


INTERET DE LA MUTATION DANS LA MISE EN EVIDENCE 


DU OU DES GENES 


CONTRÔLANT UN CARACTERE TRANSMISSIBLE DONNE














1. Obtention de mutants ura- chez la levure





1) Mutagénèse sur la souche sauvage (traitement par l'acide nitreux 28 min à 37°C, pH 4,5)


2) Arrêt de la mutagénèse par dilution dans du tampon à pH neutre


3) Etalement sur boites de Pétri contenant du milieu minimum + uracile (MM + ura)


4) Incubation 4 à 5 jours à 30°C


5)Repiquage des colonies sur une nouvelle série de boites contenant du MM


6) Incubation une nuit à 30°C


7) Repérage des colonies ou secteurs de colonies n'ayant pas poussé sur la boite réplique (MM)


8) Prélèvement de ces colonies ou secteurs sur la boite mère (MM + ura)


9) Isolement de clones à partir de ces colonies ou secteurs par striation sur des boites de milieu complet


10) Vérification du phénotype des mutants isolés par ensemencement sur MM et MM+ ura (vérification que l'auxotrophie est réalisée vis à vis de l'uracile).





ð On isole ainsi 7 mutants ura-





2. Analyse génétique des souches mutées





2.1. Preuve de la transmissibilité de cette caractéristique ura- de génération en génération





Pour obtenir cette preuve on croise chacun des 7 mutants haploïdes obtenus avec un haploïde sauvage de signe compatible, puis on place dans des conditions défavorables pour obtenir la sporulation, puis dans des conditions favorables pour obtenir la "germination", ce qui permet donc d'étudier la descendance haploïde résultant du croisement.
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Tableau I : Analyse de la descendance haploïde des croisements 


		"souche exigeant de l'uracile" X "souche sauvage"


�


ð	Le caractère ura- est transmissible, on a donc affaire à une mutation (altération de l'ADN, donc programme génétique modifié). En effet le caractère ura- réapparait après sporulation.


ð	Les mutations ura- ont affecté chacune un seul gène.


En effet les résultats obtenus : moitié des individus de la descendance haploïde sont ura- et l'autre moitié sont ura+ (voir tableau I), peuvent être facilement interprétés si l'on prend pour hypothèse de départ : le phénotype ura- résulte de la mutation d'un seul gène.





Prenons l'hypothèse, chaque mutation a affecté un seul gène = le caractère (ura) est contrôlé par un seul gène. 


Comme on note l'existence de deux phénotypes, (ura+) et (ura-), la différence entre les génomes dans le cadre de cette hypothèse provient de la présence de formes variante du gène : allèle + 


et allèle -. Schématiser les chromosomes des deux cellules haploïdes ura+ et ura- utilisées pour le croisement et le devenir de ces chromosome au cours des différentes étapes de l'étude (fusion, méiose et spores au sein d'une tétrade). Démontrer alors que la ségrégation des caractères ura+ et ura- se traduit par l'apparition dans la descendance haploïde de 50 % d'individus (ura+) et 50 % d'individus (ura- ). 


















































Les résultats expérimentaux concordent avec les résultats attendus dans le cadre de l'hypothèse 


=> un seul gène impliqué.


�
Prenons l'hypothèse chaque mutation affecte deux gènes indépendants : gène 1 et gène 2.


Une cellule haploïde de phénotype sauvage porte dans son génome les deux allèles sauvages 1+ et 2+, une cellule haploïde de phénotype (ura-) porte dans son génome les deux allèles mutés 1- et 2-.


Schématiser les chromosomes des deux cellules haploïdes ura+ et ura- utilisées pour le croisement et le devenir de ces chromosome au cours des différentes étapes de l'étude (fusion, méiose et spores au sein d'une tétrade). Démontrer alors que la ségrégation des caractères ura+ et ura- ne se traduit pas par l'apparition dans la descendance haploïde de 50 % d'individus (ura+) et 50 % d'individus (ura-). Quelle est la ségrégation observée dans le cadre de cette deuxième hypothèse ? 





















































Les résultats expérimentaux ne concordent pas avec les résultats attendus dans le cadre de cette deuxième hypothèse => pas deux gènes impliqués.





2.2. Les différentes mutations isolées (7 au total) ont-elles affectées des gènes distincts ou 


sont-elles toutes situées dans le même gène ?





Pour répondre à la question on a croisé deux à deux les différentes souches mutantes obtenues.





Tableau II : Analyse de la descendance haploïde des croisements 


		"souche exigeant de l'uracile" X "souche exigeant de l'uracile"
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ð Les résultats montrent que l'ensemble des croisements peut se classer en deux types :


	- � ceux qui ne donnent que des asques dont toutes les spores sont mutantes :


		(1 X 6 ; 3 X 4 ; 5 X 7)


	- ‚ ceux pour lesquels on observe des spores sauvages :


		(tous les autres croisements)





Interprétation de � :


Partons de l'hypothèse, on a croisé deux souches mutantes portant une mutation dans le même gène.


Schématiser les chromosomes des deux cellules haploïdes ura- et ura- utilisées pour le croisement et le devenir de ces chromosome au cours des différentes étapes de l'étude (fusion, méiose et spores au sein d'une tétrade. 


Quelle est la ségrégation observée dans le cadre de cette hypothèse ?


Que peut-on conclure à propos des mutants 1, 3, 4, 5, 6, et 7 ?





















































Interprétation de ‚ :


Partons de l'hypothèse les deux mutations affectent 2 gènes distincts.


Dans le cadre de cette hypothèse on considèrera en réalité deux couples d'allèles (1+, 1-) pour le gène 1 et (2+, 2-) pour le gène 2.


Schématiser les chromosomes des deux cellules haploïdes ura- et ura- utilisées pour le croisement et le devenir de ces chromosome au cours des différentes étapes de l'étude (fusion, méiose et spores au sein d'une tétrade. 


Quelle est la ségrégation observée dans le cadre de cette deuxième hypothèse ? 


Que peut-on conclure à propos des mutants 1, 2, 3 et 5 ?









































�
ð 	L'analyse génétique de souches de levure mutantes, exigeantes en uracile, a montré 	que les mutations obtenues peuvent se répartir en 4 gènes différents que l'on notera 	uraA, uraB, uraC et uraD.


Cela montre que plusieurs gènes peuvent être nécessaires pour contrôler un même phénotype, et que ceci ne peut être mis en évidence que si l'on dispose de mutants pour chacun de ces gènes.





2.3. Que se passe-t-il au niveau du métabolisme ?





Les études génétiques et biochimiques ont permis de montrer que l'uracile est synthétisée par une série de réactions catalysées chacune par une enzyme. Ces réactions sont illustrées dans la figure 1 ci-dessous.


Figure 1 : Voie de biosynthèse de l'uracile
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Pour expliquer le phénotype "exigeante en uracile" (ura-) on va rechercher si chacune des mutations correspond à l'inactivité d'une des enzymes ci-dessus. Les résultats de cette analyse sont consignés dans le tableau III.





Tableau III : Analyse du contenu en enzymes des souches sauvage et mutées


�


ð 	la souche sauvage possède toutes les activités, chaque souche mutante est déficiente 	pour une activité enzymatique et une seule.


	C'est ainsi que l'on a établi la relation phénotype-génotype par la relation 


	un gène-une protéine.


�
3. La complémentation : relation entre gènes allèles








3.1. Qu'advient-il quand on croise un mutant avec la souche sauvage ?





Quand on croise un mutant ura- avec la souche sauvage on obtient un diploïde dont le phénotype est (ura+) et de génotype ura+ / ura-.


Que se passe-t-il chez ce diploïde en termes biochimiques ?


Les diploïdes sont capables de se développer sur milieu dépourvu d'uracile et on interprète ceci en disant que l'allèle sauvage ura+ permet la production d'enzyme en quantité suffisante pour subvenir au besoin du diploïde malgrè la déficience de l'autre allèle ura-.


Si cette hypothèse est exacte, la mesure des quantités d'enzymes présentes dans les souches homozygotes sauvages (ura+ / ura-) et les souches hétérozygotes sauvage / mutant (ura+ : ura- ) doit faire apparaitre une quantité moitié d'enzyme pour les hétérozygotes.


Ces mesures ont été faites et sont rassemblées dans le tableau IV.





Tableau IV : Analyse du contenu enzymatique et comparaison entre souche sauvage et souches 


			mutantes hétérozygotes


�





3.2. Qu'advient-il quand on croise des mutants entre eux ?





Construisons les différents diploïdes urax- X uray- .


Les résultats de l'étude de leur phénotype résumé dans le tableau II a révélé deux types de comportement :


- tous les diploïdes constitués de 2 mutants ayant perdu la même fonction muté dans le même gène) ont le phénotype mutant (ex : 1 X 6).


- tous les diploïdes constitués de 2 mutants ayant perdu 2 fonctions différentes muté dans deux gènes différents) ont le phénotype sauvage (ex : 2 X 5). 


Ceci est une conséquence directe des relations de dominance et de récessivité entre allèles d'un même gène :


- l'allèle muté qui correspond à la perte de fonction ne s'exprime dans le diploïde que s'il est à l'état homozygote


- à l'état hétérozygote, l'allèle sauvage permet la synthèse d'une quantité suffisante d'enzyme pour que la fonction soit réalisée conférant ainsi le phénotype sauvage à la souche.





ð 	La détermination du phénotype des diploïdes constitués en croisant des souches 	mutantes entre elles constitue un "test fonctionnel d'allélisme" ou dit encore "test de 	complémentation".


	Il est donc possible de déterminer par simple analyse du phénotype du diploïde si deux 	mutations récessives conférant le même phénotype à la souche qui les porte, ont 	affecté le même gène (la même fonction) ou non, et ceci sans connaître la voie 	métabolique affectée par les mutations.


�
3.3. Protocole expérimental pour la réalisation d'un test fonctionnel d'allélisme





Noter que le test fonctionnel d'allélisme n'est possible que dans le cas de mutation récessive.





1) Récolte de mutants ayant un phénotype déterminé (utilisation d'un crible de sélection).


2) Chaque souche mutante est croisée avec la souche sauvage de façon à constituer les diploïdes mutant/sauvage.


3) Détermination du phénotype de ces diploïdes :


seulement si le diploïde est sauvage on peut réaliser un test fonctionnel d'allélisme car c'est le signe que la mutation est récessive.


4) Construction des diploïdes "mutant x X mutant y".


5) Détermination du phénotype de ces diploïdes :


- si phénotype mutant : les mutations des souches x et y affectent le même gène


- si phénotype sauvage : les mutations des souches x et y n'affectent pas le même gène on dit qu'elles "complémentent".





Remarque :


Nous venons de voir le cas où l'allèle sauvage est dominant sur l'allèle muté ce qui rend possible la complémentation des mutations dans un diploïde hétérozygote (si ces mutations n'affectent pas le même gène).


Mais il arrive parfois que l'allèle sauvage ne soit pas dominant sur l'allèle muté et on peut obtenir un hybride avec un phénotype intermédiaire entre les deux parents : on parle de dominance partielle 


(cas peu fréquent).





Explication :


Le fait d'avoir la moitié de la quantité d'enzyme synthétisée habituellement chez l'individu sauvage, n'est pas suffisant chez l'individu hétérozygote pour transformer la totalité d'un produit :


le produit final et un produit intermédiaire peuvent s'accumuler à la fois et conférer ainsi un phénotype intermédiaire (ex : rouge X blanc ---> rose).


Dans la complémentation retenir que la dominance n'est pas toujours de rigueur.
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