Rappels de génétique
bactérienne et test de fluctuation

Voies d’échanges génétiques chez les bactéries

v' absence de cycle haploide/diploide
le génome bactérien est constamment haploide

v’ absence de mitose & de méiose
pas de recombinaison méiotique

v’ pas de production de gameétes
descendance génétiquement identique ?

v les cellules bactériennes ne fusionnent pas &} &)
pas de brassage de l'information génétique?

» Méme si il y a plusieurs copies du chromosome bactérien dans la
cellule, il n'y a pas d’homologues, toutes les copies portent la
méme information, aux mutations pres.
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Voies d’échanges génétiques chez les bactéries

lyse Transformation
ADN linéaire
X = [ e G O ADN circulaire
infection & lyse = | =
B &} ADN linéaire
Transduction

Conjugaison
&} bactérie donatrice

» Une bactérie réceptrice regoit seulement une partie du matériel
génétique de la bactérie donatrice

Transduction

» Transfert d’ADN bactérien d’'une bactérie a une autre par
l'intermédiaire d’un bactériophage

Bactériophages = les virus des bactéries
+ bactériophage virulant -> lyse:
T4, Tz, etc...

» bactériophage tempéré -> lysogénie (prophage) puis éventuellement
lyse:

A, Mu, Py etc...
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Structure des phages

1. Téte

2. Queue

3. Acide nucléique
5 kb a 650 kb

4. Capside

5. Col

Le phage S-PM2. 6. Gaine contractile

7. Fibres caudales

8. Spicules

9. Plaque terminale

Adsorption

Phases d’adsorption d’'un phage

3
/ \ A
TLanding Pinning Tail Contraction
3\
/ \ /ﬁ%
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I / |
Penetration & DNA ¢
Unplugging Injection




Cycle d’infection du phage A

host chromosome

lambda
vins ’—’—\ ATTACHMENT TO HOST CELL

1 AND INJECTION OF LAMBDA DNA

LAMBDA DNA
1 CIRCULARIZES

S

Cycle du bactériophage A

Deux possibilités : lysogénie ou lyse

Cycle lysogénique du phage A

bactorial coll

lombe
::\; {’ ®—| ATTACHMENT TO HOST CELL

§ ANDINJECTION OF LAMBDA DNA

Intégration du génome du phage
au génome de la bactérie LAVEDA DA

1 CIRCULARIZES

phage A sous forme

prophage !

l D Lysogénie

CELL DIVE

Bactérie lysogéne /\
A A

AN AN

INTEGRATED LAMBDA DNA REPLICATE
ALONG WITH HOST CHROMOSOME
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Cycle lytique du phage A

host chromosomo ~—|

lombh gy

s | IMENT TO HOST CELL

\ ATTACH
¢ ANDINJECTION OF LAMBDA DRA

Multiplication des phages
puis lyse de la bactérie

Cycle lytique

host chromosome

lambda

vitus ’ ATTACHMENT TOHOST CELL
AND INJECTION OF LAMBDA DNA

‘ LAMBDA DNA
CIRCULARIZES

INTEGRATION OF /\

LAMBDADNAINTO
HOST CHROMOSOME

Induction
d’un cycle lytique
a partir de
bactéries lysogénes

SYNTHESIS OF VIRAL
PROTEINS NEEDED FOR
FORMATION OF

NEW VIRUSES

RAPID REPLICATION OF
LAMBDA DNA AND ITS
INT

INTEGRATED LAMBDA DNA REPLICATES
ALONG WITH HOST CHROMOSOME
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Parasexualité :
transmission d’ADN par transduction

v’ Certains phages (pas tous) peuvent emporter des
fragments d’ADN de la bactérie qu’ils ont infectée

v’ Fragments d’ADN ainsi prélevés sont susceptibles
d’étre injectés dans une bactérie hote lors d’'une
nouvelle infection

=> Transduction
Deux types de transduction :

> Généralisée (P1)
> Spécialisée (A)

11
Transduction généralisée ou spécialisée
@ ®
() PhageDNA Dectacial  rophegR DA
Phage infects bacterial cell.
Transduction Transduction
généralisée tout DA TS Taurolysnd ek spécialisée
Toutes les régions Une seule région
chromosomiques chromosomique est
sont susceptibles susceptible d'étre
d’étre transduites - transduite
Transducing phages infect new host cells, where
recombination (crossing over) can occur.
v Recombinant
mmeommnwofypuqr)dmm g
from either the donor (A° B") or recipient (4™ 8).
12



Transduction généralisée Transduction généralisée
par le bactériophage P1

Utilisation génétique de la I souche danatrics Trps
transduction

généralisée par le bactériophage P1

?
| ADN chromosomique

) avec te géne trp+

» Cartographie
génomique

Infection de la souche
réceptrice Trp-

Recombinant Trp+

13

Transduction généralisée

Utilisation génétique de la transduction généralisée par le bactériophage P1

C+ B* A+ D+

1 1

Fragments 4—__¢" H H

potentiellement 4—¢—+—> H

encapsidé H
dans particules <¢_H

P1 | @@l 100 kb max = 2 min

Chromosome
bactérie hote

v Genes co-transductibles : <~ C-Bet C-A
< B-A
< A-D

v Geénes non co-transductibles : < C-D > Distance entre C et D 2 100 kb

14
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Transduction généralisée, quelques chiffres

Transduction généralisée via le phage P1 dans E. coli
pour remplacer un alléle résident b- par un alléle B+ par
transduction

<~ 1 particule sur 30 est transductrice
< 50 particules transductrices (50 X 100 kb) sont nécessaires pour
couvrir tout le génome (4.108 pb)
» 1 particule sur 1500 porte I’alléle B+

<~ Efficacité de recombinaison 2% pour remplacer I'alléle b- par un
allele B+
> Efficacité de transduction pour un alléle donné 1/(1500x50) soit
=1.105

15

Transduction généralisée & cartographie

Donneurs C+ B+ A+ D*

Receveur c+ B+ A+
4.._.7—» Frag t d’ADN tr dui

AXXXXXXXXXXXX Recombinaison homologue

c b a d

Génome bactérien

Si sélection C*, cl. de recombi attendus : C*B*; C*b"; C*A*; C*a”

16
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Transduction généralisée & distance génétique

» Fréquence de co-transduction :
C*B*
C*B*+C*b

» Cette fréquence varie de proche de 100% si les génes sont trés
liés jusqu’a 0% pour des génes éloignés et donc jamais co-
transduits

5% co-transduction
<—>
CB A
— — —
-

90% co-transduction
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Test de fluctuation

Expérience de Salvador Luria et Max Delbriick
(1943)

18
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Un siécle plus t6t...

Fixisme
i P A . O
Evolution des espéces 5:‘ > (ﬁl‘ﬁa‘ﬁ \@

L I 1l

Y x (

ﬁ @ ? Pas de mutations

G

Mutations aléatoires ) ny
Sélection naturelle Mutations dirigées

Difficile de faire des expériences reproduisant la sélection naturelle
avec des animaux sur un grand nombres d’individus et de

générations... hitp://tolweb.org/tree/

19

Choix d’un organisme modéle adapté pour un protocole
d’évolution expérimentale...

Salvador Luria Max Delbriick
Microbiologiste Biophysicien
Bactéries & Phages Génétique & Statistiques

Question : comment apparaissent les mutations ?

20
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La démarche génétique

Sélection de mutants => crible phénotypique

|

Identification des génes affectés
pour chacun des mutants

|

Modéles théoriques

|

Hypothéses de travail

21

Sélection de bactéries E. coli résistantes a

I'infection par le phage A

22
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Cycle lytique du phage A

23

Quel protocole ?

Pourquoi des cultures indépendantes ?

Pour sélectionner des mutants indépendants !

24
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Mutants génétiquement indépendants

Culture 1 Culture 2 Culture 3
n
générations
2 événements de Pas 2 événements de
mutations indépendants d’événement de mutations indépendants
5 mutants mutations 4 mutants

v Mutants indépendants => issus d’événement de mutations indépendantes

v" Si mutants issus de divisons clonales => mutants pas indépendants

» 2 mutants indépendants isolés = 1 issu de culture 1 + 1 issu de culture 2

25

Comment les mutations apparaissent-elles ?

Hypothése 1 : les mutations de résistance apparaissent
dans la bactérie SPONTANEMENT avec une probabilité fixe
AVANT leur exposition au phage

Hypothése 2 : les mutations sont INDUITES avec une
certaine probabilité dans la bactérie par le contact avec le
phage. En d'autre terme, il existe une probabilité faible qu'une
bactérie résiste a I'attaque d'un phage et si elle résiste, elle et
ses descendants acquiérent alors une immunité contre le
phage.

26
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Test de fluctuation :

1 20

U -

0,2 ml

T

U
Wy

. ©——T~
w ®<—th
8 @—C LY

20 cultures indépendantes
20 étalements
Dénombrement des [AR]

S. Luria et M. Delbriick (1943)

1
Suspension
103 bact/ml éo ml
l 1
é° "
108 bact/ml u l 1
QD ®
1 culture

20 étalements
Dénombrement des [AR]

27
Hypothése 1 : la mutation précéde sa sélection
S j : [
¢ 9 \/ \/
- 5 B t
o/ S \/ &/ Variance [AR]
| | >
,:- d ‘ \;7 S'/ S Moyenne [AR]
B 5 B
i e
l,k l,k l,k A l,k
[AR] @ Fluctuations
n=2 n=0 n=3 n=1 n=15
28
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Hypothése 2 : la mutation est induite par ’environnement

w ] :

<
< T

L
v

DY

Variance [AR]

T o
3 %
e

<

Moyenne [AR]

3%,
£

l/ A

[XR] O @ Reproductible

Gudvd
CA
7

R

]

>
>

—~ EF

— @l

>
4T
>

n=2 n=1 n=3 n=1 n=3
29
Cultures individuelles [AR]
1/2(3|(4|5|6|7|8|9|10]| 11 |12 |13|14|15|16|17 |18 19|20
t|lo|3|o|o|5|0|5|0|6 |107|0|0|O|1|0|O0]|64|0]35
M= 11,35 ] )
Expérience test : Variance >>> Moyenne
V =694
Culture unique [AR]
1|2(3|4|5[6|7]|8 9101112131415161718193
14 (15|13 |21 |15 |14 |26 |16 [20|13 |12 |18 |17 |22|19 |14 |16 |21 |15 |16
M = 16,85
Expérience témoin : Variance ~ Moyenne
V=12,52
30
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Expérience test : Variance >>> Moyenne
<=>
Hypothése 1 vérifiée
donc

I’apparition d’une mutation se fait AU HASARD
et PRECEDE son éventuelle sélection

Corollaire : pas de mutation « adaptative »

31

Taux de mutation constant ~ => pour un caractére donné
=> conditions expérimentales identiques

Taux de mutants variable => nombre de mutations apparues
=> nombre divisions bactéries mutantes
(moment apparition mutation)

Taux de mutation # Taux de mutants

32
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Taux de mutation

probabilité d’apparition stochastique d’une
mutation par divisions cellulaires

-> suit une distribution de Poisson
Loi de probabilité discréte des événements
rares

33

Loi de Poisson

Pour une période T, un événement apparait en moyenne A fois

-> ) = espérance, réel positif

K variable aléatoire, déterminant le nombre de fois ou I’événement
se produit pendant la période T

K = entier naturel 0; 1; 2; 3 ...

K suit la loi de probabilité suivante

p(k) = e™ X Ak/kl

34
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Calcul taux de mutation

Cultures individuelles [AR]

2|3|4|5|6|7|8|9|10]| 11 (12 |13|14|15 /16|17 |18|19 |20

0(3|0|0|5|0|5|0| 6 |107|0|0|O0O|1|0]|0|64|0]35

< Quelles sont les classes ou I'indépendance des mutants [IR]
apparus est certaine ?

* Classe O [AR] ->2;4;5;7:9:12; 13; 14; 16; 17; 19
*Classe 1[AR] ->1;15

p = probabilité d’apparition d’une mutation par divisions cellulaires

n = nombres de divisions cellulaires

Dans chaque tube : n X p événements de mutation

35

Calcul taux de mutation

0o(3|0|0|5|0|5|0| 6 |107|0|0|0|1|0]|O0|64|0]35

Classe O [AR]  ->2;4:5;7:9; 12; 13; 14; 16; 17; 19

Si K=0 f(0) = e X np°/0|

= £(0)= e

p = probabilité d’apparition d’une mutation par divisions cellulaires
n = nombres de divisions cellulaires

36
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Calcul taux de mutation

+» Combien de divisions cellulaires ?
°
VAR
° [
VR NEVERN
° o0

2 descendants -> 1 division cellulaire
® 4 descendants -> 3 divisions cellulaires

n descendants -> n-1 divisions cellulaires

Ensemencement : quelques bactéries dans 0,2 ml -> 108 bact/ml

Ngiv = Npactf -Nbacto COMME  Npactt >>> Npacto AIOFS  Ngiy = Npactr

Nnaiv = 0,2 X 108 = 2.107 divisions cellulaires

37

Calcul taux de mutation

Cultures individuelles [AR]

1/2/{3|4/5|6|7|8|9|10| 11 |12|13|14|15|16(17|18|19|20

1/0{3|0|0|5|0|5|0| 6 |107|0|0|0O|1|0]|O0/|64]|0]35

Fréquence de cultures sans mutant f(0) -> f(0) = 11/20 = 0,55

Nombre de divisions cellulaires -> n =2.107
f(0) = ePn
0,55 =eP x 2.107

p = 3.10-¢ mutations -> [AR] / divisions cellulaires

p = probabilité d’apparition d’une mutation par division cellulaire

38
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Calcul du taux de mutants

Cultures individuelles [AR]

1/2(3(4|5|6|7|8|9

10 11|12

13 (14|15 |16

20

1/0{3|0|0|5|0|5]|0

6 (107 | O

ojoft1r|o

64

35

T=X [XR] / N total bactéries

227 /(20X 0,2 X 108 = 5,7.107

-> 1 mutant [AR] toutes les 5,7.107 bactéries

Fréquence d’apparition de mutants [AR] est de 5,7.10"7

Attention : pas forcément indépendance des mutants !

39
Systémes
Off s —> On

mutagénes

@ <= mmm)  Conditions de vie

% Faciles Difficiles

©

)

o

©

]

<

1 Taux de mutation
Mort évolutive
Aucune capacité d’adaptation
40
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TRAITEMENT MUTAGENE

exposition a des agents mutagénes

augmentation du taux de mutation

41

Test de fluctuation : a quoi cela sert il de nos jours ?

» Tester & quantifier le pouvoir mutagéne:
- de substances chimiques (médicaments, additifs
alimentaires, polluants de I’environnement, etc.)
- de mutations (détectées dans des tumeurs)

Suivi de la dynamique des épidémies
Article

Resurgence of Ebola virusin2021in Guinea
suggests anew paradigm for outbreaks

Recaivd: 8 Aprit2021

42
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Sélection de mutants => crible phénotypique

|

Identification des génes affectés
pour chacun des mutants

|

Modéles théoriques

|

Hypothéses de travail

43

Sélection de mutants [AR]

ml
A
(V-0 )
LB
crible positif

N expériences -> 4 mutants [A%] indépendants
m1, m2, m3 et m4

44

15/01/2025
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MM + glucose comme MM + maltose comme
SEULE source de C SEULE source de C
[maltose-]

Phénotype additionnel de certains mutants [AR] :
[maltose-]

45

4 mutants [AR] indépendant isolés : deux catégories

% 2 mutants m1 et m2 -> [AR] et [maltose’]

% 2 mutants m3 et m4 [AR] et [maltose*]

Mutation [AR] : PLEIOTROPE

46
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Sélection de mutants => crible phénotypique

|

Identification des génes affectés
pour chacun des mutants

|

Modéles théoriques

|

Hypothéses de travail

47

Identification des génes mutés :

Clonage par complémentation fonctionnelle

PRINCIPE :
alléele mutant -> [phénotype mutant]

allele mutant + alléle sauvage -> [phénotype sauvage]

SEULEMENT SI allele sauvage > alléele mutant

48
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24



Banques d’ADN génomique

El El & El

T T T T

Collection de plasmides o)
dont les inserts couvrent O % 0o (@) ) O
’ensemble d’un génome 0)

49
Banques d’ADN génomique
El E1l E1l E1l
f <+ f 0] f
1
Hydrolyse ménagée E1 E1 E1
}
‘ N DD Amv
[ .
A
1 * {0 | +
& Il |
v L) 1 I
Ligation
|
Collection de plasmides
dont les inserts couvrent @ O @
I’ensemble d’'un génome @ 6 O @
50
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Mutant ml Banque d’ADN Insert
f[onremsoscina, génomique +
| (') O O O réplicatif
[maltose] 00 Amp
[AmpS] Transformation

}

PISENDISID)

> o D - ) o)

UN SEUL plasmide par bactérie transformée

51

o o

)& HC o)

o

N EED RS

MM + maltose + Amp

}

e A+
P b

[AmpR] [maltose*] Si A*> a;

crible positif

52
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Dans ce crible, mutants [maltose’] sont également [AR]

mutation pléiotrope

Transformants [AmpR] [maltose*] -> [AR] ou [AS] ?

-> Si mutation dans un seul géne alors alléle sauvage
correspondant complémente TOUS les phénotypes
associés a I'allele mutant

Si allele mutant < alléle sauvage
=> transformants [AmpR] [maltose*] [A5]

Si alléle mutant > alléle sauvage X
=> transformants [AmpR] [maltose*] [AR]

53

Identification des génes mutés :
séquencgage de l'alléle sauvage

e A*‘ START STOP

Extraction

l

Séquencgage de I'insert
Alléle sauvage A*

¢ ai TAA
- V) ADN
[AmpR] [maltose*] plasmidique @

54
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Séquencgage par méthode de Sanger

Fonction ?

55

Identification des génes mutés :
Comparaison de séquence in silico

Séquence nucléotidique de I’alléle sauvage

l

Traduction dans les 6 phases de lecture

56
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23 (-

57

6 protéines hypothétiques
déduites de la séquence nucléotidique

Algorithme « BLAST »
Basic Alignement Search Tool

Comparaison avec des banques de protéines
-> recherche de similitude entre une séquence fournie

et toutes les séquences contenues dans une base de
données

}

FONCTION

58
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Principe d’alignement

Recherche de « mots » 3 caractéres

[RENEEEEEE
FFEFFR
s

e
) /
- = Recherche des mots
— v

exacts dans la banque

—_— - =>

igg
N

[

59

Distribution of 27 Blast Hits on the Query Sequence

[Mouse-over to show defline and scores. Click to show alignments.

Color Key for Alignnent Scores

score
Sequences producing significant aligmments: (bits) value
LAMB_ECOLT (P02943) Maltoporin precursor (Maltose-inducible pori... 887 0.0
LAMB_ECOS7 (QBX5W7) Maltoporin precursor (Maltose-inducible pori... 872 0.0
LAMB_ECOL6 (QBCVI4) Maltoporin precursor (Maltose-inducible porin) 870 0.0
LAMB_SALTY (P26466) Maltoporin precursor (Maltose-inducible porin) 111 0.0
LAMB_SALTI (QBZ1T9) Maltoporin precursor (Maltose-inducible porin) 710 0.0
LAMB_KLEPN (P31242) Maltoporin precursor (Maltose-inducible porin) 653 0.0
LAMB1_YERPE (QB8ZAS9) Maltoporin 1 precursor (Maltose-inducible p... 634 0.0
LAMB_YEREN (Q56850) Maltoporin (Maltose-inducible porin) (Fragment) 605 e-172
LAMB_RERSA (Q44287) Maltoporin precursor (Maltose-inducible porin) 288 2e-77
LAMB1_VIBPA (P59494) Maltoporin precursor (Maltose-inducible porin) 269  le-71
LAMBZ_AERHY (QBKKHL) Maltoporin precursor (Maltose-inducible porin) 263  8e-70
LAMB1_AERHY (QBKKHO) Maltoporin precursor (Maltose-inducible porin) 263  8e-170
LAMB_VIBCH (Q56652) Maltoporin precursor (Maltose-inducible pori... 207 4e-53
LAMBZ_YERPE (Q8ZHPD) Maltoporin 2 precursor (Maltose-inducible p... 185 2e-46
LAMB2_VIBPA (Q56714) Maltoporin (Maltose-inducible porin) (Outer... 122  2e-27
vIEC_ECOLT (P26218) Putative outer membrane protein yieC precursor 93 le-18

60
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E-value = probabilité d'observer au hasard une similitude de
ce score a travers la banque de séquences considérée

* Plus la valeur est faible, plus I'alignement est fiable
* Dépend du nombre total de résidus contenus dans la banque

* Ces valeurs ne sont pas comparables entre deux banques

>LAMB_ECOLI (P02943) Maltoporin precursor (Maltose-inducible porin)
(Lambda receptor protein)
Length = 446
Score = 887 bits (2291), Expect = 0.0
Identities = 421/421 (100%), Positives = 421/421 (100%)
Query: 1 HGYARSGIGIT CEQTTGAQSKYRLGNECETYAELKL 60
MAVDFHGYARSGIGH FQTTGROSKYRLGNECETYAELKL
sbjct: 12 T QCFQTTGAQSKYRLGNECETYAELKL 71
Query: 61 GQEVWKEGDKSEYFDTNVAYSVAQONDWEATDPAFREANVQGKNLIEWLEGSTIWAGKRE 120
GQEVIKEGDKSFYFDTNVAYSVAQONDWEATD PAFREANVOGKNL IEWL PGS TIWAGKRE
Sbjct: 72  GQEVWKEGDKSEYFDTNVAYSVAQONDWEATDEAFREANVQGKNLIEWLEGSTINAGKRE 131
Query: 121 YQRHDVHMIDEYYWDISGEGAGLENIDVGEGKLSL IYDYTNE 180
YQRHDVHMIDFYYWDT LENIDVGEGKLSL NNIYDYTNE
Sbjct: 132 YQRHDVHMIDFYYWDISGPGAGLENIDVGFGKLSL IYDYTNE 191
Query: 181 TANDVEDVRLAQMEI DGWLETAEHTQSVLKG 240
TANDVFDVRLAQME INPGGTLELGVDYGRANLRDNYRLVDGASKDGHLEF TAEHTQSVLKG
Sbjct: 192 TANDVEDVRLAQMEINPGGTLELGVDYGRANLRDNYRLVDGASKDGWLETAEHTQSVLKG 251
Query: 241 FNKFV DNEKFAYNI) RILDHGATSMGDNWDM 300
FNKE DNEKEAYNT RILDHGAT
Sbjct: 252 FNKFVVQYATDSMT DNEKERYNI RILDHGAT 311
Query: 301 MYVGMYQDINWDNDNGTKWWIVGIRPMYKWTPIMSTVMEIGYDNVESQRTGDKNNQYKIT 360
MYVGMYQD INWDNDNGTKWITVGIREMYKWTE IMS TVMEIGYDNVES QRTGDKNNQYKIT
Sbjct: 312 MYVGMYQDINWDNDNGTKWNTVGIREMYKWTPIMSTVMEIGYDNVESQRTGDKNNQYKIT 371
Query: 361 LAQQWQAGDSIWSRPAIRVFAT T KAVPADF 420
LAQQWOAGDS IWSRPAIRVEAT KAVPADF
Sbjct: 372 LAQQWQAGDSIWSRPAIRVFAT T KAVPADF 431
Query: 421 D 421
D
Ssbjct: 432 D 432

15/01/2025
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>LAMB1_

score

YERPE (QBZAS9) Maltoporin 1 precursor (Maltose-inducible
porin 1)
Length = 423

= 634 bits (1634), Expect = 0.0

Identities = 301/418 (72%), Positives = 348/418 (83%), Gaps = 12/418 (2%)

Query:
sbjct:
Query:
sbjct:
Query:
sbjct:
Query:
sbjct:
Query:
sbjct:
Query:
sbjct:
Query:

sbjct:

1 VAVAAGVMSAQAMAVDFHGYARSGIGWTGSGGEQQUFQTTGAQSKYRLGNECETYAELKL 60
+AVAAGV+S QAMAVDFHGYARSGIGWT SGGEQQCFQTTGAQSKYRLGNECETYAELKL
11 LAVAAGVLSTQRMAVDFHGYARSGIGWTASGGEQQCFQTTGAQSKYRLGNECETYAELKL 70

61  GQEVWKEGDKSFYFDTNVAYSVAQONDWEATDPAFREANVQGKNLIEWLPGS TIWAGKRE 120
GQE+WKEGDKSFY DTNVAYSV+Q++DWE+TDPAFREANVQGKNLIE LPGSTIWAGKRE
71 GQELWKEGDKSFYLDTNVAYSVSQRDDWESTDPAFREANVQGKNLIESLPGSTIWAGKRE 130

121 YQRHDVHMIDFYYWDISGPGAGLENIDVGFGKLSLAATRSSEAGGSSSFASNNIYDYTNE 180
YQRHDVHMIDEYYWDISGPGAGLE ID+GFGKLS+AATR+SE+GGSS++
131 YQRHDVHMIDFYYWDISGPGAGLETIDLGFGKLSVA; WIDNQ-RENAKY 189

181 TANDVFDVRLAQMEINPGGTLELGVDYGRANLRDNYRLVDGASKDGWLFTAEHTQSVLKG 240
T N+V+DVRLA +E NPGG+LELGVDYGRA+ ++ Y L  ASKDG + TAEHTQS++ G
190 TINNVYDVRLAGLETNPGGSLELGVDYGRADTQEGYSLAPNASKDGVMLTAEHTQSLMGG 249

241 FNKFVVQYATDSMTSQGKGLSQGSGVAFDNEKFAYNINNNGHMLRILDHGAISMGDNWDM 300
FNKEVVQYATDSMTS G SQG+ ++NNNGH+LR++DHGAI++ + WDM
250 FNKF TDSMTS YNTGHSQGT- LRVIDHGAINLAEKWDM 298

301 MYVGMYQDINWDNDNGTKWWTVGIRPMYKWTPIMSTVMEIGYDNVESQRTGDKNNQYKIT 360
MYV +YQDI+ DN+NG W++VGH+RPMYKWTPIMST++E GYDNV+SQ TGHHN QYK+T
299 MYVALYQDIDLL WYSVGVRPMYKWTE IMS TLLERGYDNVK S QHT KLT 358

361 LAQOWQAGDS IWSRPATRVFATYAKWDEKWGYDYTGNADNNANFGKAVPADENGGSFG 418
LAQOWQAGDS INSRPAIRVEATYA WDEKWGY T + G N +FG
359 LAQOWQAGDS INSRPATRVEATYANWDEKWGYSDTTGVAQDGTIGTNSRGKNNEVTEG 416

63

>LAMB_AERSA (044287) Maltoporin precursor (Maltose-inducible porin)

Length = 445

Score = 288 bits (738), Expect = 2e-77
Identities = 175/441 (39%), Positives = 236/441 (53%), Gaps = 54/441 (12%)

Query: 3 DE T FQTTGAQSKYRLGNECETYAELKLGQ 62

VA +S AAVDPHGY RSGG + G Q Q  RLGNE +TY E+LG

sbjct: 14 VTAALA! DFHGYFR! TDGSMQT! GNEADTYGEIQLGS 13

Query: 63 EVWKEGDKSEYFDTNVAYS 99

EV+ + K4EY D+ VA +  NDWE4T+ F R+ N

sbict: 74 EVENKDGKTEYVD: NGTAL LRQFN 133

Query: 100 VQGKNLIEWLPGSTIWAGKREYQRHDVHMIDFYYWDISGRGAGLENIDVGFGKLSLAATR 159

VQ K L+ + P +T+WAGKR+YQRHDVH+ DFYYW+ISG GAGHE I G GK+S A R

sbjct: 134 VQAKGLLGFAPEATLWAGKRYYQRHDVHISDFYYWNISGRGAGIEGIQAGPGKVSFAWVR 193

Query: 160 s 5| EAGGS $SFASNNIYDYTNETANDVEDVRLAQME INPGGTLELGVDYGRANLRDNYRLY 219

GHLE+GVDY AN

sbjct: 194 NDRSG —————— TNVDGTYNDEMNVNTLDLRYAGIPLWQDGSLEVGVDYATANESDAQKDS 247

Query: 220 DGA----SKDGULETAEHTQSVLKGENKEVVQYATDSMTSQGKGLS QGSGVAFDNEKFAY 275

sbict: 248 ANAQYKNAKDGVMLTAELTQGILGGENKTVLQYGTE--

A 4KDG + TAE TQ +L GENK V4QY T
--GYSKTFAFWGDRSWYGA 300

Query: 276 NINNNGHMLRILDHGAI GMYQDT TVGI--REMYKWTPI 333

+ RI+HHG I MGHU+M + +Y N D KW T+ + REMYKW

sbjct: 301 EAKDGADGFRIINHGVI WDDE 360

Query: 334 MSTVMEIGY———DWESQRTGDKNNQYKITLAQQWQAGDSstRPAIRvFATYAKWDEKw 390

T +++ YK+TLAQ W AG § WHRP IRVFA+Y  D+K

sbjct: 361 NKTIEEGGYFKDKNKSTNGTSEEDAGYKLTLAQAWSAGSSEWARPEIRVFASYLAQDKK— 419

Query: 391 GYDYTGNADNNA-

sbjct:

--NFG 405

NEG
EMKGNAFNNGTADDTUNEG 438

Aeromonas salmoni

64
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Allele A*: LamB

-> Transporteur maltose = protéine membranaire

==l |
W
[ T YR TITRT

oo [

65
Identification des génes mutés :
séquencgage de I'alléle muté
AT T Extraction
Q] 3 —
d R ADN génomique
[AmpR] [maltose*] - <
Amorces
spécifiques
Amplification PCR
START STOP
ATG TAA
=) *
Séquencgage de
I’alléle mutant a,
66
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Alléle A*
rrrrrrrrrr A GcoaTocos A
Al b N Aan
(o Mﬂ@« JATIAN
CGA -
Arg

Alléle a4

Mutation non sens
Protéine tronquée
Alléle nul

67

% 2 mutants m1 et m2 -> [AR] et [maltose]

mutant m2 : mutation localisée dans le méme géne A ?

68
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Transformation
Mutant m2 Transformation At
[maltose] [AmpS] [AR] — d

Sélection des transformants
MM + glucose + Amp

Si [AmpR] => [maltose’] alors géne muté # A

Si [AmpR] => [maltose*] alors géne muté = A
az nouvel alléle mutant du géne A

69

Conjugaison : mérodiploides

’ m2 F-
[ I:: ] [ [m[altos]e-]
maltose*] \ met-
[Streps] [StrepR]

Sélection des conjugants

MM + glucose + Strep NG il

Si [StrepR] => [maltose] alors géne muté # A

Si [StrepR] => [maltose*] alors géne muté = A
az nouvel alléele mutant du géne A

70
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% 2 mutants m1 et m2 -> [AR] et [maltose-]

-> 2 alléles du géne A qui code LamB

% 2 mutants m3 et m4 [AR] et [maltose*]

-> gene(s) impliqué(s) ?

71

Clonage par complémentation

Transformation

A Banque d’ADN Insert

a —— génomique +
il 40 o) Vecteur
R O O O réplicatif
[A%] [AmpS] | boog e

Sélection des transformants
Amp

}

[AmpR] => [1°] ?

Si ARDOMINANT sur AS impossible !
Stratégie expérimentale ?

72
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F+

Intégration 1
F dans chromosome

Haute
‘ Hfr fréquence de -

recombinaison

Excision de F

F’ portant une
délétion
chromosomique

73

R,

r’f[Met‘f;L\'\ [Met]

[Streps] [Strepr]
F- Sélection
- -
+
[Met*] [StrepR] strep
F-
conjuguants

III> Variabilité génétique dans les populations

AN
@ )z:cw%@.% <)

74

15/01/2025

37



Expériences de conjugaisons interrompues

s

!
€

" EACD -
S
Stop
T min
20’ 50’
frp . trp ,
30 oo 60 40
thr. thr pro*
o (0}
gat lac* gat fac:
40 60’ 10
his his
50' 20

75

Cartographie du chromosome bactérien

60' 50 40 30" 20 10
lacc  his= ga trpr pro
Hir e ——f——
lac  his gal thr trp pro
L L L L L L
] ] ] ] ] ]
» 100% ==
§ [pro*]
(=]
2
§ 50%
(3]
[his*]
L L /I
I I I I
20 40 60’ 80’

76
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Cartographie du chromosome bactérien

60' 50" 40 30° 20 10
thr pro* lact  his* gal
Hir2 S ee—ep—p—r—
f{”" ffp pro /alc hl/s‘ glaf

 100% =+
5 [gal*]
5 [lac*]
2
5 50%
()

L L 1 »>

] | | ]
20 40 60’ 80’

77

Identification des génes mutés : cartographie

Hfr

(2]
[Streps]
[his*]
[thr]
[pro*]

[Strepr]

Sélection des

conjugants
MM +strep +2
aal3
Stop
T min

78

15/01/2025

39



Identification des génes mutés : cartographie

50' 30 10’
his pro*
As] Hfr = i ) —
his- thr- ro-
8] F } } 4
o 100% ==
S [pro*]
=]
()]
=
S 50%-
o
[his*]
[ [ /I >
I I I I
20 40 60’ 80’
[AR] [As]
79
50' 30 10’
hist A5 pro
[AS] Hfr = } J } —
DA F h:/s‘ ?R r?r* p:nr
Localisation plus fine avec nouveaux marqueurs :
-> identification du géne muté : LamB !
80
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En résumé :

4 mutants [\R] indépendant affectant le géne LamB :
regroupés en deux catégories

% 2 mutants m1 et m2 -> [AR] et [maltose]
Mutation m1 non-sens position 57 = protéine tronquée
Mutation m2 faux-sens position 18
% 2 mutants m3 et m4 [AR] et [maltose*]

Mutation faux -sens :
substitutions position 155 (m3) et 401 (m4)

1 seul géne, LamB, 4 alléles différents

81

Structure cristallographique de LamB

Extérieur

Membrane externe

Espace
périplasmique

82
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Maltoporine : un pore homotrimérique

En vert -> [AR] et [maltose*]

->m3 et m4

83

Etoile orange m2 -> [AR] et [maltose]

84
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Invalidation par remplacement de géne :
disruption

Principe : substitution d’un alléle nul au locus d’un
allele sauvage

1- Construction de I’alléle muté

2- Transformation

3- Recombinaison homologue au locus du géne ciblé

85

Construction par restriction

HindIIT EcoRT +

# JF car
HindIIT EcoRL

Hydrolyses Hindlll +EcoRI

ligation
HindITT 1 EcoRL
# cap #
ALlamB::CAP

15/01/2025
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Construction par PCR

ATG STOP

_

Oligol Oligo2

ALamB::CAP

87

Remplacement de géne in vivo par
recombinaison homologue

ATGX >< STOP

_—ﬁ—_

Recombinaison homologue

ATG 1 STOP
ALamB::CAP

88
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Sélection des délétants

[maltose*] [A5] [CAPS]

Transformation
—— [car

MM + glucose + CAP

l

(e — [maltose]
e [AR]
ALamB::CAP

89

Vérification moléculaire : Southern-blot

KpriL
KpriL ATG >< STOP KpnL

=

LamB  ALamB::CAP

S5kb | —

3 kb —| -

90

15/01/2025

45



Recombinaison: homologue ou non-homologue ?

Homologue

XX

Non-homologue (NHEJ )

91

Recombinaison homologue TRES efficace

eubactéries
levures

Dans tous les autres organismes modéles :
f(recombinaison non homologue) >>> f(recombinaison homologue)

Si fréquence de recombinaison homologue
trop faible pour remplacement de génes ?

-> RNAi cf C. elegans
-> CrispR Cas9

92
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Rappels de génétique
mendélienne

Etablissement du paradigme :

un géne - une enzyme

G. W. Beadle et E. L. Tatum (1941)

15/01/2025



Cycle de vie Neurospora crassa

Cycle haplobiontique

Fécondation

Zygote 2n

Méiose

&{f%‘ Asques a 8 spores n

-
Zaf 0\\!. LN

V]

\Z
%o

o .
— oo
° fs’
o l

Crible phénotypique

N
o
TN

Conidies

Souche sauvage mutagénéisées

[prototrophe]

mat a

croisement
SSR mat A

Isolement
ascospores

\
| individuelles

._.
n
w
:
:ﬂ

N souches
haploides
indépendantes pmC MC MC MC

[

M
Souche N° 2 = mutante auxotrophe QJ
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Prototrophie: capacité d’un organisme a croitre sur un milieu minium

Auxotrophie:

Autotrophie:

(carbone, azote, sels minéraux dont P et vitamines)
incapacité d’un organisme a croitre sur un milieu minium

capacité d’un organisme a utiliser des éléments
inorganiques pour synthétiser leurs propres constituants
organiques

-> photoautotrophie, utilisation énergie lumineuse
-> chimioautotrophie, utilisation énergie chimique

Hétérotrophie: incapacité d’un organisme a effectuer la synthése de leurs

constituants a partir d'élément minéraux. Se nourrit de
matiére organique

Crible phénotypique (suite)

Souche N° 2 = mutante auxotrophe

+
Vitamines Acides

/ aminés

Tyrosine Arginine Lysine

15/01/2025



|

Identification des génes affectés
pour chacun des mutants

|
|

Analyse génétique : combien de génes sont
mutés chez 'auxotrophe [Arg] N° 2 ?

SoucheN" 2 o, SSR —> 50 % [Arg]
[Arg] [Arg’] 50 % [Arg*]

Hypothese : 1 seul géne muté, 2 alleles  -> alléle sauvage a+ [arg*]
-> alléle mutant a- [arg]

Fécondation

Souche N° 2 a- X a+ SSR
l -> ségrégation 2:2 donc hypothése
a—

zygote vérifiée
+
Méiosel 1 seul géne muté pour souche N° 2
a+ a+ a- a-
2[Arg’] 2[Arg]
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=,> Résultats du crible:

* 3 mutants indépendants [arg’]

arg-1
arg-2
arg-3

* Pour chacun des mutants 1 seul géne touché

Un seul géne codant I’enzyme de biosynthése de

I'arginine ?
9
NH2 N|H2
c=0 C=NH
NH; l\llH l\llH
(CH2)s (CH.)s (CH2)s
CHNH; CHNH, CHNH,
COOH COOH COOH
Ornithine Citruline Arginine
10
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arg-1 arg-2 arg-3

=

(3]
=
o

ouuio + 5 [N
—3m=
=

suno + £ e

=>

— 5=
—

MM MM

suuibiy + 3
sulnuyo + £

=
aulubay + H

auluibiy + g =
=

K

==

==

aulyIuIO + g =

=

|
=

sulyyuio + 2
aunuo + 5

arg-1, arg-2 et arg-3 affectés dans des étapes de synthése
différentes

11

|

Hypothéses de travail

12
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NON!

3 étapes enzymatiques -> au moins 3 génes

1 géne <-> 1 enzyme

Gérie X Géne Y Géne Z
Enzyme X Enzyme Y Enzyme Z
Précurseur Ornithine Citruline Arginine

Un seul géne codant I’enzyme de biosynthése de I’arginine ?

13

Ornithine | Citruline | Arginine
arg-1 —_ —_ -+
arg-2 _ -+ -+
ags | + | + | +
Géne W Arg3 Arg2 Arg1
Enzyme W Enzyme X Enzyme Y Enzyme Z

}

—— —— Précurseur Ornithine T Citruline T Arginine

14
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Géne W

|

Enzyme W

|

Arg3 Arg2 Arg1
Enzyme X Enzyme Y Enzyme Z

—— —— Précurseur Ornithine —I—» Citruline —I—» Arginine

Comment montrer génétiquement que les mutants

arg-1
arg-2
arg-3

sont affectés dans des génes différents ?

15
Sites mutationnels
» 2 sites mutationnels dans un méme géne
> 2 sites mutationnels dans deux génes différents
» 1 méme site mutationnel (délétion) dans deux ou
trois génes différents
16
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Cycle de vie Neurospora crassa

Fecondaﬂon
Zygote 2n
Melose
Cycle haplobiontique
ff;’{; Asques a 8 spores n

) 0\\!. @

Test de complémentation possible ?

17

Formation d’hétérocaryons

Hétérocaryon

i Fusion des hyphes arg1 arg2

y [arg-] ou [arg+] ?
—

° V

Homocaryon )
arg1 [
[arg-]
Homocaryon
arg2

[arg-]

18
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arg1+ > arg1
arg2+ > arg2

Hétérocaryon
arg1 arg2
mutants
ALORS arg-1 & arg-2
] — .
larg-] affectés dans le
MEME géne

mutants

[arg+] > arg-1 & arg-2

MC
ALORS affectés dans DEUX
B génes DIFFERENTS
MM
L]

19
Si test de complémentation impossible car pas de formation
d’hétérocaryons ?
Test de recombinaison :
Hypothése 1: Mutants arg1 et arg2, simples mutants, affectés dans
deux genes différents
» 1geéne arg1, 2 alleles -> alléle sauvage arg7+ [arg*]
-> allele mutant arg1- [arg] (1 site muté)
» 1geéne arg2, 2 alléeles -> alléle sauvage arg2+ [arg*]
-> allele mutant arg2- [arg] (1 site muté)
[arg] argl- arg2+ X argl+arg2- [arg)
20

15/01/2025

10



Hypothése 1: Mutants arg1 et arg2, simples mutants,

affectés dans deux génes différents

argl* arg2*
wi| —— farg"
Vs
argl” arg2*
Muta1nt v — v " [arg]
arg
8 )
( )
argl* arg2”
Maur’;a;t — ¥ — v o+ [arg]
L ® )

21
Test de recombinaison
Mutants arg1 et arg2 sont affectés dans deux génes différents
[argT] argl- arg2+ X argl+arg2- larg]

ol- arg -+ Diploide fugace :
ar 5_,_‘" 22 [arg*] impossible de tester
arglTargze- le phénotype

argl- arg2+  argl+arg2- |argl+ arg2+| argl- arg2-
[arg] [arg] [arg’] [arg]
22
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argl” arg2*

Diploide fugace :
= — - impossible de tester
argl* arg2” le phénotype
— | | o+
‘ méiose
Mutant argl’ arg2"
arg [—l: — - | [arg]
Mutant argl* arg2’ .
arg2 [—I — [ 2 ol larg]

argl” arg2”

—{=® - O o

Mutant
Arg1 & arg2

argl* arg2*
[—I 5 - - |—] [arg"] qumm

23

Test de recombinaison

Hypothése 2: Mutants arg1 et arg2, simples mutants, affectés dans le

méme géne

» 1gene arg1, 3 alleles -> alléle sauvage arg7+ [arg*]
-> alléle mutant arg1’-[arg] (1 site muté)
-> alléle mutant arg1? [arg] (1 site muté)

larg-] argl- X argl*  |arg-]

24
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Hypotheése 2: Mutants arg1 et arg2, simples
mutants, affectés dans le méme géne
argl*
WT 7 [arg®]
( )
arg1?
Mutant v [arg]
arg1
. & )
( argl? )
Mutant .
arg? L Z [arg]
. ® )

25
Test de recombinaison
arg1" et arg1% deux alléles mutants du méme géne arg?
larg-]  argl™ X argl*  [arg-]
arg1* }
arg1* larg] ]-
argl’-  argl- argl> argl*
larg] [arg] [arg] [arg]]
26
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Mutant
arg1

Mutant
arg1

Mutant
arg2

argl?

argl1?*

Diploide fugace :

impossible de tester

le phénotype

[arg]

[arg]

27
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