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Mutan t s  of E.  coli K 12 Unab le  to  Grow on Methyl- /~-D-Glucuronide:  
Map Loca t ion  of u id  A .  Locus of the  S t ruc tu ra l  Gene of f i -D-Glucuronidase  

Summary.  Mutants of E. coli K t2 unable to grow on a fl-D-glucuronide (methyl-fi-D-glu- 
curonide) and yet able to grow on hexuronates have been isolated; they are deficient for the 
enzyme: fi-D-glucuronidase. By conjugation and transduction experiments, these mutations 
have been mapped in a locus uid A between man and arc D. No or weak cotransduction is 
found between arc and man: man is shifted from its precedent location to 30.5 minute very 
close to uid A (linked by 83 to 97 % of eotransduetion). The order of loci in this region appears 
to be: . . .phe S . . . p p s . . . a r o D . . . u i d A . . . m a n  . . . .  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 
~-glucuronidase. 

In t roduct ion 

La  f l -D-glucuronidase (fl-D-glucuronide g lucuronohydrolase ,  E.C. 3.2.1.31) 
est  la premi@re enzyme de la chaine de d6grada t ion  des hexuronides  et  hexurona tes  
(Fig. 1). Elle est  capable  d ' hyd ro lyse r  les ga lae turonides  comme les glucuronides  
en a l imen tan t  les enzymes suivantes  respec t ivement  en ga lac tu rona te  et  glucuro- 
nate .  Le m6thyl - f i -D-galac turonide  (MGalU) ne peu t  pas  servir  de source de 
carbone pour  la croissance d 'Escher i ch ia  coli: ee subs t ra t  n ' es t  p robab lemen t  pas  
induc teur  de la g lucuronidase  (Didier -Fichet  et  Stoeber,  1968). P a r  contre,  le 
m6thyl-f i -D-glucuronide (MGlcU) est une source de carbone pour  cet te  souche et  
un  indue teur  sa t i s fa isant  de cet te  enzyme.  Ce subs t ra t  indui t  aussi  les enzymes 
su ivantes  des deux r ameaux  de la voie d6grada t ive  des hexurona tes ;  ce t te  induc- 
t ion  est  s6quentielle:  elle n ' a  plus lieu chez un m u t a n t  d6pourvu de glucuronidase  
(on ignore cependant  s i c e  compos6 p6n6tre encore chez ce mutan t ) .  Les ant res  
compos6s, subs t ra t s  ou produi t s  des aut res  enzymes de la chaine (~ l ' excep t ion  du 
g lucurona te  fa ib lement  inducteur)  ne sont  pas inducteurs  de la g lucuronidase  chez 
la souche sauvage  (Baudouy-Rober t ,  Didier -Fichet ,  J imeno-Abendano ,  Novel,  
Por ta l i e r  et  Stoeber ,  1970). 

Ces r6sul ta ts  sugg6rent  que la g lucuronidase  a p p a r t i e n t  & un groupe de r6gula- 
t ion  d i s t inc t  de ceux des aut res  enzymes.  Divers  m u t a n t s  incapables  de crol t re  

* Ce m6moire sera inclus dans les travaux pr6sent6s pour l'obtention du grade de (~Docteur&s- 
Seiences~ £ l'Universit6 Claude Bernard de Lyon. 
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Fig. 1. Sch6ma m6tabolique de la d6gradation des hexuronides et hexuronates chez Escherichia 
coli K 12: UID = ~-D-glueuronide glucuronohydrolase; ISO = D-glueuronate c6tol-isom6rase; 

ALD = 2-c6to-3-d6soxy-6-P-glueonate aldolase 
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Fig. 2. Carte g6n6tique d'Escherichia coli K 12 selon Taylor (1970) 

sur MGlcU ont 6t6 isol6s et ~tudi6s. Nous avons propos6 provisirement le sigle gur 

comme symbole g6n6tique pour l'utilisation des hexuronides. Un certain nombre de 
mutations gut ont 6t6 localis6es sur la carte chromosomique d'Escherichia coli 

K 12 (Novel, Novel, Didier-Fichet et Stoeber, 1970); elles sont dispers6es en quatre 
loci (Fig. 2): 

gut B:  site de mutations £ effet simple ou pleiotrope pouvant affecter aussi 
le m6tabolisme d 'un certain nombre d'autres substrats earbon6s: ees mutations 
font l'objet d'une autre communication (Novel et Novel, £ paraitre). Le locus 
gur B e s t  plae6 £ la minute 64,5 entre str A et aro B. 

gut C: une mutation affectant la croissance sur MGlcU et sur ae6tate : localis6e 
prbs de gal (minute 17). 

gur D: locus caraet6ris6 par des mutations affcctant la croissance sur MGleU et 
parfois aussi l'activit6 isom6rasique; situ6 ~ l'origine de l 'Hfr G6 entre met C 
et arg G (Novel, r6sultats in6dits). 

gur A :  situ6 de mani~re pr6liminaire dans la r6gion : his (38 6me minute).. ,  trp 

(25 ~me minute). . .gal (17 6me minute), ce locus d6fini par plusieurs mutations 
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a f f e c t a n t  s e u l e m e n t  la cro issance  sur  M G l c U  a 6t6 locMis6 pa r  con jugMson  e t  

t r ~ n s d u c t i o n :  u n e  n o t e  pr61iminMre a d6j£ ~t6 publ i6e  sur  ce su je t  (Nove l  e t  N o v e l ,  

1971). L ' o b t e n t i o n  £ p a r t i r  de  cer tMnes  de  ces m u t a t i o n s  gur A de m u t a n t s  r6verses  

chez qu i  ]~ g lucu ron ida se  est  d e v e n u e  t h e r m o s e n s i b l e  sugg~re que  ce locus c o n t i e n t  

le g~ne de  s t r u c t u r e  de  ce t t e  enzyme .  Se lon  les r e c o m m a n d a t i o n s  de  D e m e r e c  et al. 

(1966) nous  p roposons  le n o u v e a u  sigle uid A p o u r  le s i te  de  ces m u t a t i o n s .  

Mater ie l  et m6thodes  

Nomenclature 

La nomenclature g6n6tique est celle de Taylor (1970). Les marqueurs nouveaux sont 
eda: 2-c~to-3-d6soxy-6-P-gluconate aldolase (Pouyss6gur, 1971) et uid A g~ne de structure de la 
fl-D-glucuronidase. No as conservons provisoirement le sigle gur pour les mutations dont nous 
ignorons encore ]a relation physiologique exaete les liant au m6tabolisme des hexuronides. 
Gur + et Gur- expriment ]a croissance ou la non-croissance sur MGlcU. 

Souches bactdriennes et phage 

Les souches employ6es dans cette 6rude d6rivent routes d'Escheriehia coli K 12 (Tableau 1). 
Elles proviennent des collections de J.  Puig, E. Wolhnan, F. Jacob, K.B.  Low, J .A.  Pittard, 
H.L.  Kornberg, P. Overath, A. BSck et B . J .  Bachmann. L'origine et la polarit~ d'injection 
des Hfr Mnsi que les principaux marqueurs utflis~s sont repr6sent6s darts la Fig. 2. A l'origine, 
un stock de phage P 1 kc nous a 6t6 fourni par J.  Puig. Au cours de ce travail, ce phage a 
6ventuellement ~t~ r6isol6 £ partir d'une plaque de lyse. 

Milieux de culture 

Le milieu mineral utilis~ est le milieu 63 (Sistrom, 1968). La thiamine-HC1 est ajout6e £ 
la concentration de 0,5 tzg/ml, les acides amin6s £ 100 ~zg/ml (forme L) l'ad~nine ~ 20 lzg/ml. 
Pour la souche aro D u~ilis6e, les concentrations optimales sont- D-L ph6nylalanine (80 ~g/ml), 
L-tyrosine (8 tzg/ml) e~ acide shikimique (0,7 mg/ml). La streptomycine est utilis6e £ la con- 
eentration de 200 ~g/ml. Les sources de carbone sont employSes ~ux concentrations suivantes: 
glucose (4--6 mg/ml), glyc6rol, mannose (2 mg/ml), MGlcU (1--2 mg/ml). 

Le milieu complet est le milieu L (Lennox, 1955) avec 5 rag/m] de NaC1, solidifi6 par 
12 rag/m] d'Agar Oxoid N ° 3 ou 6--7 mg/ml (g61ose molle). Le milieu de fermentation usuel est 
te milieu EMB (Eosine bleu de M6thyl~ne) avec 10 mg/ml du sucre analys6. 

Techniques gdndtiques 

Les con]ugaisons sont r6alis6es selon la m6thode classique de Jacob et Wollman (1961) 
(1 Hfr pour 20 F- ,  dur6e: 90 minutes £ 37 ° C). Eventuellement le milieu de conjugaison est 
centrifug~ et les bact4ries remises en suspension en milieu min6ral. Les transduetions: les 
stocks de P1 sont r6alis6s par lyse confiuente (Swanstrom et Adams, 1951) sur milieu L H- 
CaCl~ (5.10 -2 M). Lors des transductions (Lennox, t955) la culture de la souche r6ceptrice 
(5-10 s bact4ries/ml) regoit 5 '  10 -a M de CaC12 (20 minutes) avant d'6tre in[ect6e par le phage 
une multiplicit6 voisine de 1 (40 minutes ~ 20--25 ° C), le milieu de transduction est ~limin4 
par centrifugation et les bact~ries remises en suspension dans un milieu min6ral avant d'6tre 
6tal6es sur milieu s~lecteur. Pour l 'obtention de clones phe S + thermor6sistants (B5ck et Neid- 
hardt, 1967), les cultures sur milieu s61ecteur sont pr6incub6es plusieurs heures £ 32 ° avant  
d'6tre plac6es d6~initivement ~ 42 ° C. Analyse g~ndtique des recombinants: apr~s r6isoleraent sur 
le m6me milieu un clone de chaque recombinant est test6 par la m6thode des r6pliques pour 
les divers caract~res transmissibles. La lecture des croissances sur MGlcU est faite apr~s 
48 heures (37 ° C). Croisements avec des F': la souche F '  est r6colt6e en phase exponentielle et 
raise en contact avec nne 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 i. Description des souches utilis@es 

Souche Sexe Marqueurs g6ndtiques 0rigine 

~IfrH Hff 

P4X Hfr 

K1 Itfr 

KL16 Hff 

G6 HD 

PA601 F-  

PA309 

AB3302 

OM 146 

K63 

K6-1 

GM157 

NP 37 

KLF48/ 
KL 159 

KLF23/ 
KL181 

58.161 Sr 

F-  

F 

F-  

F 

F -  

F -  

Hfr (K 10) 

F '  

F '  

F -  

str-s 

str-s, met B, (2) + 

str-s, thr 

str.s 

str-s 

thr, leu, his, arg (EH) ,  pro 
(A ou B) ,  ade (pur E) ,  lac, gal b, 
mal A,  xyl, mtl, str-r 

thr, leu, his, arg (EH) ,  trp, lac, 
gal, real, xyl, mtl, str-r 

aro D, his, arg (EH) ,  lac, gal, 
xyl, mtl, str-r, Gur- 

(idem AB3302) Gur+ 

his, old D, man, gal, Str-r 

pro A,  aro D, arg A, thi, pp8, 
str-r, Gur- 

aro D, arg A,  (thi ?), pps, str.s, 
Gur + 

thi, RC (relaxed), phe S 5, str-s 

F148: his--->che A-aro D- 
Chrom: thi, his, aro D, pro A,  
rec A,  xyl 

F 123 : <--(rac)- (pyr F)-trp- 
Chrom: pyr D, rec A,  his, trp, 
thi, mtl, xyl, real A,  gal, str-r 

met t3, str-r 

E. Wollman (J. Puig) 

E. Wollman (J. Puig) 

E. Wollman (J. Puig) 

F. Jacob 

Institut Pasteur (Paris) 

E. Wollman (J. Puig) 

E. Wollman (J. Puig) 

J. A. Pittard 
(Huang et Pittard, 1967) 

recombinant Gur + : 
AB3302 × P1 (HfrH) 

P. Overath (J. Pouyss6gur) 

H.L. Kornberg 

recombinant pro + (his+) : 
ttfr G6 ×K6-1 

A. B6ck 

K. B. Low (B. J. Bachmann) 

K. B. Low (B. J. Bachmann) 

F. Jacob 

A314 

G~I241 

GM291 

TR 73 

TR88 

A J5  

MDl l  

Hfr 

F -  

Hfr 

Hfr 

Hfr 

(Hfr) 

F-  

(type PdX) eda-2 

(comme PA601) uid A 2  

(type P4X) uid A-1 

(type P4X) uid A-4 

(type PdX) uid A-6 

Mal, uid A-5, t~Galaeturonate-~), 
str-s 

met B, uid A-3, str-r 

mutant NTG de P4X (J. Jimeno 
et al. r6sultats in6dits; 
J. Pouyss6gur, 1971) 

mutant NTG de PA601 
(Novel et al., 1970) 

mutant HNO 2 de P4X 

origins: A 314; mutant spontan~ 
r~sistant £ l'empoisonnement 
(voir materiel et m6thodes); 
transduit eda + par P 1 (P4X) 

autre mutant ind~pendant obtenu 
comme r6sistant" transduit idem. 

mutant NTG (J. Jimeno, 1968) 
du K12 $3000 (HfrH) 

mutant NTG de la 58.161 Sr 
(M.L. Didier-Fichet, r6sul- 
tats in~dits) 
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Souehe Sexe Marqueurs g6n~tiques 0rigine 

A J 8  (Hfr) 

A J 8 R U 3  (Hfr) 
A J 8 R U 2  (H~r) 

aid A7, ((Galacturonate-~), 
(~ Glucuronate-~), str-s 

uid A,  str-s, (r6verses 
G_alacturonate+ et Glucurona~e+) 

mutant  NTG 
(idem. AJS) 

mutants r6verses obtenus sur glucu- 
ronate (M. L. Didier-Fiehet) 

$236 F -  thr, leu, arg (EH) ,  his, uid A- l ,  
trp, lac, real, xyl, mtl, str-r 

GM290 F -  c~ro D, arg (EH) ,  aid A- l ,  gal, 
lac, str-r 

$343 F -  aro D, arg (EH) ,  man, Gut +, 
g,al, lac 

$407 F -  man, uid A- l ,  str-s 

GM230 Hfr (type Hfr H) str-s, ~ G a l U  + 

A J 5 R 1  (Hfr) ~a l ,  uid A 5  - -  r6verse Gur +, 
(:Galacturonate-~), str-s 

RN183 t t f r  (type P4X)  
uid A1 - -  r~verse Gur + 

RS143 Hfr (type P4X)  
uid A d - -  r~verse Gur + 

RS141 Hfr (type P4X)  
uid A 6 - -  r6verse Gur + 

$482 F -  uid Ag, aro D 

$428 F -  aid A 6, aro D 

recombinant gal + (str-r) : 
PA309 × GM291 (uid A-l) .  

recombinant his+ (met B +) de la 
souche GM146 × GM291 (uid A.1) 

recombinant Gur +: G1~290 
(uid A- l )  × P 1  (K63: man) 

recombinant aro + (met B +) : 
$343 × GM291 (uid A- l )  

mutant  de l 'Hff  H 
(M.L. Didier-Fichet et G. Novel, 
r6sultats iu6dits) 

mutant  r6verse obtenu sur 
MGlcU (M.L. Didier-Fichet) 

mutant  NTG de GM 291 (uid A1)  

mutant  spontan6 de TR 73 (uid A 4) 

mutant  spontan6 de TR 88 (uidA 6) 

recombinant man +: S 343 × P 1 
(TR73) 

recombinant man +: de S 343 × P 1 
(TRS8) ~ 

Les  mutagen~ses 

A la nitrosoguanidin~ (NTG) (Adelberg, 5~andel et Chen, 1965): d6crite ailleurs (Novel et al., 
1970). A l'acide nitreux, (tIN02) (Schwartz et Beckwith, 1969). Une culture de l~ nuit sur 
milieu L(2.109 bact6ries/ml) est remise en suspension en tampon Ae6tate (pH 4,6--0,1 M) en 
pr6sence de NaNO~ (3.10 -s M) pendant 20 minutes ~ 37 ° sans agitation. La r6action cst 
arr~t6e par un execs de Tris-HC1 (pH 8,5--5.10 -2 5~) et le milieu 61imin6. Les baet6ries survi- 
vantes sont c~tiv6es une nuit en milieu 63 plus glucose puis transf~r6es sur 63-~MGleU. 
Apr~s 1,5 doublements, la p6nicilline (1000 U.I./ml) est ajout6e (Gorini et Kaufman, 1960) 
et l 'agitation maintenue 45 minutes. La p~nicilline est 61imin6e par lavages, les baet6ries dilu6es 
convenablement (survie inf6rieure £ 1% ) et 6tal6es sur milieu L. Les clones sont r6pliqu6s sur 
milieux g61os6s: glucose et ~GleU.  Les clones: glucose +, MGlcU- sont r6isol6s et analys6s. 

Obtention de mutants  rdsistant 5 l ' iuhibi t ion de eroissance sur  mi l ieu:  

glycdrol + MGlc  U 

La croissance d'une souche portant la mutation eda (Pouyss6gur, 1971) est inhib6e dans un 
milieu contenant une source earbon6c (glye6rol) et un hexuronate ou le gluconate. Des mutants 
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interrompns clans le m6tabolisme aman t  de l 'aldolase ne sont plus empoisonn6s par  l 'accumula- 
t ion de K D P G  (2-c6to-3-d6soxy-6-P-gluconate) (Pouyss6gur, 1971). L ' inhibi t ion de croissance 
a lieu aussi sur le milieu: glyc6rot-J- IVIGIoU. Des cultures ind6pendantes de la souche A 314 
(eda) pr6induRes ou non  par  le MGIoU sont  6tal6es sur milieu glyc6rol -1- MGlcU, et  incub6es 
42 ° C. Les clones r6sistants apparus sont analys6s ~. 42 ° et  33°C pour leur croissance sur: 
glye6rol 9- MGlcU, glye6rol -}- glueuronate et  glyc6rol -j- galacturonate.  Seuls sont conserv6s 
pour notre 6tude les clones r~sistant £ l 'empoisonnement  en pr6sence de MGleU et done 
susceptibles de n '~tre affeet6s clue pour l 'ut i l isat ion (perm6ation, hydrolyse ou r6gulation) de 
ce substrat .  Aueun de ces mu tan t s  r6isol6s n ' a  montr6 de ph6notype:  Gur-  thermosensible. 
Ces mu tan t s  demeur6s eda (et done ineapables de croitre sur MGlcU) sont, avan t  toute 6rude 
g6n6tique, t ransdui ts  eda + b, l 'aide d 'un  P 1 sauvage pour cette enzyme. 

Caractdrisation des mutants Gur- 

Les mutan t s  Gur-  sont caract~ris6s p a r : -  l 'absence de croissance sur milieu min6ral 
solide et  liquide, additionn~ de 1VIGlcU et une croissance normale dans les m~mes conditions 
sur glucose, glueuronate ou galacturonate (seuls certains mu tan t s  Gur B -  peuvent  ne pas 
croitre sur glucuronate et  galacturonate:  Novel, r6sultats in~dits). 
- -  l 'absence ou la tr~s faible prdsencc de gincnronidase dans les extraits  tolu~nis6s de ceUules 
induites par  un  ou deux passages sur MGlcU ell pr6sence de glyc6rol dans des conditions oh la 
souehe originelle sauvage montre  une activit6 sp6Cifiqne optimale. 
- -  le tes t  color6 ndgatif de l 'hydrolyse du p-nitroph6nyl-fl-D-glucuronide (pNPGlcU) sur 
milieu solide: gtyc6roI ~ MGIcU. Le pN~GleU peut  ~trc hydrolys6 par  l 'enzyme induite  au 
niveau de chaque clone isol~ e t ] e  p-ni~roph~nol libdr~ colore diff6rentiellement les clones oh 
l 'enzyme est pr6sente. Le p ~ P G l e U  (10 -3 M) est ajout~ en pr6sence d e  chloramph~nieol 
(50 [zg/ml) directement ou apr~s tolubnisation des clones: selon les conditions, la coloration se 
d~veloppe ins tantan~ment  o u c n  l 'espaee de quelques minutes.  

Dosage de la fl-glucuronidase 

La glucuronidase est dos6e en t ampon  phosphate  2-10 -2 M au p H  7,1 en pr6senee de 
2-mercapto6thanol 0,1 M (activateur de l 'enzyme: Stoeber, 1961; Didier-Fichet et  Stoeber, 
1968). La r6action consiste £ suivre l 'hydrolyse du pNPGlcU (10 -a M) £ 30 ° £ 405 nm. 

Produits chimiques 

Le m6thyl  fl-D-glucuronide utilis6 dans ee travail  a 6t6 synth~tis6 dans ce laboratoire 
par  Mile G. Montagn6 selon la m6thode d6crite par  Stoeber (1961). Les autres produits  sont  
commereiaux, 

Obtention et caractdrisation de rdverses Gut + 
Des cultures ind~pendantes de souches porteuses d 'une muta t ion  uid A cultiv6es pendant  

la nu i t  sur  milieu L sont  centrifug~es, tav~es et  eoncentr6es ell milieu 63. 0,1 ~ 0,2 ml  de la 
suspension est  ~tal6 sur milieu mineral  g~los6 -4- MGlcU. Eventuel lement ,  un  eristal de NTG 
est ajout6 clans la boite. L ' incubat ion des boites a lieu £ 28 °, 37 ° ou 42 ° C. L 'appar i t ion de 
clones est  suivie jusqu 'au  douzibme jour. Les clones Gur+ sont  r~isol6s sur m~me milieu ct  £ 
la m6me temp6rature.  L'analyse de leur eroissance sur MGlcU aux trois temperatures indiqu6es 
est faite par  r6pliques. L'indice de consti tutivit6 est  donn6 par  la coloration du pNPGleU sur 
milieu min6ral plus glyc6rol en l 'absenee du MGleU induct~ur. Pour  certains de ces mutan t s  
r6verses, l 'analyse de la croissance est  poursuivie en milieu liquide et  le dosage de la glueuron- 
idase r~alis6 aprbs tolu~nisation de cellulcs induites ou non induites. 

Extraction de la glucuronidase 

Les souches utilis6es sont  iuduites pour la glucuronidase ~ 37 ° pour le P4X et  £ 28 ° C 
pour la souche r6verse thermosensible: I~N 183. La r6colte a lieu en fin de phase exponentielle: 
los cellules sont  lav6es par  ccntrifugation et  remises en suspension en tampon phosphate  
2 . 1 0  -2 M (pH 7,1). 
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Les suspensions cellulaires dans ces essais contielment environ 5 £ 6 mg/ml de poids see 
bact6rien. Elles sont trait6es ~ l'oscillateur sonique (modUle CRIC) pendant 10 minutes £ 
0 ° C. Les d6bris eellulaires sont 61imin6s par centrifugation et les extraits stoek6s £ + 5 ° C 
avant utilisation. 

Inac t iva t ion  thermique de la glucurouidase 

Au temps z6ro, l 'extrait est dilu6 5 fois dans du tampon phosphate pr6incub6 £ la temp6ra- 
ture choisie. L'inactivation est arr~t~e par dilution (6 lois) d'une partie aliquote de l 'extrait 
dans le mgme tampon maintenu ~ 0 ° C. 

R ~ s u l t a t s  

1. Localisat ion gdndtique de la mutat ion  u id  A 1: m u t a n t  G M 2 9 1  

P a r  mutagen~se  £ l ' ac ide  n i t r eux  deux m u t a n t s  Gur-  demeur~s g lucurona te  + 
et  ga l ac tu rona t e  + ont  4t~ obtenus.  L ' ac t iv i t4  sp4cifique de la g lucuronidase  
ehez ces deux souches indui tes  pa r  deux cul tures  successives sur glyc6rol plus 
MGleU est inf6rieure ~ 1% de l ' ac t iv i t6  cor respondante  chez la souche sauvage  
(P4X). L ' u n  de ceux-ci  le GM291 a 4t4 5tudi6 en d~tail .  

Rdsultats de con]ugaison. Des cr0isements  pr~,liminaires du  m u t a n t  GM291 
(Hfr  : P4X,  met B ,  str-s, u id  A 1, lysog~ne pour  le phage  ~) avec des F -  marqu6es  
dans  la  r6gion:  h i s . . ,  t r p . . ,  ga l . . ,  et (t)+ on t  permis  de p lacer  ce t te  m u t a t i o n  en t re  
le locus his (38 ~me minute)  et  trp (25 ~me minute) .  U n  croisement  ul t4r ieur  de ce 
m u t a n t  avee la souche GM 146 (aro D,  his) mont re  une for te  l iaison entre  uid  A e t  

aro D et  sugg~re l 'o rdre  : 0 ( P 4 X ) . . . h i s . . . a r o  D . . . u i d  A (Tableau 2). 
La  local isa t ion pa r  eonjugaison in t e r rompue  des marqueurs  aro D (Taylor  e t  

Thoman,  1964) et  m a n  (Taylor  e t  Tro t te r ,  1967 ; Markovi tz ,  Sydiskis  e t  L ieberman,  
1967) £ p a r t i r  du  locus his n ' a  pas  d~fini l ' o rdre  r6el de ces loci. La  cons t ruc t ion  
d ' une  souche aro D~ m a n  ($343) nous a permis  de d6terminer  la p lace  exacte  des 
marqueurs  uti l is6s:  du  croisement  de $343 avec deux  I-I_fr de polar i t6  oppos~e 
Hfr  H e t  P 4 X  (Tableau  3) nous d~duisons l ' o rd re :  0 ( P 4 X ) . . .  h i s . . ,  aro D . . .  man .  

L a  place  d 'u id  A est donn4e p a r  le cro isement  en t re  le GM291 et  S 343: uid  A 1 

est  t r ansmis  chez 33 % des aro + et  90 % des man+; les r ecombinan t s  directs  m a n  + 

aro + sont  presque "~ous uid  A -  (97,5%); l ' ana lyse  des classes p a r m i  les recom- 
b inan t s  aro + (Tableau 3) est  conforme £ l ' o rd re :  0 ( P 4 X ) . . .  h i s . . ,  aro D . . .  u id  A . . .  
wT, an. 

Tableau 2. Ordre des marqueurs: his, aro D, uid d4termin~ par conjugaison 

Souche Souche Marqueurs Nombre 
4onatrice r6ceptrice s61ectionn6s analys6 
(Hff) (F-) 

Poureentage de transmission des 
marqueurs non s~lectionn~s 

met B his aroD uid 

GM291 GM 146 his + (met +) 54 

met B + his+ (str-r) 50 

his 

aro D aro + (met+) 55 

uid A-1 + aro + (str-r) 48 

his+ . 
str-s str-r aro+ (met +) 46 

- -  - -  28 33,5 

8 - -  20 26 

47 - -  71 

46 - -  58 

- -  - -  72 

23* 
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Tableau 3. Ordre des marqueurs de la r6gion his, aro D, uid, man, obtenu par conjugaison 

Souche Souche Marqueurs 
donatrice r6ceptrice s61ectionn6s 
(H/r) (F-) 

Nombre Pourcentage de transmission des 
marqueurs non s61ectionn6s 

aro uid man 

GM291 aro + (str-r) 208 - -  33 31 
(P4X) $343 [ m__an + (str-r) 129 73,5 90 - -  

HfrH S 343 I-~ro+ (str-r) 110 - -  73 

Analyse gdndtique des recombinants aro +, str-r (GM 291 × $343) 

Hombre Classes~ uid, man + uid+, man + uid, man uid +, man 
analys6 

125 47 3 6 69 

Si l'ordre est: ...aro D...uid A.. .man, la classe la moins repr6sent6e (uid+, man +) exige 
pour sa formation un double crossing-over. La proximit6 des deux marqueurs hid et man et en 
cons6quence la faible probabilit6 d'apparition d'un crossing-over entre eux, explique la 
faiblesse relative de la classe (uid, man). 

Rdsultats de transduction. Par transduction, nous avons r6ussi ~ relier aro D et 
uid A 1 (Tableau 4) ; mais le taux de cotransduction reste faible (entre 1 et 2 % ). 
Par contre, la transduction de l'all~le man + ~ partir du P1 (GM291: u i d A 1 )  
sur la souche K63 (man) montre que uid A 1  cotransduit tr6s fortement avec ce 
marqueur (93% de cotransduction). La place d'uid A ~ l'int6rieur du segment 
aro D.man est confirm6e par le r6sultat suivant: dans la transduction de la 
souehe GM290 (aro D, u i d A 1 )  par le P1 (K63: man) aucun recombinant aro + 

devenu uid + n'a acquis man +. Le Tableau 4 montre qu'£ aucun moment nous n'avons 
r6ussi ~ cotransduire aro D et man (En fair, d'autres r6sultats rapport6s plus 
loin montre que ces deux marqueurs sont cotransduetibles mais £ trbs faible 
fr6quence: Tableau 6). Nous avons v6rifi6 que conform6ment aux donn6es de 
Brice et Kornberg (1967) les marqueurs pps et aro D sont fortement cotransduc- 
tibles (Tableau 4). Par contre, uid A 1  ne cotransduit que faiblement avec pp8 
(2% d'uid + parmi les pps+). L'ordre des marqueurs pps . . . a ro  D . . . u i d  A 1 . . . e s t  

sugg6r6 par l'analyse des recombinants pp8 + (Tableau 5): la classe pps + (aro, uid A) 

non reprdsent6e n~cessiterait pour apparaitre la probabilit6 d 'un quadruple 
crossing-over. Chez les aro +, aucun quadruple crossing-over n'est exig6 et les deux 
classes faiblement repr6sent6es correspondent £ une faible cotransduction entre 
les marqueurs aro D, pps et uid A.  Ceci est confirm6 par l'absence de transmission 
de aro D et Tps parmi 117 clones man + et 147 uid + obtenus dans la transduction 
de la souche $407 ( u i d A 1 ,  man) par le P1 (GM157, aroD,  pps) (Tableau4). 

Tr6s r6cement, Russell et Pittard (1971) ont 6tabli avec la  souche K6-1 (pps) 
chez 3 mutants affect6s de mani~re thermosensible pour l'activit6 ph6nylalanyl- 
ARNt-synthdtase la cotransduction de leur mutation (38 44 et 43%) avec le 
marqueur aro D at leur appartenance probable au locus phe S d6fini par BSck et 
2~eidhardt (1967). Pour l'une de ces mutations, ils d6finissent l 'ordre.. .phe S . . .  
pps . . .aro  D. L'analyse des recombinants phe S + (Tableau 4) obtenus lors de 
transductions de la souche NP37 (phe S) par le P1 (GM290: aro D, u i d A 1 )  ou 
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Tableau 4. R6sultats des t ransductions coneernant  la muta t ion  uid A-1 
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Souche Souche Recom- Nombre 
donatrice r6ceptrice binants  
(1)1) s61ec- 

tionn6s 

Poureentage de transmission des 
caract~res non s61eetiorm6s 

phe S pps aro D uid m a ~ b  

GM291 K63  man + 218 
(uid A-I)  (man) 

K63 GM291 uid + 116 
(man) (uid A- l )  

93 

86 

GM291 GM146 aro + 245 - -  1,6 
(uid A- l )  (aroD) 

GM146 GM291 uid + 153 (<0,7)  a - -  
(aroD) (uidA-1)  

GM157 $407 man + 117 (<0,9)  (<0 ,9)  89 
(aro D, pps) (man, ui~4 A- l )  

$407 uid+ 147 (<0,7)  (<0 ,7)  - -  
(man, uid A- l )  

GM291 GM157 aro+ 434 88 - -  0,7 
(uid A- l )  (aro D, pps) 

GM 157 pps + 277 - -  77 2 
(aro D, Tps) 

m 

77 

K63 G31290 aro + 165 - -  2,5 
(man) (aro D, uid A- l )  

GM290 N-P37 phe + 97 - -  37 ( <  1) 
(aro D, uid A- l )  (phe S) 

S 407 N P  37 phe~ 43 - -  ( <  2) 
{man, uid A- l )  (phe S) 

(<0 ,6)  

(<2) 

a Les poureentages denn6s entre parenthgses ( ) n 'on t  qu 'une  valeur indicative: ils signifient 
que le marqueur  concern6 n 'a  pas 6t6 transmis parmi le nombre  de recombinants  s61eetionn6s. 

Tableau 5. Ordre g6n6tique des marqueurs ...pps, aro D, uid, d6termin6 par  t ransduct ion 

Souche Souche Marqueurs Nombre Marqueurs non s61eetionn6s 
donatrice r6ceptrice s61ec- analys6 
(P1) tionn6s pps +, uid + pps +, uid pps, uid + pps, uid 

GM291 GM 157 aro + 434 381 0 50 3 

uid -~ 
-~ aro D aro +, uid + aro +, uid aro, uid + aro, uid 

pps 
pps + 277 206 6 65 0 

La elasse non repr6sent6e (aro, uid) parmi  les pps + est conforme ~ l 'ordre: pps. . .aro. . .uid,  
une telle classe n6cessitant la ~ormation d 'un  quadruple crossing-over. Une elasse homologue 
ne peut  exister parmi [es aro + selon l 'ordre d6fini ci-dessus; la classe (pps, uid) serait compatible 
avee l 'ordre: aro ... pps ... uid, mais l 'absence des recombinants  (pps +, uid) ne serait  alors 
pas expliqu6e. 



328 

34 33 

G. Novel et M. Novel: 

32 31 30 29 

pheS pps aroD 

077- ! 
I 0,02 

! i 
i 

0 , 3 7  ~ ' ~  - i ~ < 0,0] 

uidA man pabB 

~.--0,91 

-~ - -0 ,81-~) ,  

i I 
t 
i 

< 0,01 ," t 

< 0101 ~ I  

Fig. 3. D6tail de la carte chromosomique d'Escherichia coli K 12 (de la minute 29 ~ la minute 34). 
Les distances entre marqueurs sont exprim@es en fr6quences de cotransdnction: l'extr6mit6 

fl6ch6e indique le marqueur non s@lectionn6 

par le P1 ($407: m a n ,  u i d  A 1) confirme la cotransduction de p h e  S avec aro  D 

(37% contre 33%: BSek et Neidhardt, 1967) mais ne montre aucun passage 
(0/97) d ' u i d  A 1 ni de m a n  (0/43). Ce r6sultat joint ~ ceux de Russell et Pit tard 
confirme que le segment p h e  S - p p s  est & l'ext6rieur du segment aro  D - u i d  A - m a n .  

E n  r d s u m d ,  nous avons localis6 la mutation u i d  A 1 sur la carte chromosomique 
d ' E s c h e r i c h i a  coli  K 12 : le locus u i d  A ainsi d6fini est fortement li6 au locus m a n  

et faiblement li6 ~ aro  D .  Par conjugaison et par transduction, nous avons montr6 
que la position relative de m a n  par rapport & aro  D 6fair incorreete (Taylor, 1970). 
Le d6placement de m a n  l'61oigne du marqueur o ld  D (minute 34): ce que con- 
firment les r6sultats de conjugaison obtenus avec ees deux marqueurs par Pouys- 
s6gur (1971) et l'absence de cotransduetion de ceux-ci (communication personnelle 
de P. Overath & J. Pouyss6gur). En prenant eomme point de r6f6rence aro  D 

(lui-m@me plat6 par conjugaison interrompue & la minute 32 £ partir du locus h i s )  

et selon les donn6es de Taylor et Trotter (1967), u i d  A e t  m a n  doivent se situer 
environ 1,5 minutes d ' a r o  D soit vers la minute 30,5, l'ordre des marqueurs 6rant: 
(Fig. 3) : h i s  . . . p h e  S . . . p p s  . . . a ro  D . . . u i d  A . . . m a n  . . . tr19. 

R d s u l t a t s  de  F - d u c t i o n .  Deux 6pisomes obtenus par K. B. Low (1968) et couvrant 
en partie la r6gion entre h i s  et t r p  ont 6t6 crois6s avee des souches porteuses des 
mutations aro  D ,  u i d  A 1 et man pour l 'obtention de clones sauvages pour ces 
marqueurs. 

Dans un croisement entre le F148 et la souche GM290 (aro  D ,  u i d  A 1 )  seule 
l 'obtention des aro  + est tr@s facile, celle des Gur + s'est av6r6e jusqu'£ pr6sent 
n6gative. Parmi 205 clones r6isol6s aro  +, aucun n'a jamais montr6 de ph6notype 
Gur +. De m@me, cet 6pisome trois6 avec la  souche $407 ( u i d A 1 ,  m a n )  n'a pas 
permis d'obtenir de clones m a n  + on Gur +. 

Le F 123 qui couvrirait los minutes 25 £ 29 est capable de former de nombreux 
clones t r p  + darts un croisement avee la souche S 233 ( trp ,  u i d  A 1) mais est incapable 
de rendre Gur + cette souche et man + la souche $407 ( m a n ,  u i d  A 1).  
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Tableau 6. Localisation par transdnction de diverses mutations u/d:  liaison avec m a n  e t  aro D 

Souche Souehe Marqueurs Nombre 
clonatrice r~cep~rice s~lec- analys6 
(P1) tionn~s 

Pourcentage de transmission 
des marqueurs non s41eetionn6s 

aro D u /d  m a n  

GM241 (a) 
(uid A 2) a 

GM241 (f) 
(u/d A 2 )  a 

M D l l  
(u/d A 3) 

T1~73 
(u/d A 4) 

TR 88 
(uid A 6) 

K63 man  + 98 91 - -  
S 343 m a n  + 192 ( ~ 0,5) b 83 - -  

aro + 153 - -  2 2 

K63 man+ 89 93 - -  
$343 m a n  + 42 (<2,5) 93 - -  

aro + 48 - -  (4) (2) 

K63 man + 93 97 - -  
S 343 m a n  + 12 (92) - -  

aro + 47 - -  (2) (2) 

S 343 m a n  + 221 0,5 93,5 - -  
aro + 232 - -  0,9 1 

$343 man + 96 ( <  1) 92 - -  
aro + 93 - -  (<1)  (<1)  

K63 

S 343 

S 343 

A J5  u/d+ 272 - -  73 
(u/d A 5) 

A J 5  u/d+ 171 (~0,6) - -  69,5 
(u/d A 5) 

A J 8 R U 3  u/d + 38 - -  68,5 
(uid A 7) 
A J  8 RU 2 u/d+ 33 - -  57,5 
(u/d A 7) 

GM291 K63 man+ 218 93 - -  
(u/d A 1) 

K 63 GM 291 u/d  + 116 - -  86 
(u/d A 1) 

GM291 GM146 aro + 245 - -  1,6 
(uid A 1) 

GM 157 S 407 man + 117 ( < 0,9) 89 - -  
(uid A 1 )  u /d  + 147 (<0,7) - -  77 

Les earaet~res int4ressants des souehes u / d A +  utilis6es sont: K63 (man) e t  $343 (man  
aro D). 
Les prineipaux r6su]tats de transduction concernant la mutat ion de r6f6renee: u / d A 1  
(Tableau 4) sont rappel6s ici pour comparaison. En  particulier, on note que la transduetion 
r6ciproque avec s61eetion uid+ diminue le taux de eotransduction entre m a n  e t  u /d  A .  
a GM241 (f) est un variant Mal + apparu lors des repiquages suceessifs de la souehe; 
GM241 (a) a l e  ph6notype originel Mal-. 
b Les valeurs entre parentheses ( ) ne sont donn6es qu'£ titre indicatif: n6gatives, elles 
signifient qu'aueun recombinant isol6 n 'a acquis le earaet~re cit6; positives, que le hombre 
de recombinants r6isol6s est trop faible pour que la valeur ealeul6e soit fortement signifieative 

L ' i n c a p a c i t 6  du  F 1 4 8  de  r e n d r e  Gur  + ou m a n  + la s o u ch e  $407  c o m m e  elle 

r e n d  aro  + la souche  G M 2 9 0  n ' e s t  pas  en  c o n t r a d i c t i o n  a v e c l a  n o u v e l l e  l oea l i s a t ion  

de  m a n  e t  d ' u i d  A ; o n  n e  p e u t  c e p e n d a n t  pas  exc lu re  q u e  ces  ca rac t~ re s  n4ga t i f s  
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Tableau 7. Localisation g~n~tique par conjugaison de mutations rdverses port~es par des 
mutants originellement uid A.  Comparaison avec la mutation u/d A 1 

Mutation Donneur Rdceptriee Recombinants Nombre Pourcentage de 
primaire Hfr (P4X) s~leetionn~s analys~ transmission du 

marqueur Gur + 
non sdleetionn~ 

uid A 1 RN 183 GM290 aro + 99 41 
(Gur +) (uid A 1, aro D) (met +, str.r) 

uid A 4 RS 143 S 482 aro + 44 48 
(Gur +) (uid A 4, aro D) (met +, str-r) 

uid A 6  RS141 $428 aro + 46 37 
(Gur+) (uid A 6, aro D) (met +, 8t-r) 

uid A+ P4X GM290 aro+ 64 45 
(uid A 1, aro D) (met +, str-r) 

Le pourcentage faible de cotransmission obtenu entre Gut + et aro D dans ces croisements 
n'est que le r~sultat de la double contre-s~lection utilis6e (met +, str-r), (comparer aux r~sultats 
des Tableaux 2 et 4) comme le montre le croisement t6moin entre le P4X sauvage et une des 
mutations n6gatives originelles uid A 1. 

r~sul tent  de d616tions a f i ec tan t  cer ta ins  g~nes de l '6pisome ou de propridt6s 
part icul i~res £ cet te  m u t a t i o n  m a n  (Markovi tz  et al., 1967). 

I I .  Local isat ion gdndtique d'autres mutat ions  u id  A 

D'au t r e s  mu ta t i ons  ind~pendantes  ava i en t  4t6 loealis~es de mani~re pr61i- 
mina i re  (Didier-Fichet ,  Novel ,  r6sul ta ts  non publi6s) dans  la rdgion m a i n t e n a n t  
dbfinie p a r  le locus uid  A .  L a  possibil i t6 de  rel ier  ce locus au marqueur  m a n  p a r  
un  t a u x  61ev6 de eo t ransdue t ion  a rendu  plus ais6e la loeal isat ion precise de ces 
muta t ions .  U n  s tock de phages  P 1 pr6par6 sur  chaque  m u t a n t  a servi  h t r ansdu i re  

l 'all~le m a n  + sur les souehes K 6 3  (man) ou $343 (aro D,  man)  (Tableau 6). 

Ainsi  Jut  v6rifi6 pour  4 m u t a n t s  ind~pendants  (uid A 2, 3, 4 et  6) qu ' i ls  ap- 
pa r t ena i en t  bien au  locus uid  A .  Le t a u x  de co t ransduc t ion  de ces mu ta t i ons  
avec man  + est tr~s 61ev6 (91 - -97%)  et  fa ible  avec aro D (1 - -2%) .  Dans  le cas 
des mu ta t i ons  uid  A 2, 3 et 4, le marqueu r  m a n  se r~v~le co t ransduc t ib le  £ faible  
fr~quence (1 £ 2% m a x i m u m )  avee le marqueur  s61eetionn6 aro +. Des 8 clones 
aro + m a n  + obtenus  lors de ces t ransduct ions ,  7 ont  regu l 'all~le uid  A du donneur  
( l 'unique aro + m a n  + uid  A + est issu du  donneur  uid  A 4). Ce r~sul ta t  confirme la  
place d 'u id  A ent re  aro D et  man.  

Quant  aux  souches A J 5  et  A J 8  ( J imeno-Abendano ,  1968) la local isat ion 
de leur  m u t a t i o n  en uid A n ' a  6t6 possible que pa r  s61ection apr~s t r ansduc t ion  
de l 'all6le uid  + (Tableau 6). E n  effet, ces souches d6riv6es de l 'Hf r  H (K12 $3000  
de l ' I n s t i t u t  Pa s t eu r  de Paris)  se sont  r6v616es r6sis tantes  ~ t ou t  t r ans fe r t  g6n6tique 
et  rebelles £ l ' in~ection ly t ique  pa r  le phage  P 1, p robab lemen t  ~ la sui te  de l 'acquisi-  
t ion  d ' n n  fae teur  colicinog6ne (M. Novel,  r6sul ta ts  in6dits).  
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I I I .  Signi/ication du locus uid A 

a) Les mutants rgverses des souches A J 5  et A J8.  Certains r~verses Gur + d ' A J 5  
et d ' A J  8 poss~dent une glucnronidase thermosensible (Didier-Fichet et al., 1968). 
L'appartenance de ces deux mutations primaires au locus uid A est un premier 
indite sur la nature structurale du g~ne ainsi localis6. Cependant l'impossibflit6 
d'une 6rude g6n~tique approfondie de ces souehes nous a conduit £ abandonner 
leur 6rude et ~ rechercher des mutants r6verses directement ~ partir des mutations 
primaires. 

b) Les mutants rdverses h croissance thermosensible sur MglcU. Nous avons 
obtenu des mutants r~verses ind6pendants ~ partir des souches porteuses des 
mutations uid A 1, 4 et 6: le taux apparent de r6version est dans tous Ies cas 
extr~mement faible (environ 1 pour 101° baet6ries). De mani~re inattendue, aucun 
mutant  n'est apparu £ faible temperature (28 ° C) mais seulement £ 37 ° et 42 ° C. 
Contrairement aux r6verses des sonches A J  5 et A J  8 la biosynth~se de la glucuron- 
idase chez ces souches n'est jamais constitutive. Seuls les r6verses de la mutation 
uid A 1 bien qu'obtenus £ temp6rature 41ev4e montrent une croissance thermo- 
sensible en milieu solide sur MGlcU. 

La localisation g,~n~tique de eertaines de ees mutations r~verses r~v~le qu'elles 
se sont produites commes les mutations originelles au locus uid A d6fini ici par sa 
liaison - -  par conjugaison - -  avec le marqueur aro D (Tableau 7). 

c) Etude du mutant rdverse RN183. Ce mutant  a 6t6 obtenu £ 37 ° C £ partir 
de la souche origine]le GM291 (uid A 1) en pr4sence de NTG. Sur milieu solide, 
sa eroissance sur MGlcU 6tudi6e pai r r~pliques est fortement affaiblie ~ 42°C 
eompar6e £ 37 ° et 28 ° C. Sa croissance est normale et comparable £ celle de la 
souche sauvage P 4 X  sur Glucose aux trois temp6ratures. L'~tude de la croissance 
en milieu liqnide es$ malheureusement perturb~e aux fortes temp6ratures par la 
thermosensibflit~ de la souche P 4 X  (met B) et £ routes temp6ratures par la forte 
r6pressibflit~ de la glucuronidase chez les deux souches apr~s croissance sur un 
milieu non inducteur. 

La sensibilit~ thermique de la glucuronidase extraite de ce mutant  est con- 
sid4rablement augment~e en comparaison de celle de l 'enzyme de la souche 
homologue sauvage (P4X) induite dans les m~mes conditions par le MGlcU. 
A 58 ° C, temperature oh l 'enzyme des souches sauvages montre une demi-vie 
d'environ 11 minutes (Didier-Fichetetal., 1968; Novel, r6sultats in6dits), la 
glucuronidase du RN183 est compl~tement inactiv~e au cours des 5 premieres 
minutes d'exposition. A35 ° et 37 ° C, l'activit~ de l 'enzyme sauvage n'est pratique- 
ment pas abaiss~e m~me apr~s 50 minutes d'exposition: en comparaison, la 
glucuronidase du RN 183 perd 60--65% d'activit4 en 5 minutes (Fig. 4). 

L~ cin4tique d'inactivation de l 'enzyme sauvage est exponentielle ~ 58°C 
jusqu'~ 95% d'inactivation (Didier-Fichetetal., 1968). Par contre, ~ 37°C 
l'enzyme du mutant  est d'abord inactiv4e de mani~re extr~mement rapide pendant 
les 10 premieres minutes, ensuite et jusqu'£ 96% d'inactivation l'activit~ de 
l 'enzyme d4croit exponentiellement. A 35 ° C, cette phase exponentielle existe aussi 
mais la courbe devient biphasique quand l'activit6 r4siduelle est inf~rieure ~ 10 %. 

L'apparition de telles eourbes bi-(ou plurL) phasiques dans les cin4tiques 
d'inaetivation thermique ne refl6te pas obligatoirement l'existence de populations 
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Fig. 4. Inactivation thermique de la ~-D-glucuronidase. Cin6tiques d'inactivation thermique 
compar6e d'extraits glucuronidasiques induits par MGlcU: de RN183 ( - - o - -  £ 35 ° C; 
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Fig. 5. Effet de la concentration en pNPGlcU sur l'activit6 de la glucuronidase. La glucuron- 
idase est extraite de la souche RN183 ( - - . - - ) ,  AJ5R1 ( - -o - - )  et GM230 ( - - , - - ) .  L'aetivit6 
mesur6e pour chaque concentration de pNPGlcU est port6e en pourcentage d'activit6 mesur6e 

la concentration standard de pNPGlcU (10 -a M) 

mol6culaires d is t inc tes  (Reiner,  1964; J imeno-Abendano ,  1968; Robe r t -Ba udouy ,  
1971 ; Novel ,  r6sul ta ts  in6dits).  La  p ro tec t ion  des mol6cules enzymat iques  p a r  les 
prot6ines inact iv6es peu t  expl iquer  l ' ex is tence  de telles phases.  Dans  la Fig.  4, 
le d6placement  du scull d ' i nac t i va t i on  exponent ie l le  quand  la t emp6ra tu re  est  
augment6e  de 35 ° £ 37 ° C est  en faveur  de l ' ex is tence  d ' u n  te l  a r tefac t .  

La  thermosensibi l i t6  si diff6rente de l ' enzyme res taur6e et  de l ' enzyme sauvage  
pour ra i t  laisser penser  que la m u t a t i o n  r6verse a permis  l ' express ion d ' une  prot6ine 
dou6e d ' une  act ivi t6  nouvel le  glucuronidasique.  Pour  tes te r  ee t te  hypoth6se ,  
nous avons compar~ certaines propri6t6s biochimiques de cet te  enzyme avec celles 
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Tableau 8. Constantes d'affinit6 de la glucuronidase pour le pNPGlcU et constantes d'inhibition 
de l'enzyme par le glucuronate el1 pr@senee de pNPGlcU 

Extrait glucuroni- Km Ki 
dasique de la souche (pNPGlcU) (glucuronate) 

GM230 2,2 10 -4 M (2) 0,8 10 -2 M (1) 
AJ5R1 2,3 10 -~ M (3) 0,5 10 -2 M (2) 
RN183 2,8 10 4 M (2) 0,7 10 -2 M (1) 

La glucuronidase est extraite de la souche inductible RN183 et des souches constitutives 
GM230 et AJ5R1. La d6termination des Km a 6t6 r6alis6e graphiquement selon les 
coordorm6es de Lineweaver et Burk. L'6chelle des concentrations de pNPGlcU employ6es 
va de 10 -4 M & 10 -3 M. La d6termination des Ki a 6t6 faite directement salon le grapbique de 
Dixon (1953). La gamme de concentrations de glucuronate utilis6e va de 1 £ 5 10 -2 M: eelle 
du pNGlcU de 1 ~ 4 10-~M. Les Kin et les Ki sent d6finis dans les conditions standard du 
dosage. Les hombres entre parenthgses indiquent le nombre d'essais effectu6s pour obtenir 
la valeur donn6e. 

de la glucuronidase extrai te - -  d 'une  part ,  d ' une  souche sauvage pour  le g6ne 

uid A (GM230) - -  d ' au t re  part ,  d 'une  souehe r6verse Gur + de la m u t a t i o n  uid A 5 
(AJ5  1~ 1). Chez ces deux dernibres souches, au eontraire du R N  183, la biosynthbse 
de l ' enzyme est devenue const i tut ive (Didier-Fiehet et al., 1968 ; Novel et Novel, 
& paraitre).  

La Fig. 5 mont re  que ms courbes de sa tura t ion  de ees enzymes par  le pNPGIcU 
sont  ident iques;  le Tableau  8 mont re  que les K m  pour  ce subs t ra t  sont  tr6s corn- 

parables et que la eonstante  d ' inh ib i t ion  de la glueuronidase par  le glueuronate  en 
pr6senee de p N P G l c U  est de mgme ordre de grandeur  pour  les trois extrai ts  
enzymatiques.  

La simil i tude des propri6t6s des extrai ts  glueuronidasiques de la souche 
1~N183 et de deux autres souehes diff6rant entre elles an part ieulier  par  leur 
thermosensibil i t6 rend peu probable l 'hypoth6se de la synth6se par  r6version 

d ' une  prot6ine nouvelle dot6e de eette aetivit6. Enfin,  la loealisation de la m u t a t i o n  
r6verse du R N  183 au re@me locus que la mu ta t i on  primaire:  en uid A (Tableau 7) 
permet  d 'aff irmer qne les muta t ions  6tudi6es r6verse et primaire d6finissent bien 
en ce locus le g6ne de s t ructure  de la glucuronidase. 
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Note a]outee sur les zpreuves. La mutation man-1 port6e par la souche K 63 a 6t6 obtenue 
par P. Overath (communication personnelle) : elle est par cons6quent distincf~ des mutations 
man d6jg localis6es respeetivement par A. L. Taylor et A. Markovitz (r6f6renees ci-dessus). 
Nous avons v6rifi6 que la souche K 63 (man-l) pr6sente un taux affaibli de synthbse de la 
phosphomanno-isom6rase (PMI) : le dizibme de l'activit6 mesur6e chez une souche Man + (K 12: 
ttfr H). Les cultures sur glucose g 30 °, les extraits soniques et les dosages de la PMI ont 6t6 
r6alis6s selon Kang, S., Markovitz, A. ; J. Bact. 98, 584-591 (1967). 
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