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Mutants of E. coli K12 Unable to Grow on Methyl-3-D-Glucuronide:
Map Location of uid A. Locus of the Structural Gene of §-D-Glucuronidase

Summary. Mutants of E. coli K12 unable to grow on a §-D-glucuronide (methyl-g-D-glu-
curonide) and yet able to grow on hexuronates have been isolated; they are deficient for the
enzyme: f-D-glucuronidase. By conjugation and transduction experiments, these mutations
have been mapped in a locus uid 4 between man and aro D. No or weak cotransduction is
found between aro and man: man is shifted from its precedent location to 30.5 minute very
close to uid 4 (linked by 83 to 97% of cotransduction). The order of loci in this region appears
to be: ...phe S...pps...aro D...uid 4...man.... Some of these mutations can reverse to
wild type with a thermosensitive glucuronidase. These reverse mutations are found linked to
this locus uid A ; these results strongly suggest that uid A is the site of the structural gene of
p-glucuronidase.

Introduction

La p-D-glucuronidase (f-D-glucuronide glucuronohydrolase, E.C.3.2.1.31)
est la premiére enzyme de la chaine de dégradation des hexuronides et hexuronates
(Fig. 1). Elle est capable d’hydrolyser les galacturonides comme les glucuronides
en alimentant les enzymes suivantes respectivement en galacturonate et glucuro-
nate. Le méthyl-5-D-galacturonide (MGalU) ne peut pas servir de source de
carbone pour la croissance d’Escherichia coli: ce substrat n’est probablement pas
inducteur de la glucuronidase (Didier-Fichet et Stoeber, 1968). Par contre, le
méthyl-g-D-glucuronide (MGlcU) est une source de carbone pour cette souche et
un inducteur satisfaisant de cette enzyme. Ce substrat induit aussi les enzymes
suivantes des deux rameaux de la voie dégradative des hexuronates; cette induc-
tion est séquentielle: elle n’a plus lien chez un mutant dépourvu de glucuronidase
(on ignore cependant si ce composé pénétre encore chez ce mutant). Les autres
composés, substrats ou produits des autres enzymes de la chaine (& 'exception du
glucuronate faiblement inducteur) ne sont pas inducteurs de la glucuronidase chez
la souche sauvage (Baudouy-Robert, Didier-Fichet, Jimeno-Abendano, Novel,
Portalier et Stoeber, 1970).

Ces résultats suggérent que la glucuronidase appartient & un groupe de régula-
tion distinet de ceux des autres enzymes. Divers mutants incapables de croitre

* Ce mémoire sera inclus dans les travaux présentés pour Pobtention du grade de «Docteur-és-
Sciencesy» 3 'Université Clande Bernard de Lyon.
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Fig. 1. Schéma métabolique de la dégradation des hexuronides et hexuronates chez Escherichin
coli K12: UID = p-D-glucuronide glucuronohydrolase; 18O = D-glucuronate cétol-isomérase;
ALD = 2-céto-3-désoxy-6-P-gluconate aldolase

Fig. 2. Carte génétique d’Hscherichia coli K 12 selon Taylor (1970)

sur MGleU ont été isolés et étudiés. Nous avons proposé provisirement le sigle gur
comme symbole génétique pour 'utilisation des hexuronides. Un certain nombre de
mutations gur ont été localisées sur la carte chromosomique d’Escherichia cols
K12 (Novel, Novel, Didier-Fichet et Stoeber, 1970); elles sont dispersées en quatre
loci (Fig. 2):

gur B: site de mutations & effet simple ou pleiotrope pouvant affecter aussi
le métabolisme d’un certain nombre d’autres substrats carbonés: ces mutations
font l'objet d’une autre communication (Novel et Novel, & paraitre). Le locus
gur B est placé & la minute 64,5 entre str 4 et aro B.

gur C: une mutation affectant la croissance sur MGleU et sur acétate: localisée
prés de gal (minute 17).

gur D: locus caractérisé par des mutations affectant la croissance sur MGleU et
parfois aussi I'activité isomérasique; situé & lorigine de I'Hfr G6 entre met O
et arg G (Novel, résultats inédits).

gur A: situé de maniére préliminaire dans la région: his (38 éme minute)...trp
(25 éme minute)...gal (17 éme minute), ce locus défini par plusieurs mutations
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affectant seulement la croissance sur MGlcU a été localisé par conjugaison et
transduction : une note préliminaire a déja été publiée sur ce sujet (Novel et Novel,
1971). I’obtention & partir de certaines de ces mutations gur 4 de mutants réverses
chez qui la glucuronidase est devenue thermosensible suggere que ce locus contient
le géne de structure de cette enzyme. Selon les recommandations de Demerec et al.
(1966) nous proposons le nouveau sigle uid 4 pour le site de ces mutations.

Matériel et méthodes

Nomenclature

La nomenclature génétique est celle de Taylor (1970). Les marqueurs nouveaux sont
eda: 2-0ét0-3-désoxy-6-P-gluconate aldolase (Pouysségur, 1971) et uid A géne de structure de la
B-D-glucuronidase. Nous conservons provisoirement le sigle gur pour les mutations dont nous
ignorons encore la relation physiologique exacte les liant au métabolisme des hexuronides.
Gurt et Gur— expriment la croissance ou la non-croissance sur MGleU.

Souches bactériennes et phage

Les souches employées dans cette étude dérivent toutes d’ Escherichia coli K12 (Tableau 1).
Elles proviennent des collections de J. Puig, E. Wollman, F. Jacob, K.B. Low, J.A. Pittard,
H.L. Kornberg, P. Overath, A. Béck et B.J. Bachmann. L’origine et la polarité d’injection
des Hfr ainsi que les principaux marqueurs utilisés sont représentés dans la Fig. 2. A Porigine,
un stock de phage P 1 ke nous a été fourni par J. Puig. Au cours de ce travail, ce phage a
éventuellement été réizsolé & partir d’une plaque de lyse.

Milieux de culture

Le milieu minéral utilisé est le milieu 63 (Sistrom, 1968). La thiamine-HCI est ajoutée &
la, concentration de 0,5 pg/ml, les acides aminés & 100 pg/ml (forme L) 'adénine & 20 pg/ml.
Pour la souche aro D utilisée, les concentrations optimales sont: D-L phénylalanine (80 pg/ml),
L-tyrosine (8 pug/ml) et acide shikimique (0,7 mg/ml). La streptomycine est utilisée & la con-
centration de 200 wg/ml. Les sources de carbone sont employées aux concentrations suivantes:
glucose (4—6 mg/ml), glycérol, mannose (2 mg/ml), MGleU (1—2 mg/ml).

Le milieu complet est le milieu L (Lennox, 1955) avec 5 mg/ml de NaCl, solidifié par
12 mg/mi d’Agar Oxoid N° 3 ou 6—7 mg/mli (gélose molle). Le milieu de fermentation usuel est
le milieu EMB (Eosine bleu de Méthyléne) avec 10 mg/m!l du sucre analysé.

Technigues génétiques

Les conjugaisons sont réalisées selon la méthode classique de Jacob et Wollman (1961)
(1 Hfr pour 20 F-, durée: 90 minutes & 37° C). Eventuellement le milieu de conjugaison est
centrifugé et les bactéries remises en suspension en milieu minéral. Les transductions: les
stocks de P1 sont réalisés par lyse confluente (Swanstrom et Adams, 1951) sur milieu L+
CaCl, (5-10—2M). Lors des transductions (Lennox, 1955) la culture de la souche réceptrice
(5- 108 bactéries/ml) regoit 5-10-2 M de CaCl, (20 minutes) avant d’étre infectée par le phage &
une multiplicité voisine de 1 (40 minutes & 20—25° C), le milieu de transduction est éliminé
par centrifugation et les bactéries remises en suspension dans un milieu minéral avant d’étre
étalées sur milieu sélecteur. Pour Pobtention de clones phe Stthermorésistants (Béck et Neid-
hardt, 1967), les cultures sur milieu sélecteur sont préincubées plusieurs heures & 32° avant
d’étre placées définitivement & 42° C. Analyse génétique des recombinanis: aprés réisolement sur
le méme milieu un clone de chaque recombinant est testé par la méthode des répliques pour
les divers caractéres transmissibles. La lecture des croissances sur MGlcU est faite aprés
48 heures (37° C). Croisements avec des F’: la souche F’ est récoltée en phase exponentielle et
mise en contact avec une suspension de F- dans le rapport de 1 F” pour 10 F-. Le croisement
est interrompu au bout de 10 ou 20 minutes.
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Tableau 1. Description des souches utilisées

Souche Sexe Marqueurs génétiques Origine
HirH Hir str-s E. Wollman (J. Puig)
P4X Hifr str-s, met B, (At E. Wollman (J. Puig)
K1 Hir str-s, thr E. Wollman (J. Puig)
KL16 Hir str-s F. Jacob
G6 Hir str-s Institut Pasteur (Paris)
PA601 F- thr, lew, his, arg (EH }, pro E. Wollman (J. Puig)
(A ou B), ade(pur E), lac, gal b,
mal A, xyl, mtl, str-r
PA309 F- thr, lew, his, arg (EH ), trp, lac, E. Wollman (J. Puig)
gal, mal, xyl, mtl, str-r
AB3302 F- aro D, ks, arg (EH ), lac, gal, J. A. Pittard
xyl, mtl, str-r, Gur— (Huang et Pittard, 1967)
GM146 ¥F- (idem AB3302) Gurt recombinant Gurt:
AB3302 x P1 (HirH)
K63 F- his, old D, man, gal, Str-r P. Overath (J. Pouysségur)
Ké6-1 F- pro A, aro D, arg A, thi, pps, H.L. Kornberg
str-r, Qur—
GM157 F- aro D, arg A, (thi ?), pps, str-s,  recombinant prot (hist):
Gurt Hir G6 xK6-1
NP37 Hfr (K10} thi, RC (relaxed), phe S 5, str-s A. Bock
KLF48/ ¥ F148: his-—>che A-aro D- K. B. Low (B. J. Bachmann)
KL159 Chrom: the, his, aro D, pro A,
rec 4, zyl
KLF23/ F F123: <(rac)-(pyr F )-trp- K. B. Low (B. J. Bachmann)
KL181 Chrom: pyr D, rec A, his, trp,
thi, mtl, xyl, mal A, gal, str-r
58.1618r F- met B, str-r F. Jacob
A314 Hfr (type P4X) eda-2 mutant NTG de P4X (J. Jimeno
et al. résultats inédits;
J. Pouysségur, 1971)
GM241 F- (comme PA601) uid 42 mutant NTG de PA601
(Novel et al., 1970)
GM291  Hir (type P4X) uid A4-1 mutant HNO, de P4X
TR73 Hir (type P4X) uid A-4 origine: A 314; mutant spontané
résistant & 'empoisonnement
(voir matériel et méthodes);
transduit edat par P1 (P4X)
TR 88 Hir (type P4X) wid A-6 autre mutant indépendant obtenun
comme résistant: transduit idem.
AJ5 (Hfr) Mal, wid A-5, «Galacturonate™, mutant NTG (J. Jimeno, 1968)
str-s du K12 S3000 (HirH)
MD11 F- met B, wid A-3, str-r mutant NTG de la 58.161 Sr

(M.L. Didier-Fichet, résul-
tats inédits)
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Tableau 1 (suite)

Souche  Sexe Marqueurs génétiques Origine
AJS8 (Hfr) uid A7, «Galacturonate™, mutant NTG

«Glucuronate™, str-s (idem. AJ5)
AJ8RU3 (Hir) Tuid A, str-s, (réverses mutants réverses obtenus sur glucu-
AJ8RU2 (Hir) Galacturonatet et Glucuronatet) ronate (M. L. Didier-Fichet)
5236 F- thr, leuw, arg (EH), his, wid A-1,  recombinant gal* (str-r):

rp, lac, mal, xyl, mil, str-r PA309x GM 291 (uid A4-1).
GM290 F- aro D, arg (EH ), wid A-1, gal, recombinant hist (met Bt) de la

lac, str-r souche GM 146 x GM 291 (uid A-1)
8343 F- aro D, arg (EH ), man, Gurt, recombinant Gur+: GM290

gal, lac (wid 4-1)xP1 (K63: man)
S407 F- man, wid A-1, str-s recombinant arot (met Bt):

S343 % GM 291 (uid A-1)

GM230 Hir (type Hir H) str-s, MGalU+ mutant de VHfr H

(M.L. Didier-Fichet et G. Novel,
résultats inédits)

AJ5R1  (Hir) Mal, wid A5 — réverse Gurt, mutant réverse obtenu sur
«Galacturonate™, str-s M@GleU (M.L. Didier-Fichet)
RN183  Hir (type P4X) mutant NTG de GM 291 (uid 41)
wid A1 — réverse Gurt
RS143 Hir (type P4X) mutant spontané de TR 73 (uid 44)
uid A4 — réverse Gur®
R8141 Hir (type P4X) mutant spontané de TR 88 (uid 4 6)
uid A6 — réverse Gurt
5482 F- uid A4, aro D recombinant mant: S343xP1
(TR73)
5428 F- wid A6, aro D recombinant mant: de 8343 xP1
(TR 88)"

Les mutagenéses

A la nitrosoguanidine (NTG) (Adelberg, Mandel et Chen, 1965): décrite ailleurs (Novel et al.,
1970). A Pacide nitreus (HNO,) (Schwartz et Beckwith, 1969). Une culture de la nuit sur
milieu L(2-10° bactéries/ml) est remise en suspension en tampon Acétate (pH 4,6—0,1 M) en
présence de NaNO, (3-10-2 M) pendant 20 minutes & 37° sans agitation. La réaction est
arrétée par un exceés de Tris-HCl (pH 8,5—5-10-2 M) et le milieu éliminé. Les bactéries survi-
vantes sont cultivées une nuit en milieu 63 plus glucose puis transférées sur 63 4+ MGleU.
Aprés 1,5 doublements, la pénicilline (1000 U.L/ml) est ajoutée (Gorini et Kaufman, 1960)
et I’agitation maintenue 45 minutes. La pénicilline est éliminée par lavages, les bactéries diluées
convenablement (survie inférieure & 1 %) et étalées sur milieu L. Les clones sont répliqués sur
milieux gélosés: glucose et MGleU. Les clones: glucose™, MGlecU— sont réisolés et analysés.

Obtention de mutants résistant ¢ Uinhibitton de croissance sur miliew:
glycérol + MU

La croissance d’une souche portant la mutation eda (Pouysségur, 1971) est inhibée dans un
milieu contenant une source carbonée (glycérol) et un hexuronate ou le gluconate. Des mutants

23 Molec. gen. Genet. 120



324 G. Novel et M. Novel:

interrompus dans le métabolisme amont de I’aldolase ne sont plus empoisonnés par Paccumula-
tion de KDPG (2-céto-3-désoxy-6-P-gluconate) (Pouysségur, 1971). L’inhibition de croissance
a lieu aussi sur le milieu: glycérol + MGleU. Des cultures indépendantes de la souche A 314
(eda) préinduites ou non par le MGleU sont étalées sur milieu glycérol - MGlcU, et incubées &
42° C. Les clones résistants apparus sont analysés 4 42° et 33° C pour leur croissance sur:
glycérol + MGleU, glycérol -+ glucuronate et glycérol -+ galacturonate. Seuls sont conservés
pour notre étude les clones résistant & I'empoisonnement en présence de MGleU et done
susceptibles de n’étre affectés que pour I'utilisation (perméation, hydrolyse ou régulation) de
ce substrat. Aucun de ces mutants réisolés n’a montré de phénotype: Gur— thermosensible.
Ces mutants demeurés eda (et donc incapables de croitre sur MGleU) sont, avant toute étude
génétique, transduits eda* & I'aide d'un P1 sauvage pour cette enzyme.

Caractérisation des mutants Gur-

Les mutants Gur— sont caractérisés par:-—labsence de croissance sur milieu minéral
golide et liquide, additionné de MGlcU et une croissance normale dans les mémes conditions
sur glucose, glucuronate ou galacturonate (seuls certains mutants Gur B~ peuvent ne pas
croitre sur glucuronate et galacturonate: Novel, résultats inédits).

— Tl’absence ou la trés faible présence de glucuronidase dans les extraits toluénisés de cellules
induites par un ou deux passages sur MGlcU en présence de glycérol dans des conditions ot la
souche originelle sauvage montre une activité spéeifique optimale.

— le test coloré négatif de 'hydrolyse du p-nitrophényl-f-D-glucuronide (pNPGleU) sur
milien solide: glycérol + MGleU. Le pNPGleU peut 8tre hydrolysé par Venzyme induite au
niveau de chaque clone isolé et le p-nitrophénol libéré colore différentiellement les clones ol
Venzyme est présente. Le pNPGloU (10-2M) est ajouté en présence de chloramphénicol
(50 pg/ml) directement ou aprés toluénisation des clones: selon les conditions, la coloration se
développe instantanément ou en I'espace de quelques minutes.

Dosage de la p-glucuronidase

La glucuronidase est dosée en tampon phosphate 2-10-2M au pH 7,1 en présence de
2-mercaptoéthanol 0,1 M (activateur de 'enzyme: Stoeber, 1961; Didier-Fichet et Stoeber,
1968). La réaction consiste & suivre I'hydrolyse du pNPGleU (102 M) & 30° 4 405 nm.

Produits chimiques

Le méthyl f-D-glucuronide utilisé dans ce travail a été synthétisé dans ce laboratoire
par Mlle G. Montagné selon la méthode décrite par Stoeber (1961). Les autres produits sont
commerciaux.

Obtention et caractérisation de réverses Gurt

Des cultures indépendantes de souches porteuses d'une mutation uid 4 cultivées pendant
la nuit sur milieu L sont centrifugées, lavées et concentrées en milieu 63. 0,1 4 0,2ml de la
suspension est étalé sur milieu minéral gélosé 4 MGleU. Eventuellement, un cristal de NTG
est ajouté dans la boite. L’incubation des boites a lieu & 28°, 37° ou 42° C. L’apparition de
clones est suivie jusqu’au douzidme jour. Les clones Gurt sont réisolés sur méme mnilieu et &
la méme température. L’analyse de leur croissance sur MGloU aux trois températures indiquées
est faite par répliques. Iindice de constitutivité est donné par la coloration du pNPGleU sur
milieu minéral plus glycérol en Pabsence du MGleU inducteur. Pour certains de ces mutants
réverses, I'analyse de la croissance est poursuivie en milieu liquide et le dosage de la glucuron-
idase réalisé aprés toluénisation de cellules induites ou non induites.

Eaxtraction de la glucuronidase

Les souches utilisées sont induites pour la glucuronidase & 37° pour le P4X et 5 28°C
pour la souche réverse thermosensible: RN 183. La récolte a lieu en fin de phase exponentielle:
les cellules sont lavées par centrifugation et remises en suspension en tampon phosphate
2-102 M (pH 7,1).
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Les suspensions cellulaires dans ces essais contiennent environ 5 4 6 mg/ml de poids sec
bactérien. Elles sont traitées & P'oscillateur sonique (modéle CRIC) pendant 10 minutes a
0° C. Les débris cellulaires sont éliminés par centrifugation et les extraits stockés & --5°C
avant utilisation.

Inactivation thermique de la glucuronidase

Au temps zéro, 'extrait est dilué 5 fois dans du tampon phosphate préincubé & la tempéra-
ture choisie. L’'inactivation est arrétée par dilution (6 fois) d’une partie aliquote de 'extrait
dans le méme tampon maintenu & 0° C.

Résultats
I. Localisation génétique de la mutation wid A1: mutant GM 291

Par mutagenése i Pacide nitreux deux mutants Gur— demeurés glucuronate*
et galacturonatet ont été obtenus. L’activité spécifique de la glucuronidase
chez ces deux souches induites par deux cultures successives sur glycérol plus
MGleU est inférieure & 1% de I'activité correspondante chez la souche sauvage
(P4X). L'un de ceux-ci le GM 291 a été étudié en détail.

Résultats de conjugaison. Des croisements préliminaires du mutant GM291
(Hfr: P4X, met B, str-s, uid A 1, lysogéne pour le phage 1) avec des F- marquées
dans la région: his...trp...gal...et (A)* ont permis de placer cette mutation entre
le locus his (38 éme minute) et trp (25 éme minute). Un croisement ultérieur de ce
mutant avec la souche GM 146 (aro D, his) montre une forte liaison entre uid 4 et
aro D et suggére Pordre: O (P4X)... his...aro D... uid A (Tableau 2).

La localisation par conjugaison interrompue des marqueurs aro D (Taylor et
Thoman, 1964) et man (Taylor et Trotter, 1967 ; Markovitz, Sydiskis et Lieberman,
1967) & partir du locus kéis n’a pas défini ’ordre réel de ces loci. La construction
d’une souche aro D, man (S343) nous a permis de déterminer la place exacte des
marqueurs ufilisés: du croisement de S343 avec deux Hir de polarité opposée
Hir H et P4X (Tableau 3) nous déduisons 'ordre: O (P4X)...Ais...ar0 D...man.

La place d’usd A est donnée par le croisement entre le GM291 et S343: uid A 1
est transmis chez 33% des arot et 90% des man*; les recombinants directs man*
aro® sont presque tous uid A~ (97,5%); l'analyse des classes parmi les recom-
binants arot (Tableau 3) est conforme 4 1’ordre: O (P4X).. . his...aro D...uid 4...

man.

Tableau 2. Ordre des marqueurs: his, aro D, uid déterminé par conjugaison

Souche Souche Marqueurs Nombre Pourcentage de transmission des
donatrice réceptrice sélectionnés analysé marqueurs non sélectionnés
(Hir) F-) ;
met B his aro D wid

GM291 GM146 hist (mett) 54 — -— 28 33,5
met B + his* (str-r) 50 8 — 20 26
+ his
-+ aro D aro* (mett) 55 — 47 —_ 71
wid 4-1 + aro* (str-r) 48 46 — 58

hist
str-s str-r { arot (Mett) 46 — — — 72

23*
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Tableau 3. Ordre des marqueurs de la région his, aro D, uid, man, obtenu par conjugaison

Souche Souche Marqueurs Nombre Pourcentage de transmission des
donatrice  réceptrice  sélectionnés marqueurs non sélectionnés
(Hfr) (F) )

aro utd man
GM291 4343 [aro* (strr) 208 — 33 31
(P4X) | mant (str-r) 129 73,5 90 —-
HirH $343 | aro* (str-r) 110 — 73
Analyse génétique des recombinants arot, str-r (GM 291 X S§343)
Nombre Classes= uid, mant widt, mant  wid, man  wid*, man
analysé
125 47 3 6 69

Si l'ordre est: ...aro D...uid A...man, la classe la moins représentée (uid+, man') exige
pour sa formation un double crossing-over. La proximité des deux marqueurs wid et man et en
conséquence la faible probabilité d’apparition d’un crossing-over entre eux, explique la
faiblesse relative de la classe (uid, man).

Résultats de transduction. Par transduction, nous avons réussi & relier aro D et
wid A1 (Tableau 4); mais le taux de cotransduction reste faible (entre 1 et 2%).
Par contre, la transduction de l'alléle man* & partir du P1 (GM291: wid A1)
sur la souche K63 (man) montre que uid A1 cotransduit trés fortement avec ce
marqueur (93% de cotransduction). La place d’uid 4 & I'intérieur du segment
aro D-man est confirmée par le résultat suivant: dans la transduction de la
souche GM290 (aro D, uid A1) par le P1 (K63: man) aucun recombinant arot
devenu uid* n’a acquis man*. Le Tableau 4 montre qu’a aucun moment nous n’avons
réussi & cotransduire aro D et man (En fait, d’autres résultats rapportés plus
loin montre que ces deux marqueurs sont cotransductibles mais & trés faible
fréquence: Tableau 6). Nous avons vérifié que conformément aux données de
Brice et Kornberg (1967) les marqueurs pps et aro D sont fortement cotransduc-
tibles (Tableau 4). Par contre, uid A1 ne cotransduit que faiblement avec pps
(2% d’uid parmi les pps*t). L'ordre des marqueurs pps...aro D...uid AI... est
suggéré par 'analyse des recombinants pps* (Tableau 5): la classe pps+ (aro, wid A4)
non représentée nécessiterait pour apparaitre la probabilité d’un quadruple
crossing-over. Chez les arot, aucun quadruple crossing-over n’est exigé et les deux
classes faiblement représentées correspondent & une faible cotransduction entre
les marqueurs aro D, pps et uid A. Ceci est confirmé par 'absence de transmission
de aro D et pps parmi 117 clones man™ et 147 uid* obtenus dans la transduction
de la souche S407 (uid 41, man) par le P1 (GM157, aro D, pps) (Tableau 4).

Trés récement, Russell et Pittard (1971) ont établi avec la souche K 6-1 (pps)
chez 3 mutants affectés de maniére thermosensible pour l'activité phénylalanyl-
ARNt-synthétase la cotransduction de leur mutation (38—44 et 43%) avec le
marqueur aro D et leur appartenance probable au locus phe S défini par Bock et
Neidhardt (1967). Pour I'une de ces mutations, ils définissent 'ordre...phe S...
pps...aro D. L’analyse des recombinants phe S* (Tableau 4) obtenus lors de
transduections de la souche NP37 (phe S) par le P1 (GM290: aro D, uid 4 1) ou
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Tableau 4. Résultats des transductions concernant la mutation uid 4-1

327

Souche Souche Recom- Nombre Pourcentage de transmission des
donatrice réceptrice binants caractéres non sélectionnés
(P1) gélec-
tionnés phe S8 pps aroD uid men

GM291 K63 man® 218 93 —
(utd A-1) (man)
K63 GM291 wid+ 116 —_— 86
(man) (uid A-1)
GM291 GM146 arot 245 — 1,6
(uwid A-1) (aro D)
GM 146 GM291 widt 153 (<0,7)a —
(aro D) (uid A-1)
GM 157 S407 mant 117 (<0,9) (<0,9) 89 —
(aro D, pps) (man, wid A-I)

8407 wid* 147 (<0,7) (<0,7) — 77

(man, wid A-1)
GM291 GM157 arot 434 88 — 0,7
(uid A-1) (aro D, pps)

GM157 ppst 277 — 77 2

(aro D, pps)
K63 GM290 arot 165 — 2,5 (<0,6)
(man) {aro D, uid A-I)
GM290 NP37 phet 97 — 37 (<1)
(aro D, uid A-1) (phe 8)
5407 NP37 phet 43 — (<2) (<2)
(man, uid A-I) (phe S)

a Les pourcentages donnés entre parenthéses ( ) n’ont qu’une valeur indicative: ils signifient
que le marqueur concerné n’a pas été transmis parmi le nombre de recombinants sélectionnés.

Tableau 5. Ordre génétique des marqueurs ...pps, aro D, uid, déterminé par transduction

Souche Souche  Marqueurs Nombre Marqueurs non sélectionnés
donatrice réceptrice sélec- analysé
(P1) tionnés ppst, widt  ppst,uid  pps, widt  pps, wid
GM2%1  GM157  arot 434 381 0 50 3
wid -+
-+ aro D arot, widt arot, wid  aro, widt  aro, wid
+ pps
ppst 277 206 6 65 0
La classe non représentée (aro, uid) parmi les ppst est conforme & lordre: pps...aro...uid,

une telle classe nécessitant la formation d’un quadruple ecrossing-over. Une classe homologue
ne peut exister parmi les aro* selon I’ordre défini ci-dessus; la classe (pps, uid) serait compatible
avec ordre: aro ... pps ... uid, mais Pabsence des recombinants (pps™, uid) ne serait alors
pas expliquée.
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Fig. 3. Détail de la carte chromosomique d’ Escherichia coli K 12 (de la minute 29 4 la minute 34).
Les distances entre marqueurs sont exprimées en fréquences de cotransduction: Pextrémité
fléchée indique le marqueur non sélectionné

par le P1 (S407: man, uid AI) confirme la cotransduction de phe S avec aro D
(37% contre 33% : Bock et Neidhardt, 1967) mais ne montre aucun passage
(0/97) d’uid A1 ni de man (0/43). Ce résultat joint & ceux de Russell et Pittard
confirme que le segment phe S-pps est & 'extérieur du segment aro D-uid A-man.

En résumé, nous avons localisé la mutation uid A4 1 sur la carte chromosomique
d’Escherichia cols K12: le locus uid A ainsi défini est fortement 1ié au locus man
et faiblement 1ié & aro D. Par conjugaison et par transduction, nous avons montré
que la position relative de man par rapport & aro D était incorrecte (Taylor, 1970).
Le déplacement de man 1'éloigne du marqueur old D (minute 34): ce que con-
firment les résultats de conjugaison obtenus avec ces deux marqueurs par Pouys-
ségur (1971) et ’'absence de cotransduction de ceux-ci (communication personnelle
de P. Overath & J. Pouysségur). En prenant comme point de référence aro D
(lui-méme placé par conjugaison interrompue & la minute 32 & partir du locus Ais)
et selon les données de Taylor et Trotter (1967), uid 4 et man doivent se situer &
environ 1,5 minutes d’aro D soit vers la minute 30,5, ’ordre des marqueurs étant:
(Fig. 3): his...phe S8...pps...aro D...uid A ...man...trp.

Résultats de F-duction. Deux épisomes obtenus par K. B. Low (1968) et couvrant
en partie la région entre his et trp ont été croisés avec des souches porteuses des
mutations aro D, uid A1 et man pour Pobtention de clones sauvages pour ces
marqueurs.

Dans un croisement entre le F148 et la souche GM290 (aro D, uid A 1) seule
Tobtention des aro™ est trés facile, celle des Gur+ s’est avérée jusqu’a présent
négative. Parmi 205 clones réisolés arot, aucun n’a jamais montré de phénotype
Gurt. De méme, cet épisome croisé avec la souche S407 (wid 41, man) n’a pas
permis d’obtenir de clones man* ou Gur*.

Le F123 qui couvrirait les minutes 25 & 29 est capable de former de nombreux
clones trp* dans un croisement avec la souche 8233 (trp, uid A 1) mais est incapable
de rendre Gur+ cette souche et mant la souche S407 (man, uid 4 1).
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Tableau 6. Localisation par transduction de diverses mutations wid: liaison avec man et aro D

Souche Souche Marqueurs Nombre Pourcentage de transmission
donatrice réceptrice sélec- analysé des marqueurs non sélectionnés
(PD) fionnes aro D wid man
GM241 (a) K63 man* 98 91 —
(uid 42)2 S343 mant 192 (<0,5) 83 —
arot 153 — 2 2
GM241 (f) K63 mant 89 93 —
(wid A2)= S343 mant 42 (<2,5) 93 —
aro* 48 — 4) 2)
MD11 K63 man+t 93 97 —
(uid A 3) 5343 mant 12 (92) —
aro* 47 - (2) 2)
TR73 8343 mant 221 0,5 93,5 —
(uid A4) arot 232 — 0,9 1
TR 88 S343 mant 96 (<1) 92 —
(uid A 6) aro* 93 — (<1) (<1)
K63 AJs wid* 272 — 73
(uid A5)
S343 AJ5 wid+ 171 (<0,6) — 69,5
(uid A5)
S343 AJ8RU3 wid+ 38 — 68,5
(uid A7)
AJ8RU2 wid+ 33 — 57,5
(uid A7)
GM291 K63 mant 218 93 —
(uwid A1)
K63 GM 291 uwidt 116 — 86
(uid AI)
GM291 GM146 aro* 245 — 1,6
(uid A1)
GM157 S407 mant 117 (<0,9} 89 —
(uid A1) wid+ 147 (<0,7) — 77

Les caractéres intéressants des souches wid A+ utilisées sont: K63 (man) et S343 (man
aro D).

Les principaux résultats de transduction concernant la mutation de référence: wuid A1
(Tableau 4) sont rappelés ici pour comparaison. En particulier, on note que la transduction
réciproque avec sélection uid+ diminue le taux de cotransduction entre man et uid A.

» GM241 (f) est un variant Mal* apparu lors des repiquages successifs de la souche;
GM241 (a) a le phénotype originel Mal-.

P Les valeurs entre parenthéses ( ) nme sont données qu’a titre indicatif: négatives, elles
signifient qu’aucun recombinant isolé n’a acquis le caractére cité; positives, que le nombre
de recombinants réisolés est trop faible pour que la valeur calculée soit fortement significative

L’incapacité du F148 de rendre Gur®t ou man* la souche S407 comme elle
rend aro* la souche GM 290 n’est pas en contradiction avec la nouvelle localisation
de man et d’uid 4; on ne peut cependant pas exclure que ces caractéres négatifs
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Tableau 7. Localisation génétique par eonjugaison de mutations réverses portées par des
mutants originellement uid A. Comparaison avec la mutation uid A1

Mutation Donneur Réceptrice Recombinants Nombre Pourcentage de
primaire Hir (P4X) sélectionnés analysé  transmission du
marqueur Gurt
non sélectionné

wid A1 RN183 GM290 aro* 99 41
(Gurt) (uid A1, aro D) (met+, str-r)

uid A4 RS143 S482 arot 44 48
(Gurt) (uid A4, aro D) (mett, str-r)

wid A6 RS141 S428 arot 46 37
(Gurt) (uid A6, aro D) (met+, st-r)

wid A+ P4X GM290 arot 64 45

(uid A1, aro D) (mett, str-r)

Le pourcentage faible de cotransmission obtenu entre Gurt et aro D dans ces croisements
n’est que le résultat de la double contre-sélection utilisée (mett, str-r), (comparer aux résultats
des Tableaux 2 et 4) comme le montre le croisement témoin entre le P4X sauvage et une des
mutations négatives originelles uid 4 1.

résultent de délétions affectant certains génes de I’épisome ou de propriétés
particuliéres & cette mutation man (Markovitz et al., 1967).

II. Localisation génélique &’ autres mutations wid A

D’autres mutations indépendantes avaient été localisées de maniére préli-
minaire (Didier-Fichet, Novel, résultats non publiés) dans la région maintenant
définie par le locus wid 4. La possibilité de relier ce locus au marqueur man par
un taux élevé de cotransduction a rendu plus aisée la localisation précise de ces
mutations. Un stock de phages P 1 préparé sur chaque mutant a servi & transduire
Pallele mant sur les souches K63 (man) ou S343 (aro D, man) (Tableau 6).

Ainsi fut vérifié pour 4 mutants indépendants (uid 42, 3, 4 et 6) qu’ils ap-
partenaient bien au locus wid A. Le taux de cotransduction de ces mutations
aveec mant est trés élevé (91—97%) et faible avec aro D (1-—2%). Dans le cas
des mutations wid 42, 3 et 4, le marqueur man se révéle cotransductible & faible
fréquence (1 & 2% maximum) avec le marqueur sélectionné arot. Des 8 clones
aro* man* obtenus lors de ces transductions, 7 ont regu P'alléle uid 4 du donneur
(I'unique aro* man* wid A+ est issu du donneur uid 44). Ce résultat confirme la
place d’uid A entre aro D et man.

Quant aux souches AJ5 et AJ8 (Jimeno-Abendano, 1968) la localisation
de leur mutation en uid 4 n’a été possible que par sélection aprés transduction
de Yalléle uidt (Tableau 6). En effet, ces souches dérivées de I’'Hfr H (K 12 S3000
de PInstitut Pasteur de Paris) se sont révélées résistantes & tout transfert génétique
et rebelles & I'infection lytique par le phage P 1, probablement & la suite de ’acquisi-
tion d’un facteur colicinogéne (M. Novel, résultats inédits).
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II1. Signification du locus wid A

a) Les mutants réverses des souches AJ 5 et AJ 8. Certains réverses Gurtd’AJ5
et I’AJ 8 possédent une glucuronidase thermosensible (Didier-Fichet ef al., 1968).
L’appartenance de ces deux mutations primaires au locus uid 4 est un premier
indice sur la nature structurale du géne ainsi localisé. Cependant 1’impossibilité
d’une étude génétique approfondie de ces souches nous a conduit & abandonner
leur étude et & rechercher des mutants réverses directement & partir des mutations
primaires.

b) Les mutants réverses & croissance thermosensible sur MgleU. Nous avons
obtenu des mutants réverses indépendants & partir des souches porteuses des
mutations uid A1, 4 et 6: le taux apparent de réversion est dans tous les cas
extrémement faible (environ 1 pour 10'° bactéries). De maniére inattendue, aucun
mutant n’est apparu & faible température (28° C) mais seulement 4 37° et 42° C.
Contrairement aux réverses des souches AJ5 et AJ 8 la biosynthése de la glucuron-
idase chez ces souches n’est jamais constitutive. Seuls les réverses de la mutation
uid A1 bien qu’obtenus & température élevée montrent une croissance thermo-
sensible en milieu solide sur MGlcU.

La localisation génétique de certaines de ces mutations réverses réveéle qu’elles
se sont produites commes les mutations originelles au locus wid 4 défini ici par sa
liaison — par conjugaison — avec le marqueur aro D (Tableau 7).

c¢) Etude du mutant réverse RN 183. Ce mutant a été obtenu & 37° C & partir
de la souche originelle GM291 (uid A1) en présence de NTG. Sur milieu solide,
sa croissance sur MGleU étudiée par répliques est fortement affaiblie & 42° C
comparée & 37° et 28° C. Sa croissance est normale et comparable & celle de la
souche sauvage P4 X sur Glucose aux trois températures. L’étude de la croissance
en milieu liquide est malheureusement perturbée aux fortes températures par la
thermosensibilité de la souche P4X (met B) et & toutes températures par la forte
répressibilité de la glucuronidase chez les deux souches aprés croissance sur un
milieu non induecteur.

La sensibilité thermique de la glucuronidase extraite de ce mutant est con-
sidérablement augmentée en comparaison de celle de l'enzyme de la souche
homologue sauvage (P4X) induite dans les mémes conditions par le MGleU.
A 58°C, température ot lenzyme des souches sauvages montre une demi-vie
d’environ 11 minutes (Didier-Fichet efal., 1968; Novel, résultats inédits), la
glucuronidase du RN 183 est complétement inactivée au cours des 5 premiéres
minutes d’exposition. A35° et 37° C, 'activité de I'enzyme sauvage n’est pratique-
ment pas abaissée méme aprés 50 minutes d’exposition: en comparaison, la
glueuronidase du RN 183 perd 60-—65% d’activité en 5 minutes (Fig. 4).

La cinétique d’inactivation de l'enzyme sauvage est exponentielle & 58° C
jusqwa 95% d’inactivation {Didier-Fichet ef al., 1968). Par confre, & 37°C
Penzyme du mutant est d’abord inactivée de maniére extrémement rapide pendant
les 10 premiéres minutes, ensuite et jusqu'a 96% d’inactivation Pactivité de
Penzyme décroit exponentiellement. A 35° C, cette phase exponentielle existe aussi
mais la courbe devient biphasique quand Pactivité résiduelle est inférieure & 10%.

L’apparition de telles courbes bi-(ou pluri-) phasiques dans les cinétiques
d’inactivation thermique ne refiéte pas obligatoirement I’existence de populations
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Fig. 4. Inactivation thermique de la f-D-glucuronidase. Cinétiques d’inactivation thermique
comparée d’extraits glucuronidasiques induits par MGlcU: de RN183 (—o— & 35°C;
—eo— & 37° C) de P4X (—n— 24 35°C; —a— 3 37°C)
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Fig. 5. Effet de la concentration en pNPGleU sur l'activité de la glucuronidase. La glucuron-

idase est extraite de la souche RN 183 (—e—), AJ5R1 (—o—) et GM 230 (—a-—). L’activité

mesurée pour chaque concentration de pNPGIleU est portée en pourcentage d’activité mesurée
& la concentration standard de pNPGleU (102 M)

moléculaires distinetes (Reiner, 1964 ; Jimeno-Abendano, 1968 ; Robert-Baudouy,
1971; Novel, résultats inédits). La protection des molécules enzymatiques par les
protéines inactivées peut expliquer 1’existence de telles phases. Dans la Fig. 4,
le déplacement du seuil d’inactivation exponentielle quand la température est
augmentée de 35° & 37° C est en faveur de I'existence d’un tel artefact.

La thermosensibilité si différente de Penzyme restaurée et de enzyme sauvage
pourrait laisser penser que la mutation réverse a permis 'expression d’une protéine
douée d’une activité nouvelle glucuronidasique. Pour tester cette hypothése,

nous avons comparé certaines propriétés biochimiques de cette enzyme avec celles
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Tableau 8. Constantes d’affinité de la glucuronidase pour le pNPGleU et constantes d’inhibition
de 'enzyme par le glucuronate en présence de pNPGlcU

Extrait glucuroni- Km Ki

dasique de la souche (pNPGleU) (glucuronate)
GM230 2,2 104 M (2) 0,810-2 M (1)
AJ5R1 2,310t M (3) 0,5 102 M (2)
RN 183 2,810 M (2) 0,7 102 M (1)

La glucuronidase est extraite de la souche inductible RN 183 et des souches constitutives
GM230 et AJ5R1. La détermination des Km a été réalisée graphiquement selon les
coordonnées de Lineweaver et Burk. L’échelle des concentrations de pNPGlcU employées
va de 102 M 4 102 M. La détermination des Ki a été faite directement selon le graphique de
Dixon (1953). La gamme de concentrations de glucuronate utilisée va de 145 102 M: celle
du pNGlcU de 1 & 4 10-*M. Les Km et les Ki sont définis dans les conditions standard du
dosage. Les nombres entre parenthéses indiquent le nombre d’essais effectués pour obtenir
la valeur donnée.

de la glucuronidase extraite — d’une part, d’'une souche sauvage pour le géne
wid 4 (GM230) — d’autre part, d’une souche réverse Gur* de la mutation uid 45
(AJ 5 R1). Chez ces deux derniéres souches, au contraire du RN 183, la biosynthése
de Penzyme est devenue constitutive (Didier-Fichet et al., 1968; Novel et Novel,
& paraitre).

La Fig. 5 montre que les courbes de saturation de ces enzymes par le pNPGleU
sont identiques; le Tableau 8 montre que les Km pour ce substrat sont trés com-
parables et que la constante d’inhibition de la glucuronidase par le glucuronate en
présence de pNPGleU est de méme ordre de grandeur pour les trois extraits
enzymatiques.

La similitude des propriétés des extraits glucuronidasiques de la souche
RN 183 et de deux autres souches différant entre elles en particulier par leur
thermosensibilité rend peu probable Phypothése de la synthése par réversion
d’une protéine nouvelle dotée de cette activité. Enfin, la localisation de la mutation
réverse du RN 183 au méme locus que la mutation primaire: en uid A (Tableau 7)
permet d’affirmer que les mutations étudiées réverse et primaire définissent bien
en ce locus le géne de structure de la glucuronidase.
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Note ajoutee sur les epreuves. La mutation man-1 portée par la souche K 63 a été obtenue
par P. Overath (communication personnelle): elle est par conséquent distincte des mutations
man déja localisées respectivement par A. L. Taylor et A. Markovitz (références ci-dessus).
Nous avons vérifié que la souche K 63 (man-1) présente un taux affaibli de synthése de la
phosphomanno-isomérase (PMI): le diziéme de I’activité mesurée chez une souche Man* (K 12:
Hifr H). Les cultures sur glucose & 30°, les extraits soniques et les dosages de la PMI ont été
réalisés selon Kang, S., Markovitz, A.; J. Bact, 93, 584-591 (1967).
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