
Volume 13, number 3 FEBS LETTERS March 1971 

OBTENTION ET ETUDE DE DOUBLES MUTANTS CHLORATE-RESISTANTS 

CHEZ ESCHERICHIA COLI K12 

J. MARCOT et E. AZOULAY 
Laboratoire de Chimie Backienne, C.N.R.S. 31, chemin J. Aiguier, 13 Marseille, France 

Received 28 December 1970 

Three double mutants were prepared from single mutant chl-r strains of Escherichia coli K12 lacking nitrate re- 

ductase activity. When eXtnCtS of these three double mutants were mixed, nitrate reductase activity was reconstituted. 

1. Introduction 

Comme il a deja Cte mentionne [ 1,2], la resistance 
au chlorate chez Escherichia coli K 12 est partagee par 
cinq groupes de mutants genetiquement distincts. Les 
quatre premiers groupes sont form& de genes pleiotro- 
pes qui ont le phenotype nit-gas-: chl A-[3], chl B- 
[4] , chl D-[5], chl’E- [6]. Ces mutants ont perdu la 
capacite de reduire NO; en NO; et de produire de 
l’hydrogene gazeux a partir du formiate resultant de la 
fermentation du glucose. Les mutants du dernier 
groupe chl C- [7] sont nit-gas+. 

La reconstitution in vitro de l’activite nitrate-re- 
ductase par ‘compltmentation’ a partir des extraits 
des mutants chl A-et chl B-a permis Q Azoulay et al. 
[8] d’etudier experimentalement le role des produits 
de ces deux genes et du cytochrome bI qui sont pre- 
sents a l’etat soluble dans les preparations acellulaires 
des souches mutees. Cette reconstitution s’accompagne 
de la formation de particules qui, apres examen au mic- 
roscope Clectronique se sont rCvClCes identiques aux 

particules membranaires obtenues a partir de la souche 
sauvage d’ E. coli K12 [9] . 

Afin de mieux comprendre l’importance relative et le 
role des produits de chacun de ces genes et en particulier 
des trois plus importants (chl A, chl B et chl C) nous nous 
sommes proposes de preparer a partir de ces mutants 

les trois doubles mutants possibles, de facon a n’avoir 
dans chacun d’eux qu’un seul de ces trois genes qui 
soit sauvage. 

Nous decrivons dans ce court memoire l’obtention 
et l’etude des mutants chl A-chl B-chl C-et chl A- 
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chl C-d' E. coli K12 souche PA601 (no. 356 de notre 
collection). 

2. Resultats et discussion 

2.1. Obtention des mutants 
1) La souche chl A-chl B-(no. 510 de notre col- 

lection a Cte obtenue par transduction du gene chl A- 
(mutant 356 , 5 de notre collection) dans la souche 
chl B-(mutant 356a4) par le bacteriophage de transduc 
tion generalisee PI kc developpe sur la souche chl A- 
suivant la technique de Lennox [lo] . Nous avons 
selectionne les transductants gal+ et recherche parmi 
eux ceux qui ont recu le gene chl AI Dans ce but nous 
avons effect& le croisement de chaque isolement 
gal’ (xyl- mtl-) par une Hfr chl B’ (xyl+ mtl’). Nous 
avons selectionne les recombinants susceptibles de 
fermenter soit le xylose soit le mannitol et avons de- 

termine pour chacun d’entre eux apres isolement les 
caracteres nit et gas. On conserve comme souches 
chl A-chl B- ceux des transductants gal+ qui dans 
les croisements avec 1’Hfr chl B’ donnent le pheno- 
type nit-gas-pour tous les recombinants xyl+ mtl+, 
puisque ceux des transductants gal’ qui sont chl A- 
chl B-gardent le phenotype nit-gas-quand ils acqui- 
Brent le caractere B’ au tours de la conjugaison. 

2) La souche chl A-chl C-(no. 555) a CtC ob- 
tenue par transduction du gene chl A-dans la souche 
chl C-(nit-gas+) par le bacteriophage Pr k, suivant 
la mCme technique. La verification des caracteres 
de la nouvelle souche est faite en transmettant in- 
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Tableau 1 

Activite* de ‘compldmentation’ des preparations acellulaires des doubles mutants chl-rdsistants d’E. coli K12. 

Origine des preparations 

acellulaires 

Reconstitution 

de I’activite 

nitrate-rkductase 

Activite specifique 

(unites) 

chl A -chl B - f chl B -cJzl C - _ 0 

chl A-chl B-+ chl A-chl C- - 0 

chl B-chl C- + chl A-chl C- - 0 
chl A-chl B- + chl B-chl C-+ chl A-chl C- + 2,04 

* L’activite de ‘complementation’ est exprimee i partir de I’accroissement d’activite nitrate-reductase (unite nitrate-reductase) par 

heure et par mg de protdines mesurees dans le melange d’incubation. 

Tableau 2 
Activitd* de ‘complementation’ des differentes combinaisons de preparations acellulaires des mutants chl-r simples et doubles. 

Extrait du 

mutant simple 

chl A- 

chl B- 

chl C- 

Extrait du double mutant 

chl A-chl B- chl B-chl C- chl A-chl C- 

0 1,92 0 

0 0 1.68 

2,36 0 0 

* Voir tableau 1. 

Tcmpr de complhentation 

Fig. 1. Cinetique de reconstitution de l’activitd nitrate-re- 

ductase de ‘complementation’ realisee en melangeant les 3 sur- 

nageants prepares par centrifugation i 170.000 g des extraits 
bruts des trois doubles mutants. Syst‘emes experimentaux con- 

tenant 0.1 ml (600 i 800 ~.cg en proteines) de chacun des 3 ex- 

traits; 0,3 ml de tampon tris 0,04 M (pH 7,6) incubant a 32” 
sous vide et pour des temps variant de 5 a 150 min. La com- 

plhmcntation est arretde en introduisant I’air dans les systemes 

refroidis a OO. L’activitd enzymatique est ensuite determinde 

sur ces mdlanges et exprimee en unites nitrate-reductase. 

dependamment a des souches sauvages soit les carac- 
tbres chl A-gal+ par cotransduction par des lysats 
du phage PI k, developpe sur cette souche, soit. de la 

meme man&e, les caracteres chl C-try’. 
3) La souche chE B-chl C-(no. 5 17) a CtC obtenue 

par croisement d’une Hfr chl B-str-s (souche 495) avec 

la F-chl C-str-r (souche 426) suivant la technique de 
Wollmann et Jacob. 

2.2. Etude biochimique 
Ces trois doubles mutants presentent le mCme 

phenotype que les mutants dont ils sont issus et ne 

possedent ni l’activite nitrate-reductase (mesuree sur 

cellules entieres et les extraits suivant la technique 
de Pichinoty [ 121) ni l’activite hydrogene-lyase de- 
terminee dans les conditions d&rites par Azoulay et 
Marty [13]. 

Nous avons effectue conformement aux indications 
donnees par Azoulay et al. [8] des experiences de 
reconstitution de l’activite nitrate-reductase. Les re- 
sultats consign& dans le tableau 1 montrent qu’apres 
2 h de ‘complementation’ la reconstitution de l’acti- 
vite nitrate-reductase ne peut Ctre obtenue que pour le 
melange des extraits des trois doubles mutants, seule 
combinaison qui apporte les produits des trois genes 
actifs. 
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Cette reconstitution accompagnee de formation de 

particules peut Qtre aussi obtenue par le melange des 
extraits d’un mutant simple et d’un mutant double 
(tableau 2) a condition que la combinaison realisee 
apporte les produits des trois genes sauvages chl A+, 

chl B’, chl C+. 
La cinetique de reconstitution de l’activite nitrate- 

reductase a partir des extraits des trois doubles mu- 
tants est illustree par la fig. 1; elle est analogue a celle 
observee par Azoulay et al. [8] dans le cas des mutants 
simples. 

En conclusion, les observations rapportees mettent 
en evidence I’utilite de ces doubles mutants qui permet- 
tent de demontrer de man&e indubitable l’importance 
individuelle des produits de chacun des trois genes 
consider&. Par ailleurs l’etude de leur regulation devient 
plus facile et permettra ulterieurement de resoudre les 
problemes de morphogenese des ‘particules’ integrees 
aux membranes cytoplasmiques d’E. cd. 
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