Rappels de genetique
bactérienne et test de fluctuation



Voies d’échanges géneétiques chez les bacteéries

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 gamétes
descendance génétiquement identique ?

v les cellules bactériennes ne fusionnent pas f& &}
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.



Voies d’échanges génétiques chez les bacteéries
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» Une bactérie réceptrice recoit seulement une partie du matériel
genetique de la bactérie donatrice



Transduction

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

Bactériophages = les virus des bactéries
* Dbactériophage virulant -> lyse:
T, T, etc...

* bactériophage tempereé -> lysogénie (prophage) puis éventuellement
lyse:

A, Mu, P, etc...



Structure des phages
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Le phage S-PM2.
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Adsorption

Phases d’adsorption d’'un phage
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Cycle d’infection du phage A
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host chromosome
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Deux possibilités : lysogénie ou lyse



Cycle lysogénique du phage A
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Cycle lytique du phage A
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Cycle lysogénique / lytique du phage A
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Parasexualiteé :
transmission d’ADN par transduction

v" Certains phages (pas tous) peuvent emporter des
fragments d’ADN de la bactérie gu’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 ()



Transduction généralisée ou spécialisée

(a) Generalized transduction (b) Specialized transduction

Transduction
spécialisée
Une seule région
chromosomique est

Transduction
généralisée
Toutes les régions

chromosomiques
sont susceptibles susceptible d'étre
d’étre transduites o ety s il DA i T el i B transduite
fragment is packaged in a DNA (here, gene A) along
with phage DNA.

}\/  crossingover  }/

Transducing phages infect new host cells, where
recombination (crossing over) can occur.
¢ __— Recombinant - v’

hmgenotypesm'&)dmomn
from either the donor (A* B*) or recipient (A" B).



Transduction généralisée Transduction généralisée
par le bactériophage P1

o)

Infection par P1 de
la souche donatrice Trp+

Utilisation génétique de la
transduction

généralisée par le bactériophage P1

-
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ADN chromosomique
J avec le géne trp+

» Cartographie
génomique

Infection de la souche
receptrice Trp-

Recombinant Trp+




Transduction généralisée

Utilisation génétique de la transduction genéralisée par le bactériophage P1

c* B At D+

I
Fl‘agmentS M :
potentiellement 4_*—*—}

Chromosome
bactérie hote

encapside <O——>
dans particules ! l l _
P1 | GOl 100 kb max = 2 min

v' Geénes co-transductibles: < C-Bet C-A
< B-A
< A-D

v Génes non co-transductibles : < C-D > Distance entre C et D 2100 kb



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 (4.10°)
> 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
=1.10°5



Transduction généralisée & cartographie

Donneurs c+ B A D*

Receveur C B* A+
0>

XXX XX XXX XXX Recombinaison homologue

Fragment d’ADN transduit

Génome bactérien

Si sélection C*, classes de recombinants attendus : C*B*; C*b ; C*A*; C*a



Transduction généralisée & distance génétique

> Fréquence de co-transduction :
C*B*
C:B*+ C'b

F =

> 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

M
CB A
#

<+
90% co-transduction



Test de fluctuation

Expérience de Salvador Luria et Max Delbrtck
(1943)



Un siécle plus tot... .
Fixisme

Evolution des espéces

Pas de mutations

Transformisme d’usage

Mutations aléatoires _ T
Sélection naturelle Mutations dirigées

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

generatlons e http://tolweb.org/tree/



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

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

Question : comment apparaissent les mutations ?



La démarche géneétique

Sélection de mutants => crible phénotypique

|

Identification des génes affectés
pour chacun des mutants

|

Modeles théoriques

|

Hypothéses de travail



Sélection de bactéries E. coli résistantes a

I'infection par le phage A




Cycle lytique du phage A




Quel protocole ?

N
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1,7\ I A 1,7\
h=2 n=0 n=3 n=1 n=15

Pourquoi des cultures indépendantes ?

Pour sélectionner des mutants indépendants !



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



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

Hypothese 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.



Test de fluctuation : S. Luria et M. Delbriick (1943)

1 2 3 20
Suspension
U U U Uo,z ml 102 bact/ml /A\IO ml
1

1 2 3 20 \

1 1 1 1 108 bact/ml 1 l 1 1
DO R ® QAp @

1 2 3 20

20 cultures indépendantes 1 culture
20 étalements 20 étalements

Dénombrement des [AR] Dénombrement des [AR]



Hypothese 1 : la mutation précede sa sélection
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Hypothése 2 : la mutation est induite par I’environnement
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Cultures individuelles [AR]

11234 6 10| 11 |12 |13 (14 (15|16 |17 |18 |19 | 20
11]0(3]0(0]5 6 (107 0| 0| 0|1 |0|]01|64| 0| 35

M=11,35

Expérience test : Variance >>> Moyenne
V =694
Culture unique [AR]

1/2|3|4|5|6|7|8|9|10(11(12|13|14|15|16|17(18|19|20
141513 |21 |15 |14 |26|16 |20 |13 |12 |18 |17 |22|19 |14 |16 |21 |15 16
M=16,85

V=12,52

Expérience témoin : Variance ~ Moyenne




Expérience test : Variance >>> Moyenne
<=>
Hypothese 1 verifiée

donc

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

Corollaire : pas de mutation « adaptative »



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



Taux de mutation

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

-> suit une distribution de Poisson
Loi de probabilité discrete des évenements
rares

@.4

B.35
8.3
B.25
8.2
B.15 |
a.1

8.85 T
8 ! e




Loi de Poisson

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

-> A = 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 A/K



Calcul taux de mutation

Cultures individuelles [AR]

12/ 3|4, 5(6|7,8|9|10| 11 |12 |13|14/15|16|17 |18

1103|005 |0|5|0| 6 1070 ]0|0|1]0]|0| 64

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

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




Calcul taux de mutation

11

12
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14

15

16

17

18

19

20

107

64

35

Classe O [AR]

Si K=0 f(0) = e X np°/0!

=> f(O) = e

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

n = nombres de divisions cellulaires

->2:4:5,7;,9; 12; 13; 14; 16; 17; 19




Calcul taux de mutation

s* Combien de divisions cellulaires ?

/\
/\ /\

® 4 descendants -> 3 divisions cellulaires

2 descendants -> 1 division cellulaire

n descendants -> n-1 divisions cellulaires

Ensemencement : quelques bactéries dans 0,2 ml -> 102 bact/ml

ndiv = nbactf -nbacto comme nbactf >>> nbact() alors ndiv = nbactf

n,, = 0,2 X108=2.107 divisions cellulaires



Calcul taux de mutation

Cultures individuelles [AR]

2/ 3|4|5|6|7 89|10 11 |12 13|14|15|16|17 |18

0| 3{0;(0|5|0|5|0|] 6 |107,0|]0|0|1 /0|0 |64

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

Nombre de divisions cellulaires -> n = 2.107
f(0) = e
0,55 = @P x2.107

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

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




Calcul du taux de mutants

Cultures individuelles [AR]

2/, 3|4|5(6|7 89|10 11 1213|1415 |16|17 18|19

0O|3|]0(0|5|]0|5|0| 6 1070 |]0|0|1]0|01|64|0

T = 2 [}"R] / n total bactéries
227 /(20 X 0,2 X 108) =5,7.107

Fréquence d’apparition de mutants [AR] est de 5,7.107

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

Attention : pas forcement indépendance des mutants !




Systemes
mutagenes

G mmm)  Conditions de vie

Faciles Difficiles

, Off

—> On

Adaptabilité

v

1 Taux de mutation

Mort évolutive
Aucune capacité d’adaptation



= TRAITEMENT MUTAGENE

exposition a des agents mutagenes

augmentation du taux de mutation



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
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Sélection de mutants => crible phénotypique

|

Identification des génes affectés
pour chacun des mutants

|

Modeles théoriques

|

Hypothéses de travail



Sélection de mutants [AR]

ml
A
(=& @ ] x
LB
crible positif

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



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

MM + glucose comme MM + maltose comme

[maltose’]



4 mutants [AR] indépendant isolés : deux catégories

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

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

Mutation [A%] : PLEIOTROPE



Sélection de mutants => crible phénotypique

|

Identification des génes affectés
pour chacun des mutants

|

Modeles théoriques

|

Hypothéses de travail



Identification des génes mutés :

Clonage par complémentation fonctionnelle

PRINCIPE :

allele mutant -> [phénotype mutant]

allele mutant + allele sauvage -> [phénotype sauvage]

SEULEMENT SI alléle sauvage > alléele mutant




Banques d’ADN génomique
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Banques d’ADN génomique
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Mutant ml Banque d’ADN Insert

génomique +
A A0 O Vecteur
& O O O réplicatif
[maltose-] | © 0O Amp
[AmpS] Transformation

|
(¢ o) (s 6)(e °)

CHEDICEED I D

UN SEUL plasmide par bactérie transformée




CHEDI T DI EIED
CHEDICIEDI D

MM + maltose + Amp

|
>

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

crible positif



Dans ce crible, mutants [maltose-] sont également [AR]

mutation pléiotrope

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

-> Si mutation dans un seul gene alors allele sauvage
correspondant complémente TOUS les phénotypes
associés a l'allele mutant

Si allele mutant < allele sauvage
=> transformants [AmpR] [maltose*] [A°]

Si allele mutant > allele sauvage
=> transformants [AmpR] [maltose*] [A?]



Identification des genes mutés :
sequencage de l'allele sauvage

( a, £+ ! Extraction START ST:?AP
! ADN
[AmpR] [maltose*] plasmidique

|

Séquencage de l'insert
Allele sauvage A*




Séquencage par méthode de Sanger

T 4] CARGT CAT TC TACACCA TG AT GTATTCT GTEGATGC TT ITC A TCTEGCGTAGTGTCTTICEGC TETC TTTCEGTC TEGC TTCATC TGT TCATTCATGGTCGCCTCACATC TAGC TCQGAC
Q 20 a0 40 50 a0 70 20 =D} 100 110 1z0

ARCTTAGCCCTCETTTTTEGGCC TCTGCAGAACCAGTTAGCATTGATC TTEGTAGTCAGTATAAAAAAACACTTACCCTTEGACCTGCTCAARAGACCTTGAGCATCTTAGCEGTC TAGCACCCAGT
130 140 150 1&0 170 180 200 210 220 230 240

TCCTGCAARAGAGTGEGGEGGGETCGEBEGTGGEGGEGATCCTCAGGEEBGEGCTTCGACGGTGCCTCTCCGACCACGBCEBBAGAGCGGECCGECGEBACCATATCAGRAGTGATCAGAGTGGETARCCGCCGEGCCCTCRARAT
370 380 3980 400 410 420 430 440 450 460 470 480

Fonction ?




Identification des genes muteés :
Comparaison de séquence in silico

Séquence nucléotidique de I'allele sauvage

!

Traduction dans les 6 phases de lecture



§ Artemis Entry Edit: LamB.txt

File Entries @Select ¥iew Goto Edit Create Write Graph Display

3 selected bases on forward strand: 676..678

Entry: LauF, tHT
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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



Principe d’alignement

Recherche de « mots » 3 caracteres
(I

Liste

T (L
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<AL ... W A
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R R R R R R R R R R RR
BRI

N
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L A

Recherche des mots
D RIS # exa Cts d a n S I a b a n q u e




Distribution of 27 Blast Hits on the Querv Sequence

IMuuse—uver to show defline and scores. Click to show alignments

Color key for Alignnent Scores
lcllid_
0 50 100 150 200 260 300 350 400
Jjcore E

Sequences producing significant alignments: {(bits) value
LAME ECOLI (P02943) Maltoporin precursor (Maltose-inducible pori... a7 0.o
LEMB ECOS7 (QB¥5W?) Maltoporin precursor (Maltose-inducible pori... 872 0.0
LEMB ECOLG {QBCVI4) Maltoporin precursor (Maltose-inducible porin) 870 0.0
LEMB SALTY {(PZA466) Maltoporin precursor (Maltose-inducible porin) a1 0.o
LEMB SALTI {QBZ1TY) Maltoporin precursor (Maltose-inducible porin) q10 0.o
LEMB KLEFN (P31Z4Z) Maltoporin precursor (Maltose-inducible porin) 653 0.0
LEMB1l YERPE {(QBZASY) Maltoporin 1 precursor (Maltose-inducible p... 624 0.0
LEMB Y¥YEREN {Q56B850) Maltoporin (Maltose-inducible porin} ({Fragment] &05 e-172
LEMB AERSA (Q44287) Maltoporin precursor (Maltose-inducible porin) 288 2e-11
LAMBEl VIBPR (P59484) Maltoporin precursor (Maltose-inducible porin) 269 le-T71
LEMBZ AERHY {QBKKH1) Maltoporin precursor (Maltose-inducible porin) 263 Ge-"T0
LEMB1 AERHY {QBKKHO) Maltoporin precursor (Maltose-inducible porin) 263 fge-"T0
LEMB VIBCH {Q5665Z) Maltoporin precursor (Maltose-inducible pori... 207 4e-53
LAMBZ YERPE (RBZHP0) Maltoporin 2 precursor (Maltose-inducible p... 185 Ze-4a
LEMBZ VIBPA (056714) Maltoporin (Maltose-inducible porin} (Outer... PEE 2e-217
YIEC ECOLI {PZAZ18) Putative cuter membrane protein yieC precursor 83 le-18



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

* Plus la valeur est faible, plus l'alignement est fiable

* Dépend du nombre total de résidus contenus dans la banque

* Ces valeurs ne sont pas comparables entre deux banques



>LAMB ECOLI

Score =

Identities
couery: 1
gbhjct: 12
ouery: 61
ghjct: 72
ouery: 121
Ghjct: 132
ouery: 181
8hjct: 192
ouery: 241
8hjct: 252
couery: 301
8hjct: 312
ouery: 361
ghijct: 372
ouery: 4Z1
Shjct: 432

(P0Z2943) Maltoporin precursor (Maltose-inducible porin)
{Lambda receptor protein)

Length = 446

887 bits (2291}, BExpect = 0.0

= 421/421 (100%), Positives = 421/421 (100%)

VAVAAGVMIAOAMAVDEFHGYARSGIGHTEIGEEQOCE OTTGAQIKYRLGHNECETYAELEL
VAVAAGVMIAQAMAVDEFHGYARSGIGH TG GEEQOCE OTTGAQIKYRLGHNECETYAELEL
VAVAAGVMEAQAMAVDEHGYARSGIGH TG GEEQOCE QT TGAQSKYRLGHNECETYAELEL

GOEVWEEGDE 3FYFDTHVAY SVAQONDWEATDPAFREANVOGKNLIEWLPGITIWAGERE
GOEVHWKESDESEYEDTNVAY 3VAQONDWEATD PAFREANVOGKENLIEWLEPGS TIWAGKRE
GOEVWEEGDE SEYEFDTHVAY SVAQONDWEATDPAFREANVOQGKNLIEWLEPGI TIWAGKERE

YORHDVHMIDEY YWD IS GPGAGLENTIDVGEGKLELAATRI S EAGGI 33FASNNIYDY THE
YORHDVHMIDE Y YWD IS GPGAGLENIDVGEGKLELAATRI SEAGGS 35 FASNNIYDY THE
YORHDVHMIDE Y YWD IS GPGAGLENIDVGEEGE LS LAATE I SEAGGS 35 FASNNIYDY THE

TANDVEDWVRELACME INPGGTLELGYDY GRANLEDNYELVDGASKDGHWLE TAEHTOQSVLEG
TANDVEDWVRELAQME INPGGTLELGYDY GRANLEDNYRELVDGASKDGHWLE TAEHTOSVLEG
TANDVEDVRELACMETNPGGTLELGVDYGRANLEDNYELVDGASKDGWLE TAEHTGIVLEG

FNEEVVOTATDIMTE QGKGLEQE3 VAR DNEKEAYN I NNNGHMLEILDHGA T SMGDNWDM
FNEEVVOYATDIMTIOGKGLEQE3GVAFDNEKFAYNINNNGHMLETILDHGA T SMGDNWDM
FNEEVVOYATDIMTIOGKGLIQE3GVAFDNEKFAYNINNNGHMLETLDHGA T SMGDNWDM

MYWVGEMYQD INWDNDNGTEWW VG IRFMYEWTE IM3 TVME IGYDNVE S QETGDENHNQYKIT
MYWVGEMYOD INWDNDNGTEWWTVGIRFMYEWTEPIME TVMEIGYDNVE 3 QRTGDENNQYKTIT
MYWVEMYQD INWDNDNGTEWWTVGIEFMYEWTE IM3 TVME IGYDNVE S QRTGDENNOQYEIT

LAOCWoAGDI TWIRPATRVEATYAKWNDEKWGY DY TGNADNINANE GEAVPADFNGGEIFGES
LAOCWoAGDI IWIRPATRVEATYAKWDEKWGY DY TGNADNINANE GEAVPADFNGGIFGEG
LAOOWQAGDI TWIRPAIRVEATYAKWDEEWGY DY TGNADNNANE GEAVEPADE NEGIF GRS

D 4Z1

D
D 432

-> identité parfaite

60

gl

120

131

180

191

240

28]

300

311

360

371

4210

431



>LAMB]l YERFE (QBZA59) Maltoporin 1 precursor (Maltose-inducible

dcore =
Tdentities
ouery: 1
Shijct: 11
ouery: ol
Shijct: 71
ouery: 121
Gbijct: 131
ouery: 181
Shijct: 190
ouery: 241
Shijct: 250
ouery: 301
Shijct: 299
ouery: 361
Shijct: 359

porin 1)

Length = 423

634 bits {(1634), Expect = 0.0
= 2017418 {72%), Positives = 348/418 ({(83%), Gaps = 12/418 (2

VAVARGVMIAQRMAVDEHEYARSGIGHTGIGGEQOCEOTTEASKYRLGNECETYAELEL
TAVAAGY+E CAMAVDEHGYARIGIGHWT SG6GEQOCEOTTEAQIKYRLGNECETYARLEL
LAVAAGYL S TCAMAVDEHEYARIGIGHWTAS GEREOOCEOTTEACIKYRLGNECETYARTLEL

GOEVWEEGDESEYEDTNVAY SVACONDWEATDPAFREANVOGKNLIEWLPGI TTWAGKRE
GUE+WEEGDESFY DTHNVAYIV+o++DWE+TDPAFREANVQGEKNLIE LPGSTIWAGERFE
GOELWEEGDEAFYLDTNVAY SVACRDDWES TDPAFREANVOGKNLIESLPGATIWAGERE

YORHDVHMIDEY YWD IS GPGAGLENIDVGE GKLALAATRI 3EAGGI A3 FASNNIYDYTHE
YORHDVHMIDEYYWDISGPGAGLE IDHGEGELS+AATRASE+HGGIS+HE N +
YORHDVHMIDEY YWD IS GPGAGLETIDLGEGELSVARTRENAEI GG S ANIDHNO-RENAKY

TANDVEDVELACMEINPGETLELGYVDYGRANLEDNYRLVDGARKDGWLE TAEHTOSWVLEG
T N+JV+DVELA +E NPGGHLELGWDYGEA+ ++ ¥V L ASKDG + TAEHTQS++ G
TINNVYDVELAGLETNPGGILELGVDYGRADTORGY 3LAPNARKDGVML TAEHT QS LMGGE

FHNEFVVOYATDIMTAOGKGLIOEIGVARDNEKFAYNINNNGHMLETLDHGA T 3MGDNWDM
FNEFVVOYATDSMTS = 500G+ ++NNNGH+LE++DHGAT+H+ + WDM
FHEFVVOYATDSMTAYNTGHI O T--—-—-—————— AWVNNHNGHLLEVIDHGATNLAEKWDM

MYWVEMYOD TNWDNDHNGTEWWTVEIEPMYEWTE IME TWVMEIGYDNVE S QRTGDENNQYE TT
MYV +YQDI+ DN+MNG WHH/GHRPMYEWTEPIMST+H+E GYDNV+H3IQ TGHN QYE+T
MYWVALYODIDLDNNNGNTWY 3VEVEPMYEWTE IME TLLEAGYDNVE 3 OHTGERENGOYELT

L3
%)

a0

T0

120

1=0

180

189

240

244

200

298

360

358

LAQOWOAGDS ITWSRPATEVEATYAKNDEKWGY DY TGHNADNNANF GEAVPADFNGGSFE 4143

LAQOWOAGDIIWSEPATEVEATYA WDEEWSY T + = N  +FE

LAQOWAGDS ITWSRPATEVEATYANNDEKWNGY SDTTGVACDGTIGTHNERGKNNEVTE: 416



»LRME RERSZ (44287) Maltoporin precursor
Length = 445

{(Maltose-inducible porin)

Score = 288 bits (7328), Expect = 2e-77
Identities = 175/441 (39%), Positives = 2367441 (53%), Gaps = 547441 (12%)
Query: 3 VARAGVME ACRME YV DFHGYARSGIGHNTGEGGEQQCEFOTTCRAOSKYRLGNECETYAELKELGY 02
VA + 3 A AVDFHGY R3GHs + G O o ELENE +TY E++LiE
Sbjct: 14 VITRALASOARFAVDFHGYFRIEGVGYSTDGEMOTGLEDNAKOKVGRLGHNEADTYCGEIQLGE 73
Query: 63 EVNEEGDESFYFDTNVAYSVAQONDWEATDPAF--—-—-———---—---——-———————— EEAN 90
Ev+ + E4+FY D+ VA + NDOWE+T+ F E+ N
Sbjct: 74 EVFNEDGETEYWDSMVAMTSNGSNDWESTESKFQCTSANGTALDGCENKEDATFALROFN 133
ouery: 100 VoOSENLIEWLPGETINMAGKRFYQRHDWVHMIDEYYWDISGPGAGLENIDVGEFGKLILARTE 1509
Vo K L+ + P +THWAGKE+YORHDVH+ DEYYWHISE GAGHE I & GE+5 A R
Sbjct: 134 VoRKGLLGFAPEATLWAGKREYYQRHDWVHI S DEY YN ISGRGAGIEGIQAGEGKVIFAITVE 193
ouery: 1a0 38RAGGSSSFAINNIYDYTHNETANDVEDVRELACME INEGGTLELGVDYGRANLEDNYRLY 219
+ 4z +H Y +BE + D+R A + + G+LE+GEVDY AN D+
Sbjct: 194 WDESG————-—-— THVDGTYNDEMNVHTLDLEYAGTIPLWQDGSLEVGVDYATANPSDAQKDS 247
ouery: 220 DEA----SKDGWLFTAEHTOSVLEGFNEFVVOYATDSMTIOGEGLEOGEGVAFDNERFAY 275
A +KDG + TRAE TOQ +L GFNK V+QY T+ G 5+ B %
Sbjct: 248 ANAQYENAKDGVMLTAELTOGILGGFNETVLOYGTE-—————— GYSETFAFWSDESWYGR 300
ouery: 276 NINNMGHMLEILDHGAISMGDHWDMMYWVGMYODINWDNDHNGTENHTVGI--REMYEWNTETI 233
+ RI++HG I MGE+H+HW+HM +  +% I D EWm T+ + RPMYEW
Sbjct: 301 ERKDGADGFRIINHGYVIPMGNIWEMGHOLVYGVGNDMWD THDEWETMS VVARPMYEWDDE 360
guery: 334 MSTVMEIGY---DNVESQRTGDENNOYEITLAQOWCRGDSINSRPATRVFATYAKWDEEW 390
™+ E &Y N + T +++ F¥E+TLAC W AG 3 WHREF IRVEA+Y D+E
Sbjct: 561 NKTIFEGGYFEDKNESTHNGTSEEDAGYKLTLACAWSAGS SFWARPEIRVFASYLAQDKK- 410
guery: 391 GYDYTGMADNNA---———- NFG 405
+  GNA NN NE=
Sbjct: 420 --EMEGNAFNNGTADDTWNEG 438

Aeromonas salmonicida



Alléle A*: LamB
-> Transporteur maltose = protéine membranaire

§ Artemis Entry Edit: LamB.txt

File Entries Zelect ¥iew Goto Edit Create Write Graph Display

Gelected feature: bases 1338 awmino acids 446 CDS ()

Entry: @ LawB. txt

I | )| s— ] A
CD5
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|00 |600 |za00
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CEIE* # L LCANFLTYRILEP?SOIRAGEFTCILLEREOTYLLIGSTAMNEHESTYPYLTYGOY AAYHNDNSTVSRLEPYVLKTYSHNTVILATNETYELHLIHNGEDNGTYVRE-ECT
RER+N¥DDY S AOTSSGGCRRSGRNTYCSEGNGEC™®*  FpPRLCTFRTYUYLDR+RR®TTTYFPDTRCSEKGSH#IP SV QRN NLC* I RKIGSGE § ¥
CABGAGATAGAATCATEATTACTCTG00CARACTTCOTCTAGCGETTAC0GTCCAGCOEGCOTARTOTCTECTCAGECARTGECTATTEATTTC CACGECTATOEACGTTCORGTATTEETTG0ACAGHTAGC BE0GETOAACAACAGTOTTTCCARACTACCOOTGETC ARASTARATAC COTCTTR0CAACEAATETRARACTTATCCTGAATTARAATTGOGTCAGGARGTET

|sa0 700 720 720 780 780 |s00 |sz0 a0 |sen |san lan
BTCCTCTATCTTACTA TAATGAGACGCOTTTRAAGRARACCACCAACGRCAGEGTCOC0CC 0 ATTACAACGAGTCCGTTACCGACALC TALAGETEC COATACBTECALSGCCATAACCAACCTOTCCATC B0C 60 CALTTOTTGTCAC ALAG AT TOATGCCACEARTTTCATTTATO R0 AGAAC COTTGCTTACACTTTGANTAC GACTTARTTTTACC CAGTCCTTCACA
* 313 HEHHN S QAFEKRG RN GDC CRAYGHRSILCEHSHTIETYATILICTSTHETERCTAGAZTEFLLTETLSGTSLTEFYTEATYFTTFSTISTFF§FQQTLTFHEH
LLYF SS9 §EACYVYEETPPOQRERLGPRLT QETPLEPOQOQNGRSHYHNREYOQQNSLYRREHEYVYTNGS+RHETFTY¥TIGDOQCRIHTFEEHG QILTIEP?DELT
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Identification des genes mutes :

sequencage de I'allele mute

(&

[AmpR] [maltose*]

Extraction
ADN génomique

* «
Amorces
spécifiques

Amplification PCR

START STOP

ATG TAA
%* <=

Séquencage de
I’alléle mutant a,



Alléle A* Alléle a,

570 550
TTTTTTTTTT Ascnrcsg

el

CGA -> TGA
Arg STOP

Mutation non sens
Protéine tronquée
Allele nul



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

mutant m2 : mutation localisée dans le méme gene A ?



Transformation

Mutant m2 Transformation A+
[maltose] [AmpS] [AR] B ———— d
|

Sélection des transformants
MM + glucose + Amp

|

Si [AmpR] => [maltose-] alors géne muté #

Si [AmpR] => [maltose*] alors gene mute
a,nouvel allele mutant du gene A



Conjugaison : mérodiploides

- \ r/) m2 F-
[maltose]

[maltose*] OM (12.° ) [met]

: [StrepR]

[StrepS] r; v\\’\ |

Sélection des conjugants
mérodiploides ( a, = Oa- )
l

MM + glucose + Strep

!

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

Si [StrepR] => [maltose*] alors géne mutée = A
a,nouvel allele mutant du gene A



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

-> 2 alleles du gene A qui code LamB

“ 2 mutants m3 et m4 [A?] et [maltose*]

-> gene(s) impliqué(s) ?



Clonage par complémentation

Transformation

Banque d’ADN Insert
C— génomique +
O O Vecteur
R1 TA O O O réplicatif
Sélection des transformants
Amp
[AmpR] =>

Si ARDOMINANT sur AS impossible !
Stratégie expérimentale ?



F+

()~

\mf?{\m /’@{\

Intégration
F dans chromosome

mp e (D

Excision de F

S

Haute
fréquence de
recombinaison

F’ portant une
deélétion
chromosomique

o 1~
4 .



r{r['Met"“;\\'\ [Met] .—; V\\'\

[Streps ] [StrepR] l

( ;:‘D 4_Sé:\::“’:ion_ {X ;X_:

[Met*] [StrepR] strep

conjuguants

I==)> Variabilité génétique dans les populations



Expériences de conjugaisons interrompues
- A= -
S
Stop

T min
20’ 50’
trp* : frp*
30° pro’ 60 40’
thr thr pro
0 0
gal* lac* gal* gaé*
40 60"’ 10
his* his*

50° 20’



Cartographie du chromosome bactérien

60° 50" 40° 30° 20 10
lac* his* gal trp*  pro’
Hfrl  —t—p—rrerp—™p—4+—4

. lac- hiss gal- thr trp- pro-
L ———t—t——t

100% l

[pro’]

[his*]
| 4/

40’

Conjuguants

50% ==




Cartographie du chromosome bactérien

60 50" 40" 30° 20 10
thre pro* lac® his* gal
Hfr2  p—t—pernr— ™4

thr- trp- pro- lac: his- gal

— e

A
) IOO%J-
§ [gal‘]
g —[lac*]
S 50% = -
O

| | 4 —

20’ 40’ 60’ 80°



Identification des genes mutés : cartographie

Hfr

%] \w r/))
s [Strep?]
[Strep®]
[his’] ( ) ] ( )

[thr+] r; .\\'\

[pro’]

Sélection des X X
conjugants ¢ >
MM + strep + 2
aal3

Stop
T min




Identification des genes mutés : cartographie

50° 30° 10°

his* pro*
[}\'S] H fr' ._I_I_I—V

his- thr- pro-

L e e e

100% l
[pro*]

50% =t=
[his*]
| 4/

40’

Conjuguants

[A"] [A°]



50° 30° 10°

his A thr pro’
A°]  Hfr  E—)——
his AR thr pro-

NP e ————

Localisation plus fine avec nouveaux marqueurs :

-> identification du gene muté : LamB!



En résume :

4 mutants [A\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 gene, LamB, 4 alleles différents



Structure cristallographique de LamB

Extérieur

Membrane externe

Espace
périplasmique




Maltoporine : un pore homotrimeérique

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

-> mJ3 et m4



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



Invalidation par remplacement de gene :

disruption

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

1- Construction de ’allele muté
2- Transformation

3- Recombinaison homologue au locus du gene ciblé



Construction par restriction

HindIII EcoRT

I I HindIII EcoRI

Hydrolyses Hindlll +EcoRI
ligation

HindILIT EcoRT

T

ALamB: :CAP



Construction par PCR

ATG STOP

—_

Oligo1 Oligo2

T e
|
PCR

l

ALamB::CAP




Remplacement de gene in vivo par
recombinaison homologue

ATG X ><$TOP
Recombinaison homologue

ATG l STOP

ALamB::CAP



Sélection des délétants

[maltose*] [A°] [CAPS]

( ) Transformation

MM + glucose + CAP

> [maltose-]
( A ) [AR]

ALamB::CAP




Vérification moléculaire : Southern-blot

Kpnl

KpnL ATG X ><STOP KpnL

LamB AlLamB::CAP

5kb —| —

3 kb —




Recombinaison: homologue ou non-homologue ?

Homologue

XX

Non-homologue (NHEJ )




Recombinaison homologue TRES efficace

eubactéries
levures

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

Si frequence de recombinaison homologue
trop faible pour remplacement de genes ?

-> RNA.i cf C. elegans
-> CrispR Cas9
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