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réalisée. Ces souches ont un fragment SpAl de 1,3 kb qui hybride, comme c'est le cas de la
souche 1326 (résultats non montrés). Il n'y a donc pas eu intégration du plasmide pML18

dans le géne axeA de ces souches.

L'ADN chromosomique des souches bxlA8-1, bxlA37-3 et bxlA, 8 a été¢ digéré par
l'enzyme Ncol puis hybridé a la sonde bxlA-2. Des fragments de 2,5 kb ont été détectés
chez les trois souches, tout comme pour la souche sauvage (résultats non montrés). [1 n'y a
done pas eu intégration des plasmides pML19, pMLO2 et pML16 dans le géne bxI4 de ces

souches.

L'analyse génomique des souches bxIRI1-1, bxIR16-1, bxIR18-1 et bxIR18-3 a été
réalisée. Leur ADN chromosomique a été digéré par I'endonucléase de restriction Ncol en
combinaison avec Clal ou Sful, puis hybridé a la sonde bxIR-5. Les souches bxIR1-1,
bxIR16-1, bxIR18-1 et 1326 ont tous un fragment de 1,5 kb qui hybride (résultats non
montrés), indiquant qu'il n'y a pas eu intégration des plasmides pML20, pML03 et pML04
dans cette portion du chromosome. Apres décapage, I'ADN des souches bxIR16-1 et
bxIR18-1 a été hybridé a la sonde tsr, mais il n'y a pas de fragment détecté (résultat non
montré). Par contre, la souche bxIR18-3 a un patron d’hybridation & la sonde bxIR-5
différent de celui de la souche sauvage (figure 14 a et b), avec des fragments d'environ 1,7
et 4,7 kb pour la digestion Clal-Ncol et un fragment de plus de 21 kb pour la digestion
Ncol-Sful. Des résultats identiques sont obtenus suite une hybridation avec la sonde bxIR-
1 (résultats non montrés). Il semble donc qu'il y ait eu intégration de plus d'une copie du
plasmide pML04 dans ce fragment d'ADN chez la souche bxIR18-3, renommée QbxIR18-
3. Il y a également eu hybridation de fragments d'ADN de la souche bxIR18-3 a la sonde
tsr (figure 14c¢).

L'ADN chromosomique des souches bx1S10-2, bxIS12-1, bx1S12-2, bxIS12-3 et bx1S12-
4 a €té digéré par 'enzyme Sall puis hybridé a la sonde bxIS-2. Toutes ces souches ont un

fragment de 1 kb qui est détecté, ce qui correspond 4 la souche sauvage (résultats non
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Figure 14. Hybridations de type Southern d’ADN chromosomique digéré par des
endonucléases de restriction. Les membranes ont été hybridée avec la sonde bxIR-5 (a, b)
et avec la sonde tsr (¢).

Légende :
1, 4, 7 : marqueurs de poids moléculaire '’ ADN marqués a la DIG
2, 8 : souche QbxIR18-3; digéré par les enzymes Clal et Ncol
3 : souche 1326; digéré par les enzymes Clal et Ncol
5,9 souche QbxIR18-3; digéré par les enzymes Ncol et Sful
6, 10 : souche 1326; digéré par les enzymes Ncol et Sful
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montrés). Il n'y donc pas eu d'intégration des plasmides pML13 et pML14 dans le géne
bxiS.

Finalement, ' ADN chromosomique des souches msiK5-2, msiK13-1, msiK20-3, msiK24-
2, msiK24-3, msiK24-4, msiK33-1 et msiK33-2 a été digéré par les enzymes BamHI et
Kpnl avant d'étre hybridé avec la sonde msiK-2. Les fragments détectés pour les souches
msiK5-2, msiK13-1, msiK20-3, msiK33-1 et msiK33-2 et 1326 étaient tous les mémes,
soit 1,6 kb. Ce résultat est présenté a la figure 18 pour les souches msiK13-1 et msiK33-1,
les autres résultats n'étant pas montrés. Les plasmides pMLO05, pMLO06 et pML21 ne se
sont donc pas intégrés dans le géne msiK de ces souches. Pour ce qui est des souches
msiK24-2, msiK24-3 et msiK24-4, la sonde msiK-2 s'est hybridée a un fragment de 4,3
kb (figure 15a) tandis que la sonde tsr s'est hybridée a un fragment de 1,1 kb (figure 15b).
Ces fragments sont attendus suite & une intégration du plasmide pML21 dans le géne

msiK. Les souches ont été renommeées QmsiK24-2, OmsiK24-3 et OmsiK24-4.

En résumé, cinq souches ayant intégré un plasmide dans le géne visé ont été obtenues:
QabfB§, (bxIR18-3, QmsiK24-2, OmsiK24-3 et QmsiK24-4. Toutes ces souches sont
capables de croitre en présence de thiostreptone di a l'intégration du géne fsr dans leur

chromosome.

4.3  REPIQUAGES SANS SELECTION POUR OBTENIR DES DELETIONS
4.3.1 Sélection de souches devenues sensibles a la thiostreptone

Afin d'obtenir des délétions chromosomiques au niveau des génes abfB, bxIR et msiK, des
repiquages en absence de pression sélective ont été réalisés sur les souches QabfB83,
QbxIR18-3, QmsiK24-2, QmsiK24-3 et OmsiK24-4. Aprés trois & cing passages sur un
milieu Bennett, les spores de chaque souche ont été récoltées, diluées et ensemencées sur
milicu Bennett afin d'obtenir des colonies isolées. Des répliques sur velours ont ensuite

¢t¢ effectuées du milieu Bennett a4 un milieu BT. Aprés croissance sur ce deuxiéme
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Figure 15. Hybridation de type Southern d’ADN chromosomique digéré par les
endonucléases de restriction BamHI et Kpnl. La membrane a tout d’abord été hybridée
avec la sonde msiK-2 (a) puis, aprés décapage, avec la sonde tsr (b).

Légende :
1 et 7 : marqueurs de poids moléculaire d'ADN marqués a la DIG
: souche QmsiK24-2
: souche QmsiK24-3
: souche QmsiK24-4
: souche 1326
: plasmide pIAF48 (contréle positif)
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milieu solide, les colonies du milieu Bennett ont été comparées a celles du milieu BT
pour vérifier si certaines colonies avaient perdu leur résistance & la thiostreptone,
indiquant une délétion du plasmide et possiblement d'une partie du géne cible. De cette
fagon, 15 colonies dérivées de QbxIR18-3 et ne poussant pas ou trés mal sur milieu BT
ont été sélectionnées; 117 colonies dérivées d'une des trois souches QmsiK et ne poussant
pas sur milieu BT ont également été repiquées. Aucune colonie sensible 4 la thiostreptone
n'a pu étre générée A partir de la souche QabfB8. Etant donné le grand nombre de colonies
tsr® obtenues a partir des souches QmsiK, un criblage a été effectué en repiquant les
souches sur milieu RBB-xylane. Ainsi, huit souches ne produisant pas ou peu de zone

d'hydrolyse ont été sélectionnées.

4.3.2 Analyse génomique des souches sensibles a la thiostreptone

L'ADN chromosomique des 15 souches dérivées de (2bxIR18-3 (nommées AbxIR1 & 15)
a été digéré par les enzymes Ncol et Sful puis hybridé a la sonde bxIR-5. Deux types de
résultats ont été observés: les souches AbxIR1, 2, 3, 7, 8, 9, 12, 13 et 14 ont un fragment
de 1,5 kb identique & celui de la souche 1326 sur lequel la sonde s'est hybridée; pour les
souches AbxIR4, 5, 6, 10, 11 et 15, le fragment détecté est d'environ 6,1 kb (figures 16 et
17; les résultats pour certaines souches ne sont pas montrés). Ce fragment est celui
attendu suite a l'intégration d'une seule copie de pML04. Le deuxiéme groupe de souches
était capable de croissance en présence de thiostreptone. Ces souches avaient peut-&tre été
mal repiquées sur velours vers un milieu BT, ce qui explique qu'elles ont été choisies
comme étant sensibles a la thiostreptone au départ. Etant donné que certaines de ces
souches semblaient avoir une copie du plasmide pMLO04 intégré dans bxIR, deux d'entre
elles (AbxIR4 et AbxIRS5) ont de nouveaux été soumises a trois rondes de croissance en
absence de sélection. Ainsi, 15 souches sensibles 4 la thiostreptone ont été obtenues suite
a des répliques sur velours d'un milieu Bennett & BT: AbxIR4-1, 2,3 4, 37 et AbxIR5-1, 2,
3, 4,5, 6,10, 16, 26, 67. L'ADN chromosomique de ces souches a également été digéré

par les enzymes Ncol et Sful puis hybridé 4 la sonde bxIR-5. Dans tous les cas, le méme
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Figure 16. Hybridation de type Southem d’ADN chromosomique digéré par les
endonucléases de restriction Ncol et Sful. La membrane a tout d’abord été hybridée avec la
sonde bxIR-5 (a) puis, aprés décapage, avec la sonde tsr (b).

Légende :

: marqueur de poids moléculaire d'ADN marqué & la DIG
: souche AbxIR1

: souche AbxIR2

: souche AbxIR3

: souche AbxIR4

: souche AbxIRS

: souche 1326
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Figure 17. Hybridation de type Southern d’ADN chromosomique digéré par les
endonucléases de restriction Ncol et Sful. La membrane a été hybridée avec la sonde
bxIR-5.

Légende :

: marqueur de poids moléculaire d'ADN marqué a la DIG
: souche AbxIR9

: souche AbxIR10

: souche AbxIR11

: souche AbxIR12

: souche AbxIR13

: souche AbxIR 14

: souche AbxIR15

: souche AbxIR4-37

: souche AbxIR5-10
: souche AbxIR5-16
: souche AbxIR5-26
: souche AbxIRS5-67
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fragment de 6 kb présent chez les souches AbxIR4 et AbxIRS a ét¢ détecté (figure 17; les

résultats pour certaines souches ne sont pas montrés).

D'autre part, 'ADN chromosomique des huit souches dérivées de QmsiK ayant été
sélectionnées sur RBB-xylane (nommées AmsiKS8, 9, 39, 41, 45, 57, 60 et 63) a été digéré
par les enzymes BamHI et Kpnl puis hybridé a la sonde msiK-2 (figure 18; les résultats de
la souche AmsiK8 ne sont pas montrés). Dans tous les cas, un fragment de 1,6 kb a été

détecté, ce qui correspond au méme fragment observé chez la souche 1326.

4.4  CONSTRUCTION DES VECTEURS POUR OBTENIR DES DELETIONS GENOMIQUES

Tel que décrit 4 la section précédente, les plasmides pML04, pML09 et pML21 qui se
sont intégrés au niveau des génes ciblés n'ont pas permis d'obtenir des délétions
génomiques par la suite. Afin d'obtenir des délétions génomiques, une autre série de
vecteurs a été construite. D'une fagon générale, ces plasmides sont construits de maniére a
contentr deux portions ' ADN non continues sur le chromosome et bordant la région a
déléter. La délétion peut étre obtenue suite a une double recombinaison homologue
menant au remplacement de la séquence chromosomique par la séquence plasmidique. La

priorité a été mise sur les génes bxl4, bxIR, et bxiS.

4.4.1 Délétions dans bxl4d

Des plasmides visant a introduire une délétion dans le géne bx/4 ont été construits & partir
du plasmide pML16. Ce dernier a été digéré au site de restriction unique Sacl situé au
milieu de I'insert provenant du géne bx/4 (figure 19), puis traité a I'exonucléase Bal31. Le
plasmide a ensuite ét¢ religué sur lui-méme et transformé dans la souche E. coli DH11S.
Le plasmide a été isolé de 12 colonies résistantes a 'ampicilline, digéré par les enzymes

BamHI et EcoRI puis séparé en gel d'agarose afin de visualiser la nature des délétions
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Figure 18. Hybridation de type Southern d’ADN chromosomique digéré par les
endonucléases de restriction BamHI et Kpnl. La membrane a été hybridée avec la sonde

msiK-2.

Légende :

GO~ Qv B W=

: marqueur de poids moléculaire d'ADN marqué a la DIG
: souche msiK13-1

: souche msiK33-1
: souche AmsiK9

: souche AmsiK39
: souche AmsiK41
: souche AmsiK45
: souche AmsiKS7
9 .

souche AmsiK60

10 : souche AmsiK63
11 : souche 1326
12 : plasmide pIAF48 (contrdle positif)
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Figure 19. Construction du plasmide pBxIA a partir du plasmide pML16 par un traitement
a l'exonucléase Bal31. Le plasmide pML16 a été construit en clonant un produit de PCR
obtenu & l'aide des amorces BxlA5-stop et BxIA3-stop aux sites BamHI et EcoRI du
plasmide pTZ18Rt2. Ce plasmide a ensuite été linéarisé par l'endonucléase de restriction
Sacl et traité a I'exonucléase Bal/31 afin de créer une délétion. Le plasmide ainsi digéré a
finalement été religué sur lui-méme.
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(figure 20). Les plasmides ayant des inserts d'environ 700 a 900 pbs (c'est-a-dire des
délétions d'environ 100 4 300 pbs) ont été sélectionnés. Ces plasmides ont été nommés

pBxlAl, pBxlA2, pBxlA3, pBxIAS, pBx1A6 et pBxIA12.

4.4.2 Délétions dans bxIR

Deux régions d'ADN bordant le géne bxIR ont été amplifiées par PCR. La région en 5' de
bxIR a été amplifiée a partir  ADN chromosomique de S. /ividans en utilisant les amorces
BxIR6 et BxIR7, tandis que la portion en 3' a été amplifiée a partir de la méme matrice
mais avec les amorces BxIR8 et BxIR9. Le premier produit de PCR a été digéré par les
enzymes Kpnl et Pstl puis ligu¢ au plasmide pSL1180t digéré par les mémes enzymes. Le
plasmide résultant a été digéré par les enzymes Pst] et Sacl pour y incorporer le deuxiéme
produit de PCR digéré par ces mémes enzymes. Le plasmide obtenu, contenant les deux

produits de PCR en continu, a été¢ nommé pBxIR6789 (figure 21).

Afin de permettre le remplacement de la portion d'ADN chromosomique comprise entre
les amorces BxIR7 et BxIR8 par un marqueur de sélection, le géne neo a été introduit
dans le plasmide pBxIR6789. Ce géne code pour la néomycine phosphotransférase et
confére une résistance a deux antibiotiques, la kanamycine et la néomycine. Il a pu étre
amplifié¢ par PCR & partir du plasmide pFD666 (Denis et Brzezinski, 1992), qui contient
le géne neo provenant du transposon TnS avec un promoteur optimisé pour l'expression
chez E. coli et les streptomycétes; les amorces utilisées étaient neol et neo2. Le produit
de PCR a €été digéré par l'endonucléase de restriction Psfl puis cloné dans le plasmide
pBxIR6789 digéré par la méme enzyme (figure 21). Le plasmide résultant a été isolé,
digéré par l'enzyme Ncol, puis séparé en gel d'agarose afin de déterminer l'orientation de
l'insert. Les plasmides générant des fragments de 1155, 1290 et 4100 pbs ont un insert
neo dans l'orientation contraire du géne fsr; ils ont été nommés pNeoR1. Les plasmides
ayant des fragments de 831, 1290 et 4424 pbs ont un insert dans la méme orientation que

isr et ont ét¢ nommés pNeoR2.
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Figure 20. Analyse des plasmides pBxlAl a pBxlAl2 par leur digestion avec les
endonucléases de restriction BamHI et EcoRI suivie d'une migration en gel d'agarose 0,7%.
Ces plasmides proviennent du plasmide pML16 traité a l'exonucléase Bal31 puis religué
sur lui-méme. La digestion par BamHI et EcoRI permet de visualiser la nature des délétions
engendrées par Bal31.

Légende:
0 : marqueur de poids moléculaire d'ADN 1 kb PLUS
1-12 : plasmides pML16 aprés traitement & la nucléase Bal3l (pBxIAl a 12),
isolés de 12 colonies d'E. coli différentes
13 : plasmide pML16 non traité a la nucléase Bal/31
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Figure 21. Construction des plasmides pBxIR6789, pNeoR1 et pNeoR2. Deux portions de
l'opéron bx! ont été amplifiées par PCR 2 l'aide des amorces BxIR6 et BxIR7 ainsi que
BxIR8 et BxIR9. Les produits de PCR (boites bleues) ont successivement été clonés dans le
plasmide pSL1180t pour générer pBxIR6789. Un produit de PCR obtenu a l'aide des
amorces neol et neo2 et comprenant le géne neo a ensuite été cloné au site Psf de
pBxIR6789 pour créer pNeoR1 et pNeoR2, selon l'orientation de l'insert. K, Kpnl; P, Pstl;
S, Sacl.
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Un autre plasmide possédant un plus grand insert d ADN a été construit afin de favoriser
la recombinaison homologue avec la région cible du chromosome. Ainsi, le fragment
Kpnl-Pstl de 4,6 kb du cosmide 1H10 contenant le géne bxIR a été isolé puis cloné dans le
plasmide pTZ18Rt2, formant le plasmide plH10 (figure 22). Ce plasmide a ensuite été
digéré par l'endonucléase de restriction Bs¢EIl pour éliminer un fragment de 427 pbs du

géne bxIR avant d'étre refermer par ligation pour former le plasmide pl H10R.

Le géne neo a de nouveau été amplifié a partir du plasmide pFD666 mais avec les
amorces neo3 et neo4 afin d'ajouter des sites de restriction pour l'enzyme BsfEIl. De
nombreuses tentatives de clonage de ce produit de PCR digéré par BstEll au plasmide

plHI10R digéré par la méme enzyme ont été infructueuses.

4.4.3 Délétions dans bxIS

Deux portions d'ADN de la région du géne bxiS ont été amplifiées par PCR en utilisant de
I'ADN chromosomique de S. lividans comme matrice et les combinaisons d'amorces
Bx156-BxIS7 et BxIS8-BxIS9. Le premier produit de PCR a été digéré par les enzymes
Sacl et Pstl puis cloné dans le plasmide pSL1180t également digéré par ces enzymes. Le
plasmide résultant a été digéré par Pstl et Kpnl et ligué avec le deuxiéme produit de PCR
digéré par ces mémes enzymes. Ce plasmide contenant les deux produits de PCR en

continu a été nommé pBx1S6789 (figure 23);

Afin de permettre un remplacement de la séquence du chromosome située entre celles des
amorces BxIS7 et BxIS8 par un marqueur de sélection, le géne reo a été introduit entre les
deux produits de PCR du plasmide pBx1S6789. Ce dernier a donc été digéré par I'enzyme
Psil et ligué au méme produit de PCR contenant le géne neo utilisé pour la construction
de pNeoR1 et pNeoR2. Afin de vérifier I'orientation de l'insert neo, le plasmide a été
digéré par l'endonucléase de restriction Neol. Les plasmides générant des fragments de

556, 2483 et 3589 pbs ont un insert neo dans lorientation contraire du géne
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Figure 22. Construction des plasmides plH10 et pl1H10R. Un fragment de 4,6 kb digéré
par les endonucléases de restriction Kpnl et Pstl a été isolé du cosmide 1H10 et a été ligué
au plasmide pTZ18Rt2 digéré par les mémes enzymes pour former le plasmide plH10. Ce
dernier a ensuite été digéré par l'enzyme Bs¢Ell, éliminant un fragment de 427 pbs, puis
refermé par ligation pour engendrer le plasmide plH1CR.
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Figure 23. Construction des plasmides pBx1S6789 et pNeoS1. Deux portions de 1'opéron
bxl ont été amplifiées par PCR a l'aide des amorces BxIS6 et BxIS7 ainsi que BxIS8 et
BxIS9. Les produits de PCR (boites bleues) ont successivement été clonés dans le plasmide
pSL1180t pour générer pBx1S6789. Un produit de PCR obtenu 2 I'aide des amorces neol et
neo2 et comprenant le géne neo a ensuite été cloné au site Psfl de pBx1S6789 pour créer
pNeoS1. K, Kpnl; P, Pstl; S, Sacl.
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tsr et ont été nommés pNeoS1. Des plasmides ayant un insert dans la méme orientation

que £sr n'ont pas €t€ obtenus.

4.5 TRANSFORMATION DES PROTOPLASTES POUR OBTENIR DES DELETANTS
4.5.1 Transformants de S. lividans obtenus

Les plasmides a délétion ont été isolés d'E. coli DH11S puis ont été dénaturés par
traitement alcalin ou préparés sous forme d'ADN simple brin avant d'étre transformés
dans S. lividans 1326. Plusieurs transformations ont été effectuées, en utilisant des
protoplastes frais dans plus de 70% des cas. Peu de transformants ont été obtenus suite a
une sélection a la thiostreptone; pour les transformations impliquant des plasmides
contenant le géne neo, aucune colonie n'a été sélectionnée par 1'ajout de kanamycine. La
compilation du nombre de transformations effectuées et du nombre de colonies
sélectionnées pour chaque plasmide est montrée au tableau 8. Une liste plus détaillée des
souches obtenues et du plasmide a l'origine de la transformation est présentée au tableau
9.

4.5.2 Transformants de S. coelicolor obtenus

Les plasmides a délétion ont été isolés d'E. coli DM puis ont été dénaturés par traitement
alcalin avant d'étre transformés dans S. coelicolor A3(2) J1501. Il y a eu une exception,
une transformation ayant été effectuée avec un plasmide isolé d'E. coli DH11S et préparé
sous forme d'ADN simple brin. Un peu plus de colonies résistantes a la thiostreptone ou a
la kanamycine (par rapport au nombre de transformations effectuées) ont été obtenues
quavec S. lividans. Un résumé de toutes les transformations effectuées avec différents
plasmides a délétion ainsi que le nombre de transformants obtenus est présenté au tableau
10, tandis que le nom des souches et le plasmide a l'origine de la transformation est
indiqué au tableau 11. Plusieurs de ces souches produisent un pigment bleu sur milieu

solide.
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Tableau 8. Description du nombre de transformations de S. lividans 1326 effectuées avec
les différents plasmides a délétion sous forme d'ADN simple brin ou d'ADN double brin
dénaturé par traitement alcalin et du nombre de colonies résistantes a la thiostreptone ou a
la kanamycine qui en ont résulte.

ADN simple brin ADN double brin dénaturé
Plasmide Transformations Colonies résist. Transformations Colonies résist.
pBxlAl 4 1 5 3
pBxl1A2 3 1 2 -
pBxIA3 3 1 5 1
pBxIAS 4 - 5 2
pBxlA6 5 - 3 1
pBxlA12 4 - 2 -
pBxIR6789 17 - 16 5
pNeoR1 - - 5 -
pNeoR2 2 - 6 -
plHIOR - - 4
pBxI1S6789 8 - 13 4
pNeoS1 - - 5 -
TOTAL 50 3 73 16

Tableau 9. Liste des souches résistantes a la thiostreptone obtenues suite 3 une
transformation de S. lividans 1326 avec des plasmides a délétion. Le nom du plasmide a
l'origine de la transformation est indiqué.

Souche Plasmide Souche Plasmide Souche Plasmide

Al-2 pBxlAl A3-2 pBxlA3 R4-4 pBxIR6789
Al-3 pBxlAl AS5-1 pBxlAS R4-5 pBxIR6789
Al-5 pBxIAI AS5-2 pBxIAS R8-1 pBxIR6789
Al-6 pBxlA1 A6-1 pBxlA6 S5-1 pBxIS6789
A2-1 pBxIA2 R4-2 pBxIR6789 S5-1b pBxIS6789
A3-1 pBxIA3 R4-3 pBxIR6789 S5-2 pBx1S6789

$6-1 pBxIS6789
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Tableau 10. Description du nombre de transformations de S. coelicolor A3(2) J1501
effectuées avec les différents plasmides a délétion sous forme d'’ADN double brin
dénaturé par traitement alcalin (sauf *, ADN simple brin) et du nombre de colonies
résistantes 4 la thiostreptone ou a la kanamycine qui en ont résulté.

Plasmide Transformations Colonies résistantes

pBxlA1l 5 16
pBxIA2’ 1 1
pBxlA6 4 -
pBxIR6789 1 1
pNeoR1 3 -
pNeoR2 6 -
plHI10R 9 14
pBxIS6789 1 -
pNeoS1 6 2
TOTAL 36 34

Tableau 11. Liste des souches résistantes a la thiostreptone ou a la kanamycine obtenues
suite a une transformation de S. coelicolor A3(2) J1501 avec des plasmides a délétion. Le
nom du plasmide a l'origine de la transformation est indiqué.

Souche Plasmide Souche Plasmide Souche Plasmide
Al-2 pBxlAl Al-38 pBxlA1 1H10R-9 plHI0R
Al-7 pBxIAl Al-41 pBxlA1l IH10R-10  plHIOR
Al-13 pBxlAl Al-44 pBxlA1l 1HI0R-14  plHIOR
Al-15 pBxlA1 Al1-48 pBxlA1 1H10R-21 plHIOR
Al-17 pBxIA1 Al1-50 pBxlA1l IH10R-22  plHIOR
Al-18 pBxlAl A2-1 pBxlA2 1HIOR-29  plHIOR
Al-25 pBxlA1 R4-1 pBxIR6789 1HI10R-33  plHIOR
Al-27 pBxlAl IH10R-1  plHIOR 1H10R-34  plHI0R
Al-30 pBxlAl IHI0R-2  plHIOR 1H10R-39  plHIOR
Al-31 pBxlA1l IHI10R-7 plHIOR 1HI10R-43  plHIOR
Al-35 pBxlAl 1HI0R-8 plHIOR NS1-2 pNeoS1

NS1-5 pNeoS1
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4.5.3 Analyse génomique des souches sélectionnées

Afin de vérifier si les plasmides s'étaient intégrés dans la bonne région du chromosome,
I'ADN chromosomique des souches présentées aux tableaux 9 et 11 a été isolé pour faire
un buvardage de Southern. L'ADN des souches originant des plasmides pBxlA a été
digéré par l'endonucléase de restriction Ncol puis hybridé a la sonde bxlA-2; I'ADN des
souches originant d'une transformation avec le plasmide pBxIR6789 a été digéré par Notl
et hybridé a la sonde bxIR-5; 'ADN des souches originant d'une transformation avec
plH1IOR a été digéré par Kpnl et hybridé a la sonde RS5; finalement, ' ADN des souches
provenant d'une transformation avec les plasmides pBxIS6789 ou pNeoS1 a été digéré par
Smal ou encore Kpnl-Sful avant d'étre hybridé a la sonde bxIR-5. L'emplacement des sites

de restriction et des sondes par rapport aux geénes est indiqué a la figure 12.

Presque toutes les souches analysées avaient un fragment d'ADN identique a celui de la
souche sauvage qui hybridait, indiquant selon le cas que le plasmide ne s'était pas intégré
au bon endroit ou encore qu'il n'y avait pas eu double recombinaison homologue menant
au remplacement d'une séquence du chromosome par »eo. 11 y a toutefois trois exceptions:

les souches A2-1, R4-4 et R4-5, tous de S. lividans, avaient quelque chose de particulier.

L'analyse de ' ADN chromosomique digéré de la souche A2-1 a révélé une amplification
d'une portion du génome. De plus, cette souche avait une trés mauvaise croissance en
milieu M14-xylane: il semblait y avoir lyse cellulaire. Pour ces raisons, la souche A2-1

n'a pas ét¢ étudiée plus en profondeur.

La souche R4-4 avait aussi de ' ADN chromosomique ¢'apparence différente de la souche
1326. En effet, lorsque cet ADN a été digéré puis séparé en gel d'agarose, des bandes
prédominantes de plus de 10 kb (digestion par Notl) et d'environ 2,5 + 4,5 kb (digestion
Neol) ont également été observées (figure 24). Ceci suggére encore une fois qu'il y a eu
une amplification d'une portion du génome, étant donné que le reste des fragments de

restriction est présent en trés petite quantité. Il n'y a pas eu de signal d'hybridation entre
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Figure 24. ADN chromosomique de souches de S. lividans digéré par des endonucléases
de restriction et séparé par migration dans un gel d'agarose 0,7%.

Légende :
1, 12 : marqueur de poids moléculaire d'ADN marqué a la DIG
2 : souche Al-2; digéré par I’enzyme Ncol
3, 8, 11 : souche 1326, digéré par I’enzyme Ncol
: souche R4-2; digéré par I’enzyme Noil
: souche R4-3; digéré par I’enzyme Notl
: souche R4-4 ; digéré par I’enzyme Notl
: souche 1326; digéré par I’enzyme Notl
: souche A6-1; digéré par I’enzyme Ncol
10 : souche R4-4; digéré par ’enzyme Ncol
13 : marqueur de poids moléculaire d'ADN 1 kb+
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I'ADN de cette souche et la sonde bxIR-5 (figure 25a), probablement en raison de la faible
quantité d'ADN chromosomique. Par contre, il y a eu une faible hybridation aux sondes
bxIR-1 et bxIS-1 (résultats non montrés). Lorsque 'ADN de la souche R4-4 a été hybridé
a la sonde bxlA-2, une trés forte bande a été détectée comparativement a la souche 1326
(figure 26). Les bandes révélées par buvardage de Southern sur les deux photos de la
figure 26 correspondent a des bandes prédominantes de I'ADN en gel d'agarose visible a
la figure 24. Dans le cas de la digestion par Ncol, seule la bande supérieure d'environ 4,5
kb s'est hybridée a la sonde bxlA-2. Finalement, il y a eu hybridation du méme fragment

d'ADN digéré Notl avec la sonde tsr (figure 25b).

En dernier lieu, plusieurs fragments d'ADN chromosomique de la souche R4-5 se sont
hybridés a la sonde bxiR-5 (figure 25a), et il y a eu une trés forte hybridation de la sonde
tsr (figure 25b). Il y a possiblement eu digestion partielle de ' ADN.

4.5.4 Repiquages sans sélection des souches R4-4 et R4-5

Etant donné les résultats particuliers obtenus avec les souches R4-4 et R4-5, elles ont été
repiquées sans sélection sur un milieu Bennett. Aprés trois passages, les spores ont été
récoltées et €talées sur des agar Bennett afin d'obtenir des colonies isolées. Des répliques
de velours vers un agar BT ont été effectuées afin d'identifier des colonies devenues
sensibles a la thiostreptone. Six colonies dérivées de R4-4 (souches R4-4.1, 2, 5, 6, 7 et
11) et 13 autres dérivées de R4-5 (R4-5.1, 2, 3,4, 5,7, 8,9, 10, 12, 16, 17, et 18), toutes
devenues sensibles a la thiostreptone, ont été obtenues. Leur ADN chromosomique a été
isolé, digéré par l'enzyme Notl, puis séparé en gel d'agarose. Cet ADN avait un aspect
normal (figure 27a; I'ADN de certaines souches n'est pas montré), sans fragments
prédominants comme c'est le cas de la souche R4-4. L'ADN chromosomique a ensuite été
hybridé a la sonde bxIR-5 et un fragment de 3,3 kb identique 4 celui de la souche sauvage

a €té détecté pour toutes les souches (figure 27b). De plus, une hybridation avec la sonde
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Figure 25. Hybridation de type Southern d’ADN chromosomique digéré par
l'endonucléase de restriction Notfl. La membrane a tout d'abord été hybridée avec la sonde
bxIR-5 (a) puis, aprés décapage, avec la sonde tsr (b).

Légende :
1 : marqueur de poids moléculaire ' ADN marqué a la DIG
2 : souche R4-4
3 : souche R4-5
4 : souche 1326
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Figure 26. Hybridation de type Southern d’ADN chromosomique digéré par différentes
endonucléases de restriction. La membrane a été hybridée avec la sonde bx1A-2.

Légende :
1, 12 : marqueur de poids moléculaire d'ADN marqué a la DIG
2 : souche A1-2; digéré par I’enzyme Neol
3, 8, 11 : souche 1326; digéré par I’enzyme Ncol
4 : souche R4-2; digéré par I’enzyme Notl
: souche R4-3; digéré par I’enzyme Notl
: souche R4-4 ; digéré par I’enzyme No:l
: souche 1326; digéré par I’enzyme Norl
: souche A6-1; digéré par 1’enzyme Ncol

5
6
7
9
10 : souche R4-4; digéré par I’enzyme Ncol
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Figure 27. Hybridation de type Southern d’ADN chromosomique digéré par
l'endonucléase de restriction Nofl. a) I'ADN digéré a été séparé en gel d'agarose 0,7%; b)
I'ADN du gel a été transféré sur une membrane de nylon qui a été hybridée avec la sonde
bxIR-5.

Légende:

: souche R8-1

: souche R4-4.1
: souche R4-4.2
: souche R4-4.5
: souche R4-4.6
: souche R4-4.7
: souche R4-5.2
: souche R4-5.3
: souche R4-5.4
10 : souche R4-5.5
11 : souche 1326

12 : marqueur de poids moléculaire d'ADN marqué a la DIG
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