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levansucrase of Bacillus subtilis Marburg

Summary. The structural gene sacB encoding B. subtilis le-
vansucrase, a secreted enzyme, expresses in E. coli. E. coli
hosts of the sacB gene are poisoned by sucrose. This proper-
ty allowed a powerful selection of mutants affected in the
cloned gene.

The plasmidic mutations were readily introduced in the
B. subtilis chromosome. Using a collection of plasmids
bearing various deletions extending in sacB we developed
a technique of deletion mapping based on plasmid integra-
tion in the chromosome of B. subtilis. A generalization of
this technique is discussed.

Résumé. Le géne de structure sacB d’une enzyme sécrétée
de Bacillus subtilis, 1a 1évane-saccharase, a été cloné dans
Escherichia coli et 8y exprime (Gay et coll. 1983). Les sou-
ches d’E. coli qui synthétisent la 1évane-saccharase sont in-
toxiquées par le saccharose. Cette propriété a permis la
mise au point d’un crible sélectif d’isolement de mutants
affectés dans le géne sacB cloné. Les mutations plasmidi-
ques dans sacB peuvent aisément étre introduites dans le
chromosome de B. subiilis. Par ailleurs, une série de plasmi-
des portant des fragments plus ou moins longs de sacB
ont été construits, qui peuvent s’intégrer dans le chromo-
some de B. subtilis et étre utilisés pour réaliser la cartogra-
phie par délétion de sacB. L’adapatation de cette technique
a létude d’autres génes ou groupes de génes de B. subtilis
est briévement discutée.

Introduction

La lévane-saccharase est une enzyme sécrétée par Bacillus
subtilis qui catalyse le transfert du fructose a partir du sac-
charose sur divers accepteurs tels que 'eau — réaction d’hy-
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drolyse — ou les 1évanes — réaction d’élongation des 1évanes.
La synthése de la lévane-saccharase, dirigée par son géne
de structure sacB, est inductible par le saccharose et obéit
a plusieurs régulations: une régulation spécifique, altérée
notamment par des mutations dans un locus régulateur
sacR, voisin de sacB, mutations qui rendent constitutive
cette synthése; une régulation commune & I'ensemble des
protéines impliquées dans le métabolisme du saccharose;
et enfin une régulation non spécifique affectant de nom-
breuses autres fonctions cellulaires sans rapport avec le mé-
tabolisme du saccharose (Lepesant et coll. 1976). Cette der-
niére régulation a été mise en évidence par les mutations
pléiotropes du locus sacU (pap) qui affectent le niveau de
synthése de la lévane saccharase, de deux protéases exocel-
lulaires et de ’a-amylase et altérent diverses fonctions cellu-
laires telles que la synthése des flagelles et le déclenchement
de la sporulation (Kunst et coll. 1974; Steinmetz et coll.
1977). Le mode d’action et la signification de cette régula-
tion pléiotrope sont encore complétement inconnus.

L’étude de la régulation de la synthése de la lévane-
saccharase et de sa sécrétion passe, entre autres, par l'isole-
ment de mutants affectés dans sacB et par la cartographie
des mutations correspondantes. Or, il n’existe pas de phé-
notype sélectif connu associé a la présence et/ou a 'absence
de lévane-saccharase active chez B. subtilis: il existe seule-
ment un phénotype visible sur milieu solide, la synthése
de lévanes en présence de saccharose (Lepesant et coll.
1974). Ceci rend laborieux isolement de mutants affectés
dans sacB. Cette absence de caractére sélectif associé 4 la
synthése de la lévane saccharase et I'absence de marqueur
sélectif 1ié en transformation a sacB font que la cartographie
des mutations sacB~ ne peut étre réalisée que par transduc-
tion par le phage PBS1. Cette méthode permet de localiser
sans ambiguité les différentes mutations abolissant la syn-
thése de la lévane-saccharase dans trois loci distincts, le
géne sacB et les loci régulateurs sacS et sacU (Lepesant
et coll. 1972) mais ne permet pas la cartographie précise
des différentes mutations de ces loci. Récemment, sacB et
la région régulatrice adjacente sacR ont été clonés dans
E. coli. Le géne sacB a pu étre localisé précisément sur
I’ADN cloné par comparaison de la structure primaire de
la lévane-saccharase avec la carte de restriction. Ce géne
sexprime dans E. coli (Gay et coll. 1983). L’obtention de
ce clone a permis de tourner les difficultés résumées ci-
dessus: nous décrivons dans cet article une méthode aisée
d’isolement de mutants affectés dans le géne sacB inséré
dans pBR 325 et une technique précise de cartographie par
délétion de sacB, opérationnelle dans B. subtilis.
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Fig. 1. Carte des insertions des plasmides construits in vitro ou
sélectionnés in vivo. Les insertions issues du génome de B. subrilis
(via pLS7) sont figurées par un trait gras, le vecteur plasmidique
par un trait fin. Les cartouches hachurées correspondent au maté-
riel deléete. C, E, H, Hp, K, P et Ps désignent les sites Clal, EcoRI,
Hindlll, Hpal, Kpnl, Poull et Pst] respectivement. Les sites souli-
gnés sont ceux ayant directement servi a la génération du plasmide.
La fléche ondulante positionne et donne Porientation du géne sacB;
la partie du géne codant pour I’éventuelle séquence signal est en
pointillé

Matériel et méthodes

Plasmides et souches bactériennes. L’isolement de A1LSC66
a partir d’une banque d’ADN de B. subtilis dans 4 Charon
4 et la construction & partir de ALSC66 et des plasmides
pH4 et pBR325 des plasmides pLS1 a pLS8 ont été précé-
demment décrits. pLS8 porte le géne de structure sacB de
la lévane-saccharase et la région régulatrice adjacente sacR
(Gay et coll. 1983). Le plasmide pJH101 est un don de F.
Ferrari. C’est un dérivé de pBR322 qui porte le géne de
résistance au chloramphénicol de pC194, fonctionnel dans
E. coli et dans B. subtilis, mais qui ne se réplique que dans
E. coli (Ferrari et coll. 1982). Les plasmides que nous avons
construits ou isolés pour cette étude sont décrits sur la fig. 1.
Constructions de plasmides: pLS12, 13 et 14, insertions de
fragments HindIII de pLS7 dans pJH101; pLS17 et 18,
insertion d’un fragment Clal de pLS8 dans pJH101; pL.S20
et pLS21, délétions EcoRI et Clal, respectivement, de
pLS14; pLS22, délétion partielle Clal de pLS14 (digestion
partielle par Clal, ligation et digestion du produit ligaturé
par Kpnl avant transformation); pLS19, insertion d’un
fragment EcoRI de pLS7 dans pLS14; pLS25, délétion
Poull de pLS19; pLS26 double délétion par Poull et Hpal
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Tableau 1. Souches bactériennes

Souches de B. subtilis Marburg?

QB2060  sacR®2  sacB204 cysB3 Gay et coll.
(1983)

QB165 sacA321 sacS°2  trpC2  hisAl F. Kunst et
J. Lepesant

QB174 sacA321 sacS°2 trpC2 F. Kunst et
J. Lepesant

QB1057 sacA321 sacS2 trpC2  sacB91  F. Kunst et
J. Lepesant

QB1058 sacA321 sacS°2  wrpC2  sacB197 F. Kunst et
J. Lepesant

CS 41 sacA321 sacS2  trpC2  sacB4l  ce travail

448 448
Souches d’E. coli K12
GC4446  gall gal2 sti® O. Huisman®

a

Signification des génotypes des souches de B. subtilis d’aprés
Lepesant et coll. (1976): sac4321 mutation abolissant la synthése
de saccharase endocellulaire; sacS°2 mutation rendant constitu-
tive la synthése de la 1évane-saccharase, non liée & sacB; sacR2
mutation rendant constitutive la synthése de la lévane-saccha-
rase, liée a sacB; sacB91, sacB197 et sacB204, mutations dans
sacB induites a 'E.M.S dans B. subtilis

® Transductant lac® de la souche 594 (Thomas et coll. 1966)

de pLS19 avec reclonage d’un fragment Pyull— Hpal in-
terne; pLS27, produit de délétion totale par Puull et par-
tielle par Hpal de pLS19. pLS50 est un dérivé spontané
de pLS19 qui porte une séquence IS/ insérée a4 quelques
dizaines de nucléotides de la fin du géne sacB. Il a été
isole par sélection de mutants spontanés de GC4446
(pLS19) ayant recouvré une certaine résistance 4 la tétracy-
cline (5 pg/ml) perdue par Pinsertion dans le site HindIII
de pJH101. GC4446 (pLS50) a en outre une résistance ac-
crue au chloramphénicol et synthétise plus de lévane-sac-
charase que GC4446 (pLS19). Ce phénotype pléiotrope est
mal compris mais pourrait résulter du fait que pLS50 est
présent a un plus grand nombre de copies par cellule que
pLS19. Le mode d’obtention de pLS56, 57 et 60, produits
de délétion in vivo de pLS50, est décrit dans la fin de la
section Résultats et discussion. Les souches bactériennes uti-
lisées sont décrites dans le tableau 1.

Milieux et techniques génétiques. Les conditions et milieux
de transformation d’E. coli et B. subtilis, les techniques de
préparation des ADN plasmidiques et chromosomiques et
d’analyse de restriction des plasmides ont été précédemment
décrits (Gay et coll. 1983).

La mutagénése in vitro par ’hydroxylamine du plasmide
pLS8 a été réalisée comme décrit par Hashimoto et Sekigu-
chi (1976); la souche GC4446 est transformée par le plas-
mide mutagénisé et les transformants Cm® sélectionnés; ces
transformants sont répliqués sur milieu LB + AP ce qui per-
met de repérer et de compter les mutants ApS et ainsi de
mesurer I'efficacité de la mutagénése. Le mode de repérage
des mutants affectés dans sacB est décrit dans Résultats
et discussion. A partir de la méme préparation de plasmide
mutagénisé sont réalisées des transformations indépendan-
tes qui permettent I'isolement de mutants indépendants.

Lactivité de la lévane-saccharase synthétisée par les
souches d’E. coli porteuses de pL.S8 ou de ses dérivés mutés
peut étre révélée sur milieu solide par un test adapté du
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Fig. 2. Colonies Lev?t et Lev™. Sur milieu SGHCM les colonies
synthétisant une lévane-saccharase sauvage s’entourent d’une bulle
de 1évanes visible au bout de 36 h de croissance a 37° C

test mis au point pour B. subtilis par Lepesant et coll.
(1972). Aprés 24 h de croissance a 37° C sur milien solide
M63 + glycérol + CM (25 pg/ml) les colonies sont: 1) recou-
vertes par pulvérisation avec un mélange de lysozyme
(10 mg/ml) et ’EDTA (107*M) et incubées 30 min a
37° C; 2) recouvertes avec une solution de saccharose
(1,5 M) et incubées 60 min & 37° C; 3) recouvertes avec
le réactif du glucose GOD-Perid (Boehringer). Un halo vert
autour des colonies révéle le glucose produit & partir du
saccharose par la lévane-saccharase. Ce halo apparait en
1 min autour des colonies de GC4446 (pLS8) et est invisible
autour des colonies GC4446 (pBR325), méme au bout de
2 h. Ce test est semi-quantitatif; un faible halo vert est visi-
ble au bout d’une a 2 h autour des clones mutés de GC4446
(pLS8) qui synthétisent une activité lévane-saccharase resi-
duelle 10 a 50 fois plus faible que les clones non mutés.

L’identification sur milieu solide des colonies de B. sub-
tilis synthétisant la lévane-saccharase se fait sur milieu SG,
milieu minéral plus saccharose ou les colonies sauvages
synthétisent des lévanes (Gay et coll. 1982). Le milieu
SGHCM est le milieu SG additionné de chloramphénicol
(5 pg/ml), de tryptophane (20 pug/m) et d’hydrolysat de ca-
séine (500 pg/ml). T permet la sélection des transformants
Cm® de B. subtilis et Uidentification et éventuellement le
comptage parmi eux des colonies synthétisant ou non des
lévanes et donc une lévane-saccharase sauvage ou non
(fig. 2).

L’introduction dans B. subtilis des mutations de sacB
induites sur pLS8 est réalisée par congression: une suspen-
sion pré-compétente de la souche QB165 est diluée dans
le milieu de compétence en présence d’ADN plasmidique
et d’une quantité limitante ¢ ADN de QB174, dérivé isoge-
nique His™ de QB1635, et les transformés His™ sont sélec-
tionnés sur milieu SG + tryptophane (20 pg/ml) ou peuvent
8tre repérés les doubles transformés His™ Lev™ ayant acquis
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Fig. 3. Effet toxique du saccharose sur la souche GC4446 (pL.S8).
Les souches GC4446 (pLS8) et GC4446 (pBR325) ont été cutivées
en milieu LB +CM et la densité optique des cultures mesurée par
un colorimétre Klett. (| addition de saccharose; a, ® ¢t w densité
optique de GC4446 (pLS8) additionnée de saccharose 150 mM et
60 mM et sans addition de saccharose; A et o, comptage des bacté-
ries viables des cultures de GC4446 (pLS8) additionnée ou non
de saccharose (150 mM). Les courbes de croissance de GC4446
(pBR325) additionnée ou non de saccharose (150 mM) et de
GC4446 (pl.S8) additionné de saccharose (30 mM) ne sont pas
représentées, elles sont trés semblables 4 celles de GC4446 (pLS8)
sans addition de saccharose

la mutation du plasmide. Pratiquement, avec une quantité
d’ADN plasmidique suffisante pour réduire par compéti-
tion le nombre de transformés His™ d’un facteur 20 4 100
par rapport 2 un témoin sans ADN plasmidique, 10% a
40% des transformés His™ sont aussi Lev™.

Résulats et discussion

Toxicité du saccharose pour les souches d’E. coli
synthétisant la lévane saccharase

Il a été montré précédemment que les souches d’E. coli
porteuses du plasmide pLS8 synthétisent la 1évane-saccha-
rase (Gay et coll. 1983). En milieu liquide, LB+CM, la
vitesse de croissance de la souche GC4446 (pLS8) est sem-
blable a celle de la souche GC4446 (pBR325). L’addition
de saccharose a un effet toxique sur la premiére, mais n’af-
fecte pas la deuxiéme. L’addition de saccharose (150 mM)
est suivie 40 4 60 min plus tard d’une lyse rapide mise en
évidence par la chute de densité optique et confirmée par
observation microscopique. Cette lyse affecte en 30 min
40% a 70% de la population, puis se poursuit 4 une vitesse
beaucoup plus lente (fig. 3). Le comptage des bactéries via-
bles par étalement sur milieu solide LB+ CM montre que
C’est en fait la quasi-totalité de la population qui est empoi-
sonnée de maniére irréversible. L’addition de saccharose
4 des concentrations plus faibles (60 mM et 100 mM) donne
licu & des empoisonnements plus lents.

Le mécanisme biochimique de cette intoxication n’est
pas connu avec certitude. Il est probable que la lévane-
saccharase synthétise des lévanes a partir du saccharose
dans le périplasme ou méme le cytoplasme d’E. coli, encom-



brant les cellules, un peu comme le font les dextrines accu-
mulées dans le cytoplasme des mutants d’E. coli dépourvus
de maltodextrine phosphorylase et cultivés en présence de
maltose (Schwartz 1967). Mais la synthése d’un poison se-
condaire différent des 1évanes ne peut étre exclue; la 1évane-
saccharase est une transfructosylase capable d’additionner
des résidus fructose sur une grande variéte de molécules
acceptrices (Rapoport et Dedonder 1963). L’empoisonne-
ment pourrait étre di a ’addition de fructose sur une molé-
cule acceptrice de nature inconne, cette molécule modifiée
étant détournée de sa fonction physiclogique. La localisa-
tion cellulaire de cette intoxication n’est pas connue non
plus. Certes, les enzymes exocellulaires de bacillacées telles
que la pénicillinase et o-amylase, dont les génes de struc-
ture ont été clonés dans E. coli et s’y expriment, sont sécré-
tées dans le périplasme (Gray et Chang 1981; Imanaka et-
coll. 1981; Cornelis et coll. 1982) mais la situation semble
moins simple pour la 1évane-saccharase: 'enzyme est pré-
sente dans le périplasme comme dans le cytoplasme (Rain-
Guion, résultats non publiés). Or, bien qu'E. coli K12 ne
posséde pas de sytéme de transport spécifique du saccha-
rose, une diffusion passive ou méme un transport actif non
spécifique ne peuvent étre exclus aux concentrations de sac-
charose utilisées pour obtenir 'empoisonnement (60 mM
ou 150 mM).

Isolement de mutants spontanés résistants
au saccharose

L’observation décrite ci-dessus a été mise a profit pour iso-
ler des mutants insensibles au saccharose. L’étalement d’une
suspension de GC4446 (pL.S8) sur milieu LB4+CM +SAC
(60 mM) permet d’isoler des mutants spontanés chez les-
quels on détecte peu ou pas d’activité lévane-saccharase
par le test sur milieu solide. La fréquence apparente de
mutants spontanés obtenus dans ces conditions est anorma-
lement élevée, de 'ordre de 10~ %, Cette observation refléte
probablement le fait qu'une fraction de la population non
mutante peut échapper transitoirement 4 la lyse, faire quel-
ques cycles de division et produire des clones mutants.

Les plasmides ont été extraits de 18 de ces mutants spon-
tanés et réintroduits par transformation dans GC4446. Les
transformants correspondants & 10 mutants sont indistinga-
bles des mutants d’origine. Les mutations correspondantes
sont donc plasmidiques. L’analyse par digestion Hin-
dIII des plasmides mutés montre qu’ils sont tous porteurs
d’une séquence d’insertion de type IS de 700 & 1400 paires
de bases. Deux séquences IS7 et deux séquences IS2 ont
été identifices et localisées par leur taille et la présence et
la position de sites d’enzyme de restriction caractéristiques:
780 paires de bases et un site PsiI pour IS7 (Ohtsubo et
Ohtsubo 1978); 1350 paires de bases, un site HindIII et
un site Hpal pour IS2 (Ghosal et coll. 1979). Les six autres
séquences IS ont une taille d’environ 1300 paires de bases
mais ne portent pas de sites HindIII et Pstl: elles se distin-
guent donc d’IS7 et IS2 mais aussi d’IS3 qui porte deux
sites HindIIl et un site PsiI (Sommer et coll. 1979). Elles
portent toutes un site EcoRI, ce qui les distinguent d’IS4
(Klaer et Starlinger 1980) et pour certaines d’entre elles,
un site Bg/ll comme la séquence IS5 (Lusky et coll. 1980).
11 s’agit donc de séquences IS5 et/ou de séquences d’inser-
tion inconnues ou de variants de séquences d’insertions
connues. Toutes ces 10 séquences IS sont insérées dans le
segment de 1,3 kb correspondant au géne sacB et se répar-

141

tissent sur toute la longueur de ce géne. Ceci confirme que
la toxicité du saccharose pour la souche GC4446 (pL.S8)
est bien due a la synthése de 1évane-saccharase par cette
souche.

Les autres mutations conférant la résistance au saccha-
rose sont trés vraisemblablement chromosomiques: le plas-
mide abrité par les mutants correspondant est indistingable
de pLS8; extrait de ces mutants et réintroduit dans GC4446,
il lui confére le phénotype Ap® Cm® Sac® de la souche
GC4446 (pLS8) d’origine. Huit mutants de ce type ont été
caracteérisés sommairement; leur résistance au saccharose
n’est pas absolue; contrairement aux mutants du premier
type, leur croissance et leur survie est affectée par des
concentrations élevées en saccharose (> 100 mM) et ils pro-
duisent des quantités faibles mais détectables de lévane-
saccharase; de plus, sept d’entre eux présentent une résis-
tance diminuée 4 'ampicilline mais une résistance au chlo-
ramphénicol inaltérée. Il est tentant de penser qu'il s’agit
la de mutations affectant pléiotropiquement la sécrétion de
la f-lactamase et de la 1évane-saccharase mais d’autres inter-
prétations sont possibles.

Mutagenése in vitro de pL.S8

L’isolement de mutants spontanés de GC4446 (pLS8) résis-
tants au saccharose a montré que la grande majorité des
mutations spontanées correspondantes étaient soit chromo-
somiques, soit le fait d’insertions d’élthents IS. Or, nous
sommes particuliérement intéressés a isoler des mutations
ponctuelles dans sacB cloné dans pBR325 qui puissent don-
ner des informations sur les éléments de séquence primaire
de la lévane saccharase plus ou moins spécifiquement impli-
qués dans ses propriétés catalytiques et/ou sa capacité a
étre sécrétée. C'est pourquoi nous avons utilisé une techni-
que de mutagénése in vitro de plasmides dont on sait qu’elle
est susceptible d’induire des mutations ponctuelles. La
transformation de GC4446 par une préparation de plasmide
incubée 24 h en présence d’hydroxylamine donne des trans-
formés Cm® dont 0,5% sont sensibles a 'ampicilline et 2%
résistants au saccharose et capables de pousser sur milieu
LB+ CM+SAC (60 mM). Environ la moitié de ces mutants
présentent un phénotype “leaky”: ils synthétisent encore
des quantités réduites de lévane-saccharase et sont sensibles
4 des concentrations élevées de saccharose (150 mM). Huit
mutants ayant perdu quasiment toute activité lévane-sac-
charase ont été plus particuliérement étudiés. Les plasmides
correspondants (nommés pLS41 & pLL.S48) ont été préparés;
réintroduits dans GC4446 par transformation, ils conférent
a cette souche les propriétés des clones mutants d’origine;
les mutations sont donc, comme attendu, plasmidiques;
analysés par digestion par Hindl1l, ces plasmides sont indis-
tinguables de pLS8: ils ne contiennent pas d’insertion et
portent donc trés vraisemblablement des mutations ponc-
tuelles. Ces huit mutations ont été introduites dans la sou-
che QB165 de B. subtilis. Les souches CS41 & CS48 qui
portent les mutations sacB des plasmides pL.S41 4 pL.S48
synthétisent des quantités de lévane-saccharase nulles ou
tres inférieures 4 ce que synthétisent QB165: sur milieu SG,
milieu minéral solide contenant du saccharose (60 mM),
ils ne synthétisent pas ou pratiquement pas de lévanes.

Cartographie des mutations du géne sacB

Les dérives de pJH101 qui portent un fragment d’ADN
de B. subtilis peuvent, contrairement a4 pJH101, transformer
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Fig. 4a, b. Intégration dans le chromosome de B. subtilis
des dérivés de pJH101. a intégration “mutagéne” de
pLS12. b intégration non mutagene et utilisation
cartographique potentielle: si alléle sauvage d’une
mutation sacB est situé sur I'insertion de pLS22, une
partie des événements de recombinaison entre pLLS22 et le
chromosome d’une souche sacB (événements de type I)
produisent des transformants Cm® Lev*. (Abbreviations
et symboles: LS™, LS, LS4: signifient que le géne
gouverne la synthése d’une 1évane saccharase sauvage,
mutée et tronquée respectiverment; autres symboles: voir
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cette bactérie pour la résistance au chloramphénicol. Il a
été montré que les plasmides de ce type s’intégraient dans
le chromosome par un événement de recombinaison de type
Campbell entre leur insertion et la région homologue du
chromosome (Haldenwang et coll. 1980; Ferrari et coll.
1982). Selon la nature de Iinsertion, deux types d’utilisa-
tions découlent de cette propriété:

— Si Iinsertion correspond a un fragment interne a un
géne, c’est 4 dire ne comprend ni le début, ni la fin de
ce géne, l'intégration du plasmide correspondant dans ce
géne revient a4 une mutation par insertion (fig. 4a). Plusieurs
auteurs ont souligné I'intérét pratique que peuvent avoir
de tels plasmides chez B. subtilis pour identifier le phé-

notype correspondant a Pinactivation totale d’un géne et
préciser les limites d’une unité de transcription, c’est a dire
réaliser chez B. subtilis ce qui peut I'étre chez E. coli grice
aux transposons (Niaudet et coll. 1982; Ferrari et coll.
1982). Ainsi, quand une souche Lev"' telle que QB165 est
transformée par les plasmides pLS12 ou pLS18, 'ensemble
des recombinants Cm® sont de phénotype Lev ™. Ces deux
plasmides portent des insertions qui correspondent a des
fragments internes du géne sacB (fig. 1). Le pouvoir muta-
géne par insertion de ces plasmides ne fait que confirmer
la localisation de sacB.

— D’autres dérivés de pJH101 que nous avons construits
portent une extrémité et une seule de sacB. Comme le mon-



Tableau 2. Transformation des souches sacB~ de B. subtilis par
différents dérivés de pJH101*

Plasmides Souches réceptrices”
trans-

formants

CS42

Q
w2
~
=
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® Les transformants Cm® sont sélectionnés sur milieu SGHCM
ol les éventuels recombinants Cm® Lev* sont repérés (4 = pré-
sence de recombinants Lev'; — =absence de recombinants
Lev™ (< 1%p0); n=croisement non réalisé)

A titre d’exemple, 6 prototypes donnant des résultats différents.
Les 5 autres mutations testées donnent des résultats identiques
a I'un ou l'autre de ces prototypes, voir fig. 5

tre la fig. 4b, ils peuvent théoriquement étre utilisés comme
un systéme de localisation par délétion des mutations de
sacB dans B. subtilis. Nous avons montré que c’était le
cas; des mutants sacB ont été transformés par ces plasmides
et les tranformants Cm® sélectionnés sur milien SGHCM
ol peuvent étre repérés les éventuels doubles tranformants
Cm® Lev" (fig. 2). Les résultats obtenus, décrits sur le ta-
blean 2, montrent que: 1) les alléles sauvages correspondant
aux 11 mutations testées sont portés par pLS14 qui contient
inséré 93% du géne sacB; 2) comme attendu, quand Ialléle
sauvage d’une mutation donnée est porté par un plasmide
contenant une insertion donnée, il n’est pas porté par les
plasmides contenant une insertion sans recouvrement avec
la premiére. Pour trois sites de restriction situés dans sacB,
les sites Poull et HindIII et le site Clal le plus central nous
disposons de deux plasmides complémentaires portant insé-
rées les parties de sacB situées en amont et en aval du
site (fig. 1). Ces trois paires de plasmides complémentaires
permettent donc de définir quatre domaines distincts de
sacB dans lesquels nous avons pu localiser toutes les muta-
tions étudiées sauf une, sacB42. (L’ambiguité sur la localisa-
tion de cette mutation est significative des limites de la tech-
nique utilisée mais aussi de I’effectif de recombinants analy-
sés; en effet, dans un croisement mettant en jeu un mutant
sacB et un plasmide porteur de I"alléle sacB™, la fréquence
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des recombinants Lev' diminue avec la distance séparant
I'alléle sacB™ de la fin de Iinsertion du plasmide). Pour
certaines des dix mutations localisées sans ambiguité dans
un domaine donné, il est possible de préciser cette localisa-
tion & l'aide des plasmides dont nous ne possédons pas
de complémentaire; ainsi les trois mutations situées en
amont du site Poull sont de plus en amont du site EcoRI.
Une carte peut étre proposée a partir de ces données (fig. 5).

La batterie de plasmides utilisée peut encore étre com-
plétée, par d’autres produits de délétion fabriqués in vitro
a partir de pLS14 et pLS19 mais aussi par des produits
de délétion in vivo obtenus a partir du plasmide pL.S50.
Ce plasmide porte un géne sacB qui s’exprime dans E. coli,
comme pLS8, et une sequence IS7 a quelques dizaines de
nucléotides de la fin de ce géne. GC4446 (pLS50) est,
comme GC4446 (pLS8), sensible au saccharose et il est pos-
sible d’isoler des mutants spontanés Sac® de ceite souche.
La majorité des mutations correspondantes sont, comme
prévu (Reif et Saedler 1975) des délétions s’étendant plus
ou moins loin dans sacB, et au dela, et partant toutes de
I'IS1. Trois produits de délétion in vivo de pLS50 (pLS56,
pLS57 et pLS60 fig. 1) ont été isolés dont les délétions s’é-
tendent jusqu’en trois points différents situés entre le site
HindIII et le site Clal central. Ces trois plasmides délétés
ont permis d’établir ordre des 4 mutations du domaine
Clal-HindIII présenté sur la carte de la fig. 5.

La technique de cartographie par délétion que nous
avons mise au point s’apparente formellement a des techni-
ques utilisées depuis plusieurs dizaines d’années chez E. coli
et ses phages (Benzer 1959; Shapiro et Adhya 1969; Hat-
field et coll. 1969) mais elle est originale chez B. subtilis.
La construction de la batterie de plasmides que nous avons
réalisée nécessitait de disposer de données d’analyse de res-
triction relativement approfondies. Cependant, des infor-
mations qui peuvent &tre utiles et suffisantes pour certains
types d’¢tudes peuvent étre tirées de 1’utilisation d’un nom-
bre de plasmides moins important: en effet, comme le sug-
gere la fig. 4b, il devrait théoriquement étre possible d utili-
ser le pourcentage de recombinants Cm® Lev*' obtenu dans
un croisement par transformation entre un mutant sacB~
et un plasmide porteur de P'alléle sacB* comme une mesure
de la distance génétique séparant cet alléle de la fin de
I'insertion issue du chromosome de B. subtilis de ce plas-
mide. Bt c’est effectivement le cas: ainsi les pourcentages
de recombinants Cm® Lev* obtenus dans les transforma-
tions de CS41, CS42, QB1058, CS46 et CS47 par le plasmide
pLS14 4 une concentration limitante sont de 31%, 28%,
23%, 8%, et 4% respectivement et permettent donc de pré-
dire un ordre de mutations sacB correspondantes identiques
a celui obtenu par la méthode par délétion. Mais il est
évident que cette derniére méthode est plus siire.

sac R

Fig. 5. Carte de sacB. Le géne sacB est représenté par un
trait gras, son éventuelle séquence signal en pointillé et les
insertions des 12 plasmides de localisation par un trait
simple. Les frontiéres des 4 domaines sont aussi figurées
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Le travail que nous avons effectué s’inscrit dans un pro-
jet de cartographie structurale et fonctionnelle de sacB, géne
de structure d’une enzyme sécrétée de Bacillacée et sera
donc particuliérement utile pour localiser trés précisément
les mutations situées dans ce géne. L’outil de localisation
précis et slir que nous avons mis au point devrait permettre
de simplifier le travail de séquengage nucléotidique des mu-
tations les plus intéressantes.
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