
J. Mol. Biol. (1963) 7, 183-205

Mecanismes Regulateurs dans la Biosynthese des Enzymes du
Metabolisme du Galactose chez Escherichia coli K12

II. Le Determinisme Genetique de la Regulation

G. BUTTIN

Service de Biochimie cellulaire, Institut Pasteur, Paris, France

(Received 10 April 1963)

Galactose metabolism in E. coli depends upon the activity of three inducible
enzymes (galactokinase, transferase and epimerase); the genes controlling the
individual activity of these enzymes constitute the chromosomal Gal segment.
Mutants have been isolated which synthesize constitutively all three enzymes;
three of these mutants have been more carefully investigated. In two cases, the
mutation has been found to affect a regulator gene. The gene is not linked to
the Gal segment and it maps near the classical "lysine" marker on the linkage
group of E. coli. On the other hand, another constitutive mutation (OOgal) is
cotransducible with the Gal segment by ,\ phage. Recombinational analysis
between various Gal- mutants reveals that, as expected, the mutations which
abolish the same enzymic activity map together. The relative order of the Gal
genes is: kinase, transferase, epimerase. The OOgal mutation is closely linked to
a mutation located in the terminal part of the epimerase gene. The measurement
of galactokinase and transferase activities in transduced cells (heterogenotic for
the Gal genes) clearly indicates that the pleiotropic effect of the OOgal mutation
is limited to the structural determinants located in cis position. These results
appear to identify the OOgal mutation as a constitutive operator mutation and
the Gal segment as a typical operon. The conclusion is fortified by the observation
that the galactokinase and transferase activities are quantitatively coordinated.

Preliminary results strongly support the view that the biosynthesis of the
inducible galactose-permease is controlled by the same regulator qene, but that
this regulator gene acts upon a distinct operator.

1. Introduction

Les trois enzymes qui, chez E. coli, gouvernent Ie metabolisme du galactose:
galactokinase, galactose-Lphosphate uridyltransferase (transferase) et uridine
diphosphoglucose 4-epimerase (epimerase), ainsi que la galactose-permease, peuvent
etre induites simultanement par un compose non metabolisable (n-fucose). Cette
situation, mise en evidence par les experiences de oinetique d'induction qui ont eM
deorites dans la premiere partie de cette etude (Buttin, 1963) suggere que l'inducteur
commun agit au niveau d'une unique structure cellulaire stereo-specifique. Dans le
modele propose par Jacob & Monod (1961a) pour interpreter la regulation des
biosyntheses proteiques, cette hypothese permet d'envisager qu'un meme represseur
gouverne la synthese des trois enzymes et de la permease. L'etude du determinisme
genetique de la regulation est favorable a cette interpretation: nous montrerons que
les biosyntheses de la galactokinase, de la transferase et de I'epimerase sont simul
tanement dereprimees par les mutations d'un meme gene regulateur, qui elabore

183



184 G. BUTTIN

trea vraisemblablement le represseur de ce systeme. Des observations preliminaires,
que nous discuterons, suggerent que la biosynthese de 180 galactose-permease est
egalement influencee par l'aetivite de ee gene regulateur.

Les determinants qui gouvernent individuellement les activites de la galaetokinase,
de la transferase et de l'epimerase sont lies: il est etabli que Ia plupart des mutations
qui suppriment l'aptitude autiliser le galactose (mutations Gal-) affectent un eourt
segment chromosomique (segment Gal) que transduit electivemenf le bacteriophage A.
La transduction produit des clones diploides pour le segment Gal et relativement
stables (Morse, Lederberg & Lederberg, 1956a,b). Cette propriete a permis de classer
les mutants du segment Gal en quatre groupes de complementation fonctionnelle
(Lederberg, 1960). La caracterisation biochimique des phenotypes a revele que
trois de ees groupes correspondent respeetivement a un defaut d'activite de la
galaetokinase, de Ia transferase et de l'epimerase, le quatrieme groupe etant compose
de mutants defeotifs pour l'ensemble des trois activites enzymatiques (Kalckar,
Kurahashi & Jordan, 1959; Soffer, 1961).

Des mutations Gal- exterieures au segment Gal sont connues; il a eM decouvert
recemment qu'un certain nombre d'entre elles coneernent l'activite de l'uridine
diphosphoglucosepyrophosphorylase.t Plusieurs de ces mutants presentent egalement
une aotivite reduite ou nulle de la galactokinase: cette manifestation simultanee
de deux lesions biochimiques differentes resulte, selon toute vraisemblanee d'une
mutation secondaire, selectionnee en raison de 180 bacteriostase que provoque la
perte de l'uridinediphosphoglucosepyrophosphorylase chez les cellules capables de
phosphoryler le galactose, et cultivees en presence de ee sucre (Fukasawa, Jokura &
Kurahashi, 1962; Sundararajan, Rapin & Kalckar, 1962). II parait done peu douteux
que le segment Gal eontient l'ensemble de l'information genetique relative a la
structure des trois proteines galactokinase, transferase et epimeraae. Nous avons
etudie une mutation de regulation localisee dans ce segment; nous rapportons ici les
resultats de cette etude qui a fourni des indications tres suggestives sur les conditions
dans lesquelles s'effeetue 180 transcription de l'information eontenue dans les deter
minants qui constituent cette sequence genetique.

2. Materiel et Methodes
(a) Bouches bacteriennes

Ces experiences ont mis en eeuvre plusieurs souches a haute frequenee de recombinaison
(Hfr): Hfr H (Hayes, 1953); Hfr2 et Hfr4 (Jacob & Wollman, 1957), AT13 (Taylor &
Adelberg, 1960), ATIIIA (Reissig & Wollman, resultats non publies), U127 (Calef &
Lieciardello, 1960); YA287 (Beckwith, Pardee, Austrian & Jacob, 1962), et des souches
de type sexuel F-: Gal- 1- 1 (Weigle, reference dans Arber, 1958), C600Sr, PA503, P678
(Wollman & Jacob, 1957, et resultats non publies), Les caracteres propres a chaque
souche et utilises comme marqueurs genctiques seront precises ulterieurement, ainsi que
Ie pedigree des clones que nous avons obtenus a partir de l'une ou l'autre d'entre elles par
mutation ou par recombinaison genetique.

(b) Milieux et conditionB de culture
Cultures en milieux liquides, Les conditions de culture en milieu mineral synthebique

63 ont ete deerites precedemment (Buttin, 1963). Lee milieux complete suivants ont ete

t L'activiMde cette enzyme qui catalyse Is reaction:
GIu-I-P+ UTP ~UDPGIu+PP

parait indispensable a. la production de la quentite d'UDPGlu necessaire a. I'amoreage de Is
reaction de transfert.
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egalement util ises : bouillon de viande (extrait de viande Lieb ig 5 g; pep tone bacterio
log ique 10 g; NaC15 g; H 20 q.s.p. 1000, pH 7·4 par NaOH). Milieu L : selon Lennox (1955).

Cultures sur milieux Bolid es. Les souches etaient conservees sur mili eu gelose complet,
it l' exception des mutants depourvu s d 'ep imeraae qui ont ete constamment cul ti ves sur
milieu mineral synthetique glucose. La composition de ces mi lieux, qui etaient utilises
egalement pour les etalements , est la suivante. Milieu complet: elements du milieu liquide
bouillon (1l.) incorpores it 20 g de gelose. Milieu syntMtique : elements du milieu 63
(1 1.) incorpores a 15 g de Difeo-agar, au xquels etaient ajoutes les sucres et facteurs de
croissance des ires. L 'identification rapide des clones aptos ou non a utiliser Ie galac tose
etait effeot uee sur milieu indicateur colore a l'eosine-bleu de methylene (milieu EMB
galactose).

(c) Determination des activit es enzymatiques

Selon les techniques decrites dans la premi ere partie de cette etude. Pour chaque
enzyme, I' unite d 'activite adoptee (U ) est I'activite qui realise la convers ion de I ftM de
substrat specifique (galactokinase: galactose ; t ransferase : galactose- I -phosphate ; epi
merase : uridinediphosphogalaoto se) par heure.

(d) T echniques genetiques

Mutagenese. Le rayonnement ultraviolet et I'aeide nitreux (Kaudewitz, 1959) ont ete
utilises comme agents rnutagenes.

S election de mutants auxotrophes. Des mutants presentant des exige nces riutrionnelles
variees on t ere isoles a partir de la souche con stitutive B78A par une technique de centre
selection a la penicilline, adapte e de celle de Davis (1948).

Lsolement de m utants Gal-. Un certain nornbre de mutants Gal- (depourvus de galacto
kinase ou de t ransferase) ont ete isoles sans select ion prealable sur milieu indicateur a
l'EMB-galactose, a partir de suspensions ayant subi un traitement mutagens . D 'autres
mutants Gal- ont ete isoles en eon treaelect ionnant la souche paren tale pendant sa croissance
en mili eu galactose, par addition de penicilline. Les etalements etaient fa its sur milieu
mineral glucose et les repliques simultanement sur milieux mineraux glucose et galactose,
et sur mili eu complet a l'EMB-galacto se. Un certain nombre de colonies qui ne se develop
paient pas sur Ie milieu galactose avaient egalement une croissance presque nulle sur le
milieu indieat eur, ou leur presence ne se manifestait qu e par une empre inte mauve. Ces
clones presen taient tous Is propriete (caracteri stique des mutants depourvus d 'epimerase)
de se lyser lors de leur cul ture en mili eu t ryptone galactose (Yarmolinsky, Wiesmayer ,
Kalckar & Jordan, 195~; Fukasawa & Nikaido, 1961) . La deficience en ep imerase a ete
verifiee pour deux d'entre eux par mesure directe de I'activite de cette enzyme.

La pre sence de galactose (10-2 M) inh ibe completement la croissance en milieu mineral
glycerine des mutants depourvus de transferase lorsqu'ils ont conserve une galactokinase
active (Kurahashi & Wahba, 1958); cet te propriete a ere ut ilisee pour la selection
secondaire de doubles mutants ne manifestant aucune de ces deux activites enzyma tiques.
Bien que cet effet bacteriostat.ique du galactose soit tres reduit en milieu complet, la
selection de doubles mutants, ne manifestant plus I'activite de la galactokinase, a ete
constatee dans deux cas au moins, a la suite de reisolements de mutants depourvus de
transferase sur milieu indieateur a l'EMB-galactose.

Crois emente . Les croisements entre bacteri es Hfr (environ 5 x 107 bact .jrnl.) et F- (108

it 4 X 108 bact. jml.) provenant de cultures en phase exponentielle de croissance etaient
effectues en milieu complet a 37°C. Dans les experiences oil un denombrernen t de recombi
nant s etait necessaire, pour chacune des dilut ions cho isies, deux prelevem en ts de 0·1 ml,
eta ient incorpores chaoun a un t ube d 'agar en surfusion (7 g de Baeto-agar Difeo/l .)
et le contenu du tube etait etale en nappe sur Ie milieu selectif choisi. Chaque souche
parentale 6tait etalee isolement sur le meme mili eu afin de verifier que sa contreselection
etait, effective.

Lsolement de clones Mt erogenotes. Les Iysats du phage ..\ t ransduisant a basse frequence
les caracteres Gal» ont ete obtenus en induisant par les rayons u .v. (Weigle & Delbriick,
1951) Ie developpement de ce prophage dans des souches sauvages prealablernent Iyso
gen isees . Ces lysat s ont ete ut ilises pour la transduction de souches Galr . A cette fin, une
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goutte de lysat etait deposee sur une nappe de bacteries Gal- etalees a la surface d'une
boite de Petri contenant du milieu EMB-galactose; les clones Gal" qui se developpaient-e
aisement identifiables sur le milieu indicateur colore-s-etaient reisoles trois fois selon la
technique decrite par Morse et al. (1956a); leur caractere heterogenote etaib verifie par
l'observation que ces colonies Gal» segregeaient des clones Galr, Deux lysats a haute
frequence de transduction (Morse et al., 1956 a) ont ete prepares par irradiation de deux
clones heterogenotes ; l'un resultait de la transduction de la souche Gal-(112-21) par un
lysat de la souche Hfr H (A); l'autre, de la transduction de la souche Gal-1l4 par un lysat
de la souche H81-2(A); dans l'un et l'autre cas, les souches receptrices et les prophages
transducteurs sont homogenotes pour un allele (O+gal ou O<gal) du determinant trans
ductible Ogal (voir texte); toutes les particules transductrices de chaque lysat etaient
donc elles-rnemes homogenotes soit pour Ie caractere Ovqal, soit pour Ie earactere O<gal.

Outre la notation classique : Bouche X (A), designant une souche lysogenisee par le
prophage A, les notations suivantes seront utilisees: AGal, particule defective du phage A,
transductrice des caracteres Gal; Bouche X (AGal), souche X lysogenisee par Ie prophage
AGal. Nous conviendrons, dans ces experiences, de designer par cette derniere notation les
clones heterogenotes utilises qui, resultant d'une transduction effectuee a haute multi
plioite d'infection, etaient en realite doublement lysogenes, de type (A) (AGal+) (Arber,
1958).

3. Resultats

(a) Isolement et caracterisation de mutants de regulation

Nous avons cherche a creer des conditions experimentales favorisant la croissance
des mutants qui synthetisaient constitutivement l'enzyme ou les enzymes, limitant (s)
pour l'utilisation du galactose. Chaque fois que de telles conditions ont eM realisees,
il s'est avere possible d'isoler des mutants synthetisant constitutivement la galacto
kinase. Comme nous Ie montrerons, la biosynthese des autres enzymes speoifiquement
impliques dans Ie metabolisme de ce sucre etait egalement dereprimee chez ces
mutants.

Methodes permettant l'isolement et l'identification de clones "constitutifs"

(i) Cultures alternees en milieux glucose et galactose. Cette technique exploite
l'avantage que represente la suppression de la latence de "diauxie" introduite dans
la croissance des souches inductibles sauvages par Ie transfert des cellules d'un
milieu glucose it un milieu galactose (Monod, 1942; Cohen-Bazire & Jolit, 1953).
Des mutants constitutifs ont eM isoles a partir de diverses souches, Les cultures
provenant d'un inoculum soumis it un traitement mutagene etaient diluees matin et
soir au 1/40e en milieu synthetique alternativement galactose ou glucose. L'aetivite
de la galactokinase dans les suspensions en milieu glucose etait mesuree de dix en
dix passages environ. Les cultures dans lesquelles cette aetivite etait largement
superieure a celle d'une culture-temoin en meme milieu etaient etalees sur milieu
gelose solide et l'activite de l'enzyme etait determinee dans quelques clones.
Appliquee it des souches a haute frequence de recombinaison, ou a des souohes
multiplement "marquees" par des exigences nutritionnelles, une telle technique ne
permet que tres exceptionnellement la perpetuation de ces caracteres centre
selectionnes.

(ii) Cultures en presence d'un inhibiteur de l'induction. La propriete (deorite dans la
premiere partie de cette etude) que manifeste Ie TMGt d'inhiber l'induction des

t Abreviations: TMG = thiomethyl ,B-D-galactoside. Les abreviacions conventionnelles relatives
aux caracteres utilises comme marqueurs genetiques sont rappelees en legende du Tableau 2.
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enzymes d'utilisation du galactose, sans etre utilisable en tant que source energetique,
a ete mise aprofit pour l'isolement de mutants constitutifs.

Dans ces experiences, un inoculum de 0·1 ml. d'une suspension de bacteries
prealablement expo sees a l'acide nitreux naissant etait ensemence dans 10 ml. de
milieu mineral galactose (1 gil.) contenant du TMG (10-2 M) et les facteurs de crois
sance indispensables; le galactose etait renouvele une ou deux fois apres epuiaement ;
la suspension diluee etait, alors etalee sur milieu gelose synthetique contenant du
galactose (4 gil.) et du TMG (2 x 10-2 M). Deux types morphologiques de colonies se
developpent habituellement dans ces conditions: des colonies de taille reduite,
correspondant a la fraction inductible de la population et des colonies de taille tres
nettement superieure chez lesquelles la determination directe de l'activite de la
galactokinase a regulierement revele une synthese constitutive de cette enzyme.

(iii) Test physiologique de discrimination entre colonies inductibles et constitutives.
L'observation d'une difference morphologique entre Ies colonies formees par les
cellules inductibles et celles qui correspondaient aux mutants constitutifs a suggere
qu'un test simple de croissance sur milieu solide pourrait, moyennant certaines
precautions, aider asuivre la segregation du gene mute au cours de croisements entre
souches sauvages et constitutives. Ceci suppose que la signification du test ne soit
pas alteree lorsque tous les recombinants d'un meme croisement ne sont pas iso
geniques pour certains caraeteres utilises comme "marqueurs". Comme on peut Ie
prevoir, la presence des "marqueurs" correspondant a des exigences nutritionnelles
(satisfaites par l'adjonction au milieu des facteurs de croissance correspondants)
n'affeete pratiquement pas l'inhibition par le TMG des souohes inductibles. Par contre
le defaut d'activite de la ,B-galactoside-permease (symbole genetique : y-) est sus
ceptible de brouiller les resultats du test physiologique de croissance: il est apparu
en effet que le TMG inhibe la croissance d'une olasse de recombinants constitutifs
(correspondant a la mutation OCgal) lorsqu'ils sont de caraotere y-. Ce phenomene
sera discute au paragraphe (d), Determinisme genetique de la biosynthese de galactose
permease. Pour cette raison, les recombinants soumis au test de croissance etaient
en general de caractere u', soit parce que les souches parentales etaient isogeniques
pour ce caractere, soit parce que la selection choisie eliminait les recombinants y-.
La validite du test de croissance etait. constamment verifiee par la determination
directe de l'aotivite de la galactokinase dans une fraction des colonies. L'incorpora
tion de TMG 2 x 10-2 M a un milieu galactose (4 gil.) a permis une discrimination
sans ambiguite entre recombinants inductibles et constitutifs. Les colonies testees
etaient repiquees, a partir d'un milieu glucose, assurant la repression maximale des
enzymes inductibles, sur un milieu de cette composition et, a titre de temoin sur le
meme milieu galactose, ne contenant pas de TMG. La croissance etait. comparee
apres 20 heures d'incubation a 37°C. Dans ces conditions, la croissance sur milieu
"TMG-galactose" des colonies inductibles, pourvues ou non de ,B-galactoside
permease, est tres reduite alors que la croissance des colonies constitutives y+ est
equivalente ou superieure a celle que manifestent ces cellules sur le milieu galactose.

Proprietee communes aux souches constitutives etudiees (B78 A, 112-1, H81-2)

(i) Les mutants de regulation que nous avons isoles ont tous eM caraeterises
initialement par une aetivite basale elevee de la galactokinase. Les syntheses de
transferase et d' epimerase sont egalement dereprimees dans ces cellules: chaque fois
qu'elles ont ete determinees, chez des mutants selectionnes par l'une ou l'autre des
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techniques preoedemment decrites, les activites de la transferase et de I'epimerase sont
apparues de 10 it 25 fois plus elevees que chez la souche inductible parentaIe, ce qui
represente un accroissement d'aotivite semblabie it celui de la gaiactokinase eIle
meme.

(ii) L'adjonction d'inducteur n'eleve que faiblement Ie taux de synthese de la
galactokinase chez ces mutants. Au terme de plusieurs doublements effeotues en sa
presence, l'inducteur Ie plus efficace (n-fucose) accroit l'activite de I'enzyme de
20% it 40% selon la souche constitutive (Tableau 1). Chez aucun des 7 mutants

TABLEAU 1

Activite des enzymes du metabolieme du galactose chez une souche inductible (Hfr H)
et chez differents mutants constitutifs

Activite galactokinase] Activite] Activite]
(Ujmg) transferase epimerase

Souche Parent (Ujmg) (Ujmg)
Glycerol + Fucose +TMG Glycerol Glycerol

(10-3 M) (2 X 10-3 M)

HfrH 0·9 13·6 0·6 5·8
H81-2 HfrH 19·0 22·0 14·0 12·2 90·0
B78A C600Sr 12·6 16·4 10·5 9·2 48·0
112-1 AT13 7·8 13·2 7·0 5·9

t Activites de suspensions en croissance en milieu mineral au glycerol (Glycerol). L'inducteur
(D-juCQse) et l'inhibiteur de I'induction (TMG) etaient presents pendant au moins 5 doublernents
precedant Ie prelevement,

constitutifs que nous avons etudies de ce point de vue, I'activite maximaie de la
gaiactokinase n'etait. plus de 30 fois superieure it I'aetivite de base de la souche
parentaie.

(iii) La synthese de galactokinase, chez les mutants constitutifs, presente une
sensibilite tres reduite it l'egard des inhibiteurs de l'induction. Cette propriete, verifiee
par les determinations d'activite de la galactokinase effectuees dans des cellules
precultivees en presence de TMG (Tableau 1), est evidemment previsible dans Ie cas
des souches constitutives H81-2 et 112-1 qui ont ete isolees en presence de ce
compose. Elle se revele commune aux differentes souches isolees par la technique
des cultures alternees, dont la croissance s'effectue normalement sur milieu
"TMG-galactose" dans les conditions precedemment deorites.

Les proprietes physiologiques qui ont permis la selection de ces diverses souches
traduisent done l'aptitude it synthetiser constitutivement les trois enzymes galacto
kinase, transferase et epimerase. La localisation des mutations correspondantes
revele que ce phenotype commun peut resulter d'une alteration genetique au niveau
de l'un ou de l'autre de deux loci chromosomiques distinots.

(b) Localisation et caracterisation d'un gene regulateur exterieur au segment Gal

Les mutations qui rendent constitutives les souches F- B78 A et Hfr112-1 con
cernent un gene it effet regulateur pleiotrope, distinct des determinants structuraux
des trois enzymes. Ce determinant que nous noterons Rgal a ete localise sur Ie
chromosome baoterien.
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(i) Analyse des produits des croieemenis entre baderies F- constitutives et baderies
Hfr portant l'allele sauvage du gene regulateur.

(a) Nous avons isole un mutant (BI06-1) depourvu de galactokinase (K-) a
partir de Ill, souche constitutive streptomycino-resistante (Sm T ) F- B78 A. La Ioeali-,
sation de Ill, mutation K- au niveau du segment Gal a ete verifiee par l'aptitude que
presente Ill, souche BlO6-1 a etre complementee pour l'utilisation du galactose par
les particules transductrices d'un lysat du phage .\, issues d'une souche lysogene
sauvage Gai» (particules .\Gal+). Ce mutant a ete oroise avec Ill, souche Hfr H,
streptomycinosensible (SmB) . Le determinant K+ du parent inductible est transfere
a haute frequenoe dans ce croisement. L'activite de Ill, galactokinase a ere mesuree
chez six recombinants K + SmT ayant re~m Ie caractere K+ de Ill, souche parentale
inductible: tous synthetisaient constitutivement cette enzyme. Ce resultat suffit a
exclure Ill, possibilite d'une liaison etroite entre les determinants du segment Gal et
Ie gene Rgal.

(b) La segregation du caractere Rgal a ere suivie au cours de plusieurs series de
croisements realisees entre differentes souches Hfr R+gal, capables chacune de
transferer a haute frequenoe un segment particulier du materiel genetique (Fig. 1),

Isol

FIG. 1. Representation sehematique du "chromosome" d'E. coli K12 (d'apres Jacob &
Wollman, 1961). Lea fleches indiquent Ill. polarite du transfert ainsi que I'origine des segments
genetiques transferee par les differentes souchea Hfr. Abreviations. K = galectokinase : T = trans
ferase: E = epimerase. Autres ebreviations : voir legende du Tableau 2.

et des souches Rrqal de type sexuel F-, toutes issues de B78 A et caracterisees par
des exigences nutritionnelles differentes (voir Materiel et Methodes), correspondant
elles-memes ades mutations localiseea en des points varies du chromosome d'E. coli.
Au terme des croisements, les bacteries etaient etalees sur un milieu synthetique
gelose de composition telle que soient selectionnes les seuls recombinants ayant reeu
du male un caraotere determine. Si, a l'occasion d'une des selections operees, l'allele
R+gal est tres fortement lie au caraotere seleetionne transmis par le parent Hfr, il
sera Iui-rneme transfere a Ill, quasi-totalite des recombinants; il ne sera au contraire
transfere qu 'a une frequenoe moyenne si sa liaison est faible , et pratiquement jamais
si Ie determinant qui lui correspond est localise sur un segment du chromosome qui
n'est lui-rneme transmis qu'exceptionnellement par cette souche Hfr. La mise en



TABLEAU 2

Oroisements entre souches Hfr R +gal et F- R -gal

Hfr R+ga1

Hfr4
(T - L-Lac-1 S m ')§ 11

U I2 7
(p-)

ATlllA

Hfr2

(M-)

HfrR

F -R-gal t

179-17 (A)
(Ly-SmT )

179-23 (A)
(H-SmT )

179-58 (,\)~

(OM-Sm T )

176-66 (,\)
(Isol-SmT )

B78 A-66
(ls01- L - Loc:» SmT )

B78 A- 23
(H-L - Lacr» SmT )

B78 A (,\)
(Lac- 1 L - Sm r )

B170 A (,\)
(Lac- 1 L-Ga1-SmT)

B78 A
(Lac- 1 L -SmT )

Milieu
selectift

L acSm

GL

GL S m

GM S m

GalSmTLM

GSm

Caracteres Duree du
R ecombinantsselectionnes croisement

(min)
Hfr F - Etud ies R +gal

LAJ > 64 63

H + 64 9
L ac+T +L +Sm T 110

OM + 64 42

1801+ 64

1sol+ P + 50 60 0

H + S m T 90 62 0

L + S m T 80 60 0

Gal+ S m T 120 62 3

L + Sm/ 65 152 0

~

<:0
0

% de
rec ombi nants

R +gal

-
> 98

14

66

<2

< 2 Q

<2 ttl
Ci
"3

<2 "3....
~

5

< I

t Los souches B7 8 A-66 , B7 8 A-23 sont des mutants auxotrop hes de la souche B78 A (R - ga1L- Lac-ISmT ) . Les souches de Ia serie 179 (179-66, 179-23,
179 -17, 179-58) sont des recombinant s L +Lact S m " issu s de croisemen ts entre Hfr H et les m utants auxotrophes de la se rie preced en te, Ces sdir ches ont ete
lysogenisees par le p rophage A afin que leur eroisement avec des Hfr lysogen es n e provoque pas d ' induction zygot ique (Wollman & J ac ob , 1957) . La BOuc he
B170 A est un doubl e m utant K -T- isole en deux et apes a part ir de 8 78 A.

t De la thiamine, indispen sable a la croissance des souches utilisees , et ai t inoorporee systCroatiquement a t ous les milieux eynthet.lques.
§ Le marqueur L acr? correspond au caractere y-.
II Abreviations i T = threon ine ; L = leu cine ; M = meth ionine; Ly = lysine; H =; histidine; OM = cysteine ou methionine ; I sol = isoleucine; P = pro line ;

A rg = arg inine ; Try = t ry ptophane; P yr = pyrimi dines; G = glucose ; Gal = galactose ; Lac = lactose ; S m = streptomyc ine. Dans la defin it ion du
genotype d'une souohe les m emes abreviat.i ons d6signent l'aptitude (+) ou I'inaptitude (-) a synt h6t iser Ie m etabolite ou a utiliser Ie suc re co rre spo ndent.
La sensibilite et Is resistance ala streptomycine sont notees re sp ectivement: Sm' et SmT• Dans les milieux se lec t.ifs, les aminoecides eta ien t incorpores a
raison de 0·1 gfl. , Ies sucres a raison de 6 gi l. et la strep t om ycine a raison de 0·5 gfl. de sulfa te de streptomycine.
~ La localisation du marqueur OM: est ince r ta ine.
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evidence d'une forte liaison entre I'allele R+gal et l'un des "marqueurs" utilises dans
ces selections peut done conduire it, Ia localisation du determinant Rgal sur Ie chromo
some bacterien,

Les resultats (Tableau 2) les plus significatifs sont ceux qu'a fourni le croisement
entre Hfr4, de genotype Lac-1T- L- R+gal Ly+Sm8 et la souche F- 179-17 (A)
de genotype Lac+T+L+ R-gal Ly-Smr. Les recombinants etaient selectionnes par leur
aptitude a se developper sur milieu lactose en presence de streptomycine. Sur 60
recombinants ayant le caraetere Ly+, 59 etaient inductibles. II existe done une liaison
tres forte entre le determinant Rgal et Ie locus Ly. La localisation du gene Rgal sur
cette partie du chromosome baeterien est confirmee par les resultats negatifs con
cordants des divers croisements mettant en oeuvre soit ce meme Hfr et des souches
F- differemment marquees, soit d'autres souohes Hfr.

(ii) Identite du determinant mute chez les souehes B78 A et 112-1

Les mutations qui derepriment la synthese des trois enzymes chez les souches
B78A et 112-1 affectent le meme determinant genetique Rgal. Cette conclusion
parait imposee par le resultat des experiences suivantes,

TABLEAU 3

Croisements entre Hfr 112-1 et souches F- R-gal et F- Rtgal

Caraeteres Recombinants
Milieu selectdonnes] %

Souche F-t Genotype selectif con-
Hfr F- Et.udies Con- stitutifs

stitutifs

179-23 (A) H-SmrR-gal GalSm H+ T+L+ 62 62 100
179-17 (A) Ly-SmrBrqal GalSm Ly+ T+L+ 62 62 100

82-A Arg-2Ly-H-Smr(A)R+gal LacSmArgH Ly+ T+L+Lac+ 60 60 100
82-A LacSmArgLy H+ T+L+Lac+ 56 22t 39

t La Bouche Hfr 112-1 est un mutant constitutif isole sur AT13 de genotype T-L-Lac-lSmr (A).
La Bouche 82-A est un recombinant P+Gal+Arg-2Ly-H-Smr issu du croisement de Hfr H avec
F- PA503 (P-Gal- bArg-2Ly-H-Smr). L'origine des souches 179-23 (A) et 179-17 (A) est deerite en
Iegende du Tableau 2.

t Les 22 recombinants constitutifs se denombraienb tous parmi les 25 recombinants (sur 56)
ayant reeu simultanemenf Ie caractere Ly+.

(a) Si l'on transfere le determinant correspondant au caractere Ly+ de la souche
constitutive Hfr112-1 it, Ia souche constitutive F- 179-17 (;\)de genotype Ly- R-gal,
les recombinants selectionnea pour le caractere Ly- sont tous de type constitutif
(Tableau 3). Or, comme nous venons de Ie montrer, en raison de la liaison des deter.
minants Rgal et Ly, la selection du oaractere Ly+ s'accompagne presque toujours
de la substitution de l'allele Rgal porte par Ie parent Hfr it, I'allele R-gal de la souche
receptrice ; si la mutation constitutive affectait chez 112-1 un determinant rgal
ayant une localisation differente de Rgal (genotype de 112-1: r-gal R+gal; genotype
de 179-17 (A): r+gal R-gal) on devrait observer une segregation du caraetere r-gal
parmi les recombinants de ce croisement qui seraient presque tous soit de genotype
r-gal R+gal Ly+, soit de genotype r+gal R+gal Ly+. Des recombinants r+gal R+gal Ly+
ayant le genotype sauvage devraient etre deceles comme clones inductibles. Le fait
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que cette situation ne s'observe pas suggere que les determinants rgal et Rgal sont
identiques.

(b) Le degre de liaison entre Ie determinant rgal mute chez Ia souche 112-1 et
Ie marqueur Ly peut etre estime directement en effectuant Ie croisement:
Hfr r-gal Ly+ x F- r+gal Ly-, inverse de celui qui a permis la localisation de Rgal
chez la souche B78A (Hfr R+gal Ly+ x F- R-gal Ly-). Cette experience a ete
realisee en utilisant une souche F- inductible de genotype Arg-2 H-Ly-. Les reaultats
rapportes dans Ie Tableau 3 indiquent que Ie determinant dont la mutation rend Ia
souche 112-1 constitutive est aussi lie au marqueur Ly que I'etait Ie determinant
Rgal precedemment defini, II est done peu douteux que les mutations caracterisant
Ies souches B78A et 112-1 affectent un meme gene.

Ce gene distinct des determinants qui gouvernent Ia structure des trois enzymes
assurant la conversion du galactose a oependant un effet regulateur specifique et
simultane sur la biosynthese de ces proteines, Son action suppose un mediation
extrachromosomique:

(a) Elle reprime dans les cellules sauvages I'expression de determinants structuraux
qui ne sont pas contigus a ce gene.

(b) Dans des cellules partiellement diploides, elle est efficace sur des determinants
appartenant a la structure chromosomique situee en position "trans", comme Ie
montrent les resultats rapportes dans Ie Tableau 4. Dans l'experienee correspondante,

TABLEAU 4

Expression du gene K+ issu d'une souche inductible dans des bacteries
heterogenotes Rvgal (B34.5) et Rrgal (BI06.1)

Activite galactokinase (Ujmg)
Souche

B34-5 (.\Gal+)
BI06-1 (ilGal+)

Non induit

1·0
8·0

Induit (Fucose 10-3 M)

14·0
11·2

Taux d'induction

14·0
1·4

les determinants Gal issus d'une souche sauvage inductible ont eM transduits simul
tanement chez un mutant K- (BlO6-1) de la souche constitutive B78 A et chez un
mutant K- isole apartir d'une souohe inductible (B34-5). II est clair que l'expression
du determinant K actif-s-integre dans Ie genome viral, comme en temoignait la
segregation de cellules Gal- par l'un et l'autre clone heterogenote-s-est quantitative.
ment gouvernee par Ia nature de I'allele Rgal present dans Ia souche reoeptrice.

La situation ainsi mise en evidence suggere trea fortement que Ie gene Rgal est Ie
"gene regulateur"-au sens de Jacob & Monod (1961a)--d.ont I'allele sauvage elabore
Ie represseur cytoplasmique specifique qui gouverne Ia transcription de l'information
contenue dans Ies determinants constituant Ie segment Gal. Les proprietes reconnues
ne permettent pas, il est vrai, d'exclure formellement l'hypothese opposes selon
laquelle ce gene determinerait la biosynthese d'nne enzyme qui inactiverait un com
pose endogene doue de proprietes inductrices; l'inducteur interne s'accumulerait
chez lea mutants constitutifs. Toutefois cette hypothese parait tres peu probable:
Iorsqu'un phenomene d'induction interne a eM clairement mis en evidence chez
certains mutants d'utilisation du galactose (mutants depourvus de galactokinase)
l'effet de cet inducteur, comme on devait s'y attendre, etait annule par l'addition
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d'un inhibiteur speciflque de l'induction (Yarmolinsky, Jordan & Wiesmayer, 1961).
Le fait que ce merne inhibiteur (TMG) soit sans action chez les souches R-gal permet
de penser que, chez ces mutants, la derepression des syntheses enzymatiques ne
resulte pas d'une induction interne mais plus probablement d 'une alteration dans la
structure d 'un represseur specifique.

(c) L 'operon. " Galactose"

(i) Mise en evidence d'un operaieur de regulation specifique du segment Gal

La mutation constitutive definissant la souche Hfr H81-2 est distincte par
certaines de ses proprietes comme par sa localisation des mutations constitutives
precedentes.

TABLEAU 5

Phenotype enzymatique de divers mutants Gal-

Activites en zymatiquesj (U/mg)

Mutant Parent Galactokinase Transferase Epimerase

Non Induit Non Induit Non Induit
induit induit induit

Hfrll4 <0·05 <0·05 13·4 12·0 95 -t
Hfr122-B Hfr H81 -2 22·5 <0·1 <0·1 94

Hfr138-1 < 0·1 <0·1 6·5 6·9 +
Hfr1l2-19 <0·05 <0·05 0·7 7·3 +
Hfrl38-10 Hfr H 0·6 9·3 <0·1 <0·2 6 67
Hfr1l2-21 8·8 <0·1 <0·1 +
Hfr PL2 0·7 1l ·6 0·4 5·8 < 1
Hfr PL5 6·2 8·0 <1

t Activites de sus pe nsions en croissance en milieu au glycerol; inducteur event uel : n-fucose
(5 x 10-4 M a. 10-3 M) .

t Non mesure : Ie sign e + dans la colonne activite de l'epimerase indique que les so uches
correspondantes sont complementebles, pour l'utilisation du galactose, par les particules llOal
issues de la souehe lysogene PL2 (ll), depourvue de I'activite de I'epimerase.

(a) Cette mutation, que nous noterons OCgal (la designation sera justifiee
ulterieurement), affecte un determinant du segment Gal: lorsqu'on seleetdonne les
recombinants possedant les oaracteres Gal+Smr issus d'un croisement entre la souche
constitutive Hfr H81-2 de genotype Gal+OCgal Sm8 et la souohe inductible
F - Gal-1- 2 Sm: de genotype Gal- (K-T-) Orqal Bm", eeux-ci sent invariablement
constitutifs (30/30 colonies analysees pour ce oaractere).

La souehe H8 1-2 a ere lysogeniaee par Ie prophage A et un Iysat prepare a partir
d'un clone constitutif H81-2 (A) a ere utilise pour transduire divers mntants
K -(Gal-1- 2 Sm" , 112-19): la galactokinase est synthetisee constitutivement dans les
souches heMrogenotes. La mutation est done cotransductible avec Ie caractere K+
par Ie phage Aet elle est dominante, Les experiences suivantes precisent cette notion.

(b) Plusieura mutants K - et T - ont ere isoles a partir de cette souche: celles des
enzymes dont I'aotivite n 'est pas specifiquement supprimee par ces mutations
demeurent constitutives (Tableau 5).

13
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La transduction de ces mutants, et des mutants Gal- isoles a partir de la souche
inductible parentale Hfr H (Tableau 5), par des particules transductrices 'AGal+O+gal
et 'AGal+OCgal permet d'analyser Ies relations de dominance entre la mutation
OCgal et son allele sauvage Orqal. Les aotivites de la galactokinase et de la trans
ferase ont eM mesurees dans des clones heterogenotes realisant des combinaisons
genetiques variees, oultives en presence et en absence d'inducteur (Tableau 6).

TABLEAU 6

Activite de la galactokinase et de la transferase chez divers clones haplo:;'des
et heterogenotes

Souches§ Genotype

Galaetokinase]

Activite (Ujmg)
Taux

Non Induit d'induction
induit

'I'ransferaset t

Activite (Ujmg)
Taux

Non Induit d'induction
induit

HfrH K+T+O+ 0·9 13·6
H81-2 K+T+O· 21·7 25·0
112-19 K-T+O+ <0·05 <0·05
114 K-T+O· <0·05 <0·05
122-B K+T-O· 22'5

112-19 (AGal+O·) K+T+O· 22·4 21·0
K-T+O+

122-B (AGal+O+) K+T+O+ 19·8 26'5
K+T-O·

114 (AGal+O+) K+T+O+ 1·9 17·0
K-T+O·

15·0
1-1

0·9

1·3

9·0

0·6 9·7 16·0
14'7
0'7 7-3 10·0

13'4 12·0 0·9
<0·1 <0·1

9·4 23·5 2·5

0·4 5·9 15·0

16·0 20·4 1·3

t Activites de suspensions en croissance en milieu au glycerol; les cultures induites ont effeetue
plus de 5 doublements en presence de n-fuoose 10-3 M. Les activites ont ete mesurees apres extrac
tion par traitement sonique. Pour les clones dip1oides, elIes sont exprimees en U jmg de bacteries
de phenotype Gal» (les bacteries Gal- segregees, genera1ement peu nombreuses, etaient denombrees
sur milieu EMB·galactose).

t Les valeurs sbsolues de I'activite de cette enzyme, rapporteee dans une preeedente publication,
etaierrt plus faibles en raison des conditions differentes du dosage (extraction, concentration des
substrate).

§ En ce qui concerne les clones heterogenotes, des determinations analogues d'activite ont ete
faites chez 4 clones de chaque genotype avec des resultats semblables, a l'exception d'un clone
122-B (AGal+O+gal) chez qui III. galaetokinase aete trouvee enbierement inductible, et qui represente
selon tout vraisemblance un recombinant homogenote pour Ie caraetere O+gal.

Les determinants K+ et T+ appartenant a une structure chromosomique affeotee
par la mutation OCgal s'expriment constitutivement (exemple: determinant K,
clone 122-B ('AGal+O+gal)). Cette propriete, comme cela a deja eM mentionne,
concerne les determinants Gal integres dans le genome phagique au meme titre que
les determinants Gal appartenant au genome de la souche reeeptrice (exemple:
determinant K, clone 112-19 ('AGal+OCgal)).

L'expression complete des determinants K+ et T+ qui appartiennent a une
structure genetique ayant conserve l'allele O+gal ne s'observe que sous l'effet d'un
inducteur. Ceci apparait nettement chaque fois que le determinant homologue en
liaison structurale avec l'allele OCgal est defeotif.
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L'effet dominant de 1a mutation CJ'gal est done restreint a I'expression des
determinants situes en position "cis" par rapport a celui qu'elle affecte. Elle n'exige
de ce fait, semble-t-il, aucune mediation extrachromosomique. L'expression des gimes
Gal appartcnant a la meme structure chromosomique est entierernent dereprimee
dans des complexes genetiques ou la presence du represseur speciflque demeure per
cep tible; de tels effets ne paraissent imputables qu'a la mutation d'un "operaieur de
regulation" commun aux determinants st ructuraux des trois proteines, Cette inter
pretation suppose evidemment que les proprietes caracteristiques des mutants
CJ'gal resultent d'une mutation unique. II etait tres peu probable a priori que la
technique de selection utilisee ait permis l'isolement d 'un clone ayant accumule
successivement trois mutations independantes, alors que , vraisemblablement, seule
une activite constitutive de l'ensemble de la chaine conferait aun mutant un avantage
physiologique important; cette interpretation a ete verifiee directement par la locali
sation de la mutation OCgal par rapport aux determinants du segment Gal.

(ii) Analyse genetique du segment Gal

Cette localisation a ere possible au terme de I'etude de la segregation du caractere
CJ'gal parmi les recombinants Gal« issus de croisements qui mettaient en oeuvre
deux it deux , divers mutants GaZ- portant l'un la mutation CJ'gal, l'autre I'allele
inductible O+yal. L'ordre relatif des genes de structure X, T et E a ere au prealable
etabli ; dans ce but, des mutants GaZ-O+gal appartenant aux trois types structuraux
ont eM croisee entre eux: la confrontation des frequences de recombinaison restaurant
Ie phenotype Gol» , denombrees au cours de ces croisements, a permis de construire
une carte genetique tres elementaire du segment Gal.

(a) Localisation des determinants K , T, E. Les mutants ont ere isoles sur Hfr H. Leur
phenotype biochimique etait determine par mesure des activites enzymatiques
(Tableau 5). Les BOuches F- Gal- etaient marquees par les earacteres Pyrl et SmT. Le
determinant Pyrl (gouvemant l'aptitude asyn thetiser les bases pyrimidiques) est voisin
de Galet distal par rapport itcelui-ei pour l' ordre de transfert genetique propre al'HfrH.
Les souehes F- de genotype Gal- Pyr;SmTetaient obtenues it la suite du croisement
de chaque mutant Gal- avec une souche (D14o-1t) de genotype Gal+PYllSmT. La
disjonction des caracteres Pyrl et Gal, et la segregation en tant que eellules isolees
des recombinants portant les caracteres negatifs pYllGaZ- etaient obtenues en
interrompant les oroisements apres 30 minutes de contact par dilution au 1/50e
en meme milieu, et en laissant se poursuivre les divisions pendant 120 minutes. Les
bacteries etaient etalees sur milieu indicateur it l'EMB-galactose, additionne de
streptomycine; un certain nombre de recombinants Gal-SmT etaient, alors testes
par repliques pour Ie caraotere Pyrl' Les baeteries depourvues d'epimerase ne se
developpant pas sur Ie milieu indicateur, les produits des croisements mettant en
oeuvre ces mutants etaient etales sur milieu glucose additionne d'uracile et de strepto
mycine, et les caracteres GaZ- et Pyrl etaient testes par repliques simultaneea d'un
nombre suffisant de colonies sur milieu galactose eontenant de l'uraeile et sur milieu
glucose depourvu de ce facteur.

t La sou che D140-1 avait ete select ionnee apres croisement de I'Hfr YA287 avec la BOuche
F-C600Sr (T-L-Lac-1PyriSmr) en tant que recombinant T +L+Lac +PYT"iBmr. La souche Hfr H
et ant de caractere Lac», les souches Hfr Gal- et F- Gal- etaient isogeniques pour les all eles sauvages
des determinents Lac, done pour Ie caractere y+.
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Les croisements entre souches Gal- etaient poursuivis pendant 65 minutes-milieu
L. Le nombre de cellules Hfr et F- mises en ceuvre etait comparable. Au terme du
croisement, les cellules etaient diluees a0°0 en milieu synthetique et etalees simul
tanement sur milieux solides syntMtiques glucose et galactose contenant de la
streptomycine. Les recombinants etadent denombres apres 48 heures d'incubation
a 37°0.

La frequence des recombinaisons restaurant Ie caractere Gai" a ete determinee
pour chaque croisement dans la classe des recombinants PY"1Sm~ (recombinants
Gal+PyrtSm~); de ce fait se trouve annulee (Jacob & Wollman, 1961) l'influence
qu'aurait pu avoir la polarite du transfert de materiel genetique sur la frequence de
transmission des differents determinants Gal puisque la manifestation du earactere
Pyrt implique Ie transfert prealable de l'ensemble du segment Gal par Hfr H. Les
recombinants Gal+PyrtSm~ representent eux-memes une fraction des recombinants
PyrtSmT issus du meme croisement (recombinants denombres sur milieu glucose).
Des facteurs particuliers a chaque croisement, tels que Ie nombre des celluIes des
deux types sexuels mises en presence, affectent de faeon semblable Ie rendement
d'un croisement en recombinants de l'une et l'autre classe. L'influence de ces facteurs
sera done eliminee si l'on exprime Ie nombre des recombinants Gal+PyrtSmT par
rapport a celui des recombinants PyrtSm~. II parait alors permis de considerer que
la valeur du rapport nombre de recombinants Gal+PyrtSm~ rapporte au nombre de
recombinants PyrtSmT, caracteristdque de chaque croisement entre deux mutants
distincts Gal-x et Gol:v, traduit essentiellement la probabilite qu'ont ces portions
de genome de recombiner pour restaurer Ie genotype sauvage, et par consequent
mesure en premiere approximation la distance relative separant les sites mutes. Les
valeurs de ce rapport (x loa) correspondant a des croisements entre 6 mutants
Gal-O+gal ont ete rapportes (Fig. 2).

Les resultats sont compatibles avec une disposition lineaire des sites mutes corres
pondant au seul ordre suivant: 138-1(K-), 112-19(K-), 138-1O(T-), 112-21(T-),
122-B(T-), PL5(E-), PL2(E-).

Les mutations affectant l'activite d'une meme enzyme apparaissent groupees,
comme on doit Ie prevoir si un determinant distinct contient l'information structurale
propre achaque enzyme. L'ordre relatif de ces determinants est:

kinase, transferase, epimerase

Si l'on compare la frequence des recombinants Gai" issus des deux croisements
possibles entre deux mutants Gal-a! et Gal-v (Hfr Gal-x x F- Gal-vet Hfr
Gal-v x F- Gal-X) on observe que, d'une facon tres generale, Ie nombre des recom
binants est sensiblement plus faible dans Ie croisement Hfr Galr? x F- oa-v que
dans Ie croisement inverse, lorsque la mutation Gal-x est situee "a droite" de Gai:»
dans la representation adoptee (Fig. 2).

Ceoi suggere que, lorsque cette situation est realisee, la mutation Gal:» est plus
proche du marqueur voisin Pyrl que la mutation Gal-v: Ie fait qu'une recombinaison
supplementaire soit alors indispensable entre Gal-x et Pyrl pour realiser Ie genotype
Gal+Pyrt est en effet susceptible de rendre compte de I'elimination d'un certain
nombre de recombinants. L'ordre absolu des determinants sur Ie chromosome bac
terien parait dono etre: kinase, transferase epimerase, ... Pyrl , •.• Sm",

(b) Localisation de la mutation Ovgal, Les mutants Gal-OCgal ont ete isoles sur
Hfr H81-2 et les mutations correspondantes transferees dans la souche F- D140-1
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suivant la technique preeedemment decrite. II n'a pas ere observe de cas de segre
gation du oaractere OCgal par rapport au caractere Gal- lors de l'isolement des
souches F- Gal- Pyr1Smr• Les eroisements entre souches Gal-OCgal et Gal-O+gal,
ainsi que les selections, ont ere effectuees dans les memes conditions que les eroise
ments entre deux souches O+gal. Pour chaque eroisement les recombinants apparte
nant it 160 colonies distinctes ont ere repiques sur milieu solide galactose en presence
de streptomycine, puis sur milieu glucose, avant d'etre soumis au test de croissance
sur milieu TMG-galactose.
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FlO. 2. Frequenee des recombinants Gal» issus de croisements entre deux souches Gal:', Les
frequences de s recombinants Gal» sont exprimees pa.r le nombre de recombinants Gal»PyrtSmr
(x 103 ) rapporte au nombre des recombinants pyrtSmr pris pour unite. L'origine de chaque
Heche deslgne la mutation supportee par la sou che Hfr et son extremite Ia mutation affectant la
soucho receptrice F- dans Ie merne croisement, II n'a pas ete rapporte de valeurs pour les eroise
ments entre souches 0+ mettant en ceuvre Ill. sou ehe F- 112-21. Les frequences de recombinaisons
etaient anormalernent basses quelle que soit la souche Hfr Gal- utilisee ; la determination des
activites enzymatiques chez la BOuche F- 112-21 a revele que cette souche etait en r6alite un
double mutant K-T-. Sa selection il. partir du clone T- s'est produite tres probablement lors
de I'isolement de la souche P- sur milieu "EMB·galactose" (voir texto),
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Lors d'un croisement du type Hfr Gal-ZOCgal x F- Gal-vO+gal, Ie locus Ogal peut
etre soit externe, soit interne par rapport a. l'intervalle qui separe Ies sites mutes x et y.
Dans Ie premier cas (Fig. 3), en raison de la liaison de Ogalau segment Gal, les carac
teres O+gal et OCgal seront tres inegalement repartis parmi les descendants Gal+,
pulsque Ia manifestation de l'un des deux types suppose qu'une recombinaison
supp1ementaire se produise entre la mutation Gal- Ia plus voisine et le locus Oqai;
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si differentes mutations Yl' Y2 ... Yn •• , toutes situees du meme cote que x par
rapport a Oqal, sont mises en ceuvre au cours de plusieurs croisements, on observera
une brusque inversion du caraetere (O+galou OCgal) Ie plus frequemment represente,
lorsque la proximite relative de x et de l'une de ces mutations par rapport a Ogal se
trouvera elle-meme inversee, Dans Ie second cas, au contraire, la repartition des
caracteres OCgal et O+gal pourra prendre une valeur quelconque, essentiellement
determinee par la distance relative qui separe la mutation OCgal des mutations x et
Yn' et cette valeur variera de facon continue aussi longtemps que Ogal restera localise
entre x et Yn' Ces regles peuvent etre appliquees it l'examen des resultats rapportes
dans Ie Tableau 7.

T.ABLEAU 7

Nombre de recombinants QCgal parmi 100 recombinants Gal+PyrtSmr i8sWJ
de divers croieements

Hfr GaZ-:t!OCgal PyrtSm' x F- GaZ-uO+gal Pyr1Smr Hfr GaZ-uO+gal PyrtSmr x F- GaZ-:t!OCgaZ Pyr"]Bmr

114 x PL2 : 98
114 x PL5 : 91

114 x 138-10 : 95
114 x 112-19 : 28
114 x 138·1 : 22

122-B x PL2 : 96
122-B x PL5 : 94

122-B x 138-10: 7
122-B x 112-19 : 12
122-B x 138-1 : 12

PL2 x 114 : 90
PL5 x 114: 91
112-21 x 114 : 88
138-10 x 114 : 64
112-19 x 114 : 33
138-1 x 114 : 24

PL2 x 122-B : 98
PL5 x 122-B : 97
112-21 x 122-B : 29
138-10 x 122-B : 18
112-19 x 122·B : 15
138-1 x 122-B : 17

(Phenotype enzymatique des mutants: Tableau 5.)

La mutation Gar:'!" est looalisee entre les mutations Gal-(lI2-19) et Gal-(l38-1O)
et la mutation Gal-(l22-B) entre les mutations Gal-(II2-2I) et Gal-PL5 • Cette localisation
est suggeree par les discontinuites qui oaraoterisent la segregation du caractere
OCgal dans les croisements correspondants et s'avere la seule compatible avec
l'ensemble des resultats. Elle est en agrement avec Ie fait que la mutation 114
concerne specifiquement l'activite de la galactokinase et la mutation 122-B I'activite
de la transferase. Elle est egalement en accord avec la frequence relative des recom
binants Gal» denombres dans les oroisements O+gal x OCgal.

La mutation OCgal, exterieure aux deux genes qui gouvernent I'aetivite de la
galactokinase et de la transferase, se trouve par rapport a eux du meme cote que
le determinant relatif it l' epimerase: lors des croisements K -OCgal x E-O+gal ou
T-OCgal x E-O+gal, la plupart des recombinants sont en efIet de type OCgal; et la
mutation OCgal parait localisee a I'extremite distale (Fig. 4) du determinant qui
gouverne l'activite de l'epimerase sans qu'il soit toutefois possible de preciser si Ie
locusqu'elle afIecte appartient ou non a ce determinant: la liaison la plus forte
s'observe en efIet entre le locus Ogal et Ie locus qui supporte la plus distale des
mutations etudiees du segment Gal (P L2).

(c) Conclusions. L'existence de trois determinants gouvernant respectivement
l'activite de la galactokinase, de la transferase et de l'epimerase se trouve verifiee par
la mise en evidence de segments de genome qu'afIectent speeifiquement les mutations
supprimant l'activite de chacune des enzymes. Bien que la demonstration directe
n'en ait pas eM apportee, il est peu douteux que ces trois genes determinent la struc
ture des proteines correspondantes, La confrontation des resultats des croisements
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entre souches OCgal et O+gal a permis de localiser la mutation OCgal avec une precision
suffisante pour justifier I'interpretation selon Iaquelle Ie phenotype constitutif est
determine dans cette souche par l'effet pleit rope d 'une unique mutation. L 'effet
de eelle-ci ne s'exerce qu'en "cis" et sur l'expression de trois determinants adjacents,
ce qui suggere qu'il concerne tres directement les modalites d'une transcription in
divise de l'information genetique contenue dans l'ensemble de cette sequence
nucle otidique.
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FIGURE 4

Le segment Gal represente done un "operon" , dependant d'un operateur de
regulation pleiotrope dont la structure est inscrit e dans la sequence genetique qui
constitue Ie locus Ogal. On doit alors prevoir que, si les conditions de la transcription
sont modifiees par l'intervention du mecanisme regulateur speoifique, Ia transcription
de l'information contenue dans chaoun des determinants de structure sera affectee au
meme degre: l'expression de ces genes doit etre non seulement qualitativement, mais
quantitativement eoordonnee (Jacob & Monod, 1961b; Ames & Garry, 1959); en
d'autres termes, les activites enzymatiques correspondantes doivent varier de faeon
strictement parallele et demeurer entre elles dans un rapport constant lorsqu'on les
mesure chez des cellules sauvages a differents niveaux d'induction, ou chez divers
mutants de regulation. A ce sujet, Ia coordination mise en evidence (Fig . 5) entre la
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FIG. 5. Biosynthese de la galactokinase et de Ia transferase. Les bacteries etaient en voie de
croissance en milieu mineral 63 au glycerol en presence eventuellement de n-fucose 10-3 M( +Fu)
a l'exception de la culture notee (+ Gal ) qui et ait effectuee en milieu galactose. Les suspensions
ont He centrifugees et reprises en mili eu 63 contenant les facteurs n ecessaires a la protection de
la galectokinase dans les extraits (Buttin, ) 963) . Pour chaque suspension, trois determinat.ions
independantea de l'activite de l'une et l'uutre enzyme ont lite faites a partir d 'un merne ext ra it
obtenu par traiternent sonique des bacteries, Les valeurs ext reme s de ces determinat.ions ont
li te reporteos SUI' Is figure.

synthese de la galactokinase et celle de la transferase parait tres significative: les
deux activites enzymatiques demeurent proportionnelles dans des conditions ou les
valeurs absolues de ces aetivites varient elles-memes dans Ie rapport de 1 it 25 par
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suite d'alterations genetiques du systeme de regulation ou de son inactivation par
differents inducteurs. Les determinations que nous avons effeetuees de l'aetivite
de I'epimerase sont elles-memes compatibles avec I'hypothese d'une biosynthese
quantitativement coordonnee de cette enzyme et des deux autres proteines,

(iii) Le contr6le de la transcription primaire

Ces observations situent l'action du represseur au niveau d'une structure renfer
mant, non encore dissociee, l'ensemble de l'information contenue dans I'operon
galactose. La nature des structures cellulaires satisfaisant a cette condition a ere
diseutee par Jacob & Monod (1961b) apropos de l'operon lactose. L'operon lui-memo
represente une solution possible evidente ; la repression s'exercerait dans ce cas au
niveau genetdque et gouvernerait Ie taux auquel s'effectue la transcription, sous
forme d'ARN-messager, de !'information contenue dans l'ADN correspondant.

TABLEAU 8

Aetivite de la galactokinase et synthese de l'ARN-messager specifique Gal dans
differentes conditions d'efficacite de la repression

Inducteur ARN messager Galt
Activite de Ill.

Souche Source carbonee galactoklnase
(n-fueose) (% ARN messager total)

(U/mg)

HfrH Glucose 0 0·1 0·19
HfrH Glycerol 10- 3 M 1-1 6·3
H81-2 Glycerol 0 3·0 10·0

t Extrait de Attardi, Naono, Gros, Buttin & Jacob (1963).

Cette interpretation a ete verifiee dans le cas de l'operon galactose par le resultat
d'experienees recentes (Attardi, Naono, Gros, Brenner & Jacob, 1962; Attardi,
Naono, Gros, Buttin & Jacob, 1963). Les quantites d'ARN-messager specifique de
cet operon ont ere determinees chez la souche Hfr H dans des conditions correspondant
it une plus ou moins grande efficaeite de la repression, et chez le mutant OCgal H-81-2.
L'ARN-messager specifiquement hybridable avec les genes de l'operon galactoset
represente, parmi l'ARN.messager total, une fraction dont l'importance oroit paral
lelement, semble-toil, it I'activite de la galactokinase mesuree chez les memes souches,
placees dans des conditions de culture semblables (Tableau 8). Cette conclusion
situe l'action du mecanisme regulateur au niveau de la transcription primaire,
identifiant de ce fait I'operateur de regulation au locus Ogal.

Les resultats ne prejugent pas de la nature du processus par lequel s'effectue
cette transcription. Selon l'hypothese formulee par Jacob & Monod (1961b), la
transcription de l'information contenue dans un operon serait un processus sequentiel
polarise dont Ie repreaseur serait susceptible de suspendre l'initiation. Faisant suite
ala localisation liminaire de I'operateur lactose, la localisation de I'operateur galactose
a une extremite de l'operon correspondant donne un credit supplementaire a cette

t L'ARN.messager specifique de I'operon galactose etait estime en mesurant I'ARN-messager
d'E. coli capable de s'hybrider avec l'ADN d'un phage tra.n.sducteur, deduction faite de la faible
quantit6 de cet ARN qui s'hybride avec Ie genome du phage A de t ype eauvage.
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interpretation; celle-ci parait egalement justifiee par les proprietes recemment
decouvertes d'une deletion de l'extremite du segment constitue par les genes de
structure des enzymes de biosynthese du tryptophane: l'expression des determinants
de structure situes en "cis" est apparue dereprimee (Matsuhiro, Kida, Ito, Sato &
Imamoto, 1962). Plusieurs observations relatives au systeme lactose ont ete
mentionnees a l'appui de ce modele. Des mutations recessives (mutations 0°), qui
sont Iocalisees au voisinage immediat des mutations OC, abolissent simultanement
l'aetivite des enzymes de cet operon, et ne permettent pas la complementation des
mutants correspondants par les mutants affeotes au niveau d'un gene de structure;
ceci a suggere que les mutations 0° (mutations negatives d'operateur) suspendraient-c-ou
brouilleraient-s-a son debut la lecture, par l'enzyme de transcription, de l'information
contenue dans l'operon. Une interpretation analogue a ete proposee a differentes
reprises de l'effet negatdf pleiotrope exeroe sur I'aotivite d'enzymes fonctionnellement
liees dont les determinants sont contigus, par des mutations looalisees aune extremite
de la sequence genetique (Ames, Garry & Herzenberg, 1960; Englesberg, 1961).

Chez une autre classe de mutants du systeme lactose (mutants polaires) des muta
tions au niveau de l'un ou l'autre des determinants structuraux reduisent I'aetivite
non seulement de l'enzyme correspondante mais de l'enzyme (ou des enzymes) dont
l'information structurale serait lue posterieurement, dans I'hypothese d'une trans
cription polarisee debutant au niveau de I'operateur. Plusieurs mutants triplement
defeotifs pour les enzymes de metabolisme du galactose ont ete isoles chez E. coli
(Kalckar et al., 1959; Lederberg, 1960). TIs ne eomplementent aucun des mutants
deficients en une seule des activites enzymatique et ne sont complementes par aucun
d'eux (Lederberg, 1960; et communication en reference dans Adler & Kaiser, 1963).
La localisation des mutations correspondantes, entreprise independamment par
differents auteurs, n'a pas encore abouti a des conclusions definitives (Morse, 1962;
Adler & Kaiser, 1963). S'il parait peu probable que les mutations etudiees soient
Iocalisees a l'extremite de l'operon, il est possible qu'elles concernent des sites in
terieurs au gene gouvernant I'aotivite de I'epimerase, ce qui suggere qu'il pourrait
s'agir de mutations de type polaire. Dans I'etat actuel des donnees experimentales
relatives au phenotype triplement defeotif du systeme galactose, il ne semble pas
que les proprietes de ces mutants puissent etre utilement avaneees comme argument
pour ou contre l'hypothese d'une transcription polarisee continue d'une extremite a
l'autre de l'operon.

(d) Determinisrne genetique de la biosynthese de galactose-permease

Nous avons montre dans la premiere partie de cette etude (Buttin, 1963) que la
galactose-permease est inductible par Ie galactose et Ie fucose, ce qui suggere que,
dans certaines conditions, elle peut devenir limitante pour l'utilisation du galactose.
La question se pose donc de savoir si la synthese de la permease est gouvernee par
Ie meme circuit de regulation que celle des autres proteines de la chaine metabolique
du galactose. L'etude directe du taux de synthese de la galactose-permease est
considerablement oompliquee par Ie fait qu'elle ne peut etre abordee avec precision
que chez des mutants depourvus de galactokinase, chez lesquels cette perte de
fonction determine l'induction par voie interne du systeme de permeation. Certaines
observations indirectes apportent cependant des indications tres significatives,
semble-toil, sur Ie controle genetique de la biosynthese de la permease. Ces indications
sont les suivantes:

14



202 G. BUTTIN

(1) l'existence d'un determinant qui gouverne speeifiquement I'activite de la
permease a eM reconnue (Buttin, 1963); ce gene (Pgal), dans lequel il parait apriori
raisonnable de voir le determinant de structure de la proteine, n'appartient pas it
l'operon galactose. En effet le defaut d'activite de la permease (earactere P-gal) a eM
mis en evidence chez une souche 20S0 isclee comme recombinant Gal+SmT d'un
croisement entre Hfr 3080 (Gal+Sm8 ) et F- P678 (Gal-bSm T ) . La mutation Prqal
affectait la lignee parentale F-: la souche P678 etant de phenotype K-, il a eM
verifie par la technique isotopique directe qu'elle n'accumule pas de galactose. La
souche Hfr 3080, pleinement inductible par le n-fucose 10-3 M, manifeste le pheno
type sauvage pour ce caractere, La souche 30S0 a rec;m le segment Gal du parent
Hfr puisque la mutation Gal-b concerne ce segment (Wollman & Jacob, 1957)
et conserve le caractere P-gal de la souche F-: le determinant Pgal n'apparait dono
pas lie au segment Gal; ceci est confirme par l'observation que chez differents recom
binants Gal» obtenus it partir de cette Iignee F- Golr , la galactokinase n'est que
partiellement induite par une concentration de fucose (10-3 M) saturante pour les
souches sauvages;

(2) sur milieu TMG-galactose, la croissance des clones OCgal n'est pas inhibee it
condition qu'ils soient de caractere y+ (capables de synthetiser la .a-galactoside
permease); la croissance des clones constitutifs de genotype Gal+OCgal y- est inhibee
aussi fortement (ou presque, suivant les souches et recombinants etudies) que la
croissance des clones inductibles Gal+O+gal y-. La confusion qui peut en resulter
lorsqu'on denombre sur ce milieu les recombinants induotibles et constitutifs a eM
soulignee au debut de cette etude. On remarque que l'intervention du determinant
y a un effet paradoxal puisque l'inhibition de croissance concerne les clones y-,
qui accumulent le moins activement le TMG (Rickenberg, Cohen, Buttin & Monod,
1956); et

(3) l'inhibition de croissance des clones constitutifs y- n'a eM observee chez aucun
des mutants ou recombinants chez lesquels la synthese constitutive des trois enzymes
resulte de la mutation R-gal du gene regulateur (Planche I).

Une interpretation evidente de ces resultats est dietee par la remarque que le
galactose, it la concentration it laquelle il est utilise (2 x 10-2 M) manifeste tres
vraisemblablement une affinite pour la .a-galactoside-permease suffisante pour que
ce systeme participe it sa concentration dans les cellules. II est clair que le deter
minant Pgal exterieur it l'operon galactose ne saurait etre affecte par la mutation
OCgal: de fait, il a eM verifie que la repression exereee par le TMG sur la synthese de
permease est maintenue chez les mutants OCgal. Sur milieu TMG-galactose, la
penetration du galactose est done susceptible de limiter le taux de croissance,
l'expression du genotype OCgal ne devenant possible que lorsque l'activite oonjuguee
de deux permeases (Pgal et y) realise une concentration intracellulaire de galactose
suffisante.

Le fait que le caractere R-gal s'exprime librement, independamment de la presence
ou de l'absence de I'allele y+ indique, semble-toil, que la permeation du galactose
n'est plus sensible chez les cellules Rrqal, a l'effet des inhibiteurs de l'induction:
cette situation peut apriori resulter soit de ce que la biosynthese de la galactose
permease depend du gene regulateur Rgal, soit de ce que les mutants Rrqal ont
accumule deux mutations dont l'une concerne specifiquement la regulation de
synthese de la permease. La seconde hypothese est tres improbable.



PLANCHE I. Croissance comparee SUI' milieu galactose ct sur milieu "Tl\IG·galactose" de differents
clones "Inductibles" et "constitutifs". Deux colonies de ehaque clone ant etc ropiquees cote iL
cote, " en etoile". De haut en bas, colonncs de gauche: Hfr H: Gal» O+gul R+gcll y+; Hfr H81-2:
Gal» OCgal R+gul y+; recombinant (Hfr H81 -2 x F- B34-5): Gal» OCgul R+gul y+; recombinant,
y- du memo croisement: Gal» OCgul R+gul y-.

Colonnos de droite : C600SI': Gal» O+gul R+gal y-; B78 A: Gal» O+gal R-gal y-; transduit de
BI06·1 : Gal- Orqal. R-gal y- (>..Gul+ OCgul); transduit de BI06·1: Gal: O+ga[· R-gul y- (:lGul+
O+gal),
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(a) Les deux mutants R-gal y- etudies (B78A et 112-1), selectionnes par des
techniques differentes, sont l'un et l'autre insensibles a l'inhibition par le TMG.

(b) De nombreux recombinants y- ont eM obtenus au cours de certains oroise
ments rapportes dans les Tableaux 2 et 3. La segregation de l'allele sauvage d'un
gene regulateur propre ala permease aurait fait apparaitre des recombinants R-gal y
synthetisant constitutivement la galactokinase mais dont la croissance aurait eM
inhibee sur milieu TMG-galactose au meme titre que celle des recombinants OCgal y-:
malgre de nombreux eontroles, de tels clones n'ont pas eM deceles,

II est done tres probable que le gene regulateur Rgal exerce son effet sur la biosyn
these de permease comme sur celle des autres proteines de cette chaine metabolique.

4. Conclusions
Les conclusions precedentes peuvent etre coordonnees dans le modele tres simple

d'un circuit de regulation analogue a celui qui a ete propose pour le systeme lactose:
un gene regulateur Rgal qui, dans ce cas, apparait topologiquement independant de
l'operon qu'il gouverne, elabore tres vraisemblablement le represseur eytoplasmique
de ce systeme ; I'inactivation du represseur par un inducteur dereprime simultane
ment la synthese des trois enzymes galactokinase, transferase et epimerase.; en
absence d'inducteur, la combinaison du represseur avec un operateur specifique
suspend, ou plus preoisement limite la transcription primaire de l'ensemble de
l'information contenue dans l'operon galactose. La biosynthese de la galactose
permease est tres vraisemblablement gouvernee par le meme gene regulateur,
exereant son effet au niveau d'un operateur distinct.

Une partie importante de cette etude a ete consacree a l'analyse de l'operon
galactose, en raison des exigences tres preeises que comporte la caracterisation d'un
operateur de regulation: un operon polycistronique peut etre reconnu dans une
certaine mesure en tant qu'unite de transcription par la mise en evidence de mutations
negatives pleiotropes, de caractere recessif, ne permettant pas la complementation
par un segment homologue mute dans un gene de structure; cependant, comme Ie
prouve l'existence de mutants polaires, la transcription peut etre brouillee ou sus
pendue a un niveau quelconque de la sequence genetique ; la localisation du defaut
correspondant ne saurait constituer la localisation d'un operateur de regulation
stereospecifique: un operon, semble-t-il, ne peut etre reconnu sans ambiguite comme
unite de regulation que dans la mesure ou il a eM verifie que la regulation concernait
simultanement et aun meme degre l'expression des determinants de structure qui le
composent; et un operateur de regulation ne peut etre identifie comme tel que par la
localisation de mutations de regulation, en l'occurrence des mutations constitutives a
effet pleiotrope limite aune sequence genetique situee en "cis" et contigiie. L'ensemble
de ces proprietes n'avaient ete etablies, a notre connaissance, que pour l'operon
lactose et pour son operateur ; cette etude a confirme toutes les predictions du modele
de Jacob et Monod. Dans le systeme lactose, les mutations constitutives d'operateur
connues ne derepriment que partiellement la biosynthese des enzymes correspondantes:
les proprietes du mutant OCgal que nous avons etudie montrent qu'en fait nne muta
tion d'operateur peut provoquer une derepression aussi complete qu'une mutation
du gene regulateur,

La subordination au meme gene regulateur d'un second operon auquel appartien
drait Ie determinant de structure de la permease est, nous l'avons montre, tres
probable. Le controls simultane par un meme gene regulateur de plusieurs operons a
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ete envisage dans Ie cas des enzymes de biosynthese de l'arginine (Vogel, 1961; Maas,
1961; Gorini, Gundersen & Burger, 1961) et plus reoemment dans le cas des enzymes
du metabolisme des pyrimidines (Beckwith et al., 1962). La situation mise en evidence
dans Ie systeme d'utilisation du galactose represente, semble-toil, un degre d'evolution
intermediaire entre le groupement complet de tous les eIementt> du circuit de regula
tion, tel qu'il s'observe dans Ie systems lactose, et le fractionnement en unites
independantes des divers genes de structure et du gene regulateur, La localisation du
gene de structure de la permease, pour lequel on ne saurait exclure apriori la possi
bilite d'une liaison avec le gene regulateur, devrait permettre de preoiser dans une
certaine mesure ce degre de "dijferenciation" fonctionnelle de la sequence enzymatique.

Cette etude, dont certaines conclusions ont fait l'objet de communications preliminaires
(Buttin, 1961; Buttin, 1962) a beneficie du soutien du "Jane Coffin Childs Memorial Fund",
du "National Institutes of Health", du Commissariat it l'Energie atomique et de la
Delegation generale it la Recherche scientifique.

L'auteur exprime sa profonde reconnaissance au Professeur J. Monod et it F. Jacob
qui ont guide ses recherches. 11 remercie tres sinoerement MM. F. Gros et E. L. Wollman
pour Pinteret qu'ils ont porte it son travail et pour les conseils qu'ils lui ont prodigues,
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