Du génome aux phénotypes :
comment les caractéres héréditaires sont-ils contiés ?
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ou

le géne est une unité de fonction qui peut muter.
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Elles sont « naturelles » ou provoquées par les age mutagenes.
Les conditions de milieu peuvent révéler la diverg génétique qui provient de ces erreurs.

Les exemples que nous venons d'analyser nous touplaeticulierement car ils concernent ce qui nofsresse au
plus haut point... c’est a dire 'Homme.... NOUS!

Mais la génétigue humaineest un domaine dans lequel les recherches fondalesront encore deombreuses
limites. En effet, pour étudier la transmission d’'une gatérité chez 'homme, il faut tout d’abord repéter sujet
atteint et connaitre sa famille (parents, grandsrga, fréres et soeurs souvereu nombreuxce qui est un handicap
pour les études génétiques). Il faut ensuite aaalpaites ces personnes. Cela est déja difficile.

De plus, la limitation essentielle est 'imposdiRilde réaliser les mariages a la demande desimqréateurs !!! (1).
Pour la génétique, comme pour beaucoup d’autresaith@® de la recherche fondamentale en biologiestildonc
nécessaire de se tourner vers des organismes lipapks faciles a étudier si 'on veut découvris deis générales,

pouvant ensuite étre utilisées pour des rechemhgliquées , par exemple pour les maladies humaines

Les modelesles plus utilisés en génétique sont la bactésnerichia coli et ses virus, la drosophile, la souris et la
levure de boulangerie espéce que nous allons maintenant étudier.

1. Microbiologie de la levure.

1.1. Cycle et techniques de culture.

Les levures sont des microbes (2) du groupe desmilgaons ascomycetes.
La figure 30 illustre le cycle complet deléavure de boulangerie

La premiere particularité importante que I'on sgoéra est la possibilité de la cultiver sous fornaploide ou
diploide.

Dans les deux cas, la levure se multiplie par beamgement : au plan moléculaire, cela correspamteaeproduction
a l'identique, par réplication semi conservativd’deDN lors des phénomeénes de la mitose (chag@r

Il se forme urclone ensemble de cellules toutes identiques, haplaidetploides selon le cas.

La culture de la levure se fait au laboratoiresdaées conditions trés reproductibles camilieu synthétique a été mis
au point : des sels minéraux, quelques vitamingsii@ source de carbone organique (par exempleiene)set une
source d’'azote (par exemple du sulfate d'ammonidim (

Ce milieu synthétique est qualifié deinimum : si on lui retire un seul de ses constituants idtiplication de la
souche de référenceour lequel il a été mis au point n'est plus possi



Figure 30: cycle de la levure.
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(1) : Quoique les amateurs de « détail » pourraieémhaginer.

(2) : Les microbes sont tout simplement ... dessétte petite taille, virus, bactéries, champignalgues. On ne doit pas faire I'équivalenc
« microbe = bactérie » trop souvent faite.

(3) : Une vitamine est une substance qu’un étrantiest incapable de synthétiser a partir des munts qu'il utilise. Le milieu de culture ou le
nutriments doivent donc en comporter une source.

(4) : Le carbone sous forme minérale (C, CO2 ete.peut étre assimilé par Irétérotrophescomme la levure. Les
autotrophes peuvent le faire (exemple : les plantes et latgymthése). Des probléemes du méme type se retibu
pour I'azote (la levure peut utiliser de I'azotendmial ou organique, par exemple des acides ajiné
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Lorsque la culture est réalisée en milleide, les cellules sont dispersées. Cela permet deesliéwolution de la
culture en fonction du temps : grace a un spebttgmetre, on mesure le nombre de cellules qpregtortionnel a la
densité optique.

On observe trois phases distinctes (figure 31).Taibord, le nombre de cellules ensemencées ridies il s'agit
d'une phase de latencependant laquelle les cellules s’adaptent aux cmmditde culture d’un nouveau milieu. Puis le
nombre de cellules augmente trés rapidement agitstle laphase exponentiellechaque cellule se divisant toutes les
70 minutes,ce qui représentetéenps de génération Enfin on observe un arrét de la multiplicationdelre, di a la
fois a un épuisement des nutriments et a I'accumounlale déchets plus ou moins toxiques: c’egiHase stationnaire
(5). En coordonnées semi-logarithmiques, la croiss@xponentielle est figurée par une droite. lentsssement puis

| ‘arrét de la multiplication s ‘observe aprés wertain délai, ce que | ‘on constate par une expéeemenée plus
longtemps, par exemple dans la partie droite diglae.

Le milieu peut étre rendsolide par I'adjonction de gélose (6) et disposé danshaées de Pétri (7 ). On peut alors
déposer une petite quantité de solution contemsrielures (de I'ordre de 0,1 ml) a la surfacemdieu. Puis on étale
avec un petit rateau de verre soigneusement séérlliela permet de séparer les cellules les usesuties.

Par contre, les descendantes de chaque celluntesiglutinées et forment ucelonie, aprés 28 a 48 heures. Lorsque
le nombre de cellules dispersées sur une boiteépasde pas le millier, les colonies sont individéals. Lorsque le
nombre dépasse 1000, les colonies sont confluehfesment un tapis. En pratique, on se limite @rem 300 colonies
par boite.

Cette technique permet par exemple de dénombremidore de levures contenu dans une solution.

1.2. Méthode des répliques.

Une boite de pétri a la surface de laquelle sevantuides colonies est appliquée sur un disque hbeingestérilisé,
disposé sur un cylindre métallique. Des levurestiue colonie se déposent sur le velours d'olomie » fidéle.
On applique successivement plusieurs boites viesgese velours. Des levures retenues par les lesilguittent et se
déposent sur le milieu des nouvelles boites a t@haxact de chaque colonie d'origine. Aprés uarjde culture,
quelques levures de chaque clone transféré a gartie boite- mérese multiplient et donnendlesrépliques (figure
32). Compte tenu de la fidélité de la réplication sepmnservative, une colonie de la boite mére et dda@ntes qui en
dérivent par répliques sont composées d'individirségjquement identiques.

Toutes ces techniques, utilisant le milieu liquidele milieu solide permettent d’étudier des popoie de levures, en
définissant des propriétés d'une cellule graceldsérvation du ou des clones qui en descendent.

(5) : Sil'on attend plus longtemps les celluliessEent par mourir. Au laboratoire, on retarde m®ment en conservant les cultures au froid. Si [fon
veut conserver des cultures trés longtemps onlpdaire a condition de passer a un froid asseZqnd. Cette cryoconservation nécessite la mis¢ au
point de milieux de conservation trés particuliers.

(6) : La gélose est un élément non assimilablelgmtevures : son adjonction ne modifie pas leppéés métaboliques du milieu synthétique.

(7) : Une boite de Pétri mesure en général de B ard de diametre et elle est haute de quelquesw@nes. Elle peut étre en verre ou en plastiqu
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Figure 31: multiplication en milieu liquide
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2.Les conditions de milieu peuvent révéler une hét  érogénéité naturelle.

Dans le chapitre précédent, nous avons vu quedpslations naturelles (encart 15) sont hétérogenaspeut se
demander si les souches cultivées au laboratoiserié également. L'expérience qui suit répond tée cguestion et
permet d ‘ envisager le rdle du milieu sur la cosifion des populations des étres vivants.

La multiplication de la souche de référence deudevest inhibée par des substances trés diversesne la
canavanine, molécule de structure proche de celleatginine (8). Sur un milieu additionné de ceamaine, ( 20 mg /
ml) on n'observe aucune colonie , tant que Bencontente d’étaler un nombre de celluiésieur a 16. La
souche de référencee levure est dite sensiblea la canavanine ».

Par contre, on repére en moyenne 4 colonies par losque I'on étale 1%cellules.

Cette différence se révéle d’emblééréditaire. En effet, si on préléve des cellules de I'un ds clones, et qu'on en
étale sur du milieu solide lui aussi contenantalednavanine , tout se passe comme si toutes llatesalu clone

d'origine présentaient le caractére de résistanaales sont capables de transmettre cette caisiziae a leurs
descendants. On a donc isolé des souch@sigtantesa la canavanine ».

Il est trés important de remarquer que le maintilentette caractéristique n’exige pas la préseostnuelle de I'agent
qui a permis le repérage initial : si I'on cultivee souche résistante sur un milgans canavanine , les individus sont
tous potentiellement « résistants » : on le moatrées mettant en présence de canavanine .

Ces rares individus « résistants » (de maniéreéditéire) se distinguent de la  majorité des irdlisi
« sensibles » de la souche de référence : opfedla desnutants (9).

On peut interpréter leur existence en imaginantlgugibstance ajoutée au milieu minimum provoquehamgement
héréditaire chez quelques individus.

Nous allons voir que cette hypothése n ‘est pasitae grace a une expérience simple mais speata;ukendue
possible par la technique des répliques.

(8) : on parle d’ analogues car les deux substances sont confondues paeledes lors de la synthése peptidique.

(9): nous sommes passés du terme « variants » dpitod précédent a celui de « mutants » : ici, @t €ir qu ‘il s ‘agit  d ‘un caractéerd
héréditaire, alors que cela n ‘était pas prouvé slécas des anémies, car on ne disposait pasé@esatpgies nécessaires a cette conclusion.




Encart 15 : Populations naturelles et souche de référence.

Nous touchons la un point de nomenclature trés itapbcar la souche de référence constitue I'étglarpermet de
lui comparer d’autres souches.

Historiguement, les comparaisons ont d’abord étédavis a vis de laouche sauvage’est a dire d’individus de
laboratoire issus d'un prélévement dansature. Cependant, nous avons vu que la régle habitdeBepopulations
naturelles est d’étre polymorphes. Parler de sosahgage n’a donc guére de sens puisqu’il peukistee autant que
de souches constituées a partir d’'individus deatane eux-mémes différents.

On peut contourner cette difficulté en parlansdache sauvage de référencpour bien indiquer que I'on n ‘ est pas
dupe de I'absence d'unicité globale des populatiwatsirelles. Il s’agit alors d’'une souche consgt@épartir d'un
échantillonnageeffectué par I'expérimentateur dans la nature.

Le mieux est de rechercher la plus grande homotggepéssible en restreignant le nombre de génitéidéal est de
n'utiliser qu'un couple et de se mettre dans deaditions de consanguinité les plus strictes possiblLa
nomenclature la plus simple et la moins porteusereliirs est alors celle qui figure ici: dauche de référencest
celle qui, au laboratoire, est homogéne et dont msnies les autres. Cette précaution oratoiréngstrtante, bien
souvent. Si elle n'est pas faite dans d'autres ages, cela est di au poids des habitudes : il daadoir ces
remarques en téte a chaque fois qu’on lira, diraasira le terme de « souche sauvage ».

Toutes ces remarques sont valables non seulementgsosouches mais aussi pourdéguencepolypeptidiques ou
nucléiques : cette fois, la variabilité individele pose plus aucun probléme, puisque I'étaloniresteul typede
séquence.

Figure 33: le caractére « résistant » n ‘est pas lié a la@sence de canavanine.

chaque colonie "résistante"
sert a ensemencer

un tube de

milieu minirmum

AN

\
-G 6 4 09

&
M 10
cellules

1 2 3 |4

L e S R
2.103 cellules de chaque tube sont ensemencées
sur un milieu contenant de la canavanine

l

! 1 |
& EE

on ohserve des colonies confluentes




3. Des individus mutants existent  avant la mise en présence de I'agent sélectif.

On étale 1B cellules sur une boite de milieu minimum. A pad# cette boite, on effectue cing répliques suiemil
contenant de la canavanine : on observe 4 colaieshacune des répliques, ce qui correspond aréérdes
mutants. Si I'on répéte de nombreuses fois cefpgrance, le nombre de colonies résistantes pae bodre peut
varier (10) mais le nombre de colonies résistagsésoujours le méme dans une série de répliques.

D’autre part’emplacement des colonies résistantes est toujouts méme sur les répliques d'une méme boite
mere (figure 34).

La seule interprétation que I'on puisse faire de ebservations est la deuxiéme hypothese : leantsuexistent
avant la mise en présence de I'agent sélectif. En efflet sanavanine créait les mutants, il n'y a aucraigon pour
que leur nombre ne varie pas du tout d’'une répliguautre. D’autre part aucune explication ne paiirrendre
compte du repérage de mutants au ménuroit des répliques

4. La production de mutants peut étre quantitativem ent modifiée

Nous allons voir maintenant queeXpérimentateur peut intervenir sur la production méme des mutaants
augmentant leur fréquence

4.1. action des agents mutagénes

Les cellules disposent d’arsenaux enzymatiqueséparent les éventuels dégats que peut subir I' ADNou qui
contrélent la fidélité de la réplication semi convsgive (11). Cependant certaines substances chesigacridines,
HNO,, aminoptérine, 5 bromo-uracile) ou certains raymnents (RX, UV ...) peuvent modifier directemefDN
ou perturber sa réplication (12). Lorsqu’il y a nfimation de la séquence de I' ADN, il peut y avonodification
d’'un polypeptide. Celle-ci entraine éventuellemeées conséquences au niveau des caractéres, salasckde des
événements biochimiques que nous avons déja disetigue nous étudierons en détail dans le chagitvant.

(20) : lorsque la valeur moyenne sur un trés granchbre est égale a 4 , on observe parfois 3 caldnies , rarement 1 ou 6 : les amateurs de
loi de Poisson s 'y retrouveront facilement

a

(21): il est inutile de se souvenir des détail:dwit simplement retenir que | ‘action des pragunutagénes est parfaitement connue , comnpe le
montre | ‘encart 17.

(22) : pour plus de précisions, voir un ouvragebitechimie.




Figure 34: des individus résistants préexistent a la misengprésence de canavanine.
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Encart 16 :la _mutation n ‘est pas un phénoméne mvstéméla)c Par exemple, | ‘action du 5 Bromo-Uracile ( 5BUs} bien comprise. Le 5 BU
peut s'apparier avec A s'il est sous forme cétofle dvec G s'il est sous forme énol (Y). En sofytio équilibre est en faveur de la forme cétong.
Lorsque la réplication se fait en présence de 5 Btupeut se trouver dans deux situations, affectaittune position AT soit une position GC|
Dans le cas le plus fréquent, la forme anormalet@st simplement diluée au fil des générations. Dlancas le plus rare I'équilibre chimique en
faveur de la forme cétone est responsable d'un @pmpent 5BU-A , car la forme énol a peu de chadliegister a nouveau, lors d’'une deuxiém
réplication . A la troisiéme réplication, une paifd a remplacé une paire GC. Une fois produiteydavelle forme se perpétue et peut donner d
individus mutants.
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4.2. Exemple d’'une expérience de mutagénése par les  ultra-violets (U.V).



A partir d ‘une culture de levure traitée ou nom fge U.V., on étale une quantité connue (0,1 miiree certaine
dilution (de 1 - non dilué - & 10fois). Les résultats sont consignés dans la fig8re

Les résultats de la colonne 1 permettent de détemé nombre de cellules dans la solution initiale
10 colonies observées X 10 (0,1ml étalé) X (Hilution) = 10 cellules /ml
Les résultats de la colonne 2 indiquent le nordiereolonies résistantes a la canavanine:
4 colonies observées X 10 (0,1 ml étalé) X1 (pagildéion)= 40 cellules résistantes / ml.
On en déduit ldréquence des cellules résistantgsla canavanine: 40 / £Goit 4.10°

La colonne 3 concerne les cellules irradiées : namdynombre a subi des dégats irrémédiables ettértiées. Les
survivantes sont au nombre de :

10 colonies observées X 10 (0.1 ml étalé) X {dilution)=10"/ml.

Le taux de survieest de 10 survivantes / 18cellules dans la solution initiale sdie.

La colonne 4 permet de déterminer le nombre des@s résistantes aprés mutagenese:
10 colonies observées X 10 (0.1 ml étalé) X 1Qufiih) =10%ml .

La fréquence deolonies résistantepar rapport aux cellules survivantes est dond@é/ 10".10™.

Cette fréquence de Ibest trés largement supérieure a la fréquence e %observée sans action des agents
mutagenes.

On remarquera qu’une différence marquée existe,ar@rion ne tient pas compte des cellules tuéE30 contre 4
colonies dans le cas de I'étalement non dilué).

4.3. Fréquence de mutants et taux de mutation.

Nous avons vu que des mutants pré existent a Hatpn d’'un agent sélectif. Il existe toute une déstration
expérimentale permettant d'éclaircir les relati@mgre la fréquence de mutants (spontanés outingair des
mutagenes) et la véritable fréquence de I'événemertdtionnel. Cette discussion dépasse le cadcetdmuvrage

D’autre part, nous verrons plus loin quejlantité des formes génétiques nouvelles dans une populdépend des
conditions demilieu. Sans déflorer le sujet, on peut s’en douter #egemple étudié plus haut : rares dans un milieu
sans canavanine, les mutants résistants occupgréterrain dans un milieu avec canavanine.

La fréquence de mutants est donc un simple faitt doest difficile de savoir s ‘il représente vrent bien la
fréquence de I'événement mutationnel lui-méme (Elixtout si | ‘on observe le résultat longtempséaplta
mutageneése.

Afin de fixer les idées, nous estimeron$QG¥ I'ordre de grandeur de la fréquence d’apparition de mutants dans
les conditions naturelles (sans adjonction d’agents mutagénes) #0%l ‘ordre de grandeur de la fréquence
d ‘apparition de mutants aprés action d ‘un agent mtagéne.



Figure 35: illustration d ‘une expérience de mutagenése
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Encart 17: mutations et mortalité les agents mutagénes, qu’ils soient chimiquesploysiques produisent des
mutations a des doses qui tuent une partie degalation de cellules traitées. Il n'y a pas dep@psimple entre la
fréquence des cellules qui sont tuées et la frémpudas cellules qui survivent tout en étant poggwbau moins une
mutation conduisant & un individu mutant.

Pour chaque organisme étudié, pour chaque ageaggmg utilisé, il faut donc trouver plus ou moingpe&iquement,
la dose produisant la plus grande fréquence dantsipar rapport au nombre de cellules traitées

Encart 18 : les relations entre la fréquence deantg et le taux de mutation sont complexes.
Imaginons que la fréquence de mutation soit de 308haque fois qu ‘une
population cellulaire comportera 2 cellules, | ‘uaa moins deviendra mutante.

Aprés 3 générations, une culture issue d ‘une keetle référence aura 7 cellules / \
mutantes : 1 correspondant a une mutation « fraichediquée @ ct6
indiquées @© issues de la multiplication deants provenant d ‘événements
survenus dans des générations précédente. Danmeelitions, la fréquence de / \

mutants sera donc supérieure au taux de mutatibe.plus, il peut se produire O
des reversions (voir chapitre 5 ).....Tout cela faie la fréquence de mutants

n'est qu’un reflet assez vague du véritable taurndéation. O @




5. Différents types de mutants et méthodes permetta  nt de les obtenir.
5.1. Les mutants présentant un caractere avantageux  dans un milieu donné sont faciles a isoler

Nous venons d’étudier des mutants trés facilepéree. En effet, les conditions de milieu qui légalent éliminent la
trés grande majorité des individus : seuls lesamst subsistent. Dans le jargon du laboratoire ante lecrible
positif (13). De maniére pratique notons qu'il suffit diétaenviron 10 cellules d’une culture ayant subi I'action
d’un mutagene surne seule boitele pétri pour obtenir plusieurs colonies résigsichez la levure.

5.2. Les mutants a caractere visible peuvent étre i  solés en observant un grand nombre d’individus

Il existe chez la levure des mutants dont les dgeforont rouges sur un milieu complet. Si on vestisoler, il faut
évidemment que les colonies soient suffisammerdaréés les unes des autres, ce qui est le casu’kelfsg sont une
centaine par boite. Il est donc nécessaiobsBrverun grand nombre de boitespour avoir une chance d'observer
une colonie mutante aprés mutagenése, en faisgmolthése que la fréquence de mutants « rougesla eg€me
(10% que celle que nous avons observée pour la résistala canavanine (encart 20).

5.3. Chez la levure, un caractére mutant défavorabl e sur milieu minimum peut étre utilisé pour
procéder a un enrichissement en mutants compensable s auxotrophes.

Dans le prochain chapitre, nous allons nous intérea une catégorie de mutants qui a permis de neusts
découvertes. lls présentent la particularité dpasese multiplier sur un milieu minimum, mais denpar le faire, a
la seule condition que le milieu minimum soit a@diné de un ou de plusieurs produits. Ces mutarts appelés
auxotrophes par opposition a la souche de référence qualifédgrototrophe (14).0n dit qu’ils sontompensables
puisque leur différence peut étre effacée par impls modification de la composition du milieu nrmim..

Comment repérer de tels mutants, dont le caraegneégatif par rapport aux cellules de la soueheférence ?
La premiere réponse a cette difficulté est d'wdilim technique de®pliques:

on préparegjuelques centaines de boitesontenant du milieu additionné d’un produit contipleompensant le défaut
du mutant puis on effectue une réplique sur unemilninimum. Une colonie mutante ne se développasaspr la
boite réplique ce qui permettra de la repérer.

Tout a fait efficace en théorie, cette démarchdastle en pratique, puisqu’elle entraine a réalism seulement
quelques centaines de boites méres mais autagpligues, chacune supposant de plus I'utilisatiom dlisque de
velours.

La encore, une astuce technique a permis de tiavplus efficacement (15).

La cyclohéximide est un produit qui tue les levuges se multiplientOn se sert de cette propriété de la maniere
suivante: une culture de levures ayant subi utetr@nt mutagene est mis en présence de cyclohéxipeiddant la
phase de multiplication, emilieu minimum 99% des cellules de référence, prototrophes, tséets. Par contre, les
cellules auxotrophes ne le sont pas, puisqu’'ekepauvent pas se multiplier. Aprés une ou deuxdsefiet autant de
divisions cellulaires,) on interrompt le traitem¢n®).

On étale sur un milieu contenant le produit petamtla compensation du besoin d ‘un éventuel nti#arotrophe
puis on utilise le processus classique des rédigoer repérer les colonies mutantes.

Les résultats de cette méthode sont assez spettasulpour un méme résultat, il faut étaler etigépr 100 fois
moins de boites que lorsque on n ‘utilise pasdarigue a la cyclohexemide.

Au passage, on notera queabSence de croissancsur milieu minimum additionné de cycloheximideréeéle un
caractére avantageuxpour les mutants, lorsquendlieu change.




Encart 19 : Les généticiens et les microbiologistesent souvent I'outil statistiguéar exemple, on peut déterminer le nombre deebajtr'il
faut observer pour étre quasi certain d'observee wolonie mutante « rouge » .Ce calcul est trépleingrace a la loi de Poisson qui permet de
calculer la probabilité p d’'un certain nombre k dédements rares dont on connait la moyenne m :

B. e™ mk/k!

Si I'on fixe p=0.001 cela signifie qu’il y n ‘ ygu ‘ une chance sur mille dee pas obtenir de colonie rouge , dont | ‘apparition fgét avec une
fréquence moyenne de 10-4. Les tables de la I6aieson indiquent que ¢ ‘est le cas en observéhtl®, cellules ( ou 750 boites contenant
chacune 100 colonies ).

On voit donc qu’un calcul rigoureux éléve assezsa#rablement le nombre que I'on aurait « calculg& 100 boites en se réferant a la valeur
moyenne de 10-4 , a deux fois plus, si I'on avaipeu réfléchi et voulu étre prudent .

Figure 36: isolement d’'un mutant auxotrophe
par technique des répliques.

milieu complet milieu minimum

1.2.3 sont prototrophes
4 est auzotrophe

(13) : dans le méme jargon , on n ‘hésite pas a dire le « crible a imbéciles » ( on utilise m&menot plus court et plus sonore ) n ‘existe pas|.
Comme quoi les scientifiques sont observateuragtqujours austeres ! !

(14): attention ! | Cette nomenclature ne doit gae confondue avec | ‘opposition entre hétérdteopt autotrophe,
qui s ‘intéresse aux capacités d ‘assimilatioabone (note 4).

(15) : bonne occasion de constater que les déctessrientifiques se font avec la téte mais awsss Bes mains !
(16). I' interruption du traitement se fait par wnlavage » des cellules: la culture en liquide @sttrifugée,on garde le culot contenant les cediul

et on se débarrasse du surnageant contenant l@legrimide. On répéte cette opération 2 ou 3 fois pn remet les cellules en suspension, dans
un milieu minimum. Des aliquotes de cette susparssiat ensuite étalés sur les boites convenables.




5.4. Repérage d’autres mutants conditionnels.

Au dela des auxotrophes, il existe d’autres mutadtst le caractére ne s'exprime également que dartaines
conditions de milieu.

Par exemple, il existe des levuriesapables d'utiliser le galactose, alors que leur multiplication estnmae sur
d’autres sources de carbone comme le glucose.

Par ailleurs, certaines levures mutantes se meltiptout a fait normalement a 28°, mais ne se ldgpent pas a 34
°, température qui permet la multiplication normaéela souche de référence : ce sont degants thermosensibles

qui ne se développent que dans dasditions permissiveg17). On dit qu’il s’agit denutants non compensables

car il ne suffit pas d’ajouter au milieu minimum ow plusieurs métabolites pour assurer leur crosa

En régle trés générale, ces mutants ne peuventételés que par la technique des répliques,tauee I'efficacité
de cette démarche mais aussi avec sa lourdear gietl nous I'avons décrite.

5.5. Notion de revertant.

Nous allons terminer ce panorama non exhaust$ types de mutants et des méthodes permettdes dmler ,
chez la levure , avec un type de mutant qu'il estdveau trés facile d’'isoler.

Lorsqu’on traite une souche mutanaeixotrophe par les UV, puis qu ‘on I'étale sur un milietinimum (dépourvu
en particulier de produit compensant le défautadeduche mutante) deslonies apparaissent sur ce milieu, avec
une fréquence tout a fait comparable a celle ques wonnaissons pour I'apparition des différentsamist que nous
venons d’observer. Ces colonies ont les mémes igtéprque la souche de référence ayant donnélénitéant
naissance au mutant auxotrophe: elles sont protodo On dit qu'il s’agit deevertants . Leur analyse montre que
les événements mutationnels qui leur donnent nassaont extrémement divers. Dans le cas le phaplsj le
nucléotide qui s’est trouvé modifié par la mutat@onduisant a | ‘auxotrophie est a nouveau moeifigevient a sa
nature initiale dans la séquence de référencalitCGators qu’il s’agit d’'unemutation réverse

On remarquera que, dans ce cas, « le mutant tanimu est isolé grace a un crible positif.

6. Conclusion : un gene est une unité qui peut var  ier sous | ‘effet des phénomenes
de mutations.

Nous avons observé quelques exemples de la d&etiurelle dans le chapitre précédent. Nous \ed@mnvisager
des expériences permettant d’isoler des mutantslehevure, organisme modéle facile a manipules tonclusions
qui vont étre tirées de ces exemples, seront gisées au cours de cet ouvrage. Dés maintenestzanclusions
s'accompagnent de la définition de toutwatabulaire.

La maitrise stricte de ce vocabulaire est indisgleles sous peine de se contenter d’a-peu-prées samd@é coup sdr a
une incompréhension de toute la génétique.

Cette maitrise ne sera pas totale et définitiveirem seule foisLes définitions qui suivent seront enrichies a la
suite de démarches expérimentales différentes delles que nous venons d’exposer
6.1. Les mutants sont les résultats d'événementst  ouchant I ADN.

Dans le chapitre précédent, nous avons constaté gy&ne peut exister dans les populations natarstias plusieurs
formes, que les observations soient directes (msciolose) ou non (hémoglobines).

Dans ce chapitre, nous avons observé que le tmitefiune souche de référence par un agent mutageéue
produire des mutants. Nous avons examiné aheslifications des séquences de I' ADNprovoquées par I'action
d’agents mutagénes, comme dans le cas du 5BU.



Encart 20 : Un autre probléme typigue des techesqmicrobiologiques doit étre évoquen effet, les techniques que nous avons décrifes
supposent que les cellules mutantes n’effectuentreumultiplication apres leur obtention. Il n’est&videmment rien, par exemple parce que les
cellules tuées sont une source du produit condtuidda compensation. Il y a donc de fortes charpes si I'on ne prend pas de précautions, op
arrive a isoler des cellules mutantes représenpdusieurs fois le méme événement mutationnel plardé

Comme on perdrait son temps a étudier plusieusslfoméme chose, on a mis au point un protocotaréwette redite expérimentale.

Immédiatement aprés la mutagenese , au lieu daitlewvsur la culture globale, on sépare la cukuen une centaine de petits tubes. Une nouvelle
utilisation de la loi de Poisson montrerait que ghea tube contient alors 0 ou 1 individu mutantsuffit de procéder ensuite a I'ensemble dgs
opérations d’enrichissement et de repérage quea means décrites et de ne retenir qu’un seul iddivhutant a partir d’'un seul tube pour ne pag
risquer d’étudier deux fois la méme chose.

Figure 37: exemples de mutants non compensables.

galactose glucose 28° 34°
souche de souche de
.y + + .y + +
référence réference
souche . souche
mutante B mutante e -

(17) : « permissive » vientl danglais. On n ‘a pas osé créer le néologismeermettante » pourtant plus correct.




Précisons qu'il n'y a pas de différence de natumteeeces phénomeénes dritations provoquéeset ce qui se passe
dans les conditions ordinaires ou se produisentragations spontanéeg18).

Les mutations se produisent de maniguasi aléatoire tout au long de la molécule d’ ADN. Les agentdaganes
augmentent ldréquencede I'événement sans, en général, affecter une parteuliere. Lorsque I'expérimentateur
trouve les moyens (les cribles) de repérer les misigui I'intéressent, il néglige les événementsatmnnels qui ont
pu affecter le reste de | ‘ADN.

6.2. Notion d’ alléles, de série allelique et de po  lymorphisme génétique.

Les formes que peut prendre un gene donné spelésalleles I'ensemble de ces formes portant le nonséee
allelique (19).

Un individu haploide (par exemple un gaméte) porte un seul de celeslfuisqu’il comporte une seule dose d’
ADN correspondant a un seul lot de chromosomeg(ttbal : 4.2). Les cellules d’un individliploide portentdeux
allelespuisqu’elles ont deux lots de chromosomes. Dartasgles deux alléles peuvent étre identiquesd{Vidu est
appeléhomozygotg ou peuvent étre différents (I'individu est albétérozygotg

Une population naturelle se caractérise par I'efderdes alleles qui existent chez les individus lgutomposent.
Dans la nature, le nombre d’alléles existant résdlet varie selon le géne étudié. Il peut étraitédl une seule
forme, dans le cas de certaines histones. Il pgeihdre quelques dizaines voire la centaine, gample dans le cas
de la xanthine deshydrogénase de drosophile, os aras de certaines protéines des surfaces aedhuldes
mammiféres  (20).

Cette variabilité génétique qui differe selon legeest appelégolymorphisme géneétique Nous verrons plus loin
gue ce polymorphisme n'est pas forcément homogams tes différentes populations d’'une méme espdtE (
partie).

Bien entendu, le polymorphisme peut étre largeraagimenté par les agents mutagénes

6.3. Les mutations sont la source de variabilité d  es étres vivants (21, 22).

Au début de cet ouvrage, nous avons constaté utenee contradiction dans I'une des propriétés é&tess vivants,
capables de se multiplier & 'identique, avec cdpah une capacité a présenter des différencddesadans une

espéce, importantes lorsqu’on considére I'ensedeespeces.

A ce point de cet exposé nous pouvons déja conqlugeces deux propriétés ne sont qu’apparemmaeiriactictoires
puisqu’elles sont dues a un ensemble de propri&tés méme macromolécule, I' ADN.

Les génes ont en effet deux possibilités : éapraduits de maniere fidéle la plupart du temps sabir
exceptionnellement des modifications plus ou madmportantes, elles-mémes susceptibles d’étre rejiex] de
maniére fidéle ou de subir de nouvelles modifigatio

La nature moléculaire des génes est donc respongah la fois du maintien
et de la variabilité des caractéres , au nivealiune especg23).

Comme nous avons vu par ailleurs que les genesbbent le métabolisme, via les protéines, ce sontd
trois fonctions qui sont remplies par | ‘ADN :

il contrble| ‘élaboration et la continuité des caractéres ainsi que leurs possibilités de vations (24).




Encart 21 :il n’ y a pas synonymie entre mutation et peftene fonction,comme on a trop tendance a le croire . Cela
peut se produire et nous | ‘étudierons dées le miockehapitre. Mais un événement mutationnel peuatedgent
produire un mutant favorable (résistant par rapgorsensible, revertant prototrophe par rapport &sduche
auxotrophe qui lui a donné naissance) : les mutat@mnt des changements informationnels dont deditions de
milieu révelent I'aspect positif ou négatif. llyna pas de « bons » ou de « mauvais » genes.dome fallélique est
« bonne » dans le milieu dans lequel elle existar:plus loin .....

Encart 22 : Par convention , l'alléle de référence est natéel orsque dans une étude on envisage un seul alléle
mutant il devrait étre noté&edifférent. Comme cela n ‘est ni commode, ni traditionnelutlise la notation classique
a. Trés éventuellement, on peut utiliser la notateon a la condition que cela ne signifie pas aut@uament une
perte de fonction - voir encart précédent).

Lorsque plusieurs formes mutantes sont étudiéles, sbnt notées*, a? a".

(18) : cela expliqgue que la souche de référence ne sspitgtalement homogéne ; Pourtant, elle est bieolame : la
présence de quelques mutants pour un caractéré dderplique par les mutations spontanées. Caltigoe que | ‘on
doit régulierementérifier la souche de référence ... pour s ‘assurer qu l'édlst restée ! Par prudence, on assureg sa
multiplication a partir de trés peu d ‘individuschaque génération, afin d ‘étre dans une situatioa rareté des
mutations exclut pratiquement | ‘apparition de mtga

(19): on remarquera que le nombre théorique d leBépour un géne est énorme. Si | ‘on considérsagment d ‘ADN de 1000 paires de basgs ,
chacune des 1000 positions peut étre occupée fparel des 4 bases ATGC sur un brin , d ‘ot séquences différentes possibles ... De plug , s
‘ajoute a cette variabilité théorique des nucléetid, des mutations de taille des séquences , allam nucléotide en plus ou en moins jusqu ‘au
doublement du géne ou a son absence . Nous en dvaiflsurs vu quelques cas chez | ‘hémoglobirdd{Bions et délétions, figure 23).

(20): voir en 4.3.et plus loin : le nombre d ‘ab8lexistant réellement dans la nature, dépend da gédu milieu, nous | ‘avons déja indiqué.
(21):la remarque a déja été faite : une autre partidaldiversité repose sur les phénoménes de régulatio

(22): source que les évolutionnistes du XIX émaesignt été incapables d ‘imaginer, englués dghgpothese de | ‘hérédité des caractéres acquig.

(23): les différences entre espéces seront enwsadans les chapitres sur | ‘évolution. On peut mesntenant indiquer qu ‘elles sont égalemgnt
dues a des différences au niveau des génes.

(24) : on verra que | ‘ADN a une quatriéme fonatidl recoit des informations du milieu, en étémtible de diverses molécules intervenant dans|les
phénoménes de régulation.







