pollll, peuvent
avoir un effet mutateur, en augmentant la fréquence d’incorporation de nucléotides incorrects suite
a4 une baisse du discernement entre nucléotides corrects et incorrects par la sous-unité a.
Paradoxalement, des mutations dans ce geéne peuvent avoir 1’effet inverse, & savoir un effet
antimutateur (Fijalkowska and Schaaper, 1995; Oller and Schaaper, 1994). Quatre hypothéses ont
été proposées pour expliquer cet effet antimutateur : un meilleur discernement des nucléotides a
incorporer, une meilleure relecture par la sous-unité € par modification de la communication entre
ces 2 sous-unités, une vitesse de synthése plus lente laissant plus de temps pour la relecture et la
correction ou une dissociation de I’ADN polymérase. Un double mutant dnaFE antimutateur et dnaQ
(substitution d’un acide aminé entrainant une activité exonucléase de 2 % par rapport a une souche
sauvage) présente toujours un phénotype antimutateur, montrant que la sous-unité & n’intervient pas
dans ’effet observé. La répartition des mutations a effet antimutateur tout au long du géne dnaFE
hors des motifs conservés et I’apparition plus fréquence de souches antimutatrices que de souches
mutatrices ont conduit les auteurs a rejeter 'hypothése selon laquelle le discernement des mutants
antimutateurs serait meilleur. L’hypothése retenue par les auteurs est donc celle impliquant une
dissociation de I’ADN polymérase (Figure 4). Aprés ’insertion d’un nucléotide, qu’il soit correct
ou incorrect, 3 voies sont possibles : I’extension (I’insertion du nucléotide suivant), la relecture
(activité exonucléase) ou la dissociation de la polymérase de I’extrémité 3°. Si le nucléotide inséré
est correct, le phénoméne d’extension est majoritaire. Si un appariement incorrect est présent a
I’extrémité terminale, le phénomeéne d’extension diminue et celui de relecture augmente, pouvant
s’accompagner d’une dissociation compléte ou partielle de la polymérase. Cette dissociation laisse
libre ’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 a I’issue du processus de réplication (Fijalkowska

and Schaaper, 1995).
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Figure 4 : Modéle de ’action antimutatrice d’un alléle 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 fléches sont employées pour illusirer les variations dans 1’importance
relative des voies indiquées : plus les fleches sont épaisses, plus la voie concernée est utilisée. La dissociation
partielle (ou glissement arriére) de ’enzyme est indiquée mais n’est quhypothétique. L’exonucléase représente
I’action d’une exonucléase 3° aspécifique capable de dégrader ’extrémité 3’ (d’aprés Fijalkowska and Schaaper,
1995).

Chez E. coli, des mutations dans le géne dnaQ, qui code la sous-unité € de I’ADN polymérase
responsable de I’activité exonucléase 3°-5°, aboutissent a un phénotype mutateur ou antimutateur et
des mutants présentant une activité exonucléase de 32 a 155 % par rapport & une souche présentant
un alléle dnaQ sauvage ont été caractérisés (Lehtinen and Perrino, 2004). La partie N-terminale de
DnaQ présente I’activité exonucléase a proprement parler alors que la partie C-terminale permettrait
la liaison & la sous-unité a. Une mutation dans la partie N-terminale de DnaQ aboutit a un
phénotype mutateur expliqué par la baisse de la capacité de relecture par la sous-unité &, mais une
mutation dans 1’extrémité C-terminale provoque le méme effet, malgré une activité exonucléase
intacte en N-terminal. Il a été proposé que I'intime liaison entre les sous-unités o et € de ’ADN
polymérase pollll, établie grace a ’extrémité C-terminale de DnaQ, soit indispensable 3 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 & (Dorazi, 2003). Des premicres observations ont
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révélé qu'une forte expression de mutd, qui code un ARN de transfert, provoquait une
augmentation d’un facteur 10 du taux de mutation. L’hypothése proposée était que cette
surexpression entrainait une mauvaise traduction de la sous-unité €. Une hypothése alternative a par
la suite été proposée, aprés 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
(mutd, glyV®™, alaV®) sont complémentaires 3 la séquence située entre les 2 promoteurs de dnaQ.
Ils pourraient ainsi s’hybrider & ’ARN messager issu du promoteur P1, a la maniere d’ARN
antisens, a proximité du rbs, et empécher la fixation du ribosome et ’initiation de la traduction de
dnaQ. Méme si la traduction a partir de I’ARN messager issu du promoteur P2 n’est pas affectée, le
taux de sous-unité ¢ est diminué dans la cellule ce qui provoque une augmentation du taux de
mutation dans la cellule. En effet, 1a polymérase pollll peut se trouver sous 3 formes : la forme I,
« error-free », dans laquelle chaque monomeére est associé a une sous-unité € ; la forme 111, « error-
prone », formée lorsque dnaQ est muté et £ absent et la forme II, correspondant au cas décrit ci-
dessus, dans laquelle la sous-unité € est limitante, ce qui conduit & un monomeére « error-free » et un

monomeére « error-prone » (Figure 5).

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

« error-free » «ErTor-prone »

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

(ovales blancs), € (ronds gris) et t (trapézes gris) (d’apres Dorazi, 2003).

Récemment, un phénotype mutateur a été associé a des mutations dans le géne drnaX, qui code
les sous-unités v et T de la polymérase pollll (Pham et al., 2006). Sept mutations conduisant a une
augmentation du taux de mutation ont été identifiées dans ce géne. Dans chacun des cas, la sous-
unité T est la sous-unité affectée, ce qui montre son réle essentiel dans la fidélité de la réplication.
Le phénotype mutateur conféré par une sous-unité T mutante consiste en une augmentation des

mutations de type transversions et frameshift -1.

Concernant la polymérase poll, codée par pold, 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 a
des liaisons avec des nucléotides non complémentaires.

D’autre part, une mutation dans le domaine Klenow n’a pas la méme 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 plutot de type duplication et frameshift +1 (Nagata et al., 2002; Tago
et al., 2005).

2.1.2.3 Mutation dans les génes intervenant dans la recombinaison : exemples

de recG et recA

Une mutation dans un des génes contrélant les mécanismes de recombinaison pourra avoir un
effet mutateur. Par exemple, un mutant d’F. 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 & 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, I’inactivation du géne recG provoque 1’induction du systeme 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 a I’ADN, indispensable au processus de recombinaison
homologue et a ’induction du systéme SOS. Pour induire le systéme SOS, RecA acquiert une
activité¢ de protéase et devient RecA*. Cette induction provoque une augmentation trés importante
du taux de mutation. Certaines mutations dans le géne 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 a 20 fois du nombre
d’événements de transversions guanine : cytosine en thymine : adénine et adénine : thymine en
thymine : adénine (Horst e al., 1999; Lavery and Kowalczykowski, 1992; Watanabe-Akanuma et
al., 1997).
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2.1.2.4 Mutation dans les génes mutM, mutY ou mutT

Des mutations dans un des génes du systéme GO de réparation des 8-0xo-G aboutit également
a un phénotype mutateur. Un mutant déficient dans le géne mutT n’est plus capable d’hydrolyser la
8-0x0-G avant son incorporation dans ’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 a
une souche sauvage (Taddei er al., 1997a). Un mutant dans les génes mutY ou mutM présente un
taux de transversions guanine : cytosine en thymine : adénine fortement augmenté par rapport a une
souche sauvage car il est incapable de corriger respectivement les mésappariements 8-oxo-
G : adénine et les 8-0x0-G:cytosine (Fromme ef 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 a 75 fois plus élevé que les 2 simples mutants, chez lesquels une des 2 glycosylases

reste active (Michaels ef al., 1992).

2.2 La transcription, source de mutation

Il a été montré que I’ADN sous forme simple brin est beaucoup plus sensible aux réactions
d’hydrolyse que ne I’est I’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 a des événements de désamination lorsque 1I’ADN se trouve
sous forme simple brin et cette désamination provoque 1’apparition d’un uracile, qui s’apparie
normalement a une adénine. Ce type de modification aboutit donc & 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 a haute fréquence (Klapacz and Bhagwat, 2002).

D’autre part, plus un géne 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 1’opéron /eu, permettant la biosynthése de cet acide aminé, est fortement augmenté,

de facon spécifique. Parallélement, une augmentation du taux de réversion lew vers leu' est
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observée, montrant un lien fort entre augmentation de la transcription et augmentation du taux de
mutation (Wright ez al., 1999).

Enfin, lors d’une trés forte transcription, le taux de super-enroulements négatifs de I’ADN est
accru en amont de I’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 systéme SOS

2.3.1 Induction en phase stationnaire

Le systeme SOS est un systéme de survie induit par des agents chimiques ou physiques
extérieurs endommageant directement ou indirectement I’ADN ou par une modification de 1’état
physiologique de la bactérie. Ainsi, une exposition aux U.V., a des rayons y ou a des rayons X ou
encore la présence dans le milieu de croissance de mitomycine C, d’aflatoxine B1 ou de benzo-o-
pyréne vont endommager I’ADN et provoquer I’induction du syst¢éme SOS. De méme, lors de
I’étape de transition entre phase exponentielle de croissance et phase stationnaire, la production
d’AMP cyclique augmente et provoque 1’induction du systéme SOS. Cette induction se fait de
fagon intracellulaire mais I’AMP cyclique sert également de signal entre les cellules d’une colonie
puisque la plus grande partie de I’AMP cyclique produit est excrétée hors de la cellule. Il peut donc
y avoir induction de ce systéme de survie dans 1’ensemble de la colonie (Taddei et al., 1995).

Le systeéme SOS est induit quand la cellule pergoit de I’ ADN simple brin (par exemple suite a
I’action d’agents mutagenes) ou lorsque la réplication est bloquée (par exemple lors de 1’entrée en
phase stationnaire). Dans les 2 cas, de I’ADN simple brin s’accumule et va étre 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 génes, dont recA et des génes 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
posséde 2 polymérases « error-prone » de la famille Y : pollV (codée par dinB) et polV (codée par
umuCD). Les génes dinB et umuCD font partie du régulon SOS et les protéines pollV, UmuC et
UmuD sont produites en réponse au systéme SOS (Figure 6). RecA* participe au clivage de la
protéine UmuD pour donner UmuD’ qui, avec UmuC, va former le complexe UmuD’,C, qui est la

polymérase polV active (Janion, 2001; Tang et al., 1999). De plus, une polymérase « error-free »
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appartenant a la famille B fait partie du régulon SOS, polll, codée par po/B (Banach-Orlowska et
al., 2005).
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Figure 6 : Induction du systéme SOS chez E. coli : la fixation du répresseur LexA en amont des génes du systéme
SOS empéche leur expression en phase exponenlielle de croissance. Lorsque de I’TADN est anormalement présent
sous forme simple brin, RecA est induile el activée, provoquan! le clivage de LexA et I'induction du régulon SOS,

ainsi que le clivage d'UmuD et I'activation de la polymérase polV (d’aprés Goodman, 2002).

I existe donc des phases de survie durant lesquelles le maintien de I’information génétique
dans les cellules n’est plus assuré. L'induction de polymérases « error-prone », via 1'induction du
systeme SOS, permet d’outrepasser les Iésions qui s’accumulent au niveau de I’ADN et bloquent la
fourche de réplication. Les polymérases pollV et polV ne possédent pas d’activité exonucléasique
3°-5°. empéchant la relecture et les rendant donc beaucoup moins fideles que poll et pollll (Godoy
et al., 2006; Goodman, 2002; Wagner er al., 1999). La polymérase polV est la plus « error-prone » :
elle est capable d’outrepasser les sites abasiques de fagon 50 a 100 fois plus efficace que les
polymérases poll. polll et pollll, en incorporant en face majoritairement une adénine et
minoritairement une guanine (Reuven et al., 1999; Tang ef al., 1999). Le processus de réplication
peut donc s¢ poursuivre, mais la fidélité de I'information génétique n’est temporairement plus

assurée,

Ainsi. lors de I’entrée en phase stationnaire de croissance, les bactéries passent par un état
hypermutable induit par le déclenchement du systeme SOS et I’intervention de polymérases « error-
prone ». Le systéme SOS peut rapidement étre réprimé une fois les conditions de croissance
redevenues favorables et constitue donc un mécanisme efficace de modulation rapide et transitoire

non seulement de I’expression génique mais également du taux de mutation.
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2.3.2 Induction par reconnaissance d’ADN étrangser

Lorsqu’une cellule percoit de I’ADN étranger dans son cytoplasme, il y a induction du
systtme SOS parce que ’ADN étranger est sous forme simple brin, comme lorsque de I’ADN
endogéne 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 ’homologie entre I’ADN
recu et I’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 I’hétérologie des séquences. L’induction du systéme SOS
augmente de facon exponentielle avec 1’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 systtme MMR et notamment les composants MutS et MutL vont faire avorter
la recombinaison RecA-dépendante (Matic ef al., 1995; Vulic et al., 1997; Worth et al., 1994). 1l a
été proposé que le systétme MMR n’agisse pas seulement aprés 1’échange de brin mais qu’il joue
également un réle dans le maintien de la fidélité de I’information génétique en imposant une rigueur
accrue a 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 entrainer ’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 exponenticlle mais de nombreuses modifications de 1’environnement surviennent,
appelées stress physiques ou chimiques, qui endommagent directement ou indirectement I’ADN et

auxquelles les bactéries doivent s’adapter pour survivre.
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3.1 Intervention des facteurs o-alternatifs

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 'activation de facteurs c-alternatifs. En conditions permettant une croissance exponentielle,
I’ARN polymérase est associé¢ au facteur 6’° primaire, codé par rpoD chez E. coli, mysA chez
Mycobacterium et hrdB chez Streptomyces, et transcrit les génes o/'-dépendants, c’est-a-dire
principalement les génes de ménage (Wosten, 1998). La fixation de facteurs c-alternatifs au
« core » de I’ARN polymérase va permettre d’activer des génes particuliers et de répondre au stress
considéré. Par exemple lors d’un stress thermique chez E. coli, le facteur 62, codé par rpoH, est
induit suite a I’accumulation de protéines partiellement dénaturées. En effet, lorsque la température

est optimale, la protéine chaperone DnaK séquestre o

et le complexe est dégradé par FtsH.
Lorsque la température augmente, les protéines partiellement dénaturées s’accumulent et DnakK est
trés affine pour ces protéines, libérant ainsi o>2. Son taux augmente alors de 20 fois et les génes o>>-
dépendants sont activés (Wosten, 1998). Parmi ces genes, le gene groE code la protéine GroE,
protéine chaperone qui aide les protéines essentielles a retrouver et maintenir leur bonne
conformation. GroE protege également polV de la dégradation et induit indirectement 1’expression
de pollV (Foster, 2005). Ainsi, cette action positive sur les 2 polymérases les plus « error-prone »

d’E. coli suggeére que la réponse au stress thermique via 1’activation de 6>2 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 ¢° et régulon rpoS

Le facteur o> (S pour Stress), codé par rpoS, appartient a la sous-famille des facteurs ¢ non
essentiels A la survie en phase exponentielle de croissance (Wosten, 1998). Il a d’abord été identifié
chez E. coli comme un facteur o intervenant lors de la mise en place de la phase stationnaire. Puis,
différentes études ont montré qu’il était également impliqué dans la réponse & 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 ef al., 1995; Muffler ef al., 1997). 1l est donc a
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présent considéré comme un régulateur majeur de la réponse au stress chez E. coli et contrble
directement ou indirectement 1’activité de plus de 140 geénes (Weber er al, 2005). Ce géne est
retrouvé chez de nombreuses bactéries a coloration Gram négative, comme le spirochéte Borrelia
burgdorferi et les protéobactéries des groupes a, B, vy et O, telles que Geobacter sulfurreducens,
espece chez laquelle il a ét€ montré par I’analyse de microarray que 1’expression de 294 génes était
affectée de fagon directe ou indirecte par le facteur 6°, soit prés d’un dixiéme du génome (Nunez et
al., 2006).

Chez E. coli, I’activation des génes du régulon rpoS dépend de I’activité de o°, activité qui
peut étre contrélée via de nombreux mécanismes, suivant le stress détecté. Ainsi, I’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 croissance  demsité température osmolarité faible en C température

celiulaire
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Activation directe ou indirecte de plus de 140 génes

Figure 7 : Le taux de o® est différemment affecté par les conditions de stress. Ainsi, ’augmentation intracellulaire de
la concentration en ¢° peut étre due 4 une augmentation de sa transcription, de sa traduction ou 1’inhibition de sa
protéolyse. L’induction la plus forte et la plus rapide combine plusieurs de ces régulations (d’aprés Hengge-Aronis,

2002a). Ec® représente 1’ ARN polymérase sous forme holoenzyme, liée au facteur o°.

En phase exponentielle de croissance, le taux de ¢° est quasiment nul, mais peut rapidement
étre augmenté de 20 fois en réponse a 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 o. ,

Ainsi, la transcription de rpoS peut étre affectée par différentes molécules, telles que le
(P)ppGpp, produit lors d’une limitation en acides aminés, qui va influencer 1’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, 1I’AMP cyclique régule négativement la
transcription de rpoS, puis positivement lorsque les cellules passent en phase de transition puis en
phase stationnaire (Hengge-Aronis, 2002a). 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 suggére qu’ils pourraient jouer pour I’un le rdle
d’activateur et pour ’autre celui de répresseur. En effet, la position du site situé en amont est
similaire & celle identifiée au niveau de 1’opéron /ac pour lequel le complexe AMP cyclique — CRP
joue le role d’activateur. Le second site, en aval du site d’initiation de la transcription pourrait jouer

un rdle inhibiteur.

+1
~i0 rpos
Site de Site de
fixation 1 fixation 2
activation inhibition

Figure 8: Représentation schématique des sites de fixation du complexe AMP cyclique-CRP (CRP-AMPc) au
niveau de la région promotrice du géne rpoS. Les boites -35 et -10 ainsi que le site d’initiation de la transcription (+1)
sont indiqués. La liaison au niveau du site de fixation 1 permettrait une activation de la transcription alors qu’une

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

La traduction dépend de la structure secondaire de I’ARN messager rpoS et de protéines,
telles que Hfq ou HU, qui se lient 4 I’ARN messager et stimulent sa transcription, en stabilisant sa
structure secondaire ou en recrutant des facteurs additionnels impliqués dans le contrdle
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 7poS. Par exemple la protéine H-NS est une protéine histone-like qui se
lie & PARN messager a la fagon d’une protéine chaperone de I’ARN et qui empéche ainsi sa
traduction.

Une fois la traduction achevée, le facteur ¢ peut encore étre régulé par protéolyse ou
séquestration, le rendant inactif. En effet, RssB est un facteur anti-c°> qui se lie a 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 1’activité de o° en s’y complexant, ce qui 1’inactive, mais également
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dans sa protéolyse, en le dirigeant vers ClpX (Hengge-Aronis, 2002a; Matic ef al., 2004).
Récemment, un systtme & 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 geéne rpoS mais aussi la stimulation

de la protéolyse de 6° (Mika and Hengge, 2005).

Lorsque rpoS est induit, le taux de ¢° augmente d’un facteur 20 et le régulon RpoS est induit.
Ce régulon comprend au moins 140 geénes, impliqués par exemple dans la régulation génique, les
systtmes de transport, le métabolisme énergétique central, le catabolisme des glucides, la
biosynthése 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 génes rpoS-dépendants concerne
principalement les voies de transports métaboliques et la résistance au stress. Alors que ¢° était
considéré uniquement comme un régulateur positif de ’expression génique, de récentes études ont
montré que certains génes étaient régulés négativement par o°. 11 s’agit par exemple des génes
impliqués dans la formation du flagelle, dont le géne fli4, codant un facteur ¢ nécessaire a la

formation de cette structure cellulaire et le geéne flgM, codant son anti-c (Patten et al., 2004).

De nombreuses études se sont focalisées sur la recherche d’une séquence consensus au niveau
des promoteurs des génes o°-dépendants. L’ ARN polymérase couplée 3 6'° (Eo’°) et celle couplée &
6> (Ec®) semblent reconnaitre les mémes séquences promotrices. La question a alors été de
comprendre ce qui permettait la spécificité de ces 2 holoenzymes et plus particuliérement ce qui
caractérisait un promoteur o°-dépendant. Cette spécificité a ainsi été caractérisée par la forte
conservation de certains résidus, notamment la boite -10, un C en position -12 et -13 et un TG en
position -16 et -15. De plus, une séquence consensus de boite -35 ne semble pas exister pour les
promoteurs induits par des facteurs o 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 Ec’® et Ec® en favorisant la fixation de 1"une
ou I"autre holoenzyme aux régions promotrices, en affectant la superstructure de I’ADN et ainsi le

positionnement des nucléotides importants a la sélectivité des 2 holoenzymes (Weber et al., 2005).
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3.2.2 Rdle de ¢° dans I’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
o°, de fagon LexA-indépendante. La polymérase pollV est produite tardivement lors de la phase
stationnaire (aprés 24 heures) mais le taux de polymérase pollV reste élevé pendant au moins 3
jours lors d’une culture continue et durant ce temps, ou pollV devient la polymérase prépondérante,
le taux de mutation est trés fort. Dans un mutant rpoS, la concentration de pollV 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 génes cibles de o° est la protéine
chaperone GroE, qui protége la polymérase polV de la dégradation (Foster, 2005; Saint-Ruf ef al.,
2004).

Ainsi, P’induction de o> 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 systeme MMR

En phase stationnaire, la quantité de transcrit muzS 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 Matic, 2006; Tsui ef al., 1997). L’inhibition du
systéme MMR est dépendante de I’expression de o°. En effet, un mutant inactivé dans 7poS
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 ’entrée en phase stationnaire
est RpoS-dépendante (Tsui et al, 1997). Le taux de o° augmente non seulement en phase
stationnaire mais aussi en phase de croissance si les bactéries sont confrontées a un stress nutritif,
osmotique, acide ou thermique et la capacité de réparation du systtme MMR est donc régulée

négativement dans des situations trés 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 caractére
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 & une induction de
I’environnement (Cairns ef al., 1988). En 1991, cette hypothése est confortée par Cairns et Foster
qui observent la capacité de mutants incapables de métaboliser le lactose (frameshift +1 dans le
gene Jacl porté par le plasmide conjugatif F) a réverter. Quand ces mutants sont étalés sur milieu
contenant du lactose comme unique source de carbone, c’est-a-dire en phase de non croissance,
I’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 géne dont la réversion conférait un avantage adaptatif ont été appelées
« mutations adaptatives ». Quelques années plus tard, Foster (1997) met en évidence que le géne /ac
n’est pas la seule cible de réversion dans de telles conditions. En effet, elle observe chez des
mutants /ac” fet’ cultivés sur milieu contenant du lactose comme unique source de carbone, des

révertants /ac" mais aussi des révertants zer® (Foster, 1997). Cette observation remet en cause 1’idée

% 4

selon laquelle les mutations qualifiées d’adaptatives n’apparaissent que dans les génes dont la
réversion permettrait une adaptation immédiate.

Les travaux menés actuellement conduisent a la conclusion que lors de la phase stationnaire
de croissance, le taux de mutation augmente de facon globale dans la cellule, et non de fagon
dirigée comme le pensait d’abord Cairns, notamment par inhibition du systéme MMR et activation
de polymérases « error-prone », comme nous 1’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 entrainé 1’entrée
en phase stationnaire alors que des mutations dans d’autres génes vont provoquer la baisse de la
valeur adaptative d’une bactérie mutante par rapport 4 une souche sauvage. Ainsi, des mutants dans
les polymérases polll, pollll et polV, dans le géne de la NADH déshydrogénase I chez E. coli ou
dans des geénes intervenant dans la compétence vont étre 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’alléles

conférant une plus forte valeur adaptative que 1’alléle sauvage et I’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 I’espéce (Arjan ef al., 1999).

33.1 L’exemple de lac” de FC40. Modéles d’hypermutabilité/amplification

Plusieurs mode¢les 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 hypothéses est le
passage par un état hypermutable, induit par le systéme SOS et s’accompagnant de 1’activation de la
polymérase pollV et de I’inactivation du systtme MMR (McKenzie et al., 2001). Dans ce modéle,
le taux de mutation est fortement augmenté dans les cellules en non croissance, augmentant la
probabilité d’apparition d’une mutation neutre, délétére ou « adaptative », c¢’est-a-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 géne lac mais ’amplification de la
région contenant ce géne en 20 a 50 copies (Hastings ef al., 2000; Hastings and Rosenberg, 2002).
Cette augmentation du nombre de copies pourrait permettre d’obtenir une activité enzymatique
similaire a celle d’un alléle sauvage. Enfin, un modéle 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 géne /ac aboutissant a une augmentation du nombre
de cibles mutationnelles. Le taux de mutation au niveau du géne lac ne serait ainsi pas augmenté
mais c¢’est le nombre de cibles potentielles pour un événement de réversion qui le serait. Dans ce
modele, la probabilité qu’une mutation de type réversion ait lieu dans une des copies du géne /ac est
plus importante mais, si elle a lieu, le révertant croit moins vite, en raison du coiit énergétique
résultant de ses nombreuses copies du géne lac. La derniére étape consisterait en la perte des copies
qui n’ont pas subi 1I’événement de réversion et I’obtention d’une souche révertante monocopie pour

le géne lac et capable de métaboliser le lactose.

3.3.2 Mutant « GASP » rpoS

Lors d’une carence nutritive, la croissance bactérienne ralentit jusqu’a son arrét. 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 a2 une souche sauvage en phase stationnaire. Le premier mutant
« GASP » découvert était muté dans le géne rpoS. Cette mutation, nommée rpoS819, consistait en

la duplication de 46 pb en 3’ du géne rpoS. Cette mutation de type décalage du cadre de lecture se
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traduit d’un point de vue protéique par la synthése d’un facteur o plus longs de 35 acides aminés
par rapport 4 un facteur o> sauvage (Zambrano and Kolter, 1993; Zinser and Kolter, 1999). Cette
mutation est de type perte de fonction puisque les 2 génes o°-dépendants katE et bolA ne sont plus
exprimés.

Comment la perte d’un géne essentiel a la réponse au stress, notamment lors de la phase
stationnaire, peut-elle conférer un avantage adaptatif ? En fait, des souches mutées dans 7poS sont
capables, dans certaines conditions environnementales, de mieux croitre car elles sont capables de
métaboliser un plus grand nombre de substrats et des substrats en quantité trés faible (Ferenci, 2003;
Saint-Ruf and Matic, 2006). Par exemple, le facteur o° exerce une régulation négative sur les génes
codant pour des transporteurs & haute affinité pour le glucose, tels que les génes mgl et mal, génes
pourtant nécessaires lors d’une limitation en nutriments (Ferenci, 2001). Une perte de fonction du
gene rpoS permet donc I’expression de ces transporteurs et 1’assimilation des nutriments présents
dans le milieu. Cependant, la contrepartie de cet avantage est la baisse de la résistance a de
nombreux stress extérieurs. La restauration de la fonction de o°, par réversion d’une mutation
ponctuelle ou par réacquisition par transfert horizontal d’un géne rpoS fonctionnel, peut donc étre

fortement sélectionnée dans de nombreux environnements (Ferenci, 2003).
Ainsi, dans les populations naturelles d’E. coli, une balance est souvent observée entre un

géne rpoS sauvage et un géne rpoS muté et ce géne présente un nombre d’alléles différents tres

important.

3.3.3 Mutant « GASP » Irp

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 géne rpoS. Ces 3 mutations ont été appelées
sgad, sgaB et sgaC. Zinser et Kolter (2000) ont identifi¢ la mutation sgaB. Elle se situe dans le
geéne /rp (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 rdle 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-a-dire rpoS et lrp, codent des régulateurs de nombreux génes.

32



3 b 3 ot
PO UCion

Ainsi, bien que la modification d’une fonction peut augmenter la valeur adaptative d’une
cellule, la modification de nombreuses fonctions en méme temps, en altérant un régulateur global de
ces fonctions, tel que rpoS ou lrp, pourrait augmenter encore plus la valeur adaptative d’une cellule

(Zinser and Kolter, 2000).

3.3.4 Mutant « GASP » sgad

Aprés la découverte de la nature de la mutation sgaB, Zinser et al. (2003) ont identifié la
nature de la mutation sgad. Des expériences de RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism) ont montré que cette mutation consiste en un réarrangement génomique qui va, de
fagon concomitante, provoquer 1’activation d’un locus et 1’inactivation d’un autre (Figure 9). Ce
réarrangement se serait fait en 2 étapes, la premiére consistant en I’insertion d’un élément IS5 entre
le promoteur et la boite CRP du géne cst4, codant une perméase, et la seconde en une
recombinaison homologue entre cette IS5 et celle naturellement présente en aval de I’opéron ybeJ-
gltJKL-ybeK. Cette recombinaison provoque I’inversion du fragment compris entre les 2 copies
d’IS5, plagant ’opéron ybeJ-gltJKL-ybeK en aval du promoteur de cst4 et de la boite CRP. Cet
opéron code pour un transporteur putatif d’acides aminés et I’activation de ce locus chez ce mutant
pourrait donc conférer un avantage en permettant 1’import de certains acides aminés. Le géne cts4
code une perméase induite lors d’une carence nutritive (Schultz and Matin, 1991) et pourrait donc
conférer un avantage en phase stationnaire en permettant a la cellule de capter les nutriments.
L’inactivation de ce géne pourrait ainsi laisser penser a une baisse de la valeur adaptative en phase
stationnaire. En fait, les auteurs suggérent que la perte de la capacité a exploiter une ressource
particuliére (capacité permise par CstA) est largement compensée par la capacité a exploiter
d’autres ressources telles que des acides aminés (capacité permise par 1’expression de 1’opéron
ybeJ-gltJKL-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 » sgad est issu d’un réarrangement génomique en 2 étapes, impliquant 2 éléments 1S5.
Chez la souche sauvage, les loci cstd et ybe-gitJKL-ybeK sont espacés de 60 kb environ et transcrits dans des
orientations opposées. Le premier réarrangement consiste en I'insertion d’une IS5 entre le promoteur et la boite CRP
(CRP box) de cstd. Le second événement consiste en I’inversion de la séquence entre les 2 IS5 (d’aprés Zinser et al.,
2003).

Ainsi, en conditions de non croissance, des mutations s’accumulent suite a 1’activation, entre
autre, de polymérases « error-prone » et des mutations favorables et délétéres vont apparaitre,
conférant respectivement un phénotype « GASP » aux souches mutantes plus compétitives qu’une
souche sauvage ou au contraire diminuant la valeur adaptative par rapport a 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 particuliéres
de croissance peuvent apparaitre. Ce phénomeéne dynamique aboutit & une diversité des populations
bactériennes, diversité permettant la survie si un nouvel environnement vient a étre 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 sénérale 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 synthése 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, grice a son interaction avec la protéine ribosomale L11, provoque la
synthése de (p)ppGpp en transférant un phosphate donné par une molécule d’ATP a une molécule
de GTP ou GDP (Chatterji and Ojha, 2001; Jain ef al., 2006; Wendrich ef al., 2002). Une autre voie
de synthése de (p)ppGpp ribosome-indépendante existe via la protéine SpoT, qui posséde surtout
une activit¢ d’hydrolase du (p)ppGpp mais qui peut parfois étre responsable de sa synthése,
notamment lors d’une limitation en carbone (Gentry and Cashel, 1996; Hernandez and Bremer,
1991).

Chez de nombreux organismes a coloration Gram positive, comme Bacillus, Streptomyces ou
Streptococcus, la réponse stringente existe également mais les activités de synthése et de
dégradation du (p)ppGpp dépendent d’une seule et méme 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 ’espéce concernée (par exemple Relyw, désigne la
(p)ppGpp-synthétase-hydrolase de Mycobacterium tuberculosis et Relseq celle de Streptococcus
equisimilis). 11 a été montré chez S. equisimilis que le caractere bi-fonctionnel de cette protéine était
géré grice a un changement conformationnel permettant de passer de 1’état hydrolase
OFF/synthétase ON a DI’état hydrolase ON/synthétase OFF (Hogg et al., 2004). Récemment, un
second membre de la famille des homologues a RelA/SpoT a été identifié chez certaines de ces
bactéries, montrant que rel ne serait pas le seul gene impliqué dans la synthese du (p)ppGpp. Ainsi,
le géne rshA de S. coelicolor provoque la synthése de (p)ppGpp lors d’une limitation en phosphore
(Sun et al., 2001).

Une protéine homologue a 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 1’ultime but est

I’adaptation aux nouvelles conditions environnementales. Ainsi, il influence la réplication de
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I’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 Ojha, 2001; McGlynn and Lloyd, 2000).

3.4.2 Action du (p)ppGpp sur Pexpression génique

Chez la majorité des espéces bactériennes, I’ARN polymérase est composée de 6 sous-unités :
un dimére de la sous-unité a, qui sert d’échafaudage aux sous-unités f et B’°, qui constituent le
centre actif de I’enzyme. La sous-unité o permet la liaison de B’ au complexe a,p (Ghosh ef al.,
2003). Enfin, la sous-unité o est indispensable a Dinitiation de la transcription en formant
I’holoenzyme. Le (p)ppGpp est capable de se lier aux sous-unités B et B’ de I’ARN polymérase et
d’interagir indirectement avec la sous-unité o, et ainsi de modifier de facon positive ou négative la
transcription de nombreux génes (Magnusson et al., 2005; Toulokhonov et al., 2001; Vrentas et al.,
2005). Ainsi, chez E. coli, les génes requis pour la division cellulaire, la formation de I’enveloppe
cellulaire, la synthése d’ARN ribosomaux et de transfert sont réprimés alors que les génes de
biosynthése 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 2 vie
(Barker et al., 2001b). Ces complexes sont treés instables au niveau des promoteurs des génes
d’ARN ribosomaux, ce qui expliquerait I’effet négatif du (p)ppGpp sur leur franscription. Des
séquences discriminatoires riches en guanosines, et surtout en cytidines, conduirait le (p)ppGpp a
avoir un role négatif plutdt que positif (Artsimovitch er al, 2004; Wright, 1997). Ainsi, les
séquences en amont des génes d’ARN ribosomaux sont riches en guanosines et cytidines alors que
celles des génes de biosynthése d’acides aminés sont riches en adénosines et thymidines. De plus, le
(p)ppGpp augmenterait les pauses de I’ARN polymérase lors de 1’élongation de la transcription,
notamment au niveau des génes contrdlés 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 a I’ADN mais a ’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 a la
fois I’effet négatif du (p)ppGpp sur les promoteurs des ARN ribosomaux, en réduisant la durée de
vie des complexes ouverts, et ’effet positif du (p)ppGpp sur les promoteurs des génes de
biosynthése d’acides aminés (Paul ez al., 2004; Paul ez al., 2005).

Enfin, un des effets positifs du (p)ppGpp a souligner est son rdle essentiel dans 1’activation de

rpoS et de son régulon. Le (p)ppGpp a une influence positive sur 1’élongation de la transcription et
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la stabilit¢ du transcrit rpoS (Hengge-Aronis, 2002a; Lange er al, 1995). De plus, il est
indispensable a 1’expression des génes rpoS-dépendants, puisqu’un mutant incapable de produire du
(p)ppGpp n’exprime pas ces génes, méme en présence de forts taux de o° (Kvint ef 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 ef al., 1993; Teich et al., 1999).

GIP+ATP

Stress et
carence

PROGRE

Limitation en acides aminés

PRG PR

- - - - Yeoooyr T

ARN Protéines Acides gras Réplication rpoS  Protéines Biosynthése
stable ribosomales Lipides de PADN ¥ universelles d’acides
Facteurs Paroi &5 de stress aminés
d’élengation | Protéolyse
¥+ ¥+ '+

+
Glycolyse Génesde Génesde Genes de
survieen survieen survieen
phase stress stress
stationnaire eoxydant osmetique

Figure 10 : Le (p)ppGpp est produit par phosphorylation d’'un GTP en utilisant un ATP comme donneur de
phosphate, grice & I’intervention de la protéine RelA et de la protéine ribosomique L11 ou par la protéine SpoT, qui
possede une activité synthétase ou hydrolase selon les conditions. Le (p)ppGpp se lie 3 I’ARN polymérase et redirige
la transcription vers les génes de résistance et de survie plutét que vers les génes de croissance (d’aprés Magnusson ef

al., 2005). L’effet positif (+) ou négatif (-) du (p)ppGpp sur la transcription est indiqué.

3.4.3 Action du (0)ppGpp sur la compétitivité des facteurs ¢

Chez E. coli, 2 modeles permettent d’expliquer la redirection de la transcription vers des
génes peu transcrits en phase exponentielle de croissance: le premier modeéle se base sur
I’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 requi¢rent une plus forte concentration d’ARN polymérase que les

promoteurs d’ARN ribosomaux pour étre 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 ainsi
I’augmentation du taux d’ARN polymérase libre, ce qui permettrait aux promoteurs qui ont une
faible capacité a recruter cette enzyme de bénéficier de 1’augmentation de la disponibilité de I’ARN
polymérase (Magnusson et al., 2003; Nystrom, 2004). Le deuxieme modele est basé sur la
modification de la compétitivité des facteurs o par le (p)ppGpp : des expériences de compétition in
vitro et in vivo ont montré que les facteurs alternatifs (o, 6% et ™) étaient plus compétitifs en
présence de (p)ppGpp que 6’ pour la liaison au « core » de ’ARN polymérase. Ainsi, chez un
mutant incapable de produire du (p)ppGpp, le taux de facteurs o alternatifs liés au « core » de
I’ARN polymérase est plus faible que chez une souche sauvage. Des quantifications par western
blot ont montré que les concentrations de 6" et 6°> liés au « core » étaient réduites de 70 % par
rapport a une souche sauvage (Jishage et al., 2002; Laurie et al., 2003). De plus, 1’incapacité pour
un double mutant reld spoT de déclencher la réponse stringente peut étre abolie par certaines
mutations dans rpoD (codant 6”°) le rendant moins compétitif pour la liaison au « core » de ’ARN
polymérase, ou par la surexpression de Rsd, I’anti-o’°, provoquant une séquestration de o'°. Dans
ces cellules, une restauration de I’expression des promoteurs o°-dépendants est observée en absence

de (p)ppGpp (Hernandez and Cashel, 1995; Jishage ef al., 2002).

344 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 ét€ montré que le taux de réversion des génes leuB et argH était plus important chez
une souche reld” que chez la souche isogénique reld” (Wright, 1996). Lors d’une limitation en
acides aminés, le (p)ppGpp synthétisé va activer spécifiquement les génes de biosynthése d’acides
aminés, dont leuB et argH. 11 est envisageable que cette augmentation de la transcription se traduise
par I’augmentation de la concentration en ADN simple brin, plus vulnérable aux mutations, d’ou
une augmentation du taux de réversion des génes concernés. D’une fagon plus générale, la réponse
stringente peut étre vue comme une réponse modifiant le profil d’expression de nombreux génes,
créant un nouveau profil pour lequel le taux de mutation des génes 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 génes 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, ’initiation de la réplication est bloquée au
niveau d’oriC, chez B. subtilis, le blocage se fait approximativement a 200 kb d’oriC, c’est-a-dire
aprés que 10 % environ du chromosome a été répliqué. Ce blocage se fait au niveau de sites
nommeés LSTer et RSTer (pour Left ou Right Stringent Terminators) et requiert la présence de
®ppGpp et de la protéine RTP, équivalent fonctionnel de la protéine Tus chez E. coli,
normalement active au terminus de la réplication (Autret ez 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 I’ADN. En effet, les ARN polymérases
bloquées au niveau d’une lésion de I’ADN provoquent a la fois des problémes dans la réparation par
excision de la 1ésion 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 1ésions (McGlynn and Lloyd, 2000; Trautinger et al., 2005).

3.4.6 La réponse strinpente comme stratégie de survie

La survie des bactéries lors d’une modification de I’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 I’établissement de quorum-sensing. De
nombreux exemples démontrent que la réponse stringente est requise dans ces phénomeénes

biologiques, que ce soit chez des bactéries pathogénes ou non pathogénes.

Ainsi, chez S. typhimurium, le (p)ppGpp induit ’expression de nombreux ilots de
pathogénicité et de génes de virulence et une souche incapable de synthétiser du (p)ppGpp est
avirulente (Pizarro-Cerda and Tedin, 2004; Song et al., 2004). De méme, chez Vibrio cholerae,
bactérie pathogéne 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 ef al., 2003). Mycobacterium tuberculosis est capable de rester en

« état dormant » plusieurs années dans I’organisme humain, sans apparition de symptémes. On
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estime a 1/3 la population humaine infectée de fagon latente par cette bactérie. Il a été montré que le
(p)ppGpp intervient dans ce processus de survie a 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 a cette bactérie d’exprimer ses genes de virulence, d’échapper a son héte, de survivre et de
se disperser dans I’environnement jusqu’a 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 grice a 2 acylhomosérine lactones. La protéine RelA contribue a la

pathogénicité en agissant sur 1’établissement de ce quorum-sensing (Erickson er 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, a
travers lesquels le milieu est libre de circuler, permettant ainsi I’accés aux nutriments et
1’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 a 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 I’'Homme, nécessitent I’établissement d’un biofilm, formation RelA-dépendante
(Lemos et al., 2004; Taylor et al., 2002). Ce processus de survie a un stress nutritif est donc

dépendant de la réponse stringente (Balzer and McLean, 2002).

Certaines bactéries réagissent & un stress nutritif en déclenchant un programme de
développement morphologique particulier, permettant la survie de [’espéce. Chez
Myxococcus xanthus, le choix entre croissance et déclenchement du processus de fructification
dépend principalement de 2 protéines a effet opposé : CsgA (qui intervient dans la formation du
corps de fructification, durant lequel environ 100 000 cellules s’agrégent) et SocE (qui privilégie la
croissance) (Figure 11). Le (p)ppGpp inhibe la transcription du géne socE et active celle du géne

csgd, 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 I’expression du

facteur A, indispensable au déclenchement du processus de fructification (Harris ef al., 1998).

Stress nutritif

ppGpp

Agrégat

AR

Carence

Spores %

Croissance

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 4 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 &
l’agrégatiori des cellules et & la formation d’un corps de fructification multicellulaire. Lorsque la phase de carence est
achevée, leé spores sont disséminées du corps de fructification et germent (d’aprés Kaplan, 2003 et Crawford and
Shimkets, 2000).

Le processus de sporulation de B. subtilis est également dépendant de la réponse stringente.
Un mutant reld” 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 génes reld, mazE et mazF constituent un
opéron. MazF est une toxine trés stable et MazE est une protéine labile, qui protége la cellule de
I’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 I’anti-toxine va baisser beaucoup plus rapidement que celle de la toxine MazF,
conduisant & la mort de la cellule (Aizenman et al., 1996). Les auteurs ont proposé que la mort
d’une partie de la population pourrait servir a la survie de I’autre partie, par exemple par relargage

de nutriments lors de la lyse des cellules. La mort cellulaire programmée pourrait donc étre un
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processus indispensable a la survie, non pas de I’individu en tant que tel, mais de la population ou
de I’espéce a laquelle il appartient. L’hypothése 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 phénomeéne de mort cellulaire : chez B. subtilis, le processus
de sporulation s’achéve par la lyse de la cellule mére, lyse qui permet non seulement de libérer
I’endospore, mais qui pourrait également permettre d’apporter des nutriments nécessaire a 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 a 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
I’établissement d’un biofilm chez P. aeruginosa, des événements de mort cellulaire conduisent & la

bonne organisation spatio-temporelle du biofilm (Webb et al., 2003).

4 Streptomyces : un modéle d’étude de instabilité génétique

Les bactéries du genre Streptomyces sont des bactéries filamenteuses non pathogenes du sol,
appartenant a la famille des Actinomycétes, bactéries a coloration Gram positive et & haut

pourcentage en bases GC.

4.1 Différenciation morphologique et physiologique des Streptomyces

4,1.1 Cvcle de différenciation

Le cycle de différenciation morphologique des Streptomyces est complexe et aboutit & un
organisme bien différencié : sur milieu gélosé, a partir d’une spore nait un mycélium végétatif a
croissance radiale, qui rampe sur la gélose. Ce mycélium est composé d’hyphes ramifiés et
multigénomiques. Apreés 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, aprés 4 4 5 jours de croissance, les filaments du mycélium aérien subissent
une septation, ce qui donne naissance a des chainettes 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 ’analyse des génomes de Mycoplasma genitalium, de Lactococcus lactis et
d’E. coli, 3 bactéries dont 1’habitat est peu variable et la taille du génome inférieure a 4,7 Mb, révéle
la présence respective de 1, 2 et 7 facteurs o, 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 systémes a 2
composants était directement proportionnel a la taille du génome. Ainsi, chez Pseudomonas
aeruginosa, dont la taille du génome est de 6,3 Mb, plus de 500 genes interviennent dans les voies
de régulation alors que M. genitalium, dont la taille n’excéde pas 0,6 Mb, ne posséde pas de
protéines régulatrices (sauf un facteur ¢) ni de systémes & 2 composants (Koonin et al., 1996;
Stover et al., 2000). Chez S. coelicolor, de nombreux systémes de transduction de signal a deux
composants, intervenant dans la régulation transcriptionnelle, ont été identifiés (Hutchings et al.,
2004). Cette multitude de régulateurs de I’expression génique, intervenant dans de nombreuses
cascades de régulation, rend compte du métabolisme complexe de cette bactérie, qui peut étre
expliqué par son habitat. En effet, le sol est non seulement un milieu trés 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 Strepfomyces présentent un des plus grands génomes bactériens
(entre 8 et 10 Mb). La complexité de sa niche écologique a conduit a 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 trés grand nombre de
métabolites secondaires d’intérét 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 a la survie de la bactérie, du moins en conditions de laboratoire, coincide

avec le passage du mycélium végétatif au mycélium aérien.
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4.2 Identification de mutants bloqués dans

morphologique

Introduction

la différenciation

La caractérisation de mutants de S. coelicolor affectés dans la différenciation morphologique

a permis de mettre en évidence 2 classes de genes : les génes bld (pour bald) et les génes whi (pour

white).

4.2.1 Les mutants bid

Les génes bld (tableau 2) sont des génes dont la mutation provoque une absence de production

de mycélium aérien. Ce blocage est dii a I’incapacité de ces mutants & produire SapB, peptide de

surface sécrété, indispensable a la croissance du mycélium aérien (Chater, 1993; Nodwell et al.,

1999; Willey et al., 1993).

Tableau 2 : Liste des génes bld identifiés. Les fonctions associées sont indiquées.

Gene Fonction associée Référence

bldJ (bid261) | ler signal extracellulaire Nodwell et al., 1996

bldK Transporteur ABC Nodwell et al., 1996

bldd ARN de transfert qui reconnait les codons rares Kim et al., 2005
UUA

bidH Régulé par BIdA car contient un 'codon TTA ‘ Takano et al., 2003
Contribue, avec BldA, au 2éme signal extracellulaire

bldG Facteur anti-anti-c Bignell et al., 2000

bldC Activateur transcriptionnel de la famille MerR Hunt et al., 2005

bldD Protéine de liaison & I’ ADN. Régule négativement Bibb et al., 2000
whiG, sigF, bldN, bdtA et sa propre transcription Elliot ef al., 2001

bldM Régulateur 4 2 composants de la famille FixJ Molle and Buttner, 2000

Alors que I’observation des fonctions de ces geénes 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 génes dans la cascade de signaux extracellulaires aboutissant
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a la morphogenése du mycélium aérien (Figure 12) (Kelemen and Buttner, 1998). Par exemple,
quand un mutant b/dK était cultivé a proximité d’un mutant bldJ, un liseré gris apparaissait sur le
mutant bldJ mais pas sur le mutant b/dK, montrant que le géne bldK intervient aprés bldJ dans la

cascade de différenciation.

SapB Mycélium
ap aérien

bldK
S DIAABIAH  BldG  BIdC  bldDIbidM

Hyphes
ramifiés se
développan
dans P’agar

O O Perméase BIdK

. SapB

Figure 12 : Schéma indiquant la cascade d’expression des génes bld conduisant & la production de la protéine SapB.
Le signal 1, produit par le géne bldJ, s’accumule de fagon extracellulaire puis est importé par la perméase BIdK, ce
qui provoque la synthése du signal 2 qui est exporté puis provoque la synthése du signal 3 grice 3 I’intervention de
bldA et bldH. Le signal 3 est relargué et provoque la synthése via bldG puis le relargage du signal 4 qui provoque la
synthése puis le relargage d’un dernier signal, le signal 5. Ce signal provoque la production de SapB et I’érection du

mycélium aérien (d’aprés Nodwell ef al., 1996 et Kelemen and Buttner, 1998).

4.2.2 Les mutants whi

4.2.2.1 Présentation générale des génes whi

Les geénes whi sont des génes dont la mutation empéche la formation de spores matures
malgré la présence d’un mycélium aérien développé. Il existe deux types de geénes whi, dits
précoces (tels que whid, whiB, whiG, whiH, whil et whiJ), qui jouent un role dans les premicres
étapes du processus de sporulation lors de la septation des hyphes aériens, et les génes dits tardifs
(tels que sigF, whiD, whiE, whiL, whiM et whiO) qui interviennent dans la maturation des spores.
La fonction exacte de whid, whiJ, whiO, whiM, et whiL reste encore inconnue.

Un phénotype mutant a été associé a la mutation dans chacun des génes whi identifiés (Figure
13). Ainsi, une mutation dans les génes whiG ou whiH, qui font partie des génes précoces, n’aura
pas le méme impact morphologique qu'une mutation dans les génes whiD ou whiE, qui font partie

des génes 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 chainettes de spores enroulées et

différenciées se rapprochant fortement de ce qui est observé chez une souche sauvage.

Mycélium §

i, “ cé
acrien s

Figure 13 : Représentation de la métamorphose progressive d’un hyphe aérien en chaine de spores. Le moment ol

les différents génes whi sont actifs est indiqué (d’apres Chater er al., 1998).

Des essais de complémentation ont permis de mettre en évidence que les génes whi,

comme les genes bld, sont organisés en cascade de régulation (Figure 14).
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Figure 14 : Représentation de I’enchalnement temporel des protéines Whi de fonction connue au cours de la

Spores pigmentées & <« sigF

formation des spores. Les@indiquent les protéines régulant positivement certains génes. WhiG deviendrait actif
lors de 1a croissance des hyphes aériens, ce qui permettrait la transcription de whiH et whil. Les protéines WhiA et
WhiB pourraient étre converties en formes actives lors d’une réduction de croissance du mycélium aérien, ce qui
permettrait de coordonner 1’arrét de la croissance. Cet arrét pourrait &tre un signal qui modifierait la conformation
des protéines WhiH et Whil, qui perdraient leur activité d’autorépresseurs et activeraient le processus de septation.
A ce moment 13, les protéines tardives, comme whiE, whiD et sigF’ activent la maturation des spores (d’aprés
Chater, 2001).

4.2.2.2 Le géne whiG

Le géne whiG code un facteur c-alternatif de 280 acides aminés, similaire 4 c° de B. subtilis
et 4 ¢ des bactéries coliformes (Amosti and Chamberlin, 1989; Ohnishi et al., 1990). Des
homologues 2a o0 existent dans d’autres espéces de Strepfomyces comme S. avermitilis,
S. griseocarnum, S. aureofaciens montrant son réle important dans le développement (Kormanec et
al., 1994; Omura et al., 2001; Soliveri et al., 1993). Les facteurs "6 P et oF appartiennent a la
grande famille des facteurs 6”° et 4 la sous-famille des facteurs c-alternatifs. La famille des facteurs
6" 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 boite -10 des promoteurs régulés par

ces facteurs o et la région 4.2 dans celle de la boite -35 (Wosten, 1998).
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Trois génes cibles de ™™ ont été identifiés chez S. coelicolor. 11 s’agit de whiH, whil et d’un

gene codant une protéine ProX-like intervenant dans la réponse au stress osmotique (Ainsa ef al.,
1999; Ryding et al., 1998; Tan et al., 1998).

La régulation de whiG et de 6™ est encore peu connue (Chater, 2001). En effet, alors que le

facteur ¢™1¢

ne semble étre actif qu’a partir de la mise en place du processus de sporulation, des
expériences de protection a la nucléase S1 ont montré qu’un transcrit whiG était détecté a un taux
relativement constant tout au long des stades du développement (Elliot ef al., 2001; Kelemen ef al.,
1996). Un facteur anti-o™"9 pourrait étre responsable de cette activation temporelle. Le facteur
o"C est trés homologue au facteur 6F de S. typhimurium dont I’anti-c est FlgM (Chater, 2001;
Ohnishi et al., 1990). Cependant, I’analyse du génome de S. coelicolor ne révéle aucun homologue
a FlgM.

D’autre part, il a récemment été mis en évidence qu’un des génes bld, bldD, codait une
protéine se liant 2 I’ADN et réprimant entre autres génes le géne whiG (Elliot et al., 2001). Ceci
pourrait expliquer la régulation temporelle de ’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 I’ADN sous forme décondensée tout au

long des hyphes aériens (Flardh ez al., 1999).

4.2.2.3 Le géne whilH

Ce gene 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 (Rigali er al., 2002). WhiH
appartient & la sous-famille FadR, sous-famille la plus représentée (40 %). Ces répresseurs
présentent un motif HTH permettant 1a liaison a ’ADN et la majorité serait active sous forme de
dimére.

Les geénes 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 I’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 1’apparition des premicres
spores, ce qui coincide avec I’initiation de la transcription de sigF. La transcription de whiH est
oMY dépendante et il a été montré qu’un mutant ne produisant pas de ¢*™® fonctionnel ne
présentait pas de transcrit pour whiH (Ryding et al., 1998). Enfin, whiH pourrait étre 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 étre
induite en réponse a une accumulation transitoire de longues chaines d’acétyl-CoA suite a un arrét
de la croissance (DiRusso and Nystrom, 1998). WhiH pourrait ainsi permettre la transmission
d’information sur 1’état physiologique des hyphes aériens & la machinerie transcriptionnelle des
geénes de sporulation (Ryding ef al., 1998).

D’un point de vue phénotypique, le mutant whiH présente des hyphes aériens légérement
enroulés et divisés en fragments de taille variable. Ces hyphes contiennent de I’ADN condensé mais
les nucléoides sont positionnés de fagon aberrante (Flardh et al., 1999). Contrairement aux mutants
whid, whiB et whiG, le mutant whiH présente une légeére pigmentation grise, montrant que le gene

whiE n’est pas totalement inactif (cf. paragraphe 4.2.2.7).

4.2.2.4 Le géne whil

Le géne whil code un « response-regulator » atypique de systéme a 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 a une « serine-kinase » juste en
aval et il lui manque au moins 2 des résidus trés conservés dans la poche de phosphorylation. La

WhiG ot elle

transcription de whil est contrdlée de fagon temporelle spécifiquement par le facteur ¢
atteint un maximum au moment de la formation des spores. Un mutant nul whil présente des
transcrits whiH et whil précoces et plus fortement présents et persistants qu’une souche sauvage
suggérant que le géne whil réprimerait sa propre transcription ainsi que celle du géne whiH.

D’un point de vue phénotypique, le mutant nul whil présente des hyphes aériens de longueurs
similaires & ceux observés chez une souche sauvage, mais peu enroulés, dépourvus de spores et
contenant de I’ADN sous forme décondensée tout au long des hyphes aériens, comme chez les

mutants whid, whiB et whiG.

4.2.2.5 Le géne whiAd

La fonction précise de ce géne n’a pas encore été bien déterminée malgré son caractere
ubiquitaire dans le groupe des bactéries a coloration Gram positive. Il appartient a un cluster de 4
geénes, dont 3 codent des protéines de fonction inconnue et un code UvrC. La conservation parfaite
de I’organisation des génes chez les mycobactéries et quasi-parfaite (3 génes sur 4) chez ’ensemble

des bactéries a coloration Gram positive, a I’exception des mycoplasmes, suggére que ces 4 génes
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pourraient étre co-régulés. Un transcrit whid est détecté a tous les stades du développement mais il
a été proposé que WhiA soit sous forme inactive dans le mycélium végétatif. Ce géne présente 2
promoteurs, un permettant une transcription faible et constitutive, I’autre une transcription forte et
controlée par le stade de développement. Malgré le fait que whid semble s’auto-activer et activer
d’autres genes, 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 whid, comme le mutant whiB, présente des hyphes
acriens étroitement enroulés, plus longs qu’une souche sauvage, qui contiennent de I’ADN
décondensé et qui ne présentent aucun trace de septation.

11 a été proposé que WhiA et WhiB pourraient étre responsables de la décision de stopper la
croissance des hyphes aériens avant d’entamer le processus de septation, par exemple en réponse a

une baisse graduelle de la quantité d’un composé (Flardh et al., 1999).

4.2.2.6 Le géne whiB

Le géne whiB code une petite protéine (87 acides aminés) qui se lierait & I’ADN. La présence
de 4 résidus cystéine, trés fortement conservés dans des génes codant de petites protéines de liaison
a I’ADN au sein des Actinomycetes, suggere que WhiB pourrait répondre a 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 I’expression de génes intervenant dans la différenciation morphologique
(Chater, 2001). La transcription de whiB dépend de 2 promoteurs, I’un actif faiblement et de fagon
constitutive, 1’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 whid, des hyphes
aériens plus longs qu’une souche sauvage, étroitement enroulés, sans septum et qui contiennent de

I’ ADN sous forme décondensée (Flardh et al., 1999).

4.2.2.7 Le géne whiE

Ce locus complexe code des protéines qui ressemblent & celles codées au niveau des loci de
polycétones synthétases de type II impliquées dans la synthése 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 génes est assurée par 2 promoteurs, orientés différemment, dont
I’un est responsable de la transcription de 7 génes en opéron (ORFI & ORFVII), et 'autre de celle
de ORFVIII (Kelemen et al., 1998). La transcription & partir des 2 promoteurs dépend des 6 genes
précoces : un mutant whid, whiB, whiG ou whil 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 pale. Le second promoteur de whiE est également controlé par le facteur
sigF. Ce contrdle 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 geéne sigF

Le géne sigF code un facteur ¢ intervenant dans les derni¢res 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 I’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 2 la
formation des septa de sporulation (Kelemen ef al., 1996). Ce géne ne s’auto-régule pas mais il est

un des génes cibles de la protéine BldD (Elliot et al., 2001).

4.2.2.9 Le géne whiD

La protéine WhiD appartient a la famille des facteurs transcriptionnels putatifs WhiB-like,
présents chez les Actinomyceétes 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 a partir de 72 heures de cultures, temps qui correspond a la formation des septa.
Un transcrit est détecté & 96 h mais plus 120 h, c’est-a-dire une fois le processus de sporulation
achevé (Molle et al., 2000). Le géne whiD est ainsi placé dans les génes tardifs. Un mutant whiD
produit des spores présentant des caractéristiques différentes de celles d’une souche sauvage : elles
sont sensibles a la chaleur, prédisposées a la lyse et de taille irréguliére vraisemblablement a cause
d’une mauvaise disposition du septum. De plus, des septa additionnels se forment par
épaississement de la paroi cellulaire, provoquant 1’apparition de « mini-compartiments » dépourvus

d’ADN chromosomique. Ces « mini-compartiments » vont ensuite étre lysés et constituer des
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spores « fantdomes ».

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 geénes, qui different entre les espéces. Les caracteres
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 hétérogénes, plus ou moins affectés dans
la sporulation, la pigmentation, la morphologie, la résistance et la production d’oxytétracycline
(Petkovic et al., 2006). Les souches sauvages de S. ambofaciens et S. coelicolor sont pigmentées
grises. L’instabilité génétique chez ces espéces 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 a 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 observes (d’aprés Dary ef al., 2000).

Les Streptomyces font partie des rares bactéries présentant un chromosome linéaire (Leblond
et al., 1996; Lin ef al., 1993). De plus, ce chromosome présente une des tailles les plus importantes
parmi les génomes bactériens séquencés (de 8 3 10 Mb environ selon les espéces pour environ 8000
genes), 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 maniére covalente a des
protéines permettant, entre autre, la protection des extrémités chromosomiques de [’action
d’exonucléases (Chen, 1996). Enfin, une origine de réplication située approximativement au centre
du chromosome et fonctionnant de maniére bidirectionnelle définit les 2 bras chromosomiques

(Fischer et al., 1998).

L’instabilité génétique observée chez Streptomyces est souvent corrélée a une instabilité
chromosomique consistant en I’apparition de réarrangements génomiques de grande taille dans les
descendants d’une souche sauvage ((Dary ef al., 1999; Leblond and Decaris, 1999). Par exemple,
les colonies Pig'sec (i1ssues d’un secteur dépigmenté) et Pig'col (issues d’une colonie dépigmentée),

produites par [Dinstabilité¢ génétique, présentent a 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 cing pour-cent environ du chromosome peuvent ainsi étre 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 genes essentiels (Leblond et al., 1991; Redenbach et al., 1996). Ainsi, le
séquencage des AUD de Streptomyces a révélé la présence de génes de nature variée, comme par
exemple des génes 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 a ses extrémités. Ces événements de délétion et
d’amplification résulteraient d’événements de recombinaison illégitime et homologue. Ainsi, les
différents types de mutants peuvent étre 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 deuxiéme type de mutant présente un chromosome circulaire,
résultant d’un événement de recombinaison entre 2 séquences présentes dans les bras
chromosomiques (Figure 16B). Le troisiéme type de mutant présente des TIR de taille augmentée
(Figure 16C). Chez ces mutants, une extrémité aurait été¢ délétée et remplacée par ’autre extrémité
par un événement de recombinaison homologue entre 2 geénes dupliqués sur chaque bras. Le
quatriéme 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 a 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 I'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 I’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-étre ( ?) une amplification (de n fois) de la séquence jouxtant la délétion (d’apres Dary e al., 1999).
E) Mutant préséntant un chromosome circulaire car délété des 2 extrémités. Une amplification ( ), flanque ces

délétions (d’apres Dary ef al., 1999 et Catakli et al., 2003).

4.4 Présentation des mutants Pig'pap

4.4.1 Caractéristigues des mutants Pio pap

L’analyse de mutants Pig'col et Pig'sec de S. ambofaciens a montré que ces mutants étaient
hétérogénes, dans le sens ol 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 Pinverse, I’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 I'introduction du géne whiG de S. coelicolor, suggérant qu’ils étaient bloqués trés tot dans le
processus de sporulation. L observation en microscopie électronique a balayage de ces 3 mutants
Pigpap de S. ambofaciens a confirmé ces données puisqu’ils présentaient des hyphes aériens droits,
phénotype typique des mutants bloqués dans le géne whiG décrits chez S. coelicolor (Catakli et al.,
2005).

4.4.2 Action de facteurs génétiques et environnementaux sur la production de

papilles

L’analyse de colonies a papilles a montré que le nombre de papilles par colonie était un
caracteére héritable. En effet, dans la descendance d’une colonie a faible nombre de papilles, des
colonies a 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 a des
colonies a grand nombre de papilles, mais également a de nombreux mutants Pigcol. Ces souches
ont alors été qualifiées de mutatrices. Ce résultat suggérait donc qu’il existe des mécanismes de
contrdle de I’instabilité génétique et chromosomique chez S. ambofaciens et que cette instabilité
peut étre modulée par I’établissement d’un état mutateur d’intensité variable, faible chez les souches
sauvages et fort chez les souches mutatrices (Martin ef al., 1999).

D’autre part, des travaux antérieurs réalisés par Jean-Nicolas Volff ont mis en évidence que le
milieu de culture influengait la production de papilles (Volff, 1994). Sur milieu minimum glucose,
les colonies de S. ambofaciens présentaient toutes un trés grand nombre de papilles (supérieur a 50)
alors que lorsque de I’hydrolysat de caséine était ajouté dans ce milieu, les colonies présentaient un
faible nombre de papilles (inférieur a 10). Ceci suggére qu’un état mutateur, similaire a celui
observé chez les souches mutatrices (Martin ef al., 1999), pourrait résulter d’une modification de

I’environnement.

4.5 Problématique abordée

L’objectif de ces travaux de thése a été d’exploiter une situation phénoménologique, la
variabilit¢ du nombre de papilles par colonie, pour étudier I'effet du milieu de culture sur
’instabilité génétique chez Streptomyces et identifier les facteurs nutritifs plus particuliérement

impliqués dans la modulation du taux de mutation chez cette espéce. Notre étude s’est focalisée sur
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2 espéces de Streptomyces, S. ambofaciens, dont I’instabilité génétique avait déja bien été
caractérisée auparavant, et S. coelicolor, espéce phylogénétiquement trés proche et dont le génome

est entiérement 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 Pigpap issus de papilles obtenues sur des différents types de milieux a
montré qu’ils étaient tous de méme nature. Cette observation met en évidence un phénoméne
d’instabilité génétique faible sur milieu complet et d’intensité plus importante lors de certaines

conditions nutritives.

Enfin, nous nous sommes interrogés sur I’implication potentielle de la réponse stringente dans
I’augmentation du nombre de papilles sur les colonies de S. ambofaciens et S. coelicolor. Nous
avons ainsi étudié le mutant reld 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 stringente et apparition de papilles
blanches sur les colonies et donc de mutants Pig'pap. L’apparition de papilles sur les colonies de
S. coelicolor pourrait donc refléter la mise en place d’un état mutateur induit par la réponse
stringente. Durant cet état, la production de papilles, correspondant a une instabilité¢ génétique

discréte, pourrait étre exacerbée.
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Les travaux qui suivent ont fait 1’objet de 2 articles, dont un est paru en 2006 dans Mutation
Research et le second est en cours de soumission dans ce méme journal, et de 2
communications orales. Les 2 articles, qui contiennent le matériel et méthodes, et les 2

communications orales sont insérés a 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 étre 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 trés élevé et que ce dernier
diminuait fortement si de 1’hydrolysat de caséine était ajouté au milieu de culture (Volff,
1994). Ce résultat suggérait donc que la limitation en nutriments pouvait étre un modulateur
de la production de papilles blanches a la surface des colonies et donc de mutants Pigpap.
Cette observation nous a amenés a 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 papilies

Afin de déterminer le (ou les) facteur(s) nutritif(s) plus particuliérement responsable(s)
de cette modulation de 1’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 étudide
Iinstabilité génétique de S. ambofaciens. 1l permettait ainsi d’observer le phénotype des
colonies apres 14 jours de croissance, alors que le milieu minimum Glucose utilisé par Jean-
Nicolas Volff ne permettait une observation des colonies qu’aprés 21 a 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 HT et de ses dérivés (HTC). Les concentrations indiquées en

caracteres gras sont celles qui sont identiques a celles présentes dans le milieu HT.

Milieu | Milien | Milieu Milieu Milien Milieu Milieu Milieu Milien Milieu | Milien
HT HTC1 HTC2 HTC3 HTC4 HTCS HTC6 HTC7 HTC8 HTC9 HTC10

Extrait de levure

(DIFCO) 1gh 1 025¢1 025g1 | 0,258/ 1git 0,25 g/t 1g1 1g1 1g1 1gn 1g1
Extrait de boeuf | | gl | 025g1] 025¢g1| 025¢/1| 0.25g/ 1gi 1gn 1g1 1g1 1g1 1gn
(DIFCO)
Dextrine blanche
(PROLABO) | 1081 | 2590 | 2581 | 25¢01 | 251 | 25¢1 | 25g1 | 10g1 | 10g1 | 10g1 | 10gl
Bacto-tryptone
(Becton 290 | 05g1 | 0591 | 291 | 05g1 | 051 | 2en 0g/ 4gl | 6g1 | 8@t
Dickinson)

CoCl, (Merck) | 20mg/| Smgt | 20mgn | 5Smgt | Smgl | 5mgl | 20mg) | 20mgl | 20mgl | 20mg | 20 mg/l

pH 73 73 73 73 73 73 73 73 73 73 73
Bactoagar
(Becton 20 g1 20 g1 20 g/ 20 g1 20 g/ 20/t 20 g/l 20 g/t 20 g1 20 g/ 20 g/t
Dickinson)

Les distributions du nombre de papilles par colonie ont été établies pour 2 sous-clones
sauvages de S. ambofaciens, WT8 et WT12, dont I'instabilité génétique avait été décrite
antérieurement (Martin et al., 1998) et pour la souche de S. coelicolor A(3)2 M145, espece
phylogénétiquement proche de S. ambofaciens et dont le génome a entierement ¢été séquencé
(Bentley et al., 2002). Aprés 14 jours de croissance a 30°C sur ces différents milieux, les
colonies présentaient un diameétre et un taux de germination similaires, permettant d’éliminer
I’hypothese d’une sélection et de comparer les phénotypes en excluant des différences dues a
un défaut de germination des spores ou a 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 HTC pour S. ambofaciens
WT8 apres 14 jours de croissance a 30°C. Sur chaque milieu, 30 colonies aléatloirement choisies ont €1é observées el
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 pholographie 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 WTI2 apres 14 jours de croissance a 30°C. Sur chaque milieu, 30 colonies aléatoirement
choisies ont ¢té observées et le npe a €té regroupé par classe de 5. Le nombre de colonies observées pour
chaque classe est représente en ordonnée (Nb de col.). Une photographie correspondant au phénotype le plus

representé a éte choisie.
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Figure 19 . Représentation graphique de la distribution du npc observée sur milieux HT et HTC pour
S. coelicolor M145 aprés 14 jours de croissance a 30°C. Sur chaque milieu, 30 colonies aléatoirement choisies
ont é1é observées et le npc a é1é 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

choisie.

Lors de travaux antéricurs, les distributions du nombre de papilies par colonie produites
sur milicu HT pour les souches de S. ambofaciens WT8 et WT12 avaient été établies (Martin
et al., 1998). Elles avaient permis de démontrer 1’existence d’un polymorphisme entre ces 2
sous-clones sauvages, WT8 présentant une distribution du nombre de papilles par colonie

aléatoirc de type Loi de Poisson, WTI12 présentant une distribution en différant
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significativement. Dans ce travail, les distributions du nombre de papilles par colonie ont a
nouveau été établies et se sont révélées significativement différentes entre le sous-clone WTS
et le sous-clone WT12. Sur milieu HT (Figures 17A, 18A et 19A), le npc variait de 0 a 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 I’axe des abscisses, mais la majorité des colonies présentait un faible
nombre de papilles (inférieur & 20). Lorsque les souches WTS8, 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
WTS8 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 a 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 HTC1, les
nutriments deviendraient beaucoup plus rapidement limitants pour le développement des

colonies.

Afin de déterminer si un des composants du milieu HT était plus particuliérement
responsable de cette modulation de I'instabilité génétique, chaque composant a été remis a sa
concentration initiale (celle du HT), alors que les autres composants présentaient des
concentrations divisées par 4 par rapport a celles du HT, comme c’était le cas dans le milieu
HTCI1. Alors que ’ajout de CoCl, (HTC2, distribution non montrée), d’extrait de levure
(HTC4, Figures 17F, 18F et 19F) ou d’extrait de beeuf (HTCS, Figures 17G, 18G et 19G) n’a
pas permis d’observer une trés forte réduction du npc, le fait de remettre la concentration de
Bacto-tryptone a une valeur similaire a celle présente dans le HT a permis de retrouver une
distribution similaire a celle établie pour le milieu HT pour les souches WT8, WT12 et M145
(HTC3, Figures 17B, 18B et 19B). Ce résultat suggére 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 influencai(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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phénoméne étudié. En effet, ce milieu ne diffé;éif&' du HTJ qﬁe par laf aivision par 4 de la
quantité de dextrine blanche. Sur ce milieu, aprés 14 jours de croissance a 30°C, les colonies
des souches WT8, WT12 et M145 présentaient un nombre de papilles similaire a celui
observé sur milieu HT, indiquant que la concentration en dextrine blanche n’influence pas (ou

trés peu) la production de papilles (HTC6, Figures 17C, 18C et 19C).

Afin de confirmer l'implication directe de la quantité de Bacto-tryptone sur la
production de papilles, les milieux HTC7, HTC8, HTC9 et HTC10 ont été réalisés. Le milieu
HTC7 ne différait du HT que par "absence de Bacto-tryptone alors que les milieux HTCS,
HTC9 et HTC10 présentaient respectivement une quantité de Bacto-tryptone doublée, triplée
et quadruplée par rapport a celle du HT.

Les colonies cultivées sur milieu HTC7 présentaient toutes un nombre de papilles
supérieur a 50 pour WT8 et WT12 et presque toutes pour M145 (Figures 17H, 18H et 19H)
alors que sur milieu HTCS, le npc était trés faible, plus faible que sur milieu HT (Figure 17D,
18D et 19D). Quant aux colonies cultivées sur milieux HTC9 et HTC10, elles ne présentaient

aucune papille aprés 14 jours de croissance ni méme apreés 3 et 4 semaines de culture a 30°C.

Ces observations ont donc ainsi permis de confirmer que la quantité¢ de Bacto-tryptone
a elle seule influence la production de papilles blanches sur les colonies de S. ambofaciens et

S. coelicolor.

1.2 Détermination de I’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 particulierement responsable(s) du phénomene
observé, la comparaison de la concentration de tous les éléments présents dans les milieux
HT, HTC3 (faible npc) et HTC7 (fort npc) a €té entreprise (Tableau 4).

Dans la mesure ou 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 1’étude des éléments nutritifs

influengant la production de papilles.
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Tableau 4 : Composition en ions (%), vitamines (pg/g) et acides aminés (%) de I’extrait de levure (DIFCO),
de beeuf (DIFCO) et de la Bacto-tryptone (Becton Dickinson). La quantité totale dans les milieux HT, HTC3
et HTC7, en pg/ml, est indiquée pour chaque élément. Les éléments et chiffres en gras correspondent aux
éléments présents en faible quantité dans le milieu HTC7 par rapport aux 2 autres milieux. La composition a

été fournie par le fabricant de chacun de ces produits.

Ex;alt Ex;zan Bacto- Extrait de E):;:i ;i © Bacto- Total Total Total
lovare | bour | TYPTORC levure dans dans 1o tryptone dansle | dansle | dansle
Chou | (% ou (% ou le HT HT dans le HT HT HTC3 HTC7
ug/e) | nefe) ug/g) (ng/mi) (ug/mi) (pg/mb | (pg/ml) | (ug/mD | (pg/mb)
(1 Calcium 0,013 | 0,068 | 0013 0,13 0,68 0.26 1,07 0,46 0,81
Chioride 038 | 128 | 0,186 38 12,8 3,72 2032 | 187 16,6
Magnésium | 0,075 | 0239 | 0017 0.75 2,39 0,34 348 1,12 3,14
- Phosphate 327 | 546 | 2669 32,7 54.6 53,38 14068 | 752 87,3
£< [ Potassium 3,195 | 5477 | 0229 31,95 54,77 458 913 | 2626 | 8672
= Sodium 149 | 2315 | 2631 14,9 23,15 52,62 90,67 | 62,13 | 3805
Sulfate 0,091 | 0,629 | 0241 0,91 6,29 482 1202 | 662 72
Sulfure 0634 | 0,707 | 0,740 6,34 7,07 14,8 28.2 18,15 13,4
\ Zinc 0,011 - 0,003 0,11 - 0,06 0,17 | 0088 0,11
(| Biotine 3,3 0,1 0,1 0,0033 0,0001 0,0002__| 0,0036 | 0,00105 | 0,0034
Choline 300 | 1171,5] 350 0,3 1,1715 0,7 21715 | L7 | 14715
Acide folique 1,5 33 0,3 0,0015 0,0033 0,0006 | 0,0054 | 0,0018 | 0,0048
Tnositol 1400 [4113,2] 1400 L4 41132 2,8 8,3132 | 418 | 55132
- Acide 597,9 | 74,7 | 97,8 0,5979 0,7747 0,1956 | 1,5682 | 0,5387 | 13726
A nicotinique
E j PABA 763 20 3,7 0,763 0,020 00074 | 0,7904 | 02031 | 0,783
8 Acide 273,7 | 91 5,4 0,2737 0,091 0,0108 | 0,3755 | 0,102 | 03647
= pantothénique
Pyridoxine 32 | 713 0,6 0,0432 0,0073 00012 | 0,0517 | 00138 | 0,0505
Riboflavine | 116,5 | 04 - 0,1165 0,0004 B 0,1169 | 00292 | 0,1169
Thiamine 530 - 0,4 0,530 - 0,0008 | 0,5308 | 0,1333 | 0,5299
Thymidine 17,5 |1093,4| 93.4 0,0175 1,0934 0,1868 | 12977 | 0,4645 | 1,1109
Cyanochoba - . 0,5 § y 0,0005 . 0,0005 | 0,000125| 0,0005
lamine
Alanine 536 | 254 2,36 53,6 254 57.2 1362 | 76,95 79
Arginine 302 | 139 3,03 302 13,9 60.6 1047 | 716 441
Acide 669 | 1,67 6,11 66,9 16,7 122, 2028 | 1431 83,6
aspartique
Cystéine 074 | 0,18 0,42 74 1.8 84 17,6 107 92
Acide 1420 | 601 | 17,05 142 60,1 341 5431 | 3915 | 2021
- glutamique
g Glycine 325 | 414 1,75 32,5 414 35 1089 | 53475 | 739
' Histidine 120 | 494 2,02 12 494 40,4 1016 | 5555 61,4
s Isoleucine 323 | 0,53 4,40 32,3 53 88 1256 | 974 37,6
8< Leucine 469 | 1,00 711 46,9 10 1422 1991 | 156,425 | 569
= Lysine 515 | 145 6.70 51,5 14,5 134 200 1505 66
& Méthionine 1,05 | 030 2,57 10,5 3 514 649 | 54775 | 135
Phénylalanine | 2,53 - 3,71 253 - 74,2 995 | 80525 | 253
Proline 260 | 2.16 745 26 216 149 196,6 | 1609 476
Sérine 284 | 090 4,29 28,4 9 5.8 1232 | 9515 374
Thréonine 295 | 067 3,58 295 6,7 716 107.8 | 80,65 362
Tryptophane | 1,36 | 0,05 0,71 13,6 0,5 14,2 283 | 17725 14,1
Tyrosine 120 | 1,99 1,42 12 19,9 284 603 | 36375 | 319
K Valine 379 | 086 5,00 37.9 8.6 100 1465 | 111,625 | 465

Comme montré dans le tableau 4 en gras, seuls le sodium, le sulfure et 12 acides
aminés €taient présents en concentration beaucoup plus faible dans le milieu HTC7 que dans

les milieux HT et HTC3 et pouvaient avoir une influence sur la production de papilles.
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I.’influence potentielle du sodium, du sulfure et des acides aminés sur la production de

papilles a alors été plus particulierement étudiée chez le sous-clone WT8 de S. ambofaciens.

1.2.1 Influence du sodium sur la production de papilles

Un milieu HTC7+NaCl a ¢été élaboré en ajoutant au milieu HTC7 une quantité¢ de
sodium, sous forme de NaCl, permettant de retrouver une concentration en sodium égale a

celle présente dans le milieu HT.

[."analyse des distributions du npc obtenu (Figure 20) a permis de montrer que le NaCl
n’avait pas (ou tres peu) d’influence sur la production de papilles puisque la quasi-totalit¢ des
colonies cultivées sur milieu HTC7+NaCl (Figure 20B) présentait plus de 50 papilles, comme

observé sur milieu HTC7 (Figure 20A).
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Figure 20 : Représentation graphique de la distribution du npc observée chez S. ambofaciens WTS cultivé
sur milieu HTC7 (A) et HTC7+NaCl (B) 14 jours a 30°C. Sur chaque milieu, 30 colonies aléatoirement
choisies ont €1 observées et les différentes valeurs du npc regroupées par classe de 5. Le nombre de
colonies observées pour chaque classe esl représenté en ordonnée (Nb de col.). Une photographie du

phénotype le plus représenté a ét¢ choisie.

1.2.2  Influence du soufre sur la production de papilles

Afin de tester I’influence potentielle du soufre sur la production de papilles, un milieu
HTC7+acide sulfurique a été élaboré. Dans ce milieu, 1’ajout d’une quantité de sulfure, sous

forme d’acide sulfurique, a été réalisée de maniére a avoir une concentration finale en sulfure
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identique a celle présente dans le milieu HT. Malgré 1’équilibrage du pH a 7,3, le phénotype
des colonies ne ressemblait & aucun phénotype déja observé. En effet, les colonies étaient
petites, blanchatres et a I’aspect duveteux et I’étude de 1’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 I’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 milien HTC7 de maniére a avoir une concentration finale pour chacun des 18
acides aminés deux fois supérieure a celle du milieu HT (milieu HTC7+aa). La distribution du
npc a alors été établie pour la souche S. ambofaciens WTS et les souches M145 et M600 de
S.coelicolor (Figure 21). La souche M600 sera utilisée dans la suite de ce travail, a la place de
la souche M145, car le mutant reld utilisé dans la suite des expériences dérivait de la souche
M600 et qu’elle présentait une modulation de la production de papilles par la concentration en
acides aminés du milieu similaire a ce qui était observé chez S. ambofaciens et S. coelicolor

M145 (Figure 21).
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Figure 21 : Représentation graphique de la distnbution du npc observée chez les souches de S. ambofaciens WT8
(A, BetC)etdeS coelicolor M145 (D, E et F) et M600 (G, H el 1) cultivées sur milieu HT (A, D et G), HTC7 (B,
E et H) et HTC7+aa (C, F et 1) 14 jours a 30°C. Sur chaque milieu, 30 colonies aléatoirement choisies onl élé
observées el les différentes valeurs du npe regroupées par classe de 5. Le nombre de colonies obscrvées pour
chaque classe est représenlé en ordonnée (Nb de col.). Une pholographie du phénotype le plus représenté a élé

choisie.

Les distributions établies sur milieu HTC7+aa (Figure 21C pour WTS, 21F pour M145
et 211 pour M600) étaient significativement différentes de celles observées sur milieu HTC7
(Figure 21B. 21E et 21H). En effet, toutes les colonies des souches WT8 et M600 présentaient
un nombre de papilles inférieur a 25, pour la majorité moins de 10 papilles, et la majorité des
colonies de la souche M 145 présentaient un faible nombre de papilles (inférieur a 20). Ces
distributions étaient proches de celles obtenues sur milieu HT (Figure 21A, 21D et 21G).

Cc résultat a donc permis de montrer que la concentration en acides aminés dans le
milieu de culture influence a elle seule la production de papilles chez S. ambofaciens et

S. coelicolor.
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Afin de déterminer si un des 18 acides aminés était plus particulierement impliqué dans
ce phénomene, des solutions contenant 17 des 18 acides aminés ont été ajoutées au milieu

HTC7 et les distributions du npc établies (Figure 22).
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Figure 22 : Représentalion graphique de la distribution du npe observée sur milieu HTC7 contenant 17 acides
amines et pas d'alanine (A), d’arginine (B), d'acide aspartique (C), d’acide glutamique (D), de cystéine (E), de
glycine (F), d'histidive (G), d’isoleucine (H), de leucine (1), de lysine (J), de méthionine (K), de phénylalanine
(L). de proline (M), de sérine (N). de thréonine (O), de tryptophane (P), de tyrosine (Q) ou de valine (R) pour
S ambofaciens W'TR apres 14 jours de croissance a 30°C. Sur chaque milieu, 30 colonies aléatoirement
choisies ont élé observées el 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 phénolype le plus

représenté a été choisie.

Les résultats obtenus ont montré pour la quasi-totalité¢ des acides aminés testés, a
I’exception de I’acide glutamique, la proline et dans une moindre mesure I’alanine et Iacide
glutamique. que I’absence d’un seul des acides aminés était suffisante pour observer des
colonies a grand nombre de papilles. Le fait que certains acides aminés aient une plus faible
influence sur la production de papilles peut €tre du a une nécessité de concentration moindre
de ces acides aminés que pour d’autres, dont la limitation est suffisante pour observer des
colonies a grand nombre de papilles. Une autre hypothése est de considérer que ces acides
aminés, dont la limitation a une influence plus faible sur la production de papilles, puissent
ctre synthétisés par d’autres voies métaboliques. Par exemple, une limitation en méthionine ne
permet pas d’observer de fagon majoritaire des colonies a grand nombre de papilles (Figure
22K). Ceci pourrait étre expliqué soit par un besoin cellulaire moindre en méthionine, soit
parce qu’un autre acide aminé présent permet la synthése de méthionine. Il a par exemple été
montré que |'acide aspartique permet la syntheése de plusieurs acides aminés chez différents
organismes, par exemple la synthése de méthionine, de thréonine, de lysine ou d’alanine

(Well, 1983).
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2 Caractérisation de mutants Pigpap de S. ambofaciens et

S. coelicolor issus de différents contextes nutritionnels

2.1 Caractérisation de mutants Pigpap de S. ambofaciens issus de

contextes nutritionnels différents

Lors de travaux antérieurs, la caractérisation de plus de 100 mutants Pigpap de
S. ambofaciens, résultant d’événements mutationnels indépendants, avait permis de dégager
des caractéristiques propres & 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 ef 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 Pigpap « HTC»». La
caractérisation plus fine de 3 mutants Pigpap « HT » a montré qu’ils étaient tous les 3
bloqués dans les premicres étapes du processus de sporulation (Catakli e al., 2005). En effet,
une restauration du phénotype sauvage avait été observée aprés introduction du plasmide
pSET152 portant le géne whiG de S. coelicolor, géne intervenant dans les premiéres étapes du
processus de sporulation. L’introduction des plasmides pSET152(whid), pSET152(whiB),
pSET152(whiH) et pSET152(whiJ), génes intervenant également lors des premieres étapes du
processus de sporulation chez §. 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 1a taille

de chaque plasmide sont indiquées.

Plasmide Géne cloné Taille du plasmide-+insert

pSET152 Aucun 58 kb
pSET152(whid) whiA de §. coelicolor 58kb+7kb
pSET152(whiB) whiB de S. coelicolor 58kb+6kb
pSET152(whiG) whiG de S. coelicolor 5,8 kb + 2,1 kb
pSET152(whiH) whiH de §. coelicolor 58 kb +5,1 kb
pSET152(whiJ) whiJ de S. coelicolor 58kb+4kb

Enfin, il avait été observé que chez ces 3 mutants Pig'pap, le géne whiG ne présentait
aucune mutation et était transcrit alors que le géne whiH, dont la transcription dépend de
WhiG, n’était plus transcrit, suggérant une modification post-transcriptionnelle ou post-

traductionnelle de WhiG par rapport & une souche sauvage (Catakli ef al., 2005).

Afin de déterminer si les papilles présentes sur les colonies cultivées sur milieux HTC,
c’est-a-dire présentant un grand nombre de papilles, donnaient naissance a des mutants Pig’
pap de phénotype et de nature moléculaire similaires & ceux décrits précédemment, des
papilles de colonies de S. ambofaciens WT8 et WT'12 ont été repiquées jusqu’a obtention de
populations homogénes blanches de mutants Pigpap « HTC ». Quatre mutants Pigpap de
S. ambofaciens WT8 et W12 issus des 4 milieux HTC pour lesquels les colonies présentaient
un grand nombre de papilles ont ainsi ét¢ isolés. Il s’agit des souches WT8pap1 (issue d’une
papille d’une colonie de WTS8 cultivée sur milieu HTC1), 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 Pig'pap « HTC » est héritable et stable

Le taux de réversion spontanée du phénotype mutant des souches WTS8papl,
WT8pap4, WT12pap5 et WT12pap7 a été estimé. Pour cela, la présence de colonies grises a
été recherchée aprés étalement d’un grand nombre de colonies de ces 4 souches et croissance
7 jours & 30°C sur milieu HT. II est a noter que dans ces conditions, la souche sauvage
pigmente & partir du 4™ jour. Aucune colonie grise n’a été observée pour les souches
WT8pap4 et WT12pap5 sur les 89000 et 53300 colonies respectivement observées. Un
révertant pour WT8papl et 3 révertants pour WT12pap7 ont été recensés sur un total respectif
de 33500 et 57600 colonies. Le taux de réversion spontanée a ainsi été estimé a 5.107, taux de
réversion similaire 3 celui déterminé pour les 3 mutants Pigpap « HT » précédemment

caractérisés (Catakli et al., 2005).

2.1.2 Les mutants Pigpap « HTC » ne produisent pas de spores

Afin de déterminer si les mutants Pigpap « HTC » 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 WT12 ont été cultivés 7 jours a 30°C sur milieu HT. La présence de
spores a ¢té recherchée par observation au microscope photonique de fragments de colonies
aprés une coloration de Gram. Alors que les 2 sous-clones sauvages produisaient des spores,
seuls des fragments mycéliens sans spores ont pu étre observés dans les préparations

correspondant aux 4 souches mutantes. Il est & noter que ce type d’analyse est qualitatif et ne

permet pas d’exclure la présence de quelques spores.

2.1.3 Les mutants Pigpap «HTC» ne présentent pas de grand

réarrangement génomique

Afin de mettre en évidence la présence ou !’absence de grand réarrangement
chromosomique chez les mutants Pigpap « HTC », des profils Asel de I’ADN génomique de
ces 4 souches et du sous-clone WT8 ont été réalisés par électrophorése 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 WT8 1’étaient également
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chez WT8pap4 (Figure 23A) ainsi que chez les 3 autres mutants Pig'pap analysés. Ces
résultats confirment 1’absence de grands réarrangements, notamment aux extrémités du

chromosome, constituées des fragments de restriction 4sel G, D, L, I et E, région trés sujette

aux remaniements (Figure 23B).
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Figure 23 : A) Profils Asel de I’ADN génomique des souches WT8 et WT8pap4 obtenus par PFGE aprés 24 h
de migration en TBE 0,5x, & 6V/cm (pulse de 40 a 160 sec). La taille des fragments de restriction Asel est
indiquée.

B) Carte physique du chromosome de S. ambofaciens ATCC23877. Le nom et la taille des fragments 4sel sont
indiqués, ainsi que les répétitions terminales inversées (TIR) liées de fagon covalente & des protéines. Les

fragments G, D, L, I et E constituent les extrémités instables (Leblond et al., 1996).

2.1.4 Les mutants Pig'pap « HTC » sont complémentables par le géne whiG

Afin de déterminer si les 4 mutants Pig'pap « HTC » isolés au cours de ce travail étaient
bloqués au méme stade de sporulation que ceux analysés par Catakli er 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, WTI12pap5 et
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WT12pap7. Ces plasmides sont capables de se répliquer de fagon autonome chez E. coli mais
pas chez Streptomyces. Dans cette espece, leur maintien dépend de leur intégration sitc-
spécifique au génome au niveau du site @/tB du phage ®C31.

Tous les transconjugants obtenus aprés introduction du plasmide pSETI152(whiG)
présentaient un phénotype sauvage, c’est-a-dire un retour & la pigmentation grise, a la
sporulation et a la production de papilles (Figure 24). L introduction du plasmide pSET152
seul n’a pas permis cette restauration, les transconjugants WT8paplpSET, WT8pap4pSET,
WTI12pap5pSET et WTI2pap7pSET présentant un phénotype dépigmenté, comme les
mutants Pig'pap dont ils étaient 1ssus. Les 4 transconjugants WT8paplG, WT8pap4G,
WTI12papSG et WTI12pap7G, issus respectivement des 4 souches mutantes WTS8papl,
WT8pap4, WTI12pap5 et WT12pap7 apres introduction de pSET152(whiG), ont ainsi été

WT8papH wmlalsc w1‘12ia|?c

———

= mm 5mm 5mm Smm

WT8paplpSET  WT8papdGpSET WT12papSGpSET WT12pap7GpSET

Q©

5 mm 5 mm Smm 5 mm

1solés.

WT8paplG

Figure 24 : Phénotypes des souches WT8paplG, WT8pap4G, WTI12pap5G, WTI12pap7G, WTBpaplpSET,
W T8pap4pSET, WT [2papSpSET et WT12pap7pSET apres 14 jours de croissance a 30°C sur milieu HT. Ces
souches ont été oblenues aprés introduction du plasmide pSET152(whiG) ou pSET152 dans les mutants Pig'pap
WT8papl. W18papd4, WT12pap5 et W1'l2pap7.

Ainsi, le fait que les 4 mutants Pigpap « HTC » analysés soient complémentables par
introduction du géne whiGG de S. coelicolor confirme que, a I'instar des mutants Pigpap
« HT » caractérisés antérieurement, ils sont bloqués dans les premiéres étapes du processus de

sporulation.
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2.1.5 Caractérisation de papilles issues de transconjugants gris

Le fait que les transconjugants gris WT8paplG, WT8papdG. WTI2papSG et
WTI12pap7G produisaient a nouveau des papilles blanches a la surface de leurs colonies
malgré la présence d’une copie additionnelle du géne whiG nous a amenés a entreprendre
I’étude de ces papilles. Huit populations de mutants Pig'pap ont ainst été isolées a partir de 2
papilles issues d’événements mutationnels indépendants pour chacune des 4 souches. Ces
mutants ont ¢été¢ appei¢s WT8paplGpA, WT8paplGpB., WT8papdGpA, WT8papdGpB,
WTI12papSGpA, WTI12papSGpB, WTI12pap7GpA et WTI2pap7GpB. L’hybridation du
plasmide pSET152(whiG) sur des profils de restriction BamHI de I’ADN 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 WTI12pap5GpA et
WT12pap7GpB présentaient quant a eux le plasmide pSET152(whiG) inséré au niveau du site
attB du phage ®C31. Ce plasmide a été¢ amplifié par Long-Range PCR (Polymerase Chain
Reaction) puis des réactions de PCR ont été réalisées sur le produit obtenu a I’aide de 3
couples d’oligonucléotides, G1/G2, G3/G4 et GS5/G6 (Catakli et al., 2005), permettant
I"amplification de la totalit¢ du géne whiG de S. coelicolor (régions promotrice et terminatrice
incluses) porté par le plasmide pSET152 (Figures 25 et 26). Ces 2 étapes de Long-Range PCR
puis de PCR permettaient de n’amplifier que le transgéne whiG et d’¢éliminer les signaux dus

au gene whiG présent dans le génome de S. ambofaciens.
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Figure 25 : Séquence du géne whiG de S. coelicolor et localisation des oligonucléotides (marqués par des

fleches) utilisés pour amplifier puis séquencer les différentes portions de ce géne. Les régions promotrice et

terminatrice, la séquence rbs, le start de franscription (+1) (Kelemen et al., 1996) et les codons start et stop

sont encadrés. La série de 6 cytosines dans laquelle ont été identifiées les mutations affectant le transgéne

whiG des souches WT12pap5GpA et WT12pap7GpB est entourée et marquée d’un astérisque.
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Figure 26 : Représentation schématique des réactions de Long-Range PCR utilisant des oligonucléotides
(OC31.1 et ®C31.2) complémentaires des sites adjacents au site a#f, puis de PCR standard permettant
I"amplification du transgéne whiG 4 I'aide des couples d’oligonucléotides G1/G2, G3/G4 et G5/G6. La

localisation des régions promotrice et terminatrice du transgéne whiG est indiquée.

Les 3 produits de PCR obtenus pour le transgeéne whiG de chacun des mutants ont été
séquencés. Les séquences obtenues ne présentaient aucun artéfact pouvant étre du a un
mélange de signaux correspondant a 2 génes whiG différents (ces génes présentent 90,2 %
d’identité entre S. coelicolor et S. ambofaciens) et correspondaient a la séquence du géne
whiG de S. coelicolor, attestant que seul le transgéne, et non la copie résidente de
S. ambofaciens, 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 a la position 257, figure 25) en 5° du géne, provoquant un décalage du
cadre de lecture et la production d’une protéine WhiG trés courte et vraisemblablement
inactive. En effet, elle est délétée des régions 2.4 et 4.2, régions nécessaires a la
reconnaissance des promoteurs des génes régulés par ce facteur o, comme c’est le cas pour
tous les facteurs o de la famille 6™ (Figure 27). Cette mutation est présente dans le transgéne

whiG des 2 mutants WT12pap5GpA et WT12pap7GpB et explique le retour au phénotype

mutant.
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Figure 27 : Alignement de la séquence protéique de WhiG de S. coelicolor M600 et du transgéne des 2
transconjugants WT12pap5GpA et WT12pap7GpB. 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 différent. Le symbole * indique un
codon stop. Les régions caractéristiques des facteurs o appartenant 4 la famille des facteurs o’ sont indiquées

par des double fléches.

Ainsi, le plasmide pSET152(whiG) introduit dans les mutants Pig'pap de S. ambofaciens
apparait étre trés 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 transgeéne whiG a été détectée.

2.1.6 Estimation de la stabilité 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 étre trés instable. Afin
d’estimer cette instabilité, la fréquence de perte de la résistance a I’apramycine (géne porté
par le plasmide) a été déterminée chez des souches produisant des spores, considérées comme
unigénomiques dans la quasi-totalité des cas. Les plasmides pSET152 et pSET152(whiG) ont
donc été introduits par conjugaison dans les sous-clones sauvages WT8 et WT12. Les souches

WTSpSET, WT8G, WTI12pSET et WT12G ont ainsi été obtenues. Les souches WT8pSET et
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WTI12pSET comportaient le plasmide pSET152 dans leur génome et les souches WTSG et
WTI2G, le plasmide pSET152(whiG). Afin de déterminer le taux de colonies devenues
sensibles & ’apramycine pour les souches WI8pSET, WT8G, WTI12pSET et WT12G, des
suspensions de mycélium et de spores des 4 souches ont été filtrées, de maniere a récupérer
essentiellement les spores, et étalées sur milieu HT solide a raison d’environ 100 colonies par
boites puis répliquées, aprés 4 jours d’incubation a 30°C, sur des boites de HT supplémenté
en apramycine (30 pg/ml). Les colonies absentes sur les boites contenant du milieu HT
supplémenté en apramycine et présentes sur les boites contenant du milien HT sans
apramycine (contréle de réplique) ont €té repiquées une fois sur du milieu HT contenant de
I’apramycine pour vérifier leur sensibilité.

Pour la souche WT12pSET, seule 1 colonie présentait une sensibilité a 1’apramycine
sur 4700 colonies observées (fréquence de perte de la résistance a I’apramycine : 2.10™). Pour
la souche WT12G, les 3900 colonies observées étaient résistantes a I’apramycine (fréquence
<23 2,6.10"). Pour la souche WTS8pSET, 2 colonies sur 2200 observées n’étaient plus
résistantes a 1’antibiotique (fréquence : 9.10™). Enfin, pour WT8G, une seule colonie sur les
8500 observées apparaissait sensible 3 1’apramycine (fréquence : 1.10™).

Ainsi, la perte de la résistance a ’apramycine dans les spores a été observée a des
fréquences de I'ordre de 10, Cet événement apparait donc relativement rare. A I’inverse,
chez les mutants Pigpap issus des transconjugants gris, passés par un état papilile, sur les 8
mutants précédemment caractérisés, seul 2 présentaient encore le caractére de résistance a

I’apramycine, soit une fréquence de perte de la résistante de 0,75.
Ces résultats suggerent que le passage par un €tat papille semble favoriser la perte du

plasmide pSET152 porteur du géne whiG chez les mutants Pig pap par rapport a la fréquence

de perte dans les spores qui ne sont pas passées par cet état papille.

2.1.7 Les mutants Pig'pap « HTC » présentent une mutation du géne whiG

Le séquengage du géne whiG a été entrepris chez les souches WT8papl, WT8pap4,
WT12pap5 et WT12pap7 afin de mettre en évidence la présence ou I’absence de mutation
dans ce géne. Pour cela, les 3 couples d’oligonucléotides G1/G2, G3/G4 et G5/G6 ont été
utilisés pour amplifier la totalité du géne whiG (régions promotrice et terminatrice incluses)

des 4 mutants Pigpap et les 12 produits de PCR ainsi obtenus ont été séquencés. Ces
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expériences de séquencage ont permis de révéler la présence d’une mutation dans le géne

whiG des 4 mutants Pigpap analysés (Figure 28).

Gl

1 GAGTGATCACGCAGAGCGATCATCATCCCCCCTGTAGAGCGTTCAGCGGAACGTATCTGC

Région promotrice

61 GTAdGGCCCTCACCCGTCGCTTCGCGCACCGCGACAGTCCAGTCACGCTACGCTCACGAG|
+1

121 EACCCCCACGCAGACGTCCGACAGCAGGCGA%AACCAGACAGCAGACCGGCGGCCCCACC
ros %4 start
181  AGGCACCCGCATCACGGCAGAACGGCACARGGCAR)GARTECCCCAGCACACCTCCGGGE
%3
241 CCGAACGGGCGGCEA KCCCCCOAGCCGCCCETGACGETGGCAGCGTGCGACCECCCGLCT

S,

301 CCTCGACGCTCGACGAGTTGTGGCGGTCGTACAAGGCGACGGGGGACGAGCGGCTGCGRE

361 AACAGCTGATCCTGCACTACTCGCCCCTGGTGAAATATGTGGCAGGCCGGGTGAGCGTGG

421 GGCTGCCGCCCAACGTCGAGCAGGCG%ACTTCGTCTCCTCGGGGGTCTTCGGACTGATCG

g

481 ACGCGATCGAGAAGTTCGACGTCGACCGCGAGATCAAGTTCGAGACGTACGCGATCACCC

541 GGATCCGTGGCGCGATGATCGACGAACTGCGGGCGCTGGACTGGATCCCGCGGTCGGTCC

601 GGCAGAAGGCGCGGAACGTGGAACGCGCGTACACGACGCTGGAGGCGCGACTGCGCCGCA

i

661 CCCCGTCGGAGAGCGAGGTGGCCGTCGAGATGGGGATCGCGGT@GGACCTCCACGCGG

721  TTTTCAGTICA GCTGTCGCTCGCL,AA’“ CGTGGTGGCGCTGGAGGAGCTGCTGCACGCCGGCE

781 GGGAGGGC@CGGCT GAGCCTCATGGACACCTTGGAGGACACCGCCGCCGACAACC
841 CGGTGGAGGTCGCCGAGGACCGTGAGCTGCGACGGCTCCTGGCGCGEGGCGATCAACACGC
901 TGCCCGAGCGGGAGAAGACCGTGGTCACGCTGTACTACTACGAGGGGCTCACGCTCGCCG
961 AGATCGGGAACGTGCTCGGTGTGACGGAGAGCCGGGTCAGCCAGATTCACACCAAGTCGG

sto
1021 TGTTGCAGCTGCGCGCTAAGCTGGCGGGATTCGGCCGC CAGGGGTGATGCCCTGCG

Régoi
1081 GTCGGCGCII‘GTCGGCGACCCTGTGGCCCGTCGCGCGGE1ZGCAGGAGTGACTCCCGTACGG

1141 GGTGGCGCGTCCGTAAAGT GGGGGCGTGCCAAGGATTCGAGCGGCCTCCGTGGCCGAGCA
]

1201 CCGGTCGAT CGCA

Figure 28 : Séquence du géne whiG de S. ambofaciens WT8 et localisation des oligonucléotides (marqués par
des fléches) utilisés pour amplifier puis séquencer les différentes portions de ce geéne. Les régions promotrice et
terminatrice, la séquence 1bs, le start de transcription (+1) putatif et les codons start et stop sont encadrés. Les

séquences entourées correspondent aux endroits ol des mutations ont été détectées dans les 4 mutants Pigpap

« HTC ». Elles sont notées #1 pour WT8pap1, =2 pour WTS8pap4, 3 pour WT'12pap5 et +4 pour WT12pap7.

Le mutant WTS8pap! 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 I’'ORF, provoquant
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un décalage du cadre de lecture et I’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 4 la reconnaissance de la boite -35 des génes régulés par o™, rendant
probablement inactif ce facteur o. La souche WTS8pap4 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
WT12pap5 présentait une mutation de type frameshift +1 (insertion d’une cytosine dans une
série de 6 cytosines a la position 257, figure 28) en 5° du geéne, mutation identique a celle
détectée dans le transgéne whiG des souches WT12pap5GpA et WT12pap7GpB, provoquant
un décalage du cadre de lecture et la production d’une protéine WhiG trés courte et
vraisemblablement inactive (Figure 29). Enfin, la souche WTI12pap7 présentait une
substitution d’une adénine en cytosine dans la séquence rbs du géne (position 215, figure 28),

pouvant perturber la traduction chez ce mutant.

< 1 b < 2:1 O —
1a za 20 40 an £0 Ta &0
[ O (P O C N T IO St (U L It [ IPEP N IR IS I
WTS8 M R S PR R AT P A ARG R VR E AT R DR I W e R AT O R R RO E T LAY SPI VR VAGEVEVEI PENVEL ADEVE
WT8papl MR TSGR A AT PE A ARG S VR EEAPSTLDE L RS YR A TODEREREQLIEBY SPIVRYVACEVENVOLEPRVECANIEYS
WT8pap4  lelysiipemelani nhinsoiing ;
WT12pap5 MEQHTSGPEEAAIFD IR
2.3 2.4
B 160 LT 132G L 110 D B T a— 150
I P o L v O e (O L E o I L T [ IR FPUPIP
WTS8 BCNMEGLIEATRRFEVEREIRFETY AT TRIRCAMIDRI BALEWTPREVROEAREVERAYTTIFARLRRTESESFUAVEMGE
WT8papl SOV EGLIE AT R P EYE R TR P E T A T R TR AT DR B AL RN TR S VRO R AR RV EE AY T T I F AR BRTOSESERVAVEMOT
WT8pap4 ECNPFGLIEA TERPEVDREIRFETY AT TR IRC AN TR I BRI E W I PREVEORARNVERAYTTIFARI ERTESESFVAVSMGT
‘WT12pap5
3 4,1
170 1z0 > 130 200 210 :2* 230 240
O O L U T O e U HU e o L U T IPUPY |
WIS ANEDLEAYEEn ] SE AR AL R LRAGOREC e ST MDTI BNTAADNEVELVARDLREIDDE I ATATHTI DEDERTUNTIVY
WT8papl
WT8pap4
WT12pap5
P 42 =
250 280 270 220 234 300 210 fededs)
D P L I e L PPt Py IR I
WTS YEGLTIAEIGE\?LG%TESFV‘SQIETESVLQLF.ﬁElﬁGfGR'
‘WT8papl
‘WT8pap4
‘WT12pap5

Figure 29 : Alignement de la séquence protéique de WhiG de WT8 et des 3 mutants Pigpap « HTC »
WT8papl, WT8pap4 et WT12papS. 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 €crits en noir sont ceux qui différent. Le symbole * indique un codon stop.

7 sont indiquées par des

Les régions caractéristiques des facteurs o appartenant & la famille des facteurs o
double fléches. La protéine WhiG du mutant WT12pap7 n’est pas représentée puisqu’elle ne différe pas de la

protéine sauvage, la mutation détectée affectant un nucléotide dans la séquence rbs, donc en dehors de I’ORF.
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Ainsi, & D’instar des mutants Pigpap 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 géne whiG de S. coelicolor et ne présentent pas de grands
réarrangements génomiques. Cependant, une mutation dans leur geéne whiG a été détectée,

différant de ce qui avait été trouvé par Catakli ef 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 1’échantillon était petit et peut-étre non
représentatif, 16 mutants Pig'pap issus de papilles obtenues sur milieu HT (nommés 1papHT a
16papHT) et 10 mutants Pigpap issus de papilles obtenues sur milieu HTC7 (nommés 1pap7
a 10pap7) ont été isolés et analysés dans la suite de ce travail. Chaque mutant provenait d’une
papille issue de colonies cultivées sur des boites de Pétri différentes, afin de s’assurer que les

événements mutationnels étudiés soient indépendants.

2.1.8 Caractérisation moléculaire de mutants Piopap S. ambofaciens srice

a Putilisation de la technigue de SSCP

Le 'séquencage 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 étre 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 all¢les, le sauvage présentant une guanine (G) et
le mutant une substitution consistant en une thymine (T) 2 la place de cette guanine, sont chauffés 4 min a
95°C afin de provoquer leur dénaturation puis mis rapidement sur glace. Ils subissent ensuite une migration
sur gel de polyacrylamide 8%, TBE 0,6x, & 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 paramétres importants d’optimisation de cette technique est la taille du fragment
d’ADN analysé. Une des mutations fréquemment observées dans le géne whiG consistait en
I’insertion d’une cytosine dans une série de 6 cytosines. Cette mutation avait en effet été
détectée dans le géne whiG de S. coelicolor porté par le plasmide pSET152 présent dans les
souches WT12pap5GpA, WTI12pap7GpB (cf paragraphe 2.1.5), pap3Gp2 et pap3Gp4,
souches caractérisées antérieurement (Catakli et al., 2005) ainsi que dans le géne 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 €té choisis autour de cette mutation frameshift, de fagon a amplifier
des fragments de 155, 205, 278 et 348 pb, respectivement avec les couples SSCP1/SSCP2,
SSCP1/SSCP3, SSCP1/SSCP4 et SSCP1/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 transgéne whiG.
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Transgéne de WT12pap5GpA 1
M600 1

Transgéne de WT12pap5SGpA 61
¢ M6%0 61

Transgéne de WT12papSGpA 121
M600 121
Transgéne de WT12pap5GpA 181 msertion
M600 180

Transgéne de WT12papSGpA 241
Mo600 240

Transgéne de WT12papSGpA 301
M600 =00

Transgéne de WT12pap5GpA 361
M600 360

Transgéne de WT12pap5GpA 421
M600 2zo

Transgéne de WT12papSGpA 451
M600 450

Figure 31 : Localisation des 5 amorces utilisées pour optimiser les conditions de SSCP. Le couple
SSCP1/SSCP2 permet d’amplifier un fragment de 155 pb, SSCP1/SSCP3 de 205 pb, SSCP1/SSCP4 de 278 pb et
SSCP1/SSCP5 de 348 pb. Les ADN utilisés comme matrices lors des réactions de PCR correspondent au géne
whiG de la souche sauvage de S. coelicolor M600 et aux transgénes des souches WTI12pap5GpA et
WT12pap7GpB, présentant '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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. - 348 pb : SSCP1/SSCP5
273 pb : SSCP1/SSCP4

SSCP1/SSCP3 : 205 pb

N
SSCP1/SSCP2 : 155 pb
._

ADN
renaturés

Figure 32 : Migration sur gel de polyacrylamide des fragments de PCR obtenus avec les couples
d’oligonucléotides SSCP1/SSCP2, SSCP1/SSCP3, SSCP1/SSCP4 et SSCP1/SSCPS5 a partir des ADN des
souches M600, WT12pap5GpA et WT12pap7GpB. Les fléches indiquent les 2 monobrins correspondant &
chaque produit d’amplification. Les bandes ayant migré le plus loin correspondent aux ADN renaturés.

Les bandes non légendées pourraient correspondre a 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 ’ADN du transgéne des 2 mutants présentant la mutation
frameshift +1 et un des monobrins issu de ’ADN de la souche sauvage. Il est possible
d’envisager que la modification de conformation provoquée par la présence d’une mutation
sur ’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 SSCP1/SSCP3 a donc été choisi pour Ia suite des expériences de
SSCP.

L’ADN génomique des 10 mutants Pig'pap « HTC » de S. ambofaciens a été extrait et le
fragment de 205pb a été amplifié & 1’aide du couple SSCP1/SSCP3. Les produits
d’amplification obtenus ont été dénaturés et déposés sur gel de polyacrylamide (Figure 33).
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<—— 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 SSCP1/SSCP3 en utilisant comme matrice 1’ ADN de la souche

€Y 7

sauvage WT8 et de 10 mutants Pigpap « HTC » de 5. ambofaciens. La bande ayant migré le pius loin

correspond aux ADN renaturés.

Sur les 10 mutants Pigpap « 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
1pap7, Spap7, Tpap7 et 8pap7. Afin de valider la fiabilité de ce type d’expérience, le fragment
de 205 pb du géne whiG des mutants Spap7 et 7pap7 a été séquencé et une mutation
frameshift +1 consistant en 1’insertion d’une cytosine dans une série de 6 cytosines a été

détectée.

Ainsi, sur les plus de 1000 nucléotides constituant le gene whiG (promoteur et
terminateur inclus), 4 mutants Pigpap « HTC » sur les 10 analysés étaient mutés dans le
fragment de 205 pb situé en 5’ de 'ORF. Les autres pouvaient étre mutés dans une autre

partie du géne whiG ou appartenir a la catégorie des mutants non mutés et régulés de fagon

post-transcriptionnelle.
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Comme aucune mutation dans le géne whiG n’avait encore été identifiée chez les
mutants Pigpap « HT » de S. ambofaciens, contrairement & ceux issus de milieux HTC,
I’ADN génomique de 16 mutants « HT » a été extrait et le fragment de 205 pb a été amplifié
par PCR a ’aide des oligonucléotides SSCP1/SSCP3. Les produits d’amplification obtenus
ont été dénaturés et déposés sur gel de polyacrylamide. Sur les 16 mutants Pigpap « 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 1papHT, 2papHT, 9papHT, 14papHT et
16papHT. Le fragment de 205 pb a été séquencé chez 3 de ces 5 mutants, 9papHT, 14papHT
et 16papHT. Les 2 premiers présentaient le profil typique observé lors de I’insertion d’une
cytosine dans la série de 6 cytosines en 5’ de ’ORF whiG. Le mutant 16papHT présentait
quant a lui un profil atypique, I’un des monobrins migrant plus loin que celui correspondant a

la souche sauvage et 1’autre monobrin migrant moins loin (Figure 34).

H
¢

£

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 oligonucléotides SSCP1/SSCP3 et comme matrice I’ADN de la souche

sauvage WT8 et du mutant 16papHT. 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

I’insertion d’une cytosine dans la série de 6 cytosines chez le mutant 14papHT, conduisant a
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I’apparition prématurée d’un codon stop (Figure 35). Le mutant 9papHT présentait, quant a
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 o (Figure 35). Enfin, le mutant 16papHT
présentait une substitution d’une guanine en adénine en 5° de I’ORF, provoquant le
remplacement d’un codon TGG en codon TGA et ainsi ’apparition prématurée d’un codon
stop conduisant & la synthése d’une protéine o"¢ probablement inactive puisque délétée des

régions 2.4 et 4.2 nécessaire a 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 Pig'pap « 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 différent. Le symbole * indique un codon stop. Les régions

caractéristiques des facteurs ¢ appartenant 3 la famille des facteurs o’ sont indiquées par des double fléches.

Ainsi, alors qu’aucune mutation dans le gene whiG des mutants Pigpap « HT » de
S. ambofaciens n’avait été détectée lors de travaux antérieurs (Catakli et al, 2005), une
augmentation de 1’échantillon et ’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 géne whiG. Les 17 autres mutants peuvent présenter une mutation d une autre
position du géne whiG ou appartenir 3 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 géne whiG sur milieu complet HT et sur milieu limité en acides
aminés HTC ne semble pas significativement différent, ce qui suggére 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 géne whiG semble étre fortement muté lors du développement des colonies de
S. ambofaciens, ce qui se traduit par ’apparition de papilles blanches dans lesquelles ce géne
est fréquemment muté. Chez cette espeéce, 2 types de mutants Pigpap ont ét€ mis en évidence,
ceux de la classe A, présentant une mutation dans leur géne whiG, et ceux de la classe B,
présentant un géne whiG non muté mais une protéine WhiG vraisemblablement inactive peut-
étre suite a 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 phénoméne apparait
comme ¢tant une amplification de ce qui se passe sur milieu HT. Les mutants Pigpap
pourraient donc étre 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 Pigpap de S§. coelicolor issus de

contextes nutritionnels différents

La caractérisation de 3 mutants Pigpap « HT » de S. coelicolor et d’un mutant Pigpap
« HTC » a montré que ces mutants présentaient les mémes caractéristiques que les mutants
Pig'pap « HT » de S. ambofaciens (Catakli, 2004). Ces observations nous ont amenés a isoler
un plus grand nombre de mutants Pigpap de S. coelicolor afin de déterminer d’une part s’il
existait chez cette espéce les 2 classes de mutants Pigpap isolés chez S. ambofaciens et
d’autre part si le milieu de culture a partir duquel ils étaient isolés influengait I’appartenance a
I’une des 2 classes. Ainsi, 6 mutants Pigpap « HT » (nommés 1cpHT a 6cpHT) et 7 mutants
Pigpap « HTC » (nommés lcp7 & 7cp7) de S. coelicolor ont été isolés a partir de la souche

M600 et caractérisés.
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2.2.1 Caractérisation moléculaire de mutants Pig'pap S. coelicolor grice 2

Putilisation de la technigue de SSCP

L’ADN génomique des 7 mutants Pigpap « HTC » et des 6 mutants Pigpap « HT » a
été extrait et le fragment de 205 pb a été amplifié a 1’aide du couple d’oligonucléotides
SSCP1/SSCP3. Les produits d’amplification ont ¢été dénaturés et déposés sur gel de
polyacrylamide. Sur les 13 mutants Pigpap de S. coelicolor analysés, aucun ne présentait un
profil de migration d’un des 2, ou des 2 monobrins de 205 pb, différent de celui de la souche
sauvage M600, suggérant qu’aucune mutation n’était présente dans cette partie du géne whiG.
Ces résultats contrastaient avec ceux trouvés pour S. ambofaciens puisque sur les 26 mutants
Pigpap analysés chez cette espéce, issus de milieu HT ou HTC, 9 présentaient un profil de

migration différent de celui de la souche sauvage pour ce fragment de 205 pb.

2.2.2 Séquencage du géne whiG des mutants Pig'pap de S. coelicolor

Le séquencgage de la totalité du géne whiG (régions promofrice et terminatrice incluses)
de 5 mutants Pigpap « HTC » (1cp7 a 5cp7) a été réalisé de maniere & 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 a la séquence du géne whiG de la souche

sauvage M600 pour les 5 mutants analysés.

Ainsi, alors que deux types de mutants Pigpap ont ét¢ mis en évidence chez
S. ambofaciens, certains mutés dans le gene whiG, d’autres non mutés dans ce géne mais
peut-étre inactifs pour la protéine WhiG, aucun mutant Pig'pap muté dans ce géne n’a été
identifié dans ce travail chez S. coelicolor. Ce résultat peut étre interprété de 2 fagons : soit
tous les mutants Pigpap de S. coelicolor appartiennent a la classe B, c’est-a-dire que le géne
whiG n’est pas muté mais la protéine WhiG est inactive, soit le géne cible est différent entre

les 2 espéces de Streptomyces étudiées.
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2.2.3 Analyse transcriptionnelle du géne whilH chez les mutants Pigpap 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 géne whiH, transcription directement
dépendante d’un facteur 6" actif, chez 3 mutants Pigpap « HTC ». Une extraction des
ARN totaux a été réalisée sur des cultures de 2 jours & 30°C sur milieu HT solide de la souche
sauvage M600 et de 3 mutants Pig'pap « HTC », 1cp7, 2¢cp7 et 3cp7. La transcription inverse
a alors été réalisée selon le protocole décrit par Catakli ef al. (2005) et les ADNc obtenus ont
ensuite été utilisés pour une réaction de PCR classique en utilisant les oligonucléotides
ransyH 1 €t (wansyH2 permettant ’amplification d’un fragment de 150 pb interne a I'ORF whild
(ces oligonucléotides sont nommés H1 et H2 dans Catakli et al., 2005) (Figure 36).

587 pb ——>

458 et 434 pb ——>
361 pb——>
271 et 267 pb ——

Figure 36 : Migration électrophorétique des produits de RT-PCR obtenus & 1’aide du couple d’oligonucléotides
(trans)H1/(trans)H2 permettant I’amplification d’un fragment interne au géne whiH. L’ ADN du plasmide pSL1180
digéré par Haelll a été utilisé comme marqueur de taille. L’ADN génomique de la souche lcp7 a été utilisé
comme témoin positif de PCR. Les ARN traités & 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 a de I’ADN
résiduel avant 1’étape de transcription inverse puisque les pistes correspondant aux témoins
négatifs réalisés, consistant en ['amplification grace au couple d’oligonucléotides
(rans)H 1/(ransyH2 des ARN traités a la DNase mais sans réaction de transcription inverse, ne

présentaient aucun signal de transcription.

Ainst, chez les mutants 1cp7, 2cp7 et 3cp7, le géne whiH est transcrit, suggérant que la
protéine WhiG est fonctionnelle. Ce résultat contraste avec les observations réalisées chez
S. ambofaciens, espéce chez laquelle 2 types de mutants Pigpap ont été identifiés, des
mutants mutés dans le géne whiG, et des mutants vraisemblablement inactifs pour la protéine

WhiG puisque whiH n’y était pas transcrit.

2.2.4 Complémentation du phénotype Piepap chez S. coelicolor

Afin de déterminer quel géne était inactif chez ces mutants, les 5 génes whid, whiB,
whiG, whiH et whiJ ont été introduits dans les 6 mutants Pigpap « HTC » et les 7 mutants
Pigpap « HT » issus de la souche M600. Pour cela, une conjugaison entre les souches
d’E. coli ET12567(pUZ8002) porteuses des plasmides pSET152, pSETI152(whid),
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 milien HT
supplémenté en apramycine (30 pg/ml), résistance portée par le plasmide pSET152, et en
acide nalidixique (50 pg/ml), qui permet de contre-sélectionner la souche donneuse.

Alors que I’introduction des plasmides pSET152, pSET152(whid), pSET152(whiB),
pSET152(whiH) et pSET152(whiJ) n’a pas permis de complémenter le phénotype mutant,
I’introduction du plasmide pSET152(whiG) a permis un retour au phénotype sauvage chez les

mutants Scp7 et 6¢pHT (Figure 37).
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Scp7+H 6cpHT+H

Figure 37 : Phénotypes des mulants Pigipap Scp7 (A) el 6¢pHT (B) el des transconjugants 5cp7+G.
S5cp7+tH, 6epHT+G el 6epHT+H obtenus aprés introduction dans les 2 mulants Pig'pap des plasmdes
pSET1532(whiG) el pSETLS52(whiH).

Pour les 11 autres mutants Pigpap analysés, un retour au phénotype sauvage a été
observé uniquement apres introduction du plasmide pSET152(whiH), comme illustré pour 2

d’entre eux sur la figure 38.

r\_‘fﬂ
/[] p— P

- 4cpHT+G 6ep7+G

L A@)

6cp7

4cpHT+H 6¢cp7+H

Figure 38 : Phénolypes des mutants Pigipap 4cpHT (A) el 6¢p7 (B) el des transconjugants 4epHT- G,
4¢cpHT+H. 6¢p7+G et 6¢p7+H obtenus aprés introduction dans les 2 mulants Pigpap des plasmides
pSETI52(whiG) el pSET 1 52(whiH).

La présence du plasmide pSETI152(whiG) chez Scp7 et 6¢cpHT et du plasmide
pSET152(whiH) chez les 11 autres mutants Pig pap a été vérifiée par hybridation d’une sonde
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correspondant respectivement a pSET152(whiG) et pSET152(whiH) sur les profils BamHI des

ADN génomiques des transconjugants.

2.2.5 Séquencage des génes whiG et whiH chez les mutants Pigpap de

S. coelicolor

Le séquengage du géne whiH endogeéne a alors été entrepris chez les 11 mutants Pigpap

complémentés par pSET152(whiH). Pour cela, 3 couples d’oligonucléotides ont été dessinés

afin d’amplifier la totalité du géne whiH, régions promotrice et terminatrice incluses. Ces

couples ont été nommés H1/H2, H3/H4 et HS/H6 (Figure 39).
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Figure 39 : Séquence du géne whiH de S. coelicolor M600 et localisation des oligonucléotides (marqués par

des fléches) utilisés pour amplifier puis séquencer les différentes portions de ce géne. Les boltes promotrices

-35 et -10 et la séquence rbs sont indiquées. Les codons start et stop sont encadrés. Les séquences entourées

correspondent aux endroits ot des mutations ont été détectées dans les mutants Pigpap de S. coelicolor.

Elles sont notées 1 pour celle retrouvée chez 10 des 11 mutants analysés et =2 pour 6¢p7.
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L’analyse des séquences obtenues a permis de révéler dans tous les cas la présence
d’une mutation dans I’ORF whiH. Dix des 11 mutants Pig'pap analysés présentaient la méme
mutation, consistant en l’insertion d’une cytosine dans une série de 6 cytosines en 3’ de
I’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 synthése
d’une protéine WhiH plus longue de presque 100 acides aminés (Figure 40). WhiH appartient
a la sous-famille FadR des régulateurs GntR dont la majorité agirait sous forme de dimére,
dimérisation impliquant vraisemblablement I’extrémité C-terminale (Rigali et al., 2002). Si
WhiH agit sous forme de dimére, il est possible d’envisager que la protéine WhiH soit
inactive chez ces 10 mutants Pigpap car incapable de se dimériser par son extrémité C-
terminale. 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 géne plus
important que celui de la souche sauvage. Une analyse du taux de transcription, par PCR
quantitative, pourrait permettre de confirmer le caractére non fonctionnel de la protéine WhiH
chez ces 10 mutants Pig'pap de S. coelicolor.

Le 11 mutant, 6cp7, présentait quant 4 Iui une substitution d’une thymine en cytosine
localisée en 5° du gene (position 430, figure 39). Cette mutation provoquait la modification
d’une Sérine en Proline dans le motif Hélice-Tour-Hélice permettant la liaison de WhiH a
I’ADN (Figure 40). La protéine WhiH de ce mutant pourrait donc étre moins active voire

inactive puisqu’incapable de se fixer au niveau des génes qu’elle régule.
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Figure 40 : Alignement de la séquence protéique de WhiH de M600 et des mutants Pigipap de S. coelicolor
complémentables par pSET152(whiH). « WhiH mutants » désigne les 10 mutants présentant la méme mutation
en 3’ de I’ORF. 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 M60O alors que les acides
aminés écrits en noir sont ceux qui différent. Le symbole * indique un codon stop. Le motif Hélice(H)-

Tour(T)-Hélice(H) caractéristique des régulateurs GntR est indiqué.

Le séquencage du géne whiG a été réalis€ chez les 2 mutants Pig'pap complémentés
apres introduction du plasmide pSET152(whiG). Cette analyse a permis de montrer que le
mutant 6¢cpHT présentait une mutation de type frameshift -1 consistant en la délétion d’une

cytosine dans une série de 4 cytosines dés le début de I’ORF (position 221, figure 41).
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Figure 41 : Séquence du géne whiG de S. coelicolor M600 et localisation des oligonucléotides (marqués

par des fléches) utilisés pour amplifier puis séquencer les différentes portions de ce géne. Les codons start

et stop sont encadrés. La séquence entourée et marquée d’un astérisque correspond & la série de 4

cytosines dans laquelle a été identifiée une mutation chez le mutant 6¢cpHT.

tats

Résul

Cette mutation provoquait la synthése d’une protéine aberrante et dépourvue des régions

2.4 et 4.2 (Figure 42). Cette protéine pourrait donc vraisemblablement étre inactive.
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Figure 42 : Alignement de la séquence protéique de WhiG de M600 et du mutant 6¢cpHT. 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 différent. Le symbole * indique un codon stop. Les régions caractéristiques des facteurs o

appartenant & la famille des facteurs 6’ sont indiquées par des double fléches.

En revanche, aucune mutation n’a été détectée chez le mutant 5cp7 par rapport a la
séquence sauvage. Afin de déterminer si la protéine WhiG de ce mutant était active, nous
avons analysé la transcription du géne 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 1’était pas chez le mutant 6¢cpHT, analysé pour comparaison.
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150 pp—> |

Figure 43 : Migration électrophorétique des produits de RT-PCR obtenus a 1’aide du couple d’oligonucléotides
(transyH 1/(trans)H2 permettant I’amplification d’un fragment interne au géne whiH. L’ ADN du phage A digéré par
Psf a été utilisé comme marqueur de taille. L’ ADN génomique de la souche 6¢cpHT a €té utilisé comme témoin
positif de PCR. Les ARN traités a 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 a un échantillon

contenant de 1’eau 4 la place des ADNc.

Le séquengage du gene whiH de ce mutant a été réalisé et aucune différence par rapport

a la séquence du géne whiH de la souche sauvage M600 n’a été détectée.

Ce type de résultats n’ayant encore jamais été observé ni chez les mutants Pigpap de
S. ambofaciens ni chez ceux de S. coelicolor, 1a recherche de spores sauvages résiduelles a été
entreprise. Pour cela, un grand nombre de colonies du mutant Scp7, ainsi que des mutants
1cp7 a 4cp7, pour comparaison, a été observé apres 7 jours de croissance a 30°C sur milieu
HT. Alors qu’aucune colonie grise n’a ét¢ détectée pour les mutants 1cp7, 2¢p7, 3cp7 et 4cp7
aprés 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.
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Ainsi, alors que le phénotype mutant de 1cp7, 2cp7, 3cp7 et 4cp7 semble stable (taux de
réversion inférieur & 1,7.10%), le mutant 5¢cp7 présente un fort pourcentage de colonies de
phénotype sauvage. Il est probable que ce mutant soit en fait un hétéroclone, 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 géne whiH (dans 10 cas sur 11) ou
dans le géne whiG (dans 1 cas sur 11). Cette observation différe de celle réalisée sur les
mutants Pigpap de S. ambofaciens, pour lesquels la protéine WhiG semble toujours inactive,
que ce soit par un événement mutationnel dans le géne ou par une modification post-
transcriptionnelle. Afin de détecter la présence éventuelle de mutants Pigpap de
S. ambofaciens mutés dans le géne whiH, I’introduction du plasmide pSET152(whiG) ou
pSET152(whiH) a été réalisée dans tous les mutants Pigpap de S. ambofaciens qui
présentaient, en SSCP, un profil de migration des 2 monobrins d’ADN identique a celui de la
souche sauvage. Des transconjugants de phénotype sauvage ont été obtenus aprés introduction
du piasmide pSETlSZ(whiG) dans tous les mutants analysés, alors que des transconjugants de
phénotype Pig'pap étaient observés aprés introduction du plasmide pSET152(whiH). Ainsi, a
I’heure actuelle, aucun mutant Pig'pap de S. ambofaciens déficient dans le géne whiH n’a été

isolé.

Malgré cette différence, les mutants Pigpap des 2 especes présentent de nombreuses
caractéristiques communes que sont la dépigmentation, 1’incapacité & sporuler, 1’absence de
grand réarrangement génomique et la stabilité du phénotype mutant. Les génes whiG et whiH
intervenant dans la cascade de sporulation semblent étre des cibles de ’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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Résuitats

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 a nous interroger sur I’implication de cette réponse cellulaire dans la production de
papilles blanches et donc dans 1’augmentation de la mutabilité des génes whiG et whiH lors
du développement. Afin de tester cette hypothése, la capacité d’un mutant reld de
S. coelicolor (Chakraburtty and Bibb, 1997) a produire des papilles a été déterminée. Dans ce
mutant, qui dérive de la souche sauvage M600, une grande partie du géne reld, dont celle
codant ’activité synthétase, a été remplacée par une cassette de résistance a I’hygromycine.

Ce mutant est incapable de produire du (p)ppGpp en réponse & une carence en acides aminés.

3.1 Le mutant rel4 M570 ne produit pas de papilles

Dans un premier temps, le mutant M570 et la souche sauvage M600 ont été cultivés a
30°C sur milieux HT, HTC7 et HTC7+aa et leur phénotype a été observé a 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 a 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 aprés 5 jours de
croissance, a 14 jours, c’est-a-dire lors de 1’établissement des distributions du npc, une grande
majorité de spores était observée chez le sauvage comme chez le mutant, permettant de
conclure que I’absence de papilles chez la souche M570, si tel était le cas, n’était pas due a un

blocage dans la formation du mycélium aérien et des spores.

Le mutant rel4 M570 a ainsi été cultivé pendant 14 jours a 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 trés grand nombre de papilles, le mutant re/4 M570 ne

présentait pas, ou trés peu, de papilles (Figure 44).
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Figure 44 : Représenlation graphique de la distribution du npc observée chez la souche sauvage S. coelicolor
M600 et le mutant re/ld MS70 dérivant de cette souche, cultivés sur milieu [T (A et D), HTC7 (B et E) et
HTC7+aa (C et F) 14 jours a 30°C. Sur chaque milieu, 30 colonies aléatoirement choisies ont élé observees el
les différentes valeurs du npe regroupées par classe de 5. Le nombre de colonies observées pour chaque classe

est représenté en ordonnée (Nb de col.). Une photographie du phénolype le plus représenté 4 été choisie.

3.2 Complémentation du mutant rel4 M570

Afin de confirmer I'implication de la réponse stringente et plus directement du
(p)ppGpp dans la production de papilles chez S. coelicolor, le mutant rel4 M570 a été
complémenté en introduisant le plasmide plJ6084 (Sun et al., 2001). Ce plasmide, dérivé de
plI8600, porte un gene de résistance au thiostrepton et a I’apramycine, une origine de transfert
permettant son transfert par conjugaison intergénérique E. coli/Streptomyces, le site attP du
phage ®C31 et le géne codant I'intégrase (comme le plasmide pSET152, le maintien du
plasmide plJ6084 dans Streptomyces dépend de son intégration site-spécifique au niveau du
site attB du génome) et une grande partie du geéne reld, notamment celle codant I’activité
(p)ppGpp synthétase, sous le contréle d’un promoteur inductible au thiostrepton (fipA)
(Figure 45).
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Figure 45: Représentation schématique du plasmide plJ8600 dans lequel a été cloné un fragment de
1,46 kb du geéne reld portant I’ activité (p)ppGpp synthétase. Le promoteur tip4 (tipAp), le géne de résistance
au thiostrepton (s7), I’origine de réplication de pUCI18 (ori pUC1S), le géne de résistance & ’apramycine
{aac(3)IV), I'origine de transfert du plasmide RK2 (oriT RK2), e site d’attachement du phage ®C31 (a#tP)
et le géne codant I’intégrase du phage ®C31 (inr ®C31) sont indiqués (d’apreés Sun ef al., 1999 et Sun et al.,

2001). La taille du géne rel4 et du fragment cloné est spécifie.

Le placement sous le contréle d’un promoteur inductible permet d’induire a un moment
donné la synthése de (p)ppGpp. 1l est & noter que I’induction précoce de ce géne lors du
développement (inférieur a 2 jours) ne doit pas se faire car elle entraine une 1étalité. En effet,
I’accumulation de (p)ppGpp provoque 1’inhibition de nombreux processus métaboliques tels
que la synthese d’ADN et d’ARN ribosomaux et conduit a 1’impossibilit¢ de former une
colonie s’il est exprimé dans les toutes premieres étapes du processus de développement (Sun

et al., 2001).

Le plasmide plJ6084 a donc été introduit dans le mutant M570 par conjugaison
intergénérique E. coli ET12567(pUZ8002)/S. coelicolor. Trois transconjugants ont ¢té
aléatoirement choisis et analysés. Il s’agit des souches M570,u6084[1], MS570p156084[2] et
M570,156084[3]. L’analyse de leur profil 4sel, par PFGE, a révélé 1’absence du fragment Asel
comportant le site a#tB du phage ®C31 et la présence de 2 fragments supplémentaires par

rapport a la souche sauvage M600, attestant de 1’intégration du plasmide plJ6084 dans leur
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génome. En effet, le plasmide plJ6084 porte un site de restriction 4sel. L hybridation de ce
plasmide marqué sur des profils de restriction BamHI et Asel de I’ADN génomique des 3
transconjugants obtenus respectivement par électrophorése classique et par PFGE a confirmé
sa présence au niveau du site af/B. Aprés 72 heures de croissance a 30°C des transconjugants
sur milieux HT et HTC7, des disques, imbibés de 12 pl d’une solution de thiostrepton a
1pg/ul, ont été déposés a proximité de colonies. Des expériences témoins ont été réalisées en
parall¢le, en introduisant le plasmide plJ8600 dans le mutant M570 (souche nommée
M570p153600) et en induisant de la méme maniére que précédemment le promoteur tip4. De
méme, la souche M570, sans plasmide, a subi un traitement au thiostrepton comme décrit
précédemment. Aprés 11 jours supplémentaires (aprés traitement au thiostrepton) de
croissance a 30°C, 30 colonies aléatoirement choisies des 3 transconjugants, de la souche
M570,13600 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 M570,y3600 traitées au thiostrepton (Figure
46B) ne présentaient pas (ou trés peu) de papilles, comme celles sans induction (Figure 46A),
montrant que le plasmide plJ8600 a lui tout seul ne permettait pas le retour a la production de
papilles apres traitement au thiostrepton. De méme, les colonies du mutant M570 ne
produisaient pas (ou trés peu) de papilles sans (Figure 46C) ou avec (Figure 46D) traitement
au thiostrepton, montrant que le thiostrepton a lui tout seul ne permettait pas le retour a la

production de papilles.
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Figure 46 : Représenlation graphique de la distribution du npc observée aprés 14 jours de croissance a 30°C sur
milieu HT de la souche S. coelicolor M570,s600 (A el B) et M570 (C et D) apres traitement au thiostrepton
(12 pl d’une solution a 1 pg/ul) (B et D) ou sans trattement (A et C). Sur chaque miheu, 30 colonies ont éte
observées el les différentes valeurs du npe 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.

Les distributions établies étant similaires pour les 3 transconjugants M570p6084[ 1],
M570p156084[2] €t MS570,1560¢4[3], seules celles obtenues pour M570;156084[ 1] sont présentées sur

la figure 47.
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Figure 47 : Représentation graphique de la distribution du npc observée aprés 14 jours de croissance a
30°C de la souche S. coelicolor MST0h60ss[ 1] cultivée sur milieu HT (A et C) et HTC7 (B et D) apres
induction de la synthése de (p)ppGpp par 12 pl d’une solution de thiostrepton a | pg/ul (C et D) ou sans
induction (A et B). Sur chaque milieu, 30 colonies ont élé observées el 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 éié choisie.

L'induction de la synthése de (p)ppGpp provoque |'augmentation du nombre de
papilles, sur les colonies cultivées sur milieu HT (Figure 47C) comme sur celles cultivées sur
milieu HTC7 (Figure 47D), puisque la majorité des colonies présentait plus de 50 papilles, ce
qui n'€était pas le cas sans induction (Figure 47A et B), condition dans laquelle Ja majorité des
colonies présentait moins de 20 papilles. Cependant, il est a noter que certaines colonies
présentaient un grand nombre de papilles sur HTC7 méme sans induction du promoteur tip4.
Cect pourrait étre expliqué par une transcription résiduelle au niveau du promoteur tip4 ou

d’un promoteur en amont (Sun ef a/., 2001).

Ainsi, Dintroduction du plasmide plJ6084 et ['induction de [activité (p)ppGpp
synthétase chez le mutant M570 permettent un retour a4 la production de papilles
dépigmentées a la surface des colonies, confirmant I'implication de la réponse stringente et du

(p)ppGpp dans la mutabilité chez S. coelicolor.



3.3 Caractérisation de mutants Pig'pap issus de complémentants

Afin de vérifier que les papilles produites a la surface des colonies des 3
complémentants M570,6084[1], M570,156084[2] et M570p156084[3] aprés traitement au
thiostrepton donnaient naissance a des mutants Pig pap de méme nature moléculaire que ceux
caractérisés précédemment, trois papilles ont été repiquées (une pour chaque complémentant)
et les trois mutants Pigpap en dérivant, nommés M570p6084[1]pap, M570pm6084[2]pap et
M570p156084[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 a 30°C sur milieu HT,
n’a révélé que des fragments mycéliens, suggérant que ces mutants étaient incapables de
produire des spores. Le séquengage des génes whiG ou whiH a révélé que ces mutants Pigpap
étatent mutés dans un de ces 2 génes. En effet, le mutant M570,6084[ 1 Jpap présentait une
mutation de type frameshift -1 provoquant un décalage du cadre de lecture (position 857,
figure 48) et la synthése d’une protéine WhiH dont la partie C-terminale était totalement
modifiée (Figure 49). I est ainsi possible d’envisager que la protéine WhiH de
M570,16084[ 1 ]pap ne soit plus active car plus capable de se dimériser via son extrémité C-
terminale.

Le mutant M570,156084[3 Jpap présentait I’insertion d’une cytosine en + dans la série de 6
cytosines en 3’ de I’ORF précédemment observée dans le gene whiH de 10 mutants Pigpap
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 synthése d’une protéine WhiH

plus longue de presque 100 acides aminés (Figure 49).
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acaccatgatgaccgeegecegtteegecgactecggectegegaaccegggegaacteg
accgctacccgtacgeggagacgececgeegtegacegecteggggegecetectgggaag
gggtggagccegagetggggegegtgggecggegecacegegggcaacegtggeecgeggac
tgcacgggcaactcgtccagcagctgggccﬁﬁgtgatcgtctccggcgacctgggtgccg

accgcccgctggtgcccgaggagatcggacagcgtttcga&ﬁtctcccgcaccgtggtgc
gcgagteectecgegtgetggaggecaaggggetggtcagegetegececaatgteggea

cccgtgtgcgccccgtcagtgaé%ggaacctgétggatcctgacatcatcgaatggcgtg
cctteggtecgeagegegacgaccagegecgegagetgagegagetgegetggacgateg
agccgetegecgegegectggeegeegggcacgggegegaggacgteccagecagaggetgt
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gcgccgatacg agttccacaccctgetecatecagatecgegggcaaccggatgetggace
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gtgacggcgcggcggccgaggcggccatgcgtcaagétctgaccgtccaccccgaggtgg
aacgcgtggtgcecg gcgagcadtgabcgcecttecgecggaacggeggggtecg
ggcacgccaaacccctcecetgtggetgtggecggecaccgecgtcacectteggacecegtg

gagccgctcecececggttecacggggtccgaaggtgtgatgagecaggetgegecttectegeg
cggccecgcaaggtacgagttgatgaccttgtttatcecgcatctgaccaattttgategett

acggggtgtgactcgggccacgcggattgggecgtaacgectcecttgggaacaacacgatgac
6
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Figure 48 : Séquence du géne whiH de S. coelicolor et localisation des oligonucléotides (marqués par des

fleches) utilisés pour amplifier puis séquencer les différentes portions de ce géne. Les boites promotrices -35 et

-10 et la séquence 1bs sont indiquées. Les codons start et stop sont encadrés. Les séquences entourées

correspondent aux endroits ou des mutations ont été détectées dans les mutants Pig'pap de S. coelicolor. Elles

sont notées «1 pour celle retrouvée chez M570;156084[3] €t +2 pour M570,16084[ 11.
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Figure 49: Alignement de la séquence protéique de WhiH de M600 et des mutants Pigpap

M570p560s4[ 11pap et M5706034[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 différent. Le symbole * indique un codon stop.

Le motif Hélice(H)-Tour(T)-Hélice(H) caractéristique des régulateurs GntR est indiqué.

Enfin, le mutant M570;160s4[2]pap présentait une délétion de 33 nucléotides dans le

géne whiG, soit 11 acides aminés, en 3’ de la région 1 du geéne codant ce facteur sigma

(Figure 50).
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Figure 50 : Séquence protéique de WhiG de la souche M600 de S. coelicolor. Les 11 acides aminés délétés
chez le mutant Pigpap MS570,56034[2]pap sont encadrés. Le symbole * indique le codon stop. Les régions

caractéristiques des facteurs ¢ appartenant 3 la famille des facteurs o'° sont indiquées par des double fléches.
q pp q p

La région 1 des facteurs ¢'° est importante pour la liaison 4 I’ADN et Pinitiation de la

transcription.

Ainsi, les papilles produites lors de I’induction de la synthése de (p)ppGpp chez la
souche M570 comportant le plasmide plJ6084 présentent les mémes caractéristiques que

celles caractérisées chez S. coelicolor M600.

3.4 Séquencage du géne reld chez 8. ambofaciens

La construction d’un mutant délété du géne reld chez S. ambofaciens a été envisagée,
de maniére a déterminer si un mutant rel4 de S. ambofaciens présentait le méme phénotype
que le mutant M570 de S. coelicolor, a savoir une abolition de la production de papilles. La
technique de PCR-targeting (Gust ef al., 2003) a été considérée pour construire ce mutant.
Dans un premier temps, le séquengage du géne reld de S. ambofaciens a été entrepris afin de
déterminer le pourcentage d’identité avec son homologue de S. coelicolor et d’avoir acces a la
séquence de ce géne chez S. ambofaciens. Trois couples d’oligonucléotides ont été dessinés
d’apres la séquence de S. coelicolor A3(2) dont le génome a enticrement ét€ séquencé. Un
premier couple permettait I’amplification d’une partie interne (420 pb) & la région codant

Iactivité (p)ppGpp synthétase. Les 2 autres couples permettaient d’amplifier 2 fragments
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Résultats

d’ADN, un comprenant la région 3’ du géne apr (géne en amont de reld), la région
promotrice de reld et la partie 5° de ce géne, I’autre comprenant la région 3’ du géne reld, la
région intergénique et la région 5° d’ORF3 (géne en aval de reld) (Figure 51), afin de

déterminer si ’environnement génétique était identique entre les 2 espéces.

P2
546 pb 1 2544 pb 1095 pb

1458 pb

Adénine Activité p pGpp Fonction inconnue
phosphoribosyltransférase synthétase

Figure 51 : Schéma représentant I’environnement du géne reld chez S. coelicolor M600. Les 2 promoteurs P1 et
P2 en amont du géne reld, la taille des 3 ORF (apt, reld et ORF3), la fonction de chacune d’elles et leur orientation
de transcription sont indiqués (d’apres Chakraburtty ef al., 1996). La partic N-terminale de re/4 codant 1’activité
(p)ppGpp synthétase est délimitée par un trait noir. La partie séquencée chez S. ambofaciens est délimitée par des

traits en pointillés.

Le séquengage du fragment de PCR de 420 pb correspondant a la partie interne du
géne reld chez la souche S. ambofaciens ATCC23877 a révélé 97 % d’identité avec le géne
reld de S. coelicolor sur 359 nucléotides analysés (Figure 52) et 98 % d’identité en acides

amings.
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7 oogi] 11497591 ek | X872 67. 1| SCAPTRELL S.coelicolor apt £ rell genes

Length = 3350
Score = 632 hit=s (319}, Expect = =—179
Identities = 349/352 [(37%)
Strand = Plus / Plus
ouery: 1 Ccgoctgghogoodadogo oo oaagogogacgagt acotoegooatogtoacogacgsg 60

TPy e vt rvbbre et e i e e rererrt e
Sbhijct: 14899 cgootggbogoddgadodadoootoaagogogacgagtacotoegoeodgtogtoacogacgag 1758

Juery:s 61 gtogoagoagagacctgogogo oo ogogatoascgoogaceghgacoggoogooocasagoac 120
Pttt etr et e ey et e e r ettt rrrirrErer e
Skhict: 17359 grtocagoaggacctoogogogidoocogoatoasagugogacoghoacoggoogooooaagoace 1818

Cusry: 121 atgatogooogUggo o Jtgacttogoggagatotacgacs 180
IIIIIIII||I||l|||ll|||||llIIIIIIIllIII Fritrerebrrrrrrtrenrti
Skhijcot: 1519 =t L] ctaccagasgatgatogboogo oo gygacttogoeggagatetacgscs 1878

Query: 151 ogotgggoatoegoiocctggtggacacgotoogogactgoetacgoegogogoctoggeacg 240
1

trerrrrtyrirrerrrrrerd v e e r i r e ettt

[N
Sbhijct: 18579 gogtgggoatecgegioctgidggacacogiocgogactgotacgoggogotoggoacyg 19385

Query: 241 OJLOCACgCCogC TYgaRac o oot LoD googc TLoas ACLacatogogatgoooas 300
Frrvberrerrberrrrrrrirrrrtra eyttt et irrertr et ettt

Shict: 1939 gtocacgooogobggascoogdtiocoggggo gyt icaaggactacatogogatgoccaag 1298

Query: 301 tgtaccadgtodotcacacgacggroatcgggocoascoggeaagooggtogs 359

lIIIIIIIIIIIIIIIIIIII!III!IIIII[IIIIIHIII PRyttt
Shict: 1999 ttoascatgtaccadghogotgtacacgacggboatoggogoooggoggoaagooggooga 2057

Figure 52 : Résultat du BLASTN, réalisé sur le serveur du NCBI. La requéte (Query) correspond & un fragment de
PCR obtenu a partir d’oligonucléotides dessinés grice a la séquence du géne reld de S. coelicolor disponible dans
les banques de données en utilisant comme matrice I’ADN de la souche S. ambofaciens ATCC23877. Le BLASTN

révele 97 % d’identité avec un fragment interne au géne reld de S. coelicolor.

La partie interne du geéne reld apparait donc conservée entre S. ambofaciens et
S. coelicolor. Pour les 2 autres couples d’oligonucléotides, aucun produit d’amplification n’a
pu étre obtenu a partir de I’ADN de S. ambofaciens alors qu’un produit d’amplification 1’était
en utilisant comme matrice I’ADN de S. coelicolor, servant de témoin positif de PCR. Méme
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 géne reld suggére que
I’environnement ou le mode de régulation (notamment au niveau de la région promotrice) du
” geéne reld chez S. ambofaciens pourraient étre 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 espéces de Streptomyces.

La construction du mutant reld de S. ambofaciens n’a pas été poursuivie.
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4 Publications

Les résultats présentés dans ce manuscrit ont fait I’objet de 2 articles dont un a été
publi¢ en mars 2006 dans Mutation Research et un est en cours de soumission dans ce méme

journal et de 2 communications orales (voir en annexes).

116



Avatlable ondine at www.sdencedirect.com
BOIEMGRE @ﬁfﬂﬁfsf%

Autation Research 593 (2006) 8098

NR

Furdarmental and Molecular
Mechanizms of Mulagenesis

ELSEVIER

) winwelseviercomdoeatedomol ot
LComnunity address: wwwelviercomiloosis/mutres

Genetic instability of whii/G gene during the aerial mycelium
development of Streptomyces ambofaciens ATCC23877
under different conditions of nitrogen limitations
Magal Genay, Sibel Catakli, Alexandra Kleinclauss, Axelle Andricux,

Bernard Decaris, Amnie Dary™®

Lethaarorpive oy Urénétigue of Microbiclogie f UME INEAAUHE HI2R), IFR TR Faoal dey Sotences de I Universisd Henrl Polncard,
Fast. Mat. de la Recherche Apmmom, Naney I, BP239 54500 Vandoewvre-1és-Naney, Franwe
Peceived 15 August 2005; received in revised form 16 September 2005; accepted 15 Cetober 2005
Available online 4 January 2006

Abhstract

In Streptomyces ambafactens, white papillae that penetic instability events generate during aerial myeelivm growth, ghve rise to
Pig-pap mmtants which are unable to sporulate and devoid of large penome rearrangement. Knowing that genetic and environmental
factors can influence the nurnbser of papillae per colory, we investigated the effect of nutrient limitated conditions of growth on the
formation of white papillas. We observed that wnder nitrogen lmitation and, moest particularly, under aming seid limitation, the
minnber of papillae per colony dramatically inereased. Meost of the Pig-pap mutants deriving from such papillae displayed a rontation
in the whics pene, which encodes the sigma factor o™ which is absolutely required for the sporulation process. In most cases,
the mutation led 1o a loss of funetion. We showed that the Pig-pap mutants deriving from papillae appearing under usual growth
conditions also frequently displayed mull mutation of wiicy too. As the waie: mutation ratio among the Pig-pap nutants isolated
with ar without nitrogen limited conditions did not change, the results described in this paper suggest that the production of papillae
could constitute a response of 5. ambafciens to an aming agid limitation.
€ 20035 Elsevier 3%, All rights reserved,

Kevwonrds: Streprosovcer, Genetic instability; Differentation; wiity; Wutrient limitation

1. Introduction

Streptomvess ave Gram positive sail baderia with a
Righ GO eomtent which undergo a complex evole of moe-
phesto cal differentiation associated with the production
of secondary metabolites such as numerous antibiotics
[1]. O a sohd medivm, the gemmmation of a spore
gives rise fo vegetative myeelium with a radial growth,

* Corresponding auther. Tel 2 +3383684267; fax: +33 3 83 6542 74,
E-maf} address: Aamie Daryiischiol.uhp-naney fr (A, Dary).

0827-5107% — see front matter © 2005 Elsevier BV, All rights reserved.

dair 1810169 morfirmnm. 2605.10.095

from which aerial myeelum develops, Fhe last step of
the Streptonrvees morphologieal differentiation consists
of spore mdividualsetion at the aerial hyphae extrem-
wies [2]. The characterization of & coslivelor mutants
wmpaived at difterent steps of the differentiation process
has led to the identification of severs] senes implicated in
this phenomenon which can be split into two groups. The
first includes genes, such as the bald genes, which are
requirted for aenal myceliom erection while the second,
sueh as the whi genes, corresponds 1o genes ivolved in
the spore maturation process [3]. According to the differ-
entiation slep where they are stopped, the 5. voclicolor

117



M. Genay of ol 7 Mutation Research 395 {2000) 80-60 8l

wit! mutants exhibited a typical aerial hvphae meaphol-
oy, Thus, the whiG mutants harbour a bypicat phenotype
consisting of straight aerial hyphae withowt spoves [4].
bcdied, witiG encodes the RNA polymerase sigma fre-
tor Wiy which is absolutely required foo the shift from
acrial growth to sporulation. In Steeprowvees ambofis-
clens, whi mutanis seem to be produced athigh frequeney
during the aerial mveelium development of a colomy,
Indeed, this species as the other Streprontvesy species
exhibit a high degree of genstic mstability which usue-
ally oceurred at different developmend stages [3]. In the
progeny of a 8 amboficions wild type colony, which is
grey, prgmeni-deficient colonies and pigmented colonies
harbounng one or several seetors andfor while papil-
lae are observed al lugh frequency (>1%6). Sectors are
thought to result from a mutational event cccurring dur-
ing vegetative mycelivm development, while papillae
could be generated by a mutation ansing during the
aerial myvcelum development. The pigment-defective
colomes could result Trom the germinafion of a mutani
spore, produced by o mutational event coowrred dur-
ing sporulation. Mutants deriving either from plgment-
defective eolonies (Pig-cal), sectors (Flg-sec) or papllae
{Pig-pap} do not display the same features [}, The Plg-
col and Plg-sec mutants synthesise different amount of
grey prgment and/or antibiotics and only a small frac-
tion {<10% is unable to sporulate [81 At the molec-
ular evel, deletions of chromesomal fragment(s) of
several hundreds of kilobases andfor amphification of
adjacent sequence are often detected at the extremities
of the chromosamal DINA which s Bnear in Strepie-
myees bacterin [7]. Comversely, the Pig-pap mutanis
share characteristics which distingish them from the
two ather types of mutantz: they display a whi pheno-
type since they produced aerial myoelivm buf no spores
ard do not possess any large genome rearrangements
[6].

As recently reported. the characterization of three
Pig-pap mutants, deriving from three independent muta-
tronal events revealed that the sporulation process was
becked at the initial step since each of them exhibired
a WhiCi-like phenotype. Although the introduction of
one copy of 8. covffrolor whits restored the sporulation
process i each wodtant, thelr phenotype did not result
from a mutation i thetr o wiils, since 1t was devond
of mutatton, but rather from an absence of an active
o0 ndeed, in these mulants, whif, the expression of
which depends on an active ™19, was not transcribed
suggesting that o™ was absent or inactive. Besides,
stich a putative absence did not result from a modifi-
catton of the transcription of whiz in these mutants,
These results led us to propose that the regulation of

wiily might constitute a target of genetic instability due-
my the aental mycelum development in 5 ambofaciens
[8].

Gienetie and environmental factors can influence the
number of papillae per colony. In previous works, we
have shown that the number of papallae appears to be
wenetically determined and constitures a good indica-
tor o isolate mutator stramns [6], Purther, mitial works
suggested that the growth conditions mighi exertan influ-
ence over the number of papillae per colony. Most par-
ticularly, it was ohserved that the number of papillae was
greatly inereased when 5. ambafofens was grown on a
mintmal medium [9], This prompted us o charsclenize
further such a phenomenon and to determine whether the
Pig-pap mutants isolated in these conditions displayved
the same feafures than that previcusly reported. Thus,
it was chserved that under nitrogen Hmited conditions
of growth, more specttically under an amno acid -
ation, the codonies displaved high number of papillae
which gave rise to Fig-pap mulants Frequently mutaled
m the wii; gene. ln most cases, the resuliing mutant
o™ s truncated and devoid ofat least the 4.2 region,
which is regquired for the recognition oof the —35 pro-
master sequence of the genes that this sigma factors reg-
ulates. The anabvses of several Pig-pap mutants deriving
froan papillae abiained under usual conditions of growth
revealed that they alse frequently displaved a nul muta-
tion nowhids, Among the Big-pap mutants ansing from
paptllae generated vader nitrogen liruted or usual con-
ditions of growth, the proportion of whi; mutants did
not change, leading us to propose that white papillas
which appeared o the surface of coloured eolonies of
S ambafodens could constitte g response to an aming
acid limitation.

2. Materials and methods
20 Bocteriad sivalng and growth conditions

& ambofaciens straing nsed in this work and listed in
Table 1, derived from two WT sub-clones of 5 ambofaciens
ATCC23877, WTE angd WT12 whise genetic instability has
been previously characterized [6,10). The Pig-pap mutans
used in this work derived from independent montaticmal events,
since each of them derived from one white papilla present at
the surface of different colonies, grown on different media
andfor Petri dishes. To obtain such mutanis, each papilla
wits carefidly picked up using a sterile toothpick ared sub-
cultured 2 or 3 limes gach time chopsing a white colomy,
until the progeny was homogeneous, Le. comsisting of white
enlonies,

Streptoavices straing were grown at 30°C either in
Hickey-Tresner {HT) lignid or solid medium [11], in it



derivatives (HTO1 o HTCE, see Table 20 or in YEME
liguid medivm [12]. The HTOT7+aa medium was made
by adding in HTCT medium a solotion containing the
1% amino acids which are present in Bacto tryploune.
This solulicn contained the Bllowing aminoe acids: alanine
Ee0mg/l), arginine (60umg/1), aspartic acid 120 mgdly, cysteine
{10mpdy, elutamie acid (340mpdy, plycine (409 mefdy histi-
clivte {40 mey, solencine {90 mgA}, tyrosine (30 mgdy, leucine

B2 M Cronay et af. 7 Mutation Bergarch 595 (2685) B0
Table 1 (150 mgsly, lysing {140 gy, methionine (55 mg/l), phenylala-
5. ambufaciens strains used in this work nine {75 mgdy, proline {150 mgd), sering (9img/l}, threonine
Streptomyces Origin Reference (7ompdly, tryptophan (15 med), valine (100 mp/}. This solu-
mm{ﬁﬂ»-;ﬂw B tiom was sterilised by filtration.
strains E eoll strain MRF'307 [13] containing the plasmid
— SETIS2 or pSETISXwhiz) 8] was grown at 3770 in
2;?2 5. anbofaciens ATCC 23877 (] }I},.miawﬂer’[ani {£3) liquid or solid medivin [ 14]. Conjugation
betwesn & coff and Streptesnyoes was done on HT medium
WTSpapl Papilla of WT8 grown an This work comtaining MeCls { 1omb).
HTC medicm
WTBpapd E?;?ISZE? grown en 2.2 Plagmids, trawsforsation and conjumion
WT12paps Papilla of WT12 grown on proceddres
HTCS medinm
WT12papT? Papifla of WT12 grown on E. voll MRF 307 was transformed by the plasmid pSET 152
HTC? medium of PAETSE2 fwhitsy by electroporation under standard con-
WTBpapl{whitz)  WTepapl with ditions previously described [157]. The transformants were
o pSETIS2(whiG) selected on L solid medium supplemented with tetracycline,
WTSpapd(whi(7)  WTspapd with kananycin and apramyein, at arespeetive finalconcentration of
N _ psE\Tlﬁ‘j'U_&m.m Al Then, E cofi strains were mated with 5. amboraciens
WT12papS{whiCs)  WT12paps with Pig-pap mudants using the procedure previeusly described
PSET152(whiG) Hig-pdp UL = p pre ¥ des:
WT12papTwhi;)  WT12papT with US]‘. E}i}?amugants wers &:vzflezﬁted by addmg‘apramg@m and
PSET153(whics) ampicillin (50 pp/mly replicated on HT solid mediumn and
WT1Z2papSCpa Papilla of WT12papSiwhicy their phenotype was observed after 14 days of growth
W1 ZpapTaps Papilla of WT12pap7{wiiG) at e,
Spap? Papilla of WT# grown on
HTCT medium 2.3 Sparalation assay
Fpap? Papilla of WTE grown on '
9papHT ?ﬂ?ﬁ;ﬁ?%}% grown on To determine the capacity afa} ,,S*i%ﬁ?;;xfms};’t:ﬁ*; e:'wtym into sporu-
HTC medim late, colony fragments were stained using the Sram reaction
" l4papHT Papilla of WTS grown an and observed by light microscopy [5).
HTC medium
16papHT Papilla of WTE grown on 2.4, DINA extraction, restriction frapments, Southesn
HTC madiven

SRRy and piised-feld pel eleclinploresiv

& ambofaciens total DMA was extracted az desciibed else-
whete [ 16] and restriction enrymes were used under the condi-
tioms recommended oy the suppliers (New England Biolabs).
D fragments were separated on agarose pels secording to
Sambrook et al. [14]. Southern blotting, prebeybridisation and
hybridisation were performed as previously described [17].
Labelling of probes and detection of specific hybrids were
performed using the DRE-IINA labelling and detection kit,
under the supplier conditions (Roche Molecular Biochemi-

Table 2
Composition of HT and HTC media used in this work
HT HTCI HTC3 HTL4 HTCS HTC? HTCE

Yeastextract (g/]) i (125 025 4 &6.25 i i
Beef extract () 1 B35 025 035 i i 1
White dexirin () ) 2.5 25 25 25 10 10
Bacto tryptone (g} 2 o5 2 0.3 [ e 4
CoCla (mg 20 5 5 5 5 2 24

The concentrations indicated in beld characters are identical with that of HT medium. Bach rmedium was realised using MilliG water and sterilised

by autoelaving 28min at 128°C.
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Table 3

Nucleotide sequence of oligonnclectides used in this werk

Primer Hequence of the primer Annealing
temperature
CC)

il FCOACTOATC ACCC AGAGD-Y 55

32 F TGATC TGO TOGACGT-3 55

33 F-ACGUTCCACGAGCTOTOG-X 55

34 S GOOGOTO TOCTODAGGET- 55

£i5 F OTOCGAGGACCTOCADDOG-Y 55

{36 FOUACGUTOOATOO ACC G- 55

{311 N GACCGATOTAGOTC ACGGTE-3 50

C31.2 F TCOAGAACCCOOTGACGOT-3 5

SRCP1 BLOACGOUAGAADGOOACTASY F

B%CF2 FOGTOGCUGETCOTCTTOTA-Y 58

SRCP3 5 TATTTOACG ASGUOOGAG-Y 58

85CP4 F GAACACCCOGGAGTAGAL-3! 58

28CPS FGOGTOATCGCOTADG TCT-3 5B

These sequences were deduced from the genome sequence of 5. cosli-
vodor available in the GeneRank database. The annsaling tanpearatures
uged for the POR reactions are indicated. The loealisation of'the dif-
ferent oli gonuclectides, except for ©31.1 and €312, are indicated in
Figs. 3 md 5.

calsiFor PFGE analyses, S gmbafochens siraing were grown
for 36h at 30°C with agitation (258 rpm) in YEME liguid
medinm and tedal DA was prepared s described previ-
pusly [18]. Pulsed-field pel electrophoresis was realised in
the CHEF systern {Biorad} using 1% aparese gels which
were run in &x TBE buffer for 20h with a pulse time
af 401605,

2.5, Beguencing of whiG gene, PR anid tong range PCR
conditions

Three couples of oligomcleotides {G14G2, G3/G4 and
G5/G6, see Table 30 were used fo amplify and sequence
the complete copy of the whlZ gene. The amplification of
the & eoelicolor transgenic copy of w#G in the strains
WT12papsGpa and W) 2pap7GpB was carried out in
two steps. The first consisted of amplifying the plasmid
PEETIA2(whityy by Long Range POR, using the oligonm-
cleotides ©31.1 et €31.2 {Table 33, which match the chrome-
somal intepration site of pSET152. The second step consisted
of a classic PCR using the couples of oligonucleatides (1/G2,
G304 or 5506, The PCR and long range PCR methods were
realizsed as previously deseribed [8]. Each PCR product was
sequencing using the DA sequencing kit { Applied Biosystem}
and the ABRI Prisin 319 syslem. Sequence comparisons and
alignments were performed with the SeqApp program using
Clustal W algorithm.

2t Bingde siraond comforsiation polvmorpiism (S5CP)

%

The different PCR products were denatured for 4imin at
95+ and separated on polyacrylamide gel §% in TBE {16 at

20 constant for 41 The single strands were revealed after
coloraticn for 2 min in ethidium bromide (0.5 gmb).

3. Hesults

a4, The number of white papillae per S,
ambefaciens colowy drastically fncreased under
aming aoid milation

To test the effect of nutrient Tmited conditions of
grovwth on the formation of white papillae, the wild type
stub-clomes WTE and W12 were grown on media which
confained the same tvpe but not the same concentration
oof each nurient. Conseguently, different derivatives of
the HT medium which corresponds to the medium usu-
ally employed to growe 5. ambofucions and to ohserve
its genetic nstability [19], were made {Table 23 The
distributions of the number of papillae per colony fape}
were established, afler 14 days of growth at 30°C, on
a sample of 30 mndomby selecied colontes. The npe
cistributions estabhshed after growth on HT miedium
{Fig. L&y were used as reference. In addition, we checked
that the capacity of WS and WT1Z spowes to germingte
ot the different media was stmilar as well a2 the diame-
ter of colonies after 14 days of growth at 30 °C. Thus, the
variations of the npe distetbutions which were observed
chied not seem 1o wesalt from a deep alteration of colony
growth,

On HTCT medim, the WT8 wnd WT12 colomies
exhibited a higher number of papillae than those grown
on HT, singe most of them harboured move than 56 papil-
laefFiz. 18 Although we cannot exclude the hyvpothesis
of a selection of numerous papillae under such prowth
conditions, these resulls suggested that under a nutri-
ent mitation, the production of papillae was strongly
stimulated. Tndeed, the concentrations of the dilferent
nutrients were 4 times kower i FUTCT than in HT and
hence nutnents became more rapidly limating.

Fo determine whether the reduction of one particu-
lar nuirient goneentration was af the origin of the npe
mereage, WTB and WTI2 were grown on HTC3E, 4
and 5 media which present the same composition than
HTCL, exvept for one nutnent {Table 2% For example,
in HTC? the Bucto trypltone concentration is tdentical
tos that of HT. After 14 davs of growth, the npe disti-
butions observed on HTC4 and HTCS Fig, 1D} were
stmilar with those of HTC! (Fig. 1B}, while the num-
ber of papillae per colony grown on HTC3 iFig. 10
was clearky reduced since the npe distributions appeared
to be similar to the ones for HT {Fig. 1AL This led to
the hypothesis that a limitation in Bacto tryptone could
aceount for the npe Increase observed on HTCIL.
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Fig: 1. Distributicess of the nurmber of papillas per colomy fnpel of 8 asboficiens WS and WT12 grown 14 days at 304C on HT (A), HTCL (B,
s HTE3 (C) and HTCA (O media. Distributionson HTCS were similar with HTC4. For each medium, 36 eolonies were randomly selected and their
-number ¢f papillae deterrnined. Npw walues were grouped together by classes of 5. The number of eolonies (Cal. number) ohserved for each elass
- ate shown on the Y-axis. Foreach distribution, the photepraph shows s Tepresentative phenotype.

To confiom the effect of the Bacto tryplone limitation
en the prodoction of white papillae, WTH and WT12
were grown on HTUT and HTOB media (Table 21 They
have the same compogition that BT mediom except for

Bacte tryplone eoncentration since the HTCT medium
e not conlain any Bacts trvptone and FTCR medium

comdained two times more Baclo tryptone than HT
medium, Calones grown in the absence of Bacto tryp-
tong, Lo, o HECT, exhibited a hagh mumber of papillae
tFig. 2 A while colonies grown in presence of a high con-
cenfration of Bacto tryptone {HTOUS) exhihited Bttle or
not papilas (Fre. 285 Thus, these results eonfirmed the
mplication of a Bacto tryptone limitation i the nerease
of papillae production.

As aming actds are the main constifuent of Bactoe tryp-
tone, we lested whether a supplementation of the HTC7
medinm by asolution ofthe aming acids presentin Bacto
tryptone {see Section 23, could induce a variation tnnpe
affer 14 days of growth of WTS strain. In these condi-
tons, the npe distribation was sieolae with that observed
on the T medium, since the majority of colontes exhib-
iteed Jess than 10 papillae (Fig. 20

Toconclide, these resulls sugpes t thiat urder an amino
ackd lmitation wany papillae are selected or generated
durinig the asrial mycelium growth of the S, ambofaciens
eodonies,

A2 whils et saveet fov penetic instaldl v events
penerating popiliae ander auiviem ifa'mmsawe

cond itlons of grorwth

Four HTU Pro-pap matants (WS
W2 papS and W Zpap 7L, deviving From four papillae
ol & amhofaciens colonies geown on the media HTO T,
HTC4. HTES and HTCT, ie. on which most colonies
presented more than 50 papillag, were 1solated. Each of
them displaved a white nutant phenotype and no spore
was detected on colonies grown for 7 days at 3670 while
at this groeth time, the WT colonies are plumented
and sporulate. although the progeny of each of these
Four Plg-pap mutants appeared to Be honmsensous, we
ensured that WT genome did notexist within the mutam
mycelium by pl:’a‘t‘x' abou] 30,000.colontes of each serain
on HT medium. Afler 7.dwys of growth at 30°C, no W,
i.e. }m_mmncd colony, was ohserved. Thus, the reversion
ate of cach mutant was below 5 % 1073, Finally, the Asel
restriction profile of these four FETC Pig-pap mutants was
Fowurmel tor be identical with that ol W18 fdata not shown i,
leading o the conclusion that they did not comtain any
large genome resrrangeme. Altogether, sueh observa-
ticm guggested that these four HTO Pig-pap mutants
harboured the sapre characteristios than these alreads

deserthed 1n Pig-pap mutants [8].

papl, WHapapd,
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Fig. 2, Distriburions of the number of papillae per colony tnpe) of Septomyors ambyfaciens WTH and WTI12 grown 14 days at 30°°C on HTC?
{A)and HTCE (Bymedia and WTE npe distribution established on HTC7 +aa (). For each medinm, 30 solonies were randomiy selected and their
nurnber-of papillas determined. Mpe values were grouped together by clazses of 5. The nurnber of colanies (Col. nurmber) observed for each clags
ae shown on F-axis. For each distilution. a phetograph shows s represertative phenotype.

The plasmid pSET I S20wi0) was then introduced by
conjugation using £ coli MBF 307 as donor in the four
mtants to determine whether the intraduction of one
copy of 5 voelicolor whiGG led 1o the suppression of
theirmutant phencotype. The exconjugants obtained with
pSETESZ, used as control, remained white while the 12
exconjugants obtained for the four HTC Pig-pap mutants
exhibited a WT phenotvpe consisting of grey sporulated
colontes afzo sxhibiting white papithae, in gpite of the
prezence of an addittonal copy o whicG,

The determination of the sequence of whiG of the
Four HTC Pig-pap mutands was achieved and allowed
e detection of 2 mautation in each case {Fig. 3 In
three cases, the mautation fed o 2 loss of fupction sinee
the ™19 expected from the mutant sequence lacked of
at teast the 4.2 region, which is required for the —33
promater seguence recoanition (Fig, 4), Tndeed, o¥hiG
helongs to the o™ family which is characterised by four
conserved regrons, ol which, 2.4 and 4.2 are highly con-
served ared tovolved tn —1T0and =35 promoter sequence
recogrition of the geves that these sigma fackors regu-
late [20]. Thuos, a —1 frameshift mutation consisting of
a deletion of & guanine in g streteh of five guanines (nt
TaR-TO3 b was detected in W pap 1 {Fie. 3), while a +1
Prameshilt mutation cotresponding to the addition of 4
cytosine rea strerch of six evtosines int 237-262) was

observed in WTT2pap® (Fig. 3% Finally, a substitution
{replacement of & guamne by a thswune) which gener-
med # stop codon swas detected in WTSpapd at positicn
705 (Fig. 37 and led to a truncated o™ (Fig, 43, In
the case of W1 2pap7. a substitution freplacement of an
aderine by a oyviosing) was detectad inthe putative RBS
sequence at position 215 {Flg. 33, Soch a moiaticn could
affect the translation efficiency, leadmg to the mutat
phienobype ohserved i this stram.

Fight Pig-pap mutants derving from B papilas
appeanng at the surface of ¥ different exconjugants
of WSpapt, WT8papd, WT12papS and WT 1 Zpap7
were Iselated. Fiest, the presence of the plasmid
PRETI52{whiG) at the aitBosite of $C31 in the genome
of these mutants was checked by hybridising this plas-
mrict on BamHl-digested senomic DINA. Six mitants lost
this plasmid, explaining the relurm to the white pheno-
rype of the papillag from which they derived. The two
others OV T ZpapSGpA and WT 1 2pap70pB) presented
the plasmid, integrated into the anl die of 31 {data
ok shown), Bowas amphified by Long Range POR vaing
the primers U3L1AC31Z (Table 33 and the wansgenic
capy of whiG was then amplified using thiee pairs of
prmers (G102, G303 and G5/06) and sequenced.
These experiments were done several times to ensure
that the mutatton which could be detected did not result
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16papHT and 9papHT, respectively. *2 correspends 1o the whiy region which is frequently mintated. as in Spap7. Ppap? and 14papHT and in the

ransgenic copy ol wiics of WT12papSGpaA and WT 12papT7apR.

from polymerase errors ocearring during the twe PCR
sfeps. For the two mutants, 2 frameshilt mutation cor-
pespending 1 the addition of one eytosine in & repeat
sequence of 513 cytosines {at position 257262, Fig. 3}
was detegtod, This frameshitt muation, contirmed thred
times for each stran, led to the expression of an inac-
tve Whils protein as in the case of W11 2pap5 (Fig. 4.
Although, the mutation present in the W T12pap3tipa
whity trpnspens 1s ideptical with that present in the whiGs
gene of s ancestor!WT1 2pap3 ), the sequence sirround-
g the mptation: poss
whiti of 5. coelivedor (data not shown), dinsinishing the
probability that the mutation detected in the transgene
derrved Fron a genic conversion event.

Toconclude, these resulis showed that the Whidi-like
phenotype of the four BT Ple-pap muknts solated
wrgler nutrient limited growth probably resulted trom a
mrutation i whidy which appeared to'be a target of genetic

esses OO wentity wilh that of

instability events cecurning dering the aerial mycehum
development. Further, when their mutant phenotype was
complemented by the introduction of ong copy of wiits,
this transgeniceopy conld also constitute a target for new
genetie instabality events generating new papiliae,

3. Detecrion of wiils mudation Fry goalases of
single st conforsmeition poborphise i
Fig-pap mutants deviving feom HTC? and HT
papilin

As mentioned in the introduction, the three Pig-pap
mutants characterized m a previous work (8] did net
harbowr any mutation in their own whity though thetr
phenotype s suppressed by the introduction of one
copy ol X covlicofor whils. Consequently, the fret that
the fonr Pig-pap nudants deseribed above were mutated
ki ratsedthe possibi ity that the moleculartangets of
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Fig 4. End-to-end aligmment of WG of Pig-pap mutants and 5 ambofaciens WTR strain. The alipnment was made using the BioBdit soffware.

Black bowes indicate sirnilar residues between the sequ:ente;s of the Fig-pap mutant and WTH and white boxes residues which differ. The star (%)
indieates a stop codon. The differsnt regions of o™ WG are indicated by arrenws. The letter x [x} means that the strains Spap?. 7pap?, 14papHT and
the & eoelicofor whiG transgene OFf WT12pap5Gpa md WT12pap7Gph present the same muation as the strain WT12paps.

the genetie instability events varied either with or with-
put mrient limited growth conditions, “Fo test such 2
hvpothesis, we decided to check B whity mutations in
a large nuniher of Pig-pap mutants deriving either Trom
“H1 or from “HT papillae”™, by analyses of single-
strandd conformation pelymorphism [21] Thus, 16 HT
Pieg-pap mutints and 10 HTCT Pig-pap mutants deriving
From independent mutational events {see Section 2} were
solated, Mutation tn widfs was chiecked by analysing the
single strand conformation palymorphism {$8CP) of a
region of whity which appeared 10 be mutated at a high
frequency (Fig 3AL Indeed, a +1 frameshift mutation at
pessition 257 {addition of one cytosine in a stretch of six
cytosines} has been chserved m fve nmtants resulting
from Ave independent mutational events: W11 2paps,
W 2ZpapSpA and W1 2papTOpB steains {see above)

and fwo other Big-pap mutants deviving from papillae of

EliF) exconjuzans [&].

To optimize the method, this portion ol el
was airphified fom genomie DNA of strmm WTR
atd of two positive centrols OWT 12pap3CinA and
WTlZpap™ .-]";E%z umm, either the couple of primers

: G SSCPIAESCPY o
, ; The single-strand contor-
meilion palvmorphisng of the five PCR products of
155, 2035, 278 and 348 bp, generated for cach steain
way anabysed theough electrophoreses {see Seetion 2},
The conformation change resulting from the mutation
present m the tmmgﬁtm copy of whil of the strains
W 1 2papSGpaA and W 2papFOpB was only detected
with the PCE produst of 205bp (Fig. 5B). Indesd,
m o these two mistants one of the two smgle-siratid
DA of the 205bp PR migrsed more shvady than
b the ease of WTE, Comseguently, total TINA of the
Y HTCT Pig-pap and the 186 HT Pig-pap mutants was
exiracied and POUR reictions using $SSCPHSSOPS wers
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Wobility shift of singlecatrand PCR produsts of 208 bp resulting from the presence o g mutation iu the strain 16papHT, compared with WTE.

performed. A single-strand conformational change of
PCR prodoct of 205bp was detected 1n 410 HTCT
Pig-pap mudants and 316 HT Flg-pap mutants. In £79
cases, the electrophoretic patiems were similar to those
of the strains WT12papSGps and WTI2papTGph
while the last nwtant had o ditferent one {(Fig. 3%
Hepice, mutation i this part of wiiltd was confiemed
by sequiencing the 205 bp PCR product of five of these
mne Pig-pap mutants. Armong them, four seemed to
prasent the same conlormation change that strains
W 2papsGps and W1 2pap7CGpB. while the fifth
mutant corresponded tothe nratant that had a different
conformation: Ineach case, a mutation was detected and
consieted of either 3 + 1 frameshift matation {33 cases)
or g substitution (275 cases), In 475 cases thig led 1o the
production of an inactive ™Y factor, since the protein
synthesised was truncated and lacked of at least the 4.2

region (Fig 43 The +1 frameshift mutation observed in
the three nutants Spap?, Tpap7 amd TpapH T conststed
of the addition of one cvlosane in the stretch of six
cviosines (ot 257-2062, Fig. 3} In the mutant 9paptit, a
subsiifotion ai position 331 (replacement of an adenine
by o guanine, Fig. 37 led to an amine acid change
singe o tyrosing was replaged by s eysteme (Fig. 45,
while the substitution present in the mutant 1opaptl T
{replacenent of a guarineg by an adenine, Fig. 35 at
position 322 penerated a stop codon and hence an
inaetive ™9 [netor since it was truncated {Fig. 4.
Thus, all ef thase results showed that the wiiGG gene
consfitnles a farget for genetic instability evermts oecur-
ring chiring the aeral mycelium development since it
appeared to be mutated 1 the Prg-pap mutants deniving
eather from HTO 7 or HT papillae. We showed thatat least
514 Pig-pap mutanis deriving from HTC7T papitlae and
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at least 53716 for Pag-pap mutants derving From FT papil-
lag harbored a mutation in their ean whics, As these two
frequencies were not significantly differend, it appeared
that under mutrient hmitation the number of white papil-
lae per colony increased, but the whi(F mutation ratio in
Plu-pap mutants did not.

4. Conclusion

In this paper, we showed that genetic instability ocour-
ring during the asrial mycelivm development can affect
the whiily gene and that the quantity of amino acids
present in the medium exerts an infuence on the for-
muaticn of white papitlae in 8 ambofociens. Therefore,
we observed that snder an amine acid Bmitation many
papillae wers present on the colonies and gave nise to Pig-
pap mutands which appeared o be unable o sporolate,
devoid of large penome rearangement and Trequently
mettaded I whiG at Teast 87140, In most cases (3/6),
sich a mutation bed toa loss of Tunetion. These features
were not specifically displayed by the Pig-pap mutants
deriving fram papillae appearing vider nimrient Himited
conditions of growih since the analyses of 16 Pig-pap
mutants, arising from papillae of colonies grown under
wsual conditions, also possessed mutation in wii fat
least 5/16% which led in most cases to a loss of function,
En a previous work, the charactenzation of three Prg-pap
mtants exhibiting 2 WhiG-lke phenotype revealed that
w these mutanis, the w7 gene was not mutated bug
rather the o0 vwas inactive [8]. In this work, we high-
lighted the fact that 1t could exist two types of Pig-pap
mtants, nntated in whiG or perhaps in its regulation,
and that these two types of mulants can be produced on
HT and perhaps on HTC media. In these two cases, the
a0 e inaetive and the phenotype observed is white,

Besides, our resulls suggested that the production
of papillae, thus Pig-pap mutants, could constitute a
response of Spreptomyess o a limitation in amine acids,
Endesd, twialternative hvpotheses could account for the
ncrease of papillae under aming acid himitation. The
first tmphies that the papillae might be selected since
advantageous within the colony under nutnent Hraired
groowth, while the second is that the production of papil-
lae is stimulated under nutrient limited growth. In this
last hypothesis, the increase of number of papillag per
colony directly results from an increase of the mutation
rate under certain comehitions,

In nature, micrabial populations are constanty con-
fronted by variable environments such as a generalized
scarcity of nutrients. In . eofi, adaptation o 4 searcily
of nutrients can Fvour muants which have lost the Bpos
function, though Bpof plavs an mportant rode Bor sur-

wival and adaptation under starvation conditions. ndeed,
gome rpes mukants can possess a growth advantage n
stattomary phase and thus outarow wild type cells due-
g prolonged incubation {22-24]. These mutants may
have an enhanved abalivy to seavenge amne acids andfor
utilize poor carbon sauress, indicating that mutations i
rpol may, i some cases, confer a selective advantage
foy the cell [24]. 11 has been proposed that expression of
a large number of genes under RpoS control might con-
stifute a significant metabolic burden to the cell and that
the loss of the Rpo® function by mutation may constitute
a maolecular switch that enables cells to thrrve [25.26].

In Streptomyees, the situation might be similar. Indeed,
Whith potentially controls numarus genes whose those
peeolved in the sporulation process. In vertain conditons,
such as under nutrient limitation, the mutations resulting
in the loss of an active ™10 could be advantageous, per-
mitting the arrest ol the sporulation process and perhaps
a switch toward an allernative metabolism which can be
favaurable to the mutant portion of the colony or 1o the
entive colony.

Finally, the proportion of Ple-pap mutant having a
uft mutation among the whit; Plg-pap mutants
wed o be higher (7711 cases) than that of mudants
having a substitution i wkity, Such a situation appears
by be similar to that observed in £ eoll, Indeed, among
the so~called stationary phase mulstions, the frameshift
mutations seew to be the most frequent and seem
i anvolve particular functions such as mwl, or dinB
(271 The production of papillac and, hence, of Pig-pap
mutants in 5 amboiiciens might result from the same
pepe of mechanisms.
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Abstract

In Streptomyces ambofaciens, genetic instability occurring 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,
y in whiG gene. Finally, we observed that a rel4 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
of Pig-pap mutants isolated from white papillae of the complemented re/4 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. coelicolor.
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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 reld/spoT homologue seems to be found, encoding both synthesising and
hydrolysing functions [7-10]. However, a second member of the reld/spoT was recently
identified in certain Gram positive bacteria. For example, the rshd 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 of many genes [14-16] by
binding to the P and P' subunits 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)rpGpp 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 o>~ and o since their ability to compete with 6" 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 leuB 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 /euB 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 of mutations [1].

In Streptomyces coelicolor, a Gram positive soil bacterium with a high GC content and
a complex morphological and physiological development cycle, the rel4 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 rel4 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 absolutely 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 rel4” 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 rel4” 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 of these results led us to

conclude 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, since each 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 of white 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 HTC7 medium
supplemented with amino acids [24].

The tipA promoter induction was obtained by adding near a colony grown 3 days, a

disk soaked with 12 pl of a 1 ug/pl 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 HT medium containing MgCl, (10 mM).

2.2. Plasmids, transformation and conjugation procedures

Transformation of E. coli ET12567(pUZ8002) by the plasmid pSET152 or
PSET152(whiA), pSET152(whiB), pSET152(whiG), pSET152(whiH), pSET152(whiJ) [30],
plJ6084 or plJ8600 [11] was performed by electroporation under standard conditions
previously described [31]. The transformants were selected on LB solid medium
supplemented with chloramphenicol (50pg/ml), kanamycin (50 pg/ml) and apramycin
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(30 ug/ml). Then, E. coli strains ET12567(pSET152), ET12567(pSET152(whid)),

ET12567(pSET152(whiB)), ET12567(pSET152(whiG)), ET12567(pSET152(whiH)) and

ET12567(pSET152(whiJ)) were mated with S. coelicolor Pig-pap mutants while E. coli

strains ET12567(plJ6084) and ET12567(plJ8600) were mated with S. coelicolor M570 using
the procedure previously described [32].

Exconjugants were selected by adding apramycin (30 pg/ml) and nalidixic acid

(50 pg/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 microscopy [33].

2.4. DNA extraction, restriction fragments separation, Southern analyses and Pulsed-field gel
electrophoresis

S. coelicolor total DNA was extracted as described elsewhere [34] and restriction
enzymes were used under the conditions recommended by the suppliers (New England
Biolabs). DNA fragments were separated on agarose gels according to Sambrook et al., 1989.
Southern blotting, prehybridisation and hybridisation were performed as previously described
[35]. Labelling of probes and detection of specific hybrids were performed using the DIG-
DNA labelling and detection kit, under the supplier conditions (Roche Molecular
Biochemicals).

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 Asel, as described previously [36]. PFGE was realised using the
CHEEF system (Biorad) through 1% agarose gels which were run 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 of whiG and whiH genes and PCR conditions

Two series of three primers pairs (G1/G2, 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,
respectively. 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
comparisons and alignments were performed 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 papillac while all 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 amino 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 1B) since most of them 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 1A). Thus, as S. ambofaciens, S. coelicolor produces white papillac 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 of S. 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 1cpHT to 6¢cpHT; table 1) and 7 HTC7 Pig-pap mutants (named lcp7 to
7cp7; table 1) were isolated. The incapacity to sporulate and the absence of large genome
rearrangement were checked for eight of them (1cpHT to 4cpHT and 1cp7 to 4cp7). Several
genes known to be involved in the first steps of the sporulation process [38] were introduced
to try to restore the WT phenotype. Plasmids pSET152(whid), 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 of pSET152(whiH) while the Pig-pap mutants 6¢cpHT and Scp7 displayed a
WT phenotype after introduction of pSET152(whiG). The presence of the plasmids in the
corresponding exconjugants was checked by hybridizing the corresponding plasmid on
BamHI-digested genomic DNA (data not shown).

Sequencing of the gene whiH of the 11 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 (6¢cp7) (Fig 2). As shown in Figure 3, the frameshift mutation leds to
the absence of the wild-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-terminal extremity, which was modified
in these mutants. Thus, the WhiH protein of these mutants could be inactive.

In the mutant 6¢p7, 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
helix-turn-helix domain [39]. Consequently, WhiH protein of 6¢p7 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 6¢cpHT (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 Scp7, 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 1cp7, 2¢p7, 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 Scp7 mutant presents a strong
percentage of colonies of wild-type phenotype. It is probable that this mutant is in fact a
heteroclone, 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 development

to generate papillae and hence Pig-pap mutants.

3.3. 4S. 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 papillac 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 rel4 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 re/4 mutant harboured very few or no papillae on HT, HTC7 or
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HTC7+aa media. When they were present, papillae exhibit? present a very small 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 small papillae of M570, occurred tardily.

The ability to produce (p)ppGpp was restored in M570 by introducing the plasmid
plJ6084. Such a plasmid contains the reld gene fragment coding the (p)ppGpp synthetase
activity under the control of the thiostrepton inducible promoter fip4 [11]. plJ6084 was
introduced in M570 by conjugation and its integration at the a#B site of the bacteriophage
®C31 was checked by hybridising this plasmid on Asel restriction patterns of genomic DNA
of three exconjugants (named M570p16084[ 1], M570,6084[2] and M570pm6084[3]) randomly
selected. For each exconjugant, the fip4 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 11 additional days of
growth. In addition, two controls were performed. They consisted of applying the same
treatment to colonies of the strains M570 and MS570p3600, Which contained the plasmid
plJ8600 (from which pIJ6084 derives). As the npc distributions which were established for
the 3 exconjugants containing plJ6084 after the thiostrepton-dependent tip4 induction were
similar, only that established for the exconjugant M570,16084[ 1] is presented in the figure 7.

Without tip4 induction, most of the M570,156084[1] colonies exhibited few papillae
which were of small size on HT (Fig 7A) and HTC7 (Fig 7B) media. Conversely, after the
induction of (p)ppGpp synthesis through #ipA4, the npc distributions were significantly shifted
towards a high number of papillae 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 papillae did not result from the
presence of the plasmid pIlJ8600, from which plJ6084 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 M570,ys600 (fig 7E). Thus, it
appeared that the restoration of papillae production observed after induction of #ijpA4 in the 3
exconjugants containing plJ6084 resulted from induction of (p)ppGpp synthesis. Finally, it
was shown that a residual transcription starting from the tip4 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 7ipA4 thiostrepton induction [11] (Fig 7B).

To conclude, 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 of Pig-pap mutants derived from M570,156084

To check that Pig-pap mutants deriving from the papillae produced by M570,156084[1],
M570pm6084[2] and M570p156084[3] strains after the induction of tipA 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-
cloned until obtaining homogenous mutant populations. They were named M570,16084[ 1 ]pap,
M570,m6084[2]pap and M570p160s4[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 Asel 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 M570p6084[1]pap and
M570,u6084[3]pap, whose the phenotype was complemented by the introduction of
pSET152(whiH), a —1 frameshift mutation (deletion of a 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). Finally, the
strain M570,1560s4[2]pap, whose the phenotype was complemented by pSET152(whiG), was
mutated in the whiG gene : 33 nucleotides (position 319 to 351 ; Fig 4), i.e. 11 amino acids

(Fig 5), were deleted in the 3’ extremity of "¢

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 from 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 wh;'G gene.
In S. ambofaciens, all of the Pig-pap mutants which have been characterised can be
complemented by the introduction of one copy of whiG 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-Turn-Helix domain. In all 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 §. coelicolor Pig-pap mutant displayed a whiG frameshift mutation
which probably leads to the synthesis of an inactive 6" lacking 2.4 and 4.2 regions, as it

was already observed in S. ambofaciens. Although, the difference in frequency of mutation in
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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 HTC?7) is not significantly different according to the
culture medium on which they were generated. Thus, the amino acids limitation seems not
create a new class of mutants but amplify 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 of mutation 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 modify 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 PollV 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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Table 1

S. coelicolor strains used in this work.

Table 2

Nucleotide sequence of primers used in this work. These sequences were deduced from the
S. coelicolor 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 of papillae per colony (npc) of S. coelicolor 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
class 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. coelicolor whiH gene sequence, localisation of oligonucleotides used to amplify the
different portions of this gene (marked by arrows) and position of mutation in Pig-pap strains.
Nucleotides in bold characters belong to whiH ORF and the start and stop codons are framed.
The -35, -10 and rbs regions are overlined. Position of mutation detected in 6cp7 (C),

M570,136084 11pap (-1G) and the 11 other Pig-pap mutants (+1C) 1s indicated.

Figure 3

End-to-end alignment of WhiH of 6¢p7, M570,1560s4[ 1 Jpap and the 11 other Pig-pap mutants
(noted WhiH other mutants) and S. coelicolor 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-turn-helix motif is indicated.
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Figure 4

S. coelicolor whiG gene sequence, localisation of oligonucleotides used to amplify the
different portions of this 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 6¢cpHT (-1C) and M570,p6084[2]pap (-33nt underlined) is

indicated.

Figure 5

End-to-end alignment of WhiG of 6¢cpHT 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

whiG

stop codon. The different regions of 6"~ are indicated by arrows. Framed amino acids are

deleted in M570,156084[2]pap strain.

Figure 6

Distributions of the number of papillae per colony (npc) of the reld 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 of papillae per colony (npc) of S. coelicolor M570pm6084[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 M570,18600 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 papillac 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 M570p18600 grown on HTC7 medium.
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Résultats

S. coelicolor strains

Origin

Reference

M600

S. coelicolor A3(2)

Weaver et al., 2004

M570 (reld) Chakraburtty and Bibb, 1997
M5705156084[ 1] Three exconjugants of strain M570 containing the
M570pm6084[2] plasmid plJ6084 which was integrated at the attB site
M570p16084[3] of ¢C31
M570,u6084[ 1 Ipap Papillae derived from independent mutational events
M570pm6084[2]pap appeared on colonies of the three exconjugant
M570p16084[3 Ipap M570;156084 [11,[2], [3], grown on HTC7 medium after
a thiostrepton-dependent induction of (p)ppGpp
synthesis
1c7
2cp7
3cp7 This work
4ep Papillae derived from independent mutational events
Sep7 appeared on M600 colonies grown on HTC7 medium
6cp7
Tcp7
1cpHT
2cpHT
3cpHT Papillae derived from independent mutational events
4cpHT appeared on M600 colonies grown on HT medium
ScpHT
6¢cpHT
Table 1
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Primer |Sequence of the primer Annealing temperature (°C)

Gl CGAGTGATCACCCAGAGC |55

G2 TGATCTCCCGGTCGACGT |55

G3 ACGCTCGACGAGCTGTGG |55

G4 GGCGGTGTCCTCCAGGGT |55

G5 GTGGAGGACCTCCACGCG |55

G6 GCACGCTGCATCGACCGG |55

H1 AGCGATCACCCTTTCGTG |55

H2 GGATCCAGCAGGTTCCAG |55

H3 ATCGGACAGCGTTTCGAG |55

H4 GGGGTGGACGGTCAGAAG |55

H5 CTCTCCGGCATCGTCTCC 55

Hé GTGAACGGCGTCCGTATT |55

Table 2
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tctttccgataaggcgtcaattgcgacggggtgagcgatcaccctttcgtgtgcttttca
-35 b

ccaaagaccfcaagggagttgaggtcggcgccgacaaaggaﬂé:g}gagtacccttgcgc

acaccatgatgaccgecgecegttecegecgactecggectegegaaccegggegaacteg
accgctacecegtacgeggagacgeccgecgtegacegecteggggegeecteectgggaag
gggtggagccegagetggggegegtgggeceggegecacegegggeaaccegtggeecgeggac
tgcacgggcaactcgtccagcagctgggccaqgtgatcgtq?ccggcgacctgggtgccg

gtgcccgaggagatcggacagcgtttcgaéétctcccgcaccgtggtgc

cgegtgectggaggeccaaggggetggtecagegetegecccaatgteggea
B2

cccgtgtgcgccccgtcagtgaétggaacctgctggatcctgacatcatcgaatggcgtg
cctteggtecegecagegegacgaccagegecgegagetgagegagetgegetggacgateg
agccgcetegecegegegectggeegeegggecacgggegegaggacgtecagecagaggetgt
ccgacatggtegggatcatgggecacgecatggggecagggegacgggetcacettetege
gcgccgataccgagttccacaccctgctcatccagatcgcgggcaaccggatgctggacc

acctctccggcatc-tctcégccgccctccatgtctcgggcgggccggtcacgggctgtg

accggccgaacga tecgatecgegecagecacggecaggategtegacgecctegecaceyg
< HA

gtgacggegeggeggecg

aggceggecatgegtcaacttetgacegtecaccecgaggtgg

cgagcacgccttccgccggaacggcggggtccg
ggcacgccaaacccctcecetgtggetgtggeecggecacegeegtecacctteggaceceecgtyg
gagccgcteccggttecacggggteccgaaggtgtgatgagecaggetgegecttectegeg
cggccgcaaggtacgagttgatgaccttgtttatcegecatctgaccaattttgategett
acggggtgtgactcgggccacgcggattgggcg&aacgctcttgggaacaacacgatgac

ctaagaggtgacagccgcggagggaatacggacgccgttcacggcgctgtgcatctcccc

Figure 2
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gagtgatcaccEagagcgatcatcgtcccccctgtagagcgttcggcggaacgtatctgc
gtagggtgcccaccceccctecttecgecacaccgecgacagteccagtecacgetacgetcacgat

gaccccceacgcagacggccgacagcacgcgacaaccagaaa qggaccggcggcctcagg

cagatccacatcacggcagaacggcactaggecgacga gecacacctccgggte
cgaccgggcggcgatccccccagccgcccgcgacggtggcagcgtgcgaccgcccgcccc
ctcgacgctcgacgagctgtggcggtcgtacaqggcgaccggcgacgaqgggctgcggga

acagctgatcctgcactactegecectegtgaagtacgtggegggecgggtecagegtggg

actgccgcccaatgtcgagcaggccgacttcgtctcctccggggtgttcggcctgatcga

cgccatcgagaagttcgacgtcgaccgggagatcaagttcgagacgtacgcgatcacccg
gatccggggecgegatgategacgaactgegggegetggactggatecegeggteggtgeg
gcagaaggcgcgcaacgtggagcgcgcgtacgcgacgctggaggcacgigtgcgccg?ac
tccctcggagagcgaggtcgccgtggagatggggatcgcggtggaggacctccacgcégt
cttcagccagttgtcgctggccaacgtcgtggccctggaggaactgctgcacgcgggcgg

cgagggcggcggccggctcagcctgatggacaccctggaggacaccgccgccgacaaccc
ggtggaggtegecgaggacegtgagetgeggeggetecetggeecgggegatcaacacget
gecggagegegagaagacegtegtcacgetgtactactacgagggectecacgetegeecga
gatcgggaacgtgcetgggtgtgaccgagagcagggtecagecagateccacaccaagteggt
gttgcaactgcgcgccaaacttgcgggtttcggccg&i&é}ctgggcttacggcacgggc
ccggeccecacccgcggececggtecggaccacgggeggecggcectgagtgactcececegteeggg
gtgccgggtccgtaaagtggtgacgtgccaaggattcgagcggcctctgtggccgagcac

cggtcgatgca

Figure 4
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5 Communications orales

Communication orale n°1 :

Genay M., Catakli S., Decaris B. et Dary A.
Modulation de [I’instabilité génétique au cours du développement de
Streptomyces ambofaciens et Streptomyces coelicolor par les nutriments.

Rencontres du Club des Actinomycétes, Liége, 6 et 7 mai 2004.

Communication orale n°2 :

Genay M., Catakli S., Dary A. et Decaris B.

Instabilit¢ génétique des génes whiG et whiH lors du développement de
Streptomyces ambofaciens et Streptomyces coelicolor : implication de la réponse
stringente.

Rencontres du Club des Actinomycétes, Ecully, 14 et 15 juin 2006.
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Résultats
Modulation de Pinstabilité 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 1, Vandoeuvre-l¢s-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 trés t6t au cours du processus de sporulation et cette déficience peut étre
complémentée par 1’introduction du géne whiG de S. coelicolor. Ce géne code un facteur
sigma indispensable aux premicres étapes du processus de sporulation. Le nombre
d’événements mutationnels estimé par le nombre de papilles varie suivant le milieu de
croissance de S. ambofaciens.

Afin de préciser les éléments responsables de cette influence, différents milieux de
culture ont été élaborés et la distribution du nombre de papilles mutantes par colonie a été
déterminée. Il a ainsi été observé que I’apparition de mutants dépigmentées a la surface des
colonies de S. ambofaciens et S. coelicolor est d’autant plus fréquente que la quantité¢ en
acides aminés dans le milieu est faible. A I’inverse, en présence d’une forte concentration
d’acides aminés dans le milieu, les colonies ne présentent pas, ou trés peu, de mutants.
Lorsque les papilles mutantes sont repiquées, elles donnent naissance a des mutants Pigpap.
La caractérisation de tels mutants a révélé qu’ils sont également dépourvus de réarrangements
génomiques et présentent un phénotype similaire & ceux décrits antérieurement. Dans la
mesure ou la limitation en acides aminés semble responsable de I’augmentation de la
production de mutants Pigpap, nous avons testé la possible implication de la réponse
stringente dans I’induction de !’instabilité génétique observée sur des milieux limités en

nutriments.
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Résultats
Instabilité génétique des génes 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 110-Faculté des Sciences
et Techniques de 1’Université Henri Poincaré, Nancy 1, BP239, 54506 Vandoeuvre-lés-Nancy

Les événements d’instabilité génétique survenus lors du développement du mycélium
aérien conduisent chez Streptomyces ambofaciens et S. coelicolor a des papilles mutantes
blanches non sporulantes. En effet, les mutants qui en sont issus, appelés mutants Pigpap,
sont bloqués dans les premiéres étapes du processus de sporulation. La plupart posséde au
moins une mutation inactivant les génes whiG (codant un facteur sigma indispensable a la
sporulation) ou whiH (codant un répresseur transcriptionnel dont la transcription dépend de
6" 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 a 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 génes whiG ou whiH, montrant ’influence d’une limitation en acides aminés
sur la variation de la mutabilit¢ de ces 2 génes. La réponse stringente est la réponse
physiologique mise en place lors d’une limitation en acides aminés via le géne reld, qui
permet la synthése de ppGpp. Nous avons testé la capacité d’un mutant reld de S. coelicolor a
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, 1’introduction du géne reld, sous
contrdle du promoteur tipA, restaure la capacité a 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 génes 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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L’objectif de cette étude a été d’exploiter une observation phénoménologique, le caractere
modulable de la production de papilles mutantes, pour répondre & une question fondamentale, a
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 I’instabilité génétique a certains moments
du développement de ces espéces 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 a la surface
des colonies augmente et ces papilles donnent naissance a 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 génes affectés par 1’augmentation de la mutabilité : les génes whiG et whiH, deux
régulateurs (un facteur ¢ et un répresseur transcriptionnel) intervenant dans la cascade de

sporulation, c’est-a-dire a un stade précis du développement des Streptomyces.

L’augmentation de la production de papilles sur milieu limité en acides aminés nous a amen¢s
a tester I'implication de la réponse stringente dans la modulation du taux de mutation. L’étude d’un
mutant reld 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 a la surface de ses
colonies. La réponse stringente semble donc jouer un réle dans la mutabilité de Streptomyces,

notamment au niveau des génes whiG et whiH.

Comme les génes whiG et whiH sont les seuls a avoir été identifiés, lors de ce travail, comme
cible de I’instabilité génétique lors d’une limitation en acides aminés, la question qui se pose est de
comprendre si dans de telles conditions environnementales, 1’augmentation du taux de mutation est
ciblée a quelques génes dont whiG et whiH ou si I’identification de 2 cibles de ’instabilité refléte
une augmentation globale du taux de mutation du génome. En effet, la sélection phénotypique
exercée sur le caractére papille pourrait favoriser la détection de telles mutations, sans refléter un
ciblage de la mutabilité au niveau de ces génes. De plus, la différence de fréquence de mutations
dans les génes whiG et whiH entre les 2 especes de Streptomyces pourrait résulter d’une sélection
phénotypique différente du caractére papille chez ces 2 espéces 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 1’influence de la réponse stringente sur la stabilité

du génome de Streptomyces. Cette réponse physiologique bien étudiée chez E. coli I’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 ’instabilité génétique donc sur le
taux de mutation. Ce type de lien est encore peu connu dans le monde bactérien. Au-dela du monde
Streptomyces, ces résultats montrent que des conditions nutritives fréquemment rencontrées dans la
vie d’une bactérie peuvent étre a 1’origine d’une variabilité de la mutabilité et ainsi agir sur la
dynamique, le polymorphisme et 1’évolution des populations. Les papilles étant produites en
réponse a une limitation en acides aminés, nous pouvons nous interroger sur le réle, s’il y en a un,
de ces papilles au sein d’une colonie. Elles pourraient, par exemple, conférer un avantage adaptatif

a la colonie tout entiére lors de conditions de croissance non favorables.

1 Les mutants Pigpap, un nouvel outil pour étudier la stabilité des

génomes

L’instabilité génétique décrite chez S. ambofaciens affecte notamment la pigmentation des
colonies, phénomeéne se manifestant par 1’apparition de colonies a secteurs dépigmentés, a papilles
dépigmentées ou enticrement dépigmentées. Ces différentes colonies mutantes ont d’abord été
considérées comme issues d’un méme type d’événement mutationnel mais survenu a 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 Pigpap
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 homogenes, c’est-a-dire blancs et non sporulants, contrairement aux mutants
issus de secteurs (Pig'sec) ou de colonies (Pigcol) dépigmentés, dont la pigmentation et la
sporulation étaient plus ou moins affectées (Martin ef al., 1999). La caractérisation plus fine de 3
d’entre eux a montré qu’en plus des caractéristiques précitées, ils étaient complémentables par le
géne whiG de S. coelicolor, suggérant qu’ils étaient bloqués trés tét au cours du processus de
sporulation. L’observation de fragments de colonies de ces mutants en microscopie électronique a
balayage a confirmé cette hypothése, révélant des hyphes aériens droits dépourvus de spores (Figure

53) (Catakli ef al., 2005).
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Figure 53 : Photographies obtenues en microscopie électronique & balayage du mycélium aérien de la souche sauvage
de S. ambofaciens ATCC23877 et d’un mutant Pig'pap (Catakli ef al., 2005). Alors que la souche sauvage présente des

chainettes de spores bien différenciées et enroulées, le mutant Pigpap présente des hyphes aériens droits.

Dans ce travail, ’analyse de 30 mutants Pig'pap de S. ambofaciens et de 13 mutants Pigpap
de S. coelicolor, issus de différents milieux de culture, a conforté ces caractéristiques, c’est-a-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 & 37 % des mutants suivant le sous-clone sauvage étudié) ; les
mutants Pigcol, qui seraient produits lors du processus de sporulation, c’est-a-dire dans une
situation de faible croissance et de carence nutritive, présentaient un taux de réarrangements jusqu’a
10 fois supérieur a celui des mutants Pig'sec (33 & 83 % des mutants suivant le sous-clone sauvage
étudié¢). L hypothése proposée est que la diversification provoquée par ces réarrangements au sein
d’une population pourrait contribuer a la survie de I’espéce (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 a la formation du mycélium aérien.

De plus, dans ce travail, ’analyse moléculaire de mutants Pigpap a révélé qu’une mutation

dans les génes whiG ou whiH, génes intervenant dans les premiéres 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 géne whiG, mutation de type substitution d’une paire de
bases ou frameshift + ou -1. Sur les 13 mutants de S. coelicolor analysés, 11 présentaient une
mutation de type substitution d’une paire de bases ou frameshift + ou -1 dans le géne whiH et un
présentait une mutation frameshift -1 dans le géne whiG. La délétion la plus importante en taille a
été détectée dans le géne whiG d’un mutant Pigpap issus de la souche de S. coelicolor

M570,156084[2], chez lequel 33 nucléotides de ce géne étaient déléteés.

Ce travail a donc permis de mettre en évidence un autre type d’instabilité génétique, de nature
plus discréte, que celle habituellement décrite chez Streptomyces. En effet, la principale
manifestation de 'instabilité génétique détectée chez Streptomyces est la présence de grandes
délétions, parfois associées a 1’amplification de séquences adjacentes. La région affectée est quasi-
exclusivement située aux extrémités des bras chromosomiques. Les génes présents dans cette région
sont des génes 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,
espece chez laquelle le quart du génome, au niveau des extrémités des bras chromosomiques, peut
dtre délété sans que la viabilité du mutant ne soit affectée (Leblond et al., 1991). Chez
S. glauscescens, de nombreux caracteres sont fréquemment mutés, comme les loci 57§, intervenant
dans la production d’hydroxysfreptomycine, et melC, codant une tyrosinase, car présents dans une
région sujette a des événements de délétion (Birch ez al., 1990).

Le génome des Strepfomyces contient de nombreux éléments génétiques, tels que des phages
tempérés, des éléments transposables ou des plasmides intégratifs, pouvant entrainer une instabilité,
notamment en conditions de stress. En effet, il a été montré, d’abord chez le Mafs, puis chez les
bactéries et 1a Drosophile, que la transposition d’éléments transposables en tout endroit du génome
pouvait étre a 1’origine d’une forte instabilité génétique (McClintock, 1950; Slatko and Hiraizumi,
1975). Chez S. lividans, des transposons, comme 7Tn4811, peuvent étre responsables de

réarrangements chromosomiques (Volff and Altenbuchner, 2000).

Les mutants Pigpap constituent donc un nouvel outil de 1’étude de la stabilité des génomes de
Streptomyces, dans la mesure ou leur instabilité génétique n’est pas corrélée, du moins de fagon
visible, a une instabilité chromosomique. Les génes 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,

I’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 discrétes car ponctuelles ou quasi-ponctuelles

(inférieures a 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 Pigpap, était influencée par des facteurs génétiques et
environnementaux. D’une part, il a été montré que le caractére « nombre de papilles par colonie »
¢tait héritable, puisque des colonies a faible nombre de papilles donnaient majoritairement
naissance a des colonies a faible nombre de papilles alors que des colonies & grand nombre de
papilles donnaient principalement naissance a des colonies a grand nombre de papilles (Martin et
al., 1998). D’autre part, il a ét¢ 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 a étudier plus en détail ’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 influengait le plus fortement la production de papilles sur les colonies de
S. ambofaciens et S. coelicolor. Aprés 14 jours de croissance, les colonies cultivées sur un milieu
pauvre en acides aminés présentaient un nombre de papilles nettement supérieur a celui observe sur
milieu complet, suggérant que les papilles seraient produites en réponse a une limitation
nutritionnelle. Ainsi, sur les milieux pauvres en acides aminés, ces derniers s’épuiseraient plus
rapidement que sur milieu complet et les papilles apparaitraient plus t6t et/ou en plus grand nombre
sur les colonies cultivées sur de tels milieux. Ceci signifie d’une facon plus générale qu’une
limitation nutritive, qui n’est pas une condition mutagéne en tant que telle et qui peut étre envisagée

comme une situation récurrente dans la vie d’une bactérie, modifie la stabilité¢ du génome.
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2.2 Role des acides aminés dans une cellule

Les acides aminés sont essentiels & la croissance d’une bactérie et interviennent dans les
différents processus métaboliques. Il a par exemple été montré que 1’absence d’un seul acide aminé
essentiel était suffisante pour bloquer non seulement la synthése protéique, mais également la
synthése d’acides nucléiques, puisqu’en cultivant des colonies sur un milieu dépourvu d’acides
aminés, I’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 & bien les processus de réplication, transcription et traduction. La baisse de
capacité d’incorporation de bases constitue ainsi un facteur mutagéne. D’autre part, de nombreux
acides aminés présentent des caractéristiques structurales similaires a 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 étre mutagéne a

cause du déficit énergétique empéchant les processus métaboliques d’€tre menés a bien.

La déplétion en acides aminés dans le milieu représente donc une condition critique

bactérie puisque de nombreux processus cellulaires ne peuvent plus étre accomplis.

2.3 Autres types de carences nutritives augmentant la mutabilité

D’autres types de carences peuvent également aboutir & une augmentation du taux de
mutation et &tre ainsi considérées comme mutagénes. Chez E. coli, une carence en phosphate
provoque la synthése de (p)ppGpp via I’activité (p)ppGpp synthétase de la protéine SpoT. Outre
une modification du métabolisme cellulaire, cette activation va entrainer 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 a 1’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 a la place du ribitol (Wright, 2000).

Il apparait 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 déléteres et
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neutres, mais également des mutations a forte valeur adaptative, augmentant la probabilité de

survie.

2.4 Role des papilles : une diversification de la population ?

La diversification des populations bactériennes influence de fagon directe le taux de survie.
Ainsi, de nombreux exemples de diversification des populations, en permettant une organisation
moléculaire différente, comme lors de 1’établissement d’un biofilm, ou en présentant différents
types de cellules dans des états physiologiques différents, ont été identifiés et contribuent a la survie
de la population. Par exemple, au sein d’une population d’E. coli, il existe des cellules treés
résistantes a certains stress mais peu capables de capter les nutriments du milieu et d’autres qui
possédent 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 génes codant des porines et le facteur o°. Ce type
d’adaptation se fait donc par diversification de la population, c¢’est-a-dire qu’une population
d’E. coli contient des bactéries avec un large spectre de capacités métaboliques donc un plus large
spectre de réponses a 1’environnement et ainsi une plus forte probabilité de survie de la population.
La diversification d’une population peut également contribuer a 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 1’acétate en faible concentration. Un autre clone était
capable d’assimiler 1’acétate produit par le premier. Dans ce type d’exemple, la diversification de la
population d’E. coli permet la survie de ’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 phénoméne
similaire & ce qui est observé au sein d’une population d’E. coli, ¢’est-a-dire qu’il pourrait exister
différents types de coenocytes variant par leurs propriétés métaboliques et présents en
concentrations différentes en fonction de 1’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 Pigpap
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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 maniére a déterminer si le métabolisme est identique quelle que soit la nature du
mutant Pigpap 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 ez al., 2002). La
papille pourrait étre 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 a la colonie tout entiére d’économiser de
I’énergie nécessaire au processus de sporulation. Une autre hypothése est qu’elles ne conférent pas
un avantage adaptatif mais qu’elles aient pour origine des mutations neutres ou délétéres produites

en paralléle.

2.5 Type de mutabilité engendrée par une limitation en acides aminés

Alors que des travaux antérieurs avaient montré que des souches mutatrices de S. ambofaciens
a grand nombre de papilles donnaient naissance dans leur descendance a des colonies dépigmentées
(Pig'col) & des fréquences élevées et 3 des colonies & secteurs (Pig'sec) a des fréquences similaires &
celles d’une souche sauvage (Martin et al., 1998), I’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 [D’instabilité génétique mais peu ou pas I’instabilité
chromosomique. Cependant, cette observation ne permet pas d’exclure que la mise en place d’un
¢tat mutateur dans de telles conditions ne pourrait pas entrainer également une instabilité
chromosomique, se manifestant par 1’apparition, dans la descendance de colonies a grand nombre
de papilles cultivées sur milieu limité en acides aminés, de colonies a secteurs dépigmentés ou de
colonies dépigmentées.

De plus, D’établissement de cet état mutateur correspondrait a 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 Pigcol et Pig'sec produits aux stades mycélium végétatif et

sporulation.
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3 Les mutants Pigpap de S. ambofaciens et S. coelicolor sont mutés

dans les génes 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 quel(s) géne(s) étai(en)t
affecté(s) dans les mutants Pigpap de S. ambofaciens et d’autre part si les mutants dérivant de
papilles obtenues sur milieux limités en acides aminés (HTC) présentaient les mémes
caractéristiques que ceux dérivant de papilles obtenues sur milieu HT, c’est-a-dire s’ils pouvaient
étre issus du méme phénomeéne moléculaire. Afin de répondre a 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 géne
whiG. Trois de ces mutants présentaient une mutation dans I’ORF whiG et le 4™ une substitution
dans la séquence rbs. Les mutants Pig'pap « HT » caractérisés antérieurement ne présentant pas de
mutation dans leur gene whiG, nous avons choisi d’augmenter 1’échantillon en isolant 16 mutants
Pigpap « HT » et 10 mutants Pigpap « HTC » de S. ambofaciens. L’analyse par SSCP d’un
fragment de 205 pb en 5° du géne whiG a révélé que 5 des 16 mutants Pigpap « HT » et 4 des 10
mutants Pigpap « HTC» analysés présentaient une mutation dans ce fragment. La
complémentation du phénotype des 17 autres mutants a montré que dans tous les cas I’introduction
du plasmide pSET152(whiG) permettait un retour au phénotype sauvage. Ces mutants peuvent
présenter une mutation ailleurs dans le géne whiG ou appartenir a la classe de mutants Pigpap
caractérisés antérieurement, chez lesquels le géne whiG n’est pas muté et est transcrit, mais le géne
whiH, dont la transcription dépend de 6" "', 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 ef al. (2005) et de ceux obtenus dans ce
travail montre que sur milieu complet HT, et peut-étre sur milieu HTC, les 2 types de mutants
peuvent é&tre produits chez S. ambofaciens : l1a classe A, correspondant a des mutants mutés dans le
gene whiG et la classe B, correspondant a des mutants chez lesquels le géne 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 a
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5.10%), nous obligeant a plutdt considérer un mécanisme mutationnel et non une modification
temporelle et transitoire de 1’expression génique.

Dans le cas des mutants de la classe A, 1’héritabilit¢ du phénotype et la restauration de la
cascade de sporulation par introduction d’une copie supplémentaire du géne 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 1’activité protéolytique visant o™ "©

6"™MC vers la voie protéolytique. En effet, de nombreux facteurs o sont régulés par protéolyse

ou la surproduction d’un facteur dirigeant

(Arsene ef al., 2000; Zhou and Gottesman, 1998). D’autre part, de nombreux exemples de facteurs
anti-o, et méme de facteurs anti-anti-c, régulant de fagon spatiale et/ou temporelle ’activité des
facteurs o en les séquestrant, ont été démontrés, comme les facteurs o* et o© de B. subtilis, controlés
respectivement par les facteurs anti-c SpollAB / anti-anti-c SpoIlAA et anti-c RsbW / anti-anti-c
RsbV (Hilbert and Piggot, 2004). Chez S. ambofaciens, les facteurs o™ et o™*, dupliqués car
présents dans les répétitions terminales inversées du chromosome, sont régulés par un anti-c, PrsL,
et un anti-anti-o, ArsR (Roth ez al., 2004). Une mutation dans le facteur anti-c de WhiG, le rendant
plus actif, ou au contraire rendant moins actif un potentiel facteur anti-anti-c pourrait expliquer le
phénomene observé dans ces mutants Pigpap. Cependant, le séquengage complet du génome de
S. coelicolor n’a révélé aucun géne susceptible de coder un facteur anti-o™ "C (Bentley et al., 2002).
Enfin, il a été montré que la production d’ARN antisens pouvait réguler négativement 1’activité
d’un facteur o, comme par exemple oxyS qui inhibe la traduction de I’ARN messager rpoS chez
E. coli (Hengge-Aronis, 2002a). Dans un tel cas, la protéine WhiG ne pourrait plus étre produite et
des expériences de Western-blot pourraient permettre de déterminer si 1’expression de WhiG est
bloquée de fagon 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, grace a la présence de 2
copies du géne. Cette augmentation pourrait pallier les éventuels phénoménes de séquestration par
un facteur anti-c ou de protéolyse, permettant la présence de quantité suffisante de protéines WhiG

actives pour mener a 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 a partir de la souche sauvage M600
de S. coelicolor. 1’analyse par SSCP du fragment de 205 pb qui avait révélé un fort taux de
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mutation dans le géne 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 séquencage du géne whiG de 5 des 7 mutants Pigpap « HTC » a
confirmé 1’absence de mutation dans ce géne. Des expériences de complémentation du phénotype
des 13 mutants ont révélé que la grande majorité des mutants Pigpap (11/13) <étaient
complémentables par pSET152(whiH) alors qu’une minorité (2/13) étaient complémentables par
pSET152(whiG). Le séquengage des génes whiG et whiH a été réalisé chez ces 13 mutants et a
révélé que les 11 mutants Pig'pap dont le phénotype était complémenté par pSET152(whiH) étaient
mutés dans le géne whiH et que 6¢cpHT, dont le phénotype était complémenté par pSET152(whiG),
¢tait muté dans le géne whiG. Le mutant Scp7 ne présentait ni mutation dans whiG ni dans whiH et

pourrait étre un hétéroclone. Ainsi, la poursuite de son étude n’a pas été réalisée.

11 existerait donc chez S. coelicolor 2 types de mutations aboutissant au phénotype Pigpap, la
plupart localisée dans le géne whiH et certaines dans le géne whiG. Ce type de situation différe de
celle rencontrée chez S. ambofaciens, espéce chez laquelle le géne whiG semble constituer 1’unique
cible mutationnelle détectée chez les mutants Pig'pap. Cependant, le géne principalement affecté
chez S. coelicolor reste un des génes intervenant dans les premiéres 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 génes intervenant dans le processus de sporulation, notamment
whiG et whiH, soient sujets a de forts taux de mutations. Ces mutations pourraient présenter une
valeur adaptative élevée, c’est-a-dire qu’il existerait un avantage au sein d’une colonie a 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 Pigpap « HT » de S. ambofaciens que Catakli er al. (2005)
avaient analysés, aucun ne présentait de mutation dans le géne 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 géne
whiG. Les mémes expériences de SSCP réalisées sur 10 mutants Pigpap « 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 géne whiG sur milien complet et limité en acides aminés ne semble pas

significativement différent, ce qui suggere que sur milieu limité en acides aminés, le nombre de
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mutants Pigpap produits est plus important mais que leur nature par rapport au milieu complet n’est
pas différente.

La méme observation a été réalisée pour la souche M600 de S. coelicolor, chez laquelle la
quasi-totalité, sinon tous (en considérant Scp7 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
géne whiH. Le mutant 6¢cpHT présentait quant & lui une mutation dans le géne 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 suggére 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 mutationnels mis en jeu dans les 2 cas sont probablement les mémes.
Les papilles apparaitraient sur milieu HT en réponse & une limitation nutritionnelle, qui correspond

au stade du développement du mycélium aérien, et ce phénomene aurait lieu plus t6t et/ou de facon

plus importante dans un milieu contenant a 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 systéme 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 systtme 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 especes 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, 1la 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 espéce bactérienne, le spectre de mutations a €té comparé entre un
mutant délété du systéme MMR et une souche sauvage cultivée sur un milieu limité en glucose, afin

de savoir si la baisse d’activité du systétme MMR lors de conditions de stress pouvait directement
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étre incriminée dans I’apparition de mutations de phase stationnaire (Saumaa et al., 2006). Alors
que la majorité des mutations détectées chez la souche déficiente pour le systtme 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 I’implication d’autres mécanismes que le
dysfonctionnement du systtme MMR dans la formation de mutations de phase stationnaire.
L’intervention de polymérases « error-prone » pourrait par exemple étre responsable d’une partie

des mutations de phase stationnaire. C’est le cas de la polymérase pollV chez P. putida (Tegova et
al., 2004).

Les mutations détectées dans ce travail et affectant les génes whiG et whiH de
S. ambofaciens et S. coelicolor sont majoritairement de type frameshift. En effet, sur les 11 mutants
de S. ambofaciens dont le géne whiG a été entierement 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 11 mutants de S. coelicolor dont le géne whiH a été entiérement
séquencé, 10 présentent une mutation frameshift et un une transition. Un dernier mutant de
S. coelicolor présente une mutation frameshift dans le géne whiG. 11 est possible d’envisager que
chez Streptomyces, 1’activation de polymérases « error-prone » pourrait étre responsable de la
production d’une partic 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 pollV, peu processive, « error-prone » et impliquée dans la mutagenése non ciblée. Elle
permettrait la réplication de I’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 Strepfomyces et 1’activation de voies et de régulons

particuliers dont pourrait faire partie ce type de polymérases.

D’autre part, il est intéressant de réaliser un paralléle 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 ou 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 ou
la papille apparait sur une colonie de Streptomyces, le type de mutation affectant les génes whiG ou
whiH pourrait étre différent. Au début du développement du mycélium aérien, la limitation nutritive
est récente et les mutations qui apparaitraient seraient plus de type substitution, comme chez les

mutants WT8pap4, WT12pap7, 9papHT et 16papHT, alors que plus tard dans 1’érection du
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mycélium aérien, les mutations affectant les génes whiG et whiH seraient plutdt 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 tot, plus elle apparaitrait grosse, et ces papilles seraient majoritairement issues d’un
événement mutationnel de type substitution survenu t6t dans le stade de développement. Plus tard
dans le développement de la colonie apparaitraient 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 séquengage de leur géne whiG ou
whiH pourraient permettre de confirmer cette hypothése.

Cette hypothése 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 premicres phases de limitation nutritionnelle, P’inhibition du systéme de
réparation post-réplicatif serait la principale cause des mutations produites, de type substitution,
puis D’activation d’autres mécanismes tels que I’action de polymérases « error-prone » serait a

I’origine de mutations de type frameshift.
Ainsi, le caractére « papille » pourrait constituer un outil trés 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 6> ou du régulateur Lrp chez
E. coli présentait un avantage adaptatif et que des mutants rpoS ou /rp 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 a 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 ’expression des enzymes intervenant dans la
néoglucogenese et dans la voie Pentose-Phosphate (Tal, Tkt, FbaB) et une induction de genes

codant des protéines impliquées dans la résistance aux stress osmotique (osmC, osmY, osmB, osmE)
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et acide (gadA, gadBC, sodC) (Tani et al., 2002). De tels mutants seralent plus aptes ‘q;u’ﬂi;ne souche
sauvage a récupérer les nutriments provenant des cellules mortes voisines.

Le géne whiG code un facteur c-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 génes cibles. Cependant, il est délicat de réaliser
un parall¢le entre les génes whiG/whiH et rpoS/lrp, compte tenu de 1’absence de similitudes
connues entre leurs génes cibles respectifs. En effet, alors que o° et Lrp présentent de nombreux
points communs au niveau de leurs génes cibles (par exemple osmY, osmB, osmC, osmE ou sodC)
(Hengge-Aronis, 2002b; Lacour and Landini, 2004; Tani et al., 2002), les seuls genes cibles

. v ey hiG
identifiés pour 6™

sont 3 génes connus pour intervenir uniquement dans la cascade de sporulation
et un géne codant une protéine ProX-like intervenant dans la réponse au stress osmotique (Chater
and Chandra, 2006; Tan et al., 1998). 11 s’agit de whiH, whil, sigF (chez S. aureofaciens) et orfTHA4.
La seule cible de WhiH actuellement identifiée, hormis sa propre régulation, est le promoteur P2 du
géne fisZ, intervenant lors du processus de septation. Ainsi, les cibles des genes whiG et whiH ne
sont sans doute par encore toutes connues et le caractére de régulateur global de ces 2 génes n’a pas
encore ¢t€¢ mis en évidence. Si tel était le cas, le paralléle avec rpoS et lrp pourrait étre fait et

I’avantage adaptatif, s’il existe, apporté par la perte de whiG et whiH pourrait mieux étre compris.

3.5 Hypothéses sur la différence de spectre de mutation observée entre

S. ambofaciens et S. coelicolor

L’observation de mutants fréquemment mutés dans le géne whiG chez S. ambofaciens et
fréquemment mutés dans le géne whiH chez S. coelicolor souléve la question de la cible de
I’instabilité chez ces 2 espeéces. Ces 2 génes pourraient ne pas avoir exactement la méme fonction
chez ces 2 especes ou des caractéristiques de séquences pourraient rendre un des génes plus

mutables dans une des espéces que dans 1’autre ou subir des pressions de sélection différentes.

Le séquencage du géne whiG de S. ambofaciens a révélé 90,2 % d’identité avec le géne whiG
de S. coelicolor et 98,4 % d’identité en acides aminés entre les protéines WhiG des 2 espéces
(Catakli et al., 2005). Cette protéine est trés conservée au sein du genre. En effet, I’alignement des
protéines WhiG de différentes espéces de Strepfomyces, qu’elles soient phylogénétiquement
proches, comme S. ambofaciens et S. coelicolor, ou trés éloignées, comme S. ambofaciens et

S. avermitilis, révéle 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 boites -10 et -35 sont particuliérement bien

conservées, avec 100 % d’identité entre S. ambofaciens, S. coelicolor et S. aureofaciens (Catakli et
al., 2005).

La séquence du géne whiH de S. ambofaciens n’est pas disponible. Nous avons réalisé
I’alignement des génes whiH de 3 especes de Streptomyces en utilisant le logiciel BioEdit. Ceci a
révélé que le géne whiH de S. coelicolor présente 81 % d’identité avec celui de S. aureofaciens et
85 % avec celui de S. avermitilis. Les génes 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 géne whiH semble également bien conservé au sein des bactéries du
genre Streptomyces. Ceci suggere que la fonction de WhiH dans la sporulation chez ces différentes
especes pourrait &tre conservée.

En ce qui concerne I’environnement génétique des génes whiG et whiH, il semble également
conserve. Ainsi, ces 2 génes ne sont pas situés dans la région variable, ni chez S. ambofaciens ni
chez S. coelicolor. Les génes bordant whiG sont retrouvés, dans le méme ordre, dans plusieurs
especes de Streptomyces. Ainsi, le géne whiH se trouve en amont des génes rpoD ou hrdB, codant
le facteur ¢’°, chez S. avermitilis, S. coelicolor et S. aureofaciens et en aval d*un géne codant un
transporteur ABC chez S. avermitilis et S. coelicolor. Le géne whiG se trouve quant a lui en aval
d’un geéne 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 génes
aux alentours génétiques de whiG sont conservés et synthéniques entre les especes 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, I’est également (Chater and Chandra, 2006).

Les différences observées entre S. ambofaciens et S. coelicolor au niveau de la mutabilité des
génes whiG et whiH ne semblent donc pas pouvoir s’expliquer par un contexte génétique trés
différent, étant donné la forte conservation des régions portant ces 2 geénes. Cependant, cette
observation n’exclut pas une influence du contexte génétique global, qui pourrait entrainer une
pression de sélection différente chez les 2 espéces 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 espéces de Streptomyces au méme signal lors de I’induction de la réponse
stringente ou la molécule signal pourrait avoir une affinité différente pour I’un ou I’autre géne dans

les 2 espéces.
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La mutation la plus fréquemment détectée dans le géne whiG des mutants Pigpap de
S. coelicolor, consiste en I’insertion d’une cytosine dans une série de 6 cytosines en 5° de I’ORF. Si
cette mutation est séquence-spécifique, c¢’est-a-dire que la présence de ces 6 cytosines consécutives
augmente la probabilité de mutations a 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 geéne chez S. coelicolor. Cependant, 1’alignement des séquences
nucléotidiques des génes whiG de S. ambofaciens et S. coelicolor ne révéle aucune différence
nucléotidique dans cette région de cytosines répétées, montrant que cette hypothése est peu
plausible pour expliquer la différence observée entre les mutants Pig'pap des 2 espéces.

La mutation la plus fréquemment observée dans le géne whiH des mutants Pigpap de
S. coelicolor consiste en I’insertion d’une cytosine dans une série de 6 cytosines en 3’ de ’ORF. La
séquence du géne whiH de S. ambofaciens n’étant pas disponible, il n’est pas possible de savoir si
une variabilité interspécifique existe dans cette région. Cependant, 1’alignement des séquences des
genes whiH de S. coelicolor, S. aureofaciens et S. avermitilis réveéle que seul S. coelicolor présente
cette succession de 6 cytosines en 3’ de ’ORF. La présence d’une substitution chez S. aureofaciens
par rapport a la séquence de S. coelicolor entraine 1’absence de cette série de cytosines, remplacée
par (CCCCGC). De méme, 2 différences sont observées chez S. avermitilis par rapport a la
séquence de S. coelicolor et cette espece présente un motif (CGCCGC). I est ainsi possible
d’envisager que le géne whiH de S. ambofaciens ne présente pas ce motif qui semble étre sujet a la
formation de mutations. Si la mutabilité observée est spécifique a une séquence particuliére, le géne
whiH pourrait étre plus mutable que celui de S. ambofaciens, du fait de la présence de 6 cytosines
consécutives dans sa séquence. Mais cette hypothése ne permet pas d’expliquer la faible fréquence
de mutation dans le géne whiG chez S. coelicolor par rapport & S. ambofaciens alors que la
séquence de 6 cytosines est présente dans les 2 espéces. La différence de fréquence de mutation
dans les génes whiG et whiH observée entre S. coelicolor et S. ambofaciens pourrait ainsi résulter a
la fois de la présence de séquences prédisposant la formation de mutations et d’une sélection

phénotypique du caractére papille différente entre les 2 especes.
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4 Relation entre réponse stringente et production de papilles

4.1 Le mutant rel4 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 a étudier le phénotype du mutant rel4 M570
de S. coelicolor (Chakraburtty and Bibb, 1997). Ce mutant est incapable de produire des papilles
méme 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 a des
mutants Pig'pap de caractéristiques identiques a ceux isolés a 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 geénes 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 génes 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 génes augmente. La question qui se pose est
de savoir si cette augmentation de fréquence de production de mutants est ciblée a quelques génes
seulement, dont whiG et whiH, ou si elle refléte une augmentation globale du taux de mutation du

génome.

4.2.1 Avantage de I’état mutateur dans ’adaptation

Le taux de mutation peut étre hétérogeéne a I’intérieur d’une espéce, selon les clones ou sous-
clones considérés. Cette variation est assurée par la mise en place d’états mutateurs, qui peuvent
étre globaux ou locaux et transitoires ou héréditaires. Les bactéries dans un tel état pourraient étre
sélectionnées dans certaines conditions environnementales, notamment lorsque le taux de mutation

devient lui-méme un frein a I’adaptation (Radman et al., 2000; Taddei ez 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 1’intestin d’une souris, des cellules d’E. coli présentant un fort taux
de mutations, car mutées dans le géne muzS, étaient plus compétitives qu’une souche sauvage, dont
le faible taux de mutation est un frein a I’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
I’ensemble des génes 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 délétéres dans des genes essentiels est également trés élevée. En effet, il a
été estimé que pour une mutation favorable générée, 10000 mutations délétéres sont produites
(Taddei et al., 1997). Chez E. coli, de nombreuses conditions de stress, dont I’induction de la
réponse stringente, conduisent & 1’induction de rpoS et de son régulon et ainsi a la mise en place
d’un état mutateur global. Cette induction se traduit entre autre par I’augmentation de ’activité des
polymeérases « error-prone » pollV et polV au dépend de pollll et par 1’inactivation du systéme de
réparation post-réplicative de I’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, a ce jour, ne s’est focalisée sur son impact sur le taux
de mutation chez cette espéce bactérienne ainsi que sur les mécanismes moléculaires qui pourraient
y étre 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 fagon globale la mutabilité

de cette espéce 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 génes uniquement, en s’affranchissant du fardeau génétique engendré
par les mutations délétéres au niveau des génes 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 a de forts taux de mutation. Une des mutations fréquemment
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rencontrées au niveau du géne whiG des mutants Pigpap de S. ambofaciens consiste en 1’insertion
d’une cytosine dans une série de 6 cytosines en 5’ du géne. De la méme maniére, une des mutations
fréquemment observées dans le géne whiH des mutants Pigpap de S. ceelicolor consiste en
I’insertion d’une cytosine dans une série de 6 cytosines en 3’ de cette ORF. Le fait que ces
séquences de 6 cytosines sont similaires dans des mutants indépendants mutés dans 2 génes
différents des 2 espéces de Streptomyces étudiées laisse penser qu’elles pourraient étre plus sujettes,
du moins dans certaines circonstances, a 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 génes whi intervenant dans les premiéres étapes du processus de sporulation, ce qui pourrait
vraisemblablement conduire également au phénotype Pigpap. L’analyse des séquences
nucléotidiques de ces genes, via le site Internet du National Center of Biotechnology Information, a
révélé que la quasi-totalité des génes whi précoces et tardifs ne présente pas de séquences de 6
cytosines. C’est le cas des genes whid, whiB, whiJ, whiD, whiE et sigF. Seul le géne whil présente
ce motif et pourrait ainsi étre plus sujet a 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 géne whil, 3 moins que la sélection phénotypique exercée sur le caractére

papille ne permette pas d’identifier de tels mutants par la technique utilisée.

Afin de déterminer si ’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
especes 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 génes whiG et whiH
n’apparaitraient 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 a des
colonies auxotrophes a une fréquence inférieure a 102, suggérant que le phénotype mutateur n’était
pas global mais que seule la pigmentation était affectée (Martin et al., 1998).

La copie additionnelle du géne whiG introduite dans les mutants Pigpap de S. ambofaciens
semble constituer également une cible mutationnelle, puisque de telles colonies présentent des
papilles mutées dans le transgéne ou ayant perdu la construction introduite. La perte du plasmide
introduit est beaucoup plus fréquente dans les mutants Pigpap (75 %) que ce qui est observé dans
un contexte sauvage (0,01 %). Le séquengage d’autres génes présents dans le plasmide pSET152
utilisé comme vecteur pourrait permettre de révéler la présence de mutation en dehors du geéne

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 I’implication de la réponse stringente dans la production de papilles, donc de
mutants mutés dans les génes whiG et whiH, il est possible d’envisager que les papilles résultent de
la mise en place d’un état mutateur localisé : les génes sous le contrdle 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 & la formation de mutations. Les génes whiG et whiH
pourraient faire partie de ces génes. L’ état mutateur n’affecterait ainsi que les génes du régulon reld

sous le contréle 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 fagon
temporaire un fort taux d’apparition de mutations conférant une forte valeur adaptative, tout en
permettant le retour a un taux de mutation plus faible, donc a un fardeau génétique plus faible pour
la population, lorsque les conditions environnementales redeviennent favorables & une croissance
exponentielle ou que le processus adaptatif est achevé (Arjan er al., 1999). Il a maintenant
clairement été établi qu’au moins une partie des mutations s’accumulant au niveau de certains
geénes, 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 &tre a 1’origine de la mise en place d’un état
mutateur transitoire, qui pourrait se traduire, d’un point de vue phénotypique, par I’apparition de
papilles mutantes & la surface des colonies de Strepfomyces, avant de revenir & un taux de mutation

faible lorsque 1’environnement redevient favorable a une croissance exponentielle.

4.2.4.2 Etat mutateur heréditaire

La mise en place d’un état mutateur héréditaire & expression constitutive aboutit & une
augmentation du taux de mutation dans une cellule et dans sa descendance. Une mutation dans le
geéne reld, Tui conférant un niveau d’expression plus fort que dans une souche sauvage, pourrait
conduire a 1’établissement d’un phénotype mutateur héréditaire et a 1’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 premiéres 48 heures de croissance sous-entend
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que la concentration de protéine RelA doit étre suffisamment faible pour ne pas inhiber la
croissance (Sun et al., 2001). Cet état mutateur pourrait donc étre héréditaire mais, contrairement a
une expression constitutive, cette mutation aurait comme conséquence une expression plus forte de

RelA uniquement a certains moments du développement.

4,25 Conclusion

Ainsi, I’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 étre expliquée de 2
facons :

»  Soit en faisant intervenir une augmentation globale du taux de mutation suite a au
déclenchement de la réponse stringente. De nombreux mécanismes moléculaires peuvent &tre

impliqués dans ce phénomeéne et sont récapitulés sur la figure 54.

Accumulation de Iésions dans I’ADN
en conditions de stress

’

. . Sous-régulation
. Augmentation Saturation des
Induction de d & splicati | . . des systémes de réparation
5> des erreurs de réplication ——> systémes de réparation dans les cellules en phase
dans PADN de PADN P

\ de non-croissance

— > Augmentation du taux de mutation

I

Inactivation des enzymes
de réparation de PADN
par mutation
(mutateur héritable)

polymérases « error-prone

Transcription et/ou Enzymes de réparation
traduction erronées nron fenctionnelles

Figure 54 : Mécanismes qui peuvent altérer les systémes de réparation de I’ADN dans des cellules en condition

de stress, par exemple lors de ’induction de la réponse stringente, et augmenter le taux de mutation (d’aprés
Kivisaar ef al., 2003).

»  Soit en faisant intervenir un état mutateur ciblé. La modification du métabolisme en
conditions de stress se traduit par une modification de 1’expression de nombreux génes, qui, s’ils
sont fortement transcrits, peuvent étre plus vulnérables aux mutations. Ces événements pourraient
cibler les génes impliqués dans la cascade de sporulation, et plus particuliérement whiG et whiH.
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Certaines séquences, correspondant a des répétitions de nucléotides, par exemple de cytosines,

présentes dans ces 2 génes, pourraient les rendre plus vulnérables a la formation de mutations.

4.3 Par quels mécanismes la réponse stringente peut-elle étre a P’origine

des papilles ?

4.3.1 Modification directe du taux d’expression de certains sénes

En réponse a 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 |’ expression de nombreux génes.

I1 a été montré que I’ADN sous forme simple brin était plus sensible aux réactions
d’hydrolyse. Or, lors de forts taux de transcription d’un géne, le brin codant demeure longtemps
sous forme simple brin et est sujet & des réactions d’hydrolyse qui peuvent aboutir 8 des mutations
(Wright, 1997). Par exemple, le taux de désamination de la cytosine en uracile est 100 fois plus
important dans I’ADN sous forme simple brin que lorsqu’il est sous forme double brin (Frederico et
al., 1990). De plus, les génes fortement transcrits sont plus sujets a la réparation que les genes 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 génes, pourrait modifier leur
taux de mutation (Cashel et al., 1996; Wright et al., 1999). Par exemple, chez E. coli, le géne leuB
est spécifiquement déréprimé lors d’une carence en leucine et son taux de transcription augmente.
Les auteurs se sont intéressés a la réversion de 1’allele leuB’, qui différe de 1’all¢le 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 géne s’accompagne d’une augmentation du taux
de réversion de 1’alléle leuB’, qui est expliqué par I’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 Strepfomyces
déclenchent un signal, par exemple via I’induction de la réponse stringente, d’augmentation de la
sporulation en réponse a des conditions environnementales défavorables. Le (p)ppGpp pourrait
activer directement, en se liant 3 I’ ARN polymérase, ou indirectement, par exemple en réprimant un

répresseur ou en stimulant un activateur, la transcription des génes intervenant dans la cascade de
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sporulation. Le (p)ppGpp pourrait affecter le niveau de transcription de différents génes intervenant
dans le processus de sporulation, notamment whiG, whiH ainsi que leurs régulateurs (Figure 55). La
surexpression d’un répresseur ou la sous-expression d’un activateur peut provoquer une non
fonctionnalité des genes whiG et whiH. Cette hypothese permet notamment d’expliquer le
phénotype des mutants Pigpap de S. ambofaciens de la classe B. De méme, 1’augmentation de la
transcription d’un activateur ou d’un répresseur de whiG ou whiH peut engendrer des mutations
dans ces génes. Par exemple, pour les mutants Pigpap de S. ambofaciens de la classe B, une
mutation dans le géne codant un anti-c" “° pourrait le rendre plus actif et il séquestrerait en continu
6", Une mutation dans un facteur anti-anti-o"'"° pourrait ’inactiver et empécher la levée de la
séquestration par I’anti-o* ",

Les génes whiG et whiH plus particulierement pourraient étre 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 génes. Il pourrait étre intéressant d’étudier
I’action du (p)ppGpp sur I’expression des geénes whiG et whiH et de comparer cette action avec ce
qui est observé pour les génes 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 géne whiG est transcrit & tous les stades de croissance. Ces expériences n’excluent toutefois
par formellement ’hypothése selon laquelle le géne 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 réalis€es a des points précis du développement, ¢’est-a-dire a 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 a 48 heures de culture (Elliot e al.,
2001). Ce temps pourrait correspondre a 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 reld” et reld” lors de I’induction de la réponse stringente.
Ainsi, le taux de transcription de ce géne chez le mutant M570 et chez la souche M570,156084[ 1]
apres induction au thiostrepton pourrait étre comparé par RT-PCR quantitative.

Quant au géne whiH, des analyses transcriptionnelles ont montré qu’il était temporellement
régulé, via WhiG, et transcrit activement a 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
geéne. L’extraction des ARN totaux du mutant M570 et de son complémentant induit au thiostrepton

pourrait &tre réalisée ainsi que la transcription inverse de ces ARN en ADNCc et la mesure par PCR
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quantitative de la quantit¢ d’ADNc spécifiques a whiH. La détection d’une augmentation
conséquente de la transcription, que ce soit pour le géne whiG ou le géne whiH, pourrait ainsi

expliquer I’augmentation de la mutabilité ciblée au niveau de ces génes.

Conditions favorables pour une croissance en phase exponentielle

Géne whiG, whiH
ou codant un répresseur de whiG (anti-¢) ou de whiH
ou un activateur de whiG (anti-anti-¢) ou de whiH

Conditions de limitation en acides aminés ——————> Synthése de (p)ppGpp ]

Augmentation ou diminution
de ’expression génique

/\‘\\.

Répresseur muté whiG muté whil muté Activateur muté
ou en exceés \\ / ou en défaut
Phénotype Pigpap

Figure 55 : Représentation schématique de l’influence que le (p)ppGpp pourrait avoir sur les taux de
{ranscription et de mutation des geénes whiG et whiH et de génes intervenant dans 1’activation ou la répression de

‘ces 2 génes.

Dans tous les cas, lintroduction d’une copie supplémentaire du géne 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 exces ou muté
et plus actif, la seconde copie du géne whiG pouvant permettre de produire suffisamment de ¢™"¢
pour activer la suite de la cascade de sporulation, méme en présence de fortes quantités de
répresseur. L’intégration du plasmide pSET152(whiG) au niveau du site a#tB du phage ®C31
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 méme contexte génétique.

4.3.2 Modification d’expression par induction de facteurs o-alternatifs

Chez E. coli, le (p)ppGpp est requis pour I’activation du facteur 6°, ainsi que de son régulon,

et du facteur 6™ lors de I’entrée en phase stationnaire ainsi que de 6", qui répond aux stress
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extracytoplasmiques (Costanzo and Ades, 2006). Ceci suggére que la réponse stringente, via le
(»)ppGpp, est un mécanisme clé par lequel les facteurs c-alternatifs peuvent étre activés et produire
une réponse adaptée et coordonnée a un stress nutritif.

Chez B. subtilis, Zhang et Hadelwang ont montré que le géne reld intervenait dans 1’induction
de o®, facteur général de la réponse au stress chez cette espéce (Zhang and Haldenwang, 2003).
Chez S. coelicolor, il existe un facteur " homdlogue fonctionnel de ¢ d’E. coli. Ce facteur
intervient dans la réponse au stress oxydant, thermique et dans le processus de différenciation et
contrdle 1’expression de plus de 280 génes, dont plusieurs facteurs c-alternatifs et facteurs anti-o
(Lee et al., 2005). 11 est donc possible d’envisager que la réponse stringente induise 1’expression de
o® chez S. coelicolor, comme observé chez E. coli et B. subtilis, et provoque la modification de
nombreuses voies métaboliques via 1’activation de facteurs c-alternatifs. En effet, le génome de
S. coelicolor contient de nombreux génes codant pour des facteurs o, dont des facteurs c-alternatifs,
a Porigine d’une régulation fine et complexe du métabolisme. Le facteur " pourrait par exemple
activer la cascade de sporulation en induisant whiG et provoquer une augmentation de la
transcription des génes intervenant dans ce processus cellulaire. Ces génes, 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 g-alternatifs

Chez S. coelicolor, WhiH est régulé par "™, qui est un facteur oc-alternatif. Or, il a été
montré que le (p)ppGpp modifiait la compétitivité des facteurs c-alternatifs au détriment de c"°
(Jishage er al., 2002). En se fixant sur I’ARN polymérase, le (p)ppGpp pourrait modifier I’affinité
de 6" pour la liaison au « core » de I’enzyme et diriger la transcription vers les génes o VHG.
dépendants dont fait partie whiH (Figure 56). Ceci pourrait constituer une explication de
I"augmentation de la mutabilité de ce géne chez S. coelicolor, via 1’augmentation de son taux de

WhiG

transcription, par modification de la compétitivité de o par rapport 3 ¢'°.
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i
3

Croissance

Non croissance ¢z

Figure 56 : Modéle de I’implication du (p)ppGpp dans la modification de la compétitivité des facteurs o pour la
fixation 8 ’ARN polymérase (d’aprés Magnusson et al., 2005). En phase de croissance, le facteur sigma
majoritairement utilisé est 6'°, qui dirige principalement la transcription vers les promoteurs Pr#n. En phase de non

croissance, le taux d’ARN polymérase lide 2 6 baisse en conséquence de 1’augmentation de la compétitivité des

facteurs o-alternatifs (6%, 6°2, o> et peut-étre 6™ (?)) initiée par le (p)ppGpp. Les génes dont la transcription

dépend de facteurs sigma-alternatifs sont alors plus transerits, ce qui pourrait &tre le cas pour whiH (7).

En ce qui concerne S. ambofaciens, dont le géne whiG est I'unique cible mutationnelle
détectée chez les mutants Pig'pap analysés, il est possible au contraire d’imaginer que I’interaction
du (p)ppGpp avec I’ARN polymérase empéche la formation de ’holoenzyme ARN polymérase-
o™C et donc la transcription du géne whiH et la poursuite de la cascade de sporulation. Cette
hypothése permettrait d’expliquer ce qui se passe chez les mutants Pig'pap de la classe B mais pas
la présence de mutations dans ce gene chez les mutants de la classe A. Ainsi, cette hypothése ne
permet pas d’expliquer I’héritabilité du phénotype mutant puisque ne fait intervenir aucun
événement mutationnel. 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
c mais par d’autres actions, telles qu’une modification directe du taux de transcription du géne
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 Pigpap issus des 2 espéces de

Streptomyces étudiées a révélé qu’il existait 2 types de mutants Pigpap différant par leur nature
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moléculaire chez S. ambofaciens et 2 types chez S. coelicolor. 11 a été montré que le milieu de
culture n’influengait pas la production de 1’un ou I’autre type de mutants en particulier chez les 2
espéces. Cependant, la nature moléculaire de ces mutants est différente entre especes. Ainsi, les
mutants Pig'pap de S. ambofaciens étaient soit mutés dans whiG soit pouvaient présenter une
protéine WhiG inactive peut-étre suite a une modification post-transcriptionnelle, alors que les
mutants Pigpap de S. coelicolor analysés dans ce travail présentaient une mutation dans le géne
whiH ou dans le géne whiG. Deux hypothéses peuvent étre avancées pour expliquer cette différence
interspécifique. La premiére repose sur un mécanisme moléculaire a I’origine de la production de
papilles similaire entre les 2 espéces, mais des cibles différentes. La seconde consiste & considérer
que le mécanisme moléculaire responsable de la production de papilles est différent entre les 2
espéces de Streptomyces. Autrement dit, cela revient a se demander si la réponse stringente pourrait
ne pas étre directement impliquée dans la production de papilles chez S. ambofaciens, comme elle
I’est chez S. coelicolor. Le séquengage d’un fragment interne du geéne reld de S. ambofaciens a
révélé 97 % d’identité en nucléotides avec celui de S. coelicolor. Cependant, le séquencage des
régions promotrice et terminatrice a I’aide d’oligonucléotides complémentaires des génes en amont
et en aval du géne reld chez S. coelicolor n’a pu étre réalisée faute d’obtention de produits
d’amplification, pouvant suggérer une non conservation de ces régions ou de I’environnement

génétique de ce gene chez S. ambofaciens.

Les études ayant porté sur la réponse stringente chez Strepfomyces ont mis en évidence que le
(p)ppGpp jouait un rble important dans la différenciation et la production de métabolites
secondaires. Ainsi, chez de nombreuses espéces de Strepfomyces, un mutant incapable de
déclencher la réponse stringente n’est plus capable de produire des antibiotiques. Le (p)ppGpp est
ainsi requis pour la synthése d’actinomycine chez S. antibioticus (Hoyt and Jones, 1999), de
formycine (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
espéces, il existe donc un lien entre réponse stringente et production d’antibiotiques. La synthése de
métabolites secondaires coincide avec le début du développement du mycélium aérien, qui
correspond a un moment ou les nutriments commencent & manquer dans le milieu. La réponse
stringente serait donc induite lors du passage du mycélium végétatif au mycélium aérien et
déclencherait la synthése d’antibiotiques et d’autres métabolites secondaires. Outre la
différenciation physiologique, le (p)ppGpp influence également la morphologie des colonies. Ainsi,
un mutant reld de S. clavuligerus présente une apparence « bald » (Jin et al., 2004). Sur certains
milieux, les colonies d’un mutant reld 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 géne reld est conservé au sein des différentes espéces de
Streptomyces. Ainsi, la réalisation d’un alignement des séquences nucléotidiques du géne reld de
plusieurs espéces de Streptomyces grace au logiciel BioEdit révéle une identité en nucléotides de 82
a 99 % suivant les especes. Le géne reld de S. coelicolor présente 90 % d’identité avec celui de
S. avermitilis, espece pourtant trés 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 géne reld
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 géne reld de S. clavuligerus présente
82 % d’identité avec celui de S. antibioticus, 89 % avec celui de S. lividans et les génes reld de
S. antibioticus et S. lividans présentent 95 % d’identité entre eux. Cette identité est présente tout au
long de la séquence de ’ORF 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 a 95 %. L’identité est présente tout
au long de la protéine, excepté au niveau des 100 premiers acides aminés.

L’environnement génétique du géne reld semble également trés conservé au sein de ces
especes. Par exemple, le géne apt présent en amont du géne reld chez S. coelicolor 1’est également
au moins chez S. avermitilis et S. clavuligerus. De méme, en aval de reld chez S. coelicolor, se
trouve un géne nommé orf3 codant une protéine de fonction inconnue. Un géne codant une protéine
de fonction inconnue présentant 76 % d’identité en acides aminés avec ORF3 est retrouvé par
exemple chez S. avermitilis. Ainsi, le géne reld et son environnement génétique semblent conservés
au sein de plusieurs espéces de Streptomyces. Le génome de S. ambofaciens n’ayant pas été
séquencé, du moins au niveau de la région comportant le géne reld, aucune information n’est
disponible sur son environnement. 11 semble peu plausible que I’absence de produit d’amplification
lors des expériences de PCR visant & amplifier les régions promotrice et terminatrice de ce géne
chez cette espéce puisse étre expliquée par la présence d’un environnement génétique différent,
mais plut6t a une trop grande divergence entre les séquences de S. coelicolor, a partir desquelles ont
été choisis les oligonucléotides utilisés, et celles de S. ambofaciens. L’alignement des génes apt de

S. coelicolor, S. avermitilis et S. clavuligerus révéle une identité en nucléotides de 81 a 87 %. Cette
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divergence n’est pas trés importante mais peut suffire a inhiber la réaction de PCR si les
oligonucléotides correspondent a une région moins bien conservée. Cette hypothése est également

valable pour I’oligonucléotide dessiné dans le géne orf3.

Compte tenu de la forte conservation du géne reld, de son environnement et de son
implication dans la différenciation morphologique et physiologique dans différentes espéces de
Streptomyces, il est peu probable que la différence de nature moléculaire des mutants Pigpap de
S. coelicolor et S. ambofaciens soit due a une implication de la réponse stringente dans un cas mais
pas dans 1’autre. L hypothése a privilégier semble donc se situer au niveau des cibles du (p)ppGpp
et, de facon plus large, de la réponse stringente. Il est possible d’imaginer que des différences de
régulation treés fine au niveau des voies régulées par la réponse stringente puissent expliquer la
différence observée. Une autre hypothése est de considérer que la sélection phénotypique exercée
sur le caractére papille soit a la base de cette différence interspécifique. Une dissemblance
phénotypique pourrait amener a isoler des papilles mutées dans le géne whiG chez S. ambofaciens
et mutées dans le géne whiH chez S. coelicolor sans que le mécanisme et les cibles sous-jacents

soient différents entre les 2 espéces.

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 géne whiH chez S. coelicolor ou le géne
whiG chez S. ambofaciens, a 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 modéle

épigénétique ?

Ce travail met en évidence 1’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 trés grand nombre de papilles. Ces souches avaient été
qualifiées de mutatrices car elles donnaient naissance dans leur descendance, d’une part, a un
nombre important de colonies présentant un grand nombre de papilles et d’autre part, a des colonies
Pig'col a des fréquences supérieures a une souche sauvage (Martin ef al., 1998). Une hypothése
permettant d’expliquer ces observations consiste & envisager une mutation dans le géne reld. Si

cette mutation conduit & une surexpression de ce géne dans certaines colonies et a certains moments
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du développement, il est envisageable que ces derniéres 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 & grand nombre de papilles, puisqu’elles aussi mutées
dans le géne relA.

Une hypothése alternative & ce modéle de modification génétique héréditaire au sens strict du
terme peut cependant étre avancée. Cette hypothésé repose sur des travaux antérieurs ayant mis en
évidence I’existence de différents états mutateurs, d’intensité variable, au sens d’une population de
Streptomyces. En effet, il a été observé que des colonies a grand nombre de papilles donnaient dans
leur descendance majoritairement des colonies a grand nombre de papilles, alors que des colonies a
faible nombre de papilles donnaient naissance principalement a des colonies a faible nombre de

papilles (Figure 57) (Martin et al., 1998).

Nb col %g

20
16
12

0 20 40 o0 80
0 papille npc\srzpil]es
28 @
Nb col 54 Nb col 74
2 20-
16
1 167
121

8 e

/ AT

Yo 20 40 60 80 %20 40 60 80
npe

npe

Figure 57 : Distributions du nombre de papilles par colonie (npc) obtenues aprés croissance de la souche WT4 de
S. ambofaciens pendant 14 jours a 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 & faible nombre de papilles (ici 0 papille) est repiquée, elle donne naissance 3 des colonies a faible
nombre de papilles (<10 papilles). Lorsqu’une colonie & grand nombre de papilles (ici 75 papilles) est repiquée, elle

donne naissance a des colonies & grand nombre de papilles (10 & 75 papilles) (d’aprés Martin ef al., 1998).

Cette observation met donc en évidence une héritabilité du phénotype mutateur et suggére
I’intervention de mécanismes de contrle trés fin de 1’état mutateur. Plutét que d’envisager qu’une
mutation soit responsable de ce phénomeéne, il est possible d’envisager l’intervention d’une
modification de type épigénétique, aboutissant & des variations trés fines du taux d’expression de

certains génes. Des exemples de telles modifications épigénétiques ont déja ét€ 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 particuliéres de croissance, plusieurs générations apres la levée de ces conditions
particuliéres (Guespin-Michel, 2001). Chez E. coli, des études ont été menées sur la production de
p-galactosidase : des cellules d’une méme souche ont été cultivées en paralléle sur milieu lactose
(inducteur) ou glucose (pas de production de B-galactosidase). Ces cellules ont ensuite été
transférées sur milieu contenant de trés faibles concentrations d’inducteur. Alors que les cellules
préalablement induites continuaient a produire la B-galactosidase, les cellules n’ayant jamais été
cultivées en présence d’inducteur ne le faisaient pas. Apreés 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 premiére 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 1’opéron /ac et induire sa propre transcription et 1’expression de la p-
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 phénoméne d’auto-régulation positive impliquant
une modification épigénétique puisqu’aucune modification de 1’information génétique entre les 2

populations (induite et non induite) n’existe.
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Figure 58 : Représentation de ’opéron lacZY montrant le role de la perméase dans I’amplification de sa propre
syntheése sous de faibles concentrations en inducteurs.

En présence de lactose, celui-ci diffuse dans la cellule et inactive le répresseur Lacl de 1’opéron lacZY, codant la
synthése de la B-galactosidase et de la perméase. Quand le lactose est présent en trés faible concentration dans le
milieu, il ne peut diffuser dans la cellule & un niveau suffisant pour inactiver Lacl sauf si la perméase est déja présente

dans la membrane. Dans ce dernier cas, il y a transcription de 1’opéron lacZY (d’aprés Guespin-Michel, 2001).
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Une telle situation pourrait étre envisagée pour expliquer 1’héritabilité du phénotype « grand
nombre de papilles » et donc de 1’état mutateur : les colonies pourraient avoir €té confrontées a une
situation ayant déclenché la réponse stringente, puis par un phénomeéne d’auto-induction, méme en
absence de limitation en acides aminés, un taux de (p)ppGpp ou d’un facteur intermédiaire
intervenant dans la production de papilles, pourrait étre produit de fagon plus importante que chez
des souches n’ayant jamais rencontré de limitation en acides aminés et induire la réponse stringente.

Le caractére mutateur serait donc héritable malgré 1’absence de mutation dans le génome.
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Résumeé

Dans la nature, les organismes sont constamment soumis a des variations de
I’environnement, de nature chimique, physique ou nutritionnelle. La modulation du taux de
mutation constitue un des mécanismes contribuant a I’adaptation des espéces bactériennes a
de rapides changements environnementaux et, a plus long terme, a I’évolution de ces espéces.

L’objectif de ce travail a ét¢ de mettre en évidence I'action de facteurs
environnementaux sur l'instabilité génétique chez Strepromyces. Au travers de I'étude de
mutants nommés Pigpap de S. ambofaciens et S. coelicolor, dépigmentés et non sporulants,
produits lors de la formation du mycélium aérien sous forme de papilles blanches sur les
colonies, nous avons montré qu’une limitation en acides aminés modifiait la stabilit¢ du
génome. En effet, sur des milieux pauvres en acides aminés, la production de ces mutants était
fortement augmentée. Une mutation dans leurs génes whiG ou whiH, deux geénes intervenant
dans les premiéres étapes du processus de sporulation, a fréquemment été détectée.

La réponse stringente étant la réponse physiologique se mettant en place lors d’une
limitation en acides aminés, notre démarche a consisté a étudier la capacité a produire des
papilles d’un mutant reld de S. coelicolor, incapable de synthétiser du (p)ppGpp. alahormone
nécessaire au déclenchement de la réponse stringente. C'e mutant ne produisait pas de papilles
blanches sur ses colonies, méme sur un milieu limit¢ en acides aminés. Nous avons ainsi pu
mettre en évidence 'existence d’un lien entre réponse stringente et production de mutants Pig’
pap, ¢’est-a-dire entre réponse stringente et augmentation de la mutabilité des genes whiG et
whiH.

Il existe ainsi une relation entre une limitation nutritive et une augmentation de
I"instabilité génétique via 1'établissement d’un état mutateur global ou localis€, initié par le
déclenchement de la réponse stringente. Les mutants ainsi produits lors de conditions de
limitation en acides aminés pourraient contribuer a la survie de la colonie de Streptomyces
dans de telles conditions en métabolisant des substances différentes du reste de la colonie ou

en permettant le relargage de nutriments, nourriture pour les cellules voisines.

Mots clés : Streptomyces, réponse stringente, instabilité génét[que. différenciation,

limitation nutritionnelle.
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