Du génome aux phénotypes :
comment les caractéres Béitaires sont-ils controlés ?
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Chapitre 7 : Lorsque deux mutants ont un méme phértgpe récessif, I'hétérozygote
(mutant 1 + mutant 2 ) présente le caractére de réfence ou le caractere mutant .
Cette observation permet de mettre en évidence dgenes alléles.

Dans les chapitres précédents, nous avons étudirie et ses alleles en examinant les résultatiewte
fonctionnement. Nous avons analysé des manifesgfitiénotypiques diverses, de référence ou mufaptes
compris en remontant jusqu’aux polypeptides.

Lorsque nous avons étudié des mutants présentar@irtee phénotype, nous avons pu les regrouper eniresat
les précurseurs accumulés ou utilisables, ou adiadtt directement les activités enzymatiques.

Nous allons voir qu'il existe une méthodologie @igue essentielle, permettant d’arriver aisénaentméme
résultat, avec plus de facilité et méme plus deipion, dans des conditions qui découlent deslasions
obtenues dans le chapitre précédent

1. Complémentation entre mutants de phénotypes différegs: exemple de la levure.

Qu'observe-t-on lorsque I'on fait coexistéeux ggnomes haploidesonduisant chacuinun phénotype diffé
rent de celui de la souche deéférence? Que se passe-t-il par exemple si I'on constitudiploide de levure
partir d’'une souche auxotrophe pour I'histidinel'eine souche auxotrophe pour le tryptophane?

Si 1'on a bien suivi les conseils prodiggidans le chapitre gredent, la éponse immdiate et correcté cette
guestion doiétre netteseule I'expérience est capable de nous le dire !

Cette expérience est trés simple : on constitue quatre diploides & partir de la souche de r
éférence et des deux souches mutantes. On les réplique sur milieu minimum ou additionné de
tryptophane et / ou d'histidine, ainsi que les trois souches haploidesause.

La partie haute du tableau (figure 50) montre que la souche haploide de référence croit sur milieu
minimum au contraire des deux souches mutantes auxotrophes, 1’'une pour I'histidine (mutant 1), I'autre
pour le tryptophane ( mutant 2).

La partie médiane du tableau indique que les plygrstmutants somécessifs

La partie basse du tableau montre que le diplaideggnt 1 + mutant 2) se développe, sur milieu mimm c’est
ce résultat qui est nouveau et que nous allongpirdtier. 1l faut pourtant bien noter que toutesaleses souches
haploides et diploides doivent étre étudiées poare raisonnement qui va suivre ait un sens téresins
expérimentaux sont indispensables.

Ce raisonnement tres simple, peut-étre quastiinfui faut étre prudent avec les intuition¥ 1 puisque la réunion
de deux génomes mutants donne un diploide quisgajie sur milieu minimum, c’est qleedéfaut
métaboligue découlant de la mutation affectant un génome esbmpensé par I'autre génome , et
réciproquement...

Voyons les choses de maniére plus solide en é¢livgénotype de ce diploide constitué a partird#esx souches
auxotrophes haploides.

Admettons que I' auxotrophie pour Thistidirseit due a la mutation de I'un des genes inteamedans cette
biosynthése: soit A ce gér&, l'alléle de référence etl'alléle muté.



Admettons que I’ auxotrophie pour le tryptophaoit due a la mutation d’'un des génes intervenansdcette
biosynthése : soit B ce génb; l'alléle de référence, dtI'alléle muté.

Figure 50 :
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minimum mn +hist mn + tryp mn + histryp

référence + + + +
mutant 1 - + - +
mutant 2 - - + +
réf. + réf. + + + +
réf. + mutant 1 + + + +
réf. + mutant 2 + + + +
mut 1 + mut 2 + + + +

Le génotype de la souche de référence est a’ b", pour les gnes qui nous iressent. Faisons hypoth
éseque chacun des mutants ne s ‘en distingue quitaan d ‘un seul gne.

Le génotype de la souche auxotrophe pour I’histidine esta b(b', car si elle est class auxotrophe pour
I'histidine, cela sous-entend qu’elle ne pasquela différence a avec la souche @éérence a). Le g:notype
de la souche auxotrophe pour le tryptophane &st(a& , car si elle est class auxotrophe pour le tryptophane,
cela sous-entend qu'elle ne pedsquela difféerence b avec la souche adéarence B ).

Le génotype de la souche diploide constituée & partir des deux auxotrophes est donc a/

a” b/l

Elle posséde un alléle de référence pour chacun des deux genestudiés. Comme chacun des phénotypes
mutants est récessif, la biosynthése d’histidindedryptophane est normale : on dit qu’il yyamplémentation
fonctionnelle

2. Le classement de mutants de méme phénotype par | e test de
complémentation fonctionnelle.

Que se passe-t-il lorsque I'on met en présencex génomes conduisant au méme phénotype mutant Pn€Eom
pour le cas précédent disons le nettement : il a fyas de réponse toute faite et seule I'expérippomet de



répondre.

2.1. Mise en évidence de groupes de (non) complémen tation chez des auxotrophes pour
I'histidine.

Reprenons a nouveau I'exemple des 11 souches rastankotrophes pour lhistidine, étudiées damh#mpitre
4. L'expérience qui suit comporte la fabricatiandkeux types de diploides : ceux déja étudiés lgarisapitre 6
(haploide mutant + haploide de référence) et, cesjinouveau, des diploides correspondant a tiaddie deux
génomes haploides conduisant a un phénotype mutant.

2.1.1. Complémentation et non complémentation.

A partir de la souche de référence et des muthngset 3 on peut constituer des diploides homadegyole
diploide ref. + ref. est prototrophe. Les troisrastdiploides (1 + 1; 2 + 2; 3 + 3) sont auxotrgphey a
simplement redoublement de l'information génétiqee,qui ne peut pas conduire a un changementidomet
par rapport aux haploides.

On peut aussi, constituer des diploides hétéroeggen additionnant le génome de la souche de néEr@vec
celui de chacune des souches mutantes. Nous comstainouveau que le phénotype des souches &t,32est
récessif.

On peut enfin constituer deploides hétérozygotes a partir de mutants diffénets (1+ 2 ; 1+ 3 ; 2 + 3).

Comme depuis le début de ce chapitre, il ne fasigpair d'a priori quelconque: @bserveque le diploide (1 + 2)
ne croit pas sur milieu minimum et que les diplei@e + 3) et (2 + 3) croissent sur ce milieu . Qeat-on en
déduire?

En ce qui concerne le diploide (1 + 2) qui netgoab sur milieu minimum, le résultat est le méme gour un
diploide formé a partir du doublement du méme génonutant (1 + 1) On en déduit que les deux mstant
haploides ont subi une mutation touchant le ménme g& Le méme polypeptide est affecté, la mémeeétap
enzymatique n’est pas correctement réalisée.

Lorsque le diploide se développe sur minimum, (18u2 + 3), on est conduit a raisonner par opposiivec
linterprétation qui précede : si la méme étapeyeratique n’était pas réalisée, le diploide ne ptoroitre sur
milieu minimum. Puisque ce diploide est prototraptiest que I'étape métabolique affectée n’estlpanéme
chez les deux haploides.

Les mutations se produisent au hasard dans le premier cas, elles ont affecténi@ne génechez les deux
auxotrophes étudiés (1 et 2). Dans le deuxieme a@éss ont affecté degénes différentschez les deux
auxotrophes en cause (1 et 3). Il suffit d’ reckes génotypes pour comprendre ce qui se pagsee(b1).

On voit donc queleux mutantsdont les mutations ont affectérf@me genenecomplémentent pas.

Par contre, lorsqudeux mutants haploides donnent un diploide dont le phénotygiecelui de la souche de

référence, on en conclut que leurs mutations rcsdfe pas le méme genee qui permet l@omplémentation
fonctionnelle.

Figure 51: génotypes des haploides et des diploides, et pbtypes en découlantl).

souche de référence haploide a+ b+ c+ d+ous les génes fonctionnels phénotype pagbe
souche mutante haploide 1 al b+ c+d+géne A muté . phénotgpgotrophe

souche mutante haploide 2 a2 b+ c+d+géne A muté . phénotgpzotrophe



souche diploide 1+ 2 al bide+ géne A muté dans phérmgpxotrophe

a2 b+c+d+ les deux génomes
souche de référence haploide a+ b+ c+ d+ous les génes fonctionnels  phénotypeofaphe
souche mutante haploide
lou?2 a+c+d+ géne A muté. phénotype auxotrophe
souche mutante haploide 3 at+ b+c+d géne D muté . phénotypeosrophe
souche diploide 1+ 3 a bide double

(ou 2+3) b ct+d hétérozygote phénotype prototrophe



(1): Nous avons fait I'hypothése de mutationscadiiet le méme géne dans le cas des mutants 1Ete® n’ont aucune raison a priori d'étre
strictement identiques. En effet, la mutatioruestvénement qui affecte un géne de bien des reankém d’autre termes que nous connaissons
bien, il y a une forte probabilité pour que deugements mutationnels touchant le méme géne déextalléles différents : ¢ ‘est pour cela
gue nous les avons différenciés en les notant a2.€Rar contre, nous n ‘avons pas pris cette puéica lorsque deux genes différents sont en
cause, dans les diploides 1+ 3 ou 2 + 3.

Cette maniére abstraite de considérer les résyleaitsétre illustrée au niveau de la chaine deyhthsse elle
méme (figure 52) :

On peut constater que tout découle de | ‘origine@cephénoméne de récessivigie nous avons étudié dans
le chapitre précédent et qui est banal : une dogkenzyme, un alléle de référence pour CHACUN des de&
génes permet un fonctionnement normal du diploiddoublement hétérozygote.



Figure 52: interprétation métabolique de | ‘existence ou dé ‘absence de
complémentationtee mutants de méme phénotype.

Dans I'analyse de la récessivité, on a vu quellelea mutants contrélent des polypeptides
inactifs. lls ne sont paafiés ici afin de simplifier l'illustration.

génome haploide de référence at+ b+ c+ d+
polypeptides actifs P1 P2 P3 P4

réactions enzymatiques =~ -------- >|GR-->|AP------ >HIP,HOL------- >Histidine
génome mutant 1 al b+ c+ d+
polypeptides actifs P2 P3 4 P

réactions enzymatiques -II-> -=----- > - D >
polypeptides actifs P2 P3 P4

génome mutant 2 a2 b+ c+ d+

génome mutant 1 a b+ c+ d+
polypeptides P2 P3 P4

réactions enzymatiques - >IGR-->|AP ------ >HIP,HOL------- >Histidine
polypeptides P1 P2 P3

génome mutant 3 at b+ c+ d

génome réf + a b+ c+ d+
polypeptides P1 P2 P3 P4

réactions enzymatiques =~ - >IGPR-->|AP ------ >HIP,HOL------- >Histidine
polypeptides P1 P2 P3 P4

génome réf a+ b+ c+ d+

2.1.2. Groupes de (non) complémentation.

La méme expérience est étendue a I'ensemble demitehts auxotophes que nous connaissons déja.

Tous ces diploides sont répliqués sur milieu mimmrat milieu minimum contenant de I'histidine. L&sultats
sont présentés dans la figure 53 qui nécessitejgeelexplications concernant sa présentation :

- une case du tableau représente un diploide fpenées génomes des deux souches haploides qrerfigiune



dans la série « ligne » l'autre dans la série erumt ». Par exemple , la case grisée de la figurefrésente le
diploide formé par I'addition du génome de la saubhploide n°2 avec le génome de la souche haploid

-les résultats sont les mémes pour le diploidd 2tpour le diploide 4 + 2 puisque les deux n&gémomes sont
en présence. C'est ce qui explique que le tableasoit pas complétement rempli.

-deux types de résultats sont observés : soipleidie croit aussi bien sur les deux milieux daiiei se multiplie
que sur milieu contenant de I'histidine. Lorsquepleénotype du diploide sur milieu minimum est laméyue
celui de la souche de référence, prototrophe, ote ( + ). Lorsque le phénotype du diploide eshéme que
celui des souches auxotrophes on le note ( - ).

Laissons pour un moment le mutant 11 de cété.

On voit que les mutants dont le phénotype est sifqesuvent étre rangés en sous-ensembles cor@apt a des
mutations touchant le méme gene :

-1,2,10 (car les diploides 1-2 ,1-10, 2-10 soxb&ophes) : groupe |
-5,8 (car le diploide 5-8 est auxotrophgfoupe |
-6,9 (car le diploide 6-9 est auxotrophgioupe IlI

Un mutant de I'un de ces groupes complémente axeclés mutants des autres groupes.

Cependant, si le lecteur ne s’est pas laissé ulestitaura remarqué que le mutant 3 constitngroupe a lui tout

seul puisqu’il complémente avec tous les autres matéiiforme le groupe 4 ). Il en est de méme geunutant

4 (il forme le groupe V) et le mutant 7 (il foerte groupe VI ). Cette treés légéere difficulté dadyse explique le
titre de ce paragraphe : dans la pratique , orredpgmédiatement les mutants faisant partie du mgnomepe de
non complémentation, car il suffit de repérer lases négatives dans le tableau. Il faut ensuitéerécomme

nous l'avons fait ici que tous les mutants ontpété en compte .

Par ailleurs le mutant Iie peut pasétre étudié par ce moyen : son phénotyp@ine le phénotype de référence
ce qui rend sans signification I'absence de camiss des diploides constitués avec les autrestsuta

2.1.3. Comparaison avec les résultats obtenusgiadé des précurseurs.

La figure 54 compare les résultats de I'analysendésints grace a | * étude des précurseurs etfagiepar I'‘étude
de la complémentation.

Le test de complémentation n ‘apporte rien de sauven ce qui concerne les groupese.

Il montre que I' ensembl& est en réalité constitué de deux groupes de nautar I'analyse physiologique n’ a
pas pu distinguer : | ‘hypothése la plus simpleast il y a deux étapes, comme on pouvait | ‘inmagi en
constatant | ‘accumulation de deux produits , dtRle HOL. De méme , il montre que le groupest en fait
constitué de deux sous-ensembles : | ‘hypothegkeisasimple est d ‘imaginer que deux polypeptidésrviennent
dans cette premiére activité de la chaine. Uneidmexhypothése est d ‘envisager qu ‘ un précunseaipas été
isolé et qu’ il y a deux étapes enzymatiques. Dangalité c'est, ici, la premiere hypothese quiafonne : il faut
deux polypeptides différents pour réaliser la pegmétape. Il y a finalement 6 polypeptides qurnviennent dans
les étapes pour lesquelles nous avons analysé uplasieurs mutants. Chacune des souches porsdiéla
mutant de I'un des génes en cause (A,B, CEDF).

Figure 53: croissance sur milieu minimum des diploides cotitués a partir
de souches haploides auxotrophes polhistidine

Haploide 5 7
n° 1 2 3 4 6 8 9 1 1 re
Haploide n° 0 1



1 - + +
- + + + + + . . +
2 - + +
+ + + + + _ _ +
3 + +
- + + + + + - +
4 i +
+ + + + + + - +
S - +
+ _ + + _ +
6 - +
+ _ + - +
7 -
+ + + _ +
8
- + + - +
9
_ + _ +
10
- _ +
11
_ +
réf.
+
Figure 54: I' étude de la complémentation confirme et présie les résultats

biochimiques.
Analyse successive des phénotypes par la biochimie

1,2,6,9,10,11 auxotrophes utilisent I'histidino I n'accumulent rien
groupe o



3 auxotrophe utilise I’ histidin ol accumule IGP groupe

B

4,7 auxotrophes utilisent I histidin ol  accumulent IGP IAP
groupe 9o

5,8 auxotrophes n'utilisent pas I'his tidinol accumulent IGP IAP
groupe ¢

HP HOL

Les quatre groupes biochimiques et les 6 groupesiaglémentation.

Groupe o groupe | mutants 1, 2, 10
groupe Il mutants 6, 9
Groupe B groupelV mutant3
Groupe 0 groupeV mutant4

groupe VI mutant 7

Groupee groupell mutants5, 8



