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Introduction

Introduction

Depuis plus de quatre mille ans, I'homme utilisefalgon empirique des bactéries lactiques
pour la fermentation d’aliments. C’est en 1873, dquseeph Lister un éleve de Pasteur a le
premier isolé un ferment a partir d'un lait ferm@nCette bactérie d’abord appe&cterium

lactis est aujourd’hui nomméeactococcus lactigLudwig et al. 1985).

Les bactéries lactiques doivent leur nom a la pebdn massive d’acide lactique ; elles
contribuent a la texture et a la saveur des alimanmisi qu'a la production de composés
aromatiques. Elles inhibent la prolifération de miorganismes indésirables en abaissant le
pH de leur environnement, mais aussi en produidast composés inhibiteurs, comme le
peroxyde d’hydrogene et les bactériocines (Gildlaet al. 1985; Ruiz-Barba et al. 1991;
Marty-Teysset et al. 2000; van de Guchte et al120@n de Guchte et al. 2002). Certaines
especes de bactéries lactiques produisent aussixdeslysaccharides qui modifient 'aspect
et la texture des produits fermentés (Peant @08l5; Van der Meulen et al. 2007). Ainsi, ces
microorganismes largement utilisés dans I'alimeota{Tableau 1) sont considérés comme
non pathogenes et sont reconnus au niveau intenaatcomme « GRAS » pouGeneraly
Regarded As Safe(Pochart et al. 1992; Aguirre and Collins 1993;aAd and Marteau
1995).

La technologie laitiere représente le principategcd application des bactéries lactiques et
repose principalement sur la production du laitl@tsélection de ferments lactiques
performants. Selon les statistiques du FAO (« Faod Agriculture Organization » :

Organisation _des Nations Unies pour l'alimentagbri'agriculture) en 2005, la production

mondiale du lait a avoisiné 532 millions de tonneldJnion européenne est le premier
producteur avec 142 millions de tonnes. Vu cettgartante production laitiere, les

industriels ont souvent recourt a des procedesigimgs, essentiellement thermiques, pour
préserver les qualités biologiques de cette matgrmmiéere fragile. D’autres méthodes
reposent sur la transformation du lait afin de gmger sa durée de conservation et d’éliminer
le risque de prolifération d’agents pathogenesxdreple le plus concret est la fermentation

lactique qui conduit a la fabrication de laits femtes et de fromages.

bY

Les bactéries lactiques sont ubiquitaires et oatigblées a partir de différentes niches

ecologiques comme les végétaux, la viande, le pojda. mugueuse vaginale et le systeme
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digestif. Néanmoins, les habitats les plus frégueour les lactocoques demeurent le lait, les
laits fermentés et les fromages. L'adaptation eraissance dans le lait repose sur un
equipement enzymatique approprié pour catabokskckose (sucre du lait) et hydrolyser les
caséines du lait. A ce jour, les bactéries lacBoiaétiéres caractérisées et utilisées comme
ferments sont en majorité issues du lait de vacBardpe (France, Angleterre et Pays Bas)
ou d’Amérique (USA et Canada). C’'est pour cettegmique nous nous sommes intéressés a
un autre écosysteme laitier, a savoir le lait aucdamelle du sud de I'Algérie, cette région

étant caractérisée par un climat chaud et congd&Endme une zone aride.

La réponse au choc thermique est un phénomeneajélaérs le monde vivant, caractérisé par
la production rapide et transitoire de protéineicgmues a une température supra-optimale.
Cette réorientation des syntheses protéiques impliadoption par la cellule d'un

programme d’expression genique original : répresdies genes « constitutifs » et activation
des genes de choc thermique. L’implication simd&ande processus de régulation
transcriptionnelle, post-transcriptionnelle et treionnelle souligne le dynamisme de cette

réponse.

L. lactisest soumis a de fortes variations de températlams le sol ou lors de la fabrication
de fromages, pour lequel la température monte jas#f)fC. Les mécanismes de perception
du stress, essentiels pour que la cellule puisgpeatéger avant que les effets de ce stress ne
soient irréversibles, sont encore peu connus themcoccudactis. Evoquer la réponse au
choc thermique, et plus particulierement les hgpeg sont la manifestation la plus flagrante,
c'est décrire: (1) les circonstances de leur afiparileurs nombre et qualités; (2) le mode de
régulation de leur synthese; (3) leur participatioypothétique au développement de la
thermotolérance. Le séquencage des genes isolgsoapés en opérons et de leurs zones
promotrices exclusivement végétatives remet en timured'universalité du seul modéle

accepté ces dernieres années.
1. Problématique

Au cours de la fabrication de certains fromages foetes températures rencontrées au cours
de la « cuisson » peuvent étre a l'origine d’atiéres cellulaires majeures. Les protéines
intracellulaires vont se dénaturer puis s’agrégéiverses macromolécules comme les
ribosomes ou I'ARN vont étre déstabilisées et ladité membranaire va augmenter posant
des probléemes de perméabilité excessive et deptand.a réponse au choc thermique ou
heat shockHS) a été trés étudiée, notamment chez les liext@ctiques. Ce type de stress

2
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provoque, ched.. lactis I'induction de protéines dont des protéines ehapnes et des
protéases. La régulation de ces protéines, dofd@réifts genes sont organisés en opérons, est
assurée par diverses régulateurs transcriptionrigant I'un des organismes modéle dans le
métabolisme microbienLactococcus lactis a été la principale cible de lingénierie
métaboligue chez les BL. Cette bactérie a de ntms/ehpplications biomédicales et
biotechnologiques.

Les lactocoques sont réputés étre des mésophigasrhbins certaines souches de lactocoque
issus recemment du lait cru de chamelle d’Algebeiqf et al. 2010) sont capables de se
développer dans une gamme de température de 10Ca be ce fait, ces lactocoques sont
considérés comme atypiques et originaux de paeuledaractére de thermotolérance. Cette
thermotérance peut s’expliquer par I'adaptatiorteke lactocoques a leur écosystéme saharien
chaud et aride, et remet en question le caractésopmile attribué aux lactocoques de facon

générale.
2. Objectifs de la these

Dans ce travail de thése, nous nous intéressoiituéld du déterminisme génétique de la
thermotolérance chez ces nouveaux lactocoques eqiept étre utilisés comme ferments
lactiques locaux adaptés au lait de chamelle etcamxlitions climatique du sud d’Algérie.
Notre objectif principal est d’'identifier et de aatériser les génes de choc thermique, jusqu’a
présent peu inventoriés, en particulier chaztococcus lacti®t qui sont responsables de la
production de protéines dites Ksp: heat schock protein et du caractere de la

thermotolerance.
3. Stratégie d’étude:

Mon travail de thése est constitué de cing chapitte premier chapitre correspond a une
synthése bibliographique ayant pour but de sitadrdvail dans son contexte scientifique.
Elle comporte une étude sur la génomique des lestéactiques, la réponse au stress
thermique chez les lactocoques, I'impact de lanomatique sur I'étude des bactéries
lactique, et les techniques du séquencage. L'aadjdiographique est divisée en différentes
parties. Elle commence par des définitions, taxdaoet classification puis une liste des
utilisations des bactéries lactiqgues dans l'alirmtah. Ensuite elle décrit la génomique des
bactéries lactiques ainsi que leur réponse ausstiedie détaille le mécanisme de résistance au

stress thermique chez le gehactococcusinsi que la synthése et'la régulation des preséin
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de choc thermique chez ces bactéries. Elle consaergartie importante a la description des
meéthodes de séquencage des génomes bactériens @itde de I'analyse bioinformatique
des génomes séquencés offrant ainsi un large paaocde méthodes de technologies NGS
«next generation sequencing. Elle se termine par un bilan trés utile dedédintes

méthodes utilisées actuellement.

Le deuxieme chapitre Matériel et méthode décritebgserimentations faites dans le cadre de
l'identification des déterminants génétiques déhkermotolerance chez les souches étudiées.
Ce chapitre commence par une analyse physiologigpse souches, leur caractérisation
phénotypique et culturale. Une analyse génétiquaiesi utilisée pour dévoiler le support de
la thermotolerance des souches. Une analyse pmdtigae est effectuée pour établir les
relations phylogénétiques entre les souches wfisgans ce travail de these. L’approche
moléculaire débute par un séquencage du génomk dota lactocoque thermotolerant.
Ensuite, il est montré comment, a partir des dosiéetes, il est possible de les traiter pour
effectuer lI'assemblage des séquences génomiquda ptédiction des génes de choc
thermique ainsi que leurs protéines fonctionnelless traitements effectués paraissent
judicieusement choisis en regard de l'applicati@itde : il s’agit tout d’abord de définir des
lectures brutes issues du séquencage du génonhe tpgatir de génomes préexistantes ou
d'un assemblage de novo, de traiter les séquedeel®s corriger et de vérifier leur qualité,
d’établir les contigs ainsi que la construction dgdarits « scaffolding ». Cette analyse
moléculaire se base sur une liste des logicielsntoonatiques utilisés en cours des
traitements. Enfin une analyse métagénomique airg&ue comparative est réalisée afin de
discuter les différentes interactions et le phénmmé’agrégation entre les différentes
populations et especes d’'un méme écosysteme laiteetait de chamelle d’Algérie » et qui
constituent un consortium microbien particulier.tt€epartie est intéressante également et
répond au probleme de la prise en compte de laipté’agrégation due a la production de
protéines particuliéres « Piline » en ce qui comeda présence des résultats pertinents en

téte de liste.

Le troisiéme chapitre traite ensuite les résulbdiinus tout au long de ce travail colossal de
these. C’est en fait de nouveaux concepts moléeug@nomique et bioinformatique. Cette

heuristigue semble intéressante et une étude syBtpra des genes de choc thermique est
analysée pour la premiére fois en détail chezagsdoques, ce qui représente a nouveau un

travail expérimental tres important. Ce chapitréesmine en illustrant le fonctionnement des
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logiciels réalisés. On obtient alors un inventaieegenes impliqués dans le probleme du stress

thermique. La conclusion dégage les perspectimpsitantes qui font suite a ce travalil.

Le protocole d’étude est schématisé dans la fiflire
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Figure 1: Organigramme de la stratégie d’étude
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Chapitre 1 : Synthése bibliographique
1. Bactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont des micro-organisme§&ram positif, non sporulants,
nonmobiles, anaérobis mais aérotolérants et né&égassaucune catalase. Toutes les bactéries
lactigues possedent un meétabolisme fermentaire pewmettant, en utilisant des sucres
fermentescibles, de produire principalement deidedactique (Haldsz, 2009) mais aussi

d’autres acides organiques (acide acétique, aormeidue...).
1.1. Description et utilisation

Les caractéristigues métaboliques des bactérigguas en font des acteurs indispensables au
cours des fermentations alimentaires. L'utilisatitenla fermentation par ’'Homme remonte a
des temps tres anciens. Les premiers produits feémeont certainement été obtenus par
acidification spontanée des jus végétaux (vingiebié.) ou par contamination naturelle du
lait (yaourts, fromages...). Les premiéres preuvesl'dristence des produits laitiers
fermentés remontent a 8000 ans avant JC dansissant fertile au Moyen Orient (plaines du
Nil, du Jourdain, de I'Euphrate et du Tigre), épequu les végétaux et les animaux sont
domestiqués (Fox, 1993). La fermentation des végé(ains, bieres) et la production de
levain apparaissent entre 4000 et 2000 avant JClekd=gyptiens.

Les bactéries lactigues sont classiqguement im@égudans un grand nombre de
fermentations alimentaires, seules ou avec d’auiesd-organismes (transformation du lait,
boissons fermentées, salaison, fermentation destax), et sont également étroitement
associées a I'environnement humain (Schroeter aagnkammer 2009) (Tableau 1). Le
principal atout de ces bactéries réside donc dans tapacité a acidifier les produits
alimentaires. L’'acide lactique, qui est le prodwiincipal du métabolisme fermentaire, joue
un role majeur dans la conservation des alimenypll inhibe fortement la croissance des
bactéries pathogenes a bas pH (Stiles 1996). Hatement un réle direct dans l'industrie
laitiere puisqu’il permet la formation du caillébas pH. Les bactéries lactiques participent
également a la texture (production d’exopolysaddieaj et a la saveur des produits laitiers.
Les arbmes sont multiples, parfois indésirablesias biogénes) et peuvent provenir
d’origines diverses, soit du catabolisme des hgdrde carbone présents dans le lait (lactose,
citrate...), soit du métabolisme des acides aminésnoore des matiéres grasses (Deutsch et
al. 2000).
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Tableau 1 : Quelques utilisations des bactéries lagues dans I'alimentation
(d’aprés Atlan et al., 2000)

Utilisation Bactéries lactiques™ (et autres micro-organismes associés)
Végétaux P. acidilactici et P. pentosaceus
concombres, choux Leu. mesenteroides, Lb. plantarum, Lb brevis, Lb. sake
olives Leu. mesenteroides

Sauce de soja T. halophilus

Viandes
fermentées P. acidilactici et P. pentosaceus, C. divergens, C. piscicola
(saucisse) Lb. sake, Lb. curvatus

semi-conservées
(sous vide)

Leu. carnosum et Le. gelidum
C. divergens, C. piscicola

Poissons marinés T. halophilus, Lb. brevis, Lb. buchneri, Leu. mesenteroides

Produits laitiers
Yaourt Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus et S. thermophilus
Laits fermentés Lb. acidophilus, Lb. casei

Fromages affinés

Camembert et Brie L. lactis ssp. lactis et L. lactis ssp. cremoris

Emmental et Gruyére

S. thermophilus et Lb. helveticus ou Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus
ou Lb. delbrueckii ssp. lactis

Mozzarella S. thermophilus et Lb. helveticus ou Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus

Cheddar L. lactis ssp. lactis et L. lactis ssp. cremoris et L. lactis ssp. lactis
biovar. diacetylactis

Roquefort S. thermophilus et L. lactis ssp. lactis et L. lactis ssp. cremoris et L.
lactis ssp. lactis biovar. diacetvlactis

Boulangerie Lb, sanfrancisco, Lb. fermentum, Lb. brevis

(panification Lb. plantarum (Saccharomyces cerevisiae)

Boissons

Vins Oenococcus oeni (Saccharomyces cerevisiae)

kéfirs Lb. kefir, Lb. kefiranofaciens, Lb. kefirgranum, Lb. acidophilus, Lb.

brevis

* C : Carnobacterium L. : Lactococcus Leu :Leuconostog Lb : Lactobacillus, P :Pediococcus S
: StreptococcusT : Tetragenococcus

De nos jours, les bactéries lactiques font I'obetrecherches intensives qui sont améliorées
par la disponibilité de la séquence compléte dwgende nombreuses bactéries lactiques :
Lactococcus lactisIL1403 (Bolotin et al. 2001),Lactobacillus plantarum WCFS1
(Kleerebezem et al. 2003),actobacillus johnsoniiNCC 533 (Pridmore et al. 2004),
Lactobacillus acidophilus NCFM (Altermann et al. 2005). La production saresse en

augmentation de produits laitiers fermentés etostintle fromage, 18 millions de tonnes en
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2004 alors que seulement 15 millions de tonnegm@tairoduites en 1999 (source statistique
FAQO), conduit aujourd’hui a une rationalisation isgknsable de l'utilisation des ferments
lactigues dans lindustrie. Les technologies led$e constituent le secteur principal
d’application des bactéries lactiques. La compréioen de la physiologie de ces
microorganismes contribue ainsi a un meilleur diatrdes procédés de méme qu'a
I'amélioration et a la diversification des qualitégganoleptiques et texturales des produits
laitiers fermentés. Pour cela diverses stratégntet® mises en place, il s'agit tout d’abord
d’'une meilleure sélection des souches et leursatibn en mélanges complexes dans des
levains de culture. Une optimisation métabolique sleuches a également été envisagée afin
d’augmenter la production d’arébmes (Ferain et 806h; Ferain et al. 1996b; Delcour et al.
1999; Delcour et al. 2000; Kleerebezemab et alOR0@e polysaccharides (Nyyssola et al.
2005), de vitamines (Wegkamp et al. 2007), d’agantsnicrobiens (Arques et al. 2015) ou
encore de la protéolyse des protéines du lait (B3aettal. 2011)..

Les bactéries lactiques sont également impliquéas de nouveaux types de produits en tant
que « probiotiques » (Marco et al. 2010). Il s’aggt micro-organismes vivants qui une fois
ingérés, vont conférer un effet physiologique biguef a leur héte animal grace a leurs
propriétés microbiennes (Fuller 1991). Les gentexctobacillus Bifidobacterium et
Enterococcusbritent des especes considérées comme probist{edd et al. 2005; Goldin
and Gorbach 2008). D’autres bactéries, qui ne csdom pas naturellement le tractus digestif
des mammiféres, mais sont utilisées comme stagiaars l'industrie laitiere sont également

considérées comme des probiotiguds bulgaricuset St thermophilus

Leur classification dans les probiotiques ainsi cueami les microorganismes GRAS
(Generally Regarded As Safait de ces bactéries des acteurs potentiellemgartant dans
les domaines de la médecine et de la santé : aatidio de la digestion du lactose,
stimulation du systeme immunitaire, vecteurs deéaudes a effets thérapeutiques (Amar et
al. 2011) .

1.2. Taxonomie et classification phylogénétique

Orla-Jensen en 1919 (Orla-Jensen 1921) définibdeséries lactigues comme un groupe de
bactéries a Gram positif, non mobiles, asporogehdsrmentant les hydrates de carbone et
certains alcools en lactate. Cependant, plus réeamriapport de nouvelles approches de
taxonomie bactérienne (physiologie, génétique), emmjs d’affiner cette classification

(Stackebrandt et al. 1987; Vandamme et al. 1998)pilemiere classification des bactéries

9
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lactiques a été établie en 1919 par Orla-Jensendsurs criteres morphologiques et
physiologiques (activités catalase et nitrite rédse, type de fermentation) (Stiles and
Holzapfel 1997). Les criteres phénotypiques pemmnetta classification des bactéries se sont
ensuite étendus a la composition de la paroi, pe ty'acides gras cellulaires, le type de
quinones (accepteur d’électrons). Cependant cetoueé$ phénotypiques ne rendent pas
compte des relations phylogénétiques entre lespguEn 1977, Woese et Fox (Fox et al.
1977) introduisent la phylogénie moléculaire basdéela séquence des ARN ribosomiques.
Cette méthode va révolutionner la taxonomie desebas et la classification des BL va étre
profondément modifiée. D’autres méthodes génotygsg(basés sur les acides nucléiques)
sont aussi utilisées en classification, comme |ergentage en GC ou I'hybridation
ADN:ADN. L’approche consistant a prendre en comfese méthodes phénotypiques et
génotypiques s’'appelle la taxonomie polyphasiqueanflamme et al. 1996). La technique de
MLST (pour Multi Locus Sequence Typndasée sur la divergence nucléique de génes de
ménage, est utilisée pour la classification desathogenes (notamment streptocoques ;
(Enright and Spratt 1999). Cependant cette teclena pas été utilisée pour d’autres BL.

Le groupe des BL ne peut pas étre considéré commeroupe phylogénétique. Elles
appartiennent toutes au groupe des bactéries a @oaitif, mais si la plupart d’entre elles
appartiennent au groupe des bactéries a Gramfppsiis G+C (phylum des Firmicutes), le
genreBifidobacteriumappartient au groupe des bactéries a Gram posiaud G+C (phylum
des Actinomycetes) (Figure 2). Si les bifidobae®rsont phylogénétiquement éloignées des
BL sensu strictdBL a bas G+C), elles sont tout de méme traditilament incluses dans les
BL car elles partagent certaines caractéristiques alles (elles produisent de I'acide lactique
et sont utilisées dans les laits fermentés ; (Hb&daet al. 2001). Parmi les bactéries lactiques
sensu strictp on peut distinguer quatre groupes phylogénétiquascipaux. Les genres
EnterococcusMelissococcusTetragenococcys/agococcusCarnobacteriumLactosphaera

et Aerococcusforment un premier groupe (Stiles and Holzapfel 7)9Dans ce groupe,
I'effort de séquencage des génomes a porté suedpéces pathogenes opportunistes de
I’homme, Enterococcus faecalst E. faeciumlLes genreStreptococcust Lactococcusi’ont

été séparés qu’en 1985 avec I'apparition du geaotococcugSchleiferet al, 1985) et sont
phylogénétiquement proches deactococcus lactis est une bactérie trés utilisée en
fermentation fromagere. Le premier génome de Blpdiitle a été celui d’'une souche de
Lactococcus lactissp.lactis en 2001 (Bolotin et al. 2001). Dans le geBtesptococcusla
seule espéece utilisée comme ferment dans lindusdtimentaire estS. thermophilus
notamment pour la production de yaourt akecbulgaricus Ce genre contient un grand

10
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nombre de bactéries plus ou moins pathogeSegprieumonigeS. pyogenesS. mutanssS.
agalactiae..) pour lesquels 13 séquences génomiques sontscbmdeja disponibles dans les
bases de données. Le troisieme groupe est form@eateesOenococcuslLeuconostoet
Weissella Dans ce groupe, on retrouve des bactéries tréséas dans l'industrie
agroalimentaire comm@enococcus oenbactérie importante dans la production de vinrpou
la fermentation malolactique dieuconostoc citreuratilisé pour la fermentation de certains
légumes et.c. mesenteroidessp.mesenteroidestilisé dans la production de choucroute et
de dextran.

Enfin, le dernier groupe phylogénétique est cométitdes genresLactobacillus et
Pediococcus

Les bactéries lactiques impliqguées dans l'indusslienentaire appartiennent a différents
genres : Carnobacterium Enterococcus Lactobacillus Lactococcus Leuconostoc
Oenococcus Pediococcus TetragenococcysVagococcuset Weissella(Vandamme et al.
1996).

11
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Figure 2 : Arbre consensus, basé sur I'analyse comparativeAB&N ribosomiques (ADNTr)
montrant les différents groupes phylogénétiqueshadeseries lactiques a faible pourcentage
en guanine et cytosine (GC%) et les genres Grantifposn reliés Propionibacteriumet
Bifidobacterium (d’'aprés (Holzapfel et al. 2001). Les genres igogs en rouge
correspondent aux genres les plus utilisés en indualimentaire. La barre indique une

divergence de séquence estimée de 10%.

1.3. Le genrelLactococcus.

Le genreLactococcusqui nous intéresse plus particulierement, étditedois apparenté aux
streptocoques. Il s’agit donc de bactéries en fatmeoques, regroupées ou non en chainettes
de longueurs variables. Elles présentent un mésabel homolactique, et sont mésophiles
puisque leur température optimale de croissanc@reshe de 30°C. Ce sont les études de
Schleifer et coll. (1985) gui ont justifie la crigat de ce nouveau genre bactérien regroupant
la quasi-totalité des streptocoques du groupe k atassification de Lancefield (Lancefield

12
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and Perlmann 1952). Le genteactococcusinclut différentes espécegarviag lactis,
piscium plantarum, fujiensiet raffinolactis. L’espéecelactis regroupe elle-méme trois sous-
especes;remoris tructae,hordniaeetlactis qui elle-méme comprend le biovdiacetylactis

capable de surproduire le diacétyle.

Les différentes sous-especesldetococcus lactipeuvent étre différenciées entre autre par
leur résistance aux stress. Ainsi, la sous-espacts est plus robuste que keremoris
puisqu’elle est capable de croitre a 40°C, ou ésence de 4 % de NaCl. De plus, la sous-
especedactis est capable de produire de 'ammoniac a partirgiféne grace a la voie de

I'arginine déiminase (ADI) qui est tres rare cloegmoris

Les bactéries du gentactis sont les bactéries lactiques les plus importadigs point de
vue commercial. Les habitats les plus importantsldetocoques demeurent le lait, les laits
fermentés ainsi que les fromages ou ils constitieeriiiore dominante. Cependant, on peut
eégalement les isoler des plantes (Premi et al.)18n2i que de la peau de certains animaux,
et il semble que la contamination qui a lieu aursale la traite ait pour origine principale le

fourrage.

Les lactocoques sont des bactéries lactiques aexdfabituellement, ces bactéries croissent
dans 4% de NaCl et a une température optimale désenpntre 20 et 30°C, elles sont capables
de se développer a 10°C mais pas a 45°C (StileHatwhpfel 1997; Mofred) et al. 2007;
Cavanagh et al. 2015a; Cavanagh et al. 2015b);s8&r| 2004) ; elles produisent l'acide
lactique de forme L(+) par métabolisme homofermiemtet elles sont couramment présentes
dans les produits fermentés mais certaines espaasnmentlLactococcuslactis sont

souvent isolées des végétaux (Stiles and HolzapfT).

Le genrelLactococcus(Lc.) comprend plusieurs espéces Lc. garvieae associée a des
infections animales (Stiles and Holzapfel 1997;Beuand Perreten 2000) et humaines telles
gue les endocardites (James et al. 2000)pisciumisolée a partir de poisson salmonid&s,
plantarumisolée a partir de petits pois congelés, raffinolactisisolée a partir de lait cru
(Stiles and Holzapfel 1997) kt. lactisqui est la plus étudiée et la plus utilisée emugtde
alimentaire (Stiles and Holzapfel 1997; Teuber Bedeten 2000)

L’espécelc. lactisest divisée en quatre sous- espedss lactisssp.lactis etLc. lactisssp.
cremorisisolées de produits laitierkc. lactis ssp.hordniaeisolée de la cicadelleordnia
circellata (Latorreguzman et al. 1977) kt. Lactis ssp.tructae isolée du tractus digestif

poisson de I'eau douce (Itoi et al. 2008; Itoi et2809). Les deux sous espebesdniaeet
15
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tructae sont rarement rencontrées dans les fermentatmitisrés. Les souches ayant la
capacité de produire le diacétyle a partir du w@treont classées comnhe. lactis ssp.
diacetylactis (Stiles and Holzapfel 199Ly. lactis ssp.Cremorisse distingue déc. lactis
ssp.lactis par son incapacité a se développer a 40°C, a pldA.présence de 4% de NaCl, a
hydrolyser l'arginine et a fermenter le ribose (Kehnd Ward 2002); (Rademaker et al.
2007), Schleifer et al., 1985 ; Stiles et Holzapi®97 ; Pot, 2008). Ces deux sous-especes se
sont également révélées génétiqguement distincredgsaétudes d’homologies ADN-ADN et
par comparaison de leurs séquences d’ARNr 16Sr(dadd al. 1991; Ward et al. 1998).

Les souches dec. lactissont largement utilisées comme starters danslicéion de divers
produits fermentés (Florez et al. 2008), notamnenfromages ou elles interviennent dans la
formation du caillé et le développement des car@tigues organoleptiques du produit fini
tout en inhibant la croissance des germes inddésgafrace aux agents antimicrobiens
gu’elles produisent (Florez et al. 2008). Cependinprincipale préoccupation concernant
ces souches est la stabilité de certaines de aretéristiques technologiques d’origine
plasmidique (Stiles and Holzapfel 1997).
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Figure 3 : Arbre phylogénétique des souchedat#ococcus lactislont le génome est completement séqud@a®ek-évrier 2016 NCBI)
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2. Génomique des bactéries lactiques

Nous sommes exposés a une grande variété de ngarosmes parmi eux, les bactéries
d'acide lactique (LAB) ; ce groupe est composéatadries microaérophiles, batonnnets et/ou
des cocci non sporulants et qui ont la capacitérdduire principalement de I'acide lactique a
partir de sucres hexoses(Makarova and Koonin 200&)grande diversité des LAB leur
permet de coloniser une variété de niches écolegigllant des aliments comme les produits
laitiers, les viandes, les [égumes, le pain leetiles muqueuses telles que la cavité buccale, et
le tractus gastro-intestinal (Pfeiler and Klaenhan®007). Les caractéristiques métaboliques
des LAB ont été exploitées pour la conservationaliesents. Les aliments fermentés a l'aide
des LAB sont encore largement consommeés. RécemiasritAB commensaux ont recu une
attention accrue en raison de leur réle importamtsde maintien de la santé et la prévention
des infections (Reid et al. 2003; Klaenhammer et2805). Actuellement, 31 génomes
complet de LAB ont été séquencés et sont access#lepublic. En outre, des analyses
génomiques comparatives et fonctionnelles conditigsaont accompagné l'apparition de

l'information de la séquence génomique.

2.1. Historique et caractéristiques générales degigomes des LAB

La disponibilité des génomes seéquencés a pernes nogilleure compréhension de la
divergence évolutive des LAB et révéle une tendaleceéduction relativement récente de la
taille du génome (van de Guchte et al. 2006). Lraideancétre commun des Lactobacillales
semble avoir perdu c. 600 — 1200 génes et avoiliacg100 genes durant sa divergence de
I'ancétre des bacilli (Makarova and Koonin 2007).

L'ampleur de la réduction du génome varie conalllément entre les LABQenococcus
oenia seulement c. 1700 ORFs prédites par rapport 8008 chez actobacillus plantarum
(Pfeiler and Klaenhammer 2007). L'analyse des gé&@sode LAB disponibles suggére que la
majeure partie des géenes qui ont été perdus eonraie I'adaptation aux environnements
alimentaires riches en nutriments, en particules microorganismes qui se sont adaptés au
lait et d'autres environnements riches en protéatesn glucides. La bactérie du yaourt
Lactobacillus delbrueckissp.bulgaricusmontre une grande différence dans la teneur en G-C
% (49,7 %) de l'espedeactobacillus acidophilug34,7 %), un organisme commensal gastro-
intestinale. Fait intéressant, la différence aiihcipalement due a la position du troisieme
codon moins conserve, qui avait une teneur en G@Q®b66ce qui implique une évolution

rapide a un contenu plus élevé de GC. En outmegiebre de génes ARNr et des ARNt chez
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L. bulgaricusest de 50 % supérieur a la moyenne de la taillsotlegénome. Ces nombres
correspondrait a un génome de 3 — 4 Mb, signifieatient plus grande que sa taille réelle de
1,8 Mbp (van de Guchte et al. 2006). L'adaptatipécmlisée au lait est particulierement
intéressante car ce milieu de fermentation n'aediitepas sans l'intervention humaine. La
pression de sélection est venue non seulemenenégrbnnement naturel, mais aussi des
milieux anthropiques créés par I'homme, qui a dmdlEment domestiqué ces

microorganismes au cours des 5000 dernieres ampaéas transfert répété des cultures de

LAB pour la production de produits laitiers fermést
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Tableau 2 : Bactéries lactiques dont les génomes sont conmpé¥te ou partiellement

séquences. (NCBI,29-02-2016)
Genre Nombre de  Référence
génomes
séguencés
Lactobacillus 747 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/organis&v&/latest/
Lactobacillus casei 89 (8 génomes http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/genomes/652
complets)  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/organism/65848test/
Lactobacillus paracasei 53 (7 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/2032
complets)  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/organism/138t@st/
Lactobacillus delbruecki 29 (5 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/genomes/514?
(bulgaricug complets)  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/organism/138&/st/
Lactobacillus plantarum 53 (12 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/genomes/1108
complets)  http://www.nchi.nlm.nih.gov/assembly/organism/138@st/
Pediococcus 27 http://www.ncbi.nIm.nih.gov/assembly/organisn32atest/
Pediococcus pentosaceus 7 (2 complets) http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genogeriomes/1109
Lactococcus 88 http://www.ncbi.nIm.nih.gov/assembly/organisnbZ8atest/
Lactococcus lactis 68 (14 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/genomes/156?
complets)
L. lactisssp.lactis 52 (8 http://www.ncbi.nIm.nih.gov/assembly/organism/13&t#st/
complets)

L. lactisssp.lactis bv

diacetylactis 5 (incomplets)

http://www.ncbi.nIm.nih.gov/assembly/organism/13&t#&st/

L. lactisssp.cremoris 11 (6 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/genomes/156?
complets)
Streptococcus 7177 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/organis801/latest/

Streptococcus thermoohilus 25 (11 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/genomes/420?

P P complets)  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/organism/138&/st/
Enterococcus 961 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/organis@5@/latest/
Enterococeus faecalis 442 (7 http://www.ncbi.nIm.nih.gov/genome/genomes/808?
complets)  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/organism/13atest/
) 414 (8 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/genomes/871?

Enterococcus faecium complets)  http://www.ncbi.nim.nih.gov/assembly/organism/13&@/st/
Tetragenococcus 5 http://www.ncbi.nIm.nih.gov/assembly/organism/516&@st/
Leuconostoc 42 http://www.ncbi.nIm.nih.gov/assembly/organism/124&/st/

Leuconostoc mesenteroides 14 (4 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/genomes/1078?

complete)

Fructobacillus fructosus 3 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/genomes/117627?
Oenococcus 65 http://www.ncbi.nIm.nih.gov/assembly/organism/462atést/
Bifidobacterium 271 http://www.ncbi.nIm.nih.gov/assembly/organism/16a&&/st/

. ) 57 (16 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/genomes/183?

Bifidobacterium longum complets)  http://www.ncbi.nim.nih.gov/assembly/organism/21684test/

. ) » 24 (5 http://www.ncbi.nIm.nih.gov/genome/genomes/881?

Bifidobacterium bifidum complete)  http://www.ncbi.nim.nih.gov/assembly/organism/168tst/
Weissella 22 http://www.ncbi.nIm.nih.gov/assembly/organism/462atest/
Carnobacterium 7 (1 complet) http://www.ncbi.nIm.nih.gov/genome/genomes/117627?
Olsenella 4 (1 complet) http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/genomes/13725?
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2.2. Apports de la génomique sur I'étude des bactés lactiques

La génomique est I'étude de I'ensemble de linfdiora génétique d’'un organisme. La

génomique est une discipline récente et en pleparesion. Le premier génome bactérien
séquencé et publié est celui Baemophilus influenzaeagent pathogéne responsable de
méningites et dont le génome fait 1,8 Mb (Fleischmet al. 1995).

La méme année, le génomelMgcoplasma genitaliumagent d’infections uro-génitales qui
possede le plus petit génome bactérien connu (b3@#t publié (Fraser et al. 1995). Cette
publication donnera déja lieu a la comparaisonddesx seuls génomes disponibles, et ouvrira
la voie de la génomique comparative. De 1995 a 28R0génomes bactériens sont publiés
dont ceux tEscherichia coli(Blattner et al. 1997) bactérie modele des Gram (-) et de
Bacillus subtilis(Kunst et al. 1997), bactérie modele des GramLl(@3. progres techniques et
la création de grands centres dédiés au séquerm@g@ermis a la génomique de se
développer. De 2001 a 2005, 237 génomes dont 68 lammée 2005 ont été séquencés et
publiés (source http://www.ncbi.nim.nih.gov/genompsoks.cgi).

2.2.1. Informations issues d’'un génome

2.2.2. Structure du génome

La connaissance de la séquence d'un génome nousedacces a un grand nombre
d’'informations parmi lesquelles la structure du e étudié. La connaissance de la
structure des génomes bactériens a largement éroéis progres de la génomique. Les
parametres les plus utilisés pour la descriptiodadstructure des génomes sont la taille, la
géomeétrie, le nombre de réplicons et le pourcentag8+C. La taille des génomes bactériens
séquencés varie de 580 Kiycoplasma genitaliuina 9,1 Mb Bradyrhizobium japonicuin
(Bentley and Parkhill 2004). La taille des génorassla résultante de différents évenements
comme la duplication de genes, I'acquisition deémek génétique par transfert horizontal et
la perte de genes par délétion (Mira et al. 20D43. plus petits génomes appartiennent a des
espéeces vivant dans des niches écologiques stéblpkjs souvent en association avec un
héte. Les plus grands génomes, a l'inverse, seuetnt dans des espéces vivant dans des
milieux plus complexes et variables, comme le sol gxemple. La densité des génes varie
peu (environ 1 gene par kb), la taille du génontedesic en général proportionnelle au

nombre de génes présents (Bentley and Parkhill)2004
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La majorité des espéces bactériennes possede omasome circulaire unique. Cependant,
certaines especes possedent un chromosome linéamae celles des genr8sreptomyces
(Kieser et al. 1992) oBorrelia (Ferdows and Barbour 1989). Certaines espece®gass
plusieurs chromosomes, codant chacun des foncéesentielles a la survie cellulaire, par
exemple les opérons ribosomiques (Ochman 208§pbacterium tumefaciersontient des

chromosomes linéaires et circulaires (Allardet-8at\et al. 1993).

La génomique a révélé que la composition nuclémiiglides génomes n’est pas homogeéne, il
est proposé que cela résulte de contraintes qui &are jour encore mal comprises. Le
pourcentage en G+C des génomes séquenceés se sitae26,5% pounVigglesworthia
glossinidia(Akman et al. 2002) et 72,1% poBtreptomyces coelicolgBentley et al. 2002).

Une corrélation semble exister entre la taille g&somes et le pourcentage en G+C mais son
explication n'est pas claire aujourd’hui (BentlegdaParkhill 2004). Au sein d'un méme
chromosome, le pourcentage en G+C varie. Les ségaantergéniques sont plus riches en
A+T, et notamment les régions promotrices des gdiaegitant ainsi 'ouverture des brins
d’ADN lors de la transcription (Pedersen et al. @00Certainement pour des raisons
similaires, I'origine de réplication est, elle aiysikhe en A+T (Bentley and Parkhill 2004). Il
existe aussi des régions plus étendues pour lésguelpourcentage en A+T est plus élevé
gue la moyenne du génome. Ces regions de compositypique sont souvent assimilées a
de I’ADN issu de transfert horizontal (Daubin et 2003). Un autre parametre est souvent
regardé dans les génomes, le «GC skew». Le broopeéest plus riche en G qu'en C, et
inversement pour le brin retardé. Cela crée unergion du «GC skew» (G-C/G+C) a
I'origine de réplication et au terminus, ce quirpet de les situer sur le chromosome
(McLean et al. 1998).

L’obtention de la séquence génomique d’'un organiparenet aussi de mettre en évidence
des éléments pouvant intervenir dans la plastitit§énome. Les séquences répétées (rDNA,
séquences d’insertion) sont susceptibles de recmnbentre elles et dinduire des
réarrangements dans le génome (Hughes 2000). éeweBis mobiles sont une autre source
de plasticité du génome. Parmi ces éléments, arvdrbes prophages, les transposons, les
séquences d’insertion et les éléments conjugatiftogs de leur excision du génome peuvent
emmener de I’ADN de I'héte qui sera intégré ensdéas le chromosome receveur (Dobrindt
et al. 2004). La compétence naturelle est ausgi@ément qui intervient dans la plasticité des
génomes puisqu’elle permet a la bactérie compétémieoduire dans son génome de 'ADN

issu du milieu extérieur.
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2.2.3. Capacités métaboliques

La séquence d’'un génome donne acces a lI'ensemblgées présents dans un organisme.
Cependant, I'identification d’'un cadre ouvert detlee ne permet pas toujours d’avoir acces a
sa fonction. Encore aujourd’hui, 20 a 40% des gafaectés dans les génomes sont de
fonction inconnue (Zheng et al. 2002). La génomigstedonc tributaire des avancées dans les
autres disciplines comme la physiologie ou la ggoétclassique. Lorsqu’un géne est détecté
dans un génome, la premiére étape est d'attribmefanction (putative) au produit du gene.

La plupart du temps, cette fonction est attribuéepmologie avec des genes déja étudiés,
par identification de domaines conservés avec téayprotéines ou plus occasionnellement
par rapport a un contexte génétique (Gerlt et Ba#thH00). Ce processus, appelé annotation,
est une partie essentielle a l'utilisation des @®&sngénomiques. L'annotation présente
plusieurs limites : seules les fonctions déja caesnpeuvent étre identifiées, la fonctionnalité

de la protéine n’est que putative (possibilité detations qui inactivent la protéine ce qui

génere des faux positifs), et dans le cas de remplants non orthologues (fonction assurée
par une protéine non homologue), une fonction peupas étre identifiee (génére des faux

négatifs).

Sur la base des fonctions putatives assignéesemesgil est possible de reconstruire in silico
les capacités métaboliques de I'organisme. Cedaiases de données se sont spécialisées
dans cette démarche, comme KEGG (Kyoto Encyclopedi Genes and
Genomes,http://www.genome.ad.jp/kegg/), ERGO
(http://ergo.integratedgenomics.com/ERGO/) ou MgtaC (http://metacyc.org/). La
reconstruction des voies métaboliques présentes wlagénome a été réalisée pour plusieurs
organismes (Borodina and Nielsen 2005). Pouplantarum la reconstruction des voies
métaboliques a été effectuée dans I'environnematitwRly Tools (Karp et al. 2002) a partir
des EC numbers (Enzyme Classification number : monp&rmettant de caractériser la
réaction réalisée par une enzyme) issus de l'ahiopntat des noms des produits des genes
(Teusink et al. 2005). Les reconstructions métgels représentent donc un moyen puissant
de prédiction de voies métaboliques fonctionnetlesz un organisme a partir des données
génomiques. Cependant, ces reconstructions, poer fidbles, nécessitent un travail de
nettoyage manuel important et ne peuvent étre teffes que sur des voies de biosynthése
bien caractérisées. L'étape supplémentaire damalyae des données génomiques est la

comparaison entre plusieurs génomes.
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2.2.4. Comparaison de génomes

La comparaison de génomes de souches différentls déme espece permet de mettre en
évidence les régions variables entre les souchette Comparaison a surtout été réalisée pour
des génomes de bactéries pathogénes. Chez cesdsaditétait connu de longue date que les
différences de phénotype entre deux souches étamntent dues a des genes groupes
physiguement dans le génome (notion de « cluste€e$ régions génomiques, appelées «
flots de pathogénicité » (Hacker et al. 1990) oilots génomiques » (Boyd et al. 2000)
suivant qu’ils contiennent ou non des génes assacia virulence, ont été retrouvées dans les
comparaisons entre génomes de souches d’'une m@eeegesomme dans le cas Hecoli

(pour revue : (Whittam and Bumbaugh 2002).

Chez les bactéries lactiques, la seule comparaisaggnomes de deux souches d’'une méme
espece a étre publiée, a été réalisée peptococcus thermophilgBolotin et al. 2004). Les
deux souches, isolées de yaourt, ont plus de 908tsélguences codantes en commun et
different par 55 insertions ou délétions de plus@dases qui représentent 4% de la longueur
du génome. 23 différences sont liées a des ségudfinsertion (IS) qui sont présentes a des
endroits différents entre les deux génomes. Cestiogs sont soit restreintes a I'lS (pour 18
d’entre elles), soit accompagnées de groupes desgarpplémentaires (pour 5 d’entre elles).
Les génes qu’on retrouve associés aux IS sont riespgs de genes de biosynthese des
exopolysaccharides (EPS) dans deux cas, des grolggenes de fonction inconnue dans
deux cas et un groupe de génes impliqués dansosyriihese de bactériocine. Les autres
différences les plus importantes non associées &léenents génétiques mobiles concernent
des génes impliqgués dans la biosynthése des pohaades a rhamnose (4 opérons), un

prophage, 'immunité et la synthése de bactériac{ddoci).

Une étude portant sur la diversité géenomique eXlireouches dk. plantaruma été realisée
par puces a ADN (Molenaar et al. 2005). Cette comipan est partielle puisque I'ADN
présent sur les puces représente 80% du génomea deuchel. plantarum WCFS1
séquenceée (Kleerebezem et al. 2003). Les séqueraraguantes dans les 19 autres souches
peuvent donc étre détectées mais pas les sequamgelementaires. Parmi les régions qui
sont absentes d’au moins 30% des souches, on vetmuparticulier des clusters de genes
dont les produits sontimpliqués dans [l'utilisatide sucres (9 clusters), la synthese de
protéines extracellulaires (3clusters), la syntheme ribosomale de protéines (1 cluster) et la
synthese d’un cofacteur, la molydoptérine (1 clysten retrouve aussi des groupes de genes

classiquement variables entre souches comme les a@érons de|synthése d’EPS, trois
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prophages, un cluster de production d’'une bactéeoda plantaricine et un systeme de
restriction-modification. Aucune corrélation n’a ptre mise en évidence entre la variabilité
génomique et la provenance des souches (10 pravedisolats humains et 9 de produits

végétaux fermentés) par cette méthode.

La comparaison de génomes peut aussi étre réaliée les génomes d’espéces différentes
mais proches phylogénétiquement. Chez les lactibdmdusqu’a aujourd’hui, les séquences
de seulement quatre génomes sont disponibles,degpeces différentes. Les espéces les
plus proches pour lesquelles les génomes ont gteeséés sorit. johnsonii(Pridmore et al.
2004) etL. acidophilus (Altermann et al. 2005). Aucune étude n’a été igeblsur la
comparaison de ces deux génomes. Cependant certaractéristigues sont communes aux
deux génomes seéquences. La taille des deux géresnd®nviron 2 Mb et le pourcentage en
G+C est de 34,71% polr. acidophilusNCFM et 34,6% pout. johnsoniiNCC 533. Les
deux bactéries semblent incapables de synthétesqulupart des acides aminés et des
vitamines mais possedent des protéases et un ganbre de transporteurs de peptides et
d’acides aminés et de peptidases. Les deux génoodent pour de nombreux systemes de
transports et de métabolisme de sucres, notammieexases.L. johnsoniiNCC 533 a été
isolée de lintestin humain (Haller et al. 2002)LetacidophilusNCFM a été isolée de féces
d’enfant (Altermann et al. 2005) et sont toutes ¢h=ux étudiées pour leur propriétés
probiotiques. Leurs caractéristiques génomiquestuames semblent liées a I'environnement
de ces deux souches, le tractus digestif, qui esnilieu riche ou les bactéries peuvent se
procurer un grand nombre de nutriments. La comgamnagntre les génomes deplantarum
etL. johnsoniia été publiée en 2004 (Boekhorst et al. 2004).

La comparaison de génomes, qu’elle soit réalisédre erdes souches proches
phylogénétiquement ou non, a permis de mettre ededee une certaine plasticité des
génomes et notamment les transferts horizontaus. t@nsferts de matériel génétique
peuvent représenter une grande partie d'un génoaweéren, comme le montre la
comparaison de trois souches différentes d’E.qualin’ont qu’environ 40% de leurs géenes en
commun (Welch et al. 2002).

Dans ce cas patrticulier, un grand nombre de diifgge entre les génomes est dd a des flots

génomiques ou de pathogénicité et a des prophages.

Deux méthodes sont utilisées pour détecter les sgeguis par transfert horizontal :

I'approche phylogénétique et I'approche paramégrifitawrence and Ochman 2002).
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L’approche phylogénétique se base sur la distobubu la forte similarité d’'un gene avec des
homologues dans des bactéries non apparentéesefi@vand Hartl 1992; Ragan 2001). Un
gene acquis par transfert horizontal aurait dores hugtoire phylogénique différente de celle
de son héte. Cette méthode a besoin, pour étiséatib I'échelle d’'un génome, de plusieurs
séquences génomiques de bactéries proches, vobedlde de plusieurs souches d’'une méme

espece.

Les méthodes paramétriques sont basées sur I''ggmtiue les genes dont la composition
nucléique et l'utilisation des codons synonymes slififérentes de celles de la majorité des
géenes de I'organisme, sont probablement issusadefarts horizontaux (Medigue et al. 1991;
Moszer et al. 1999; Mrazek and Karlin 1999). Ceghodes ne nécessitent pas d'autres
données génomiques que celles de I'organisme. @aperelles sont incapables de détecter
des genes issus de transfert horizontaux anciessgénes sont soumis au méme biais
mutationnel une fois intégrés dans le génome recege deviennent de moins en moins
atypiques) ainsi que les génes provenant de bestagiant le méme biais mutationnel et la
méme utilisation de codons synonymes. Cette méttiétiete donc de maniére plus fiable les

genes acquis recemment et sous-estime probablésuemombre.

Ces deux méthodes, utilisées pour le génore cbli ne donnent pas les mémes résultats
(Koski et al. 2001). Néanmoins, les résultats ismssdeux analyses different plus sur la taille
des régions transférées et donc sur le nombre desggue sur le nombre de transferts a
proprement parler (Lawrence and Ochman 2002).

2.3. Génome dé actococcus lactis

Lactococcus lactisest une bactérie trés utilisée en fermentation &gére. Le premier
génome de BL disponible a été celui d’'une soucheadtococcus lactissp.lactis L1403 en
2001 (Bolotin et al. 2001). Plusieurs génomes latgococcusont été séquencés et de

nombreux projets de séquencgage sont en cours.
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Organisme (souche) Niveau I&'g)e GC% Génes Protéines Références
Lactococcus lactisubsplactis 111403 - 2.36559 35.30 2406 2277 (Bolotin et al. 2001)
Lactococcus lactisubspcremorisMG1363 - 2.52948 35.70 2583 2400 (Wegmann et al. 2007)
Lactococcus lactisubspcremorisSK11 [ 2.59835 35.82 2682 2412 (Makarova et al. 2006)
Lactococcus lactisubsplactis KF147 ] 2 63565 34.86 2595 2445 (Siezen et al. 2010)
Lactococcus lactis subsgremorisNZ9000 ] 2.53029 35.70 2583 2404 (Linares et al. 2010)
Lactococcus lactis subsjactis CV56 - 2.51874 35.09 2533 2378 (Gao et al. 2011)
Lactococcus lactis subsgremorisA76 ] 25771 35.88 2679 2382 Bolotin, et al., 2011
Lactococcus lactis subsp. cremoris UC509.9 ] 2.45735 35.76 2489 2188 (Ainsworth et al. 2013)
Lactococcus lactis subsp. lactis 10-1 ] 2.42147 35.10 2342 2230 (Kato et al. 2012)
Lactococcus lactis subsp. cremoris KW2 e 2.42705 35.70 2345 2223 (Kelly et al. 2013)
Lactococcus lactis subsp. lactis NCDO 2118 ) 2.59226 34.86 2545 2382 (Oliveira et al. 2014)
Lactococcus lactis subsp. lactis KLDS 4.0325 e 2.59549 35.39 2648 2448 (Yang et al. 2013)
Lactococcus lactis,"Al06" ) 2.39809 35.00 2320 2178 (McCulloch et al. 2014)
Lactococcus lactis subsp. lactis,"S0" ] 2.4887 35.20 2482 2311 Zhong,et al., 2014
L actococcus lactis subsp.lactis bv. diacetylactis gl2 i 2.2454 35.20 2179 2022 (Gabed et al. 2015)
Lactococcus lactis subsp. lactis Dephy 1 » 2.60355 35.10 2634 2459 Velly,et al.2013
Lactococcus lactis subsp. lactis CNCM 1-1631 L 2.51133 34.90 2546 2403 McNulty,N.P et al 2011
Lactococcus lactis subsp. lactis YF11 L 252731 34.90 2452 2328 (Du et al. 2013)
Lactococcus lactis subsp. lactis A12 L 2.7 35.30 2663 2425 (Passerini et al. 2013)
Lactococcus lactis subsp. cremoris TIFN1 - 2.67978 35.50 2828 2285 (Erkus et al. 2013)
Lactococcus lactis subsp. lactis bv. diacetylasttisTIFN2 L 2.50507 35.10 2603 2296 (Erkus et al. 2013)
Lactococcus lactis subsp. cremoris TIFN3 L 2.72521 35.50 2869 2291 (Erkus et al. 2013)
Lactococcus lactis subsp. lactis bv. diacetylasttisTIFN4 b 2.55039 35.00 2635 2349 (Erkus et al. 2013)
Lactococcus lactis subsp. lactis bv. diacetylesttisL D61 - 2.59924 35.00 2687 2490 (Falentin et al. 2014)
Lactococcus lactis subsp. cremoris HP L 2.26951 35.60 2325 2042 (Lambie et al. 2014)
Lactococcus lactis subsp. lactis JCM 5805=NBRC 33809 L 2.527 35.20 2537 2210 (Kato et al. 2012)
Lactococcus lactis subsp. lactis,"511 » b 2.48081 35.10 2492 2304 (Lambie et al. 2014)
Lactococcus lactis subsp. cremoris GE214 - 2.80103 35.40 2835 2603 (Ladero et al. 2014)
Lactococcus lactis,"Bpl1" L 2.3057 34.90 2200 2092 Chaston,et al., 2014
Lactococcus lactis subsp. lactis,"CECT 4433" - 2.57915 34.90 2629 2290 (Tschoeke et al. 2014)
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Lactococcus lactis subsp. lactis 1AA59 L] 2.57654 35.00 2570 2406 (Ladero et al. 2015)
Lactococcus lactis subsp. cremoris,"A17" - 2.67994 35.60 2551 2372 (Leong et al. 2014)
Lactococcus lactis subsp. lactis,"JCM 5805" » 2.54579 35.20 2553 2359 (Fuijii et al. 2015)
Lactococcus lactis subsp. cremoris,"Mast36" L 2.60534 35.40 2616 2414 (Plumed-Ferrer et al. 2015)
Lactococcus lactis subsp. cremoris,"DPC6860" L] 2.60744 35.60 2677 2261 (Cavanagh et al. 2015a)
Lactococcus lactis subsp. lactis,"DPC6853" - 2.50715 35.00 2535 2116 (Cavanagh et al. 2015a)
Lactococcus lactis subsp. lactis bv. diacetyld€ir]. 264" L 257372 35.00 2650 2446 Zuljan,et al., 2015
Lactococcus lactis subsp. lactis,"ATCC 19435" N 2.54729 35.30 2558 2373 (Ercan et al. 2015)
Lactococcus lactis subsp. lactis,"E34" ) 2.37566 34.90 2306 2217 (Ercan et al. 2015)
Lactococcus lactis subsp. lactis,"K231" N 2.33604 34.80 2283 2178 (Ercan et al. 2015)
Lactococcus lactis subsp. lactis,"KF7" N 2.36676 34.90 2335 2209 (Ercan et al. 2015)
Lactococcus lactis subsp. lactis,"KF24" ) 2.61922 34.90 2645 2483 (Ercan et al. 2015)
Lactococcus lactis subsp. lactis,"K337" _’- 2.44552 34.70 2399 2263 (Ercan et al. 2015)
Lactococcus lactis subsp. lactis,"KF67" N 2.6843 34.80 2665 2514 (Ercan et al. 2015)
Lactococcus lactis subsp. lactis,"KF146" ) 2.57452 34.70 2529 2408 (Ercan et al. 2015)
Lactococcus lactis subsp. lactis,"KF196" _’- 2.44589 34.80 2387 2282 (Ercan et al. 2015)
Lactococcus lactis subsp. lactis,"KF282" N 2.65125 34.80 2589 2471 (Ercan et al. 2015)
Lactococcus lactis subsp. lactis,"LMG8520" ) 2.43558 34.80 2452 2060 (Ercan et al. 2015)
Lactococcus lactis subsp. lactis,"LMG8526" _’- 2.47749 34.80 2422 2304 (Ercan et al. 2015)
Lactococcus lactis subsp. lactis,"LMG9446" N 2.4884 34.80 2481 2324 (Ercan et al. 2015)
Lactococcus lactis subsp. lactis,"LMG9449" ) 2.70754 34.80 2745 2555 (Ercan et al. 2015)
Lactococcus lactis subsp. lactis,"LMG14418 _’- 2.41093 34.80 2423 2275 (Ercan et al. 2015)
Lactococcus lactis subsp. lactis,"KF134" N 2.4634 34.80 2383 2282 (Ercan et al. 2015)
Lactococcus lactis subsp. lactis,"KF201" ) 2.37639 34.90 2327 2222 (Ercan et al. 2015)
Lactococcus lactis subsp. lactis,"Li-1" _’- 2.47593 34.90 2422 2303 (Ercan et al. 2015)
Lactococcus lactis subsp. lactis,"M20" N 2.67432 34.80 2675 2535 (Ercan et al. 2015)
Lactococcus lactis subsp. lactis,"ML8" ) 2.52187 35.10 2560 2373 (Ercan et al. 2015)
Lactococcus lactis subsp. lactis,"N42" _’- 2.74392 35.10 2738 2540 (Ercan et al. 2015)
Lactococcus lactis subsp. lactis,"UC317" L 2.49842 35.00 2522 2357 (Ercan et al. 2015)
Lactococcus lactis subsp. lactis,"NCDO895" - 2.47306 34.90 2450 2319 (Ercan et al. 2015)
Lactococcus lactis subsp. lactis JCM 5805 = NBRQ9B3 L 2.54762 35.20 2557 2406 (Ercan et al. 2015)
Lactococcus lactis,"LI1596" ] 2.39296 35.10 2377 2237 (Ptitsyn et al. 2015)
Lactococcus lactis subsp. cremoris,"DPC6856" » 2.2454 35.20 2179 2022 (Cavanagh et al. 2015a)
Lactococcus lactis subsp. lactis,"LMG 7760" » 2.86238 35.30 2980 2606 (Sun et al. 2015)
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Lactococcus lactis subsp. cremoris TIFN5,"TIFN5" 2.24545 35.10 2202 2072 (Ainsworth et al. 2013)
Lactococcus lactis subsp. cremoris TIFNG,"TIFNG" ] 2.54151 35.50 2555 2232 (Ainsworth et al. 2013)
Lactococcus lactis subsp. cremoris TIFN7 ] 2.59151 35.70 2669 2334 (Ainsworth et al. 2013)
Lactococcus lactis subsp. lactis JCM 7638 L 2.63409 35.60 2853 2505

(Shimizu-Kadota et al. 2013)

@® Complet [14:# Scaffold [4}* Contig [50]
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3. Les technologies NGS Next Generation Sequencing »

3.1. Bioinformatique et biologie computationnelle

La bio-informatique est souvent vue comme l'appiara de I'informatique a la biologie,
tandis que la biologie computationnelle est dawgmtan champ de recherche qui vise a
développer de nouvelles méthodes computationnelles.professeur Pavel Pevzner de
I'Université de Californie a San Diego a écrit puss articles sur ce sujet (Pevzner 2004;
Pevzner et al. 2008; Pevzner and Shamir 2009). nEsBement, l'informatique a
révolutionné la biologie et les cursus universéairde biologie doivent inclure plus
d’'informatique. Je considére que mes travaux deodatcsont classifiés dans la discipline de

la biologie computationnelle.

La structure de 'acide désoxyribonucléique a &eodverte par James D. Watson et Francis
H. C. Crick (Watson and Crick 1953). Cette décotevétait tres importante et ils ont recu un
prix Nobel. La structure de 'ADN a aussi été ééeddans plusieurs autres articles dans les
années 1950 (voir http ://www.nature.com/natured@echive.html ). L’'un de ceux ci est
I'article de James D. Watson et Francis H. C. Catklans celui-ci, les auteurs ont suggéré
que les deux brins de ’ADN pourraient étre utgiggar un mécanisme de copie du matériel
génétique. Le séquencage de I'ADN a pour but denelofa séquence de nucléotides de
molécules d’ADN. Cette information peut étre uéls par exemple, pour identifier des
mutations qui causent des phénotypes particulieus,encore pour détecter des agents
infectieux dans des échantillons. Plusieurs putitina ont comparé les technologies de
séquencage (Loman et al. 2012; Quail et al. 20rkedann et al. 2013).

3.2. Le processus de séquencage

Plusieurs méthodes pour séquencer I'ADN se sontésidc au cours de ['évolution

technologique des séquenceurs d’ADN. Un séquerttAIN produit des fichiers contenant

des séquences numeériques d’ADN (Shendure and &) Z6Qure 2.1). Ces séquences sont
des chaines de caracteres et l'alphabet utiliséLessymbole N est aussi utilisé pour
représenter une ambiguité. Les types d’erreurs Igesnsubstitutions, les insertions, et les
délétions. Une substitution est présente lorsquiukléotide est remplacé par un autre
nucléotide différent. Le polymorphisme de simplecléatide ou SNP (Single Nucleotide

Polymorphism) est une substitution de nucléotideupaautre. Il y a une substitution entre les
séquences ATGCATCGATGCTACGCAT et ATGGATCGATGCTACGTAa substitution

est soulignée). Une insertion est produite lorsge’séquence est ajoutée a une position dans
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une séquence. Par exemple, il faut faire une ieserpour transformer la séquence

ATGATCGATGCTACGCAT en la séquence
ATGATCGAGCGCGCGCGCGCTGCTACGCAT (I'insertion est d$ignée). Finalement,
une délétion est le contraire d’'une insertion. La éguence

ATGATCGAGCGCGCGCGCGCTGCTACGCAT doit subir une diéat (la séquence a
enlever est soulignée) pour obtenir la séquence ATGBSATGCTACGCAT.

3.3. La méthode de Sanger

Les deux premieres méthodes de séquencage de I'éBint celle de Maxam et Gilbert
(Maxam and Gilbert 1977) et celle de Sanger (Saegal. 1977). Ces deux méthodes ont été
publiées en 1977. L’'une des premiéres méthodea gté décrite pour séquencer 'ADN était
la méthode Sanger- une méthode décrite par Fr&d8enger en 1977 (Sanger et al. 1977).
Frederick Sanger a recu un prix Nobel en 1980 pette méthode, et il avait recu un autre
prix Nobel pour le séquencage de l'insuline en 1238méthode de séquencage de 'ADN de
Sanger (Sanger et al. 1977) utilise des terminatal@atoires qui bloquent la polymérisation

de 'ADN par I'ADN polymérase.

Dans la méthode Sanger, 4 réactions de polyménsatint réalisées en paralléle. Chacune
des réactions contient les 4 nucléotides en corat@r égale. Dans chacune d’entre elles, un
des quatre nucléotides est aussi présent avec luadgible concentration sous une forme
contenant un terminateur. Au final, chaque réactiontiendra des molécules de plusieurs
longueurs. Chaque réaction est déposée sur uregelne électrophorése est réalisée. La
méthode Sanger utilise la radioactivité pour déredes bandes sur un gel. Ce gel contient 4
lignes de migration — une ligne par nucléotide.sBué les molécules migrent selon leur
longueur, une lecture du gel produit directemersgiguence de I'’ADN initial. En partant avec
la bande la plus éloignée du point de départ, disant les 4 lignes en direction du point de
départ, le biologiste moléculaire obtient la séqeet ADN directement. Cette méthode était

longue et fastidieuse.
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Figure 4: Un séquenceur d’ADN.

Un séquenceur est un systeme opéré par un humaia gomme entrées des molécules
d’ADN (ou bien des librairies contenant des molésuli’ADN) et qui a comme sorties des

séquences d’ADN numérisées dans des fichiers irdtigunes.
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Figure 5 : Principe du séquencage selon la méthode de Sa@bacun des quatre tubes
contient la matrice ADN, des amorces, de 'ADN poérase, des dNTP et des ddNTP. A la
fin de la réaction de polymérisation, chaque tubetient des fragments de tailles variables,
correspondant a l'arrét de la synthese pour chaasnsites d’incorporation du ddNTP. A
I'origine, la séquence était déduite de la sépamagur gel de polyacrylamide des fragments
d’ADN de chaque réaction de polymérisation.

3.4. Automatisation avec le séquenceur 3730xI

Par la suite, la méthode de Sanger a été automadigec un ordinateur, I'électrophorese
capillaire, et la fluorescence (Smith et al. 1986). migration sur un gel d’agarose a éte
remplacée par une séparation a l'aide d’'une élgatn@se capillaire. L'avantage d’utiliser
des terminateurs aléatoires est que le signal decla fluorescence provient d’'une seule
position et non de plusieurs. Cette méthode aatarercialisée dans le produit 3730x! de la
compagnie Applied Biosystems. Cette technologigaitlisée par le Projet GEnome Humain
(Lander et al. 2001; Lander 2011). Avec cette méghaine seule réaction (souvent appelée
réaction de BigDye Terminator) est requise et aectadio-activité n’est nécessaire. Les
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molécules d’ADN sont séparées par taille avec d®tgphorese capillaire (habituellement 96

capillaires indépendants).
3.5. La prochaine génération

Les concepts fondamentaux pour le séquencage @NI'&trés haut debit ont été décrits par
Church en 1988 (Marx 2013). Dans ce papier, le iplakage des cibles est un concept
important. De plus, une revue de la littérature di&sloppements les plus significatifs dans
le domaine des essais génomiques paralléles acété én 2006 (Fan et al. 2006). Les
principes des essais génomiques paralleles de tFah 2006 s’appliquent aux situations
suivantes : la réaction en chaine de la polymgRE®R) multiplexe, les puces de génotypage
(essai GoldenGate ou essai avec sondes molécudaine®rsion (MIP : molecular inversion
probe)), les puces d’hybridation comparative en ogégue, l'analyse des mutations
contribuant a I'expression spécifique a des allag¢fvidemment le séquencage parallele de
I’ADN. Ces principes sont aussi applicables pou€hP-on-chip, et le ChIP-seq (Fan et al.
2006).

3.5.1. Le pyroséquencage 454

La technologie 454 (Ronaghi et al. 1996; Ronaghil.e1998; Ronaghi 2001; Margulies et al.
2005) n'utilise pas de terminateurs aléatoires algnpérisation, contrairement a la méthode
de Sanger (Sanger et al. 1977; Smith et al. 198%)technologie 454 utilise plutét une
enzyme appelée la luciférase pour interpréter dmesdéce avec de la lumiere. Dans le milieu
réactionnel, il y a les enzymes suivantes : la péiyase d’ADN, ATP sulfurylase, la
luciférase et l'apyrase. Les substrats suivantst samssi présents : adénosine 5
phosphosulfate (APS), les didéoxynucléotides (dNEPE luciférine.

Premierement, une amorce s’hybride a I'ampliconpsmbrin d’ADN. Lorsque I'ADN
polymérase incorpore un dNTP & I'ADN, un pyrophadphest libéré. L'enzyme ATP
sulfurylase convertit le pyrophosphate en adénosiphosphate en présence d’APS. Par la
suite, la luciférase convertit la luciférine en mgférine, ce qui généere de la lumiere. La
hauteur du pic dans le pyrogramme est proportitereeh nombre de didéoxynucléotides
incorporés (Rothberg and Leamon 2008). La techimlé§4 (Margulies et al. 2005) produit
des erreurs de séquencage au travers des événedeerigpe carry-forward et de la
polymérisation dans les régions d’homopolyméresan€tdonné qu'il n’'y a pas de
terminateurs aléatoires dans la technologie 454ideal devient difficile & interpréter en

présence d’homopolymeres. Par exemple, la techieoltfsy} produit un.signal trés similaire
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pour la séquence TTTTTT (6 T) et la séquence TTTIITT T). Les produits utilisant la
technologie 454 sont : Roche 454 GS, Roche 454 IG§ Roche 454 GS FLX+ et Roche
454 GS Junior.

Le séquencage 454 est apprécié pour les séquamzpses qu’il génere. L’alignement d’'une
séquence de 750 nucléotides est plus spécifigudajigmement d’'une séquence ayant entre
100 et 200 nucléotides (Wommack et al. 2008).

3.5.2. Le séquencage lllumina

Le séquencage lllumina est une approche de séqermpza synthése. La technologie de
séquencage lllumina domine le marché. Cette teogi®Eest utilisée dans les séquenceurs de
type lllumina Genome Analyzer, Illlumina HiSeq elumhina MiSeq. Différents kits de
préparation des librairies sont disponibles. Laalifie d’ADN est disposée sur une cellule a
flux et une amplification en pont est réalisée pmugmenter la quantité de molécules afin de
pouvoir les détecter. Lors du processus de séqgentss monomeres sont incorporés d’'une
maniere similaire a la méthode Sanger c’est-a @iiréd y a des terminateurs (Fiegler et al.
2006). Les produits utilisant la technologie lllurai sont : lllumina Genome Analyzer,
lllumina Genome Analyzer II, lllumina Genome Anadyalx, lllumina HiSeq 1000, lllumina
HiSeq 1500, lllumina HiSeq 2000, lllumina HiSeq 254 le lllumina MiSeq.

Biais

Plusieurs articles ont souligné que la technoldigienina produit des erreurs reproductibles
(Rutherford et al. 2000). Avec la technologie deusihcage de I'ADN lllumina, des
substitutions de simple nucléotide peuvent parédie causées par I'oxydation de I'ADN
pendant la préparation de I'échantillon (Costetlale2013). De plus, un biais concernant un
des deux brins de 'ADN peut étre observé lors éyusencage de '’ADN (Guo et al. 2012).
Par ailleurs, ces biais spécifiques aux brins reviennent pas de source biologique et
peuvent créer beaucoup de sommets interconneatédalgraphe d’assemblage (Abnizova et
al. 2012).

Un autre biais présent dans la technologie de s&qge lllumina (ainsi que dans d’autres
technologies de séquencgage) est que les régidmssran guanines et cytosines ont en regle
générale une profondeur de séquencage plus bassgpgadriement entre une guanine et une

cytosine contient trois liaisons hydrogene. Un aigpaent entre une adénine et une thymine
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contient deux liens hydrogenes. Donc, un appariémeine une guanine et une cytosine est

plus difficile a briser qu’un appariement entre @aénine et une thymine.
3.6. Autres technologies
3.6.1. Helicos

La technologie de séquencgage Helicos analyse dé&cubes individuellement (Harris et al.
2008; Lipson et al. 2009; Ozsolak et al. 2009; CGi#s@nd Milos 2011). En 2009, des
chercheurs ont séquencé un génome humain pourGEb@uv@c cette technologie (Pushkarev
et al. 2009). Le séquencage direct de moléculewidhablles permet d’éviter de devoir
amplifier les gabarits qui seront séquencés. Lapammie Helicos Biosciences a fait faillite
au mois de novembre 2012. Il s’ensuit donc queecttthnologie n’est plus disponible

commercialement.
3.6.2. Pacific Biosciences

La technologie Pacific Biosciences analyse des cot@é individuelles et en temps réel
(Taddese et al. 2014). Les séquences Pacific Rioses sont les moins biaisées, car la
méthode analyse des molécules individuelles —yilanpas d’amplification (Ross et al. 2013).
Aussi, la technologie SMRT permet de mesurer Kététienzymatique de 'ADN polymérase

directement et est tres sensible.
3.6.3. Oxford Nanopore

La technologie Oxford Nanopore est en développereentilise un pore pour y faire passer
une molécule d’ADN (Smith et al. 1986). La natueead qui passe dans le pore change les
propriétés du pore. En particulier, le courantdési du pore change selon le tri-nucléotide
présent dans le pore (Venkatesan and Bashir 2@d)type de technologie serait trés
avantageux car le colt de fabrication serait passdi pourrait étre fait dans les mémes usines
qui fabriquent les microprocesseurs. Par ailleursg technologie utilisant des circuits de

semi-conducteurs, est décrite ci-apres.

3.6.4. lon Torrent lon Torrent, Inc. a été acheté par Life Technologies, Inc. @002 Les

deux produits sont le lon Proton Sequencer et te R&M Sequencer. Cette technologie
utilise une technologie de séquencgage avec desczerducteurs (Rothberg et al. 2011). Les
gabarits d’ADN sont amplifies sur des billes et bédkes sont déposées dans les puits d’une

puce, avec exactement une bille par puits. La msteensuite déposée sur une grille de
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senseurs qui mesurent le signal (le voltage). Lowgnucléotide triphosphate est incorporé
au brin séquencé, un proton est libéré et celehainge I'acidité du milieu (le pH). Etant

donné qu’il N’y a pas de terminateurs lors de l&/mpérisation, la technologie produit des
erreurs de séquencage dans les homopolymeres.

3.6.5. MoleculoLa technologie de séquencage Moleculo (commeréigdey Illlumina, Inc.)
permet d’obtenir des séquences dont la longueylesieurs milliers de nucléotides.
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3.7. La méta-génomique

Un systeme posséde des composantes dans sa str@etteon comportement est défini par
I'agencement de ces composantes. A l'intérieur e aomposantes figurent des processus
qui transforment des entrées en sorties. Ces mosaifinissent un comportement. Un tel

systéme interagit avec son environnement.

La biologie des systémes s'intéresse aux systéenwmsgigues, comme les communautés
d’organismes vivants. La méta-génomique consisiaayser les génomes de communautés
de microorganismes (Lorenz and Eck 2005; Meyet.€2008). En particulier, I'intérét de la
méta-génomique est de pouvoir étudier des microisgees sans les cultiver (Handelsman et
al. 1998; Handelsman 2004). L’outil principalematilisé pour obtenir des données en méta-
génomique est le séquencage de 'ADN. Par exenipést possible de faire le diagnostic
d’infections bactériennes avec la méta-génomiqueké@ishura et al. 2008). Plusieurs taches
sont associées a la méta-génomique. Une des téshda classification taxonomique des
séquences obtenues par séquencage de I'ADN (Kedude2008; Wu et al. 2011; Segata et
al. 2012). Une autre tache en méta-génomique assdimblage de novo de méta-génomes
c’est-a-dire de construire des séquences longuesogespondent au matériel génétique des
organismes vivant dans un environnement donnéta gas données de séquencage (Sanger
et al. 1977; Laserson et al. 2011; Peng et al. 2Ramiki et al. 2012). Avec I'assemblage de
novo, il est possible d’analyser le contenu d’uhaétillon plus efficacement. En effet, des
séquences plus longues sont plus spécifiques pouméta-génomique (Wommack et al.
2008). Des séquences longues peuvent étre obtamaed’assemblage de novo (Chaisson et
al. 2009) ou avec une technologie de séquencaganbfies séquences plus longues comme
les technologies Pacific Biosciences ou Moleculoes L chercheurs étudient des
environnements tres diversifiés en méta-génomigomme les océans en général (Rusch et
al. 2007) et 'Arctique ou I’Antarctique (Varin at. 2012), en particulier. La méta-génomique
comparative consiste a comparer des méta-génomadilsant des mesures comme le
contenu en genes (Tringe et al. 2005). Un des tigguincipaux de la méta-génomique est
de prédire les réseaux métaboliques et donc lescitép enzymatiques qui sont présentes

dans un systeme pour lequel des données de ségaate#ADN sont disponible.
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4. Séquencage des génomes

La premiere bactérie séquencée aletactisIL1403. Une premiére séquence diagnostique a
été publiée par Bolotin et al. En 1999, et une saqe de haute qualité a été publiée en 2001.
Depuis, le nombre de génomes séquencés augmentEer@gent (Liu et al. 2005) et le
tableau 2 récapitule les génomes de toutes leshesuappartenant a I'espedactis
répertoriées par GenBank en 2016.

Actuellement, les stratégies de séquencage génentgbutent par une préparation de
librairie (une banque de fragments de taille copneresuite est séquencée selon une approche
de NGS choisie. Aprés le séquencage, un premiendage est constitué, en général avec
une suite de logicielle bioinformatique, pour olatenne série de « contig » (séquence
consensus rassemblant des lectures chevauchantesugriront 95 a 98 % du génome (Kim
et al. 2001a). Une autre étape, souvent nommeéaishkifig », consiste a ordonner les
« contigs », a combler les séquences qui les sépatea améliorer la qualité des séquences
dans les régions ou subsitent des indeterminat{dogs, par exemple, a un nombre
insuffisant de lecture). Avec I'augmentation dedlaponibilité de génomes séquences, une
autre stratégie est utilisée pour faciliter 'asbtage. Son principe est basé sur le fait que
'organisation génétique, entre des bactéries p#ylétiquement proches, est parfois
suffisamment conservée pour permettre d’alignerdesntigs » par rapport aux génomes
connus d'autres bactéries (en général, cela sdelimix bactéries phylogénétiquement
proches). Cette méthode a été utilisée pour assemabséquence de lactisssp.cremorisa
I'aide du génome dk. lactisssp.lactis L1403 (van Hijum et al. 2005).

4.1. Analyse bio-informatique des génomes et basi#s données

La séquence brute d’'un génome n’est pas une infmmaitilisable sans une panoplie
d’outils pour I'analyser (Madhumalar and Bansal 20Biezen et al. 2005). Nous distinguons
deux types d’outils nécessaires a I'exploitatios dennées génomiques : les outils d’analyse
et les bases de données. Ces outils ne sont paBgpes aux bactéries lactiques.

4.1.1. Outils d’analyse et d’annotation des séquees

L’identification correcte des géenes codés par laogée est une étape déterminante en
génomique. Ce travail est largement basé sur aeegsus informatiques automatiques (Karp
et al. 2002; lliopoulos et al. 2003). Les processimnnotation sont de plus en plus
sophistiqués et combinent généralement de multipfesmations (Reed et al. 2006a; Reed et
al. 2006b). Il existe des logiciels de détectiors qgnases ouvertes de lecture basés sur
différents principes. lls combinent, en généraleleherche de codon d'initiation et d’arrét de
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la traduction, des analyses probabilistes baséesesuséquences nucléotidiques ou sur la
similarité de leurs produits avec ceux de genes cejactéerisés (Liou et al. 2004).

La similitude entre le produit possible d’'une phake lecture ainsi déterminé et d’'une
protéine déja identifiée est un facteur supplémentsermettant de valider I'identification des
géenes. Les algorithmes les plus utilisés a cett effmt FASTA et BLAST. BLAST, la
référence pour initier une recherche d’homologieloané lieu a de nombreux programmes
dérivés, plus fiables et plus rapides. Ces progresnutilisent €également une matrice de score
pour identifier les régions les plus longues prém@nune homologie « non-due au hasard ».
L'utilisation de FASTA (ou de ses dérivés) permé&ptimiser les alignements avec les
homologues identifiés. En effet, cet algorithme @as exigent en terme de calcul puisqu’il
cherche a maximiser les scores d’alignement eruleait des scores de maniére récurrente.
Enfin, des logiciels comme CLUSTALW permettent daliser des alignements multiples de
I'ensemble des protéines présentant une forte itiohd. Il est alors possible de vérifier que
les nouvelles protéines présentent les caractpresi essentielles des protéines des groupes
auxquels elles appartiennent. La présence de nmuaifis une séquence protéique est une
information supplémentaire qui permet de proposerfonction. Ainsi, méme si une protéine
ne présente pas une similarité suffisante avecfaméle de protéines pour qu’une fonction
précise lui soit attribuée, certains motifs sontacteristiques de la fixation de cofacteurs,
comme I'ATP ou le NAD, d’autres permettent d’'idéieti des séquences de reconnaissance
de I'ADN, des sites de phosphorylation, etc. Enfies protéines comportent un certain
nombre de domaines qui peuvent étre identifiéscdrabinaison de ces domaines permet de
classer les protéines en familles, méme en absEane homologie trés forte sur 'ensemble
de la protéine. Ces recherches permettent aingudier les biologistes pour émettre des
hypothéses sur le réle d’'une protéine. Au-delasimdarités de séquences, certains logiciels
recherchent des similitudes dans le repliement piegéines. En effet, les structures
secondaires et tertiaires des protéines jouenvigauin réle déterminant dans leur fonction,
sans qu’'il y ait conservation de la séquence prieng@iloy et al. 2003; Holscher et al. 2012).
Mis a part les premiéres étapes de l'identificaties séquences codantes, I'assignation d’'une
fonction requiert des connaissances préalablessgEments de comparaison. Ces données
sont stockées dans des bases de données quiwemisties références incontournables dans
I'exploitation des données génomiques.

4.1.2. Bases de données

Les bases de données constituent un enjeu essemtidbio-informatique. Elles sont
nécessaires pour la structuration et I'exploitatitnla masse de données produites par les
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programmes de génomique (Siezen et al. 2004). Conuus I'avons vu précédemment, de
nombreux logiciels d’analyses s’appuient sur Idermations stockées dans des bases de
données. Parmi les bases de données, on peugdestin
- Les grandes banques généralistes internationaleéqiences nucléotidiques (EMBL
et Genbank) et protéiques (Swissprot et NBRF-PG®s banques, comme 'EMBL,
integrent en général de nombreuses données (Kisgray. 2004);
- Les banques spécialisées dans les motifs (PROFREDOM, PFAM, RFAM...),
les données structurales (par exemple, PDB qui @éldea coordonnées 3D des
protéines dont la structure a été déterminéeyjdemées métaboliques (KEGKyoto
Encyclopedia of Gene and Genomgmermet de visualiser voies et composeés
métaboliques, enzymes, cartes génomiques, genes) ;
- Les bases de données génomiques, issues directelmes#quencage de génomes
particuliers (par exemple SGBaccharomyces Genome Database
Parmi, les bases de données spécialisées sur adésigmparticulieres, mentionnons EcoCyc
(Encyclopedia of Escherichia coli K12 Genes and Meliam:(Keseler et al. 2005). Cette
base de données est devenue une référence poimdgid d’E. coli intégrante séquences
génomiques, annotations, données trancriptionngltgsrons, promoteurs, facteurs de
transcription...), données structurales, voies mdiges (voies, cofacteurs, données
enzymatiques...) et données bibliographiques spségdi L'un des points essentiel de cette
base est la fiabilité des données gu’elle contighte a un travail de vérification constant
mené par différents scientifiques de la communauie coli». Il n'existe pas de base
comparable chez les bacteries lactiques. De norsésedonnées sont cependant consultables
dans les bases de données généralistes, et ddgsagubases de données construites pour
permettre I'exploitation des données de séqueng@gemi les bases généralistes, PAREO
(PAthway RElational Organisatigra été mise a jour pour les données concerbalactis
IL1403 (http://genome.jouy.inra.fr/pareo). Cettesdantégre en particulier les données de la
base KEEG, et permet de comparer les voies métalesli de différentes bactéries. De
nombreuses données sont également disponible® sitel du JGIJoint Genome Institut,
http://[genome.jgi-psf.org/mic_home.html) ou les wées génomiques de différentes bactéries
lactigues ont été analysées pour produire des shéme reconstruction métabolique.
Cependant, ces données ont été générées automatigpisans vérification de leur qualite.
4.2. Intéréts du séquencage des génomeslaetococcus lactis
Etant I'un des organismes modeéle dans le métab®lisitrobienLactococcudactis a été la
principale cible de I'ingénierie métabolique cheg BL Holscher et al. (2012). Cette bactérie
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a de nouvelles applications biomédicales : commevadts, immunostimulants ou comme un
system de livraison des composeés thérapeutiqugutella livraison des enzymes digestives
pour compléter l'insuffisance pancréatique cheamime ; livraison de I'ADN plasmidique
aux cellules eucaryotes ou elle est considérée @mnsine » pour produire des molécules
thérapeutiques et plus récemment |'utilisation midle delL. lactis comme «Gram-positive
enhancer matrix» (GEM), comme un systeme de diffusion pour lacwetion des
muqueuses (Wyszynska et al. 201Bbactococcus lactisest une usine cellulaire pour la
production de protéines recombinante utilisées diwverses applications biotechnologiques
(Morello et al. 2008).

5. Réponses au stress chez les bactéries lactiques

5.1. La réponse générale au stress

Les facteurss sont utilisés par de nombreuses bactéries pouulmotiexpression de leurs
genes en fonction de leur environnement. Parmfdeteursc contrélant des régulons de
réponse aux stress identifiés chez les bactéri@sam (+), le plus étudié est probablement
B qui contrdle la réponse générale au stres®. deibtilis ¢ ® est induit en condition de stress

osmotique et oxydant, en présence d’éthanol ehasepstationnaire (Boylan et al. 1993).

D'autres études ont montré que® répond & d’autres stimuli environnementaux comene |
stress hypothermique (Brigulla et al. 2003) et mypmrmique (Benson and Haldenwang
1993), le stress acide (Kovacs et al. 1998) etcdeslitions de carence en glucose, oxygene
(Volker et al. 1994) ou phosphate. L’activation cdégulon c ® permet & la bactérie
d’améliorer sa résistance a différents stress @follet al. 1994). Des analyses
transcriptomiques ont montré que® contréle I'expression de plus d’une centaine deegé
(Petersohn et al. 2001) en condition de stresg,ldgiupart sont de fonction inconnue. Parmi
les génes régulés paf se trouvent des génes pour lesquels la relatien vrésistance aux
stress est évidente comme par exemple ceux codantlg catalase (katX), la thioredoxine
(trxA) et une protéine de liaison au fer (dps), impdigs dans la résistance au stress oxydant,
des transporteurs de prolingp(E) et de glycine-bétain@puD) impliqués dans la résistance
au stress osmotique aipC, codant une sous-unité des protéases Clp im@gjgans la
résistance au stress hyperthermique (Hoper eb@k)2La régulation de ® est complexe et a

été largement étudiée chBzsubtilis.
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Les protéines qui régulent I'expression«& sont au nombre de sept : RsbR, RsbhS, RsbT,
RsbU, RsbV, RsbW et RsbU (Regulator of sigmaB).gkee sigB est co-transcrit avec ces
protéines régulatrices dans un opéron dont le prewmncest dépendant du sigma primaire.
Lors de linduction de sB, un promoteur interne efégant des ® est induit, permettant
I'induction des génes rshV, rsbW, sigB et rsbX @estre derniers genes de I'opéron) (Wise
and Price 1995).

Bien ques ® ne soit pas conservé chez tous les firmicutesafnotent chez les bactéries
lactiques), des homologues de® existent, par exemple cheéisteria monocytogenest
Staphylococcus aureu€hez ces deux bactéries,® est non seulement impliqué dans la
réponse générale au stress mais aussi dans landeu{Kazmierczak et al. 2003; Bischoff et
al. 2004).

L’organisation génétique de I'opéron sigB et laulétjon de ce facteur s different ene
subtilis et S. aureusgcar seuls sont présents, dans le génom8. dmireusles genes rsbU,
rsbV, rsbW et sigB.

D’autres facteurs s ont été impliqués dans la t&si® aux stress mais ils contrdlent des
régulons moins étendus que celui controlé gar Citons par exemple”™ de B. subtilis,
impliqué dans la résistance au stress hyperthemmigduang et al. 1997) ow”’ de
Enterococcus faecaligmpliqué dans la survie a des stress hyperthemmiqoide et a la

présence d’éthanol (Benachour et al. 2005).
5.2.Le stimulon de réponse au stress thermique : exengpte régulons coordonnés

ChezB. subtilis les réponses aux stress ne dépendent pas unigudme ®. Les relations
entre le régulon de réponse générale au strésa la réponse & un stress spécifique peuvent
étre illustrée par le stimulon (ensemble des gémasits en répons a un stimulus) du stress
hyperthermique. Les genes de réponse au choc hgpeigjue sont classés en six grandes
classes cheB. subtilis mais les mécanismes de régulation sont seuleowemus pour les
classes I, Il, lll et V (Zellmeier et al. 2003).4d.genes de la classe Il sont les genes régulés

parc © et ne sont donc pas spécifiques du stress hyperitee.
Présentons maintenant succinctement la régulagercisses I, Ill et IV.

Les genes de la classe | sont régulés par un tégulde transcription, HrcA. Chez B.

subtilis, ils sont ‘organises en  deux = opérons, ' lepérans. QroES/EL et

42



Analyse bibliographique

hrcA/grpE/dnaK/dnaJd/yqeT/ygeU/yqeV (Homuth et aP97). HrcA est un répresseur
transcriptionnel qui se fixe sur des sites app€&CE (Controlling Inverted Repeat of
Chaperone Expression) de consensus : TTAGCACTC-N&TGECTAA (Zuber and
Schumann 1994). L’activité de HrcA est moduléelparotéine GroEL (Mogk et al. 1997).

L’hypothése est que, pour étre active, HrcA a besde GroEL. Lors d'un choc
hyperthermique, GroEL est titrée par les protéidésaturées, HrcA est alors inactivé et la

répression des deux opérons de chaperons est levée.

Les genes de la classe Il sont au nombre de sisoat régulés par le régulateur
transcriptionnel CtsR. Ils sont organisés en troimités transcriptionnelles,
ctsR/mcsA/mcsB/clpC, et les unités monocistroniqeiek et clpP (Kruger and Hecker 1998;
Derre et al. 1999a; Derre et al. 1999b). CtsR nétia transcription en se fixant sur la CtsR-
box dont le consensus est : AAGGTCAAANANA/GGTCAARactivité de CtsR est régulée
post traductionnellement de deux manieres. CtsRiégptadée a 37°C par les protéases ATP
dépendantes ClpP et ClpX, ce qui permet de gamleiveau basal faible de CtsR (Derre et
al. 2000). De plus, CtsR est phosphorylée par llasige kinase McsA/McsB (McsA est
I'activateur de la kinase McsB), ce qui inhibe sation sur la CtsR-Box (Kirstein et al.
2005). L’activité de McsB est inhibée par CIpC (éedgar le méme opéron que CtsR, McsA
et McsB). En condition de stress hyperthermiqugpCClkerait titrée par les protéines
dénaturées, McsB phosphorylerait alors CtsR, pro&otjson inactivation ce qui leverait la
répression des genes de la classe lll.

La classe V compte deux membres, htrA et htrB cbdas protéases ancrées a la membrane
(Darmon et al. 2002). Ces genes sont contréléesepayrsteme a deux composants CssRS, qui
répond non seulement au stress hyperthermique amas au stress de sécrétion (induit en
laboratoire par surproduction cdamylase). CssS détecterait I'accumulation de presé
dénaturées dans le milieu extérieur et activevat]a phophorylation de CssR et sa fixation

sur les opérateurs, I'expression des protéasesrties (Hyyrylainen et al. 2001).

La régulation du stress hyperthermique cBesubtilisfait donc intervenir différents types de
régulateurs. De plus, certains genes sont soudeloabtréle, comme les genes de classe llI,

clpC et clpP sous contréle de sB et de CtsR.

Chez les autres firmicutes, I'organisation obseredez B. subtilis n'est pas toujours
conservée. Par une étude de génomique compar@tiastan et et coll. ont montré que les

sites de liaison de CtsR se retrouvent en amontogésons groESL des streptocoques
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(Chastanet et al. 2003) et cette régulation a étéotitrée ches. pneumoniaéChastanet et
al. 2001). Chestreptococcus salivarius]pP est sous contrble de CtsR et d’'HrcA (Chastane
and Msadek 2003). Che3taphylococcus aureu£tsR contrdle non seulement les genes
clpC, clpB et clpP mais aussi les opérons dnaKr@E§L, qui se retrouvent sous le double
contrdle de CtsR et HrcA (Chastanet et al. 2008gz0a bactérie lactigu@enococcus oeni
seul CtsR est présent, HrcA est absent de la séguin génome. Chez cette bactérie, les
genes clp et les opérons groESL et dnaK sont soagntréle unique de CtsR (Grandvalet et
al. 2005).

Bacilli Streptococci S. salivarius Staphylococci O. oeni L. bulgaricus
clp genes clp genes clp genes clp genes clp penes clp genes
groESL cngg' - =
ESL gro groESL
g::mK dnak dnak groESL groESL
e dnak dnak dnakK
[:l CisR regulon Ij HreA regulon

Figure 6 : Comparaison des régulons d’HrcA et CtsR chez mdifits firmicutes
(Grandvalet et al. 2005)

5.3.Les BL et la régulation des réponses aux stress

Chez les bactéries lactiques, peu de régulonsrglesstont caractérisés. La plupart des études
menées jusqu’a aujourd’hui sont des études glolpeerettant d’identifier des genes induits
ou des protéines surproduites en condition de sstr€ependant, ces études ne se sont
généralement pas focalisées sur la régulation demmsmes de résistance mis en jeu. Les
génomes de bactéries lactiques dont la séquenté publiee montrent que ces bactéries
possedent en général peu ou pas de facteur satitesh notamment pas d’homologue de

sigma B.

Parmi les systemes de régulation, les systemesxaadenposants semblent de bons candidats

pour la régulation coordonnée de la réponse auxgdments environnementaux.

Certaines études ont été réalisées par I'inactimagpécifique de ces systémes chefactis
(O'Connell-Motherway et al. 200®t chezL. sakei(Morel-Deville et al. 1998). Chek.

lactis, I'inactivation d’'un des systemes a deux compasarduit la perte de I'activité de la
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voie arginine déiminase et une augmentation denaibilité au stress acide. Chiezsakej
certains mutants sont plus sensibles a certaiassstomme le stress hyperthermique, acide

ou oxydant.

Cependant, dans les deux cas, les régulons desr®st deux composants étudiés ne sont
pas déterminés. Récemment, une étude portant swysiaBme a deux composants lde
acidophilusa été réalisée en transcriptomique (Azcarate-Begl. 2005). Le mutant est plus
sensible au stress acide et la comparaison ens@ulghe sauvage et le mutant montre que la
plupart des génes différentiellement exprimés dgparent aux systemes de protéolyse et de
transport d'acides aminés ou de peptides. Cependarttore une fois, le mécanisme
d’activation de ce systéeme a deux composants eshinu et rien ne permet de conclure a une

action directe sur les promoteurs de ces genesuoe action indirecte.

Les bactéries lactiques rencontrent, a priori, aurs des procédés industriels, dans leur
environnement ou lors de la traversée du trangedtif in vivo, de nombreux stress, comme
le stress thermique (hyper ou hypothermique), lesstosmotique, le stress oxydant ou le

stress biliaire.

De part leur métabolisme fermentaire, les bactélasiques sont soumises au stress

thermique, stress auquel nous nous sommes plusyi@grement intéressés.

5.4. Le stress thermique chez les BL

Chez les bactéries a Gram +, la réponse au styessthermique fait intervenir deux familles
d’acteurs principaux : les protéines chaperonsstbmplexes multiprotéiques Clp.

Chez L. bulgaricus,l'analyse in silico du génome permet de retrouses deux grandes
familles de protéines mais aussi quelques autre®ipes référencées commieeat Shock
Protein» (HSP) chez d’autres micro-organismes. En termedodctions potentiellement

associées au stress thermique dhdaulgaricus,le bilan est le suivant.

Les protéines chaperons ont pour réle de permettne protéines dénaturées par la
température de retrouver leur conformation nat@eezL. bulgaricus les deux principaux
opérons de protéines chaperons sont codées par opEsons QroES/groEL et
hrcA/grpE/dnaK/dnaJd. Chez de nombreux micro-orgaess hrcA code le régulateur négatif
de ces deux opérons. Nous reviendrons sur sonctie L. bulgaricusa la fin de ce

paragraphe.
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Les autres protéines pouvant étre impliguées damédonse au stress thermique détectées
dans le génome de ATCC 11842 sont :

La protéine codée par 1db0289, homologue a Hspl8téipe chaperon associée a la
membrane, étudiée ché2. oeni (Delmas et al. 2001; Coucheney et al. 2005). Ghez

bulgaricus 1db0289 semble étre en opéron avec deux genesicdds peptidases (pepW et
pepG).

La protéine Ldb0364, homologue a Hspl5 d’E. cokzlgui cette protéine est induite en
condition de choc thermique (Richmond et al. 1919)ui s’associe aux ribosome (Korber et
al. 2000).

La protéine Ldb0369 (codée par hslO), homologuesp3d, protéine chaperon associée au
stress oxydant chdz. coli (Winter et al. 2005).

Les complexes multiprotéiques Clp sont la secoaddlle de protéines importantes pour la
résistance au stress thermique. Les complexesddipceomposés de deux sous-unités : une
sous unité protéolytique, ClpP et une sous-uratét 'ATP qui permet la reconnaissance du

substrat.

Sous forme de complexes, les Clp ont pour fonctiendégrader les protéines qui sont
définitivement dénaturées lors du stress. Maisils4inité ATPasique peut, sous forme libre,
remplir un réle de protéine chaperon. Citons notamne cas de ClpB qui ne présente pas le
motif (LIV)G(FL) requis pour I'interaction avec (fpet qui, induite en conditions de stress,
aurait un role de chaperon protéique (Chastanat &004). Les génes clpP codant la sous-
unité protéolytique et clpL, clpX, clpE, clpC codatifférentes sous-unités liant 'ATP sont
présents dans le génomeldebulgaricus.Les genes clpY et clpQ, présents eux aussi, codent
pour un systeme de dégradation indépendant dunsgst@pP et dont il a récemment été
montré qu'il a un rdle mineur dans la résistancesitess dé&. aureugFrees et al. 2005).

ChezB. subtilis bactérie modele des firmicutes, les régulateasspaotéines chaperons et des
complexes Clp sont respectivement HrcA et CtsRréNahalyse dé. bulgaricusrévele la
présence d'un homologue de HrcA mais aucun geneptisle de coder CtsR. Soulignons
gu’en amont des clpP, clpC et clpE d’ATCC 1184Zume séquence comparable au site de
fixation de CtsR (A/GGTCAAANANA/GGTCAAA, deux dégérescences admises pour la
recherche du motif dans le génome d’ATCC 11842)tnidentifiée. Au contraire, une
séquence proche du consensus TTAGCACTC- N9-GAGTG tarrespondant au site de
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fixation d’HrcA est présente en amont des opéran&gL et hrcA/grpE/dnaK/dnal. Cette
séquence est également retrouvée en amont deatfiiPet de Idb0289 codant 'homologue
de Hspl8 (figure 14) mais pas en amont des gergentdes autres sous-unités Clp (clpL,
clpX et clpC), ni en amont de Idb0364 (Hsp15), di0B69 (hslO, Hsp33), clpY et clpQ. Ces
observations nous conduisent a proposer que khémnlgaricus le réle de HrcA soit plus
important que chez les autres firmicutes et qudllip en partie 'absence de CtsR. Dans I'état
actuel, nous ne pouvons cependant pas affirmerrgi’lest le seul régulateur de la réponse
au stress thermique chez ATCC 11842. En effet, §ieaucune séquence conservée ne soit
identifiée en amont de clpX, clpL, clpC, 1db036dh0369, clpY et clpQ, il faudrait tester si

ces genes répondent au choc thermique avant deioenc

clpP TTAGCACTGTATCTAAATGAGTGCTAA
groES (1) TTAGCACTTGATCAAGATGAGTGCTAA
groES(2) TTAGCACTCICGACTARAAAGTGCTAT
db0289 TTAGCAGTCAARARAGTTGAGTGCTAA
clpE TTAGCACTTGACTAACTAGAGTGCTAA
hrecA TTAGCATTCTICCTTGACTRACTGCTAA
consensus TTAGCAcTcnnnnnnnnngAgTGCTAa

Figure 7 : séquences CIRCE putativesdétectées en amont des gadant les protéines de
choc thermique. Les bases conservées sont en bleu.

ChezL. bulgaricus,la régulation des genes de réponse au stressthgpaique semble donc
a l'opposé de celle @. oeniqui ne posséde pas HrcA mais dont les opérons tdesn
chaperons DnaK et GroESL sont sous controle de (@Gs&dvalet et al. 2005).

Nous avons regardé quelle était la situation cesaltres lactobacilles dont les génomes sont
séquences et disponibles. Sur les quatre autresyggnde lactobacilles disponibles, sduls
sakeietL. plantarumpossedent CtsR. Les lactobacilles du grdupgcidophilusne possedent
gue HrcA. Ched. johnsoniiet L. acidophilus on retrouve des boites CIRCE en amont des
deux opérons codant les chaperons (dont I'orgaorsast bien conservée) mais aussi en
amont de clpP et des deux copies de clIpE. Les logues de 1db0289 (Iba0205 et |j_0181)
semblent eux aussi régulés par HrcA puisqu’ils @dest une boite CIRCE. Aucune autre

séquence CIRCE n’est détectée dans ces génomaesgulen HrcA semble donc conservé au
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sein du groupd.. acidophilus ChezL. plantarumet L. sakeiqui n'appartiennent pas au
groupe L. acidophilus,ol ctsR est présent, on retrouve des boites CIRCEneont des
opérons groESL et hrcA-grpEdnaK- dnaJ ainsi qu’erord des homologues de 1db0289
(Isa0050, Ip_3352 et Ip_0129). Cependant, aucuite BBRCE n’est détectée en amont des
génes codant les sous-unités Clp. D’autre pahpit@ de reconnaissance de CtsR est détectée
en amont de ctsR/clpC et de clpE dans ces deuxrggEn(figure 15).

I';Jnll|'l;' L .:f:"nfnpﬁr;."m: L ‘rs.".rf.‘:f.'r';.'u: et L. sakei

operon dnak opéron dnak

operon grok opéron groE
hspl> hspl 5
clpP clpC
cIpE #;‘i','.JE

[ ] Régulon HicA [] Régulon CisR

Figure 8: Modele de la régulation des opérons de réponsb@uthermique chez les
lactobacilles. Modele basé sur I'analyse in silico.

5.5. Lactococcus lactis et le stress hyperthermique

Les bactéries lactiques, et en particuliactococcus lactisouent un réle primordial dans les
premieres étapes de la transformation du lait, relés interviennent aussi, directement et

indirectement, dans la phase d’affinage et dagsiddité sanitaire des produits.

La croissance des bactéries en général, dtadeococcus lactien particulier, dépend des
conditions nutritionnelles (sources de carbone 'azale..) et physico-chimiques (pH,
température, salinité...). Les conditions de culteimelaboratoire sont souvent optimisées et
contrdlées pour assurer une croissance rapideinfelse,Lactococcus lactisque ce soit
dans son habitat naturel (plantes, sol) ou lorssaemise en ceuvre dans les processus

industriels, doit faire face a de multiples stresgitionnels ou physico-chimique (thermique,
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oxydatif, acide, osmotique) parfois concomitantsir(hof et al. 1999; Sanders et al. 1999;
Stuart et al. 1999).

En effet,L. lactis est soumis a de fortes variations de températlaas le sol ou lors de la
fabrication de fromages, pour lequel la températmante jusqu'a 40°C. A linverse, la
température est beaucoup plus faible pendantriadi (8-16°C) ou le stockage du fromage.
De méme, la production de lactate dans les leyaiogoque, quant a elle, une acidification
croissante du milieu (lait). Dans ce cas, les begéont elles-mémes a l'origine du stress
acide. La pression osmotiqgue est également subteptle varier significativement,
notamment lors du pressage. Cette étape peut égatleronduire a une limitation carbonée
par I'élimination du lactose dans le lactosérunugBtet al. 1999).

Les mécanismes de perception du stress, esseptietsque la cellule puisse se protéger
avant que les effets de ce stress ne soient isi@les, sont encore peu connus chez
Lactococcuslactis, mais semblent se faire chez les autres bactéses, au niveau

membranaire, soit au niveau du cytoplasme (Ralal. €000).

Les effets du stress peuvent étre visualisés adeplssniveaux : modification du catabolisme,

de I'anabolisme, de I'état énergétique, des carsstis cellulaires...

Face aux différents effets du stress, les bactdigmsent de plusieurs types de réaction qui
se répartissent en trois catégories (Rallu et @)OR La fuite consiste, pour les bactéries
capables de motilité, a rechercher des conditidns favorables a la croissance, mais
Lactococcudactis qui est dépourvu de flagelle ne peut pas utilcsdte tactique. Le refus a
pour but de diminuer l'intensité du stress, parngie en utilisant une autre source de
nutriment lorsqu’elle est épuisée. Enfin, la résise devient nécessaire lorsque le stress est

persistant et/ou dommageable pour les constituafitdaires.

Elle peut étre acquise soit par une modificatioéviersible du matériel génétique (mutation,
remaniement) conduisant a une meilleure toléramcecanditions environnementales, soit
par I'induction de systémes de protection et die lobntre le stress ou de réparation contre les

dommages causés.

Au cours de la fabrication de certains fromages foetes températures rencontrées au cours
de la « cuisson » peuvent étre a l'origine d’'atiéres cellulaires majeures. Les protéines
intracellulaires vont se deénaturer puis s’agrégdverses macromolécules comme les

ribosomes ou ’ARN vont étre déstabilisées et ladité membranaire va augmenter posant
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des problemes de perméabilité excessive et depan@&arnshaw et al. 1995; Teixeira et al.
1997; Hansen et al. 2001).

La réponse au choc thermique beat shockHS) a été tres étudiée, notamment chez les
bactéries lactiques. Ce type de stress provoqee,Lchactis I'induction de 17 protéines dont
des protéines chaperonnes (DnaK, DnaJ, GrpE, GrGESEL) et des protéases (Clp, HtrA,
FtsH) (Kilstrup et al. 1997). Les chaperonnes sopliquées dans le repliement des protéines

néo-synthétisées et la re-conformation des pratéigeaturées.

La régulation de ces protéines, dont les génesmganisés en deux opérons, est assurée par
la protéine HrcA qui reconnait une séquence opéeatippelée CIRCE identifiée en amont de
différents génes chdz lactis: dnaJ (van Asseldonk et al. 1993), hrcA-grpE-diigKton et

al. 1993).

Différents types de protéases sont induits partress hyper-thermique. HtrA, présent chez
les lactococci (Poquet et al. 2000), est une sémiagase qui présente des fonctions de
chaperonne ou de protéase selon la températungercimne a basse température et protéase
quand celle-ci est normale ou élevée (Spiess e12419). La protéine FtsH, qui est une
métallo-protéase ATP-dépendante liée a la membesiegssentielle cheéz. coli. Le gene,
également identifié chdz lactis (Nilsson et al. 1994), est induit par une augntenade la

température, et RecA pourrait étre impliqué danggalation (Duwat et al. 1995).

beopena
QS

Le dernier type de protéase regroupe les prot

nolytiques, Clp. ClpP est une sérine-
protéase multimérique qui dégrade les peptidesrigufiéls a 7 acides aminés. Lui sont
associées des Clp-ATPases, 4 chez L. lactis (af&;, clpE, clpX), qui peuvent avoir une

activité de chaperonne. ClpP peut s’associer aGlpeATPase pour former un complexe

protéolytiqgue dont la spécificité de substrat saéterminée par 'ATPase. Aprés un choc
thermique, ces protéines vont étre responsablés dégradation des protéines qui n’ont pat
étre repliées correctement. La transcription dewegelpB, C, E et P est réprimée par la
proteine régulatrice CtsR (Varmanen et al. 200QisnTrmA semble également impliquée
dans le contr6le de ces genes.
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5.6. Les protéines de choc thermique chézactococcus lactis : synthése et
régulation; thermotolérance

5.6.1. INTRODUCTION

Il y a une cinquantaine d'années, Ritossa (1962pg8a 1996) rapportait, dans une courte
note, un étrange phénomeéne qu'il avait observé wlagsevage de drosophiles, soustrait & son
environnement thermique habituel (25 °C): «Si lgds écrivait-il, sont soumises a un choc
thermique a 30 "C pendant 30 minutes environeisliit un brutal changement du profil des
«putts» ou boursouflures des chromosomes ». Cadlegments» qui intéressent toujours les
mémes régions des chromosomes polytenes des glsalilesres des dipteres traduisent une

intense activité transcriptionnelle : «Les puffatstes génes actifs» ajoutait Ritossa.

L'apparition de ces hernies, ou nodules, est suirielques minutes aprées par la synthese de
protéines inhabituelles (Tissieres et al. 1974),fagrent appelées hsphdat shock proteins
Cette premiéere observation ouvrit des perspecferies; le méme phénoméne, marqué par
un bouleversement du spectre protéique, consétutife augmentation de température, fut
reconnu chez de trés nombreuses especes animalggyétales avant d'étre identifié chez
Escherichia coli(Lemaux et al. 1978; Yamamori et al. 1978). Laoré&ge a ce «choc»
thermique, comme toutes celles déclenchées patrabastress physico-chimiques, permet
aux organismes de mettre en place des dispodiyfsigiogiques temporaires qui assurent un
ajustement des voies métaboliques aux nouvellesaiotes ou menaces de I'environnement.
Ces reponses sont bénéfiques en ceci gu'elles reahfaux organismes la capacité de
survivre, du moins transitoirement, a des cond#tiau épreuves létales, homologues ou

proches de celles qui en ont commandé le déclerattem

On nommera tolérance cette amélioration phénotgpid@ la survie et, plus précisément
thermotolérance, I'exhaussement de la résistarateiretie» de I'organisme a la chaleur. Les
deux phénomenes synthese d'hsps d'une part, tludénaoice d'autre part, coexistent. Sont-ils
pour autant liés par un principe de causalité (Bouines et al. 1992): la question est toujours
irrésolue ... Quelle que soit l'assise biochimigiee la tolérance, la réponse bipartite a
médiation biochimique et physiologique est univibesgrésente chez tous les étres vivants,
chez toutes les cellules en culture, qu'elles s@metbryonnaires, adultes ou néoplasiques, elle
se déroule selon les mémes modalités qui fontvat@r successivement: un «stresseur» ou
stimulateur, la chaleur bien sir, mais aussi totiteaagent dit thermomimétique qui, comme

l'alcool, produit un déclenchement analogue; untezapou «senseur» qui est une cible
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cellulaire sensible et qui dans le cas présentrestou des) protéine (s) ; un signal de nature
inconnue, sinon a considérer que la protéine a&té@ssure elle-méme cette fonction; un
effecteur responsable de la bascule transcriptienrgui conduit a la «différenciation
métaboliqgue» ; des modulateurs ou régulateurs if@gati tempérent I'amplitude de la

réponse.

Universelle, la réponse est transitoire: elle eahifeste quelques minutes apres le choc mais
elle est de courte durée. En générai 1 ou 2 h dpréclenchement du dispositif, les
organismes ou les cellules retournent a un étatples qui est une nécessité, pour obéir a une
nouvelle sollicitation du milieu extérieur. Univetle et transitoire, la réponse qui s'est sans
doute mise en place précocement au cours de ll@wolest conservée dans tout le monde
vivant: on retrouve, méme si elles portent des ndiffiérents les mémes protéines présentant,
au moins dans leurs zones fonctionnelles, les méstrestures, et assurant les mémes
fonctions; aussi en est-il de la hsp 60, de la@prles cellules eucaryotes et de GroEL d'E
coli.

Elles possédent toutes trois la propriété de vedle repliement orthodoxe des protéines
immatures, ou de restaurer la conformation natédedrs structures anormales irréguliéres

Ou agrégées, provoquées par des agents chaotrspique

Parce gu'elle est universelle et conservée, paredlgest la plus anciennement connue, parce
gu'elle permet aux organismes de s'affranchiridgé&rieux pouvoir du réel, la réponse au
choc thermique peut étre considérée comme l'exerdple stratégies d'adaptation ou
d'ajustement (coping) a I'environnement. Elle repnée aussi un modele simple et efficace de
différenciation programmatique : son recours puwsnEse en oceuvre révele, au sein du
génome, I'existence de projets enfouis, occasi@meht réactivés. En cela, elle ne cesse de

nous fasciner ...

Il semble inévitable, lorsqu'on aborde chez ledédras la physiologie ou la régulation de la
réponse au choc thermique, de se référer, a cagjoiird'hui, fait figure de systeme codifié,
voire de paradigme: le modéle E coli; non seulenpamte qu'il est accompli un deuxiéme
régulon intriqué au systeme multigénique classifue complétant vient d'étre individualisé
(Raina et al. 1995; Rouviere et al. 1995) maisiausause de sa «beauté» et, de son évidente
simplicité: ainsi la bascule métaboliqgue se nouewud'un relais de facteurs sigma. Nous y

ferons bien sdr référence.
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Cependantactococcus lactise distingue de I'archétype bactérien par quedits singuliers:
c'est une bactérie Gram positive, mésophile, ménzhile qui a emprunté des voies
évolutives distinctes de celle des protéobactérses GC % est bas, 34 a 38 % (Premi et al.
1972) contre 48 a 52 % pour E coli (Hickman-Brenreteal. 1984); son génome est de petite
taille: de 2 a 2,7 MB (Tanskanen et al. 1990; Lafgeois et al. 1995), alors qu'il est de 4,2 a
4,5 MB chezE coli. Enfin sa niche écologique, le lait, les produgtisiers, est €loignée de
celle des bactéries entériques (Premi et al. 197)ctisy est soumis, au cours des processus
de biotransformation auxquels il participe a de hmuses sautes thermiques. Ces
constatations laissent supposer que la réponseeréaile est phylogéniquement conservée
est, chez cette espéce, assez divergente du nemi@lentionnel accepté. Evoquer la réponse
au choc thermique, et plus particulierement lesshgp en sont la manifestation la plus
flagrante, c'est décrire: (1) les circonstancekedeapparition, leurs nombre et qualités; (2) le
mode de régulation de leur synthese; (3) leur @petiion hypothétique au développement de

la thermotolérance.
5.6.2. Les protéines de choc thermique

La plupart des bactéries ont développé au courbédelution des réponses moléculaires
rapides qui leur permettent de survivre aux cood#ihostiles auxquelles elles sont exposées
au cours de leur vie saprophytique. Elles suppbréémsi des écarts de température, des
carences nutritionnelles, des variations de pHastnablarité, des stress chimiques ou encore
la compétition d'autres micro-organismes. Un réseamplexe et finement régulé de
protéines effectrices s'est constitué pour maintanviabilité cellulaire lors de I'exposition au
stress, en prévenant notamment |'accumulation etéléle protéines endommageées. Chez
Escherichia coliet Bacillus subtilis, ainsi sans doute que chez la plupart des espéces
bactériennes, c'est l'induction d’homologues lieast shock proteingHsp) eucaryotes qui
permet le recyclage des protéines dénaturées parcoleditions hostiles. Ces enzymes
agissent selon l'état d'altération des protéines, e restaurant une conformation active
(action des « chaperonines »), soit en assuramtpemiéolyse (action des protéases). Ce
contrble de qualité des protéines est nécessairmantien du fonctionnement des voies
physiologiques essentielles des bactéries agress§des les bactéries pathogénes, ces
mécanismes peuvent étre mis a profit pour résisteréponse de I'néte infecte, et sont méme

indispensables a I'expression de la virulence daioes espéces.
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5.6.2.1. Les chaperonines : dissociation des agrégat remodelage des protéines

Les principales protéines impliqguées dans le retageéede protéines anormales (Ben-Zvi and
Goloubinoff 2001) sont les chaperonines GroEL ealnéquivalents respectifs chEz coli

des Hsp60 et Hsp70 eucaryotes, et les chaperoAineases homologues des Hspl00
eucaryotes HslU, ClpA, ClpX, CIpC, CIpE, ClpB, CIpRCes dernieres, ou « Clp-ATPases
», sont réunies avec la protéase ClpP sous le iedabcaseinolytic proteins bien que seule

ClpP soit dotée d'activité protéasique sensu etrict

ChezE. coli, GroEL prend en charge des protéines anormalenepliees ou dénaturees et
leurs agrégats insolubles, ainsi que des chaingpqmiidiques non repliées. Associée a la
protéine GroES, GroEL assure la dissociation desegags et la restauration d'une
conformation active de ces substrats. Chez la hagp@thogénd.isteria monocytogenes

cette activité « chaperonne » est indispensabléexpréssion de la virulence, et la

transcription du gene groEL est fortement accroe die I'infection.

DnaK et ses cofacteurs DnaJ et GrpE ont une asumilaire a celle de GroESL (y compris
la dissociation d'agrégats protéiques toxiques)s mai s'exerce sur des substrats différents.
De plus, cheZ. coli DnaK intervient lors de la dégradation de cedanbstrats par les
protéases Lon ou FtsH. Il existe un homologue de&Kdethez plusieurs espéces pathogénes,

dont le rble n'est qu'incomplétement élucidé.

Les homologues bactériens des Hsp100 (ClpA, ClplCCCIpE, ClpL, ClpB, HslU...)

forment un groupe d'ATPases trés conservées aitactthaperonne. Assemblées en
hexaméres, elles catalysent le dépliement de substprotéiques spécifiques. Les
polypeptides libérés peuvent alors connaitre dearxs sdistincts, soit un remodelage en
protéine native, soit une dégradation si leur $tmec est irrémédiablement altérée. Cette
dégradation est alors assurée par des complexeasgacient une Clp-ATPase et ClpP ou

HslU et la protéase HslV.
5.6.2.2. La protéolyse ATP-dépendante chez les lbées

La protéolyse est un élément fondamental de laaégno des processus métaboliques et de la
réponse cellulaire aux stimuli environnementauxe Eontrole les voies métaboliques,
notamment en modulant les quantités des protédmpdatrices. Chez les procaryotes et les
organites cellulaires d'origine procaryote comme maitochondries ou les chloroplastes,

I'essentiel de l'activité protéolytigue est assupée des protéases ATP-dépendantes. Ces
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enzymes jouent un réle central dans de nombrewssERndes régulatrices (Gottesman 1999;
Msadek 1999) et sont indispensables a I'éliminaties protéines anormales continuellement
produites par dénaturation spontanée, erreurs agyiithése ou accumulation de mutations.
Leur action est particulierement vitale lors dexp@esition bactérienne aux stress qui
détériorent les protéines. La plupart des protéases d'ailleurs inductibles par ces stress
pour prévenir 'accumulation de polypeptides anamxn@otentiellement toxiques et maintenir

ainsi I'homéostasie cellulaire et les activitésahétiques de la bactérie.

Les cing principales protéases ATP-dépendantesctésisees cheZ. coli sont CIpAP,
ClpXP, HslUV, Lon et la protéase membranaire FiBEs homologues de ces protéases ont
été identifiés chez la plupart des espéeces baoté@®e Leurs substrats restent largement
méconnus. Quelques protéines et polypeptides matowesemi-synthétiques spécifiqguement
dégradés par l'une ou l'autre ont néanmoins étdifids, ce qui a permis d'appréhender les
mécanismes par lesquels les substrats sont recooapkes puis transformés. Il est ainsi
possible d'établir un schéma de la protéolyse, comra toutes les protéases ATP-
dépendantes, dans lequel la reconnaissance duatulssin dépliement et son introduction
dans la chambre protéolytique de la partie protéase assurés par la partie ATPase. Les
activités protéase et chaperonine/ATPase peuvenipédsentes sur la méme molécule (Lon
et FtsH), ou le fait d'éléments distincts au saim domplexe protéolytique (CIpAP, ClpXP et
HsIUV).

5.6.2.3. ldentification des substrats

Afin d'éviter la dégradation inappropriée de congmis cellulaires essentiels, les protéases
assurent une reconnaissance précise de leurs atgbdrans les cellules eucaryotes, les
substrats destinés a la protéolyse sont reconnudgsasystemes enzymatiques variés, mais
qui réalisent tous un « étiquetage » par une méotéipe, l'ubiquitine ; c'est ce marquage qui
les désigne au seul protéasome 26S dans lequigctief la protéolyse (Ulrich 2002). A
I'inverse, chez les procaryotes, il n'existe nguiage ubiquitaire ni protéasome unique.
L'orientation vers l'une des protéases dépend datiare des substrats eux-mémes et d'un
étiquetage spécifique. Il peut s'agir d'une séqeie@minoacides du substrat natif, ou d'un
ajout co- ou post-traductionnel, dont plusieurs élesl ont été récemment décrits. Parmi
ceux-ci, I'étiquetage SsrA consiste en 'ajout iadides aminés a I'extrémité C-terminale de
tous les polypeptides restés bloqués sur leur aibbesen raison d'une troncature de leur
ARNmM (Keiler et al. 1996). La protéine anormale guirésulte est adressée par cette étiquette

a la protéolyse ATP-dépendante. Dans d'autrestisitisa c'est une protéine accessoire qui
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tient lieu d'étiquette et désigne le substrat areééase ATP-dépendante (Zhou et al. 2001).
Les étiquettes de reconnaissance identifiées aurespnt toutes situées aux extrémités C- ou
N-terminale des substrats. Lorsqu'un substrat jgradééporte les motifs de reconnaissance de

plusieurs protéases différentes, il peut étregumisharge par chacune d'entre elles.
5.6.2.4. Reconnaissance et fixation du substrat pBATPase

L'amarrage des substrats destinés a la protéolgffectue exclusivement au niveau de la
partie chaperonine. Les mécanismes de reconnaessdes substrats étiquetés semblent
impliquer des domaines appelés SSD (sensor-subslisatrimination), présents a la fois chez
Lon, ClpA, ClpX, ClpB, CIpE et ClpY et capables fiteer les étiquettes de protéolyse. La
spécificité de ces régions d'amarrage n'est cepépda absolue et il faut sans doute plusieurs
séquences « réceptrices » différentes a une chraperpour assurer la reconnaissance de ses

substrats. Enfin, 'amarrage nécessite la fixali&T P, mais pas son hydrolyse.
5.6.2.5. Transport du substrat jusqu'au site de prigolyse

L'amarrage seul ne modifie pas la conformationuhssat. La déstabilisation des structures
tertiaires et secondaires requiert I'hydrolyse &PAT est vraisemblable que la linéarisation
indispensable a l'acces au site de protéolysestalf dans une cavité formée par la structure
tertiaire ou par I'oligomérisation des sous-unidéschaperonine (Bukau and Horwich 1998).
Le maintien de la chaine dans une conformationaiieépuis sa translation vers le site
protéolytique nécessitent a leur tour I'hnydrolygenduvelles molécules d’'ATP. Au fur et a
mesure du dépliement, de nouveaux déterminantsilosirat sont exposés et peuvent réagir
avec de nouvelles régions de la chaperonine, feavatrila translation (Ishikawa et al. 2001).
Celle-ci est directionnelle, I'extrémité C-termmadntrant par exemple la premiere dans la
chambre de protéolyse lorsqu'un substrat portemmeddtiquette SsrA est pris en charge par la
protéase CIpAP (Reid et al. 2001).

5.6.2.6. Protéolyse et évacuation des produits dégradation

Le site actif des protéases est isolé du miliegreedr dans une cavité peu accessible formée
par la structure tertiaire ou I'assemblage de @lusi sous-unités. La chaine polypeptidique
doit étre dévidée en un brin unigque pour franchétrdit passage d'environ 1 nm qui
commande l'accés a cette chambre de protéolysatédrieur de la chambre, le substrat est
tronconné dans une nouvelle réaction ATP-dépenddrds oligopeptides ainsi produits

semblent modifier I'équilibre ionique dans la chaende protéolyse, créant des ouvertures
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dans les parois, par lesquelles ils s'échapperiin,Ha dégradation en acides aminés est

assurée dans le cytoplasme par des peptidasep@cfiqmes ATP-indépendantes.
5.6.2.7. Les principales protéases ATP-dépendantesactériennes
5.6.2.7.1. La sérine-protéase Lon

La sérine-protéase Lon est une protéase cytosoliguemériqgue dont chaque sous-unité
porte un site sérine-protéase et un domaine AT&atacts. CheZE. coli, Lon est la protéase

la plus impliguée dans la dégradation des protédleesonformation anormale (Gottesman
1996). Etonnamment, il n'existe pas d’homologugé&he lon chez des bactéries pathogénes
comme L. monocytogenesi chez Sreptococcus pneumoniabjen que Lon soit assez
ubiquitaire et présente par exemple chez les mgsopts dont le génome réduit n‘encode

aucune autre protéase ATP-dépendante.
5.6.2.7.2. La métalloprotéase FtsH

La métalloprotéase FtsH est ancrée dans la membecgtaplasmique. Son domaine
cytoplasmique contient la région ATPase et le sitdalloprotéase Zn-dépendant. Plusieurs
substrats de FtsH ont été identifiées chez E. sotamment des polypeptides étiquetés par le
systéme SsrA. FtsH est capable de linéariser muidédrader des protéines enchassées dans

la membrane cytoplasmique, aprés reconnaissaneedextremité C- et/ou N-terminale.
5.6.2.7.3. Les complexes protéasiques de ClpP
5.6.2.7.4. ClpP

ClpP est une sérine-protéase présente chez lefripach I'exception des mycoplasmes, ainsi
que dans les mitochondries et les chloroplastescelsles eucaryotes. Chez ces derniers,
ClpP joue sans doute un role essentiel, puisqeésli¢une des quatre protéines encodées par
I'ADN du chloroplaste vestigial de Epifagusvirging une plante parasite ayant perdu toute
capacité de photosynthése. Chez les bactéries, &3lpprésente dans les conditions normales
de croissance, mais fortement hyperproduite damod@reux types de stress, notamment les
chocs thermiques. L'inactivation du gene clpP &fé viabilité bactérienne en conditions de
stress, surtout chez des bactéries a Gram positiine B. subtilis L. monocytogenes, S.
pneumoniae et Staphylococcus aureusL'oligomérisation de CIpP en deux cycles

heptameériques accolés (ClpP14) est indispensati@ activité biologique, laquelle se limite
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a la dégradation de peptides de moins de septsaaidanés. C'est I'association de ClpP14 a

une chaperonine-ATPase qui permet la protéolysaildstrat de plus grande taille.
5.6.2.7.5Les chaperonines-ATPases partenaires de ClpP

ClpA, ClpX, CIpC et CIpE sont les principaux padérs possibles de ClpP. Dans chaque
génome bactérien séquencé a ce jour et contenaygnanclpP, on a pu identifier au moins un
géne de l'une de ces Clp-ATPases. Toutes les Casds posseédent une structure commune,
incluant un domaine N-terminal SSD de reconnaissales substrats précédé d'un ou deux
domaines de fixation de I'ATP. CIpA de E. coli & & premiere identifiée et constitue un bon
modele du fonctionnement des autres Clp-ATPasesntgriagissent avec ClpP. Il n'existe
cependant pas d'orthologue de clpA chez les basté&iGram positif, chez lesquelles elle
semble remplacée par ClpC. En présence d'ATP,ais €ette structure est nécessaire a
I'activité chaperonne (linéarisation et remodelaged I'arrimage d'un tétradécamere ClpP14.
Il existe probablement une certaine souplesse deanmeres de Clp-ATPase qui autorise la
liaison dissymétrique avec les heptameres annaldieeClpP (Kim et al. 2001b). Parmi les
substrats reconnus par ClpA et dégradés par le leamCIpAP, on trouve des protéines a
étiquette SsrA et la protéine RepA. Ishikawa et aht récemment montré par
cryomicroscopie électronique le processus de @#insl de RepA dans la protéase CIpAP.
L'attachement a I'ATPase a été confirmé ainsi guadnsfert ATP-dépendant du substrat

jusqu'a la chambre de protéolyse, via l'intérieufahneau ClpA6 (Ishikawa et al. 2001).

ClpX est une ATPase ubiquitaire retrouvée cheb&etéries a Gram positif comme a Gram
négatif. Elle se distingue de CIpA par une spétificle substrats différente. On connait
cependant des substrats communs a ClpXP et Clpéw.deux-ci, la dégradation par ClpXP

est moins efficace que par CIpAP, sans doute esommaile la présence de deux domaines

ATPases chez CIpA alors qu'il n'en existe qu'uh cleez ClpX.

ClpC et CIpE ont une structure qui suggere un nmabdppariement et un fonctionnement
voisins de ceux de CIpA. ClpC semble étre avec Qpptrincipal partenaire de ClpP chez les
bactéries a Gram positif, dans lesquelles elleesstntielle au catabolisme des protéines
anormales et a la survie en conditions de stresadik et al. 1994; Rouquette et al. 1996).
Le réle de CIpE est encore méconnu ; le gene clpactérisé cheB. subitilis puis L.
monocytogenes n'est pas indispensable a la susviesibactéries, mais jouerait un réle dans
la virulence listérienne (Rouquette et al. 1996).
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Chez Bacillus subtilis ClpP peut étre associée a ClpC, ClpX et ClpEcwha de ces
protéines étant inductible par difféerents stredpC® et ClpXP sont directement impliquées
dans la dégradation des protéines dénaturées stidssats étiquetés par SsrA. ClpP, CIpC et
ClpX sont nécessaires a la croissance a températevée ou en milieu hypersalé et a la
mobilité bactérienne (Msadek et al. 1998). A l'irpee aucun phénotype ne semble associé a
I'inactivation de clpE. En plus de la résistance sitess, ClpP, ClpC et ClpX sont
indispensables au fonctionnement de deux voiesgskes du développement &e subtilis,

la sporulation et la compétence. L'inactivatiorGligP confére le déficit de sporulation le plus
net, alors que la sporulation des mutants clpGt perturbée qu'a haute température. ClpP est
également indispensable au développement de la éemge, c'est-a-dire de la propriété
gu'ont les bactéries en fin de phase exponentelleapter et d'internaliser de I'ADN exogéene
(Msadek 1999).

Le réle des Clp des mycobactéries n'a pas étédéuaiais il existe des anticorps spécifiques
dirigés contre ClpC déVlycobacterium lepraechez des patients atteints de lepre ou de
tuberculose. Chez IeStreptomycesplusieurs isomeres de ClpP ont été caractérisésret
impliqués dans la formation du mycélium de ces drées telluriques. La surexpression de
ClpX permet la pigmentation tandis que la surexpoes de ClpP1l et ClpP2 active la
formation du mycélium d&treptomyces coelicoldde Crecy-Lagard et al. 1999).

Chez Lactococcus lactis ClpP est inductible par la chaleur et les variadi de pH.
L'inactivation de ClpP chek. lactis entraine une réponse médiocre a ces stress gteutee

importante de viabilité des bactéries (Frees agchbr 1999).

Chez Staphylococcus aureuslpC fait partie des genes plus exprimés dansbétéries

constituées en biofilm que dans les cellules ptanques.

Le génome deStreptococcus pneumoniaentient des orthologues de clpP, clpC, clpX et
clpE dont l'organisation est similaire a celle gémes deB. subtilis ClpC a été identifiee
comme un possible « facteur de virulence » lors diiblage génomique par transposon-
taggedmutagenesis [24], alors que d'autres trawaetkent plutdt en avant le réle de ClpE,
ClpX et surtout ClpP dans la résistance au stitesdéveloppement de la compétence et la
virulence du pneumocoque [25]. Chez Streptococgataatiae, ClpP module I'activité de la

chaperonineDnaK, mais ne semble jouer qu'un roteuanidans la virulence [26].

Lorsque I'on considere les agressions que subierasmonocytogenes lors du processus

infectieux (variations de pH et de températureesstroxydatif dans les phagolysosomes des
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cellules infectées, carences nutritionnelles, eton) concgoit que les protéases ATP-
dépendantes soient essentielles a la survie de beittérie chez I'héte. L'organisation
génétique et la régulation de l'expression des p@ipéases de L. monocytogenes sont
identiqgues a celles décrites chez B. subtilis. CksI la premiere ATPase a avoir été
impliquée dans la résistance au stress de L. mtogeyes et dans la physiopathologie de la
listériose expérimentale [15]. CIpC est nécessaird'échappement des bactéries des
phagosomes et a leur survie dans les macrophag¢s{Xemble moduler la production
d'internaline, principale adhésine impliguée dalentiée de Listeria dans les cellules
eucaryotes [28]. CIpE est requise pour la survidomgée a haute température et la division
cellulaire, mais seule l'inactivation simultanéediigt et clpC produit un mutant avirulent
[16]. En revanche, l'inactivation du géne clpP @inie a elle seule la disparition complete de
la virulence, ClpP étant indispensable a la croissalans la plupart des conditions de stress
[29]. Le plus intrigant chez L. monocytogenes ese ¢ClpP parait moduler l'activité
biologique du principal facteur de virulence ddéxtérie, la listériolysine O (LLO). Chez un
mutant clpP — exposé un stress thermique, I'&etioytolytique in vitro de la LLO est
fortement réduite, alors que la quantité de LLOdpite est identique a celle d'une souche
isogénique sauvage [30]. Il est possible qu'erasdn de stress, ClpP dégrade un inhibiteur
encore inconnu de la LLO, favorisant ainsi I'expres de ce facteur de virulence lorsque la

bactérie en a expressément besoin.

5.7. Régulation de la synthése des protéines de chbermique

Par quelle voie, et selon quel mode de régulateffestue la synthése des hsps ?

Construire un modele pertinent, c'est en preméar idlentifier les structures géniques qui en
commandent la formation pour, ensuite, se référer schémas bactériens établis: en
particulier, a celui d'E coli élevé au rang de niedéanonique mais aussi a celui moins
élaboré, peut-étre aussi plus archaique de 8asidlblis (Arnosti et al, 1986). Six genes des
hsps majeures de L lactis ont été jusqu'a ce gmormus, clonés puis séquences. Un septieme
gene thermorégulé, homologue de ftsH (hf/8) d' & \d@ent d'étre identifié (Nilsson et al,
1994) ; son produit, la protéine transmembranaiiB,Hdouée d'une faible activité
ATPasique participerait - comme DnaK, DnalJ, GrgEla régulation négative de la réponse
subordonnée a (}"32 dont il contrélerait la dégtamaet par 1a, le niveau endocellulaire
(Herman et al, 1995 ; Duwat et al, 1995). A ceteemsle non clos, il faut ajouter le gene

recA, piece centrale du régulon SOS: son produpybtéine Rec A, exercerait un
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effet régulateur sur le systeme multigénique dee¢hermique en supervisant le taux de HflB
(Duwat et al, 1995). Les caractéristiques essdégsiele ces génes figurent dans les tableaux

[l et IV ; nous résumerons, ci-dessous, leursipalgrités les plus saillantes.

Les genes sont isolés ou groupés en petits opé&jansappellent ceux d'E coli (QroEL-ES),
(Kim et Batt, 1993), de 8subtitis (grpE-dnaK) (Blet al, 1994), ou des deux espéces (rpoO-
dnaE) (8 subtilis) ou (rpoO - dnaG) (E colt). Ceqemt, chez L lactis l'opéron dnaK
comprend deux autres cadres ouverts de lecturg (Bdton et al, 1993), et dnal,
habituellement couplé a dnak fait défaut (Van Adsek et al, 1993).

De la structure opéronique rpoO-dnaE, constituaopéton MMS (macro molecular
synthesis) est absent, en amont, le gene rpsUlelgrbduit est impliqué dans la traduction
(Araya et al, 1993). L'alignement des séquenceaciies aminés des produits des genes
clonés, déduites des séquences nucléotidiques, @ilbxs des protéines homologues de
diverses especes bactériennes (E coli, 8 sub&ligjegaterium, Staphylococcus aureus),
démontre une homologie importante (tableau 1V). édefant, chez L lactis comme chez les
autres bactéries Grampositives on note la délé@nertaines parties: ainsi la région V2 du
facteur sigma majeur d'E coli (rpoO) (Eaton etl@93) qui compte chez les bactéries Gram-
négatives 250 acides aminés est réduite ici a gaslggsidus (Araya et al, 1993 ; Gansel et
al, 1993b) ; de méme, la protéine DnaK, est ampdsies sa partie N terminale d'une
séquence de 24 acides aminés ce qui justifie urssarmaoléculaire calculée plus faible que
celle de la molécule homologue d'E coli (Eatonl,e1293).

Les cadres ouverts de lecture ou les opérons detis ksont précédés:

- par un promoteur végétatif présentant des séggef3d et -10 caractéristiques (TTGACA et
TAAAAT) (Eaton et al, 1993) ;

- par une IR, (répétition inversée) de 9 a 12 pmémt une structure en tige-etboucle (stem-
loop), identiqgue a celle repérée chez 8 subtilichetz d'autres bactéries Gram-positives
(Eaton et al, 1993) ;

- par un site de fixation des ribosomes, (séqueteeéhine Dalgarno) complémentairede
I'ARN 16S (AGGAG pour dnaK) ; chez certains d'erdtx (rpoO) sont inclus une séquence
TGN, présente dans environ 50 % des genes desribactéram-positives et une autre

répétition inversée faisant office de terminateoteptiel (Araya et al, 1993) ; aucun ne
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montre le motif consensuel qui signe I'existenaa gromoteur reconnu par un facteur sigma
alternatif, comme 032 ou a24 (aE) d'E coli (Lindqui986) ;

- parmi une soixantaine de marqueurs, quatre dgé&msss sont localisés, (Le Bourgeois et al,
1992, 1993) (rpo0O, dnakK, dnaJ et grpE) sur la agéteétique de L lactis 1403 (Le Bourgeois
et al, 1993), et de L lactis subsp cremoris MG 1868 Bourgeois et al, 1995). Sur la

premiéere, dnaJ flanque rpoO ; sur la seconde dpa@ et dnaK divisent le chromosome en

trois parties égales.

Le séquencage des genes isolés ou groupés en spérote leurs zones promotrices
exclusivement végétatives remet en question l'wsal®é du seul modéle accepté ces
dernieres années (Neidhardt et al, 1984 ; NeidlerdanBogelen, 1987 ; Lindquist et Craig,
1988), celui d' E coli, qui se résume a une comtimrtdaranscriptionnelle. Classiquement, la
réponse a une stimulation thermique s'accompagne tes minutes qui suivent par le
remplacement du facteur sigma majeur (a70), dégaaénpérature non permissive, par le
facteur sigma alternatif (a32) (Calendar et al,8)32able et méme activé a haute température
et dont la synthese est par ailleurs amplifiée defifet d'un autre facteur (a24 ou aE) qui
reconnait le promoteur P3 de rpoH et son proprenpteur P2, assurant ainsi son
autorégulation (Bukau, 1993 ; Yura et al, 1993nfléxion de la réponse et le retour a état de
repos est sous la dépendance de 4 hsps, DnaK, G@ipE, HfIB ou FtsH (Herman et al,
1995). Le facteur a32 conduit la transcription @eihgtaine de géenes qu'il reconnait grace a
leur motif hs (heat-shock) et qui composent ce l@goonventionnel (fig 2).

La majeure partie des protéines dont les genesisdos dans le régulon dépendant de a32
présentent une affinité pour d'autres protéinesulaegles, cibles de la chaleur, qu'elles
assistent, désagrégent, restaurent ou dégraddet garticipent vraisemblablement a la
protection des cellules ou a leur sauvetage laeigs’'sont menacées par leur environnement

thermique.

Le facteur a24 ou aE classé dans legroupe desufacteCF (extracytoplasmicfunction)

contréle l'expression d'une dizaine de genes (dpoH et rpoE) dont les produits sont
impliqués dans la croissance aux températures ede#2-44 "C) ; dans la survie aux
épreuves thermiques létale (50 OC)(Rouviere &5 ; Raina et al, 1995). Les produits des
génes de ce second régulon interviendraient dansotepartiment extracytoplasmique

(Mecsas et al, 1993).
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Figure 9 : Régulation de I'expression des genes de choc theerihez Escherichia coli et
Bacillus subtilis. A. Systemes multigéniques impkg dans la réponse au choc thermique
chez ces 2 especes. B. Modes de régulation dedssipn des genes. (JIO (rpo0O) ; (J32
(rpoH) ; (J24 ou (JE (rpoE) ; P : ARNpolymérasev;:Rromoteur végétatif dépendant de
(JIO (E coll) ou de (343 (B subtilis) ; Phs: proewatde choc thermique reconnu par (J32 ; hse
: séquence IR (inversion répétée) constituantniiélé de choc thermique (CIRCE) de B
subtilis ; ORF : cadre ouvert de lecture; T : terateéur potentiel (IR) ; R : protéine

«répresseur» hypothétique.
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Au contraire cheB subtilis les promoteurs hs sont absents; ceux d'E califingis a des
genes rapporteurs sont inactifs (Wetzstein et Sahaml990). L'expression de la réponse au
choc thermique procede de promoteurs canoniquesnmes par 0"43 (homologue de 0"70
d'E coli), qui ont été identifies en amont d'unuge de génes thermorégulés de classe 1, et
d'une séguence inversée répétée de 9 pb appelé8EC(Bontrolling IR of chaperone
expression) (Zuber et Schumann, 1994), habituetémetercalée entre le signal de

transcription et le début du cadre ouvert de lectur

La fixation supposée d'une protéine répresseuceumotif récurrent limiterait ou interdirait
I'expression du géne. Ce méme répresseur conaiitdercapteur ou «senseur”, l'une des
cibles sensibles, qui obéirait a la sollicitatibermique par un changement conformationnel,
lequel provoquerait son détachement de I'IR suawila transcription du géne correspondant
(Wetzstein et al, 1992 ; Zuber et Schumann 199dlke&r et al, 1994 ; Yura et al, 1993). A la
régulation transcriptionnelle positive s'exprimanhez E coli, par une permutation des
facteurs 0"70 aux facteurs 0"32 et 0"24 euxmémesoées, se substitue chez B subtilis, au
Moins pour un groupe de genes, un mécanisme aatieguhéegative en cis faisant intervenir,
outre le couple promoteurfacteur sigma végeétatifeconnaissance d'un élément hs (CIRCE),

couplé a l'altération d'un hypothétique répresseur.

Deux modeles nous sont ainsi proposés: l'un corapléitanger semble-t-il aux éléments
aujourd’'hui reconnus, par l'analyse des genes séésiechez. lactis ; I'autre moins élaboré,
qui traduit une riposte plus fruste aux sollictias thermiques. Ne possédant que des données
éparses et des informations lacunaires, nous detes ce dernier modele pour expliciter le
mécanisme global de la réponse chelactis. La présence des 1R ayant été, par ailleurs,
reconnue chez une dizaine de bactéries Gram pesitt apparentées, appartenant a des
groupes trés variés, delostridium sp aMycobacterium tuberculosighez lesquelles elles
représentent le motif le plus fortement conservapparait qu'un tel systeme est plus ancien
que le mécanisme régulateur mis en place, chez lE(£ober and Schumann 1994).
Cependant Duwat et al (1995) (Duwat et al. 199%9ppsent une autre voie originale de
contréle impliquant a la fois, par une réactioncascade, Rec A et HflB. L'intervention de
cette derniere protéine sous-entend la médiatiorupdacteur sigma altematif du type cr32,

qui, jusqu'a ce jour, n'a pas été identifié.
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5.8. La thermotolérance

De 30 a 43 °C, le taux de croissance d'une cuttare lactis varie peu. De 40 a 48 °C, la
viabilité d'une population cellulaire prélevée ehage exponentielle (& 30 °C) n'est pas
affectée; elle décroit trés rapidement en revaichartir de 50 °C pour n'étre que de 8 % et
0,06 % aprés 15 minutes et 30 minutes de chauidg’C. A 55 °C et au-deld, les cellules
meurent en quelques minutes. Cependant le tauxudgesdes cellules exposées aux
températures élevées dépend des conditions desancis. Ainsi, il est considérablement

plus élevé si les bactéries, avant d'étre exposeesme épreuve thermique létale, sont
soumises, durant des temps qui correspondent pngsuau temps de génération (30 a 40
min) a des températures de 5 a 10°C supérieurageipérature habituelle de croissance.
L'appréciation quantitative de ce phénomeéne d'esdeuent de la survie cellulaire basale,
appelé résistance induite ou thermotolérance, vésgrez tous les représentants du monde
vivant (bactéries, champignons, plantes et animéuxyquist and Craig 1988) est fournie
par le facteur de thermotolérance, c'est a- direapport du pourcentage de survie d'une
population adaptée ou conditionnée a telle épreswe le pourcentage de survie d'une
population témoingnaive» cultivé@ 30°C (Boutibonnes et al. 1991). Ce factmwvarie avec

la température de préculture : égal a 1 a 30 "€stilmaximal a 42 "C ou saleur dépasse
100, puis il décroit tregite quand la température d'adaptation se rapprocha wenpérature
d'épreuve (52 °C). Si les cellules «conditionnges»la chaleur, qui anticipent anticipent ou
se préparent a un&preuvethermique létale, meurent lentement, le traitentéatdaptation
entraine de surcroit une tolérance hétérologae-visd'autres modalités qui menacent la
survie cellulaire; ces résistances croisées simgntvis-a visd'agents létaux, dont la nature
et les fonctions cytotoxiques sont éloignées déesale la chaleur (tableau V). Ainsi un
prétraitement & 42 "@léveconsidérablement la résistance «constitutive » ldeséries a
l'alcool et au pH acide (on parle d'alcoolotolésmna de pH - tolérance). Il n'a qu'un effet
discret sur la résistance a I'eau oxygénée, aet seix UV254 nm- Le traitement préalable par
les températures modérées a également pour comeéqadénhiber la lyse cellulaire des
bactéries lysegénes (iti lactis A 15, abritant le phage A15) provoquée par lingurct
expérimentale du prophage (Boutibonnes et al, 1981hoc thermique (de 30 a 40 °C) est
d'autant plus efficace qu'il est plus précoce,t-@etdire plus proche de l'administration de
l'agent SOS-inducteur qui déclenche la lyse (mitcmg/C ou UV254 nm).

La synthése d'hsps, mais aussi le développemdattdermotolérance sont conditionnées aux
traitements des cellules par diverses formes dessstrlesquels dans la majorité des cas
entrainent des dommages protéiques (Hightower 199ilitefois, une question reste toujours
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posée: elle concerne la relation hypothétique iquait, sans réserve, la néosynthése d'une ou
de quelques hsps a la capacité nouvellement acpaiskes cellules d'outre passer I'épreuve
létale (Nover and Hightower 1991; Parsell et aB4 Parsell et al. 1994b). De nombreux
travaux, portant sur les bactéries mais aussiesurcéllules eucaryotes en culture in vitro,
étayent ou infirment I'existence de cette interdéipace; par exemple chdz coli, la
surexpression des genes du régusigma 32,obtenue en placant le gemgoH sous la
commande d'un promotetac inductible par I'lPTG (isopropyl thio-galactosids)ivi de la
synthese d'hsps a hauts niveaux endocellulairescomeluit pas au développement de
thermotolérance (Jones et al. 1987; VanBogeleh éB87a; VanBogelen et al. 1987b). Chez
la levure, la thermotolérance peut se développefabsence de I'hsp majeure ou hsp 104
identifiée par Sanchez et Lindquest (1990), etalget néosynthése protéique (Sanchez and
Lindquist 1990) et de toute néosynthése protéiduee Yirgilio et al. 1991; Kirk and Piper
1991).

Ainsi chezL lactis des thermomimeétiques qui induisent la syntheseéhdps, impliquées dans
le surcroit de résistance a la chaleur (DnaK, Grd&pE, hsp 104 ou ClpB) n'affectent pas la
résistance thermique naturelle des cellules: deestas de la plupart des antibiotiques.
Inversement, l'acquisition de l'aptitude nouvellol&rer I'épreuve thermique létale, acquise
apres traitement par le chlorure mercurique eidéade sodium ou consécutive a l'entrée des
cellules en phase stationnaire est découplée acipkecité de surexprimer les hsps. Soulignons
enfin, que chez lactis, a l'inverse de ce qui se passe chewmli, des agents réputés pour
déclencher chez des cellules eucaryotes en cullaresynthése des hsps et/ou la
thermotolérance, sont sans effet.

Bien que leur présence soit nécessaire, la respititisales hsps dans la thermotolérance est
sans cesse remise en question par des résultaéimn&ptaux contradictoires. Il y a
vraisemblablement trois explications a cette inagté: 1) les hsps naturellement présentes,
guelquefois méme abondantes, ne nécessiteraiamequactivation» par les traitements de
conditionnement pour devenir fonctionnelles et rvgair dans les processus de sauvetage
thermique. 2) Les hsps «classiques» ne seraiemiépreupas les seuls agents prévenant ou
restaurant les dégats protéiques, impliqués dansolérances (Parsell et Lindquist, 1994).
D'autres facteurs de protection pourraient étreocds a linduction de systemes
multigéniques discrets (tel le régulon 084 coli dont nous méconnaissons la fonction
exacte). 3) L'hyperproduction ou l'activation depd) par mise en conformité des chaines
peptidiques, augmente la capacité de protéolysecetidlaire.

67



Analyse bibliographique

Certaines hsps qui sont aussi des protéases, akérae activité sur d'autres hsps les faisant
«disparaitre» apres qu'elles ont assuré leur offeceestauration: leur trace méme ne serait
pas repérable par analyse électrophorétique.

5.9. Conclusion

Si depuis quelque temps I'on s'achemine vers kmaissance plus précise des termes
(inducteurs ou stresseurs, cibles ou senseuripest genes) qui, chézlactis, constituent

la phénoménologie de la réponse au choc thermitjneste encore beaucoup a faire pour
comprendre le déclenchement et la cascade desmeatequi aboutissent a ce phénomene
«chaotique», obéissant a d'imperceptibles fluanatides conditions initiales (ici une
augmentation de quelques °C).Demeurent notammesritae questions: Quel est le mode de
régulation de I'expression des genes de choc thegRiThermotolérance et hsps sont-elles en
étroite connexion? Si c'est le cas, comment sésedd) surveillance, prévention, mais aussi
désagrégation et restauration de l'arsenal praé€igpmature ou endommagé par la

machinerie de chaperon nage ?

La problématique des stress, c'est-a dire la miseompte de I'environnement et de ses
paramétres, qui forment avec I'hdte des nichesouple insécable, s'est doublement élargie.
A linstar du choc thermique, les fluctuations de pacide ou alcalin), d'osmolarité,

d'oxygénation, l'abaissement de la températureC (Panoff et al, 1994), la pénurie en

nutriment (par exemple I'épuisement de la sourceadeone : Hartke et al, 1994) déclenchent
chez les bactéries lactigues mésophiles —et conmme'yo attendait-, une réponse duelle,
couplant la synthése de nouvelles protéines dessstée des états de tolérance, ou de

multitolérance, quelquefois élevée.

La réponse au choc thermique, qui semble constilberéserve de mémoire déposée dans le
génome sous forme de traces mnésiques, de projtis @ étre réactualisés en certaines
occasions, est maintenant reconnue chez d'auttériea lactiques senso lato atypiques:
Enterococcus faecalis, dont I'un des traits siegsiliest une résistance peu ordinaire a de
nombreuses conditions «extrémes» (Boutibonnes, €t98I3) ; Streptococcus thermophilus
dont la synthése d'hsps, stimulée a haute tempérgfiz OC), est accompagnée d'une
viabilité importante a 58 "C (Auffray et al, 1995).

Le phénomeéne s'impose comme le modéle d'étuderdguéation de I'expression de systemes
multigéniques conduisant a une authentique diff@ation métabolique : la cellule stressée

n'est plus tout a fait la méme que la cellule «@aiVlLes forces sélectives, mais aussi les
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contraintes endogénes (génétiques ou «rnécaniqoes>ggi pour maintenir au sein de la
cellule (ou des organismes) ce que les processstiés avaient érigé afin que cette cellule
(ou ces organismes) échappent aux conditions agl/ers menacaient a la fois l'intégrité de
l'une (ou des autres) et la descendance de l'esihérye a pas, dans ce type de réponse, de
commune mesure entre l'ampleur des conséquencesaduae véritable commotion
métabolique (le plus souvent bénéfique) et lingimmce des causes (quelques degrés
thermiques). Ce qui parait étre une riposte désm@® et disproportionnée, n'est pas, semble-
t-il, un défaut ou une crise de I'ordre biologidnadbituel; elle n'est qu'une des conditions qui a

autorisé l'existence et la permanence de cet ordre.

C'est parce que, par essence, le désordre estileerga'il se renouvelle sans cesse pour se
convertir en un autre désordre jusqu'a paraitrerivable, qu'une relation intelligible entre une
cause et sa conséquence peut s'installer et légifier maniére immuable la fonction des

systemes biologiques.
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Chapitre 2 . Matériels et Méthodes

1. Matériel biologique :

Lactocoques lyophilisée, conditionnée dans desoatep en verre.

» 60 souches a étudiertactocoques isolées a partir du lait cru de charaihlgérie
(Drici et al. 2010): lactococcus lactis classés dans des séries comme suit:

Tableau 5 :Souches utilisées dans ce travail

série 1 2 3 4 5 6 7
10 A, 2B 148B 5C 18C 9D, 18D
10A; 3B 15B 6C 19C 10D 19D
12 A 4B 16 B 7C 20C 11D 20D
14A 6B 178B 8C 1D 12D /
15A 7B 18 B 10C 2D 13D /

souches
16 A 8B 19B 11C 3D 14D /
17 A 9B 1C 12C 5D 15D /
18A 10B 2C 13C 6D 16D /
20A 11B 3C 17 C 8D 17D /
1B 128 ac / / / /

»  Souches de références:

Lactococcus lacti®SM 20481 et.euconostoc mesenteroideSM 20343 (achetées de
DSMZ Deutsche Sammlung von  Mikroorganismen und Kaéliren
GmbH,Braunschweig, Allemagnefgnterococcus faeciurATCC6057 proviennent de
Institut fur Hygiene und Mikrobiologie der Univet& Wirzbuerg). La souche témoin
(3 MD) Lactocoque isolée a partir du lait de cleede la région d’Oran; qui fait partie
de la collection du Laboratoire de Microbiologie phgué de l'université d’Oran
« LMA » témoin positif qui se développe a des terapées élevées jusqu'a 50°C.
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2. Test de pureté :

2. 1. Culture sur milieu M17 liquide :

En utilisant une anse de platine comme moyen deaseement, on a prélevé un peu du
lyophilisat bactérien qu'on a dissout dans le enilrépartit dans des tubes a vis, ainsi les
souches lyophilisées préalablement peuvent étraquéps par cet ensemencement.
L’incubation est faite a 30°C pendant 16 a 18 h.

On remargue une croissance bactérienne qui seitt@atuun trouble plus ou moins intense
avec un dépobt dans certains cas. On remarquelaibsence totale du trouble aupres de la
surface en formant un halo clair indiquant la méénmphilie des bactéries cultivées.

2. 2. Test de pureté sur milieu M17 solide et microspae :

A partir des tubes positifs qui ont présenté umlite, on a ensemencé sur milieu solide par
meéthode de stries en suivant la méthode de quasa@rgnts. On a incubé a 30°C pendant 16 a
18 h. La pureté des souches est vérifiée par gpeistesur milieu M17 jusqu’a I'obtention de
colonies isolées. Il est conseillé d’observer lelomies a I'aide d’'une loupe binoculaire afin
de vérifier leur pureté aprés épuisement.

La pureté des cultures est vérifiée par obsematiomicroscope optique des préparations de
cultures entre lame et lamelle a I'état frais ce permet de vérifier ’homogénéité des

cellules, les différentes formes présentes, etriebilité.

2.2.1. Coloration de Gram :

Un contrble supplémentaire par la coloration denGpgrmet de différencier sur la base de la
composition de la paroi cellulaire entre les baettqui sont a Gram négatif et les autres
bactéries a Gram positif. La coloration de Gramt don nom au médecin danois Hans
Christian Gram qui mirent au point le protocole 884 (Microsoft ® Encarta ® 2006. ©
1993-2005 Microsoft Corporation. Tous droits réssjv

Les étapes du protocole sont les suivantes : Uadasesont fixées a la flamme. Ensuite le
violet de Gentiane est ajouté (1-2 min). Les bae$ése colorent alors en violet. Le colorant
est par la suite fixé a l'aide du lugol (iodurepi#assium Kil) (2 x 30 sec). La préparation est
abondamment rincée a I'eau distillée afin d’évadiexces de colorant. La préparation est
décolorée (éthanol 95 %, 5 sec) et rincée de nauakandamment a I'eau distillée. Puis, une
deuxieme coloration avec de la fuschine ou safeaasgt réalisée (1-2min).

De nouveau, la préparation est rincée a I'eaucttémea température ambiante. L’'observation
microscopique au-grossissement X1000 avec huikendersion permet-de voir si les cellules
sont colorées en violet (Gram-paositif) ou bien eser(Gram-négatif).
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2. 3. Conservation sur glycérol 30% stérile :

A partir des tubes positifs, on a prélevé gracagmicropipette 500 pl de culture bactérienne
gu’'on a mis dans un tube Eppendorf stérile contef@ pl du glycérol (30%) stérile étant
donné que le glycérol est un cryoprotecteur.legdudpnt scellés avec du parafilm et on a
conserveé a (-20°C). Les souches congelées peétrentonservées une longue durée (-20°C

de 1 année a 3 ans).

3. Test de thermotolérance:
A partir des tubes conservés a (-20°C), on as@aine culture sur milieu solide ou liquide de

la méme maniére décrite précédemment. Et on a én@utb températures différentes :
37°C ,45°C, 50°C, 60°C, 65°C.

Remarque:

On alancé les 60 souches, dans les 5 températtirgsr milieu solide ou liquide a la fois,
en utilisant le méme volume d'inoculum (75ul) dehaque tube. Le test a été effectué 3 fois

successivement pour confirmer le résultat obtenu.

Ce test a été effectué a différentes températud€s,:50°, 60°,65°C afin de déterminer la
capacité de 60 lactocoques issus de lait cru denelte d’Algérie (Drici et al. 2010) en
présence delc. Lactis subsp Lactis biovar diacetylactis 3MD, pris comme témoin
termotolérant ce dernier a été isolé a partir decta de chevre de la région d’Oran et faisant

partie de la collection du Laboratoire de microbgié appliquée - Université d’Oran.

La souche témoin ainsi que les souches témoin gimsiles souches destinées au test de
thermotolérance sont également cultivées a 37°Creprésente la température controle de

croissance.
4. Analyse physiologique:

On a préparé un milieu lait - agar « lait géloseune concentration de 5 % en utilisant un lait
stérile. On a appliqué la méthode des patchs memar la figure pour faire une culture de
48h d'incubation a 30°C.
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Remarque:

Le milieu gélose au lait a 5 % était trés denseg; iendu difficile la visibilité des halos clair
formés par dégradation des caséines. On a optéhaine les tests avec un milieu lait —agar
« lait gélosé »a une concentration de 3%.

4.1. Test de Protéolyse en milieu solide Agar-lait

Les 22 lactocoques thermotolérants criblés, on& dépntré leur capacité a utiliser les
nutriments du lait essentiellement les caséinds kctose. En effet, les phénotypes Prt+,
Lac+ des lactocoques thermotolérants se sont nsa@sf@ 30 °C, nous voulions savoir par le

test de protéolyse si les phénotypes Prt+ estmépai 50°C.

4.2. Conservation dans le lait:
On a réparti le lait stérile dans des tubes Eppdrad 1ml dans chacun. On a inoculé nos
souches dans ces tubes, on a incubé a 30°C pexdttamet on a conservé a (-20°C) aprés

avoir un résultat positif exprimé par une coagolati
4.3. Screening des lactocoques thermotolérants :

Apres avoir fait une préculture (culture de nugs@®@2 souches thermotolérantes sélectionnées
préalablement sur milieu M17 liquide, on a medaseDO des cultures meres le lendemain.
On a prélevé un volume défini calculé selon lacemtration de la culture mére de chaque
préculture, on a ensemencé dans un tube de 8 Mildeliquide et on a complété avec le
méme milieu pour un volume final de 10 ml afimwbir une méme densité optique initiale

dont DGQ=0.05 dans les cultures de €t en appliquant la formule QY1 = DOG,.V2

On a incubé a 50°C et on a mesuré les D@ heures, 74 heures, 7= 6 heures. On a

effectué trois tests successifs pour confirmeésaiitat obtenu. (Reproductibilité).

4.4. Etude de la cinétique de croissance en mii®&17 (a 30°C et 50°C):

Pour I'étude cinétique le choix a été orienté vetss souches suivantes : 9B, 13C, « voir
résultats ». La souche « 3MD » est prise commehsotémoin.

De la méme maniere décrite auparavant, on a dsatiliétique de croissance des 3 souches

pendant 8 heures en mesurant la DO a 600 nm cl3fqunenutes.

4.5. Etude de la cinétique de croissance en milidait (& 30°C et 50°C) :
La cinétique de croissance est étudieée de la méareéne qu’'en milieu M17 , sauf qu’en

milieu lait I'étape de transparisation est impémgpour pouvoir relever et lire les DO , cette
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transparisation est faite par l'addition de 3,8i&DTA (20g/I, pH= 12) & 1ml de culture, et
la lecture est faite par rapport a un témoin casgpe 3,5ml d'EDTA (20g/l, pH=12) ajouté a
1ml du milieu lait stérile (échantillon a blanc).

4.6. Croissance sur différents milieux de cultures

Pour déterminer le type fermentaire, I"activité tpadytique, la capacité de fermenter le
lactose et I'utilisation du citrate, les souchegsié sont cultivées sur différents milieux de

cultures.

Les souches (gl1, gl2, gI3 et les trois soucheséflerencel actococcus lactiDSM20431,
Leuconostoc mesenteroi@@sM20343 Enterococcus faeciudTCC6057, ) sont cultivées sur
différents milieux HHD « homofermentatifeeterofermentative differential medium
(McDonald et al. 1987) pour voir le type fermergairsur milieu KMK pour utilisation de
citrate (Kempler and McKay 1980), et sur M17 X-Gpbur fermenter lactose) : M17 +
0,25% lactose+2 ml/l de X-Gal (Sigma Chem) (5-Brefobloro-3-indolyl- 3-D-
galactopyranoside). Le X-Gal est préparé dans uolatien stock (20mg/ml) dans
(diméthylsulfoxyde DMSO.). Une solution de I"antittque vancomycin est préparée dans de
I"eau distillée (10Qug/ml) directement avant son utilisation.

4.7. Traitement par l'ultrasonification :

Les cultures, tenues dans la glace sont soumispglemaent au traitement par
I"'ultrasonification dans |"appareil Branson Somif2gs0 (Branson Ultrasonics Corporation,
Danbury, CT, USA). Deux 2 ml de chaque pré-cultast utilisé. Il faut régler d'abord
amplitude sur 40% avec une microsonde (200 wmaiximum) ensuite immerger la
microsonde a moitié dans I'échantillon 3 fois petndd secondes. Des dilutions sont ensuite
préparées jusqu’a 26t mises en culture sur différents milieux de aeltité précédemment.

5. Analyse génétique :
5.1. Obtention des variants:

Dans le but de chercher le support génétique tleetanotolérance chez les lactococques 9B
et 13 C ainsi que 3MD, nous avons adopté commeégteale curage de ces lactocoques des
plasmides qui peuvent étre hébergées par ces ¢agtes selon la technique de Fantuzzi
al., 1991 (Gonzalez et al. 1990).
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On a effectué des repiquages successifs, et onuiva I®volution de la DO pour 11
générationsAprés une série de dilutions décimales & partitad&11 jusqu'a 16 on a
effectué un étalement sur M17 glucose solide, amcabé a 30°C pendant 18h, on a divisé
chaque boite en 4 quadrants et on a choisi aud&senlonies de chaque quadrant .Selon la
meéthode des Patchs on a fait une culture sursodrtenants M17 glucose et on a incubé a
30 °C pendant 18h.

On a inoculé a partir des patchs en milieu M17cgbe liquide, et on a incubé a 30°C
pendant 18h.A partir de cette culture on a corséeg variants en milieu lait selon la

méthode décrite auparavant « sous-titre3 ».

Aprés plusieurs repiquages successifs « sur uriedeéde 11 jours », nous avons choisis
aléatoirement des colonies dont les cellules paus@respondre aux variants recherchés et

qui ont perdu la capacité de se développer a 50°C.
5.2. Analyse des variants :
5.2.1. Test de thermotolérance des variants:

On a préparé deux boites de M17-glucose solittnquiensemencé par patchs puis incubé a
30 et 50°C. On remarque que les variants ont perducapacité a se développer a 50°C,
alors que leur développement était normal a 30°€.qGi suppose que le caractére de la
thermotolérance n’est pas stable car il est papidés 55 générations. Ce résultat nous permet
d’émettre I'hypothése que le caractére de thtl@mnce est peut étre porté soit par un ou
plusieurs plasmides ou encore localisé sur unsp@son conjuguatif, sachant que le
déterminant génétique des protéines du choc theenichez les lactcocoques est

chromosomique (Bolotin et al. 2001).

Ces résultats nous orientent vers I'explorationleséines du choc thermique HSP chez ces
lactocoques pour les comparer a celle déja déceitecaractérisées. Ce résultat nous incite
aussi a déterminer la structure et le mode de aéiguldes protéines qui s’expriment & 50°C.
Ces nouvelles molécules semblent jouer un roleiardans le maintien de l'intégralité des

lactocoques thermotolérants.
5.2.2. Test d'activité protéolytique et d’hydrolyg du lactose:

On a préparé deux boites du milieu GMAB « glucosék ragar bromocrésol » selon la

meéthode des patchs on les a ensemencées et ooubgt ia 30 et 50°C. On a préparé des
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boites identiques que celles qui préecédent, maistdisant M17-lactose et Lac-MAB. Le
virage de l'indicateur du pH « pourpre de bromsoté& contenu dans le milieu Lac-MAB du
pourpre au jaune autour des patchs (figure 8)giralia présence de I'acide lactique obtenu
par fermentation du lactose présent dans le mdegulture (Lac-MAB). Ce résultat est en
faveur d’un phénotype Lacpour les variants testés. L utilisation du laetogar les variants

est confirmée par comparaison a un témoin GMAB.
5.3. Curage d’ADN plasmidique et transformation paréléctroporation :
5.3.1. Curage :

Dans le but d’éliminer certains plasmides de lacke 9B, cette derniere a été repiquée
successivement pendant huit jours en milieu M174@ide (Gonzalez et al. 1990). 10 mL
de ce milieu M17 sont inoculés a chaque repiquage 400uL de la culture bactérienne
précédente. Au 13éme repiquage ce qui corresptam63t™ génération, 50 ou 104 de la
suspension bactérienne sont étalées sur miliedes®L7-Glu. Aprés incubation pendant 18 h
a 30°C, les colonies bactériennes obtenues solavpes et patchées sur un milieu M17-Glu

gélosé.
5.3.2. Transformation bactérienne par éléctroporatn (Gerber and Solioz 2007)
5.3.2.1. Extraction de I'’ADN plasmidique :

Des cultures de nuit de 50 mL en milieu M17 incebé&e30°C ont été réalisées pour les
souches de lactocoques a tester. Les cellulesréooltées par centrifugation a 10000 rpm
pendant 10 min. Le culot bactérien est ensuiteigg@ar 1mL d’'une solution | contenant du
sucrose (20%), du lysozyme (10 mg/mL), 200de mutanolysine a (1000 U/mL) et 2Q
d’'une solution d’ARNase (5 mg/mL). Le mélange estubé a 37°C pendant 15 min. Cette
étape correspond a la lyse de la paroi bactériebneajoute a ces préparations 2 mL de la
solution Il qui permet la lyse cellulaire et la démration de tous les ADN. Cette étape est
suivie d’'une incubation dans la glace pendant 1 miis on ajoute 1,5 mL d’une solutionlll
qui a pour effet la neutralisation du milieu réaotiel. Cette neutralisation rapide conduit a la
renaturation de 'ADN plasmidique alors que I’ADMromosomique reste dénature, donc
non soluble. Une centrifugation & 10000 rpm penddhtmin permet de culoter 'ADN
chromosomique dénaturé et le surnageant est réapits filtration sur de la gaze stérile.
Ensuite une extraction avec 4 mL de phénol/chloroé isomalyalcool (BIOSOLVE,

Valkenswaard, Netherlands) (24/24/1 ; VIVIV) eddligge afin d’éliminer les protéines. La
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phase supérieure aqueuse est prélevée et 'ADNmpdague présent est précipité par
I'addition de 2,5 volumes d’éthanol absolu a -2@&¥hdant 40 min (ou a — 80°C pendant 15
min). L’ADN plasmidique est culoté par centrifugatia 10000 rpm durant 15 min. Ce culot
est & nouveau précipité par I'addition d’un mélange320uL d’eau Aguettant, 8QL de
NaCl 4M et 400uL de PEG 8000 13% et une incubation de 30 min damgace. L'ADN
plasmidique est récolté par centrifugation a 10680 durant 15 min. Un lavage du culot
d’ADN est réalisé avec un petit volume (200-3QQ) d’éthanol a 70°. Aprés une
centrifugation de 15 min a 10000 rpm, le culot dMPlasmidique est finalement remis en
suspension dans 150 pl de Tampon TE (Tris-HCI 10phM8 ; EDTA 1mM).

5.3.2.2. Dosage et contr6le de pureté de I’ADN :

La pureté et la quantité de 'ADN plasmidique estsorée a I'aide du Nanodrdp(Peglab,
VWR international GmbH, Erlangen, Allemagne).

5.3.2.3. Préparation des cellules compétentes :

Une pré-culture de nuit de 5mL en milieu SGM17 :Mtedia (Terzaghi and Sandine 1975)
additionné a 1 mM MgSO0O4, 0.5 M sucrose, 2% glycine% glucose.de la souche réceptrice
(un lactoccoque mésophyle) a servi pour inoculerntl0 de milieu SGM17 avec une
concentration cellulaire équivalente a une DO de Whité. Le milieu est incubé a 30°C
pendant 18h. Inoculer 450 ml du milieu SGM17 aw&® ml (culture de nuit). Le milieu est
incubé a 30°C jusqu’a DO 0,4 (fin de la phase erptglle). La culture est alors centrifugée
10 min a 8000 x g et a une température de 4°C.dResdre le culot bactérien dans 400 ml
du tampon d’éléctroporation sans EDTA (0.5 M suerd9% glycerol, pH 7.0), et centrifuger
a8000 x g a 4°C. Resuspendre le culot bactéries dad ml du tampon d’éléctroporation
avec EDTA (0.5 M sucrose, 10% glycerol, 50 mM NaTRD pH 7.0), incuber a 4°C
pendant 15 min puis centrifuger a 8000 x g a 4°&ek les cellules dans 400 ml avec du
tampon d’éléctroporation sans EDTA (0.5 M sucrd€¥p glycerol, pH 7.0). Resuspendre le
culot final dans 4 ml du tampon d’éléctroporatiod°&€. Conserver des aliquotes de 120 a

500 ul dans de l'azote liquide et stocker a —80 °C
5.3.3. Conditions de transformation :

La transformation des bactéries compétentes diééaar électroporation. L'appareil utilisé
est le « Bio-rad Gene pulser ». 120de bactéries compétentes maintenues dans la gpate
mis en contact avec 2 ug d’ADN plasmidique. Le mg&abactéries / ADN plamidique est
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placé au fond de la cuve d'électroporation (0,1 .ctr§ courant électrique généré par
'appareil perméabilise la membrane cellulaire rffation de pores) et 'ADN peut alors
pénétrer dans la cellule. Les valeurs des paramé&d’électroporation utilisées sont : 200

(50 W), 25 pF,1.3 kV. Un témoin négatif sans ADNMsmidique est traité de la méme

maniéere, afin de Controéler la pureté des souchegétentes utilisées.

La suspension de bactéries électroporées est irateétnt transférée dans un microtube
stérile qui contient 0,90 mL de milieu SM17MC : Madditionné de 0.5 M sucrose, 10 mM
MgCl, et 2 mM CaCl. L’'ensemble est incubé 5 min sur la glace, puisrd® a 30 °C. 50 a
100 L de cette suspension sont étalés sur un milieosgéle sélection (M17 additionné a 5
ug/ml d’Erythromycine) et incuber a 30°C pendant.16h

5.4. Extraction de 'ADN génomique :

Les cellules bactériennes sont les plus couramn&tuatiées et utilisées parmi les
microorganismes. Tout d’abord, une courbe de aaioiss est obtenue pour un type cellulaire
donné en mesurant la densité optique (OD) a 600andifférents temps durant la culture.
Pour I'extraction d’ADN, les cellules bactérienrsst cultivées en milieu liquide jusqu’a ce
qu'elles atteignent une densité maximum de 2-3xHllules/ml, elles sont ensuite récoltées.
La croissance des cellules peut étre surveillée’aaalyse de la turbidité de la culture, et
guantifiée en mesurant la densité optique a 60@tem la corrélant a la courbe de croissance
établie précédemment. Les cellules collectées paudte ensuite traitées pour I'extraction de
'ADN en utilisant difféerents kits. La lyse celluta pour I'extraction d’ADN bactérien est
souvent effectuée par des méthodes chimiquesantille lysozyme, 'EDTA, le lysozyme et
'EDTA, des détergents etc. Comme décrit dansrbidtiction, la lyse cellulaire est suivie par
I'élimination des composants cellulaires de 'ADNl'aide d’'une méthode d’extraction
organique, ou d'une technologie utilisant la silieec. La derniere étape implique la
précipitation de 'ADN pour obtenir une solutionAdDN pur de concentration élevée.

L’ADN utilisé est obtenu selon plusieurs méthodexlaction:

5.4.1. Préparation de 'ADN génomique « a la protgase K » :

Une colonie pure, fraichement isolée sur miliewog&IM17, est resuspendue dans 50 ul du
tampon 1X PCR, contenant 1 pl de lysosyme (120mipg(Lysozyme from chicken egg,
Sigma-Aldrich CHEMIE GmbH., Steinheim, Germeny)atubée a 37°C pendant 15 minutes.
La protéinase K (Roth, Karlsruhe, Germany) esttg@(12 mg/ml), la préparation est ensuite
incubée a 56°C pendant 15 minutes. Le mélange issanmcuber 5 minutes a 110°C, pour
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dénaturer la protéinase K. Les tubes sont stocke20aC. 2 ul de cellules traitées a la
protéinase k sont utilisées pour la réaction deG&.

5.4. 2 Extraction de 'ADN génomique par KIT

Beaucoup de kits sont disponibles pour I'extractidhDN & partir de microbes comme les
bactéries, levures, et champignons. Bien que tecipe derriéres les différentes étapes soit le
méme, les kits présentent beaucoup de modificatians le tampon de lyse, la méthode de
séparation de I'ADN, la membrane utilisée, le tamge lavage et d’élution de ADN. Le but
de ces modifications est d’améliorer I'efficaci® ltextraction d’ADN du kit.

L extraction et la purification d"’ADN génomique & &éalisée par le Kit DNeasy Blood &
Tissue Kit (QIAGEN GmbH, Hilden, Allemagne) aprasdtare de la souche a identifier dans
5 ml du milieu M17 liquide additionné a 1% glucopendant 16 heures a 30°C. La
détermination de la pureté et la concentration dNAR été obtenue par le dosage au
spectrophotométre Nanodr8p(Peglab, VWR international GmbH, Erlangen, AllemeygLe
Nanodrop est un petit spectrophotométre UV/Visioj@ permet la mesure, sur 1 pl
d'échantillon, de la concentration en acides nquks (ARN/ADN, linéaire entre 5 ng/ul et 3
pg/ul), en sonde Cy3 ou Cy5, en protéines et laursede densités cellulaires. La pureté de
I’ADN a été évaluée par le rapport des densitégjops DO 260/280 nm. Un extrait d’ADN
de bonne qualité donne un rapport compris entgeet 2.

5.5. Amplification par PCR:

La PCR (Mullis and Faloona 1987), de I'anglBslymerase Chain Reacti@u en Francais :
Réaction de Polymérisation en Chaine, permet I'divgtion sélective in vitro de séquences
d’acides nucléiques.

- Nous avons amplifié plusieurs genes au cours tte tieese : 'ADNrl16SgdpP et
rpoB pour I'analyse phylogénétique, et le génome tptalr étudier I"organisation
génétigue des genbsatshock.

- La composition du tampon pour la PCR differe séésnamorces utilisées et le gene a
amplifier, le programme d’amplification est spégife a chaque gene.

- Pour tous les genes I’ADN matrice est purifié sdbbméthode a la protéinase K ou a
["aide de kit.

- Les programmes d’amplification spécifiques a chagaee sont regroupés dans le
tableau (6).

- Les amorces utilisées dans I'amplification et leusicage des différents genes
étudiés sont regroupés dans le tableau (7).
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L’amplification est réalisée sur 2 uL d’ADN obtemar traitement a la protéinase K. Le
volume du mélange réactionnel est de 50 pL et eonti2 uL d’ADN, 5 pL de tampon de
réaction 10X (10XPCR buffer (1,5 mM NIgfinal concentration), MolZym, Bremen,
Germany), 1pL de dNTPs chacun a 10 mM (GENAXXONysBience), 2uL de chacune des
deux amorces a 10 mM (Thermoscientific), 1 unitévtdTaq DNA polymérase (Taqg DNA
polymerase (5U/ uL), MolZym, Bremen, Germany) gaBd’eau milliQ stérile. Un contrdle
négatif contenant 2 pL d’eau milliQ stérile au lige '’ADN est inclus dans chaque réaction
PCR. L’'amplification est réalisée dans un thermémyc (BiometraGmbH, Goéttinger,
Germany) avec le programme qui correspond (Tal8gau

Les produits d’amplification sont visualisés paecftophorese (A. Hartenstein) en prenant
1uL d’ADN amplifié de chaque souche avec 5ul depiamde charge (Thermoscientific)sur
un gel d'agarose 1 % (Agarose NEEO Ultra-qualityttR Karlsruh, Allemagne) préparé dans
du tampon 1X TBE (Dark Hood DH-40/50, Biostep, Bwakdtsdorf, Allemagne) et mélangé
avec 10 pl de HD green (INTAS Science Imaging umagnts GmbH, Goétting, Allemagne).
La migration se fait dans du tampon TBE 1X (40 miM-Bcétate, 1 mM EDTA, pH 8,3). Le
gel est photographié (Dark Hood DH-40/50, Biostd@.taille du produit d’amplification
attendu varie suivant le gene amplifié.

La totalité de I'amplifiat est visualisé et décowgpres migration sur gel d’agarose a 1 %. La
bande correspondant a la taille du gene amplifiédésoupée et purifiee a I'aide d’'un kit
(DNeasy Blood & Tissue Kit, QIAGEN GmbH, Hilden, fB®any) & température
ambiante,visuellement en le comparant aux bandes Schart Ladder (Frgeneruler,
Thermoscientific). Le Smart Ladder est un marquaripoids moléculaire qui sert d’étalon
puisqu’il est composé de fragments d’ADN doubletrbiinéaires de tailles connues,
régulierement réparties respectivement entre 2000800 pb. De plus il permet apres
migration, de quantifier approximativement la qui#ntd’ADN déposé en fonction de
l'intensité des bandes puisque le mélange est ceénpune quantité connue de chaque
fragment. L'ADN élué est ensuite évalué pour saefiuret sa concentration a |'aide du

Nanodrop™ (Peglab, VWR international GmbH, Erlangen, Allgma).

5.6. Amplification des génes de choc thermique p&T-PCR :

Pour effectuer la PCR utilisant TARN comme matric&RN doit d'abord étre inversement
transcrit en cDNA dans une réaction de transcrpinverse (RT). RT et PCR peuvent étre
réalisée soit séquentiellement dans le méme tubene seule étape RT-PCR) ou séparément
(en deux étapes RT-PCR).
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Cing genes sont sélectionnés pour étre analysésimmmamplification par RT-PCR : trois
genesgroEL et dnaK groES codent pour les protéines GroEL, Dnak et Grafedt des
composantes de la machinerie de chaperonnagegéasad'assurer le repliement régulier des
oligopeptides, elles participent par un mécanisn@®-Aépendant a la désagrégation et a la
restauration des protéines fonctionnelles endomasagaér la chaleur. Les deux autres genes
clpX et clpP codant les protéines Clp X et ClpP, Chaperon cotdée et protéase

endocellulaire.

5.6.1. Isolement de 'ARN :

L’ARN est isolé par RNeasy Mini kit (Quiagen) selerprotocole suivant :

Les cellules doivent étre récoltées en phase libgaigue de croissance et sont centrifugées
1000xg pendant 5 minutes a 4°C. Le culot bacté&mresuspendu dans 350 pl du tampon
RLT contenant du lysozyme (120 mg/ml) et incubédaen 30 minutes a 37°C. Ajouter 250
ul d'éthanol (96-100 %) au lysat et mélanger bien pgretant également. Transférer
I'échantillon & une colonne RNeasy placée dansibmde prélevement de 2 ml et centrifuger
pendant 1 minute 33000 x g £ 10, 000 tr/min). Ajouter 350l de tampon RW1 la colonne
RNeasy et centrifuger pendant 1 minute-&00 x g £ 10, 000rpm). Pour éviter toute
contamination par I'ADN génomique, 10 ul du DNas¢ @outée en présence de 70 pl du
tampon RDD et incuber pendant 30 minutes a temmé&atmbiante. DNase est
particulierement sensible a la dénaturation physiduagitation devrait étre effectuée en
retournant doucement le tube. La DNase est élimpaéeun second lavage avec 350 ul du
tampon RW1 puis centrifuger pendant 1 minute8@00 x g £ 10, 000rpm). Ajouter 500 pl
du tampon RPE, centrifuger ensuite 1 minute8800 xg. Ajouter encore une fois 500 pl du
tampon RPE, centrifuger 2 minutes8000 xg. Transférer la colonne dans un nouveau tube
Eppendorf et la centrifuger vide pendant 1 minBtacer la colonne RNeasy dans un nouveau
tube Eppendorf de 1,5 ml. Ajouter 20-30 d'eau exempte de RNase (RNase free water)
directement sur la membrane de la colonne. Lai@seninutes a température ambiante.
Centrifuger 1 minute 28000 x g £ 10, 000rpm) pour éluer 'ARN. La quantité et largie

de 'ARN extrait est mesurée par I'appareil Nang@dtb(Peglab, VWR international GmbH,
Erlangen, Allemagne).

5.6..2. Synthése du cDNA et RT- PCR :

Plusieurs souches de lactocoques adaptés et tisl@las conditions extrémes de température
ont été évaluées au cours de ce travail. Poungerau stress thermique, les bactéries doivent

répondre par I'expression de genes lies a la edmista haute températures. Plusieurs genes
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impliqués dans la réponse au stress thermiqueténténtifiés. Pour la recherche de genes
impliqués dans la tolérance a la température, lals® 9B a été sélectionnée sur la base de sa
bonne et rapide croissance a des températureeslé€y@°C) en milieu lait et en milieu M17.
Le lactocoque 9Btesté a été cultivé sous stressittee afin de permettre I'expression de
genes impliqués dans sa résistance a la haute rtatmme

Les réactions de synthése du cDNA (y compris letrétan sans reverse transcriptase pour
vérifier I'absence de toute contamination par I'ADBont réalisées a partir de cultures
incubées a 30°C et a 50°C en milieu M17 et sel@rdéocole suivant : 1 pg de ARN purifié
est additionné a 1 pl Random primer (Random Hexamerer, Thermoscientific, 0,2 pg/ul)
et 12 ul eau ultra pure puis incubé a 65°C pendlaninutes ensuite a 4°C pendant 5 minutes.
4ul du tampon (X5) de l'amplification additionné Jul de Ribolock RNase Inhibitor
(Thermoscientific) et 2 pul d’'un mix de(10 mM) dNTBENAXXON, Bioscience), 1 ul de la
reverse transcriptase (Thermoscientific) est ajoeténélange est incubé a 25°C pendant 5
minutes puis a 42°C pendant 60 minutes enfin ajE@ant 5 minutes. La quantité et la
pureté de 'ARN extrait est mesurée par I'appaxaihodrop™.

Les programmes et les amorces utilisées en RT-P@Reentionnés dans le tableau 9.

5.7. Séquencage :

Les amorces utilisées pour le séquencage desatiffegénes sont regroupées dans le tableau
9.

5.7.1. Séquencage partiel de '’ADNr 16S :

L’étude de I'opéron ribosomique (codant pour lesNkRS, 16S et 23S) constitue un outil de
choix pour étudier les relations phylogénétiqguesgra sa présence chez toutes les bactéries,
sa fonction constante et la présence de zonesdréervées ainsi que de parties a séquence
variable (Woese 1987; Hopfl et al. 1989; Goebel &tatkebrandt 1994; Rainey et al. 1994).
Actuellement la plus importante base de données lpodéveloppement de la classification
des bactéries lactiques et de I'ensemble des st constituée par les séquences du gene
codant pour’ARNr16S. Notre analyse porte sur Igipderminale de 251pb de I'ADNr 16S
qui permet une discrimination entre les différeraess especes dectococcus lactis ssp
lactis, sspcremoriset ssphordniae Par comparaison des séquences completes des dd3Nr
trois sous-espeécdsl.lactislL1403, L.l.cremorisMG1363 etL.l.hordniae NCDO2181; on a

pu déterminer une séquence dans la région 5-priesegénes contenant des différences
spécifiques qu'on a utilisé pour dessiner des aesquour |"amplification et pour séquencage.

L. lactissubsplactis se laisse différencier des autres sous-especemp&@” spécifique (pos.
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91, souligné), pouk. lactis subsp Hordniaele “T” (pos. 143souligné) est typique et chlez
lactis subsp.cremorison trouve plusieurs nucléotides caractéristiques dette région.

Apres I'amplification par PCR du géne codant poARNr16S. L’ADN est utilisé (40 a 50
ng) pour une réaction de séquence, et ensuitesgndbns un séquenceur Sanger 3730 XL de
ABI (SeglLab, Sequence LaboratoriesGmbH, Goéttingdlemagne)en utilisant les mémes
amorces pour ["amplification. Les séquences d’ADNt©btenues sous forme de pics colorés
avec 4 couleurs différentes correspondant chacwnmedbase de 'ADN. Elles sont ensuite
corrigées a l'aide de différents logiciels. Les sges partielles du géne 16Sr DNA sont
identifiées d’abord par Blast et sont analyséesiemphylogénétiquement.

5.7.2. Séquencage du gegdpP:

16S rRNAa plusieurs caractéristiqgues importantagosction essentielle, son ubiquité et ses
propriétés évolutionnaire I'ont permis d"étre lergquaur moléculaire communément le plus
utilisé dans I'identification des bactéries. Cearidce gene est présent en plusieurs copies
dans la bactérie allant de 1 & 15 copies (en m@&ydncopie par génome). Ces copies intra
génomiques peuvent étre différentes en leurs ségeerconduisant & lidentification de
multiples ribotypes pour un seul organisme. Ceftétogénéité intragénomique a influenceé le
pouvoir discriminant et la performance du gene RISA dans la phylogénie bactérienne.On
a choisi un autre géne additionnelddpP se trouve en une seule copie dans le génome
bactérien et capable d'identifier les relationslpignétiques a |I'échelle des sous espéces qui
sont indétectable en utilisant seulement le gérie r(BNA. En plus, legdpP confere & la
bactérie une résistance vis-a-vis de |'acide, deh&deur et de divers agents de stress de la
paroi cellulaire (Smith et al. 2012) et il est méisuniquement chez les deux sous especes ssp.
lactis et ssp cremoriset absent pas chez les deux autres lssfuniaeet ssptructae Pour
toutes ces raisons, nous avons procédé a la désiom de la séquence du gegopP. Les
séquences partielles obtenues sont identificesadysees phylogénétiquement.
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Tableau 6 :Programmes d’amplification PCR/RT-PCR de différaggnes étudiés

Gene 16SrDNA gdpP dnak groEL clpX
04 min 94°C 05 min 94°C 04 min 94°C 04 min 94°C 04 min 94°C
)
e 30 sec 94° 30 sec 94°C 30 sec 94° 30 sec 94° 30 sec 94°
e 30sec 59°c) x35 | 30 sec 50°C 30 sec 59° X35| 30 sec 47° X35| 30 sec 49° X35
s 1 min 72°C 30sec 72°C| X301 min 72°C 1 min 72°C 1 min 72°C
2 30 sec 94°C
a 10 min 72°C 10 min 72°C 10 min 72°C 10 min 72°C
Pause 8°C 10 min 72°C Pause 8°C Pause 8°C Pause 8°C
Pause 8°C
Suite du tableau 8
Gene dnaJ grpE groES hflB rpoD
05 min 94°C 05 min 95°C 04 min 94°C 05 min 95°C 05 min 95°C
(4]
e 02 min 94°C 45 sec 94° 30 sec 94°C 30sec 94°C 30 sec 94°C
% 01 min 59°C X30 01 min 60° X32| 30 sec 55°CF X35 01 min 50°F X3 | 01 min 50°} X3
oy 01 min 30 sec 72° 1min 74°C 07 min 72° 02 min 72°C 02 min 72°C
o
o 05 min 72°C 5 min 72°C 10 min 72°C 30 sec 94°C 30 sec 94°C
Pause 8°C Pause 8°C Pause 8°C 01 min 50°Cf X30| 01 min 50°CJ X30
01 min 72°C 01 min 72°C
07 min 72°C 10 min 72°C
Pause 8°C Pause 8°C
rpoB
03 min 95°C
30 sec 95°C
30 sec 56°C
30sec52°C] X33
45 sec 72°C|
8 min 72°C
Pause 8°C
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Tableau 7 :Amorces utilisées dans I'amplification et le séqraage des différents genes

etudiés
Longueur Fragment
Geéne Amorce Réaction Direction de Séquence de I'amorce (5'->3") amplifié
I'amorce pb
(bases)
groEL groELF1 PCR, séquence  forward 20 TGCGCAAGTAGCTXITT 582
groEL groELR1 PCR, séquence reverse 2( GCAGAACCAGCATCAAC
dnaK dnaKF1 PCR, séquenge  forward 2( TGGTGGTGGTAGBGACG 542
dnaK dnakKR1 PCR, séquence reverse 20 CACCTTGAATTGCACCC
clpX clpXF1 PCR, séquence forward 20 TGATTGCCGGTTEHCGTT 351
clpX clpXR1 PCR, séquence reversge 20 CTGCAATCGCASGEAACA
dnal dnaJF1l PCR forward 20 CCAGAGACTTCAACACCGCT 821
dnal dnaJR1 PCR reverse 20 TCAGGTGGCTTTGGTGGTTT
dnal dnaJF2 PCR forward 19 TGGAGGTTCTGGAGCGAAA 245
dnal dnaJR2 PCR reverse 20 AGCTTTCGCTCCAGAACCTLC
dnal dnaJF3 PCR forward 21 GCGGAGCTTCTGGTTTCTCTA 226
dnal dnaJR3 PCR reverse 20 CGGAAATTAGCCCCCGTTTA
groES groESF1 PCR forwarg 20 GGACAAGGTGATGCTGGTGA 157
groES groESR1 PCR reverse 20 CAAGCGCTTCCCAAGAAAAA
grpE grpEF1 PCR forward 21 CACCATCCATTTTTACGGTCG 251
grpE grpER1 PCR reverse 20 AACGTGCACTTGCTGTTGAA
hflB hflBF1 PCR Forward 20 GAGAAGCCCCACTGAGTCAC| 319
hflB hflBR1 PCR Reversel 21 CGGAAGCGCAGAAAGAATCGT
hflB hflBF2 PCR Forward 19 CTTTCTGCGCTTCCGTCAT 844
hflB hflBR2 PCR Reverse 20 GCAAAGGTGCCATGTCGTTT
hflB hflBF3 PCR Forward 22 GACGTGCCATCAGGTCATCAAT 581
hflB hflBR3 PCR Reversej 20 GACGGAAGCGCAGAAAGAG(
rpoD rpoDF1 PCR Forwarg 18 ACATGGCGCCAGATAAAG 354
rpoD rpoDR1 PCR Reverse 21 TTAGAACGACGTGGGTGACGT
rpoD rpoDF2 PCR Forwarg 19 GGCGCCAGATAAAGTTCGT 242
rpoD rpoDR2 PCR Reverse 21 GCGTCCATCATCAAGACCGAG
rpoD rpoDF3 PCR Forwarg 22 ACGCGATCCTTCACCAGAACGEC 400
rpoD rpoDR3 PCR Reverse 21 AACGGTTTAGAACGACGCGCG
rpoD rpoDF4 PCR Forwarg 22 ATCCTTCACCAGAAGAACGGT|T 394
rpoD RpoDR4 PCR Reverse 21 TAGAACGACGTGGGAGCCAAG
gdpP gdpPF1 PCR, séquence  forward 20 TCCATCAGAAGBATTCA 667
gdpP gdpPR1 PCR, séquence reverse 19 TGACGTGCTGABGAGT
gdpP gdpPF2 PCR, séquence  forward 20 CAAGAATACGATREACAG 923
gdpP gdpPR2 PCR, séquence reverse 20 AATGCTTATTTAAGIGC
16SrDNA | NG_Llactis_16s1| PCR, séquence forward 21 GTGCCTAATACATGCAAGTTG
16SrDNA | NG_Lactis_16s1| PCR, séquence reverse 20 CTATGTATCATCGCCTTGGT 251
16SrDNA | NG_Lactis_16s2 séquence reverse 21 CGGGATCATCTTTGAGTGATG
rpoB Lac-RpoF2 PCR forward 17 GTTGAAGCTTCAACAGC F2xR
rpoB Lac-RpoR2 PCR reverse 17 TCACGAGCAGTTTGATG 200
rpoB Lac-RpoR4 PCR reverse 17 TTTCTCCAAGTCGAGCC F23§0R4
rpoB Leu-RpoF3 PCR forward 17 TGACAAGCGTGTTGGTG 250
rpoB Leu-RpoR2 PCR reverse 17 ACTTTAACACGGCCTGC
rpoB Ent-RpoF PCR forward 17 GCTGTAAAAACGGTTCG 330
rpoB Ent-RpoR2 PCR reverse 17 TGTGAATTCGCCAAGAG
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5.8. Construction phylogénétique :

L"analyse phylogénétique est composée principalenpan alignement de séquence et

construction des arbres phylogénétiques.

Pour I'exploitation des données de séquences, exesedes sont tout d’abord corrigées grace
a certains logiciels disponibles sur Internet tgle CLUSTALX ou CHROMAS-Pro et
comparées avec d'autres séquences stockées dahasdssde données GENEBANK. Cette
recherche est dite par « BLAST », du nom du prognarmformatique (Altschul et al. 1997)
et se fait via l'internet (http://www.ncbi.nlm.ngov/blast). Le résultat est donné sous forme

d’une liste des 100 séquences les plus prochesligegeie I'on a soumis.

Les séquences corrigées doivent étre ensuite abgméec celles de souches de référence pour
le méme gene. Cet alignement peut étre réalisératiguement par Dialign-TX software
(Subramanian et al. 2008), DIALIGN (version 2.2,0figenstern 1999; Al Ait et al. 2013)
et/ou CLUSTALW (Thompson et al. 1994).

Le fichier d'alignement doit étre transféré sousfarnmat reconnaissable par le logiciel de
construction d’arbre phylogénétique. Les formatssaes sont FASTA, NEXUS ou PIR.

Les logiciels de construction d’arbres phylogénésy utilisés dans cette étude sont
PhyML3.0 (Criscuolo 2011), Seaview (Galtier et H96), Splitstree 4 (Huson and Bryant
2006) et Figtree (Vlad | Morariu et al. 2008). Avatiutiliser ces logiciels, il convient de
choisir la méthode de construction phylogénétigdégaate. Trois méthodes sont les plus
utilisées en phylogénie : celle de distance (Akponique), de parcimonie (Minimum

Evolution) et de vraisemblance (Maximum-Likelihood)

= Pour les méthodes de distance, il s’agit tout d'dlote choisir le critére de distance
entre les futures feuilles de I'arbre. Dans le oasles feuilles sont des séquences
d’ADN, on peut choisir comme distance le nombrendeléotides qui différent. Pour
déterminer cette valeur, on est amené a en effectnealignement. Puis on peut
utiliser la méthode UPGMA ou celle du Neighboumiag (Saitou and Nei 1987)
pour en déduire I'arbre.

» Les méthodes de parcimonie consistent a trouvdsréaqui minimise le nhombre de
mutations, délétions, ou insertions ponctuellesr pmasser d’'une séquence a l'autre.
C’est une méthode tres lente si 'on génere tasistbres possibles pour en calculer la

parcimonie.
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Les méthodes de vraisemblance sont plus probasiliSEn se basant sur le taux de
substitution pour chaque élément de base (nuckptdr les séquences d’ADN) au cours du

temps, on estime la vraisemblance de la positiale ¢& longueur des branches.

En taxonomie actuelle, les méthodes de maximum mdsemblance et de Bayesian
permettent la meilleure optimisation des donnéesédpiences et I'obtention de résultats de

phylogénie les plus robustes.
5.9. Séquencage du génome total d’un lactocoque thmtolerant :

Certains termes techniques ne trouvent pas dediiaduni d"équivalent corrects dans la
langue francaise. lls seront donc employés en agglaise tout au long de ce manuscrit, et

ce en italique.
5.9.1. Choix de la souche:

La souche déactococcus lactissp.Lactis bv. diacetylactisHD9B_GL2 a été sélectionnée
pour le séquencage. Cette souche, isolée en 2008itdcru de chamelle a Tindouf, une
région chaude du sud algérien et rassemblant phsspropriétés d’intérét biotechnologique
laitier (Drici et al. 2010). L'originalité de I'idat 9B réside aussi dans sa capacité a se
développer a 50°C et a une spécificité d’hydrolyes caseines différente de celles des PrtPs
de type PI et PIlIl des lactocoques laitiers actmedint connus. La souche HD9B GL2
héberge plusieurs plasmides dont trois dénomméB @B (10 kb), pLac9B (12 kb) et pCit9B
(25 kb) sont impliqués dans trois différentes famd métaboliques : I'hydrolyse des caséines
du lait (pPrt9B), la fermentation du lactose (pLBr3t du citrate (pCit9B). La souche
HD9B_GL2 a été retenue aussi car elle montre umghéne de transfert horizontal de
géene car le systeme cit responsable du transpatt ehétabolisme du citrate porté par le
plasmide pCit 9B (25 kb), est identique a celulalsouchd_euconostoc paramesenteroides
J1. Il est composé du gene citl et de I'opéronVEIBDEFGRP au lieu de I'opéron citQRP
habituel des biovariants diacetylactis, le clusigl-citMCDEFGRP a été acquis d’autres

bactéries lactiques.éuconostoc

5.9.2. Stratégie de séquencage envisagee :

La majeure partie des protéines codées par lesspeat shockprésentent une affinité pour
d'autres protéines cellulaires, cibles de la chialpulelles assistent, désagrégent, restaurent ou

dégradent. Elles participent vraisemblablement@déection des cellules ou a leur sauvetage
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lorsqu'elles sont menacées par leur environnentarmique. Ces genes sont isolés ou
groupés en petits opérons. Pour pouvoir caractécsg geneseat chocet identifier leur
organisation génétique au niveau du chromosome ketactocoques, on a adopté une
stratégie de séquencage du génome total d un tapiecatypique thermotolerant a croissance
rapide désigné HD9B_GL2.

Pour obtenir la séquence génomique camplée la souchkactococcus lactissp.
Lactis bv. diacetylactisHD9B_GL2, un séquencgage par la techniqgue MiSdtudiina a été
commandé auprés d’un prestataire, StarSEQ (Staf@BQH, Mainz, Allemagne) en utilisant
le kit MiSeq reagent v2 contenant tous les réactésessaires aux difféerentes étapes de la
préparation de la librairiPaired-Endselon le fournisseur lllumina. Le séquenceur sdikest

le MiSeq qui produit des lectures d’'une taille maye de 250 nt. Une librairie de type «
paired end» a été réalisée, ce type de librairie difgaited end» ou lecture double, permet de
séquencer les deux extrémités d’un fragment matiicesi, en plus de I'information apportée
par la séquence, la distance séparant les deuxrdecest connue (cette distance ne peut
dépasser ~800 pb). Le protocole permettant laioréatune telle banque de séquence est
donné en figure 13. Ce type de librairie permetaesemblage plus efficace des lectures en
passant au travers des répétitions. La distanaradples lectures de la banque commandée
est de 250pb. Cette banque est tres utile pourtheren ordre et orienter les contigs obtenus
les uns par rapport aux autres (étape deaffolding»). Toutefois, le prestataire a eu des
difficultés a produire des séquences correctegibsant le protocole fourni par lllumina. Le
prestataire a donc mis au point un protocole qur kst propre pour réussir a créer une
banque correcte. Les détails sur le sequencagesdeagments est donné en figure 16.

5.9.3. Préparation de ’'ADN génomique pour le séancage haut- débit Illumina :

Une colonie pure est repiquée sur 2ml du milieu Mdiide et incubée a 30°C pendant 18
heures. L’ADN génomique total de la souche 9B aegteait par DNeasy blood and tissue kit
(DNeasy Blood & Tissue Kit, QIAGEN GmbH, Hilden, l&inagne). L"”ADN génomique
ainsi purifié et élué dans %0 dans du tampon AE du méme kit et envoyé dansSppendorf
au prestataire aprés avoir vérifié sa concentragiosa qualité au Nanodrop (Peglab, VWR
international GmbH, Erlangen, Allemagne). La corigion de I"’ADN génomique &

séquencer selon lllumina doit étre lg2au minimum (20 ng/ul).

5.9.3.1. Préparation de la librairie :
Procédure expérimentale précédant le séquencadgeadesents d’ADN d'intérét. Varie en

fonction de la technologie : L'ADN est fragmenté& passure mécanique la sonification
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(Covaris TM S2) et lié a des adaptateurs. Les feagmsont liés & une surface (la flowcell)
tapissée de séquences adaptatrices et amplifiéBQRr(Bridge PCR, C-Bot). La qualité
de la librairie (la taille et la concentration fieasouhaitée) est vérifiée par une
électrophorése et analysée par le Bioanalyzer Tindemble des fragments (clusters)
seront séquenceés par synthese simultanément. dbiéotles séquences générées sera
assemblée créant une séquence consensus. Lesddgiataurs utilisés dans ce travail de
these sont les P5 et P9 dont les séquences sont:

P5:

5’AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTTTC

CGATCT (58 bases).

P9 :

5'GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACGATCAGATCTCGTATEC

GTCTTCTGCTG (63 base)
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Figure 10 : Protocole de préparation de la librairipaired-end» selon lllumina.

A. L'ADN génomique a séquencé est fragmenté paifisation. B. Des séquences
adaptatrices sont ajoutées aux extrémités des émigmpuis le meélange réactionnel
est mis a migrer par électrophorese. Les fragmeéatsaille désirée sont purifiés a
partir du gel. La taille des fragments définiradigtance séparant les deux lectures
séquencees C. Les fragments a séquencer sousdonple brin sont immobilisés sur
une plaque de verre a I'aide d’amorces s’hybridamec un des adaptateurs. D. Les
fragments possédant les bonnes séquences adastagont sélectionnées par
enrichissement spécifique de ces matrices par R@Riplification des fragments se
fait par pontage a l'aide de I'ADN polymérase. Cpamet I'amplification localisée
d'un fragment unique en plusieurs centaines deiangl de fragments identiques,

appelés « clusters».
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5.9.4. Principe du séquencage par la technique ulnina (séquencage par terminaison
cyclique réversible)

L entreprise Solexa a commercialisé son premienesgzpur avec succes en 2006 : le génome
Analyzer (GA). La spécificité de cette technologepose sur une amplification en pont
(bridge PCR des fragments a séquencer. Elle a lieu sur uriacgude verre appeléew cell
(FC), similaire & une lame de microscope, diviseéenheit lignes (& I"origine, une ligne par
échantillon). Les fragments de la librairie a sémée possédent des adaptateurs a leurs
extrémités. Ceux-ci vont leur permettre de se fider facon aléatoire sur la FC, par
hybridation sur les amorces qui en couvrent laaserf(voir Figure 7). Un nouveau brin est
alors synthétisé par une polymérase (Figure 1ast ifixé de facon covalente & la FC. Le brin
d origine est alors éliminé par dénaturation (blfexttrémité libre du brin restant s"hybride a
une amorce adjacente pour former un pont d"’ADN kobkin (d) puis les deux copies sont
libérées par dénaturation (e). Le cycle d"ampliftcaen pont (étapes ¢ & €) recommence pour
former & terme un regroupent d’ADN clonal en uneezappeléeluster (f). Les brins anti-
sens (correspondant aux amorces vertes) sont em$ivués (g) : c’est la linéarisation.

L extrémité 3" libre des fragments d"ADN est blogeé I'amorce de séquencage s’y hybride
(voir Figure 8). Le séquencage s’effectuent sur destaines de millions delusters
simultanément, grace a une chimie de terminateévsrsibles : des nucléotides bloqués
marqués par fluorescence sont ajoutés, I'un d enixeest incorporé, la fluorescence émise
est relevée puis le fluorophore et le bloqueur sinEs permettant I"ajout d'un nouveau
nucléotide. A chaque cycle d’incorporation, unesh@eut étre déterminée.
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Figure 11 : Amplification en pont de la technologie Illum

a) Synthése du brin complémentaire par une polymélgsbénaturation. ¢) Formatic

d’un pont. d) Synthése du brin complémentaire parpolymérase. e) Dénaturatic
f) Nombreux cycles ¢ & e. g) Linéarisation. Réahséc des images issues du

Internet d”lllumina.
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blocage des extrémités 3’
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o séquengage
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nucléotides marqués
par fluorescence

Figure 12: Apercu de la technologie de séquencage lllu

Adapté d"une image issue du site Internet d’llla

lllumina est maintenant le leader sur le marché du s€qge et possede la plateforme
séquencage la plus largement utilisée & travarsolede, en proposant un colt de séquen
du génome humain de seulement 10000 d

Résumé du principe de séquencagear Illumina :

L'ADN génomique est fragmen
Des adaptateurs sont fixés aux  extrémités des  &agm d'ADN
L'ADN est dénaturé puis chaque brin est immobiégéle fixant & une amorce, eméme
fixée sur un suppo
Le brin complémentaire est synthétisé puis ce rlodN@N double-brin est dénaturé.
Chaque brin fixé forme alors un pont en s’hybridacalement avec I'amorce complément:
de I'autre extréemite. Le brin complémentaire est ntrsdtise.
L'opération est igetée un grand nombre de fois : il y a formad'amas (clustel’) du méme
fragment d'’ADN. Un nucléotide marqué par une étiguguorescente fluorescentl labeled
chainterminating nucleotide est incorporé dans la chaine en cours de synthgsthise du
brin complémentaire de celui qui est séquencéjluomescence de ce nucléotide est mes
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Mais l'incorporation de ce terminateur de chaing@sersible, ce qui permet que la synthese
continue jusqu'a ce qu'un autre terminateur denehadit incorporé. Avantage d’lllumina:
Faible taux d'erreurs d'insertion/délétion (indéljmite : 1 milliard de bases séquencées
(lectures d'environ 30-40 bases - les terminatdarshaine réversibles sont incorporés moins
efficacement) avec une exactitude moindre queclanigogie 454.

5.10. Analyse bio-informatique des données de séquage

L’automatisation est ce qui conduit les technolsgée étre pratiques pour un nombre
important de personnes. En sciences de la viefohaatisation permet d’accélérer les
découvertes. De plus, l'automatisation augmente réproductibilité des processus
scientifiques.

En génomique, trois principales composantes teolgimples guident les avancées. La
premiére composante est le séquencage a haut dEbiADN (Shendure et al. 2005;
Shendure and Ji 2008; Fuller et al. 2009; Ng eP@0D9; Hiatt et al. 2010; Marx 2013). Le
séquencage de 'ADN permet de lire le contenu ABIN. Les systémes de séquencage sont
largement automatisés et permettent de décoderndimees quantités de données. La
deuxieme composante technologique en génomiqukapptovisionnement automatique de
ressources informatiques ex : les superordinatéarsroisieme composante importante dans
ce triangle est la disponibilité de logiciels addift pour la génomique. Un logiciel est dit
adaptatif s’il peut s’adapter de fagon a utilises ressources mises a sa disposition. Les
nouvelles technologies de séquencage de I'acidexg@ksonucléique analysent des milliards
de molécules en paralleles, permettant désornmbtehtion de tres volumineux ensembles de
données biologiques. De telles quantités de ségqagromettent de répondre a d'importantes
guestions scientifigues. Cependant, il y a un legwiessant pour des méthodologies

paralleles pour transformer les séquences en cssaraies.

De maniere générale, les personnes utilisant deséds de séquencage pour des activités de
recherche utilisent majoritairement Microsoft Wimdo Les autres systemes d’exploitation
utilisés (en ordre décroissant) sont : Apple Mac>XQ%inux (Ubuntu, Fedora, ou autre) ou
autre (OpenBSD, FreeBSD, NetBSD, Minix, ou autreq plupart des utilisateurs de
Microsoft Windows et de Apple Mac OS X n'utilisgmés du tout la ligne de commande. A
la quantité grandissante de séquences d’ADN, ed halsse des prix pour obtenir des
séquences d’ADN, des plateformes faciles a utilsdr été introduites. En effet, plusieurs

plateformes nouvelles permettent a un plus grandbne de personnes (par exemple, les
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biologistes) d’expérimenter avec les outils de la-ibformatique sans nécessiter une
connaissance approfondie de la ligne de commandsieBrs plateformes sont commerciales
(llumina Base Space, DNA nexus) alors que d’awsmed ouvertes (Galaxy).

5.10.1. Types d’analyse

Principalement deux types d’analyse peuvent étaksés sur des données de séquencage de
'ADN. Ces deux types sont les alignements (oudealyses utilisant des alignements) et
'assemblage de novo. Une séquence de référenaelp@ménome de I'espéce étudiée est
nécessaire pour aligner des séquences d’ADN. Gt péss le cas pour I'assemblage de novo.
En méta-génomique, I'assemblage de novo est souném@ssaire puisque les génomes de
références nécessaires pour aligner des séquensesipas disponibles.

5.10.2. Alignement

Le reséquencage consiste a obtenir de l'informagénétique pour un échantillon et a
comparer cette information a une information deneyice qui est considérée normale. Les
différences entre les informations obtenues eéférentiel suggérent des changements dans
I'architecture génétique qui doit étre validée afian vérifier 'impact sur le phénotype. Le
terme reséquencage est souvent associé implicitednées méthodes d’analyse utilisant les
alignements. Les structures de données et lesithigas sont différents dans ces aligneurs.
Cependant, ce sont des systemes similaires quiealigdes lectures d’ADN (format : fastq)
sur une référence (format : fasta) et produisestatignements (format : sam (Li et al. 2009).
5.10.3. Construction de gabarits &caffolding »

La construction de gabarits (scaffolds) est unehdabio-informatique. Elle consiste a
ordonner et a orienter les séquences assembléeslisant des paires de séquences ou en
utilisant des cartes optiques de restriction (Najgaret al. 2008). Myers et ses collaborateurs
ont proposé un algorithme vorace pour la conswnatie gabarits (Althaus et al. 2002). Les
nouveaux outils utilisés dans ce travail et quinpstent de construire des gabarits
génomiques, comme SSPACE (Boetzer et al. 2011}, des meilleures implémentations
(vitesse, facilité d’utilisation).

5.10.4. Estimation de la qualité globale des lectes et filtration des lectures

A chaque nucléotide des lectures de Solexa/lllurastassocié un score de qualité. Ce score
est dépendant de la qualité du signal détecté metiém du bruit de fluorescence. Un score

élevé indigue une probabilité plus faible que lgusiceur se soit trompé. La qualité de la
séquence brute est évaluée. Les lectures possétkt nucléotides non-identifiés

(représentés par un N dans la séquence) n'onttpaoBisidérées. Il a été démontré que les
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lectures dont la longueur est trop faible ou téevée ont un nombre plus important
d’erreurs. Les seuils de filtration ont été choides maniére a conserver les lectures de

meilleures qualités tout en limitant la perte ddirhation.
5.10.5. L’'assemblage des données issues du séqugacgeuvelle génération

Un assembleur est programme informatique dont ¢hetdest de combiner les lectures
obtenues aprés séquencage en séquences contigssisagpelées contig, en se basant sur
l'identité de séquences entre les lectures. Dee cietton, deux lectures se chevauchant
proviennent vraisemblablement de la méme régioétalpe de scaffolding (échaffaudage)

a pour but d’orienter et de placer les contigsules par rapport aux autres pour obtenir une
séquence unique, bien que possédant des lacuriiedgsdrous dans la séquence finale). Ces
lacunes seront corrigées lors de I'étape de fimilo génome qui vise a combler les trous
restant dans I'assemblage par des méthodes expésieee comme la PCR ou I'extension
d’amorces. Des indices statistiques tels que le (NBAN50 est la taille du plus petit contig tel
gue 50 % de la longueur cumulée de I'ensemble de8gs obtenus apres assemblage soit
contenue dans des contigs de taille égale ou sypé}jj la taille moyenne ou la taille cumulée
des contigs permettent d’estimer la qualité d’'useatblage. Le postulat est que plus les
contigs formés sont grands, moins il y aura destidans la séquence génomique reconstituée.
Toutefois, il est nécessaire de vérifier la justedss contigs formés (la présence de contigs

chimériques notamment).

5.10.5.1. Les difficultés de I'assemblage

La principale difficulté lors d’'un assemblage esplrésence de répétitions dans les génomes
séquencés. En effet, pour un assembleur deux ésctge chevauchant parfaitement
proviennent de la méme région génomique. Or, cersaséquences peuvent se retrouver de
multiples fois dans un génome entrainant la foramatie contigs chimériques et de trous dans
'assemblage final (figure 13). Pour s’affranchie @¢e probléeme, deux solutions sont
possibles. La premiére est d’utiliser une technideeséquencage produisant des lectures les
plus longues possibles. Si une lecture est pluguenque la répétition, la présence de
séquence speécifique de la répétition permettraédeudre le probleme. L’'autre solution est
d’utiliser une banque de séquence ditpaired-end» (aussi appelée mate-pair»). Les
lectures ainsi produites sont regroupées par paing I'orientation et la distance les séparant
sont renseignées, ajoutant une contrainte a I'adsemqui doit respecter ces deux criteres

supplémentaires lors de la recherche de chevauctiemetre séquences. L'autre difficulté de
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l'assemblage de séquence se situe d'un point denvai@riel. La quantité de données
générées par les nouvelles techniques de séquermagmentant constamment, leur
traitement demande I'utilisation de matériel infatiqgue de plus en plus performant. Pour
s’affranchir de ces difficultés, les assembleurs e point utilisent des méthodes de calcul
permettant d’alléger les ressources matériellesadeges mais aussi d’améliorer la prise en

compte des répétitions.
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| Répétition A 1 Répétition B 1

Figure 13 : Schématisation du comportement d'un assembleur-vis- d'une
répétition.

Pour I'assembleur, les lectures provenant de létitggn A (lectures rouges) et de la
répétition B (lectures jaunes) sont supposées piode la méme région génomique.

Cela peut entrainer la formation de contigs chiqmés et I'apparition de trous dans
'assemblage final.
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5.10.5.2. Les méthodes d’assemblage des séquences
5.10.5.2.1. La méthode everlap-layout-consensus »

Cette méthode est I'une des premiéres utilisées aueces pour assembler une séquence
génomique (Milleret al. 2010). Le principe général est de fusionner desuesdaps
chevauchantes, en commencant par celles ayanth&sauchements les plus significatifs,
jusqu’a formation d’'une séquence unique (figure 14) premiéere étape, ditaverlap sert a
calculer le meilleur alignement possible entre diegkures en tenant compte des éventuelles
erreurs de séquencgage. Chaque alignement est popaeun score qui va tenir compte du

pourcentage d’identité nucléotidique et de la langule cet alignement entre deux lectures.

L’étape delayout permet de déterminer I'ordre dans lequel les lestwont étre assemblées.
Pour la plupart des assembleurs, des paires dedectont sélectionnées en fonction de leur
score (les scores les plus élevés en premien) l&lignement est considéré comme cohérent,
les deux séquences sont fusionnées pour formeontigcCette étape est la plus complexe de
par la difficulté a déterminer la cohérence dadi@ment entre deux lectures. En effet, il est
nécessaire de discriminer un chevauchement rédgsodifférences entre les deux séquences
sont dues aux erreurs de séquencage, d'un chevaanhedl a une répétition, ou les
différences sont dues aux mutations ou de vraigatiems génétiques. La derniere étape dite
de consensussert, comme son nom l'indique, a établir la ségeeconsensus des contigs
obtenus lors de I'étape dayout La méthode la plus simple est de déterminer @udha

position quelle base est la plus représentée.

99



Matériels et Méthodes

Read | Read 3
Read 2 Read 4
Readl
Read 2Read3
Read4

Contig

Figure 14 : Schématisation du principe de fonctionnement dssembleur utilisant la
méthode Overlap-Layout-Consensus.

Dans un premier temps, des chevauchements entlecteses sont déterminés en se basant
sur lidentité de séquence. Chaque alignement essidéré comme significatif selon la

longueur de l'alignement et le pourcentage d’idérdie séquence (ici pour I'exemple il y une
pondération par un score bien gu'un assemblewspuutiliser une autre méthode pour
définir si un alignement est correct). La séquegémomique est recréée en alignant

I'ensemble des lectures qui se chevauchent.
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5.10.5.2.2. L’approche du graphique ®e Bruijn »

L’assemblage de novo de génomes est le processutequzel une grande quantité de
morceaux d’ADN — lesquels sont appelés les lecturssnt mis ensemble afin de reconstruire
des morceaux de plus grande taille (Nagarajan.e2C4l8; Pop 2009). Ce type d’analyse
nécessite des graphes, comme un graphded®ruijn pour stocker et travailler sur les
données. Cette méthode d’'assemblage a été miseoiati gpur s’affranchir de I'étape
complexe delLayout utilisée par la méthode everlap-layout-consensus (Pevzner et al.
2001). Les lectures qui doivent étre assemblées maalablement fragmentées en sous-
séquences chevauchantes de taille constante. Geséguences sont appelées K-mer (avec
K correspondant a la longueur). Deux Kmer vont &ssemblés si leurs séquences ne
divergent que par le premier de I'un et le dermiecléotide de l'autre (figure 9). Ainsi une
identité parfaite doit étre partagée entre les dg@guences qui se chevauchent. De cette fagon
il est théoriguement possible d'établir un lienrenthacun des K-mer, la présence des
répétitions empéchant ce cas idéal dans la pratiguede reconstituer une séquence
géenomique (figure 9). Il semble paradoxal de fragi@edes lectures alors que leur longueur
est importante pour la résolution des répétiti@ependant, cette méthode demande peu de
ressources computationnelles par rapport au nondaelectures qu’il est possible
d’assembler. En effet, la recherche de chevauchsnpmar la méthode everlap-layout-
consensus» nécessite de calculer des alignements entre ehbapiures. Ainsi, plus la
guantité de données a analyser augmente, plusmipstet les ressources informatiques
nécessaires a I'assemblage augmentent. Pour l'elppae« d8ruijn », cette étape dayout

n'a pas a étre opérée pour 'assemblage, car wmité de séquence parfaite doit exister
entre deux lectures pour qu’elles se chevaucheite @pproche d’assemblage est devenue la
référence pour assembler des séquences issueshiégtes de séquencage produisant un
grand nombre de données comme celles d'llluminaf@olou de SOLID. Toutefois, ce
principe d'assemblage est particulierement sensibleerreurs car une identité parfaite entre
K-mer est requise pour valider un lien. Ainsi eatfgue, 'assemblage de séquences par cette

méthode demande des lectures possédant peu déepaur étre efficace.
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AACCGG
CCGGTT

AACC ACCG CCGG
CGGT GGTT

AACC — ACCG|— CCGG|— CGGT|— GGTT

AACCGGTT

Figure 15: Représentation schématique de I'assemblage desmuences parla méthode
graphique« De Bruijn».
Les deux séquences assemblées pour cet exemplééamnipees en 4-mer chevauchants.
Il est a noter que le 4-mer CCGG qui est une riépétn’est représenté qu’une fois par la
méthode graphique de « De Bruijn». Une identité sdguence parfaite entre les 3
premiers nucléotides de I'un et les 3 derniers’aegtre est recherchée entre ces sous-
séquences. S’il y a concordance exacte (commexeanme pour les 4-mer soulignés en
rouge), l'assembleur va relier les deux fragmemhs. consensus obtenu fournit la

séquence initiale.
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5.10.5.3. Vue d’ensemble des assembleurs et leuitig&tion

L'utilisation d'un assembleur particulier sera ctiimhnée par de nombreux parametres tels
gue la stratégie de séquencage utilisée, la présnepaired-end »ou encore la quantité de
données. Les assembleurs utilisant la méthodwsexlap-layout-consensus sont plutdt
utilisés avec des lectures allant de 100 a 80Qpphdipalement avec un séquencage Sanger
ou un pyroséquencage haut-débit). La méthode graphi DeBruijn » s’emploie plutbt avec
des lectures d’'une taille allant de 25 a 100 phliteCgerniere est la méthode d’assemblage la
plus utilisée al’heure actuelle grace au succetadaateforme lllumina/Solexa. Toutefois,
avec les améliorations des techniques de séquendagtille des lectures ne cesse
d’augmenter et la méthodeowerlaplayout-consensusdevrait redevenir la référence dans le
futur. La plupart des assembleurs ont démontré éffizacité sur 'assemblage de génomes
bactériens car ils sont plus simples a assembketagugénomes eucaryotes, notamment par la
plus faible longueur de leurs génomes et leur failde teneur en répétitions. Il faut toutefois
noter que certains assembleurs ont été testésesudahnées simulées (Butler et al. 2008)
alors que d’autres ont montré leur efficacité ses données réelles (Maccallum et al. 2009),
ce dernier critere étant plus déterminant danbdéxade I'utilisation d’'un assembleur.

Les assembleurs intégrés dans le pipeline de tidssge et utilisés dans ce travail de thése
sont présentés dans le pipeline suivant Figure 16.
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SCAFFOLDING

CONTIGuator
Scaffolder Builder

v

Figure 16: Logiciels intégrés dans le pipeline d’assembldad@aenotation
génomique et méta-génomique de la composante HD9B
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5.11. Assemblage génomique et méta-génomique

Une approche d’optimisation « pipeline » est développée pour I'assemblage des séquences
obtenues du séquencage (Figure 16). En premiegpe,&as assembleurs du génome total et
de la métagénomique ont été triés, car les donoiétesnues peuvent étre issues d une petite
communauté ou une mini-métagénomiques. En compkrajualité des contigs assemblés
par differentes approaches, les meilleurs résutatd choisis a I'aide de BLAST « Basic
Local Alignment » (BLAST, (Altschul et al. 1997¢lsn deux critéres importants : le taux de
la couverture des lectures et lidentité. Ce sdament permet de séparer les contigs
appartenant aux différentes souches ou espécssit&nd’autres programmes sont utilisés
pour la construction de gabaritscaffold$ permettent de relier les contigs pour avoir le

génome complet. Finalement, le génome peut étret@mar les programmes appropriés.
5.11.1. Assembleurs utilisés :

Les deux types d’assembleurs génomique et métarggne sont utilisés. MIRA 4
(Mimicking Intelligent Read Assemply (Chevreux et al. 2004) est un assembleur
(assembler/mapper) est particulierement réputé pomrusage lors de projets de séquencage
de génomes possédant beaucoup de répétitions. AMOSdular Open-Source Assembler
est une collection des outils d’assemblage desrgés@Treangen et al. 2011). SOAPdenovo
est un assembleur de novo utilise pour I'assembdiggeourtes séquences nucléotidiqque en
large contigs (Luo et al. 2012a). Velvet (Zerbima &8irney 2008) c’est un assembleur, qui
fonctionne selon la méthode de «Bliijn », a démontré son efficacité dans de nombreux
projets de séquencage de génomes bactériens.

Les assembleurs utilisés pour 'assemblage de gétames présents dans les échantillons
mixte provenant de différents microorganismes $amgement utilisés dans I'étude de petite
communauté écologique (Namiki et al. 2012) : RaytaM@oisvert et al. 2012) est un
assembleur de novo de génomes, de méta-génomesatdSsthal. 2010). L'assemblage
consiste en la construction de longues séquencesirtir de plus courtes séquences.
Metavelvet (Namiki et al. 2012). IDBA_UD (Peng at 2012) est un assembleur itératif
utilisant plusieurs valeurs de k (Yang et al. 20B6ng et al. 2011; 2012). SPAdes (version
3.5.0, (Bankevich et al. 2012) est un autre asseunbfjui fonctionne aussi lorsque les
données de séquencage ont été obtenues a parte shwle cellule (Pham et al. 2013) , sa
version originale peut aussi assembler les lectismses d’isolats standard et de données
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issues d’une seule cellule . IDBA_UD Omega (Haweteal. 2014) est un assembleur de novo
se basant sur la méthode de overlap-graph.

5.11.2. Annotation du génome et génomique fonctioahe

Rapid Annotation using Subsystéfechnology(RAST, (Aziz et al. 2008) est un outil
largement utilisé pour I'annotation des génomegédmmns. Prokka (Seemann 2014) est un
package utilisé aussi pour une annotation rapidegdaomes de petite taille. L’'annotation des
phages est réalisée par PHAge Search Tool (PHARIQu( et al. 2011). En utilisant ces
logicielles, I'information fonctionnelle du génonpeut étre rapidement annoté. L’analyse
comparative est basée sur BLAST (Altschul et a@0)9our pouvoir comparer le génome de
la souche HH9B GL2 avec ceux d'autres souches féeerece complétement séquencées.
Les séquences génomiques des souches utiliseed'§iade comparative sont extraites du
GenBank (National Center for Biotechnology inforroat (NCBI,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) sous les numéros dession suivants:

L. lactis ssp lactis IL1403 (abbr. 1L1403 accession no. AE005176 ). lactis ssp.
lactisNCD0O2118 (abbr. NCDO2118 accession no. NZ_CP009054.1)lactisssp lactis
KLDS4.0325 (abbr. KLDS4. 0325accession no. CP006764), lactis subsp.cremoris
MG1363 (abbr. MG1363 accession no. NC_009004.1), KF147 (NC_0136bk&¥tococcus
lactis subsp. lactis CV56 (NC_017486.1),Lactococcus lactissubsp. cremoris KW2
(NC_022369.1), arld lactis subsp. cremoris SK11 (abbr. SK11 accession no.
CP_006766.1)

5.11.3. Analyse méta-génomique

MEGAN (version 5, (Huson et al. 2007)) est un asely de la métagénomique qui peut
analyser et comparer des données métagénomiquasétdorr I'alignement des séquences
avec les données de référence dans les bases migedoMEGAN a été utilisé pour analyser
les différentes composantes de nos résultatses ploviennent d’'une ou d’un mélange de
souches. L'analyse phylogénétique est composéecipalement par I'alignement de
séquences et la construction d'arbres phylogéregiqlies séquences sont alignées par
DIALIGN (version 2.2, (Morgenstern 1999); un ouétabli pour I'alignement multiple de
séquences a faible homologie. Les arbres phyloggmét sont construits par PhyML
(version 3.1, (Guindon and Gascuel 2003). PhyML retativement rapide et basé sur
I'approche de maximum likelihood.
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5.12. La microscopie électronique a balayage (MEBEBA Scanning Electron Microscopy)

La microscopie électronique a balayage et les ramatyses sont employées trés largement
dans les secteurs académiques et industriels poager, caractériser et quantifier des
échantillons solides de toute nature. Pour effectiess analyses de qualité, précises et
reproductibles il n’est souvent pas possible diéil un échantillon tel quel. Une phase
préalable de préparation est nécessaire. C'esit ldebcet ouvrage d'expliquer aux lecteurs et
utilisateurs du MEB et des microanalyses les difiés moyens de réaliser cette étape cruciale
précédant leur analyse.

5.12.1.Principe de la microscopie électronique a balayage

Le principe du balayage consiste a explorer laaserde I'échantillon par lignes successives
et a transmettre le signal du détecteur a un éatrodique dont le balayage est exactement
synchronisé avec celui du faisceau incident. Lagastopes a balayage utilisent un faisceau
tres fin qui balaie, point par point, la surface'dehantillon.

5.12.1.1. Interactions du faisceau électronique avec I'échaiblon

Sous l'impact du faisceau d'électrons accélérés étbetrons rétrodiffusés et des électrons
secondaires émis par I'échantillon (Figure 17) secteillis sélectivement par des détecteurs
qui transmettent un signal a un écran cathodique Bobalayage est synchronisé avec le

balayage de I'objet.
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Faisceau d’électrons incidents

(énergie EO)

&

Figure 17 : Représentation schématique de I'interaction entriaisceau d’électron et
la surface d’'un échantillon

Légende :
er : électrons rétrodiffusés (MEB sans métallisgtio
es : électrons secondaires (échantillon métallisé)
eA : électrons Auger
et : électrons transmis
C : cathodoluminescence
RX : rayons X
—> : rayonnement électronique
N/ rayonnement électromagnétique

5.12.1.2. Emission d'électrons secondaires

Il s’agit d'électrons arrachés par ionisation. @ied électrons incidents de faible énergie (< 50
eV) sont éjectés de I'échantillon sous l'effet dunbardement. Comme seuls les électrons
secondaires produits pres de la surface sont éétats formeront des images avec une haute
résolution en profondeur (3-5 nm). Le contrastd'ideage est surtout donné par le relief de
I'échantillon mais on peut également observer uriraste chimique dans le cas de grandes
différences de numéros atomiques.

5.12.1.3. Emission d'électrons rétrodiffusés

Les électrons accélérés dans la colonne pénétmrg KEchantillon. Un parcours plus ou
moins important dans la matiére leur fait perdre tnaction de leur énergie. La trajectoire
suivie est aléatoire, et ils peuvent revenir varsurface. lls sont alors détectés aprés leur
sortie de I'échantillon. Du fait de leur plus grar&hergie, les électrons rétrodiffusés peuvent
provenir d'une profondeur plus importante, et kBohétion de I'image sera moins bonne qu'en

électrons secondaires (6-10 nm). Suivant le type déecteur utilisé, les électrons
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rétrodiffusés fournissent une image topographiquomtfaste en fonction du relief) ou une
image de composition (contraste en fonction du maratomique moyen).

5.12.1.4. Emission de rayons X

Le faisceau d'électrons est suffisamment énergétiguur ioniser les couches profondes des
atomes et produire ainsi I'émission de rayons Xrdsolution spatiale d'analyse dépend de
I'énergie de la raie X détectée, de la nature diénaa et de la fluorescence secondaire. Elle
est, en général, supérieure au micrometre.

5.12.1.5. Emission d'électrons Auger

Ce sont des électrons dont la faible énergie esctaistique de I'élément émetteur (utilisés
pour lI'analyse élémentaire) et du type de liaidumimue.

5.12.1.6. Cathodoluminescence

Lorsque des matériaux isolants ou semi-conductesmrst bombardés par le faisceau
d'électrons, des photons de grande longueur d'@iitaviolet, visible) sont émis. Le spectre
obtenu dépend du matériau étudié et de sa puretée.

5.12.1.7. Canalisation d’électrons

La pénétration du faisceau d'électrons dans utatast fonction de son incidence par rapport
a une famille de plans interréticulaires. Le costgades images en électrons rétrodiffusés
donnera des renseignements sur la structure @ristdl produit.

En pénétrant dans I'échantillon, le fin faiscealedtrons diffuse peu et constitue un volume
d'interaction (poire de diffusion, Figure 18) démforme dépend principalement de la tension
d'accélération et du numéro atomique de I'échantilDans ce volume, les électrons et les
rayonnements électromagnétiques produits sontseésilipour former des images ou pour
effectuer des < analyses physico-chimiques. Pour @étectés, les particules et les
rayonnements doivent pouvoir atteindre la surfaed'@thantillon. La profondeur maximale

de détection, donc la résolution spatiale, dépenkEdergie du faisceau d'électrons incidents.
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.. faisceau imcident
d’¢lecirons

surface de I'échantillon

élecirons Auger
électrons secondaires

electrons mtrod iffuses
rayo ns X caracteristi ues
Continuum

de rayons

Fluorescence X

Figure 18 : Poire de diffusion détaille un spectre de distitrutd'énergie selon le type

d'électrons émis.

La Figure 4 détaille un spectre de distributioméi@ie selon le type d'électrons émis.

A Electrons rétrodiffusés
Nombre sans perte d’énergie
d’électrons )
émis l
Electrons
rétrodiffusés

Electrons avec perte
Auger d’énergie

e N\

» Energie
Eo

Figure 19: Représentation schématique de I'énergie de distibdes électrons émis par un

échantillon
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5.12.2.Equipement

Le microscope électronique a balayage utilisé dartadre de ce travail est un microscope

électronique a balayage JEOL 7500F (SEBdanning electron microscopél comporte les

éléments suivants (Figure 20) :

Une colonne :

une source de rayonnement : canon a filament dgstéine; ce filament, parcouru par
un courant électrique, émet spontanément des @hsgtigui sont accélérés par un
champ électrique leur conférant une certaine éegrgi

une « optique » : diaphragme et lentilles élecatopies ou magnétiques (réduction
du diamétre du faisceau et focalisation sur I'9pjet

un systeme de balayage : bobines déflectricesaquimandent le point d'impact des
électrons sur I'échantillon;

une platine porte-objet : permet le déplacememtnsebis directions, la rotation dans
son plan et l'inclinaison (variation de I'anglendidence);

des détecteurs d'électran®liés a un écran de visualisation et un systéenprise de
vues photographiques.

Un ensemble électronigue :

des dispositifs d'observation et d'enregistreméumbes cathodiques a écran rémanent
ou non;

des sources de tensions continues ou variables

des dispositifs de commande : grandissement, &iairdocalisation, correction

d'astigmatisme, vitesse et type de balayage...

Un systéme d'analyse et de traitement des données :

un programme d'analyse qualitative : identificati@s €léments chimiques détectés;
un programme d'analyse quantitative avec ou dalené calcul de concentration;
des cartes de répartition des éléments : reprégentie la localisation d'éléments par
des niveaux de gris ou des couleurs différentesh@yue couleur un niveau de
concentration).

Les parametres qui influencent la résolution deagies sont les suivants :

la tension d'accélération des électrons : plusrigion est élevée, plus la profondeur
d’investigation de la poire de diffusion est granda tension est fixée a 20 keV dans

le cadre de ce rapport;
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le courant de sonde : plus il est éleve, plus néitre du faisceau est grand. Le
courant est optimisé entre 100 et 120selon les besoins de qualité d'image.

la distance de travail : c'est la distance ené@hfntillon et la lentille objective. Plus
la distance est courte, meilleure est la résolutianplus grande profondeur de champ
est obtenue a grande distance de travail. Ellébe&& a 15 mm dans le cadre de ce
rapport;

le contraste et la brillance sont optimisés auslsinsla qualité d'image requise.

- T

wehnelt C—j——
——————fir——

I/

- i 1

osrilloseop e

pEnérieur
hnhines

dehakyage

diap hragme

keuilke:

2 ._ : amplificatenr

Déter teurs:

(1) A%l vvss ve inud ilTusts
(2] d%lerirone secondairer
(3) ducowrant éler iriyue

1 Viualisation
des miages leciTomnigues

Analyse qualitatire
(idzstiBastima)

n Deérex teur Amnalyse quantitarire

= le rayons X (mncentraton)
Cartes de réportition
(localisation des élérents détectas,

Figure 20: Représentation schématique d'un microscope élégtre balayage
équipé d'un systéme de microanalyse de rayons X
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5.12.3.Préparation des échantillons pour la microscopie éttronique a balayage MEB
selon (Kaletunc et al. 2004):
Le mode de préparation d’'un échantillon dépend’idéoimation recherchée, topographie,
microstructure ou composition et bien sdr de laieate I'échantillon et de la forme dans
laquelle il se présente : échantillon dur et massihantillon biologique, poudre, etc....
La clé d'une bonne observation ou d'une analyseecte réside dans une préparation
adéquate de son échantillon. Il ne faut pas nos pégliger les risques d’artefacts qui sont
fréquents et tres importants a toutes les étap&smiéparation.
L'échantillon, placé dans la chambre du microscogigit un flux d'électrons tres important.
Si les électrons arrivant sur I'échantillon ne sqats évacueés, ils donnent lieu a des
phénomenes de charge induisant des déplacememisgd$ ou des zébrures sur l'image
attribuables a des décharges soudaines de lasufala surface est conductrice, les charges
électrigues sont évacuées par lintermédiaire dopau de I'échantillon. L'observation
d'échantillons électriguement isolants se fait gré& un dépbt préalable (évaporation,
pulvérisation cathodique) d'une fine couche conitectd'or ou de carbone transparente aux
électrons. Sans cette préparation, cet objectifirapiossible a atteindre a cause d’'une
interprétation impossible des contrastes dansnegyés et des artéfacts dans les résultats

d’analyse.

5.12.3.1. A partir du milieu liquide :

Les souches testées sont mises en culture dansli@ milieu GM17 et incubées & 30°C. 1 ml
de la culture bactérienne est centrifugé a 1000@edant 2 minutes. Le culot est ensuite
lavée dans le tampon phosphate 50 mM (pH 7,4). &st resuspendu dans 1 ml du tampon
phosphate et filtré sur des filtres de Nitrocelddode 0,45um de porosité (Sartorius,
Allemagne) et des grilles de MEB pour les obseoratien mode microscopie électronique a
balayage. L échantillon est fixé par addition dallde glutaraldehyde (3%) dans 50 mM du
tampon phosphate (pH 7,4) pendant 24 heures al&&Dantillon est ensuite lavé 5 x 5min
avec le tampon phosphate a température ambiangeptbi-fixation est effectuée avec 1% de
osmium tetroxide dans le tampon phosphate pendédmdtuie & température ambiante. Une
déshydratation est réalisée avec des concentratiorssantes de |"éthanol : 30% pendant 15
minutes, 50% pendant 20 minutes, 70% pendant 30tegn90% pendant 45 minutes, 100%
pendant 30 minutes (5 fois), et finalement avecd 0@thanol absolu) pendant toute la nuit &
4°C.
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5.12.3.2. A partir du milieu solide :

A partir des prés cultures, 1Q0 de chaque souche est étalée sur le milieu GMiideset
incubée & 30°C jusqu’a I'obtention d'un tapis ete Les échantillons & partir du milieu
solide sont découpés a des petites pieces de ggetiliimetres convenablement au volume
de la chambre de lecture (specimen chamber). Ldémnétions sont fixé avec du
glutaraldehyde (6,25%) dans 50 mM du tampon phdspip#d 7,4) pendant 24 heures a 4°C.
Les échantillons fixés sont lavés soigneusement dudampon phosphate 5 x 5 min, ensuite
ils ont été déshydraté avec une série de contemisacroissante de I"acétone : 30%, 50%,
70%, 90%, pendant 15, 20, 30, 45 minutes respectweé Ensuite pendant 30 minutes (5
fois) avec 100% de I"acétone et finalement & 1Qie#dant toute la nuit & 4°C.

Les échantillons sont séchés dans le BAL-TEC CPD Q@®ppareil de séchage par
contournement du point critique), ensuite ils seaimis au recouvrement a |I"Or/Palladium
dans le métalliseur par pulvérisation cathodiqu®i@le sputter coater BAL-TEC SCD 005.
Les images sont prises sous le microscope élegtrera balayage SEM « scanning electron
microscope » JEOL JSM 7500F.

5.12.3.3. Conditions opératoires

Les observations en microscopie électronique ayhgl (MEB) ont été effectuées au
département de microscopie électronique du Biomenta I'université de Wuerzburg. Le
microscope utilisé est un JEOL JSM 7500F équipé dysteme d'analyse ED&nergy
Dispersive X-ray Spectrometers. C’est un microsadpee ultra haute résolution (1 nm) et
d’un grossissment jusqu’a x 1 000 Q05 images ont été acquises a 5 kV. Les prépasation
microbiennes sont déshydratées et recouvertes dauche d Or/Palladium puis observées.
L’intérét de ce traitement est de permettre I'obaton, sans déformation structurale, d’'un

échantillon biologique dans son état natif.
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Figure 21: JEOL 7500F
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5.13. Ressources bioinformatiques en ligne ou logicieldilisés

Tableau 8 :Logiciels et programmes utilisés dans ce travailiebse

Logiciels utilisés Fonction Références /site web

LAlign Alignement de séquences http://www.ch.emhorgisoftware/LALIGN form.html
EMBI - EMBOSS Alignement de séquences http://wvinivaee. uk/Tools/emboss/align/

Multalign Alignement de séquenceg http://multatiolbuse.inra.fr/multalin/

DIALIGN-TX (Subramanian | Alignement de séquences dialign-tx.gobics.de/ A installer sur I‘ordinateur
et al. 2008)

Clustalw (Thompson et al. Alignement multiple www.genome.jp/tools/clustalw/

1994)

Bioedit Alignement multiple http://www.mbio.ncsugBioEdit/bioedit.html
BPROM Prédiction de promoteurs | http://linux1.softberry.com/berry.phtml?topic=bpr&gr
(Solovyev and Salamov 2011)bactériens oup=help&subgroup=gfindb

PePPER Prédiction de promoteurs | http://pepper.molgenrug.nl/index.php/prokaryote-
(de Jong et al. 2012) bactériens promoters

ARNold (Naville et al. 2011) | Prediction de termi@ats | http://rna.igmors.u-psud.fr/itoolbox/arnold/
Rho—independent

TransTermHP Prediction de terminateufshttps://www.cbcb.umd.edu/software/transtermhp A
Rho—independent installer sur l'ordinateur

Primer3 Dessin d’amorces http://frodo.wi.mit.edintpar3/

OligoCalc Oligonucleotide properties http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligachim
calculator I

BLAST (Altschul et al. 1990)| Alignement de séquence http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi

blastn et blastp Comparisons de sequence  (Altsthal. 1997)

Sequence editor (FR33.net) Editer les séquences tp:/Nwtvw.fr33.net/seqedit.php

Expasy tools — Swiss prot — | Outils bioinformatiques http://ca.expasy.org/tools/#proteome
Protéomique pour I'étude des
macromolécules

Clustal Omega (Sievers et alAlignement multiple des | http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
2011) protéines

Mfold (Zuker 2003) prédiction de la structure| http://unafold.rna.albany.edu/?q=mfold
secondaire des acides
nucléiques
Psipred (Psi-blast basedorédiction de la structure | http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/
secondary structure secondaire des acides (McGuffin et al. 2000)
prediction) nucléiques
PHAST (PHAgeSearch Tool) Annotation des phages http://phast.wishartlab.com/

(Zhou et al. 2011)

iTOL: Interactive Tree Of Construction des arbres | http://itol.embl.de/
Life (Letunic and Bork 2007)| phylogénétiques

Circos (Krzywinski et al| Visualisation circulaire http://mkweb.bcgsc.ca/circos A installer sur |‘ovaieur
2009) des données génomiques

SMART (Schultz et al. 1998)] Banque dédiée aux http://smart.embl-heidelberg.de/
domaines "mobiles*

Emboss package de logiciels pour| http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/

“The European Molecular différentes analyses Rice,P. Longden,l. and Bleasby,A.

gﬁiggy Open  Softwarg Trends in Genetics 16, (6) pp276--277

Sixpack Affiche les séquenceshttp://www.ebi.ac.uk/Tools/st/emboss_sixpack/
d’'DNA dans les six cadres

de lecture
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Expasy site de collection de http://www.expasy.org/
« the Expert Protein Analysisplusieurs logiciels pouf
System » 'analyse manuelle des

protéines

SEED-viewer (Overbeek et g
2007)

|.Visualisation de donnée
génomiques annotées

Srast.nmpdr.org/seedviewer.cgi

FastQC

Controler la qualité dg
séquences

g http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projefetstiq
C).

FLASH (7) “fast length
adjustment of short reads”
(Magoc and Salzberg 2011)

Fusionner les lecture
paire-ends chevauchantes

shttp://sourceforge.net/projects/flashpage/?souxgexedi
rect

cutadapt
(Martin M. 2011)

Eléminer les séquence
adaptatrices des lecturs
issues du séquencage

2chitp://code.google.com/p/cutadapt/
2S

Jellyfish
(Marcais and Kingsford 2011

Comptage dek-mers

http://www.cbcb.umd.edu/software/jellyfish/
a télécharger et installer

QUAKE (Kelley et al. 2010)

détecter et corriger le
erreurs de substitution
issus du séquencage

Package de logiciels pourhttp://www.cbch.umd.edu/software/quake/

S
S

Velvet
(Zerbino and Birney 2008)

Assemblage des génomeg

5 https://www.ebi.ac.uk/~zerbineélvet/

IDBA-UD
(Peng et al. 2012)

Assemblage des génome;s

5 http://www.cs.hku.hk/~alse/idba_ud

RAST 4 Annotation  fonctionnellg http://rast.nmpdr.org/
(Overbeek et al. 2014) des genomes

Infernal/Rfam Détecter les RNA annotés http://infernal.janelia.org.
(Nawrocki and Eddy 2013) | non-codons

PhyML Construction des arbrashttp://mobyle.genouest.org/cgi-

D

(Criscuolo 2011) phylogénétiques par labin/Mobyle/portal.py#forms::morePhyML
méthode maximun
likelihood
Seaview Visualisation des arbreshttp:/pbil.univ-lyonl.fr/software/seaview3.html
(Galtier et al. 1996) phyllogénétiques
Splitstree 4 Construction el http://www.splitstree.org/
(Huson and Bryant 2006) visualisation des arbres
phylogénétique
MEGAN Analyse métagénomique http://www-ab.informatik.uni-
(version 5, (Huson et al. tuebingen.de/software/megan5/
2007)
DIALIGN (Morgenstern| Alignement multiple de http://dialign.gobics.de/
1999; Al Ait et al. 2013) séquences
PhyML (version 3.1, Construction des arbreshttp://www.atgc-montpellier.fr/phyml/
(Guindon and Gascuel 2003) phylogénétiques par Ia
méthode maximun
likelihood
Mira4 (Chevreux et al. 2004)| Assemblage http://sourceforge.net/projects/miseambler/
KEGG Visualisation deg www.genome.jp/kegg/
“Kyoto Encyclopedia of differentes voies
Genes and Genomes “ métaboliques
AMOS « A Modular Open- | Assemblage ftp://ftp.tigr.org/pub/software/AMOS
Source Assembler »
(Treangen et al. 2011)
Ray Meta (Boisvert et al. Assemblage http://denovoassembler.sf.net.
2012) métagénomique http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4056372
Metavelvet (Namiki et al| Assemblage http://metavelvet.dna.bio.keio.ac.jp/ a installer
2012) métagénomique
Omega (Haider et al. 2014) | Assemblage http://omega.omicsbio.org.
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SPAdes  (version 3.5.(
(Bankevich et al. 2012)

’

Assemblagescaffolding

http://bioinf.spbau.ru/spades a installer

Prokka (Seemann 2014)

Annotation des génomg
bactériens

shttp://www.vichioinformatics.com/software.prokkatisth
a installer

CONTIGuator Scaffolding http://contiguator.sourceforge.net/
(Galardini et al. 2011) A installer sur I'ordinateur
Scaffolder_Builder Scaffolding http://edwards.sdsu.edu/scaffold_builder/ a instadur

(Silva et al. 2013)

I'ordinateur

SSPACE-LongRead

( stand-alone program fg
scaffolding pre-assemble
contigs using long reads )
(Boetzer and Pirovano 2014

o =

Assemblagescaffolding

http://www.baseclear.com/genomics/bioinformatiasétdt
00Is/SSPACE-longread

SOAPdenovdShort
Oligonucleotide Analysis

Package (Luo et al. 2012b)

Assemblage

http://sourceforge.net/projects/soapdenovo2/file®Bde
novo2/
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Chapitre 3 : Résultats et Discussion

Partie |: Diversité naturelle des lactocoques dande lait de chamelle

d’Algérie
1. Introduction

Les bactéries d'acide lactique (LAB) reconnus g@lrérent comme des organism&RAS
sont impliqués dans la fabrication d'une grandeéteard'aliments fermentés. Les souches
LAB produisent des exopolysaccharides (Nyyssolale2005), des agents antibactériens
(Arques et al. 2015), des vitamines (Wegkamp e2@0.7) et des métabolites de haute valeur
impliqués dans la préservation de la saveur, deXture, et dans le développement et la
préservation des aliments (Pontes et al. 2011)er@s especes de LAB agissent comme des
probiotiques (Marco et al. 2010) et comme des westpotentielles de composés ayant des
effets thérapeutiques ou prophylactiques (Amat.&Qd.1). Etant I'un des organismes modéle
en métabolisme microbier,actococcus lactisa été la principale cible de lingénierie
meétabolique chez LAB (Papagianni 2012), il a rexd@éouvelles applications biomédicales
comme adjuvants, immunostimulants ou comme desmmest thérapeutique livrant des
enzymes digestives pour compléter l'insuffisancecpEatique chez I'homme ; livraison de
I'ADN de plasmide aux cellules eucaryotes ou commmes a produire des molécules
thérapeutiques et plus récemment l'utilisation podée del. lactis commeGram-positive
enhancer matrix(GEM), comme un systéeme de diffusion des vacciaslad muqueuse
(Wyszynska et al. 2015)Lactococcus lactis est une usine cellulaire efficace pour la
Production de protéines recombinantes et la séarétde diverses applications

biotechnologiques (Morello et al. 2008).

De nouvelles sources alimentaires devraient étpgog®es pour faire varier I'alimentation
humaine et également de bénéficier de nouveauédmgrts fonctionnels et d'aliments
naturels. Les pays d’Afrique et arabes, ou les itimms$ d'élevage de vaches sont séveres et
exigeantes, peuvent franchir cette situation ereld@pant un systéme de reproduction pour

les animaux locaux tels que les chamelles.

La microflore bénéfique du lait de chamelle repnése par LAB est une source potentielle de
matériaux biologiques utilisés en technologie éadti (Khedid et al. 2009). A ce jour, le lait
cru de chamelle a été négligé comme une sourcemtaine potentielle de qualité et n'a pas

eu un grand intérét industriel. Les études supteduits issus du lait de chamelle sont plutbt
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rares, en dépit de leur intérét nutritionnel. Danscontexte, le lait de chamelle doit étre
étudié d’'une maniére approfondie. Il y a seulemgmélques références sur le lait de
chamelle, elles concernent la production (Fayd.€205) ou sa composition (Farah 1993).
Le lait de chamelle reste encore une source iraptatde protéines pour les personnes vivant
dans les zones arides dans le monde. Ainsi, kedéachamelle est connu pour ses propriétés
meédicinales, qui sont largement exploitées posat#é humaine, comme dans plusieurs pays
de l'union ex-Sovietique (Konuspayeva et al. 200),pays en développement (Al Katheeri
et al. 2006), les zones arides d'Asie centralegfand Konuspayeva 2012; Baubekova et al.
2015) et dans certaines sociétés pastorales a(Beamechernene et al. 2014). Le lait de
chamelle est considéré davoir des proprietés amti€éreuses (Magjeed 2005), anti-
allergiques (Shabo et al. 2005) et antidiabétichgrgwal et al. 2003). Sa teneur élevée en
acides gras insaturés contribue a sa qualité alaimerglobale (Konuspayeva et al. 2008). La
faible quantité dep-caséine et l'absence d@glactoglobuline sont liées aux effets
hypoallergéniques du lait de chamelle. D’autres pasants tels que les immunoglobulines,
les lactoferrine, lysozyme ou la vitamine C ont gignalés a jouer un réle central dans la
détermination de ces caractéristiques (Mohamet 20@5; Jang et al. 2006; Konuspayeva et
al. 2007). En outre, le lait de chamelle est copaur sa longue durée de vie, ce qui permet
son stockage et sa consommation sans danger aprsieups jours en l'absence de
réfrigération. Pour toutes ces raisons, le laitcdamelle et ses produits dérivés sont tres
populaires en Algérie surtout dans les régionsleararides. Toutefois, des productions a
grande échelle basées sur le lait de chamelle somit assez rares. Les chameaux sont

considérés comme des animaux laitiers non convamgie dans le €odex alimentarius.

L'identification de la microflore du lait de chanelfournit une base théorique pour le
développement des ferments en utilisant des sodobakes pour la production industrielle
des produits laitiers traditionnellement fermerdé$a majorité des études scientifiques sur
les chamelles ont été principalement axée sur learactéristiques anatomiques et sur leur

adaptation physiologique aux climats néfastes.

Par conséquent, les informations sur la microfttwdait de chamelle sont trés limitées. Des
études antérieures sur la caractérisation molégeuligs LAB isolé a partir du lait de chamelle
fermenté ont été signalés dans la région du Xigjian Chine (Zuo et al. 2014), dans les
zones arides d'Asie centrale (Baubekova et al. XM %artir du lait cru de chamelle en
Algérie (Drici et al. 2010) et a partir de boissdansiers fermentés « lLeben » ou « Raib » dans
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les régions arides en Algérfelassaine et al. 2007; Bensalah et al. 2009; Besrdichet al
2012).
2. Etude de la diversité des isolat
Les isolats ont été caractérisés par des méthdue®typiques et génotypiqt.
2.1. Caractéristiqgues morphologiques
2.1.1. Caractéristiguesnacroscopiques

Toutes les souches étudiées présentent les castqtérs morphologiques des Lactocoq
Elles forment sur M17 des colonies uniformes pduague souche et identiques dans |
aspects des petites colonies rondes transparentes d'tdigse et légerement bombé
(figure 22).

Figure 22 : Aspect macroscopique des colonies de lactoc
Aprés 18 heures de culture sur M17a 3

2.1.2.Caractéristiques microscopiques

L’aspect microscopique des isolats est visualis&ésagoloration de Gram : Les isol

présentent des formes cocci généralement isoléarg-positif (figure 23.

Figure 23 : Caractéristiques microscopiqi des isolats étudiés apres coloratiorGram.
[Grossissement x100]
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2.2. Test de la thermotolérance

Apres l'incubation, on remarque que certaines sesicimt pu se développer a 45°C, et méme
a 50°C mais le résultat était négatif pour la tt#tales souches a 60 et 65°C.

L’histogramme ci-dessous présente les résultaenalstdans les trois tests successifs dans le
milieu liquide et solide, spécifiques pour chagéees:
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Histogramme presentant e screening des lactocoques thermotolerants
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Figure 24 :Histogramme présentant le screening des lactocdfaasotolérants
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A I'exception d’'une publication qui révéle le catiee thermotolérant de lactocoques issus du
leben d’Algérie des zones arides (Bensalah et @D9Y tous les lactocoques jusqu’ici
identifiées et caractérisées sont des mésophdssadire ils sont capables de se développer
entre 10°C et 30°C, avec 39 a 40°C comme températaximale de croissance de (Ludwig
et al. 1985). La majorité de nos lactocoquessighl lait cru de chamelle d’Algérie testées
ont pu tolérer des températures plus élevées a@adb a 50°C. Ce caractere est peut étre lié
a des systemes de résistance au stress thermigastd@ plus souvent associé a la synthese
de protéines spécifiques appelées les protéineshdesthermique .En effet cheactococcus
lactis 13 protéines HSP ont été identifiées (Richetrdl.1991). Ce nombre de protéines est
beaucoup plus élevé chezEnetrococcus faecali84 HSP) (Flahaut et al. 1996) et
Streptococcus mutaridOHSP) (Svensater et al. 2000).

Le caractere original de la thermotolérance sem@toelié a la nature aride de I'écosysteme de
ce faite nos résultat rejoignent celles décrite (&nsalah et al. 2009). Cette thermotolérance

est un caractere atypique pour les lactocoques.

Les 60 souches testées ainsi que le témoin neriedd aucune thermotolérance vis-a-vis les
températures de 60 et 65°C qui en effet, se rappri des températures de pasteurisation
(Jones and Dawson 1978; Garvie et al. 1984; Ludtigl. 1985). Cela nous a permis de

faire un classement des souches selon leur inteal thermotolérance :

Les souches capables de se développer a 45°@sespent 63% de 'ensemble des souches
testées 104 15A, 16A, 17A, 18A, 1B, 2B, 3B, 4B, 6B ,7B ,10R1B, 12B, 16B,
17B,18B,19B, 1C, 2C, 3C, 4C, 5C, 7C, 10C, 17C, 18, 1D, 9D 10D ,12D, 15D, 17D,
18D, 19D.

Les lactocoques qui apparaissent plus intéressasint en nombre de 22 :

10A;, 12A, 14A, 20A, 8B, 9B, 14B, 15B, 6C, 8C, 11C, 1A3C, 20C, 3D, 5D, 8D, 11D,
13D, 14D, 16D, 20D . Ces lactocoques sont capalges développer a 50°C.

L’ensemble de ces lactocoques thermotolérant farhjet d’'une étude qualitative et

quantitative selon des approches physiologiquggmétiques.
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3. Analyse physiologique

20A 20D 8D

12C 3D 8C

14D 11C 12D

Figure 25: Lactocoques ensemenceés par la méthode des patchs

Boite 1 : contenant les 12 souches : de 1®AB...... (1-12)

Boite 2 : contenant les 12 souches de 4B a .17 BL3-24)

Boite 3 : contenant les 12 souches de 18B a.11(25-36)

Boite 4 : contenant les 12 souches de 12 C a.8[037-48)

Boite 5 : contenant les 12 souches de &R20D....... (49-60)

Le lait utilisé était : le lait de vache totaleméntémé « silhouette ».

3.1. Test de Protéolyse en milieu solide Agar-lait

Un exemple de résultat est montré sur la (figuBg Zoutes les souches testées sont
protéolytiques a 50°. En effet autour de chaguehewnous remarquons la présence de halos
transparents qui traduisent I'hydrolyse des caséitie lait. Ce résultat indique qu’une

incubation a 50°C n’affecte pas l'activité prdtdigue des lactocoques thermotolérants.

6B

4B 7B

8B 9B 10B

11B 12B 14B

15B 16B 17B

Figure 26. Résultats de la protéolyse

L’activité protéolytique a 50°C suggeére que la pimoase de parois PrtP de ces lactoccoques
reste active en préservant son affinité et sorvigetcatalytique pour les caséines du lait.
(Ecroyd et al. 2010; Luan et al. 2010; Zhang eR@l0; Zhang et al. 2011). La croissance des

125



Résultats et discussion

souches testées sur milieu Agar-lait a 50°C, neuspt d’envisager ultérieurement une étude

de la cinétique de croissance en milieu lait liguid

3.2. Screening des lactocoques thermotolérants

Les souches 9B, 13C présentent une croissancesguible la plus rapide comparée aux
autres souches thermotolérantes. Ces deux soumhiedes bonnes candidates pour une étude
cinétique de croissance plus détaillée en présdndemoin 3MD pendant 8h d’incubation

dans deux milieux différents et deux températuiéiérantes.
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Tableau 9: Précriblage de souches thermotolérantes a samig rapide apparente

Les souches DOag=0h DO a T;=4h DO a T,= 6h
10A2 0.059 0.309 0.664
12A 0.062 0.390 0.550
14A 0.051 0.374 0.528
20A 0.049 0.314 0.633
8B 0.05 0.239 0.302
9B 0.060 0.450 0.818
14B 0.051 0.247 0.556
15B 0.05 0.270 0.603
6C 0.048 0.253 0.517
8C 0.052 0.275 0.575
11C 0.05 0.355 0.639
12C 0.056 0.333 0.656
13C 0.063 0.585 1.065
20C 0.051 0.208 0.630
3D 0.047 0.205 0.513
5D 0.05 0.223 0.548
8D 0.061 0.306 0.621
11D 0.05 0.207 0.631
13D 0.05 0.300 0.629
14D 0.046 0.316 0.540
16D - - R
20D 0.05 0.263 0.549
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3.3. Etude de la cinétique de croissance en mili#d17 (a 30°C et 50°C)

Les résultats de la densité optique relevées an6O@our les 3 lactocoques thermotolérants

testés « 9B, 13C, 3MD » sont rassemblés danshésata 2, 3, 4,5. Les résultats surlignés en

jaune correspondent a la moyenne des 3 testsssifscde prise de DO a différent temps

d’incubation.

L’ensemble des résultats des cingisqde croissance en milieu M17 sont

représentés sous forme de graphe (Figure 27).

Tableau 10:Résultat de la cinétique de croissance en milied [8D°C)

souche 9B 13C 3MD
Do Test | Test | Test moyenne Test | Test | Test moyenne Test | Test | Test moyenne
1 2 3 1 2 3 1 2 3
To=0 0.05 | 0.05| 0.05| 0.05 0.0 0.0p 0.05 0.05 0/05 50.®.05 | 0.05
T,=1 0.552| 0.436| 0.610| 0.532 0.713 0.459| 0.693| 0.621 0.267 0.372| 0.225| 0.288
T,=1.5 | 0.704 0.531| 0.721| 0.652 0.683 0.735| 0.744| 0.720 0.298 0.465| 0.327| 0.363
T3=2 0.782] 0.742| 0.843| 0.789 0.890 0.653| 0.733| 0.758 0.393 0.621| 0.388| 0.467
T,=2.5 | 0.941] 0.828| 0.857| 0.875 0.963 0.760| 0.954| 0.892 0.388 0.631| 0.496| 0.505
T5=3 1.023| 0.885| 0.979| 0.962 0.929 0.840| 0.965| 0.911 0.508 0.769| 0.720| 0.665
Te=3.5 | 1.099 0.948| 0.999| 1.015 0.987 0.928| 1.055| 0.990 0.642 0.878| 0.762| 0.760
T=4 1.166| 1.002| 1.051| 1.073 1.003 0.984| 1.086| 1.024 0.72q6 0.936| 0.770| 0.810
Tg=4.5 | 1.091 1.141| 0.943| 1.058 1.035 1.034| 1.072| 1.047 0.919 0.981| 0.921| 0.940
Tg=5 0.973] 1.169| 1.118| 1.086 1.056 1.031| 1.013| 1.033 1.016 1.019| 1.004| 1.013
T10=5.5|0.971| 1.243| 1.123| 1.112 1.089 1.101| 1.079| 1.089 1.066 0.129| 1.104| 1.086
T11=6 | 0.973|1.172| 1.245| 1.130 1.101 1.131| 1.081| 1.104 1.079 1.133| 1.149| 1.120
T12=6.5| 0.796| 1.280| 1.156| 1.053 1.099 1.119| 1.079| 1.099 1.172 1.149| 1.217| 1.179
Ti3=7 | 1.063| 1.164| 1.211| 1.146 1.103 1.116| 1.128| 0.782 1.187 1.158| 1.239| 1.194
T14~7.5|1.055| 1.198| 1.164| 1.125 1.169 1.167| 1.057| 1.131 1.128 1.136| 1.305| 1.189
T5=8 | 1.152|1.117|1.051| 1.106 1.147 1.125| 1.185| 1.150 1.173 1.171| 1.277| 1.207
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Tableau 11 :Résultat de la cinétique de croissance en miliéd 50°C)

souche 9B 13C 3MD
Do Test | Test | Test moyenne Test | Test | Test moyenne Test | Test | Test moyenne
1 2 3 1 2 3 1 2 3
To=0 0.093| 0.051| 0.061| 0.068 0.055 0.056| 0.081| 0.064 0.135 0.052| 0.032| 0.073
T,=1 0.099| 0.099| 0.155| 0.117 0.091 0.085| 0.147| 0.107 0.141 0.080| 0.045| 0.088
T,=1.5 | 0.076/ 0.157| 0.259| 0.164 0.101 0.182| 0.172| 0.151 0.166 0.080| 0.085| 0.110
T3=2 0.086| 0.240| 0.524| 0.283 0.087 0.350| 0.272| 0.236 0.132 0.107| 0.139] 0.126
T,=2.5 | 0.109 0.421| 0.867| 0.452 0.048 0.405| 0.420| 0.291 0.10Q0 0.172| 0.190| 0.154
T5=3 0.151| 0.788| 1.157| 0.698 0.294 0.550| 0.542| 0.462 0.13% 0.271| 0.307| 0.236
Te=3.5 | 0.111 1.048| 1.334| 0.831 0.08Q 0.862| 0.674| 0.538 0.206 0.483| 0.515| 0.401
T/=4 0.078| 1.275| 1.350| 0.901 0.139 0.984| 0.861| 0.661 0.396 0.763| 0.780| 0.646
Tg=4.5 | 0.159 1.328| 1.383| 0.956 0.116 1.104| 1.005| 0.741 0.425 0.836| 0.931| 0.730
Tg=5 0.164| 1.066| 1.131| 0.787 0.173 0.898| 0.828| 0.633 0.626 0.896| 0.862| 0.794
T10=5.5|0.183| 1.103| 1.222| 0.836 0.200 1.015| 0.864| 0.693 0.898 0.876| 0.774| 0.849
T,,=6 | 0.162| 1.173| 1.232| 0.855 0.157 0.928| 0.886| 0.657 0.809 0.828| 0.820| 0.819
T1,=6.5| 0.211] 1.158| 1.302| 0.820 0.184 0.905| 0.908| 0.665 0.891 0.862| 0.813]| 0.855
Ti3=7 | 0.397| 1.147| 1.244| 0.929 0.289 1.029| 0.930| 0.749 0.974 0.880| 0.897| 0.917
T14=7.5|0.544| 1.176| 1.250| 0.990 0.381 0.969| 0.918| 0.759 0.961 0.924| 0.881| 0.922
T:15=8 | 0.684| 1.159| 1.286| 1.043 0.705 1.037| 0.954| 0.774 1.025 0.925| 0.906| 0.952
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Figure 27 : Comparaison des cinétiques de croissance a I0E@tén milieu M17 des
Lactocoques issus du lait cru de chamelle ou duléachévre
Les courbes qui décrivent les cinétiques de aoiss des trois lactocoques en milieu M17
« Figure 27 » ne refletent pas l'allure classiges courbes de croissance des lactocoques
déja étudiées ou les différentes phases sont dége¢De Roissart, 1994). Seules les phases
exponentielles et stationnaires apparaissent gsuirdéis souches étudiées (9B, 13C et 3MD).
La température de croissance semble influer laeddes phases exponentielles. En effet, a
30°C les phases exponentielles des trois souchdstres courtes et durent seulement 1 h.
Alors gu’'a 50°C deux comportements de croissanoé rmarqués en fonction des souches

des lactocoques étudiées :

- Lactocoques 9B et 13C présentent le méme aspemiudbe, vrai semblablement la

souche 9B est la plus rapide.

- Lactocoques 3MD présentent une allure différentecda présence de deux phases

exponentielles dont le temps de génération d&M%e2t court.

En conclusion, nous relevons que la croissanazsgérois lactocoques testés en milieu M17

est sous l'influence d'un effet température etioggle souche.
3.4. Etude de la cinétique de croissance en milidait (a 30°C et 50°C)

La croissance en milieu lait pour les lactocoquBse® 13C issus du lait cru de chamelle

présentent des courbes en allure de scie, cadypmétique rappelle la croissance en milieu
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renouvelé. Hors, dans notre cas il s'agit detimjnés de croissance discontinue. Cette allure
de courbe peut étre expliqguée par le phénomerkad&ie qui est un indice de l'utilisation
séquentielle des nutriments disponibles dans ureunde culture. Nous remarquons que le
nombre de phases exponentielles et celui des plibagexiques varie selon la souche et la
température. Par exemple la souche 13C présepteadges exponentielles alternées par 3
phases diauxiques a 50°C. Alors que la souche 88epte seulement une phase diauxique et
une succession de 4 phases exponentielles. Decfggt)a seule la souche qui a présenté une
phase d’accélération qui est en fait une phaseapméipe de la phase exponentielle.il faut
noter que le lactocoque 9B se développe mieux & B0tnparé a 30°C ceci nous conduit a
revoir la température optimal de croissance potte @uche. Il est établi dans la littérature
que la cinétique de croissance des lactocoquesileu hait présente seulement deux phases
exponentielles et une seule phase diauxique. Céedigure de cinétique de croissance en
milieu lait est original pour ces lactocoques thetatérants et il peut étre expliqué pas la
présence d’équipement enzymatique propre a cesctapies capables d’assimiler d’autre

nutriment disponible dans le lait que les autrédlemques déja étudiés ne peuvent pas utilisés.
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Figure 28 : Comparaison des cinétiques de croissance a ID€tén milieu lait des
lactocoques issus du lait cru de chamelle ou dwé&achevre
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Tableau 12 :Résultat de la cinétique de croissance en milit(30°C)

souche 9B 13C 3MD

Test | Test | Test Test | Test | Test Test | Test | Test
DO 1 ) 3 moyenne 1 ) 3 moyenne 1 ) 3 moyenne
To=0 0.05 | 0.05| 0.05|0.05 0.05 | 0.05| 0.05|0.05 0.05 | 0.05| 0.05|0.05
T,=1 0.09 | 0.032 0.015| 0.045 0.090 0.091| 0.113| 0.098 0.054 0.026| 0.051| 0.044
T,=1.5 | 0.041 0.009| 0.235| 0.095 0.303 0.178| 0.120| 0.200 0.152 0.010| 0.076| 0.079
Ts=2 0.159| 0.120| 0.165| 0.148 0.305 0.209| 0.140| 0.218 0.035 0.089| 0.058| 0.060
T,=2.5 | 0.174 0.264| 0.160| 0.196 0.283 0.211| 0.205| 0.233 0.072 0.113| 0.158| 0.114
T5=3 0.244| 0.215] 0.202| 0.221 0.330 0.236| 0.113| 0.226 0.136 0.191| 0.168| 0.165
Te=3.5 | 0.308 0.321| 0.292| 0.307 0.311 0.316| 0.283| 0.303 0.180 0.196| 0.211| 0.195
T=4 0.240| 0.257| 0.293| 0.263 0.460 0.295| 0.306| 0.353 0.133 0.167| 0.224| 0.176
Tg=4.5 | 0.390 0.579| 0.647| 0.538 0.397 0.535| 0.286| 0.406 0.502 0.389| 0.257| 0.382
Tg=5 0.514| 0.461| 0.579| 0.518 0.393 0.600| 0.311| 0.434 0.443 0.286| 0.456| 0.396
T10=5.5| 0.588| 0.523| 0.956| 0.689 0.444 0.522| 0.796| 0.587 0.555 0.375| 0.549| 0.493
T11=6 | 0.749| 0.359| 0.432| 0.513 0.949 0.617| 0.723| 0.763 0.542 0.396| 0.549| 0.495
T12=6.5| 0.491| 0.522| 0.446| 0.486 1.229 1.339| 1.393| 0.653 0.47q 0.287| 0.612| 0.458
T1=7 | 0.436| 0.460| 1.370| 0.755 1.597 1.840| 0.640| 1.365 0.426 0.238| 0.325| 0.329
T14=7.5|1.195| 0.495| 0.747| 0.812 0.609 0.577| 1.160| 0.782 0.328 0.307| 0.389| 0.341
T15=8 | - - - - - - - - - - -

On n'a pas pu lire les DO qui correspondent aupteMs= 8h, car le coagulum était trés

intense.
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Tableau 13 :Résultat de la cinétique de croissance en milkt(50°C)
souche 9B 13C 3MD
DO Test | Test | Test moyenne Test | Test | Test moyenne Test | Test | Test moyenne
1 2 3 1 2 3 1 2 3

To=0 | 0.096/ 0.041| 0.056| 0.064 | 0.048 0.026| 0.031| 0.035 | 0.057 0.052| 0.072| 0.060
T,=1 | 0.073/ 0.056| 0.108, 0.079 | 0.0970 0.031| 0.038| 0.053 | 0.108 0.165| 0.083| 0.118
T,=1.5| 0.148/ 0.187| 0.214| 0.183 | 0.20Q 0.034| 0.076| 0.103 | 0.119 0.175| 0.139| 0.144
Ts=2 | 0.038| 0.211| 0.268| 0.197 | 0.08§ 0.102| 0.114| 0.101 | 0.13Q0 0.183| 0.151| 0.154
T,=2.5| 0.140 0.234| 0.418| 0.264 | 0.127 0.137| 0.165| 0.143 | 0.153 0.203| 0.159| 0.171
Ts=3 | 0.063| 0.362| 0.555| 0.326 | 0.24Q 0.180| 0.177| 0.199 | 0.058 0.273| 0.165| 0.165
Te=3.5| 0.035 0.503| 0.512| 0.350 | 0.109 0.225| 0.169| 0.167 | 0.099 0.278| 0.176| 0.184
T,=4 | 0.112| 0.904| 0.672| 0.562 | 0.071 0.290| 0.300| 0.220 | 0.23g 0.278| 0.182| 0.232
Tg=4.5 | 0.044] 1.090| 0.874| 0.669 | 0.087 0.490| 0.514| 0.363 | 0.167 0.310| 0.229| 0.235
To=5 | 0.012| 1.326| 1.556| 0.964 | 0.083 0.400| 0.513| 0.332 | 0.174 0.314| 0.291| 0.259
T10=5.5| 0.104| 1.042| 1.213| 0.786 | 0.102 0.345| 0.515| 0.363 | 0.194 0.341| 0.293| 0.276
T11=6 | 0.085| 1.233| 1.464| 0.927 | 0.12Q 0.418| 0.572| 0.370 | 0.322 0.346| 0.252| 0.306
T.,=6.5| 0.103| 0.918| 1.282| 0.767 | 0.186 0.450| 0.629| 0.421 | 0.295 0.356| 0.276| 0.309
Ti3=7 | 0.298| 1.343| 1.635| 1.092 | 0.132 0.482| 0.632| 0.752 | 0.244 0.364| 0.395| 0.332
T14~7.5|0.638| 1.173| 1.240| 1.017 | 0.127 0.555| 0.622| 0.434 | 0.381 0.401| 0.452| 0.411
T15=8 | 0.885| 1.168| 1.454| 1.169 | 0.317 0.703| 0.609| 0.543 | 0.595 0.509| 0.502| 0.535

Seule le lactocoque 3MD se développe de la mémeemaa 30 et a 50°C du temps 0

jusqu'au temps d’incubation de 3 heures et 3Quta# ou une phase diauxique trés longue

de 2 heures est observée. C’est uniquement a 30U ¢emarque la présence d’'une phase

d’accélération suive d'une phase exponentielleteoxl heure et demi ».
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Tableau 14 :Récapitulation des données de la cinétique

G « temps de génération » en heure
UFC DO
souches
30°C 50°C 30°C 50°C
9B 1 2.17 1 25
13C 0.91 3.33 1.09 3.44
3MD 1.31 243 1.31 243

Le calcul du temps de génération « G » des tratetaques testés est réalisé, en utilisant les
valeurs de la densité optique « §w» comme moyen de quantification de la croissance

bactérienne en milieu liquide et UFC en milieu deli

On remarque une légere différence entre les valdessG calculés a partir de la DO ou
d’'UFC pour les lactocoques issus du lait cru deradie. Ceci est peut-étre di a la limite de
la technique turbidimétrique qui prend en consitiénales cellules mortes et les cellules

vivantes. Par contre la méthode d’'UFC ne prencoasidération que les cellules vivantes.

Il est a noter que la souche 3MD a présenté lemanévaleurs de « G » quelque soit la
technique utilisée (méthode turbidimétrique ou débmement sur milieu solide). Ce qui
renseigne sur un meécanisme de résistance diffquermgermet le maintien de la viabilité du
lactocoque 3MD issu du lait cru de chevre compané lactocoques issus du lait cru de

chamelle.

Il nous a été impossible d’exploiter mathématiquetmeu sur courbe les cinétiques de
croissance des trois lactocoques en milieu laitilcast trés délicat a ce stade de choisir la
phase exponentielle correcte qui permet le caleslghrameétres de croissance crédible.
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4. Analyse génétique
4. 1. Test de thermotolérance des variants

On remarque que les variants ont perdu leur cjpari se développer a 50°C, alors que leur
développement était normal a 30°C. Ce qui supposele caractere de la thermotolérance
n'est pas stable car il est perdu apres 55 géagsatCe résultat nous permet d’émettre
I'hypothese que le caractére de thermotolérast@eut étre porté soit par un ou plusieurs
plasmides ou encore localisé sur un transposojugaatif, sachant que le déterminant

génétique des protéines du choc thermigue cheZatdgsocoques est chromosomique

(Bolotin et al. 2001).

Ces résultats nous orientent vers I'explorationpteséines du choc thermique HSP chez ces
lactocoques pour les comparer a celle déja déceitecaractérisées. Ce résultat nous incite
aussi a déterminer la structure et le mode de aéiguldes protéines qui s’expriment a 50°C.
Ces nouvelles molécules semblent jouer un roleiardans le maintien de l'intégralité des

lactocoques thermotolérants.

4. 2. Test d'activité protéolytique et d’hydrolysedu lactose

Les variants obtenus sont également capablesigénties caséines du lait contenues a 10%
dans le milieu GMAB, et de ce fait ces variantstsurssi de phénotype Prt

Les caracteres : activité protéolytique et ferragoh du lactose ne sont pas perdues chez les
variants non thermotolérants obtenus. Il ressort ade résultat que le phénotype
thermotolérance « Thefm n'est pas lié au phénotype Pitac’, Cependant ces deux
derniers caracteres sont connus dans la littérétnee associés a la présence de plasmides
(Siezen et al. 2005; Smid et al. 2005). Le mainties caracteres Prt+ Lac+ chez nos trois
lactocoques testées 9B, 13C, 3MD peut étre explapit par un déterminisme génétique
chromosomique dont les genes codent pour la paéide paroi et les enzymes impliquées
dans la dégradation de lactose ou ces détermirsamis peut étre portées sur un grand

plasmide dont la perte est difficile.

135



Résultats et discussion

8B 9B

11B 12B

15B 16B

Figure 29: Résultat du test de l'activité protéolytique deches testées en milieu Lac-MAB

4.3. Expression des genes de choc thermique par PGCR

Les sept genes étudiés (cing chaperonnes et deoxeapes), sont exprimés en RT-PCR
qualitative dans les conditions optimale et stressé’expression de ces genes varie lors de
'adaptation a la température élevée, les chapesrsont induites et clp protéase est
réprimée. Par analyse du contexte génomique, neossarecherché les régulateurs qui
pourraient contrdler par ces genes. Jai basélyae sur (i) la proximité génétique et
notamment les génes transcrits en opéron et (ij)ple de fonctions habituellement contrélées

par le régulateur considére.
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Figure 30: Expression des principaux genes de choc theenappartenant a différents
régulons. La souche HD9B incubée & 30 (A) et & §B)CLes RNAs totaux sont extraits et
I"expression des géngsoEL, groEsS , dnaK, clpX etclpP est évaluée par RT-PCR.

L’induction des protéines chaperons lors de |'adtiph au stress thermique avaient déja été
mise en évidence par protéomique 2D chez plusieacteries lactiques, et notamment dans
lactococcus lactis ou les protéines GroES, GroEL et DnaK avaient idantifiees par
séquencgage N-terminal (Dobric et al. 2000; LimleR@00) ; Guillouardet al, 2004). Dans
cette étude, menée sur la southdactis HD9B_GL2, nous confirmons l'induction de ces
protéines et nous démontrons qu'il s’agit d’uneutation transcriptionnelle de lI'opéron
groESL et des genesinaK et grpE. Les genesdnaK et grpE appartenant a l'opéron
hrcA/grpE/dnakidnad il est probable que les génbscA et dnaJd sont eux aussi induits
transcriptionnellement dans ces conditions. La legmun de ces opérons est classiquement
effectuée par le répresseur HrcA, mais nous ne@wupas affirmer que I'induction de ces
genes est bien dépendante de l'inactivation depeesseur dans les conditions testées. Un
élément de réponse pourrait étre apporté par Ettahscriptionnelle des autres membres du
régulon HrcA défini par analyse silico. Cependant, parmi les produits de ces géenes, ClpP
devrait étre détecté par les analyses transanipdibe, mais il n’a pas été identifié sur le gel.
Cette situation est trés difféerente de celle retréenpour les genggoESL dnaK et grpE,
pour lesquels I'induction transcriptionnelle espiontante et indéniable Cette différence est en
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accord avec deux modes de régulation difféerents ptpL et le régulon HrcA. Il serait
intéressant de déterminer la variation d’expres$oos de 'ATR des génes appartenant au
stimulon de choc thermique mais qui ne font pasigodu régulon HrcA. Dans le cas d’'une
induction transcriptionnelle, se poserait la questd’'une régulation coordonnée et du
régulateur impliqué. L'induction des protéines de« thermique lors de I'adaptation au
stress thermique expliquerait I'observation quedekalactocoques induisent une résistance

accrue au choc thermique

Lorsqu'une culture dé& lactis, incubée a 30 ou 35 °C est soudainement exposéesa un
température plus élevée (40 a 42 °C), le profitéque des cellules qui la compose, analysé
par électrophorése bidimensionnelle aprés marquaga (35S) méthionine, révéle la
disparition d'un grand nombre de protéines, etdldivation, par un facteur de 2 a 3, de la
synthese de 13 (Whitaker and Batt 1991) ou 16 (Bonhes et al. 1991; Auffray 1992;
Boutibonnes et al. 1992) polypeptides. Leur mass&écnlaire (MM) s'étage de 20 a 100
kDa. Par immunodétection, sont identifiées 5 prmeiinteragissant avec des anticorps
dirigés contre les hsps majeuresedtoli: DnaK, DnaJ, GroEL, GrpE (Boutibonnes et al.
1992) (Auffray et al, 1992), et Lon (résultat nombfié) ; deux autres protéines réagissent
avec les anticorps du facteur sigma maje€dde Bacillus subtilis(Auffray et al, 1992), et de

la hsp 104 deSaccharomyces cerevisiaghomologue de la protéase CIpBE coli)
(Boutibonnes et al. 1995). Bien qu'elles soient implogiquement semblables a leurs
homologues bactériens connus, avec lesquels aldsement des épitopes communs, elles
s'en éloignent quelquefois par leur masse molé&euleiest le cas de la protéase Lon (55 kda
contre 94 ou 87 chez coli), de GrpE (94 kda alors qu'elle est cliezoli classée parmi les
hsps & faible MM) et du factew® équivalent (ce dernier, estimé & 51-55 kda, riche e
résidus chargés ne migre pas sur les gels de pylgatde au méme niveau que les
molécules de référence) (Burton et al. 1981). Sasmanoléculaire reéelle, inférée de la
séquence génique, est de 39 kda (Gansel et alal@@Risel et al. 1993b).

Bien qu'elles ne représentent que le tiers des Inepérées, les protéines identifiées
appartiennent a tous les grands groupes (BairdGautgopoulos 1990; Georgopoulos and
Ang 1990; Laminet et al. 1990; Lipinska et al. 19R@ina and Georgopoulos 1990; Sell et al.
1990; Georgopoulos and Welch 1993; Barrios et 2941 Bolliger et al. 1994; Szyperski et
al. 1994; van der Vies et al. 1994; Wall et al. 49%u et al. 1994, Zeilstra-Ryalls et al.
1994). Ce sont des protéases endocellulaires (@&pBon) ; des composantes de la

machinerie de chaperonnage : chargées d'assurepliement régulier des oligopeptides,
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elles participent par un mécanisme ATP-dépendédamti@sagrégation et a la restauration des
protéines fonctionnelles endommageées par la chéBnak et GroEL) (Craig et al. 1993); des
protéines d'assistance des chaperons moléculgieemer proteins)(GrpE et Onald). Une
autre protéine occupe dans la régulation de langgma@u choc thermique une position clé,
c'est le facteus®. Chaperons moléculaires et protéases endocedlslaippartiennent & des
systemes convergents dont l'activité est strict¢roeardonnée, au point d'ailleurs que l'une
des protéases du groupe de hsps 100, Clp X a, Ehedi une activité de chaperonnage
(Wawrzynow et al. 1995; Wawrzynow et al. 1996).

Un certain nombre d'agents chimiques, dits «therim@tiques » (Boutibonnes et al. 1995),
dont I'éthanol (a 2 ou 4 %) est le représentarlls exemplaire, peuvent a température
ordinaire, induire la synthese de ces protéingguigres chez les procaryotes. Ces inducteurs
ou stresseurs peuvent étre répartis en quatre ggoup

-les analogues d'acides aminés, telles l'azétidmdogue de la proline et la canavanine,
proche de l'arginine, qui provoquent, par défautrefdiement conforme, la formation des
protéines irrégulieres;

-la puromycine, qui interrompt I'édification dedaaine polypeptidique et forme des protéines
incomplétes (peptidyl-puromycine);

- les antibiotiques, qui agissent sur I'étape thdonelle de la synthese protéique et
entrainent, par erreur de lecture ou défaut d'éltbmig, la production des protéines incorrectes
ou tronquées;

- les agents chaotropiques, qui affectent le rep@ régulier des protéines ordinaires ou
occasionnent la formation d'agrégats; certains trd¢eeux, la caféine, la coumarine,
I'acétylsalicylate, le chlorure de baryum sont tépuétre, chez les cellules eucaryotes en
culture des inducteurs efficaces d'hsps. A I'exospte la chaleur elle méme, et & un moindre
degré, de l'alcool puis de la puromycine et detb@atigues.

A linverse, la majorité d'entre eux déclenchentpupcessus physiologique, indépendant de
'amplification de quelques protéines privilégiéepli conduit a l'acquisition de la
thermotolérance. De plus, si I'entrée des cellatephase stationnaire détermine ckeaoti

la mise en place d'un systeme multigénique complexstimulon de phase stationnaire, qui
integre quelques éléments du régulon de choc theence qui se traduit par I'amplification
de GroEL et de Dnak, il n'en est rien chelactis alors que, dans cette phase terminale de la
croissance, les niveaux de résistance a de nomgw@&mseuves létales y compris la chaleur,
sont élevées (Hartke et al. 1994).
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Les profils d'expression temporelle des principgéres de la réponse au stress thermique
grokEL, groES,dnaK, clpX etclpP montrent une corrélation élevée au cours deoiasance
dans le lait. Ce comportement d'expression similairpermis de cerner le motif commun
I'élément CIRCE. Lorsqud. lactis HD9B GL2 a été inoculée, les génes de stress ont
montré des niveaux relativement identique a 30 €302C (sauf pour les protéases).
L'expression des genes a augmenté lorsque ledesebutrent en I'état de transition de la
croissance. Par la suite, I'expression a augmemtére plus dans le début de la phase
stationnaire de croissance. Il semble il n'y auaoreélation entre les profils d'expression des
géenes de stress thermique et I'expression des dernagéponse globale pendant la transition

entre le début et la fin de la phase stationnarerdissance.

5. Analyse phylogénétique

Lactococcus lactiest la bactérie la plus caractérisée des BL. Htecensidérée comme
l'organisme modeéle dans ce groupe, non seulemerdisgon de son importance économique,
mais aussi en raison des caractéristiques suivajeslle a un génome complétement
séquencé ; (ii) il est facile a manipuler génétigast; et (iii) de nombreux outils génétiques
ont été déja développées pour cette espece (Peinéks2011)Lactococcus lactis'a jamais
éte identifié comme une espece possédant un uaenégiabolique de la compétence naturelle
permettant I'absorption de I'ADN exogene par desutbactéries et son intégration dans le
chromosome. Ce processus est actif dans diverggEreass bactériennes et participe au
transfert de genes intra - et probablement intpe@ss (Wydau et al. 2006). Cependant, le
lactocoque protéolytique thertmotolerantlactisHD 20A, isolé du lait de dromadaire (Drici
et al. 2010), décrit dans cette étude, est le @reigolat obtenu a partir du lait cru de
chamelle et semble d'étre une chimére entre satesporiset subsgactis , d’aprés I'arbre
phylogénétique construit et basé sur le g@upP en raison, du phénomene de la
recombinaison produite dans ce géne. Ces cardijadas genétiqgues de la souche HD20A
soulévent la question de savoirlsilactis peut activer un systéme de compétence naturelle
qui peut contribuer & un transfert génétigue dass dcosystemes laitier. Cette analyse
phylogénétique vise a identifier les souchesad®coccus lacti®u niveau de la sous espece.
Ainsi, cing lactocoques protéolytiques isolés aipaie lait cru de chamelle dans la région
aride au sud d'Algérie ont été caractérisés partets phénotypiques, physiologiques et
biochimiques (voir résultats et discussion en halbutefois, la caractérisation moléculaire
est proposée pour ces isolats afin d’éviter legdisnde |la caractérisation phénotypique et afin
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de réaliser aussi une identification fiable et eehte. Alors, deux genes 'ADNr 16§dpP

sont amplifiés et séquenceés au cours de cette mhrtiravail.

5.1. Séquencage de 'ADNr 16S: le lait de chamell@ésente une diversité naturelle
parmi les sous espéces de lactis

Lactococcus lactisontient quatre sous-espéecdactis et cremorisisolées de sources laitiére,
hordniaeisolée de la cicadellelordnia circellata (Latorre guzman et al., 1977) &tictae
isolées des voies intestinales des poissons d@mazedltoi et al. 2008; Itoi et al. 2009). Les
deux principales sous-espédeslactis ssp. lactis et L. lactis ssp. cremoris different par
quelques caracteres phénotypiques seulement (KetlywWard 2002) et sont industriellement
importantes car elles sont utilisées comstarters pour la production de produits laitiers
fermentés (Holzapfel 1997).

La sous espéckactococcus lactissp.lactis est capable de métaboliser I'arginine, et est
tolérant a 40° C et 4 % NaCl, mais elle est seasib#i5° C et 6, 5 % NaCl. En outre, les
souches du biovar. diacetylactis peuvent fermelgecitrate présent dans le lait, ce qui
constitue une source d'énergie secondaire. En chearL. lactis ssp. cremoris est
habituellement sensible a 40° C et au 4 % NaGi ptupart des souches n’ont pas la capacité
de cataboliser l'arginine. Occasionnellement, msclies peuvent avoir un génotyjaetis
avec un phénotyperemorisou l'inverse.

La souche MG1363 est I'exemple d'une souche aveEm®type de ssmremoriset d'un
phénotype de sspactis. Les deux autres sous-espdumdniae et tructae sont rarement
rencontrées dans les fermentations laitieres etenent pas abordés idiactococcus lactis
ssp. lactis, son biovardiacetylactiset L. lactis ssp.cremorissont utilisées comme starters
dans de nombreuses industries de fermentatiorerit{Daly 1983) ce qui exigent le
développement rapide des nouvelles cultures praéisede rares phénotypes (van Hylckama
Vlieg et al. 2006). Des séquences du fragment debpbde I'ARNr 16S, fournissant une forte
discrimination entre sspactis et sspcremorisont été comparées. Ce fragment contient une
région hautement conservée et a fourni des presnledes pour la discrimination entre les
deux sous-especes delactis. Dans cette région, les séquences delasps et sspcremoris
different de 10 bp dans les 200 premieres bp dedaence (Ward et al. 1998). Les souches
HD9B_GL2, HD11D, HD12C ont été identifiees cominelactis ssp.lactis. Les souches
HD20A et HD20D ont été identifiés comrhelactisssp.cremoris.

La discrimination entre ssfactis et ssp.cremorisest particulierement difficile, mais elle est

tres importante dans les applications industrickbas les activités de ces deux sous-especes

141



Résultats et discussion

sont différentes dans la production du fromage. ditre, lorsque de nouvelles souches
bactériennes sont isolées nouvellement elles sopgistrées dans des collections de culture
publiques, elles doivent étre identifiées au nivdada sous espéece. Du point de vue évolutif,
il est raisonnable de classifier les sous-espéeks sles genes de ménageusekeeping
genesqui sont bien conservées au niveau du genre diegigce. Le séquencage du genes
ARNr 16S est la technique moléculaire la plus sdi#i actuellement pour identifier les especes
(Tanigawa et al. 2010).

142



Résultats et discussion

L.l.lactis L1403 5 -----mmmmmmmmmmmmmmoeeeen GACGAACGCT GGCGQarGcCcCr 50

L. 1. hordni ae NCDO2181 5 ------------m--mmmmmmmeem- GACGAACGCTGG CGGCGTGCCT 50

L.l.crenmoris MG1363 5 --------mmmmmmmmmmmemeeas GACGAACGCTGGC GGCGTGCCT 50
kkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkkk

L.lI.lactis AATACATGCAAGTTGAGCGCTGAAGGTTGGTACTTGTRRQI GGATGA 100

L. 1. hordni ae AATACATGCAAGTTGAGCGCTGAAGGTTGGTACTTGTACCAACTGGATGA 100

L.I.crenoris AATACATGCAAGTTGAGCG  ATGAAGTTGGTCTTGTACCARTTGAAGA 100

kkkkkkkkkkkkkkkkkkk kkkkk k% *kk kkkk kkk * Kk kk k%

L.I.lactis GCAGCGAACGGGTGAGTAACGCGTGGGGAATCTGCCTTTGAGCGGGGGAC 15

L.l . hordni ae GCAGCGAACGGGTGAGTAACGCGTGGGGAATCTGCCTTTAGIGGGGGAC 150

L.l.crenoris GCAGCGAACGGGTGAGTAACGCGTGGGGAATCTGCCTTTEGCGGGGGAC 150
kkkkkkkkkkkkkk kkkkkkk

L.I.lactis AACATTTGGAAACGAATGCTAATACCGCATAAAAACTT TAAACACAAGTT 200

L.l . hordni ae AACATTTGGAAACGAATGCTAATACCGCATAAAAACTTTA AACACAAGTT 200

L.l.crenoris AACATTTGGAAACGAATGCTAATACCGCATAAAAACTTTA AACACAAGTT 200
*hkkkkkkkkkkhkhkhkhkkkx

L.lI.lactis TTAAGTTTGAAAGATGCAATTGCATCACTCAAAGATGA TCCCGCGTTGTA 250

L.l . hordni ae TTAAGTTTGAAAGATGCAATTGCATCACTCAAAGATGATC CCGCGTTGTA 250

L.I.crenoris TTAAGTTTGAAAGATGCAATTGCATCACTCAAAGATGATC CCGCGTTGTA 250
*hkhkkkkkkkkhkhkhkhkkkx

L.I.lactis TTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTC  ACCAAGGCGATGATACATAGCCGA 300

L. 1. hordni ae TTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCGATGATRCATAGCCGA 300

L.I.crenoris TTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCGATGATRCATAGCCGA 300

Figure 31 : Alignement des séquences partielles des geneswcpdar 'ARNr 16S des
souches de référence utilisées pour dessiner lescam{ identique). Position des amorces
internes du géne ADNr 16S employées dans cette @stdsoulignée.
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Figure 32 : Arbre phylogénétique base sur 16S DNAr

Figure 32A: décrit la relation phylogénétique entre les soudgsartenant a la sslactis
seulement. HD9B GL2st proche HD11D, HD12C et aKLDS4.3025 et relativement
distinct des soucheBICD0O2118et IL1403.Figure 32B indique queHD20A et HD20D sont
plus proches au cluster de la scremoris (L. lactis ssp.cremoris SK11 et MG1363) en
comparaison au cluster de la slactis. Méthode: Les séquences genl6S rRNA sont
extraites et ont été compaséearDialign-tx (Subramanian et al. 2008, résultat esutilisé
par PhyML (Criscuolo 2011pour construire les arbrgdhylogénétiques selon la méthode
maximume-likelihood. FiglA est I'arbre phylogénétique généré par les souckek ssp.
Lactis seulement. FiglBarbre rassemble toutes les souches des deuxcremoriset ssp.
Lactis. Les séquences nucléotidiques du gerS DNAr pour les soucheHD11D, HD1ZC,
HD9B_GL2, HD20A etHD20D sontdéposées au GenBank sous esnérs d’accession
suivants: KR336809, KR336810, EF362617, KR33681RR836813respectivemer

144



Résultats et discussion

En se basant sur I'arbre phylogénétique du 16S riggure 32), la position de deux isolats
HD20A et HD20D ont une position intermédiaire entre lactis subsplactis et subsp
cremoris,identique a l'arbre phylogénétique du gegupP. Toutefois, HD20A semble plus
proche &.. lactis subspcremorisen raison de I'événement de recombinaison daséoseence
du génegdpP (Figure 33). En outre, nous avons dessiné detngsapaires d'amorces ciblant
le genegdpP pour résoudre les limitations du gene de I'ARIS6 Ipour identifier ces
lactocoques. Le géngdpP dispose certaines régions conserveées, qui siisees comme
cibles pour les amorces et sont utile pour décryiete relations phylogénétiques entre les
sous especes étroitement liedactis et sspcremoris

5.2. Séquencage dgdpP : Variabilité génétique du genegdpP parmi les sous especes de
lactis et signes de transfert horizontal de génes

Le genegdpP (@dpP : GGDEF domain_gotein containing posphodiestera3eode pour une

protéine membranaire de signal sous un stress daraggpartient de la famille de GdpP, dont
les membres ont une activité phosphodiesterasdfigpécau cyclic dimeric AMP (c-di-
AMP). Les protéines de cette famille ont été camamées récemment chdx subtilis
(anciennement nommée YybT) (Rao et al. 2010) et 8haureugCorrigan et al. 2011 ui
réduisent les niveaux cellulaires de la moléculssagére secondaire du c-di-AMP. La perte
de fonction de la protéine GdpP meéne a la tolérashee3-Lactam/Glycopeptide chez
Staphylococcus aureysriffiths and O'Neill 2012). Ces protéines somel a la membrane
par l'intermédiaire de deux hélices transmembrasai-terminal (Oppenheimer-Shaanan et
al. 2011) et contiennent un domaine PAS (Per-ARMNm}Qui se lie a 'hnéme pour moduler
l'activité des domaines DHH/DHHA1 (Rao et al. 20®t)au domaine GGDEF fortement
modifié qui hydrolyse I'ATP (Rao et al. 2010). Lésmaines DHH et DHHA1 fournissent
I'activité phosphodiesterase spécifique du c-di-AM&tement inhibée par la molécule signal
de la réponse stricte, ppGpp (Rao et al. 2010). Enele récente a montré que les
homologues lImg_181&¢pP et yybT) sont impliqués dans la résistance ou la toléranoe
antibiotiques active des parois cH&gaphylococcus aureus chezBacillus subtilis(Liang et

al. 2009; Lo and Wang 2009; Chi et al. 2010; Camiget al. 2011; Griffiths and O'Neill
2012). De mémel. lactis MG1363 contient une seule protéine (LImg_0448)cauee
similitude aux protéines de diadenylate cyclaseregte aussi peu étudiée. A ce jour, il a été

montré que les mutations au niveau du ggai@® chez les bactéries Gram-positives conferent
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une résistance a l'acide, a la haute températunexehgents de stress de la paroi cellulaire, ce
qui suggere un mecanisme général de résistandesas £Smith et al. 2012).

Pour toutes ces raisons nous avons choisi le séggendu géngdpP que l'on trouve
uniquement dans les deux skxtis et sspcremoris mais pas dans les autres skprdniae

et tructag et non pas aussi pas dans les autres firmicLessrésultats de séquencage ont
confirmé ainsi la relation étroite entre les noleglsouches HD20A, HD20D et les souches
L. lactissubsp cremorisSK11 et MG1363 (Figure 33) et entre HD9B_GL2, HD1HD12C

et ssplactis KLDS4.3025 et 111403. La souche HD20A, pourraiitefois se différencier des
autres souches sur la base de sa séquence ddéféaenhiveau du méme geéene ; c'est un
hybride entre sspremoriset ssplactis malgré sa ressemblance de la séquence du géne 16s
RNA. La séquencgdpP de HD20A montre une région de recombinaison smpghtaire
dans les derniéres 234 bp. Dans son extrémité Z0Cest identique a la ssfactis et a
partir de la position nucléotidique 606, elle elntique a la sous-espea®morispour tout

le reste de la séquence du gene. Ces lactocoquiés & partir du lait de chamelle different
clairement de ceux des autre lactocoques de ré&redes lactocoques sont clairement
différents des autres lactocoques de référence étlimie moléculaire profonde pour la souche
HD20A doit étre réalisée pour avoir une meilleunenpréhension du transfert de genes entre

les lactocoques, son role dans la nature et lelasans évolutives (Balcazar et al. 2007).
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Figure 33 Arbre phylogénétique base sur le ggaigP

Figure 33A: décrit les relations phylogénétiques entre les lBesicde la ssplactis.
HD9B_GL2 est proche a la souclKLDS4.3025 et relativememdroche a HD11D, HD12C
et 111403. Toutes les souches apparaissent distinct la soucheNCDO211¢ Figure 33B
indique que HD20A etiD20D sont plus distinctes a la sdactis. HD20D est tres proche a
la ssp.cremorisMG1363,tandis qu HD20A est en quelques sorte différentes du cluster
ssp.cremoris Méthode: leséquence du genegdpP sont extraites et alignées par Dia-tx,
le profil généré est ensuitdilisé pour calculedes arbres phylogénétiques selon la métt
de maximum-likelihood paPhyML. Ficure 2ALes arbres phylogénétiques sont générés
les souches de la sdpctis seulemer; la figure est générée pRigtree (Vlad | Morariu et a
2008). Figure 2Best généré peSeaview (Galtier et al. 1996¢t contient tous les souct
testées.Les séquences nucléotidigues du ggdpP pour les soucheHD11D, HD1ZC,
HD9B_GL2, HD20A etHD20D sontdéposées au GenBank sous esnérs d’accession
suivants: KR904887, KR904888, KR904891, KR90488R9B8489( respectivemer
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Les résultats de l'identification des sous-espé@seisictis en se basant sur les séquences de
I'ARNr 16 s etgdpP étaient concordants. Cependant, une attentidicylaare a été donnée a

L. lactis ssp.lactis biovar. Diacetylactis HD20A aprés avoir analyséséguence dgdpP
(Figure 34). Cette figure montre les nucléotidestld20 au nt 840 seulement, la séquence de
HD20A dans son extrémité 5° HD20A est identiqgua &dplactis et a partir de la position
nucléotidique 606, elle est identique a la sous@spremoris pour tout le reste de la
séquence du gene. La séquence de HD20A est unell@uariation qui n'a pas été signalée
précédemment.

Nos analyses montrent aussi qgepP, présente plusieurs avantages comme marqueurs
moléculaires, y compris (i) il n'est présent quezchespece de. lactis et absent chez les
autres sous especes; (ii) absent dhegarvieae L. fujiensis, L. raffinolacti®t L. piscium;

(iii) aucune déclaration n'est possible en raisenl'dbsence des séquences génomiques
complete pour ssgructae et ssp.hordniae; (iv) pour toutes les autres especes du genre
Lactococcus aucune déclaration ne peut étre effectuée par@icune séquence compléte
n'est disponible pour ces especes ; (v) ayant en@ines formes du transfert latéral de gene
(en cas de HD20A) n'affecte pas sa résolution géyétique ; (vi) considérant la séquence
nucléotidique obtenue, le gegdpP montre une plus grande variation dans les taolutfg

des positions nucléotidiques sur toute sa longqgaarpar rapport a I'ARNr 16 s (une grande
taillet de 1935 nt).

Pour toutes ces raisons ¢glpP donne une meilleure résolution par rapport aNARGS pour
identifierles souches de. lactis au niveau de la sous-espece. Toutefois, le séggenge
l'extrémité 5° de 'ARN 16S peut conduire a desultéss ambigus, par exemple sur les six
genes d'ARN 16S trouvés dans le génomelddactis ssp cremoris SK11, cing sont
identiques et clairement appartiennent a la séqugmpe de la sous-especeemoris tandis

que le sixieme (2179) montre des substitutions datrq paires de bases seulement par

rapport a la séquence type de la sous-espece caedamtis.

5.3. Lait de chamelle, une niche écologique propi@u transfert entre les sous espéces
Lactococcus lactis

Les génomes microbiens sont trés flexibles et ébmges d'ADN représentent des sources
importantes de diversité intra spécifique. Le tfarisde geéne joue un rble important dans
I'adaptation dé.. lactisa I'environnement laitier et peut-étre facilit¢ papparition fréquente

de transposons, des plasmides et des bactériophamgedlylckama Vlieg et al. 2006). Le
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séquencgage récent de quatre plasmides.dactis subsp.lactis ont révélé I'existence au
moins de neuf régions qui pourraient avoir été mcqar le biais de transfert horizontal de

genes (Siezen et al. 2005) de streptocoques, tE®enques et des lactobacilles.

La méme étude rapporte la prédiction de plusiedeptations a I'environnement laitier. Cette
liste contient non seulement des genes impliqués datilisation des carbohydrates et de
peptides, mais aussi des genes pour les exigenasdacteur et en fer, pour le métabolisme
énergétique et les réponses au stress (Siezen2&t0&l). D’apres nos connaissandefactis
n'a jamais été identifi€ comme une espéce posséntentoie naturelle de compétence ainsi
gue la transformation naturelle n'a jamais été miésechez les souchesldetococcus lactis.

Toutefois, dans une étude récente (Shimizu-Kadbtal.e2013), l'analyse de la séquence
génomique compléte de lactis IO-1, une souche bactérienne non laitieres isoéfeau a
révélé la présence de genes issus d’'un transfasontal (présence de prophages, présence
de transposon conjugatif nisine-saccharose etquiusisystémes de restriction-modification),

il a été rapporté que la souchelactis 10-1 est difficile a transformer avec des plasmide
préparés a partir E: coli ou deB. subtilis alors que ceux de I0-1, se sont facilement
introduites (Yasui et al. 2009). Boguslawska el.q@009), (Boguslawska et al. 2009) ont
montré in vivo le transfert d'un transposon destésice aux antibiotiques semblables a Th916
de Lactococcus lactiss Enterococcus faecalisCes résultats suggerent que dans certains cas,
les lactocoques pourraient étre impliqués dansrdgamation des génes de résistance aux

antibiotiques a d'autres bactéries d'acide lactiBoguslawska et al. 2009).

Une autre étude, (Gabed et al. 2015), l'analysdadséquence compléte du génome de
HD9B_GL2, une souche de lactis ssplactis biovar diactetylactis isolée a partir du méme
échantillon lait que les souches étudiées dansacaik (Drici et al. 2010), a révélé la présence
d'orthologues de plusieurs genes impliqués dapsoeessus de la compétence naturelle dans
diverses bactéries (Bolotin et al. 2001; Claverysl aMartin 2003). En se basant sur
I'hnomologie de séquence, le geoenC et tous les genes de compétence requis pour la
formation de pores pour I'entrée de I'ADSONTC, conEA, conEC, conGF, conGE, conGC,
conGB, conGG, com FC ¢omGA et comGD] ont été identifiés dans HD9B_GL2. Bipre

le transfert de génes massive entre les procaryeséssuggéré d'étre un des facteurs
responsables de I'évolution des génomes bactéf@nsanen 1994; Koonin and Galperin

1997; Doolittle 1998), les genes codant les' commissde la traduction sont hautement
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conserveés et difficile pour un transfert horizon&l raison de la complexité de leurs

interactions (Jain et al. 1999).

Cependant, quelques études récentes ont mis eenéeidjue le transfert horizontal de génes
a également eu lieu dans I'évolution de certaimegéodant pour les composantes de la
traduction 16S rRNA et quelques aminoacyl-tRNA bkgtases (Koonin and Galperin 1997,
Brown and Doolittle 1999; Ueda et al. 1999; Wol&aet1999; Yap et al. 1999).

Nos résultats concordent avec ceux trouves partiBodd al (2004)(Bolotin et al. 2004) ; ils
ont révélé que le gengcdB, codant pour une protéine de fonction inconnu&éaéchangé
entre des lactocoques et des entérobactériestlisuggéré que. lactis est probablement la
donatrice et ont révele aussi trois moyens du teainde gene aux entérobactéries. L'analyse
du transfert de gengdB entre les deux sous espetesactis subsplactis etL. lactissubsp.
cremoris indique que le géne peut étre mobilisé, éverdoadht par la conjugaison étant
donné que l'analyse du geypedB a révélé que deux soucheslddactis MG1363, QA5 et
QA30 contiennent des alléles de 1L1403. Cela inelique le gengcdB était horizontalement
transféré entre les soucheslddactis (Bolotin et al. 2004). Dans notre cas, il estidil# d'en
déduire le mécanisme de la recombinaison a partirsites derossovermarce qu'on n'a pas
analysé l'organisation des régions flanquanteehegdpP chez la souche de HD_20A. Des

travaux approfondis devraient permettre le transfegdpP et de déterminer son rdle.

5.4.L. lactis subsplactis biovar diacetylactis HD20A est une chimeére entre ssgremoris
et ssp.lactis
La souchd.. lactisHD_20A décrite ci-dessus est la premiére nouwaienere provenant de

sources naturelles et qui peut étre disponible acientifiques et aux chercheurs de
Lactococcus La disponibilité de nouvelles souches de la ssspece de.. lactis est tres
importante pour l'industrie laitiere.

Ces isolats pourraient constituer une source déati@ar génétique naturelle dont les
caractéristiques recherchées, y compris la résistada chaleur, et peuvent étre sélectionnés.
En outre, cet isolat peut fournir une ressource pesiétudes futures de la systématique et la
génétique des populations des lactocoques danpréekiits laitiers. Ces caractéristiques
génétiques de la HD20A soulévent la question deisast L. lactis peuvent activer un
systeme de compétence naturelle qui peut contrittuenn transfert génétique dans

I'écosysteme laitier.
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480
111403 TATGICGCAGAACTTGATTCTGATAAGAATCTTATTTATTTAAT TGATGCCACAAAAGAA
HD9B_GL2 TATGICGCAGAACTTGATTCTGATAAGAATCTTATTTATTTAATTGATGCCACAAAAGAA

HD11D TATGTCGCAGAACTTGATTCTGATAAGAATCTTATTTATTTAAT TGATGCCACAAAAGAA
HD12C TATGICGCAGAACTTGATTCTGATAAGAATCTTATTTATTTAAT TGATGCCACAAAAGAA
HD20A TATGTCGCAGAACTTGATTCTGATAAGAATCTTATTTATTTAATTGATGCCACAAAAGAA
HD20D TATGTIGCAGAACTTGATTASGATAARAANSCT TATTTATTTAATTGATGCCACAAAAGAA
MG1363 TATGTGCAGAACTTGATT lGATﬁﬁﬁﬁECT TATTTATTTAATTGATGCCACAAAAGAA

540
111403 GITGCTTTTAAATCAGAATTTAATGACAGT CGTGCGGTTATTGGTGCGATTTCTGI TGAC
HDOB_GL2 GITCCTTTTAAATCAGAATTTAATGACAGTCGTGCGGT TATTGGTGCGATTTCTGI TGAC

HD11D GITGCTTTTAAATCAGAATTTAATGACAGT CGTGCGGTTATTGGTGCGATTTCTGI TGAC
HD12C GITGCTTTTAAATCAGAATTTAATGACAGTCGTGCGGT TATTGGTGCGATTTCTGI TGAC
HD20A GITGCTTTTAAATCAGAATTTAATGACAGT CGTGCGGTTATTGGTGCGATTTCTGI TGAC
HD20D GITGCTTTTAAATCAGAATTTAATGACAGT CGTGIAGI TATTGGTGCGATTTARGI TGAT
MG1363 GITGCTTTTAAATCAGAATTTAATGACAGT CGTGCRGT TATTGGTGCGATTTAAGT TGAT
600

111403 AATTATGATGATGCTACAGATTTAATTACT GACAGCGGT CGAACAGCCATTAATAGTTTT
HDOB_GL2 AATTATGATGATGCTACAGATTTAATTACTGACAGCGGTCGAACAGCCATTAATAGITTT

HD11D AATTATGATGATGCTACAGATTTAATTACT GACAGCGGT CGAACAGCCATTAATAGTTTT
HD12C AATTATGATGATGCTACAGATTTAATTACTGACAGCGGT CGAACAGCCATTAATAGITTT
HD20A AATTATGATGATGCTACAGATTTAATTACT GACAGCGGT CGAACAGCCATTAATAGTTTT

HD20D AATTATGATGATGORAQIGATTTEATTACT GAIJAJIGGT CGAACAGTEATTAATAGT TTT
MG1363 AATTATGATGAT(I&A GATTT{EAT TACT GAJJAQICGTCGAACAGTEATTAATAGTTTT
660
111403 ATCGCTTCATTTTTAGAAGAATTTGCTGACAAATATGGAGT TTATCTTCGCCGTATTAAT
HDOB_GL2 ATCCCTTCATTTTTAGAAGAATTTGCCTGACAAATATGGAGT TTATCTTCGCCGTATTAAT

HD11D ATOGCTTCATTTTTAGAAGAAT TTGCTGACAAATATGGAGT TTATCTTCGOCGTATTAAT
HD12C ATOGCTTCATTTTTAGAAGAAT TTGCTGACAAATATGGAGT TTATCTTCGOCGTATTAAT
HD20A ATCGOETCATTTTTAGAAGAAT TTGCTGACAAETATGGARTTTATCT NATIAAC
HD20D ATCGORATCATTTTTAGAAGAATTTGCTGACAAETATGGARTTTATCT® AATRAAC
MGL363  ATCGOATCATTTTTAGAAGAATTTGCTGACAAETATGGARTTTATCTI® AATIAAC

720

111403 AGCAGTCCCCATTATTTTTTCTGTGATTATCGTATTCTTGAAAAAATGATTAACGATAAA
HD9B_GL2 AGCAGTCGCCATTATTTTTTCTGTIGATTATCGTATTCTTGAAAAAATGATTAACGATAAA

HD11D AGCAGTCCCCATTATTTTTTCTGTGATTATCGTATTCTTGAAAAAATGATTAACGATAAA
HD12C AGCAGTCCCCATTATTTTTTCTGTGATTATCGTATTCTTGAAAAAATGATTAACGATAAA
HD20A AGCAGTCCCCATTATTTTTTCTGTGATTATCGTATTCTTGAAAAAATGATTAAIIGATAAA
HD20D AGCAGTCCCCATTATTTTTTCTGTGATTATCGTATTCTTGAAAAAATGATTAAIIGATAAA
MG1L363 AGCAGTCCCCATTATTTTTTCTGTGATTATCGTATTCTTGAAAAAATGATTAAJJGATAAA
780

111403 TTTTCTGITCTAAAAGAATTTCGAGAACTTTCATCTCAAAAAGAAATTCCTTTGACTCTT
HD9B_GL2 TTTTCTGITCTAAAAGAATTTCGAGAACTTTCATCTCAAAAAGAAATTCCTTTGACTCTT

HD11D TTTTCTGITCTAAAAGAATTTCGAGAACTTTCATCTCAAAAAGAAATTCCTTTGACTCTT
HD12C TTTTCTGITCTAAAAGAATTTCGAGAACT TTCATCTCAAAAAGAAATTCCTTTGACTCTT
HD20A TTEECTGT TCTOAAAGAAT T TIRGAGAACT TTCAECTCAAAAAGAAAT TCCETTGAJACTT
HD20D TT®ECTGI TCT@AAAGAAT T TIAGAGAACT TTCACCT CAAAAAGAAATTCOETTGACRCTT
MG1L363 TTEECTGI TCT[@AAAGAATTTRIRGAGAACT TTCAECTCAAAAAGAAATTCCETTGACRCTT
840

111403 TCAGI TGGTGTGECTTATGGT TGGAATGAT TTTCCAGT TATTGGTAAAGT TGCTCTAAAT
HD9B_GL2 TCAGITGGTIGIGCCTTATGGT TGGAATGATTTTCCAGI TATTGGTAAAGT TGCTCTAAAT

HD11D TCAGI TGGTGTGECTTATGGT TGGAATGAT TTTCCAGT TATTGGTAAAGT TGCTCTAAAT
HD12C TCAGTTGGTGTGGCTTATGGT TGGAATGATTTTCCAGT TATTGGTAAAGT TGCTCTAAAT
HD20A TOQEAT®GGTGTGECTTATGGT TGGAATGATTTT! YSSA TS GAAAAAGT TGSCTEAAT
HD20D TQEATI®GGTGTGECTTATGGT TGGAATGATTTT SO ATOCAAAAGT TGOSCTEAAT
MG1363 TQEATI®@GGTGTGECTTATGGT TGGAATGATTTT SOATOCTAAAAGT TGOSCTEAAT

Figure 34: Alignement des séquences partielles du ggay@® (ecombination breakpoint
region). Toutes les positions ou les souches HD et/lodactis. ssp. cremoris MG1363
s'écartent de la souche de référehcelactis ssp. lactis IL1403 sont marqués par des
caractéres blancs sur fond noir. La figure morgeeriucléotides de 420 a 840 seulement. La
séquence de HD20A dans son extrémité 5° est identigla ssplactis et a partir du nt 606

elle est identique a ssgremorispour tout le reste de la séquence.
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Le génegdpP fournie une résolution phylogénétigue comparabéelle du géne de I'ARNr
16S au niveau de l'espece, sauf au niveau de spaseas étroitement, pour lequel il fournit
une meilleure résolution. Cela est particulieremagtiinent dans le contexte d'un nombre
croissant d'études qui portent sur la diversit&eéhklle des sous-espéces, et dans lesquelles
les genes codant une seule copie protéique teldeqgénegdpP pourraient compléter les
informations fournies par le I'ARNr 16S. L'utilisat dugdpP pour I'analyse deactococcus
lactis est une étape importante dans la diversité des@ielle pourrait permettre a la mesure
exacte de la diversité et des relations phyloggués, évitant une perte de résolution

phylogénétique de la diversité en raison de lagmés d'hétérogénéité intragénomique.

En outre, l'influence de I'hétérogénéité d'intrampdigque du 16S rRNA sur la phylogénie
bactérienne au niveau de la sous-espéece a éténdéter(Case et al. 2007). Nous suggérons
donc quegdpP pourrait étre utilisé comme un marqueur suppléanenou alternatif dans les
études de la biodiversité, tel gu'il est capablaéehiffrer les relations phylogénétiques qui
passent inapercues a l'aide du gene 'ARNr 16Sften, I'utilisation d'un marqueur comme
gdpP serait particulierement importante pour les &ugld portent sur la discrimination des
souches au niveau de la sous-espece grace a seoirpde résolution, qu'il fournirait ainsi

que I'absence d'hétérogénéité intragénomique cammeource de biais.
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Chapitre 3 : Résultats et Discussion

Partie 1l : Analyse du génome deLactococcus lactis subsp. lactis bv.
diacetylactis HD9B_GL2

1. Introduction

Lors de l'initiation de ce travail, peu de donn@&métiques sur la réponse ldactococcus
lactis au stress thermique étaient disponibles et auautte analyse génomique complete des

genes heat shock chez les lactocoques n’était epcdniée.

Le génome de la soucheactococcus lactisHD9B _GL2 a fait I'objet d’'un projet de
séquencage du génome entier au cours de mon saageled Biozentrum a l"université de
Julius Maximilians a Wuerzburg en Allemagne, damgddre de préparation d'une thése de
Doctorat en science. Ce travail a été co-financdgphaculté des Sciences de I'Université de
Hassiba benbouali de chlef (Algérie) et the GerrRasearch Fondation (Grant TR34/Z1,
Allemagne). Ce projet génomique était importantlds pd’un titre, puisque les données
génomiques permettent de connaitre le répertoirgéthes et de fonctions présents dans la
souche, mais aussi puisqu’elles peuvent servir dse bpour explorer les variabilités
génomiques de l'espece et permettre d’accéder aak/ses globales via les approches
transcriptomique et protéomique. Cette partie alfabjet d’une publication “Draft Genome
Sequence of the Moderately Heat-Tolerhattococcus lactisubsp.lactis bv. diacetylactis
Strain GL2 from AlgeriaDbromedary Milk” dans ‘Genome Announcemént

Une fois le génome est séquencé, assemblé et tatiom réalisée, jai recherché plus
spécifiguement dans le génome les éléments mettagvidence une possible adaptation de
L. lactisHD9B_GL2 a son milieu, le milieu lait. Cette rectiee a été axée sur I'étude des
genes impliqués dans la réponse de la soucheess shrermique ainsi que sur les systemes de
régulation et les mécanismes de résistance ais girésent. Cette partie a fait I'objet d'une
autre publication “Genome wide analysis of heaeraice-related genes and proteins in
Lactococcus lactisGL2 isolated from dromedary milk — ite'CA gene has an unusual 5-
region and it contains twiecA genes”. (Sous révision danGénome)).
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2. Définitions importantes
Les contigs et 'assemblage, les trous, I'appel tase

Avec les technologies encore les plus courantes dargrand nombre de laboratoires, chaque
séquencage ne permet d'obtenir une lecture quaelgues milliers de paires de base. Il n'est
donc pas possible de séquencer en une seule imaécules d'ADN aussi grandes que les
chromosomes. Pour reconstituer ces immenses ségjehtaut effectuer un grand nombre
de séquencages, plusieurs fois supérieur a lee tdili chromosome. Ces séquencages
redondants permettent de raccorder les séqueesambs aux autres et de s'assurer de la
qualité du résultat de chaque lecture. Le séquencagplet d'un génome avec les NGS
conduit & un nombre colossal de petits fragmengsiesicés (un grand nombre de petites
séquences ou lectulegiue l'on essaye ensuite d'assembler en contigsquadité de
couverture du séquencage et donc liée a celleatdmys (leur longueur et leur continuité) et
donc au nhombre dgaps

Lecture ("read’) : une séquence d'un fragmeloh couverture d’'une séquence est le nombre
moyen de fois qu'une base du génome est représa@ge la séquence des lectures.
Profondeur de couverture: nombre de reads chevauchante a une région doenéX)(
Contigs : séquences continues générées par l'alignemeréqiersces de fragments qui se
chevauchentl'assemblage :La comparaison des séquences permet d'aligneatéspqui

se recouvrent partiellement ou chevauchantes. Egsesces chevauchantes peuvent étre
reliees en enchainements plus grands que I'on lappahtigs. En reliant I'ensemble des
contigs, on reconstitue des séquences de plusiliiens a plusieurs dizaines de millions de
bases. Ces opérations sont effectuées par desapromgs bioinformatiqued.es trous ou
"gap" : parties du génome non séquencées ou dont leersgs ne chevauchent pas avec
d'autres et ne peuvent donc entrer dans un cabtignme le séquencage est effectué sur des
sous-fragments pris de maniere aléatoire, mémewaveel niveau de redondance, il reste des
parties non assemblées : des troga”) qui peuvent étre "comblés" par un travail cillés
trous ‘gaps sont de longueur connu8caffold : ensemble de contigs orientés et ordonnés.
Mapped scaffold : ensemble dscaffoldslocalisés le long des chromosomes (pas forcément
ordonnés ou orientés). Pour déterminer les relatilvoisinage des contigs, les liens clones
sont considérés, c'est-a-dire les lectures obteaursdeux extrémités d'un méme fragment
d'ADN. On recherche parmi ces paires celles quicggnt dans deux contigs différents. Cela

permet de jeter un pont entre les deux contige déesl orienter. De plus, le fragment d’ADN

154



Résultats et discussion

"a cheval" sur le trou entre les deux contigs e I'objet d'un séquencage supplémentaire,
ce qui permet de combler le trdLa lecture des profils bruts ou "base-calling” : c'est la
détermination de la séquence par appel de baseseffecctue en routine par des programmes
informatiques qui déterminent l'identité des basemparent les séquences et fournissent une
plate-forme intuitive de correctiofRégions de faible compléxité parties du génome dont
les séquences sont trés peu diversifiees commeélgsences répéteddétagénomique :
étude du génome d'un organisme prélevé directem@ns un environnement complexe
(intestin, océan, sols, ...), a l'inverse d'un pigme de laboratoire. Le but est d'obtenir des
informations sur l'incidence de cet environnemeatpréfixe "méta" signifie « aprés, au-dela

de, avec.. ».
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Figure 35: Séquencage enpaire end reads selon lllumina

3. Analyse des données de séquencage

Filtrer les lectures d’'un séquencage est une étapispensable dans I'objectif d’obtenir un
assemblage cohérent. La présence d’un trop gramibneod’erreurs dans les séquences peut
conduire a la formation de contigs chimériquesadtténtion d’'un mauvais assemblage. Pour
les lectures obtenues par la méthode Solexa/lllapinfiltration des lectures s’est faite en se
basant sur les scores de qualitéibués a chaque base par le séquenceur. Adésssélquences
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possédant des scores élevés ont été conservéekagesamblage. L'analyse de la couverture

des lectures le long de séquences de référenceuiteermussi été utilisée pour estimer la

proportion du génome couvert.

3.1. Vérification de la qualité des séquences

Les fichiers que nous avons récupéré sont des séggsidssues d’'un séquencage par la

méthode Illumina. Avant de commencer a les utiliserus devons en contrdler la qualite.

Pour cela nous avons utilisé le logiciel FASTQCisgdnible gratuitement

(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projedfsstqc). Ce logiciel tourne sous toutes

les plate-formes et permet de générer un rappde dealité moyenne des séquences.

3.2. Suppression des adaptateurs/primers

Les adaptateurs/primers sont utilisés pour forngerbanque, créer les clusters et les

séquencer. En fonction de la taille des séquemiaés (avant formation des clusters) et de

la qualité de fabrication de la banque initiale, dlaptateurs peuvent étre présents en plus ou

moins grande quantité. Pour supprimer ces séquencssavons utilisé le logiciel CutAdapt,

capable de couper les séquences adaptatricesrésntu non, avec indel/mismatches) et

d'éliminer les contaminants résiduels provenanthitiplexage (séquencage de plusieurs

individus en méme temps) sans risquer d'élimirmgy tie vraies séquences. Le seuil de qualité

choisi permet aussi d'éliminer les bases de maewajsalités situées sur la fin des séquences.

3.3. Filtres des séquences

Afin de conserver uniquement des séquences de baquaités, nous allons les filtrer sur

leur qualité moyenne en utilisant FastQ (Qualitynttal). Pour filtrer les lectures

Solexa/lllumina, quatre criteres ont été utilisés :

= Si plus de deux nucléotides dans une lecture pesséth score de qualité inférieur a 10,
cette lecture n’est pas considérée. La rigueuredfitce permet de ne conserver que les
séquences de haute qualité.

= Siil'y présence d'un nucléotide non-identifié ddasséquence (un N), la lecture est
supprimée. Les assembleurs utilisés remplacentrarbment les N dans les lectures par
des A, ce qui pourrait provoquer des erreurs diabtage.

= S’il y a plus un méme nucléotide dans plus de 9@adecture, celle-ci est retirée. La
séquence de ces lectures est peu informative &t deksence risque de perturber
'assemblage.

= Si le score moyen de la lecture est inférieur alaSlecture est éliminée. De facon
générale, il n'a jamais été formellement prouvé gaealernier critére de filtration puisse

améliorer de fagon notable la qualité des lectutidisées pour un assemblage. Toutefois,
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compte tenu de lgrande quantité de séquences recues du prestStarSeq des
assemblages sur le mat€ informatique utilisé aurait été compliquée du f3ét la trog
grande quantité de mémc demandée. Ce critére de filtration a dpecmis de diminue
la quantité de séquences sans autant diminuer la qualité globale des lecturelésags
lors de I'assemblagd?our I'ensemble des lectures analysées, le scoyemadiminue ¢
'extrémité 3’ de laséquence. Cela traduit globalemene diminution de la fiabilité d

séquencage en fin d’extensi
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Figure 36 : Interface utilisateur de Fast(. L'interface FastQC permet d’obterla qualité

des séquences génomiques issues du séquencaggpuainsi % en GC des lectul

3.4. Assemblage desequence

Pour obtenir la séquence génomique de la soucheBHGR2 delactococcus lact, une
stratégie de séquencage par terminaison cycliquersiéle de Solexa/lllumina, a été mise
place. Une banques de séquences Solexa/llluming/pde « pairedend » (une avec des
lectures de 63 pb et une autre avec des lecturg§ pb) a été recue au cours de ces tra
de la part du prestataire StarSeq (cf : matériehéthodes). La distance et I'orientation
chaque paire de lectures étant connues, assembleurs doivent respecter ces

informations lors de I'assemblage, ce qui en amélia qualité
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Une fois les filtrations effectuées, nos séquencesté nettoyées, différents assemblages ont
éte lancés dans le but d’obtenir le génoméatgococcus lactisubsplactis bv. diacetylactis
HD9B_GL2. En général, si I'on ne dispose pas dees@e de référence, il convient de créer
cette derniére via un assemblage de novo. Lesaésdes assemblages sont présentés dans le
tableau 5.

3.4.1. Assemblage de novo

Les assembleurs suivants sont utilisés : Soapdehdv, Velvet, Metavelvet, Omega, Ray-
Meta et IDBA-UD. Pour créer cette séquence, noosiswutilisé les logiciels Velvet et IDBA-
UD. Ces deux assembleurs permettent de faire dssmilages quelque soit la technologie
utilisé pour générer les séquences. lls permetéga@lement de faire des assemblages mixtes
entre séquences issues de différentes technologies.

3.4.2. Mapping des données sur une référence

Ici, nous n'avons pas besoin de créer une référemames allons utiliser la séquence du
Lactococcus lactissplactis KLDS4.0325, dont le génome entier est disponiblg@en annoté
dans GenBank (abbr. KLDS4. 032%ccession no. CP006766). Pour le mapping nous avons
utilisé MIRA et AMOS.Mira permet de faire des assemblages quelqudastéichnologie
utilisé pour générer les séquences. Il permet eagaht de faire des assemblages mixtes entre
séquences issues de difféerentes technologies.ufletllie rapidité et précision, mais est trés
sensible aux différences entre les reads et |laarété.

3.5. Construction de gabarits « Scaffolding »

Elle consiste a ordonner et a orienter les ségeeassemblées « contigs ». Les nouveaux
outils utilisés dans ce travail et qui permetteatodnstruire des gabarits génomiques, sont
SSPACE, Scaffolder Builder et CONTIGuator.

3.6. Annotation

Nous avons annoté le génome séquencé en rassenddaidsultats d’annotation issus des
deux programmes d’annotations : RAST et Prokka.dagacteristiques générales du génome
de la souche HD9B_GL2 sont présentés dans le takléa Toutes les caractéristiques
génomiques de la souche HD9B_GL2 issues du séqggenea utilisant la plateforme
d’annotation RAST sont détaillées dans la partiedxe.

3.7. Creation de Workflows

Enchainer toutes ces étapes est fastidieux. Céesgjpoi il est intéressant d’automatiser leur
enchainement. Pour cela nous avons créé un petitfloww qui résume les differents

traitement des lectures.effectués-au cours daaeaux (Figure 37).
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Figure 37 : Workflow : Pipeline de I'assemblage et d’annotation.
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La préparation de la librairie d"’ADN (TruSeq PE &ér kit v2, lllumina) a permet de générer
des inserts de 250 a 650 bp. Des séquences brat@g8 Mb paired-end (PE) ont été
collectées d’lllumina MiSeq et leur qualité a éFifree par FastQC. FLASH (Magoc and
Salzberg 2011) est ensuite utilisé pour fusionasrséquences enchevauchées non traitées et
les deux adaptateurs (p5 et p9) ont été coupésilesant cutadapt (Martin, 2011). Toutes les
extrémités queues de faible qualité (<25) ont dt@ige. Les kmers ont été compté par
Jellyfish (Marcais and Kingsford 2011) et les réatsl sont utilisés pour corriger les
séquences par QUAKE (Kelley et al., 2010). L asdag®a été fait par Velvet (Zerbino and
Birney 2008) et IDBA-UD (Peng et al. 2012). L aretain du génome a été réalisée par
RAST 4 (Overbeek et al. 2014).

4. Analyse des données génomique deactococcus lactis subsp. lactis bv.
diacetylactis HD9B_GL2

Cette souche a été choisie car elle est considé@m@ene une souche type de la sous espéece
Lactococcus lactissubsp lactis biovar. Diacetylactiset elle a été isolée du lait cru de
chamelle d"Algérie (Drici et al. 2010). La séquegémomique obtenue peut servir de base
pour explorer les variabilités génomiques de I'espét permettre d’accéder aux analyses
globales des geénes impliqués dans la réponse asssthermique via les logiciels de
bioinformatique. La séquence génomique totaleadsoliche HD9B_GL2 issue du projet de
séquencage a été déposé dans GenBank/EMBL/DDBS lesu numéros d’accession
JNCC02000000 (chromosome), et renfermant les ségaemlu JNCC02000001 au
JNCC02000048.

Les souches de réference utilisées pour la gén@endgmparative sont:. lactisssp lactis
IL1403 (abbr. IL1403 accession no. AE_00517@), lactis ssp.LactisNCDO 2118 (abbr.
NCDO2118 accession no. NZ_CP009054.1), lactis ssp. lactis KLDS 4.0325 (abbr.
KLDS 4. 0325, accession no. CP_00676b), lactis subsp. cremoris MG1363 (abbr.
MG1363 accession no. NC_009004.1), KF147 (NC_0136%&)tococcus lactissubsp.
lactis CV56 (NC_017486.1)Lactococcus lactisubspcremorisKkW2 (NC_022369.1), dt.
lactis subspcremorisSK11 (abbr. SK11 accession no. CP_006766.1).
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Tableau 15 :Comparaison des différents assembleurs utilisés

Type Logiciel Résultat
AMOS 0
Mapping
Mira +
Soapdenovo-127 +
Velvet +
Metavelvet 0
Assemblage de novo
Omega +
Ray-Meta ++
IDBA-UD S+

Ce tableau résume les résultats obtenus avecffesedis assembleurs utilisés (assemblage
de novo ou le mapping). Aucun résultat n'a été mibtavec les deux assembleurs AMOS et
Metavelvet, ce qui peut etre du aux algorithmdsgétd par ces deux assembleurs ne sont pas
ccapable de calculer nos données speciales. Lemblsgies obtenus pMira, Velvet et
Omega sont de qualité équivalente. Les résultats ismufRay-Meta sont de bonne qualité
parapport au Omega cependant, les valeurs de NSOmeas superieurs que celles issus de
Velvet. IDBA-DU est prouvé que c’est le meilleur assembigaur notre analyse puisque
les valeures de N50 sont beaucoup plus superiaigdes autres logiciels. En plus la
qualité des contigs est bonhe. nombre de contigs obtenus par 'assemblBBA-DU est

de 48 (> 5kb) , ce qui est supérieur au nombreodégs créés par les autres assembleurs. Le
N50 obtenu pour I'assemblag®BA-DU est de 72 247 pb, signifiant que la moitié de
'assemblage final d&DBA-DU se trouve dans des contigs ayant une taille seyréria 72
247 pb. D’'aprés ces résultats, les contigs fornra¥d[PBA-DU sont globalement de plus
grande taille. La taille du plus grand contig sBacd est de 152 721pb contenant 141 CDS et
celle du génome total est de 2 245 404 pb aveontecu en GC% de 35.1%.

Le N50 est la taille du plus petit contig tel ca@ % de la longueur cumulée de I'ensemble
des contigs obtenus apres assemblage soit contdang des contigs de taille égale ou

supérieure. En comparant avec les génomek. dactis ssp lactis IL1403 (Bolotin et al.

2001), ce dernier contient 2 365 589 pb et coded2&btéines, parmis elles 293 génes
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codants sis prophages et 43 séquences d‘élem&)td @ distribution non non aléatoire de
ces elements IS indique que le chromosome de lahsopourrait etre un produit d'une

recombinaison recente entre deux genomes relativiepreches. Un groupe complet de
genes de competence naturelle est présent dadsugsouchekactis HD9B_GL2 et [L1403

ce qui indique aussi que ces deux souches peuventséceptible d'un phénome de

transformation du materiel génétique. En compaaaet le génome de KLDS4.032%ang

et al. 2013). Complete genome accession no. CP6B8)6¢Cette souche contient un

chromosome circularaire d’une taille de 2 589 2BXptrois plasmides (plasmide 1 [5.7 kb],
plasmide 2 [2.1 kb], et plasmide 3 [2.7 kb]). Lentamu génomique en G+C est de 35.4%,
avec 2 662 ORFs (open reading frames) dont 1 3d0fenctionnelles. 62 tRNA et 6 rRNA

sont aussi présents. Le contenu plasmidiue en Gt-@ee34.7%, contenant 212 ORFs.

Tableau 16:Caractéristiques générales du génome.aetococcus lactisiD9B_GL2

Caracteristique Valear
Taille du génome (bp) 2,251,485
Contenu en G+C (%) 35.1
Nombre de contigs 48
Nombre de génes 2244
Nombre de CDS 2203
Nombre des tRNA 43
Nombre des rRNA 4

L’annotation génomique fonctionnelle a été réalipde RAST 4 (Aziz et al. 2008) et
résulte en 2203 de séquences codantes (CDS), yrisodgs sequences spécifique a la
souche, 43RNAs et 4 rRNAs. En addition, 39 de sequences RMAsS codantes sont
annotées par Infernal/Rfam (Nawrocki and Eddy 2018)e analyse plus approfondie du
génome concernant les determinants génetiquesngoits genes d’interet biotechnologique
de la souche HD9B_GL2 va etre etudiée en détas thasection suivante.

En utilisant la méthode de maximum-likelihood, Bayse phylogénétique montre que la
souche la plus proche a notre southetococcus lactissplactis HD9B_GL2 est. lactis
subsp.lactis KLDS4.0325 (Yang et al. 2013) (Complete genome sgioa no. CP_006766),
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une bacteria probiotique isolée d’'un produit triaditel fermenté le “kumis” dans la région
aride Xinjiang, en Chine et dont le génome totateacompletement séquencé. La deuxieme
souche proche de la HD9B_GL2 est la souchéactis ssp lactis IL1403 (Bolotin et al.
2001) dont le génome est le premier génome séquiBx;®acteries lactique (accession no.
AE_005176). Les séquences génomiques des souchestdeoques ont été extraites a partir
de leurs génomes, et alignées avec Dialign-TX (@ubnian et al. 2008), les résultats sont
ensuite analysées par PhyML3 (Criscuolo 2011). L"arbre phylogénétique basé sur

« Maximum Likelihood method est montré dans la figure suivante.
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Figure 38 : Arbre phylogénétique ba sur les génes marquedr8s RNA,rpoA et la protéine
L2. Bleu: Lactococcus lact ssp.lactis cluster, OrangelLactococcuslactis ssp. cremoris
cluster. Les génes marqueurs hautement cons sont 16s RNA, rpoA et L C’est
clairement indiqué que koucheHD9B GL2 est und.actococcus LactisCependant on pe

clairement noter, que cetteuche reste relativement distindes autres souches lactocoq
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4.1.Phages et plasmides dans la HD9B_GL?2

Il est important de noter, que selon les lactoceglzetaille des plasmides lactose varie de 30
a 100 kb (Neve et al. 1984). Chez les espéces die geuconostocles genes qui codent
pour le métabolisme du lactose peuvent étre chromimgies ou plasmidiques.

L’analyse des résultats chez le lactocoque HD9B_@ioatre la présence d’une région de
130 kb contenant un groupe de genes présentanthoe®logies avec des protéines
plasmidique parmis eux on trouve des genes resplenda transport et I'hydrolyse du lactose
et consiste en un opérdacABCDFEGXet un génelacR qui sont transcrits de facon
divergente. Le géndacR code pour une protéine réprimant I'expression dgpédion
lacABCDFEGX.Les génedacABCet lacFE, codent respectivement pour les enzymes de la
voie du tagatose-6-P et les protéines (llAlac &I nécessaires au transport du lactose.
Quant au gendacG, il code pour la phospho-"-galactosidase qui a&ssinrydrolyse du
lactose. Enfin, le genkecX code pour une protéine de 35 kDa de fonction inaenet non
essentielle & l'utilisation du lactose par la beetéEn présence du glucose, I'expression de
I'opéronlac est réprimée d'un facteur de dix (Dodd et al. 1992sson et al. 1992; Griffin et
al. 1992; van Rooijen et al. 1992). Plusieurs mabions (Oskouian and Stewart 1990)
indiquent que la séquence du “clust&tR-lacABCDFEGde Lactococcus lactigt celle de
Staphylococcus aureusont trés similaires. Néanmoins, le gdaeR de Staphylococcus
aureusest orienté dans le méme sens que I'opteoABCDFEG(region dépourvue de plus
du gendacX).

L’'analyse des résultats montre aussi la présenaoe droupe de genes présentant des
homologies avec des protéines phagiques, et notatnies protéines structurant la capside
virale ou des intégrases putatives (Figure 39 gt B@n que les scores de BLAST obtenus
soient faibles pour certaines de ces protéineqmréikale contexte génomique il est plausible
gue ces genes aient une origine phagique.

L’annotation des phages a été réalisée par le anoge PHAST (PHAST, (Zhou et al. 2011),
les résultats indiquent la présence de trois phiageperés dans le génome de la HD9B_GL2
et correspondant a trois régions phagiques donk dmunt intactes et une région est
contestable. Le premier phage est similaire au @hHb286 (de la position 1 369 657 au
1 389 342) de 19686 pb. Il contient 21 CDS aved3¥.en GC. Le deuxieme est similaire au
phage bll285 (du 1 536 161 au 1 555 153) d’'uneueng de 18993 pb, et contient 23 CDS
avec un contenu en GC% de 35.81%. Ces deux ph#dg85 bt blL286 sont probablement de
Lactococcus lactissp.Lactis IL1403. Le troisieme phage a une longueur de Zol3 (du
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1 863 037 au 1 88875) et contient 36 CDS avec un 35.57% GC, sineilau phage rlt c

Lactococcus lactissp.cremoris.
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Figure 39: Phages daris. lactisssp.lactisHD9B_GL2
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Prophage region: 1
Number of CDS: 21

Lecation: fram 1369657 to 1289342 (1968€ bps)
Predicted status: questionable prophage
GC content: 34.42%
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Figure 40 : Organisdions génomique des phages terés de L. lactis ssp. lactis
HD9B _GL2. L'echelle de la carte est en pb. Chadeehke represente une ORF. |
fonctions putatives prédites de I'analyse bioinfatigue et structurale sont indiquées
dessus des ORF.

168



Résultats et discussion

La connaissance de la génétigue des bacteriophelges les BL thermophyles est
extremement nécessaire pour lutter contre les tiofex phagiques et qui présentent une
grande menace sur le processus de la fermentatiomdustrie laitiere. Chez les BL
thermotolerants, la premiere séguence génomiquelétenobtenue est celle du phage LL-H
deLactobacillus delbruecksubsp Lactissignalée en 1996 (Mikkonen et al. 1996), suivie par
celle du phage tempéré 01205 Skeeptococcus thermophil’BNRZ1205 (Stanley et al.
1997)

Lactococcus lactigst largement utilisée pour produire une granaenga de produits laitiers
fermentés. Les phages virulents ubiquitaire en striks laitieres sont la principale cause
d'échecs de la fermentation du lait conduisantsapgetes économiques et compromettre la
qualité du produit final (Madera et al. 2004). Rbuss stratégies ont été développées pour
contrbler les populations de phage dans cette réclodogique a densités élevées d’hotes.
Cependant, des nouveaux phages de lactocoquedréguemment isolés et qui peuvent
persister pendant une longue période dans cetoemament laitier (Duplessis et al. 2005;
Mc Grath et al. 2007). Leur taux d'évolution rapatdeur capacité d'adaptation élevée sont
les deux critéres responsables de leur vaste d&vaiservée chez les lactocoques (Labrie
and Moineau 2007).

Les phages de lactocoques isolés jusqu'a préseatt@mnent a l'ordre dgSaudovirales
leurs génomes sont composés d'’ADN double brin (dgDpburvus d’'une capside et une
gueue (Ackermann 1998). Ces phages appartiennasi audeux familles Siphoviridae
(queue longue non contractiles) Rodoviridae (Queue courte non contractiles) et ils sont
divisés en 10 groupes génétiques differents. Cssification est basée sur leur morphology
et I'hnybridation ADN-ADN (Deveau et al. 2006). Toass groupes de phages contiennent des
phages virulents a I'exception du groupe P335cqutient des phages virulents et tempérés.
Seulement trois groupes de phage, 936, c2 et P8@&. régulierement associés aux
problémes de fermentation du lait dans le mondiere(@hristiansen et al. 1994; Bissonnette
et al. 2000; Madera et al. 2004). Plus de 30 gésod® phages de lactocoques ont été
completement séquencés sont disponibles dans $es lole données publiques dont, douze
phages proviennent du groupe 936, deux pour lepgra@, douze sont du groupe P335 et le
reste des phages sont issus de groupes de phage®ma isolés et sont nommeés : KSY1,
P087, Q54, 1358, 1706, et ascc_28 (groupe P034).
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L’Analyse de génomique comparative a confirmé leediité phagique. Les membres de
phages des groupes 936 et c2 sont similaires,stajudi le groupe P335 est considéré comme
unn groupe polyphylitique (Deveau et al. 2006; Reasl and Moineau 2009). Le phage Q54
a acquis d’éléments génétiqgues de phages du type @26 (Fortier et al. 2006), tandis que
KSY1 possede un systeme de transcription sembéabédui de T7-like phages (Chopin et al.
2007). Les phages de lactocoques P087 (Villionl.e2@09) et 1706 (Garneau et al. 2008)

possedent des similitudes avec ceux des autresites.

Le phage ascc_28 (P034) (Kotsonis et al. 2008) @ lhwmologie avec les phages de
Streptococcuset Bacillus. Enfin, le phage de lactocoques récemment cars@terl358
(Dupuis and Moineau 2010) possede des protéinegiquea similaires a celles ddsteria.
Ainsi, les membres de ces groupes de phages solméljement issus d’'une recombinaison
entre différents phages des lactocoques et d'authegjes infectants d’autres bactéries
(Dupuis and Moineau 2010En fait, cette plasticité du génome phagique esbaislement
nécessaire pour s'adapter aux variations envirentahes (Petri and Schmidt-Dannert 2004).
Phages de lactocoques communs (comme les phagebk&®3Bhages) sont hautement
optimisés et s'adaptent rapidement au cours dertadntation du lait a grande échelle. Il est
supposé que la pression évolutive a conduit a pécedion et 'assemblage de particules
phagiques pour permettre cette amplification rapleie phages (Ferguson and Coombs 2000).
En revanche, les phages de lactocoques s’adamesrnent dans cet écosysteme laitier
(Dupuis and Moineau 2010).

Les mécanismes de résistance naturelle des phagestdisés dans l'industrie laitiere pour
contrOler les populations phagiques, particulienr#mies membres des trois principaux
groupes de phages (936, c2 et P335) (Labrie €04l0). Le phage 949 est le plus grand
phage de lactocoque connu jusqu’a présent, il @gémome de 114,768 bp avec un contenu en
GC% (32.7%) un pourcentage faible par rapport au(84%) de son hote. lactis L1403
(Bolotin et al. 2001).

Le premier genome phagique séquencé infedtastococcuslactis est (bIL67) en 1994
(Schouler et al. 1994Rlus que 700 phages de lactocoque isolés onttétedans la literature
(Ackermann and Kropinski 2007), ce qui indique de phages infectants les lactocoques
sont parmis les phages les plus étudiés a cauldatdect biotechenologique de ces bacteries
(Jarvis et al. 1991; Ackermann 2001; Deveau et 28l06). Le phage virulent 1358

representatif du groupe 9 de lactocoque phagiqeséue un génome a ADN double brin

170



Résultats et discussion

composé de 36,892 bp et un GC 51.04%. Son conte@Ceest beaucoup plus important que
celui de son héte. lactis (35.3%) (Young and Blasi 1995; Yoong et al. 20W@&karova et al.
2006) et tous les autres phages déja caractekgsofvicz et al. 2009). Le genome a plus
faible GC 33% est celui du phage 1706 (Garneau.e€2088) et assc_28 (Kotsonis et al.
2008), tandis que le plus élevé est 37% chez K&Hbpin et al. 2007).

4.2. Diversité de la robustesse chéactococcus lactis HD9B_GL2 (robustness related

genes)
Lactococcus lactiest utilisée industriellement pour la fabricatie divers produits laitiers
fermentés. La méthode la plus rentable pour lagpvésion des culturestarterdelL. lactisest
I'utilisation un spray de séchage, mais au coursal@rocessus les cultures de lactocoques
sont soumises au stress thermique et oxydativgyicentraine généralement de faible taux de
survie. Toutefois, la viabilité des ferments laggg est essentielle pour leur contribution
adéquate a la fermentation du lait, résultant ea amélioration de leurs phénotypes de
robustesse.
Dans une étude récente, (Dijkstra et al. 2014) idaore approche de transcriptome
correspondant phénotype dans laquelldactis MG1363 était cultivée sous une variété de
conditions de differents niveaux d'oxygéene et/owséle ainsi que le pH de la fermentation et
la température. Dérivé de ces fermentations danphise exponentielle de croissance
bactérienne des échantillons ont été analysésraascriptomique complete du génome et
I'évaluation de la chaleur et des phénotypes desstoxydatif. Les bactéries en phase
exponentielle de croissance ont été analyséesnga¢tude transcriptomique du génome total
et les differents variants sont ensuite évalués [Baus nouveaux phénotypes de temperature
et de stress oxydatif.
Les variations des conditions de la fermentationaliouti a une augmentation de la survie
1000 fois plus durant le stress hyperthermique »atlabif. Plus précisément, I'aération
pendant la fermentation induit par la protectionto® le stress thermique, considérant qu'une
température relativement élevée au cours du prosads la fermentation a donné lieu a une
robustesse accrue vis-a-vis le stress oxydatifallégment, I'oxygéene et la température
induisaient I'expression différentielle de plusgegenes en comparaison avec la fermentation
sous de conditions favorables. Analyse de corp¥ladies phénotypes de la robustesse et des
niveaux d'expression des genes a révelé la présiscgignatures transcriptomiques pour les
variants survécus du stress oxydatif et thermiguegmpris I'expression de l'opéranetC-
cyK impliqué dans le métabolisme de la méthionindaetystéine. Pour vérifier cette
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association transcriptome-phénotypelactis MG1363 était cultivée en I'absence de cystéine
gui a conduit a une robustesse accrue vers lessirgslatif.

En général, Dijkstra et al ont démontré l'imporeadtune sélection rigoureuse des parametres
de fermentation avant la transformation induseiales ferments lactiques. En outre, des
géenes établis et impliqués en stress, de nouvesngsgnt été associés a la robustesse vis-a-
vis la chaleur et le stress oxydatif. L’évaluatides niveaux d'expression de ce groupe de
genes pourrait servir d'indicateur pour la sélecties parametres de fermentation résultant en
robustesse améliorée pendant le séchage par matrfén. La robustesse accrue apres une
croissance sans cystéine semble confirmer le réld'edpression de I'opérometC-cyK
comme un indicateur de solidité et de robustessriggere que le métabolisme de I'acide
aminés « soufre » joue un role essentiel dansriaessous un stress oxydatif.

Il a été rapporté que les geneseC et cyK, codant pour une cystathioning
synthase/cystathioning-lyase et un O-acetylserine sulfhydrylase, respestent ont été
associés a la survie en condition de stress hygentfue et oxydatif. Ces genes sont co-
transcrits (Fernandez et al. 2000), et que leurarpést induit en absence du soufre, en
particulier en cas de faibles concentration enéiyst résultant en une augmentation dans
I'activité de cystathioning-lyase (Fernandez et al. 2002).

L’ensemble de ces génes de robustesse vis-a-vress thermique a été trouvé dans le
génome de notre souche lactis ssp.lactis HD9B_GL2 et ils sont présentés dans le tableau
17.
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Tableau 17:Génes associés a la robustesse sous un stresgjtieenhez.. lactisssp.lactis

HD9B_GL2

Locus_tag Fonction

GL2_2237 Hyphothetical protein

GL2 2238 GntR family transcriptional regulator

GL2_ 2289 Hypothetical protein

GL2_2291 Manganese ABC transporter permease

GL2_2425 Sugar ABC transport

GL2_2430 Hypothetical protein

GL2_3330 Beta-glucosidase

GL2 2235 Hypothetical protein

GL2_ 2654 ABC transporter ATP-binding protein

GL2_1359 Sugar ABC transporter permase

GL2_ 0021 O-acetylserine sulfhydrylase

GL2_ 0013 Cysteine synthase (EC 2.5.1.47)

GL2_16 Cysteine desulfurase (EC 2.8.1.7)

GL2_0021 ADA regulatory protein / Methylated-DNAkgtein-cysteine methyltransferase (EC
2.1.1.63)

GL2_0022 Methylated-DNA--protein-cysteine methytiséerase (EC 2.1.1.63)

GL2_0406 S-ribosylhomocysteine lyase (EC 4.4.1/2ZW)toinducer-2 production protein LuxS

GL2_0573 tRNA-Cys-GCA

GL2_0021 Cysteine ABC transporter, substrate-biggirotein

GL2_1868 Cysteine ABC transporter, permease protein

GL2_ 1869 Cystine transport ATP-binding protein

GL2_103! Cysteiny-tRNA synthetase relateproteir

GL2_1036 Cystathionine beta-lyase (EC 4.4.1.8)

GL2_1037 5-methyltetrahydropteroyl triglutamate#taxysteine methyltransferase (EC 2.1.1.14)

GL2_ 1070 Cysteine desulfurase (EC 2.8.1.7), Subasuily

GL2 1339 Cysteinyl-tRNA synthetase (EC 6.1.1.16)

GL2_ 1466 5'-methylthioadenosine nucleosidase (RQR3.6) / S adenosylhomocysteine
nucleosidase (EC 3.2.2.9)

GL2_206( Phosphopantothenoylcysteine synthetase (EC 6.

GL2 2184 Phosphopantothenoylcysteine decarboxytaSet.1.1.36)

GL2 2192 Cystathionine gamma-synthase (EC 2.5.1.48)

GL2 2215 Cysteine ABC transporter, substrate-biggirotein
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4.3. Analyse de I'organisation génétique des génas choc thermique chez.. lactis ssp.
lactisHD9B_GL2
Chaque fois qu'un service d'annotations répéte anreur systématique, les résultats sont
déposés dans la base de données NCBI. Cependamectes nouvelles annotations sont
produites par le méme service, les erreurs précéaemdeéposées sont utilisées pour valider
'annotation la plus récente, qui contient les m&meeurs systématiques. En conséquence,
les erreurs systématiques sont utilisées pour esala répétition des mémes erreurs, et les
bases de données accumulent ces annotations esroRéar I'analyse de la séquence
génomique des genes de choc thermique théactis ssp.Lactis HD9B_GL2, nous avons
identifié manuellement I'organisation génétique a#s genes: leurs promoteurs, le nombre
des ORF, les séquences codantes (CDS), le sitaisienl consensus au ribosome spécifique a
I'espéce (RBS), les codons start/stop, les ségaeémeersées répétées (IR) et les terminateurs.

Clustal Omega est utilisé pour les alignementsiplat des séquences (Sievers et al. 2011),
et est disponible en ligne: http://www.ebi.ac.ulkdlBdmsa/clustalo/. Les comparaisons de
sequences sont réalisées par blastn et blastpniiégp® dans la base de données GenBank
(Altschul et al. 1997), en utilisant des paramepasdéfaut. La prediction et la visualisation
des promoteurs bacteriens est effectuée par leikb@PROM (Solovyev and Salamov 2011)
disponible sur le site :
http://linux1.softberry.com/berry.phtml?topic=bpr&group=help&subgroup=gfindb et en
utilisant aussi PePPER (de Jong et al. 2013) dibfon a:
http://server.molgenrug.nl/index.php/prokaryoterpoders. Le programme ARNold (Naville
et al. 2011) est utilisé pour la recherché des iteataurs Rho—independent et est diponible
au : http://rna.igmors.u-psud.fr/toolbox/arnold/a Lprédiction de la structure secondaire
d’ARN est faite sur le serveur mfold (Zuker 2003) u:a
http://unafold.rna.albany.edu/?g=mfold, using défparameters.

Rappellons que la sequence génomiqué aldococcus lactissp.lactis HD9B_GL2 a été
déposée au GenBank/EMBL/DDBJ sous le numéro d'aamesno. JNCC02000000. Les
locus tags cites ici sont référés aux numéros attleset presents dans le projet d’'assemblage
et d’annotation dd.actococcus lactissp. lactis HD9B_GL2 dans NCBI sous le lien:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/proteins/1562g@e_assembly id=248586. Les

souches de références utilisées sdntlactis ssp lactis IL1403 (abbr. IL1403 accession
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no. AE005176) L. lactis ssp. lactis NCD0O2118 (abbr. NCD0O2118 accession no.
NZ_CP009054.1)L. lactis ssp lactis KLDS4.0325 (abbr. KLDS4. 0325 accession no.
CP006766), L. lactis subsp. cremoris MG1363 (abbr. MG1363 accession no.
NC_009004.1) el. lactissubspcremorisSK11 (abbr. SK11 accession no. CP_006766.1).

Chez les bactéries & Gram positive, la réponsdrassshyperthermique fait intervenir deux

familles d’acteurs principaux: les protéines chapsret les complexes multiprotéiques Clp.

Chez Lactococcus lactissp. lactis HD9B_GL2 l'analyse in silico du génome permet de

retrouver ces deux grandes familles de protéiness raassi quelques autres protéines
référencées commeHeat Shock Protem (HSP) chez d’autres micro-organismes. En terme
de fonctions potentiellement associées au stresmijue ched actococcus lactis le bilan

est le suivant.

La résistance bactérienne vis-a vis le stress gugstelle que la thermotolérance, est un
phénotype complexe et partiellement connu. Noudisgdes une analyse détaillée et
comparative de la séquence génomique de la soucbdérément thermotolerante
Lactococcus lactisssp. lactis GL2 afin de déterminer les genes ainsi que lesépres

impliqgués dans sa résistance aux températures eSleverois souches de références
completement séquencéeslactis ssp.lactis et deux souches appartenant a la ssgmoris

sont incluses dans |'analyse comparative. Les ¢enoddines étudiés comprennent i) les
protéines du choc thermique classe | (DnaK, DnahEGL, GrpE) et leur répresseur
transcriptionnel HrcA, ii) les protéines du choertique classe Il (ClpB, ClpC, CIpE, ClpP,
ClpX) et leur régulateur négatif CtsR. Autres gémegeines visés incluent iii) RecA, pour
laquelle, nous avons identifié exceptionnellemenbdgenes différents, iv) FtsH et LexA-like
régulateur Hdrl, qui interagissent avec RecA, etHi)A, GdpP et le system & deux
composante CesSR. L'ensemble des génes de chaoaidherchez actococcus lactisssp.

lactisHD9B_GL2 sont présentés dans le tableau suivant.
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Tableau 18: Génes de choc thermique présents cheztococcus lactis ssp. lactis
HD9B_GL2

Nom Fonction No.dans GL2-HD9B Locus tag GenBank

HrcA Transcriptional GL2_ 1052 LGL2 RS04340
regulator

GroES Chaperone GL2 0545 LGL2_RS01980

GroEL Chaperone GL2 0546 LGL2_RS01985

GrpE Chaperone GL2 1053 LGL2_RS04345

DnaK Chaperone GL2 1054 LGL2_RS04350

DnaJ Chaperone GL2 2717 LGL2 RS10750

CtsR Transcriptional GL2_0708 LGL2 RS02900
repressor

ClpC Clp protease GL2_0709 LGL2_RS02905
ATP-binding subunit

ClpE Clp protease GL2 2254 LGL2_RS02485
ATP-binding subunit

ClpP Clp protease GL2 0726 LGL2_RS02990
proteolytic subunit

ClpX Clp protease GL2_ 1306 LGL2_RS05120
ATP-binding subunit

ClpB Clp protease GL2 1736 LGL2_RS06880

RecAl Recombination GL2 1592 LGL2_RS01820
DNA repair

RecA2 Recombination GL2 0609 LGL2_RS05750
DNA repair

FtsH Protease GL2_0156 LGL2_RS00115

HdiR LexA-like transcriptional GL2 1479 LGL2 RS05910
regulator

HtrA Protease GL2_2621 LGL2_RS10295

GdpP Signaling protein GL2 0787 LGL2_RS03375

CesS Two-component GL2_0962 LGL2_RS04025
sensor His-kinase

CesR Two-component GL2_0963 LGL2_RS04030
response regulator

Hsp33 Chaperone GL2_2318 LGL2_RS09300

Trigger Chaperone GL2_0002 LGL2_RS02410

Factor

A I'exception de RecA2, qui est présente chez KLDS325 seulement, toutes les protéines ont des
homologues identiques ou trés similaires dans $olée souches de références lactis ssp.lactis
L1403, KLDS4.0325, NCDO 2118 é&t lactisssp.cremorisMG1363, SK11)
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L’'annotation de la sequence génomique a révéléréaepce des génes complets et des
protéines telles que : HrcA (locus tag LGL2_RS0434pE (locus tag LGL2 RS04345),
DnaK (locus tag LGL2_RS04350), GroES (locus tag RGRS01980), GroEL (locus tag
LGL2_RS01985) et DnaJ (locus tag LGL2_RS10750).r lagtangement sur le chromosome
ainsi que leur organisation transcriptionnelle sahéntigue aux résultats précedement
publiés ; aucune séquence promotrice n'a été tmouladhs les petites régions intergéniques
entre le genércA et le genggrpE (31 bp), et entrgrpE etdnaK (71 bp) (Eaton et al. 1993)
ou entre les deux géngmES etgroEL (87 bp) (Kim and Batt 1993). On ne sait pabrsh,
grpE et dnaK sont transcrits comme un mRNA polycistronique zzhelactis tel que le cas
chezB. subtilis(Homuth et al. 1999). Contrairement Busubtilis(Homuth et al. 1999), il a
été montré que chez d’autres souchek.dactis(van Asseldonk et al. 1993)nal ne fait pas
partie de I'operordnaK et qu’un terminateur transcriptionel Rho-indepemtda été trouvé en
aval du génalnaK. Les différentes sequences codantes ainsi quedgsences protéiques
sont comparées aux séquences correspondanteeshaad souches de références. Dans tous
les cas on atrouvé une identité de 99% avec |le€serdfes de sspactis et de 96 a 98%

d’hologie de séquence avec la ssemoris(données non mentionnées).

Comme dans le cas ch& subtilis (Zuber and Schumann 1994), les sequences inverses
répétées IR ont été trouveées dans lactis HD9B_GL2 avec une grande similarité
signifiqguante de I'élement CIRCEdntrolling IR of chaperone expressiogli la présence
d'une sequence consensus 5 -TTAGCACTC-N9-GAGTGCTHRA-en amont des genes
codants pour les proteines HrcA, GroES et Dnagufei 1 A). CheB. subtilison note une
interaction directe de HrdA’élementCIRCE et la repression transcriptionnelle des gé&mes
aval du genéarcA a été montrée expérimentallement (Reischl eR@02). Il a été apporté
aussi que la présence de I'élément CIRCE en amongéhednal est necessaire pour
l'activité de la protéine répresseur HrcA malgraspsésence en amont du promoteur (van
Asseldonk et al. 1993). Il est aussi intéressamater la presence d’'une deuxiéme séquence
inversée répétée en amont du promoteuhid®d (figure 41A), un tel cas n'a jamais été
signalé auparavant, et on ne sait pas le réle @ece motif. Bienque les séquences annotées
d’acides aminés de GrpE, DnakK, GroES, GroEL et Dmadnontrent aucune difference en
comparant avec les souches de réferences, la séqukacides aminés prédite pour la
proteine HrcA chet. lactisHD9B_GL2 et la souche de réference KLDS4.0325 atréaune
longue protéine de 385 acide aminé, c'est-a-dieeagtite protéine possede une extension de

38 acide aminé dans sa partie N-terminal, une p®{@us longues par rapport a celles chez
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les souches de référencesldéactiset chez d’autres firmicutes, par exem@emutanet B.
subtilis (figure 41B). Cela met en question, si ce résudsitissu d’'une érreur d’annotation
dans la traduction du premier codant start de t#épre HrcA, oulL. | HD9B_GL2 et
KLDS4.0325 produisent effectivement une telle praélus longue. Depuis I'avénement des
pipelines d'annotation automatique du génome eihtiéd est une préoccupation importante
concernant l'identification correcte des codomst flternatifs de ATG par exemple GTG et
TTG (Villegas and Kropinski 2008; DeJesus et all30

Le logiciel utilisé dans I'annotation de la séquegénomique de la souche HD9B_GL2 est le
RAST (Overbeek et al. 2014), ce logiciel a une &e@ d’identifier des codons alternatifs
pour le codons start ATG comme premier sites détidan (Bakke et al. 2009). La figure. 1C
montre la partie N-terminale de la protein prégie RAST montrant le GTG (pos. 111-113)
comme codon start. Cependant, ce n'est pas clas’agit d’'une erreur dans I'annotation :
d’'une part, la partie N-terminale étendue de latgine HrcA a été déja identifiée chez
d’autres bactéries (Wiegert and Schumann 2003utr@gart, une séquence présente proche
de la séquence génomique en amont du premier c&@@GN(pos. 225-227 séquence de ssp.

lactis) et dans le méme cadre de lecture montre destéastiques particulieres.

Le promoteur du genlercA est dans la position indiquée clairement daniglare. 41 C, |l

n'y a aucune boite potentielle -35/-10 a l'interi®@u en aval de IR2. On peut supposer que le
site d’initiation transcriptionel est a quelquesrgs de bases en aval de la boite — 10, ceci
pourait expliquer la présence d’'un ou méme deuss sfutatifs de liaison de ribosomes
désignés RBS3 et RBS2 (Figure. 41C) dans 'ARNmsizept en amont du codon start GTG,
le troisieme (RBS1) est en amont du codon ATG nodla situation est trés différente de la
région correspondante chez les souches de réfésspaeemoris Dans toutes ces souches, |l
y'a une grande délétion de 73 paires de basesldagagion entre IR2 et le codon ATG (pos.
152-154 dans la séquence de sspmorig qui a apporté le codon GTG hors du cadre de

lecture et a créé un codon stop (TAG) dans lagéftiin de IR2.

En outre, il n'y a aucuns codons start dans leecdédecture (ni ATG ni GTG ou TTG) entre
RBS1 et le codon stop TAG dans cette séquences glar chez ssgremorisil n’y a qu’un
seul codon start ATG (152-154) et seulement ungue protéine unique HrcA de 347 acides
aminés peut étre synthétisée. De méme, GemutansUA159 une seule protéine HrcA
canoniqgue (voir figure. 41 B) peut étre synthétisdeec GTG comme codon start (Figure.
41D), une situation semblable se trouve chesubtilis168 (non illustré). Etonnamment, la

séquence nucléotidique de 227 paires de baseexteehité 5 coté ATG jusqu’au codon
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stop TAA du géne précédant s’est avéré absoluntenténservée chez toutes les souches de
ssp.lactis testées, y compris les trois souches de référ&areconséquent, toutes ces souches
de la sous-espédactis seraient en mesure de produire une longue protéicéd d’'une
extrémité N-terminale étendu de 385 acides aminésleo transcrit duhrcA posséde

exceptionnellement dans son extrémité 5’ une ségulemgue leader non traduite.

La conservation de cette ségquence dans tous lesngdnde ssfactis testés pointe vers une
fonction importante pour cette derniére. Figurek 4dontre que, selon les modeles générés
avec le programme mfold (Zuker 2003), I'ARN traitste la séquence du IR2 au codon start

ATG serait en mesure de former une structure secmnstable 4G = -159.9 kJ mol-1).

Dans cette structure hypothétigue RBS3 serait rilerg accessible, RBS2 pourrait étre
partiellement masqués et I'anticodon GUG seradléhut d'une structure en boucle « stem »
comprenant IR2 (élément CIRCE). RBS1 et l'anticoddG serait accessibles. Ch&
subtilis il a été démontré qu'une structure en « épingtbeveux » présente en amont du
hrcA a une influence sur la stabilité du transcritstpril se trouve a proximité du RBS

(Homuth et al. 1999), cela serait le cas pour RBSh particulier, pour RBS2.

La région la plus courte et correspondante au tokéz la sous-espe@Eemoris pourrait
constituer une structure secondaire assez sim@e=-54.4 kJ mob) dans laquelle les RBS
et I'anticodon AUG seraient accessibles et éloigleea structure « épingle a cheveux » de
IR2 (Figure. 41E). Depuis quelques années, il estedu évident que les structures
secondaires des séquences leaders non-traduitestréniité 5° chez les bactéries peuvent
agir comme des ARN thermosenseurs (RNA thermomeR&$ATS), des éléments cis-
régulateurs de l'expression génétique des geneasladampérature (récemment évaluée par
Krajewski et Narberhaus 2014(Krajewski and NarbasHz014)).

Dans la plupart des RNATS, la structure de RBSuetation d'initiation de la traduction sont
séquestrés dans une région sous forme d'un « épiaglcheveux » qui se dissout
progressivement lorsque la température augmentgyigeermet une traduction efficace de la

séquence codante en aval.

La structure secondaire putative de la protéineaddr » hrcA de sspactis a une similarité
assez distante aux RNATs connus. Il reste doncthgfique si cette région pourrait agir
comme un nouveau élément régulateur, permetténitiation de la traduction a partir du

codon AUG et synthése d'une longue protéine caneni(B47 acides aminés) a des
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températures basses ; et une initiation de la ¢tamua partir du codon a des températures
élevées. Pour répondre a ces questions, des axgesitelles que la construction de mutans et

des analyses protéiques plus sophistiquées soétsares.

Figure 41: A. Organisation transcriptionnelle des opéransA-grpE-dnak, groESgroEL et
dnal chez.. lactisHD9B_GL2. P: Promoteur; IR: Inverted repeat (eletf@RCE); Epingle

a cheveux: terminateur Rho-independent. B: Alignem#e sequence des acides aminés
(Clustal Omega) de I'extrémité N-terminale de latpme HrcA ched.. lactis ssp.lactis et
ssp.cremoris Streptococcus mutangA159 et cheB. subtilisl68 (NCBI). C. Région 5"-en
amont du genarcA chezL. lactisssp.lactis (HD9B_GL2 et trois souches de référence, voir
matériels et méthodes) et chez sspemoris (MG1363 et SK11). IR: inverted repeats
(éléments CIRCE, en italique et souligné), -350/ stint les séquences promotrices. Les sites
de fixation des ribosomes (RBS) sont en gras digsms, les codons stop (TGA, TAG) et les
codons starts (GTG, ATG) sont surlignés. D. Rédidren amont du génbrcA chez
Streptococcus mutandA159 (GenBank accession no. AE014133.2). Pourieapdns voir

C. E. Structures secondaires predates de la segjuEriR non traduite “leader” decA dans

L. lactis ssp.lactis (137 nt, a gauche) et chez sspemoris(64 nt, a droit). Les predictions
sont réalisées sur le programme mfold (voir mateie méthodes). RBS1-3, IR2, Startl-2
sont décrits en C. Les valeurs dénérgdc sont présentées sous les structures
correspondantes.
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Concernant les genes et les préteines de chocitherrde la classe lll, on a pu identifier les
genes complets pour ClpB (locus tag LGL2_RS0688)C (locus tag LGL2_RS02905),
ClpE (locus tag LGL2_RS02485) (Ingmer et al. 1999)pP (locus tag LGL2_RS02990)
(Frees and Ingmer 1999), ClpX (locus tag LGL2_RHlainsi que la préteine represseur
CtsR (locus tag LGL2_RS02900) (Varmanen et al. 20p0ur voir les fonctions consulter
(Frees et al. 2007).

L’organisation transcriptionnelle dusR etclpC est montrée dans la figure. 42A. Un site de
liaison CtsR-binding site, consistant en deux tsurépétitions dans la méme orientation, a
été trouvé en amont des gersR, clpB, clpE et clpP comme a été décrit précédemment
(Varmanen et al. 2000) (Figure. 42C, données nosti€es pour les genes de Clp). Des
homologues pour tous ces génes, ont été idendéigs les génomes des souches de référence
(non illustré). En ce qui concerne la protéine CtsRe situation a été observée similaire a
celle décrite ci-dessus pour HrcA. La figure. 42nBntre I'annotation d’'une protéine prédite
de 159 acides aminés chez HD9B GL2 et KLDS4.03Rss ajue pour tous les souches de
référence dd.. lactis ssp. lactis et ssgremoris une protéine plus longue de 151 acides
aminés a été annotée pour CstR. Dans ce cas, ahgsarde la région en amont de la
séquence codante (Figure. 42C) a révelé que, chdestles souches deux codons ATG
d'initiation de la traduction sont préserites deux codons start sont précédés par un site de
liaison "ribosome binding site », entre RBS1 efl\on trouve un codon stop TAG dans le
meme cadre ouvert de lecture. Ainsi qu'un séquengdgy I'extrémité N-terminal de la

protéine CtsR pourrait préciser le codon start Alliis€ in vivo.

Une recherche sur la protéine RecA dans HD9B_Gldbrné des résultats inattendus et
intéressants. Cette souche code pour deux protéi@eRecA : RecAl est de 387 acides
aminés (locus tag LGL2_RS01820) et RecA2 avec 34iklea aminés (locus tag
LGL2_RS05750). Ces deux protéines montrent 46%6&26 d’homologie de sequences
d’acides aminés dans la région du 19 a 342 ains tus les domaines conserves
caractéristiques de RecA (Marchler-Bauer et al.52QIpar exemple ; les deux protéines
RecAl et RecA2 contiennent les motifs Walker A edlk®&r B (Walker et al. 1982) a des
positions identiques (Figure. 42D). A partir de cesultants, nous avons conclu que ces deux
protéines sont fonctionelles. L’analyse comparagivévélé qu'il n'y a pas de corrélation entre

les sous-especes et la présence de RecA2 (FigiEe. 4
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La présence plus d'une seule copie du geaA a été décrite jusqu'a présent chez quelques
autres bactéries seulement, par exemple Bhezegateriun{Nahrstedt et al. 2005) et chez la
bactérie du déseReinococcus desert{Dulermo et al. 2009). Dans les deux cas, la pcse
de deux protéines RecAs chez la bactérie, a étéiquée dans la résistance vis-a-vis la
dégradation de I'ADN par les rayons UV. Un rOle ikime a été montré pour la protéine
RecA delL. lactis (Duwat et al. 1995), tandis que la souche MG136B. diactis ssp.cremoris

utilisée comme référence ne posséd qu’une seuléipeoRecAl (Figure. 42 E).

L’étude a montré aussi que RecAl n’est pas impégqueiquement dans la recombinaison
homologue et la réparation de 'ADN mais aussi eleimpliqguée dans la réponse aux stress
oxydatif et thermique via l'interaction avec latgase FtsH (anciennement appelé HflB). Une
étude antérieure avait déja montré le réle de Ftahs la thermotolerance (Nilsson et al.
1994). Nous avons identifié des genes pour la p@téomplete de FtsH chez HD9B_GL2
(locus tag LGL2 _RS00115) ainsi que chez les soudbesférence.

Une autre protéine a été trouvée et capable didgieavec RecA et ClpP est HdIR, le LexA-
like régulateur négatif transcriptionnel (Savijekial. 2003). La protéine correspondante dans
la souche HD9B GL2 (locus tag LGL2 RS05910) a 99%edtité avec les protéines
orthologues chez les souches de référencelass et 91% d’identité avec les souches de

ssp.cremoris

Enfin, nous avons recherché la présence de quathesayenes/protéines qui ont été impliqués
dans la résistance au stress, en particulier datetmotolérance de lactis La protéase de
surface « de ménage » HtrA joue un rble dans landéf contre des conditions de stress
(Foucaud-Scheunemann and Poquet 2003), un Héwe complet a été retrouvé dans
HD9B_GL2 (locus tag LGL2 RS10295) et chez les sescHe référence. Des résultats
similaires ont été obtenus pour GdpP, une protéieesignalisation du stress lié a la
membrane (Smith et al. 2012). Des orthologues igees ou presque identiques de GdpP de
la souche HD9B_ GL2 (locus tag LGL2_RS03375) déttéuvés dans toutes les souches de
référence del. lactis ssp. lactis, et les protéines correspondantes dans les souddes
référence ssgremorismontrent 95% d'identité, avec 32 acides amindsrdifits répartis sur

toute la longueur de la protéine totale de 654escaminés (non illustrée).

Le systeme a deux composants CesSR contribue ésistance a la chaleur a travers la
régulation transcriptionnelle de deux protéines tm@maires de fonction inconnue (Roces et
al. 2009). Les deux composantes CesS (locus tag2LB804025) et CesR (locus tag
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LGL2_RS04030) ont été trouvées intactes dans laBi@A 2 et chez les souches de

référence (données non présentees).

Figure 42: A. Organisation transcriptionnelle de I'opérotsR-clpC. P: Promoteur; Fleches:
CtsR-binding site. B: Alignement (Clustal Omega)laeséquence N-terminale de la protein
CtsR des quatres soucheslactis (les deux premieres lignes) et 8&eptococcus mutants
UA159 / B. subtilis168. Les sequences protéiques sont issues de Uersmg publiée de
HD9B_ GL2 ou issues de GenBank. C. Région 5 -ennardo genectsR chezL. lactis ssp.
lactis (HD9B_ GL2 et les trois souches de réference) etz ctsp.cremoris (MG1363 et
SK11). -35 / -10 régions promotrices, CtsR- bindihg putative target site (direct repeats)
pour le régulateur négatif (en italique et souligfutative ribosome binding sites (RBS) sont
en gras et soulignés, le codon stop en aval du B&SUrligné. Startl et Start2 désignent les
codons d'initiation de la traduction, # positiores difference nucleotidique entre skxtis et
ssp. cremoris résultant en deux acides aminés différents danséfuence protéique. D.
Alignement des régions de RecAl et RecA2 de HD9R2 Gantenant les motifs conserveés
Walker A et Walker B. E. Présence ou absence ddRet RecA2 dans diffrentes souches

de L. lactis(GenBank accession no. Pour le génome complef7ée @P003132.1).
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P__ | csr } clpC P

GL2/KLDS4.0325 MDERKDGAMAGQKNTSDIIEAYILRKLI.. .15%9aa
IL.1403/MG1363  ———————— MAGOKNTSDIIEAYLRKLL. .151aa
S.mutans UA159 -————--—- MTS-KNTSDSIEEYIKKIL. .154aa
B.subtilis 168 ---—-—-——- M-GH-NISDIIEQYLKRVL. .154aa

C

ssp.
ssp.

ssp.
.cremoris AGTCAGTAATAGTCAAAGATTATTEEYEAAR
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ssp.
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-
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.ssp.lactis GL2
.ssp.lactis IL1403
.ssp.lactis KLDS4.0325
.ssp.lactis NCDO2118
.Sssp.cremoris MG1363
.Ssp.cremoris SK11
.Ssp.cremoris A76

-35 -10
lactis TTTGGTAAAAATAATATTTTTCAGGTATAAT
cremoris TTTGGTAAAAAAAGTATTTTTTAGGTATAAT

CtsR-binding
lactis AGTCAGTRATAGTCAAAGATTATTISNEAAA

RBS1 Stop
lactis [BEGATGAAAGAAAGGATGGAGCGEREGCAG
Startl # RBS2 # Start2
cremoris [RNEGATAAAAGAAAGGATGGATCGEREGCAG
M DE/KR K D GA/SM A

77 Walker A 91 151 Walker B 161
RecAl .EIYGPESSGKTTVA.. . .AVDLVVIDSVA. .
RecA2 .EVFGAESSGKTTVA.. . . ALDLIVIDSVA. .

RecA1 RecA2
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Tableau 19 :Principales caractéristiques des génes de chamitpes clonés et séquencés chaztococcus lactissp.lactisHDI9B GL,.

) ORF Acidgs MM P(;(;n;(r)]t)ecur Pr’on)ote_ur Terminateut | IR2® RBS Organis,ation Homologie
Genes (nt) aminés (Da) . végétatif en opéron (%)
thermique
dnaJ(chaperone) 97.63 % MG1363m, 99.74 % IL1403,
1139 379 40725 - + - + + 99.74%KLDS4.032,99.74%NCD02118

dnaK(chaperone) 98.85 MG1363,100 % 1L1403
1823 607 64987 - + + + + 100% KLDS4.032,100% NCD0O2118

grpE (chaperone) 98.85 MG1363,100 % I1L1403
539 179 20550 - + + + + hrcA-grpE- 100% KLDS4.032,100% NCD0O2118

hrcA (repressor) dnaK-orf4 98.85 MG1363,100 % IL1403
1157 385 44190 - + + + + 100% KLDS4.032, 100% NCD02118

orf4 (hypothetical 98.85 MG1363, 100 % 1L1403
protein) 1763 587 67175 - - + - + 100% KLDS4.032, 100% NCD02118

groEL (chaperone) 98.85 MG1363, 100 % IL1403
1628 542 57201 - + - + + GroES- 100% KLDS4.032, 100% NCD02118

groES(chaperone) groEL 98.85 MG1363, 100 % 11403
284 94 10220 - + - + + 100% KLDS4.032, 100% NCD02118

ftsH (protéase) 95.77% MG1363, 100 % IL1403

2087 695 75560 - + + + + 99.70%KLDS4.032, 100% NCDO2118

rpoD (sigma factor) 98.85 MG1363, 100 % IL1403
1343 447 50741 - + + - + 100% KLDS4.032, 100% NCD02118
®Voir  tableau 20. Lactococcus lactis  subsp. cremoris MG1@gdreviation MG1363 accession numberNC_009004.1);

LactococcuslactissubsplactisiL1403 (abbreviation

IL1403 accession number

AEO005176) Lactococcuslactissubsp.

lactilNCDO 2118

(abbreviationNCD02118 accession numberNZ_CP009054.Uyctococcus lactissubspLactis KLDS4. 0325 (abbreviation KLDS4. 0325, accession

number CP006766). * Molecular mass in Daltdrisyerted repeats (IRjRibosomal binding site (RBS)/ Shine Dalgarno Seqeen
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Tableau 20 : Séquences nucléotidigues remarquables et consethiéasles genes de choc
thermique deé_actococcus lactissplactis biovar.diacetylactisHD9B_GL,.

Séquence
Génes Promoteur végétatif Séquence inversée répétée (IR) de Shine
(@ -35 0-1 Dalgarno
(RBS)
dnal 5" TTGCCA (14pb) TGGTAAAAT 3| AATTAGCACTCTT (9p) AAGAGTGCTAATT | AAAGGA
groES- | 5 TTGACT (14pb) AGATAAAAT 3 TTAGCACTC (9pb) GATGCTAA GGAGG
EL
hrcA- TTAGCACTC (9 pb) GAGTGCTAA
grpE- 5 TTGACA (17 pb) TATAAT 3’ + terminateur indépendant de rho AGAGA
dnaK GCACTGA (7 pb) GTCAGTGC
orf4 5 TTGCAA (14 pb) TACTATGAT 3’ + terminateur iagendant de rho AGGAGG
AGTGAAGG (5 pb) CCTTCGCT
TTTAG (4 pb) CTAAA
ftsH 5" ATTAGCA (18 pb) TATAA 3’ + terminateur indépendant de rho AGGA
TAGTTGTC (4 pb) GACGACTG
rpoD 5 TACTGA (13 pb) TATTTAAT 3 + terminateur iégendant de rho AGGAGG
AAAACTTACTGA (8 pb) TCAGTAAGTTTT

(a) Les séquences se rapportent aux genes décritdedtaideau 19, isolés a partir de la
méme souchkactococcus lactisiD9B_GL2

Les caractéristiques essentielles de ces generetiigdans les tableaux 19 et 20 ; nous

résumerons, ci-dessous, leurs particularités les gaillantes.

A notre connaissance, il s'agit de la premiéreyseasystématique des génes impliqués dans
la thermotolerance et leurs protéines correspoedaiéns une méme seule souchéactis
dont le génome a été totalement séquencé, comlivée une analyse comparative des
souches de référence largement étudiées appassramnt deux sous-espece importante dans
la fermentation des produits laitiers. Nous conchiainsi qué.. lactisHD9B_GL2 possede

un potentiel considérable pour la thermotoléraocg €n utilisant de mécanismes spécifiques

relativement évaluées dans ce travail de theése.

Les genes sont isolés ou groupés en petits opégansappellent ceux B' coli (groEL-ES),
(Kim and Batt 1993), d® subtitis (grpE-dnaK) (Barril et al. 1994), ou des deux espéces
(rpoO-dnaE)(8 subtilis) ou (rpoO - dnaG) (E colt)Cependant, chekz lactis I'opérondnakK
comprend deux autres cadres ouverts de lecturg (&diton et al. 1993), etinal,
habituellement couplédnaKfait défaut (van Asseldonk et al. 1993).

De la structure opéroniquepoO-dnakE, constituant I'opéron MMS(macro molecular
synthesiskst absent, en amont, le gépsU dont le produit est impliqgué dans tladuction
(Araya et al. 1993).
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L'alignement des séquences en acidesnés des produits des génes clomésjuites des
séquences nucléotidiquesivec celles des protéines homologues digerses espéeces
bactériennes(E coli, B subttlis, B megaterium, Staphylococcuseas), démontre une
homologie importantétableau 20). Cependant, chezactis comme chez les autres bactéries
Gram positiveon note la délétion de certainparties: ainsi la région V2 du facteur sigma
majeur ¢E coli (rpadO) (Eaton et al. 1993) qui compte chez les bactériesnchégative250
acides aminés est réduite ici a quelques résidusyéAet al. 1993; Gansel et al. 1993); de
méme, la protéine DnakK, est amputée dans sa pateeminale d'une séquence de 24 acides
aminés ce qui justifie une masse moléculaire céécylus faible que celle de la molécule
homologued'E coli(Eaton et al. 1993).

Les cadres ouverts de lecture ou les opéroisldetis sont préecédés:

- par un promoteur végétatif présentant des sé@seds et -10 caractéristiques (TTGACA et
TAAAAT) (Eaton et al. 1993) ;

- par une IR, (répétition inversée) de 9 a 12 pménmt une structure en tige-et bougdeem-
loop), identique a celle repérée chezs@Bbtilis et chez d'autres bactéries Gram-positives
(Eaton et al. 1993);

- par un site de fixation des ribosomes, (séquelec&hi ne Dalgarno) complémentaire de
I'ARN 16S (AGGAG poudnaK) ; chez certains d'entre e(ppoQ) sont inclus une séquence
TGN, présente dans environ 50 % des genes desribact8ram-positives et une autre
répétition inversée faisant office de terminateateptiel (Araya et al. 1993); aucun ne montre
le motif consensuel qui signe l'existence d'un mi@ur reconnu par un facteur sigma
alternatif, commeigma32 ousigma24 (sigma EX'E coli (Glover and Lindquist 1998) ;

- parmi une soixantaine de marqueurs, quatre dgém®ss sont localisés, (Le Bourgeois et al.
1995)(rpoO, dnaK,dnaJet grpE) sur la carte génétique dldactis 1403, et dd. lactis subsp
cremorisMG 1363. Sur la premiérenaJflanquerpoO ; sur la seconddnaJd,rpoO et dnakK
divisent le chromosome en trois parties égales.

Le séquencage des genes isolés ou groupés en ®pérode leurs zones promotrices
exclusivement végétatives remet en question l'usaléé du seul modéle accepté ces
derniéres années (Neidhardt et al. 1984; NeidHE887; VanBogelen et al. 1987; Lindquist
and Craig 1988), celui dE coli, qui se résume a une commutation transcriptionnelle.
Classiquement, la réponse a une stimulation themngjaccompagne dans les minutes qui
suivent par le remplacement du facteur sigma mdggma 70), dégradé a température non
permissive, par le facteur sigma alternatif (sigd@a (Calendar et al. 1988) stable et méme
activé a haute température et dont la synthéspaedilleurs amplifiée sous l'effet d'un autre
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facteur (sigma 24 ou sigma &i reconnait le promoteur P3 g®H et son propre promoteur
P2, assurant ainsi son autorégulation (Bukau 1988 et al. 1993). L'inflexion de la réponse
et le retour a état de repos est sous la dépendkndehsps, DnaK, GroEL, GrpE, HflB ou
FtsH (Herman et al. 1995). Le facteur sigmac®2duit la transcription de la vingtaine de
génes qu'il reconnait grace a leur mdig (heat-shock)et qui composent ce régulon
conventionnel.

La majeure partie des protéines dont les génesisdos dans le régulon dépendant de sigma
32 présentent une affinité pour d'autres protéinebkilegies, cibles de la chaleur, qu'elles
assistent, désagrégent, restaurent ou dégraddet participent vraisemblablement a la
protection des cellules ou a leur sauvetage logga’'sont menacées par leur environnement
thermique.

Le facteurs® ou aE classé dans le groupe des facteurs ERffacytoplasmidunction)
contrdle l'expression d'une dizaine de genes (dpoH et rpoE) dont les produits sont
impliqués dans la croissance aux températures ede(#2-44 °C) ; dans la survie aux
épreuves thermiques létales (50 °C) (Raina et9@5;1Rouviere et al. 1995). Les produits des
génes de ce second régulon interviendraient dansotepartiment extracytoplasmique
(Mecsas et al. 1993).

Au contraire che®B subtilis,les promoteurs hs sont absents; cdlx coli fusionnés a des
genes rapporteurs sont inactifs (Wetzstein et @21 L'expression de la réponse au choc
thermique procede de promoteurs canoniques, resopausigma 43 (homologue de sigma
70d'E coli), qui ont été identifiés en amont d'un groupe de giéimermorégulés de classe 1, et
d'une séquence inversée répétee de 9 pb appelé€ECiEdntrolling IR of chaperone
expression)(Zuber and Schumann 1994), habituellement inteecadétre le signal de
transcription et le début du cadre ouvert de lectla fixation supposée d'une protéine
répresseur sur ce motif récurrent limiterait oueidirait I'expression du géne. Ce méme
répresseur constituerait le capteur ou «sensdiune des cibles sensibles, qui obéirait a la
sollicitation thermique par un changement conforomatel, lequel provoquerait son
détachement de I'IR suivi par la transcription éme correspondant (Wetzstein et al. 1992;
Yura et al. 1993; Volker et al. 1994; Zuber and Bohnn 1994). A la régulation
transcriptionnelle positive s'exprimant, cHezoli, par une permutation des factewr8 aux
facteurso™ et 6** euxmémes emboités, se substitue dszbtilis,au moins pour un groupe
de génes, un mécanisme a régulation négativeieffaisant intervenir, outre le couple
promoteurfacteur sigma veégetatif, -la reconnaissatioa élément *hs (CIRCE), couplé a
I'altération d'un hypothetique répresseur.
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Deux modéles nous sont ainsi proposés: I'un corapléitanger semble-t-il aux éléments
aujourd’'hui reconnus, par l'analyse des genes sBéésiechez. lactis ; I'autre moins élabore,
qui traduit une riposte plus fruste aux sollictas thermiques.

Ne possédant que des données éparses et des indognlacunaires, nous retiendrons ce
dernier modele pour expliciter le mécanisme glaleala réponse chézlactis.

La présence des 1R ayant été, par ailleurs, reeoohaz une dizaine de bactéries Gram
positives et apparentées, appartenant a des groweesvariés, deClostridium sp a
Mycobacterium tuberculosisshez lesquelles elles représentent le motif les gartement
conservé, il apparait qu'un tel systéeme est plegeamue le mécanisme régulateur mis en
place, cheZ coli (Zuber and Schumann 1994). Cependant Duwat &985) proposent une
autre voie originale de contréle impliquant a l&ésfgar une réaction en cascade, Rec A et
HfIB.

L'intervention de cette derniére protéine sousrehia médiation par un factedraltematif

du typec32, qui, jusqu'a ce jour, n'a pas été identifié.

ChezB. subtilis les réponses aux stress ne dépendent pas unigueme®. Les relations
entre le régulon de réponse générale au stfess la réponse a un stress spécifique peuvent
étre illustrée par le stimulon (ensemble des gémdisits en répons a un stimulus) du stress
hyperthermique. Les genes de réponse au choc hgpaitjue sont classés en six grandes
classes cheB. subtilis mais les mécanismes de régulation sont seulegoemus pour les
classes I, Il, lll et V (Wiegert and Schumann 20Q®s génes de la classe Il sont les génes

régulés pas® et ne sont donc pas spécifiques du stress hyperitnee.

Présentons maintenant succinctement la régulagésncthsses |, Ill et IV. Les génes de la
classe | sont régulés par un régulateur de trgigmr HrcA. ChezB. subtilis ils sont
organisés en deux opérons, les opérons groES/BEcAlgrpE/dnaK/dnald/ygeT/ygeU/ygeV
(Homuth et al. 1997). HrcA est un répresseur tnapisonnel qui se fixe sur des sites appelés
CIRCE (ontrolling Inverted Repeat of Chaperone Expressiode consensus:
TTAGCACTC-N9-GAGTGCTAA (Zuber et Schumann, 1994).adtivité de HrcA est
modulée par la protéine GroEL (Mogk et al. 1997hypothése est que, pour étre active,
HrcA a besoin de GroEL. Lors d'un choc hypertheumigGroEL est titrée par les protéines

dénaturées, HrcA est alors inactivé et la réprasdes deux opérons de chaperons est levée.

Les genes de la classe Il sont au nombre de sisoet régulés par le régulateur
transcriptionnel CtsR. Ills sont organisés en troimités transcriptionnelles,

ctsR/mcsA/mcsB/clpC, et les unités monocistroniquipk et clpP (Kruger and Hecker 1998;
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Derre et al. 1999a; Derre et al. 1999b). CtsR népilia transcription en se fixant sur la CtsR-
box dont le consensus est : AAIGGTCAAANANA/GGTCAAKRactivité de CtsR est réguléee
post-traductionnellement de deux manieres. CtsRdégtadée a 37°C par les protéases
ATPdépendantes ClpP et ClpX, ce qui permet de gamtl@iveau basal faible de CtsR (Derre
et al. 2000). De plus, CtsR est phosphorylée payrtssine kinase McsA/McsB (McsA est
I'activateur de la kinase McsB), ce qui inhibe sation sur la CtsR-Box (Kirstein et al.
2005). L’activité de McsB est inhibée par ClpC (éeghar le méme opéron que CtsR, McsA
et McsB). En condition de stress hyperthermiqugpyCClkerait titrée par les protéines
dénaturées, McsB phosphorylerait alors CtsR, proanfjson inactivation ce qui leverait la

répression des genes de la classe IIl.

La classe V compte deux membres, htrA et htrB cbdas protéases ancrées a la membrane
(Darmon et al. 2002). Ces genes sont controlésepaysteme a deux composants CssRS, qui
répond non seulement au stress hyperthermique amai au stress de sécrétion (induit en
laboratoire par surproduction cdamylase). CssS détecterait I'accumulation de presé
dénaturées dans le milieu extérieur et activevatla phophorylation de CssR et sa fixation

sur les opérateurs, I'expression des protéasesrties (Hyyrylainen et al. 2001).

La régulation du stress hyperthermique chefactis fait donc intervenir différents types de
régulateurs. De plus, certains génes sont soudaloabtréle, comme les genes de classe I,

clpC et clpP sous contréle d& et de CtsR.

Chez les autres firmicutes, I'organisation obsexhéezL . lactis n’est pas toujours conservée.
Par une étude de génomique comparative, Chastiao@t.eont montré que les sites de liaison
de CtsR se retrouvent en amont des opérons groESktreptocoques (Chastanet et al. 2003)
et cette régulation a été démontrée clgezpneumoniagChastanet et al. 2001). Chez
Streptococcus salivariuglpP est sous controle de CtsR et d’'HrcA (Chagttamd Msadek
2003). Cheztaphylococcus aureu€tsR contrdle non seulement les gérip€, clpB etclpP
mais aussi les opéroasaK et groESL, qui se retrouvent sous le double contréle R @t
HrcA (Chastanet et al., 2003a). Chez la bactéméigae Oenococcus oeniseul CtsR est
présent, HrcA est absent de la séquence du gérdimeg. cette bactérie, les géruhs et les
opérongyroESL etdnaK sont sous le contréle unique de CtsR (Grandwlat. 2005).
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Bacilli Streptococci S. salivarius Staphylococci O. oeni L. bulgaricus
clp genes clp genes clp genes clp genes clp genes clp genes
groESL C&’E‘;‘r =
ESL groESL groESL
g;:mﬂ’ dnak dnak groESL groESL
| ‘ " dnak dnak dnak
[:l CtsR regulon D HreA regulon

Figure 43: Comparaison des régulons d’HrcA et CtsR chez miffés firmicutes (Grandvalet
et al. 2005)

Les protéines chaperons ont pour role de permeitre protéines dénaturées par la
température de retrouver leur conformation nati@eez L. lactis les deux principaux
opérons de protéines chaperons sont codées par opEsons groESQroEL et
hrcA/grpE/dnaK/dnaJd. Chez de nombreux microorgaessrhrcA code le régulateur négatif
de ces deux opérons. Les autres protéines poutrenin@liquées dans la réponse au stress
thermique détectées dans le génome.dactisHD9B_GL2 sont:

Les complexes multiprotéiques Clp sont la secomadgllie de protéines importantes pour la
résistance au stress thermique. Les complexesddipcomposes de deux sous-unités : une
sousunité protéolytique, ClpP et une sous-unité FATP qui permet la reconnaissance du
substrat. Sous forme de complexes, les Clp ont fonation de dégrader les protéines qui
sont définitivement dénaturées lors du stress. Masous-unité ATPasique peut, sous forme
libre, remplir un réle de protéine chaperon. Citantamment le cas de ClpB qui ne présente
pas le motif (LIV)G(FL) requis pour l'interactiorvec CIpP et qui, induite en conditions de
stress, aurait un réle de chaperon protéique (@haskt al. 2004). Les genepP codant la
sous-unité protéolytique et clpL, clpX, clpE, clpGdant différentes sous-unités liant 'ATP
sont présents dans le génomelLdéactis HD9B_GL2. Les géneslpY et clpQ, présents eux
aussi, codent pour un systéme de dégradation indape du systéme CIpP et dont il a été

montré qu’il a un rdle mineur dans la résistancesitess dé&. aureugFrees et al. 2005).

ChezB. subtilis bactérie modele des firmicutes, les régulateasspiotéines chaperons et des

complexes Clp sont respectivement HrcA et CtsR.réNa@inalyse dd.. lactis révele la
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présence d'un homologue de HrcA mais aucun geneeptisle de coder CtsR. Soulignons
gu’en amont des clpP, clpC et clpE d’ATCC 11842;ume séquence comparable au site de
fixation de CtsR (A/GGTCAAANANA/GGTCAAA, deux dégérescences admises pour la
recherche du motif dans le génome d’ATCC 11842ktnidentifiée. Au contraire, une
séquence proche du consensus TTAGCACTC- N9-GAGTGKEEérrespondant au site de
fixation d’'HrcA est présente en amont des opéeran&gL et hrcA/grpE/dnaK/dnal. Cette
séquence est également retrouvée en amont de dgP,codant 'homologue de Hspl8
(figure 14) mais pas en amont des génes codarduies sous-unités Clp (clpL, clpX et
clpC), ni en amont deL2_0156 (Hspl5), de Hsp33, clpY et clpQ. Ces observatiomss
conduisent a proposer que cHezlactis, le réle de HrcA soit plus important que chez les
autres firmicutes et qu’il pallie en partie I'absende CtsR. Dans I'état actuel, nous ne
pouvons cependant pas affirmer qu'HrcA est le gégulateur de la réponse au stress
thermique chez ATCC 11842. En effet, bien qu’'aucsiéguence conservée ne soit identifiée
en amont de clpX, clpL, clpC, 1db0364, |db0369pXtkt clpQ, il faudrait tester si ces genes

répondent au choc thermique avant de conclure.

ChezL. bulgaricus la régulation des génes de réponse au stresstihgprique semble a
'opposé de celle @. oeniqui ne posséde pas HrcA mais dont les opérons tddan
chaperons DnaK et GroESL sont sous controle de (Gséhdvalet et al. 2005).

Nous avons regardé quelle était la situation cheaultres lactobacilles dont les génomes sont
séquencés et disponibles. Sur les quatre autresmginde lactobacilles disponibles, sduls
sakei et L. plantarum possedent CtsR. Les lactobacilles du grolpeacidophilus ne
possedentque HrcA. Chéz johnsoniiet L. acidophilus,on retrouve des boites CIRCE en
amont des deux opérons codant les chaperons (doganisation est bien conservée) mais
aussi en amont de clpP et des deux copies de cgsEhomologues de 1db0289 (Iba0205 et
lj_0181) semblent eux aussi réegulés par HrcA puilsgoossedent une boite CIRCE. Aucune
autre séquence CIRCE n’est détectée dans ces genamerégulon HrcA semble donc
conserveé au sein du groupeacidophilus ChezL. plantarumetL. sakeiqui n’appartiennent
pas au groupe L. acidophilus, ou ctsR est présantetrouve des boites CIRCE en amont des
opérons groESL et hrcA-grpEdnaK- dnaJ ainsi qu’'eror# des homologues de 1db0289
(Isa0050, Ip_3352 et Ip_0129). Cependant, aucuite KIRCE n’est détectée en amont des
géenes codant les sous-unités Clp. D’autre paboii@ de reconnaissance de CtsR est détectée
en amont de ctsR/clpC et de clpE dans ces deuxggEn(figure 43).
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Chapitre 3 : Résultats et Discussion

Partie 1ll: Analyse métagénomique d'un consortium bactérien
« Lactococcus, Leuconostoc et Enterococcus » présent dans I'écosystéme lait

de chamelle

1. Introduction
Le terme écosysteme a été défini par Arthur Geofgesley comme « I'ensemble formé par
une association ou communauté d'étres vivantsne¢rsaronnement géologique, pédologique
et atmosphérique». Les éléments constituant un ysi&ree développent un réseau
d'interdépendances permettant le maintien et leldppement de la vie. Un écosystéeme est la
résultante d'interactions entre les facteurs hiesoet abiotiques (Tansley, 1958).
Dans I'environnement, les bactéries, comme tousétess vivants, co-habitent dans des
ecosystemes ou elles interagissent entre ellegeet la milieu. Des écosystémes bactériens
complexes existaient déja il y a 3,4 milliards diées. Dans les écosystémes, de nombreuses
interactions meétaboliques et nutritionnelles ené® différents microorganismes ont lieu.
Etant donné le nombre de facteurs et d’interactigns interviennent, I'étude de ces
ecosystemes est assez complexe et la résultanteeXpaple, en termes de croissance)
n’indique pas nécessairement le nombre et le tyipgethctions impliquées. Le lait, quel que
soit son origine (vache, chévre, brebis, chamellg constitue une niche écologique
importante pour une large diversité de microorgaess dont les bactéries lactiques. On
dénombre 11 genres de bactéries lactiques utild#es les produits fermentés alimentaires :
Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Laotmms, Leuconostoc, Oenococcus,
Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagos@t WeisselléStiles and Holzapfel
1997).

Les bactéries lactiqgues occupent des niches écplegiou écosystémes tres variés. Le plus
etudié est le lait de vache avec une microfloreaidans les régions a climat chaud et dans
les zones arides des pays d’Afrique, les chamg@igsnt un rble essentiel en fournissant du

lait & la population. Jusgqu’a maintenant, trés ggétudes ont été menées pour caractériser la
flore microbienne du lait de chamelle. Néanmoinsa iété montré que les lactocoques

représentent 34,5% de la flore lactique totalegshulait cru de chamelle d’Algérie (Hassaine

et al. 2007). Bensalah et al 2009, (Bensalah €iC419) a identifié la présence de différentes

espéeces Enterococcuslans « leben », produit fermenté traditionnellenzepartir du lait de
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chamelle des régions aride en Algéfdnmechernene et al 2014, (Benmechernene et al.
2014) ont pu aussi identifier des bactéries deajesmconostoc mesenteroid#gasns le lait cru

de chamelle d’Algériel utilisation industrielle de ces bactéries nécesseur identification

et leur classification qui repose sur des critgyeénotypique, physiologique, génétique et

moléculaire.

C’est pour cela nous nous sommes intéressés agfediait de chamelle ; un écosysteme
simples mais riche en méme temps, faisant cohahiter consortium de plusieurs
especes bactériennes appartenant aux difféerentseggebactococcus Leuconostoc et
EnterococcusNous disposons de peu de connaissances surtégacitons entre ces trois
microorganismes, surtout au niveau des mécanismees régulations. Afin de pouvoir
analyser la diversité bactérienne au sein de @afnantillon, nous avons fait une analyse méta
génomique en utilisant des assembleurs de métage(woir Matériels et Méthodes). Pour
pouvoir reconnaitre l'origine des contigs (i.e.lquene appartient a quel organisme). Cette
analyse métagénomique nous a permis de faire whenghe approfondie des communautés
microbiennes et fournit un acces a la diversitégigoe présente dans le lait de chamelle.

La métagénomique est un procédé méthodologiquevigeia étudier le contenu génétique
d'un échantillon issu d'un environnement complésajvé dans la nature (par opposition a
des échantillons cultivés en laboratoire). Le litdtte approche, via le séquencage direct de
I'ADN présent dans I'échantillon, est d'avoir n@ulement une description génomique du
contenu de I'échantillon mais aussi un apercu danpiel fonctionnel d'un environnement.
L'utilisation du préfixe « méta » fait référence ae qui vient apres ». Ici, la metagénomique
vient aprés la génomique en étudiant les organismiesobiens directement dans leur
environnement sans passer par une étape de celutaboratoire. L'outil principalement
utilisé pour obtenir des données en méta-génomagiele séquencage de I'ADN. Par
exemple, il est possible de faire le diagnostimfdctions bactériennes avec la méta-
génomique (Nakamura et al. 2008). Plusieurs tasbiesassociées a la méta-génomique. Une
des taches est la classification taxonomique dpsesEes obtenues par séquencage de ’ADN
(Krause et al. 2008; Brady and Salzberg 2009; Gegooet al. 2010; Segata et al. 2012). Une
autre tache en méta-génomique est 'assemblagewede méta-génomes — c’est-a-dire de
construire des séquences longues qui correspordematériel génétique des organismes
vivant dans un environnement donné a partir des\ées de séquencage (Laserson et al.
2011; Peng et al. 2011; Boisvert et al. 2012; Nasetilal. 2012). Avec I'assemblage de novo,

il est possible d’analyser le contenu d’'un échlamtiplus efficacement (Cottrell et al. 2005).
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En effet, des séquences plus longues sont plusifigpés pour la méta-génomique
(Wommack et al. 2008). Des séquences longues peétrenobtenues avec I'assemblage de
novo (Chaisson et al. 2009) ou avec une technobiggequencage offrant des séquences plus
longues comme les technologies Pacific Biosciemtedloleculo. Les chercheurs étudient
des environnements trés diversifiés en méta-gén@micpmme les océans en général (Rusch
et al. 2007) et I'Arctique (Varin et al. 2012) olAntarctique, en particulier. La méta-
génomique comparative consiste a comparer des ge@i@mes en utilisant des mesures
comme le contenu en génes (Tringe et al. 2005)dém objectifs principaux de la méta-
génomique est de prédire les réseaux métaboliqudene les capacités enzymatiques qui
sont présentes dans un systeme pour lequel desemrde séquencage de I'’ADN sont

disponible.

2. Analyse de la micro-communauté 9B
2.1. Identification des trois especes dugonsortium »

Les analyses méta génomiques ont montré la présEnt®is génomes appartenant a trois
especes différentes dans |"échantillon, le laguconostoc mesenteroidés 1, Lactococcus
lactis GL2, et Enterococcus faeciunGL3. Les projets de séquencage génomique et
métagénomique ont été déposés au GenBank/EMBL/DE2B3 les numéros d’accession
suivant: LMXEO00000000 , JNCC0200000G:t LIHMOOO0O0000 correspondant aux
differentes  souches lactiques: Leuconostoc ~ mesenteroidé&l, Lactococcus
lactisHD9B_GL2 etEnterococcus feaciui@L3 respectivement.

Cette partie a fait I'objet d"un article soumisadplublication The isolate HD9B from camel
milk is a tightly associated consortium of Lactomas lactis, Leuconostoc mesenteroides and
Entercoccus faecium

L’environnement peut contenir de nombreuses espédigdériennes, cependant, des
conditions hautement sélectives réduisent la diéersles especes. Par exemple,
augmentation de la salinité du milieu conduit @ uaugmentation de l'abondance des
archéobactéries, tandis que I'eau douce est ocaysEe une variété d'especes procaryotes
(Rodriguez-Brito et al. 2010). De méme, le lait tp@ecueillir de nombreuses espéces
microbiennes (Delbes et al. 2007). Cependant, deted pressions sélectives comme le
traitement thermique (Van Hoorde et al. 2008), tecpssus de fabrication des produits
laitiers (Randazzo et al. 2002), les propriétésinséques des LAB et les interactions

antagonistes (Lindgren and Dobrogosz 1990), engehimilieu avec quelques espéeces de
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LAB seulement. La métagénomique a été largemdistéet pour comprendre la structure des
communautés microbiennes des systémes complexasalyse métagénomique d'une
communauté simple présente dans le lait révéleohaitince de certains genres de LAB
d’'espece différentes Lactococcus lactis Leuconostoc mesenteroidest Enterococcus
feacium.

Dans l'approche présentée ici, I'identification ais trois especes a été améliorée avec la
recherche des phages et la quantification des geoagthologues spécifiques a chaque souche
qui ont été déterminés a partir des séquences geuesiissues du projet de séquencage par
lllumina «paire-ends». Les trois especes présentes dans le lait orsegiErées a partir d’'un
méme clone par des méthodes physico-chimiquesijteredles ont été caractérisées par des
tests physiologiques et biochimiques. Leur carazton a été complétée par une étude
microscopique au microscope électronique a balayage

Les analyses effectuées dans cette partie illustoriune communauté bactérienne
relativement simple tel que le lait représente aste paysage génétique, et les principaux
groupes phylogénétiques sont stabilisés au seifa dmmmunauté par la dynamique des
phages <«ill-the-winner» spécifiqgues a chaque espéce.

Bien que le lait est, en termes de valeur nutritiwvedes milieux les plus riches sur terre, il est
remarquable qu’en général il contient seulemenk dspeces de bactéries lactique, avec une
grande dominance dé. lactis et d'une petites communauté dee. mesenteroides.
Apparemment, LAB créent un environnement monopqlist qui empéche la mise en place
d'autres microbes dans I'écosystéme lait.

Les lactocoques peuvent étre quantifiés et caiaétpar des méthodes classiques telles que le
dénombrement de l'unité formant colonies (UFChalé de divers milieux qui permettent la
détection des capacités fonctionnelles spécifiguetaque souche.

Par exemple, le milieu classique gélosé Reddy (Retlél. 1972) permet simultanément de
différenciation deL. lactis subsp.cremoris(absence d’activité d'arginine désiminase, aucune
utilisation de citrate)l... lactis subsplactis (activité arginine désiminase, aucune utilisation
citrate) etL. lactis subsp Lactis biovar.diacetylactis(activité arginine désiminase, utilisation
du citrate). En paralléle, les populations Heuconostoc mesenteroidgseuvent étre
énumérees sur geloses sélectives de MRS, addii@éni@évancomycine.
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La recherche sur la composition et le fonctionnanalenconsortiums microbiens complexes
s'intensifie et ouvrira de nouvelles voies pour tadar et améliorer les processus de
fermentation alimentaires et développer de nousedleplications pour des cultures mixtes.
La plupart des procédés de fermentation alimerstait@pendent des cultures mixtes qui
s’interagissent pour produire les caractéristiqigesirées du produit final. En général on peut
dire que les consortia microbiens ont des actiyilés complexes (polyvalence) et tolerent
plus des variations d’environnement (robustessejgpgort a des cultures pures.

La polyvalence et la robustesse peuvent s'explipaedeux caractéristiques (Brenner et al.
2008). Tout d'abord, les membres du consortium coniguent entre eux en échangeant des
métabolites ou des signaux moléculaires. Ainsi akacgllule réagit a la présence d'autres
bactéries dans le consortium (Keller and Suret@6p0La deuxieme caractéristique est la
coopération entre les microorganismes du consortanduisant a une réponse/production
globale qui ne peut s'expliqguer en combinant detes accomplies par les différentes
constitutions ou les sous-populations (Ayad e2@01; Keller and Surette 2006).

La robustesse des cultures complexes dans lessguxde fermentation est décrite en termes
d'activité fiable et la production de produits amtaires d’'une qualité constante. Fait
intéressant, les cultures complexes montrent awssi plus grande résistance contre les
bactériophages par rapport a des cultures simpleedseule souche ou en couple de deux
souches seulement. L'explication de ce dernierg@héne est en corrélation avec la présence
de bactériophages dans les levains complexes commmbres de la communauté
microbienne. Les phages sont effectivement le mmotee la diversité génétique et
phénotypique de la population microbienne (Rodrizgvealera et al. 2009).

La connaissance de la composition des communaui@®hiennes est importante pour
comprendre ses fonctionnalités et peut étre amalgsd'aide du séquencage et analyse
métagénomique (Field et al. 2014; Tatusova et@l42Brown et al. 2015; Tatusova et al.
2015). Enfin, les interactions microbe - microbaxgldes fermentations complexes peuvent
étre démontrées, en combinant le profil méta-tngpisenique et les tests de croissance

choisis.
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Bacillales [ Bacillus coagulans

Listeria innocua
* Enterococcus faecalis

Erlsisss s { ) Enterococcus fascium

Enterococcaceas

* Enterococcus hirae

« Enterococcus sp. TL76

Melissococcus plutonius

Lactobacillus brevis

Lactobacillus casei

Lactobacillus curvatus

Lactobacillus 3
Lactobacillus fermentum

Lactobacillus helveticus

Lactobacillus plantarum

Lactobacillus sanfranciscensis

* Leuconostoc carmosum

* Leuconostoc citreum

— * Leuconostoc gasicomitatum
Lactobagillales
Leuconostoe [ * Leuconostoc gelidum

* Leuconostoc kimchii
Lguconostocaceas

* Leuconostoc lactis
O Leuconostoc mesenteroides
* Leuconostoc sp. T2

*Weissella koreensis

Weissella

Weissella paramesentercides

*Weissella thaillandensis

Lactoeoceus [ _—-Lactococcus garvieae
-

L

Lactococcus lactis

= Streptococcus egquinus

Hreplococcaceas ——* Streplococcus infantarius

Streptc‘coccus ——* Streptococcus parauberis
» Streptococcus salivarius

* Streptococcus suis

* Streplococcus thermophilus

Figure 44: Identification des trois espéces composantes dansortium» lait. L'arbre
phylogénétique est construit par le logiciel Mega@Baque cercle représente un taxon et sa
taille correspond au pourcentage de contigs dasédaence génomique spécifique a chaque

espece.
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Pour Vvérifié la présence de trois especes dandgaesce génomique, on a collecté des
lectures du géne 16S rRNA par BLAST et on les abientes « 16 s rRNA » pourraient
déterminer approximativement de quelle espéecerdsignnent (Figure 45)., Ce résultat
confirme le résultat obtenu par Megan et montre kgchantillon contient aussi trois
especes différented:actococcus lactisLeuconostocmesenteroides et Enterococcus

faecium

Llz_g817
Llz_4451
Llc_4213
Lactocaccus_cremoris MG 1363 nggigg

Lactococeus_lactis 114032

Leuconostoc_meserteroides_ATCCE233

Llc_1368
Lle_4529 L5651
Llc_z427

Erterococcus lactis BT153

Llc_8524
i Ll=_107s
Enterococcus_faeciurn HM-M42 Ll £301

Llc_7648

Figure 45. Arbre phylogénétique basé sur 16S rRNA.
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Figure 46: Arbre phylogénétiquvisualisé par iTOL(Letunic and Bork 200 Les trois
souches composanteslu consortium GL1: Leuconostoc mesenterio. GL2:
Lactococcus lactssp. Lactis. GL3: Enterococcus faeciurant été comparées avec
souches de référenceseuconostoc mesenteriodKFRI-MG (Tatusova et al. 201,
Lactococcus lactisubsp.lactis KLDS 4.0325(Yang et al. 201! et Enterococcus
faecium Aus0085 (Lam et al. 201! respectivement. Les genes marqueui(16S
rRNA, rpob, rpobb etatpD). GL2 est relativement distincties autres lactocoqu
séquenceék. lactissubsplactis et subspcremoris et mémalistincte de subsjlactis

bv. diacetylactis
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Tableau 21:Informations génomiques générales des trois espealéss diconsortium

Leuconostoc mesenteriod84&.1, Lactococcus lactssp.LactisGL2 etEnterococcus faecium
GL3

Souche taille/bp Sequences GC% n50 n90
codantes
GL1 1,815,975 1727 37.7 446287 88812
GL2 2,251,485 2201 351 72247 25725
GL3 2,507,582 2395 38.1 167313 76444

Le tableau suivant représente la taille et la tgiadies trois génomes. La couverture
originale (données non présentées) est presquewdgs trois génomes. Cependant, le
résultat montre que la valeur N50 est au moinsoldupérieure dans GL1 et GL3 que
dans la GL2, ce qui reflete que la couverture déetdures dans GL2 est nettement
inférieure a 50, c'est pourquoi la taille du génateeGL2 est plus petite en comparaison
avec le génome de référence.
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Souche Taille/pb Contigs GC% le plus long N50 N90
GL1 1,815,975 11 37.7 702,867 446,287 88,812
pGL1 1,732,246 39 37.7 A00,422 59,171 25,672

Figure 47(a) :Comparaison de la qualité de I'assemblage tleezonostoc mesenteroidés 1

203



Résultats et discussion

: _ﬁlﬂt--:{n S —"

pGL2
Souche Taille/pb Contigs GC% le plus long N50 N90
GlL2 2,251,485 48 35.1 178,647 72,247 25,725
pGL2 2,604,375 22 353 234.027 188,966 70,424

Figure 47(b) : Comparaison de la qualité de 'assemblage tlemcoccus lacti&L2
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pGL3 GL3
Souche Taille/pb Contigs GC% le plus long N50 N90
GL3 2,507,582 31 38.1 270,914 167,313 76,444
pGL3 2,184,811 76 38.2 109,186 33,315 13,806

Figure 47(c) : Comparaison de la qualité de 'assemblage émerococcus faeciuBL3
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Figure 47(a) - (c) présente la qualité des troinogées en détails. Ces cercles ont été
visualisés par le logiciel Circd&rzywinski et al. 2009). pGL1 et pGL3 ont été ambéés par
Velvet et pGL2 est assemblé par Mira4 ('assemblalgienu par Velvet est d’'une qualité
inférieure). Il est évident que le résultat de AGit pGL3 n’est pas mal et les assemblages
améliorés GL1 et GL3 par la nouvelle méthode ortefoent diminué le nombre de contigs et
ont augmenté la valeur N50. Dans GL1, le nombrecoesigs est réduit de 39 au 11 et la
valeur N50 augmente de 59 171 a 446 287 ; simimiré5L3, le nombre de contigs a été
réduit de 76 au 31 contigs et la valeur N50 estdade 33 315 a 167 313. Le résultat de pGL2
semble mieux que GL2, qui compte 22 contigs congpard8 contigs chez GL2 et d’'une
valeur N50 de 188 966 comparativement a 72 247 &lez. Toutefois, des erreurs sont
trouvés dans pGL2, tels que I'absence de nouveamesgqui n'‘ont pas été trouvés par
BLAST. Le résultat dunappingen comparant avec le génome de référence est patinie,

ce qui reflete que ce résultat d’assemblage nastfipble. Le résultat montre également la
fonctionnalité de Velvet et Mira : Velvet est comgtavement plus précis mais donne des
contigs plus courtes et une valeur N50 relativeniaifiie; Mira4 produit des contigs plus

longs, cependant il génére des erreurs lorsquaeulzecture des lectures est assez faible.

2.2. Séparation des trois especes

Le mélange original (HD9B) est mis en culture suliem M17 contenant 10Qug/ml de
I'antibiotique la vancomycineLeuconostoest naturellement résistant aux antibiotiques de
classe glycopeptidique) pendant 48 heures a 30M@.ddoissance trés faible a été observée.
La culture est ensuite centrifugée et le culotrestispendu dans M17 liquide puis repiquée
sur milieu solide et cultivée a 30°C et a 45°C.fé&dntes colonies sont repiquées et testées
par différentes PCR avec des amorces spécifiquesr@is especes de LAB. Apres plusieurs
repiquages successifs on a pu sépargerococcus faeciu@L3 du mélange, le résultat est
confirmé par I'amplification des clones (Figure 2Bpur sépardreuconostoc mesenteroides
GL1 du reste du mélange, on a soumis ce dernigreaulirasonification. Des dilutions sont
effectuées ensuite cultivées sur M17 et incuberOZC3et a 45°C. Ensuite, les clones
thermosensibles sont choisis, isolé les ADNs etateglifié par PCR, cependant on trouve
toujours le mélangelLéuconostocGL1 et LactococcusGL2), pour cela on a jouté la
vancomycine car leuconostoc est résistant aux AéRldsse glycopeptidique (Orberg and
Sandine 1984) mais le résultat est encore le ménaetoujours le mélange donc on a soumis

ce mélange traité par la vancomycine a un deuxiéragement a ['ultrasonification.
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L"addition de la vancomycine dans le milieu de wétpermet I'isolement de la souche
désignéd_euconostoc mesenteroide& 1 dans une culture mixte de bactéries lactiques.

Le rpoB code pour la sous-unité B de I’ARN polyméraseéee est relativement conserveé,
en particulier entre les coques LAB.actococcus Leuconostocet Enterococcus mais
montre une diversité pour dessiner des amorcedisp&cpour chaque espéece.

Pour dessiner les amorces spécifigues du gpoB pour les souches GI1, GI2 et GI3
correspondant aux trois especes differebmsconostoc mesenteroidésictococcus lactiet
Enterococcus faeciunrespectivement, on a utilisé les séquences oesenu projet de
séquencgage du génome total du consortium HD9B.thoés espéces Gl1, GI2 et GI3 sont
déposées dans GenBank/EMBL/DDBJ sous les numérescedsion suivants :
LMXEOOOOOOOO Leuconostoc mesenteroidéd 1, JNCC0200000Qactococcus lactist
LIHMOOOOO00OENterococcus faeciut@L3.
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Région 1

Lactoc_rpoB
Enteroc_rpoB

GCTGTAAAAACGGTTCG>

Leucon_rpoB

Lactoc_rpoB
Enteroc_rpoB
Leucon_rpoB

Lactoc_rpoB
Enteroc_rpoB
Leucon_rpoB

Lactoc_rpoB
Enteroc_rpoB
Leucon_rpoB

Lactoc_rpoB
Enteroc_rpoB
Leucon_rpoB

Lactoc_rpoB
Enteroc_rpoB

Leucon_rpoB
Région 2
Lactoc_rpoB

Enteroc_rpoB
Leucon_rpoB

Lactoc_rpoB
Enteroc_rpoB
Leucon_rpoB

Lactoc_rpoB
Enteroc_rpoB
Leucon_rpoB

Lactoc_rpoB

Enteroc_rpoB
Leucon_rpoB

Lactoc_rpoB
Enteroc_rpoB
Leucon_rpoB

Lactoc_rpoB
Enteroc_rpoB
Leucon_rpoB
Lactoc_rpoB

Enteroc_rpoB
Leucon_rpoB

GAATGCCGTGTCTTGACACCAGCCGATGTGATTTCAAATATCAGCTACTGGCTTGGTCTT 1185
GCTGTAAAAACGGTTCGTCCAGCCGACATCATTGCTTCAATGAGCTATTT-CTTGAACTT 1193
Ent-RpoF
GATGATCGTACAGTACGTCCAGCTGATATCTTGGCAGGTATGAACTACTT-CTTGAACTT 1190

GCTG-AAGGAATTGGTAAAGTGGACGATATTGA CCACTTAGGTAACCGTCGTATCCGTTC 1244
GATGGAAGGTATCGGCAATGTCGATGATATCGACCACTTAGGAAATCGTCGTATCCGTTC 1253
GCAAGAAGGTGTTGGTCATGTTGATGATATTGACCACTTGGGTAACCGTCGTATTCGTTC 1250

AGTAGGTGAATTGCTTCAAAACCAAGTACGTAT CGGACTTTCACGTATGGAACGTGTTAT 1304
AGTCGGTGAACTTTTACAAAACCAATTCCGTAT CGGGCTAGCACGTATGGAACGTGTGGT 1313
TGTTGGTGAATTGTTGCAAAACCAATTCCGTAT TGGCTTAACGCGTATGGAACGTGTTGT 1310

TCGCGAACGTATGTCATCTTCAGAAAATGAAAA CATCACACCGCAAGGTTTGATTAACAT 1364
TCGTGAAAGAATGTCGATCCAAGATACTGAAACATTGACACCTCAACAATTGATCAATAT 1373
TCGTGAACGCATGTCAATTCAAGATGCCAACACGGTTACACCACAACAGTTAATCAATAT 1370

TCGTCCTGTAACAGCTTCAATTAAAGAATTCTT TGGTTCATCACAATTGTCACAATTTAT 1424
CCGTCCAGTTGTGGCAAGTATCAAAGAATTCTT TGGTTCTTCTCAGTTGTCACAGTTCAT 1433
ACGTCCTGTTGTAGCCGCTGTCAAAGAATTCTTTGGTTCTTCACAATTGTCACAGTTTAT 1430

GGACCAACACAATCCTTTATCTGAGCTTTCACA CAAACGTCGTTTTTCTGCCTTAGGACC 1484

GGATCAAACAAACCCTCTTGGCGAATTGACACACAAACGTCGTCTTTCAGCCTTAGGACC 1493
<GAGAACCGCTTAAGTGT Ent-RpoR2

GGATCAAACTAACCCATTGGGTGAAATGAACCACAAACGTCGTTTGTCAGCTCTTGGACC 1490

AGTTATGGCTCGTCATACTGGTAACAATATTGA AGTTGAAGCTTCAACAGCAGACTATAT 1844
Lac-RpoF2 GTTGAAGCTTCAACAGC>
TGTTATGGCTCGTGCTCAAAGTGAAAACTTAGA AGTATCTATTGATAAAGTAGACTACAT 1853
AGTTATGGCTCGTTTTGGTGAAGAAAACATTGAAACACCAATTGATCGTATTGACTACAT 1850

GGACGTTTCACCTAAACAGGTTATCGCCGTTGC TGCTGCATGTATTCCATTCTTGGAAAA 1904
GGACGTATCACCTAAACAAGTAGTTGCCGTTGCGACAGCATGTATTCCTTTCTTGGAAAA 1913
GGACGTTTCGCCAAAGCAGGTTGTTTCTGTTGGAACAGCTGCTATTCCGTTCTTGGAAAA 1910

CGATGACTCCAACCGTGCCCTCATGGGTGCCAACATGCAACGTCAAGCAGTTCCATTGAT 1964
CGATGACTCCAACCGTGCCTTGATGGGTGCCAACATGCAGCGTCAAGCAGTGCCGTTGAT 1973
CGATGATTCCAACCGTGCTTTGATGGGTGCCAACATGCAACGTCAGGCAGTGCCTTTGCT 1970

TGACCCACATGCACCTTGGATTGGTACTGGTAT GGAACATCAAACTGCTCGTGACTCAGG 2024
<GTAGTTTGACGAGCACTLac-RpoR2

CAATCCTCAAGCACCATGGGTTGGTACTGGTATGGAATACAAATCAGCGCATGACTCAGG 2033

TGATCCACATTCACCATTAGTAGGAACAGGAATTGAGTATAAAGCAGCTCACGATTCTGG 2030

TGCTGCGCTTATTGCAAAACATGCTGGTGTTGT TGAGTATGTTGATGGTAATGAAATTCG 2084
AGCTGCTTTGTTATGTAAACATGACGGTGTCGT TGAATACGTTGATGCTTCTGAAATCCG 2093
TGTTGCGATGATTGCACGCGCATCTGGTGAAGTTGAGTATGTGGACGGCCGCCAAATCCG 2090

TGTTCGTCGTACTTCTGGTGAACTAGATATTTA CAATATTACAAAATATCGTCGTTCAAA 2144
CGTACGCCGCGACAACGGTGCATTAGATAAATACGATGTAACAAAATTCCGTCGTTCAAA 2153
AGTTCGTCGTGAAGATGGTCAATTGGATACTTATGAATTGATGAAATTCCGTCGTTCAAA 2150

CTCAGGAACTTCTTATAACCAACGTCCATTGGC TCGACTTGGAGAAAAAGTTGAGAAAGG 2204
<CCG AGCTGAACCTCTTTac-RpoR4

CTCCGGAACAAGCTACAACCAACGTCCAATCGTTCATTTGGGTGAGAAAGTCGAAAAAGG 2213

CGGTGGTAAAAACTATAACCAAAAGCCAATTGTACATGTCGGTGAGCATATTGAAGCCGA 2210
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Région 3

Lactoc_rpoB
Enteroc_rpoB
Leucon_rpoB

Lactoc_rpoB
Enteroc_rpoB
Leucon_rpoB

Lactoc_rpoB
Enteroc_rpoB
Leucon_rpoB

Lactoc_rpoB
Enteroc_rpoB
Leucon_rpoB

Lactoc_rpoB
Enteroc_rpoB
Leucon_rpoB

CGGACGTACTGGTGAACCATTTGATAACCGAAT TTCAGTCGGTGTCATGTACATGATTAA 3104
CGGACGTACAGGTGAACCATTTGATGGACGTGTGTCTGTCGGTGTGATGTACATGATCAA 3113
TGGTCGCACTGGTGAAGCTTTTGACAAGCGTGTTGGTGTTGGTGTCATGCATTATATGAA 3110
Leu-RpoF3 TGACAAGCGTGTTGGTG>
ACTTCACCACATGGTTGATGATAAACTCCATGC TCGTTCAGTTGGTCCTTACTCACTCGT 3164
ACTTGCTCACATGGTCGATGACAAATTGCATGCACGTTCAATCGGACCTTACTCATTGGT 3173
ACTAGCGCACATGGTTGACGATAAAATTCATGCACGTTCAATTGGTCCTTACTCACTTGT 3170

TACACAACAACCGCTCGGTGGTAAAGCGCAGTTCGGTGGACAACGTTTTGGGGAAATGGA 3224
TACACAACAACCATTGGGAGGTAAAGCTCAATT TGGTGGACAACGTTTTGGTGAAATGGA 3233
TACACAACAGCCTTTGGGTGGTAAAGCCCAGTTITGGTGGACAGCGTTTCGGTGAAATGGA 3230

AGTTTGGGCACTTGAAGCCTATGGTGCTGCCAATGTTCTTCAAGAAATCTTGACTTACAA 3284
AGTATGGGCACTGGAAGCTTACGGTGCGGCTTAACTTTACAAGAAATCTTGACATACAA 3293
AGTTTGGGCTTTGGAAGCTTATGGTGCAGCTTACACATTGCAAGAAATCTTGACGTATAA 3290

ATCAGATGACGTGATTGGACGTACGCGCGCTTATGAAGCTATTGTTAAAGGTGAACGTAT 3344
ATCAGATGACGTAGTCGGACGTGTGAAAACATACGAAGCAATCGTCAAGGGTGAACCAAT 3353
GTCAGATGATGTTGCAGGCCGTGTTAAAGTGTATGAATCAATTATTAAGGGTGAACCAAT 3350

<CGTCCGGCACAATTTCA Leu-RpoR2

Figure 48: Sites des amorces damoB. Les séquences sont issues du projet de séquencag

total de la composante HD9RBactococcus lacti$sL2, Leuconostoc mesenteroidéd.1, et

Enterococcus faeciur®L3. Longueurs totales du gene : 3591 Lrdcfococcus lactisGL2),

3627 nt Enterococcus faeciu@L3), 3609 ntl(euconostoc mesenteroidés.1).
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MM HD9B GI2 | GL1L GJ3
flaci Lac2 Leu Ent

1kb Lacl Lac2 lev Ent’ ! flact Lac  Leu Ert ! TLact Lac 2 Leu Ent '

DSM20481 DSM20343 ATCC6057 HD9B & 45°C
A L

MM 1

r 1 r 1 r 1 r 1
1kb Lacl Lac2 Leu Ent Lacl Lac2 Leu Eni Lacl Lac2 Leu Eni Lacl Lac 2 Leu Ent

Figure 49 : Amplification cu genepoB chez ledifférentes souch de LAB

Souches de référenceé.actococcu lactis DSM20481,Enterococcugaeciun ATCC6057 et
Leuconostoc mesenteroideS$M20343. Leuconostoc mesenteroid8& 1, Lactococcus lactis
GL2, Enterococcus faeciut®L3 : souches composante isoléesabnsortiur HD9B. MM :

Marquer moléculaire #hermoscientifi 1kb » Agarose 0,8% dans 1X TA Les différents
genes sont amplifiés aveesl couples d’amorces suivantLacl : LacRpoFZ Lac-RpoR2 ;
Lac2 : Lac-RpoF2/ La®poR¢; Leu : Leu-RpoF3/ Leu-RpoR2 ; Ent : HRpoF/ Ent-RpoR2
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2.3. Caractérisation des trois especes séparéesatunsortium microbien
2.3.1. Cinétique de croissance a différentes tem@dures

La croissance bactérienne constitue un critereiplogsque important d’'intérét taxonomique.
Cette croissance a été suivie en milieu M17-glucbgeide (Figure 50) en fonction de trois
températures différentes (30°C, 37°C et 45°C). éssiltats obtenus (Figure 50) indiquent
que a 30°C, toutes les souches issues du mélan@B HDI exception dd_euconostoc
mesenteroide§&L1 et la souche de référencactococcus lactiDSM20481. Par contre, la
capacité, a se développer a 37°C est constatéedaites les souches. La soutlaetococcus
lactis GL2 est capable de se développer a des températienates (45°C et 50°C), ce qui est
inhabituel chez les lactocoques.

A des températures supérieures a 25t .Qactis croit nettement plus vite quesuconostoc
(Barrette et al. 2000), alors qu'a des températemg® 21° C et 25° C, une croissance plus
equilibrée entre ces deux genres est observée (ldemmret al 2004). Au cours de la phase
initiale de la fabrication de fromagd,euconostoc mesenteroidekpend des souches
caséinolytique deL. lactis pour la fourniture de l'essentiel des acides amlifites ou des
petits peptides (Cogaat al. 1994). En industrie fromagere, l'interactionrentes deux
bactéries dans une culture mixte est importante ppdormation de I'arbme, depuis que
Leuconostoc mesenteroidpsut produire seulement diacétyl et acétoine &rphr citrate a
pH acide (McSweeney, et al 2000) et l'acidification est produite principalement par

fermentation du lactose par les lactocoques.
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Figure 50: Croissance en milieu M-glucose liquide & différentes températures. A: {;
B: 37°C ; C: 45°C ; DSM DSM : Souche de référendeactococcudactisDSM20431 ; 9BL :

le consortium ; gll Leuconostc mesenteroidegt2 Lactococcuslactis ;gl3 Enterococcus

faecium;OD : densité optigu
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2.3.2. Propriétés importantes

Dans cette partie de travail, nous nous sommeesgés a séparer les trois souches présentes
dans la composante HD9B, isolée a partir de laitda chamelleGamelus dromedarijs
collecté en Algérie. Ces trois souches appartienadrois différentes especes de bactéries
lactiques Leuconostoc mesenteroidés 1, Lactococcus lacti§SL2 etEnterococcus faecium
GL3. Ces isolats ont été ensuite analysés surepltssitypes de milieux nutritifs gélosés
(Tableau 22). Se sont des coques a Gram positi€agdlase négative. Les souches
Lactococcus lacti®SM20481et Leuconostoc mesenteroid@SM20343 (Prt+ Lac+ Cit-) et
Enterococcus faeciumnATCC6057 (Lait+ Lac+ Cit+), sont utilisées commeushes de

références dans les tests d’analyse.

Apres incubation a 30°C de 24 heures, la présece dctivité protéolytique se traduit par
la formation d’un halo transparent autour des de®ibactériennes qui résulte de I'hydrolyse
des caséines du lait. Dans la figure 51, les isgabtéolytiques préalablement obtenus ont
été ensemencés sous forme de traits sur milieglladbsé. Cette méthode nous permet de
mieux voir les halos transparents sur ce milieugapala capacité de croissance rapide des
bactéries liées a I'assimilation de la source dazur les milieux gélosés opaques (lait, lait
glucosé et lait additionné de milieu M17) se masidepar I'apparition d’'un halo transparent

autour des colonies, due a I'hydrolyse de la caséinlait.

La caséine représente 80% des protéines totalate et fait, est majoritaire dans le lait
(27g/l). Ainsi, la capacité de croissance dansaled des densités cellulaires importantes
repose sur la présence d'un systéme protéolytigngplexe capable d'utiliser les caséines
comme source exogene d'azote (Mills and Thomas];194un;ji et al, 1996). Ce processus
est connu sous le nom de caséinolyse et se dénuteis étapes : (1) la premiere consiste en
I'hydrolyse des caséines par une endoprotéaserdegmpelée PrtP générant des peptides de
masse moléculaire variable, (2) certains de cesdaespsont transportés par deux systemes de
transport Opp et Opt, (3) la derniére étape est\gh par I'hydrolyse de ces peptides grace a

I'action de peptidases intracellulaires (Figure.51)
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Figure 51: Activité protéolytique du €onsortium» HD9B et ses trois espéces composantes GL1,
GL2 et GL3 ensemencées sur milieu Lait glucoséndle clair autour des traits d’'ensemencement

indique la présence d’une activité protéolytique.

La performance des bactéries lactiques utiliséesnm® levains dans l'industrie laitiere
réside dans leur métabolisme azoté. Ce type debolé&tme met en jeu un systeme
protéolytigue complexe constitué de trois compasantune protéinase extracellulaire PrtP
(capable d'hydrolyser les caséines, protéines megalu lait), des systemes de transport de
peptides et des peptidases cytoplasmiques. Lensggpeotéolytique conduit a la libération
d'acides aminés, précurseurs d'arobmes. En généet, les lactocoques, la protéinase de
paroi et certains systemes de transport de peatescodés par des génes plasmidiques. La
relation entre la présence de plasmide et 'aétipitotéolytique chez les lactocoques a été
prouveée pour la premiere fois par le travail de Mgken 1974 (McKay and Baldwin 1974b;
a). La protéinase PrtP est codée par le getfequi est précédé par un autre gene orienté en
sens inverse, appelgrtM, codant pour une lipoprotéine nécessaire a la na&n de
I'enzyme PrtP. Chez les souches Wg2, SK11 et HRad®coccus lactisubsp Cremoriset

L. lactissubsp.LactisNCDO763, les gengsrtP et prtM sont respectivement portés par les
plasmides pWVO05, pSK11P, pHP003 et pLP763 (KoK.et988a; Kok et al. 1988b; Kiwaki

et al. 1989).

Les plasmides pHP003 (13,4 kb) et pSK11P (75,8 Sdnt complétement séquencés et
caractérisés (Christensson et al. 2001; Siezen.e2085). Selon Christensson et coll.
(Christensson et al. 20Q1a taille des plasmides protéinase est un critgngortant pour
déterminer le taux d'activité protéolytique. Enetffune souche possédant un plasmide de
petite taille dont le nombre de copies est natema#int important montre une activité

protéolytique plus élevée comparée a une autrehgodant le plasmide est plus grand.
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Les bactéries lactiques sont capables de fermlastsucres en acide lactique. Ceci représente
un outil trés important de la technologie indudigi@our la transformation et la conservation
de nombreux produits alimentaires d'origine végéaval animale. Les sucres fermentés par les
bactéries lactiques sont nombreux et appartienaeptusieurs catégories a savoir : les
hexoses, les pentoses, les disaccharides et lgssaticharides. Selon les genres ou les
especes des bactéries lactigues I'une des deus wniwantes peut étre utilisée dans le
métabolisme des sucres: (1) la voie homofermentsteassociée aux genresctococcus,
Streptococcus, Enterococcus, Pediococcus, Vagosdéttagenococceas Carnobacterium.

La glycolyse conduit a la formation exclusive déeilactigue (CH3-CHOH-COOH) ; (2) la
voie hétérofermentaire, appelée ausssi voie dasgEnphosphates, est spécifique des genres
Leuconostoc Oenococcust Weissellaet conduit a la formation de quantité équimolaire
d’'acide lactique, d’acétate, d’éthanol et de CO2gdh, 1980). Les especes du genre
Lactobacillus sont séparées en trois groupes en fonction du tgpe fermentaire :
homofermentaires, hétérofermentaires stricts érbfgrmentaires facultatifs qui métabolisent
les hexoses en acide lactique par la voie homofaaire, et qui dégradent aussi les pentoses
par voie hétérofermentaire.

Le métabolisme des sucres chez les bactéries uastigequiert d’abord leur transport a
I'intérieur de la cellule bactérienne. Selon legee®s, cette internalisation des sucres met en
jeu des perméases qui ne modifient pas le solutéoaus du transport, ou un systeme
phosphoénol-transférase (PEP/PTS) qui phosphoryde ducre au dépend du
phosphoénolpyruvate (McKay et al. 1969; McKay etl8l70; Vaughan et al. 1996). C’est le
cas du lactose (C12H22011) sucre du lait (49 gkntde métabolisme a fait I'objet de
plusieurs études approfondies dans des revues gdeakd Vaughan 1994; Vaughan et al.
1996; Neves et al. 2005). Chez les especes du gantecoccusle lactose phosphorylé est
catabolisé par une phospho-R3-galactosidase (P}&gat que chekeuconostoc’est une 3-
galactosidase qui hydrolyse le lactose. Ainsi, deszbactéries lactiques, la différence dans
les voies métaboliqgues (homo- ou hétérofermenfaihedactose est fonction de I'équipement

enzymatique.
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g A B F
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Figure 52 : Croissance sur milieu McDonald’s HHDgmofermentative-heterofermentative
differential medium @: témoin control, A: HD9B, B:Lactococcus lactisGL2, C:
Lactococcus lactiDSM20481, D:Enterococcus faeciun®L3, E: Enterococcus faecium
ATCC6057, F:.Leuconostoc mesenteroidés 1, G: Leuconostoc mesenteroideSM20343.
Dans ce milieu a base de fructose, les LAB homddetaire [actococcus, Enterococous
produisent beaucoup plus d’acide par rapport auB lb&terofermentairefl_euconostof
virant la couleur du vert de bromocrésol dans HHiDbku au vert.

Les trois isolats se développent sur tous les miliestés (Tableau 22), comme les souches
de référence. Toutes ces souches se développknt, & ont donc la capacité de fermenter le
lactose et d’hydrolyser les protéines du laitstisit capables de se développer sur des milieux

de culture & base de lait (lactose) et présentert dn phénotype Lac+.

L’étude génétique montre que le transport et I'bjge du lactose chdzactococcus lacis
sont associés a la présence de génes plasmidigasestravaux d’identification et de
caractérisation des plasmides lactose sont coradildérchez les soucheslddactis Eneffet,
Kozar et coll. étaient les premiers a réaliser elgeriences de curage chez des celldies
lactocoques de phénotype lactose-positive (Laci9z@& et al. 1974). Des variants Lac-
incapables d'utiliser le lactose ont été obtenus& fréquence supérieure a 10%. L’ensemble
des recherches réalisés jusqu’a I'heure actueltdirare le déterminisme plasmidique de la
fermentation du lactose chez les souched a&ococcus lactigSiezen et al. 2005). Par
exemple le plasmide pSK11L (47,165 kbp) de la selcHactis subsp.CremorisSK11 est
actuellement le plasmide lactose le mieux cara#@éfrigure 52). Il est important de noter,
gue selon les lactocoques, la taille des plasmide®sdactarie de 30 a 100 kb (Neve et al.
1984). Chez les especes du gdreaconostocles genes qui codent pour le métabolisme du
lactose peuvent étre chromosomiques ou plasmididtieszLeuconostoc lactZ6009, la

présence d’'un plasmide lactose (pNZ63) de 23 ldiganise en évidence par David et coll.
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(David et al. 1992) alors que chézuconostoc mesenteroidele plasmide lactose est
caractérisé par une taille de 51 kb.

L’organisation génétique du systérnae chez Lactococcus lactiest differente de celle de
Leuconostoc lactisChez le lactocoque, la région plasmididae de 10 kb consiste en un
opéronlacABCDFEGXet un gendacR, qui sont transcrits de facon divergente. Le daoR
code pour une protéine réprimant I'expression dedionlacABCDFEGXLes genetacABC

et lacFE, codent respectivement pour les enzymes de ladwoiagatose-6-P et les protéines
(IlAlacliBClac) nécessaires au transport du lactd@eant au gendéacG, il code pour la
phospho-"-galactosidase qui assure I'hydrolyseagtoke. Enfin, le gérlacX code pour une
protéine de 35 kDa de fonction inconnue et nonrgsdie a I'utilisation du lactose par la
bactérie. En présence du glucose, I'expressioiogérbnlac est réprimée d’un facteur de dix
(van Rooijen and de Vos, 1990). Plusieurs pubbeeti(Oskouian and Stewart 1990) van
Rooijen and de Vos, 1990; van Roog¢ral, 1991) indiquent que la séquence du “cluster”
lacRlacABCDFEG de Lactococcus lactiset celle de Staphylococcus aureusont tres
similaires. Néanmoins, le getecR de Staphylococcus aurewst orienté dans le méme sens
que I'opréorlacABCDFEG(région dépourvue de plus du géaeX).

ChezLeuconostoc lactitNZ6009, le systémtac est localisé sur le plasmide lactose pNZ63
(Vaughan et al. 1996). Le gelaScode pour la protéine de transport du lactose gdegmte
une identité de 34.5% et de 35.6%, respectivemeartt eelles dé&treptococcus thermophilus
et Lactobacillus delbreuckisubsp.bulgaricus En amont du genkcS se trouve un gene
lacZ’ tronqué qui code pour une protéine de 95 résidus ldoséquence amino terminale est
similaire a celle de la "-galactosidase IR&cillus stearothermophilugvVaughan et al. 1996).
En aval du genécS une séquence IS3 et les gelad. et lacM ont été identifiéslacL et
lacM sont partiellement chevauchants, transcrits damséee sens queacS et codent pour
deux sous unités de la 3-galactosidase.

Certaines bactéries lactiques appartenant aux geaotobacillus, Oenococcus, Leuconostoc
Weissellaet le biovar.diacetylactisle Lactococcus lactisubsp.lactis, ont la capacité de
fermenter le citrate, mais en le co-métabolisamcagu glucose, car elles sont incapables
d’utiliser le citrate comme seule source de carb@iempler and McKay 1980). La
fermentation de cet acide carboxylique (citratedspnt dans lesellules végétales, animales
et dans le lait, aboutit a la production de divessnposésd’arbmes, comme l'acétoine,
I'acétolactate, I'acétaldéhyde, le 2,3-butanedibllee diacétylece dernier étant le plus
intéressant dans l'industrie laitiere. Ces compam@snatiquescontribuent d’'une part, a
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I'élaboration de la flaveur de certains alimergsissde ldermentation lactique et d’autre part,
a la diminution de concentrations trop élevéegpyleivate qui sont toxiques pour la cellule
bactérienne (Collins, 1972).

Les voies du métabolisme du citrate ont été misedvidence grace a plusieurs travaux de
recherche. Deux revues font un bilan des connaissasur le métabolisme du citrate chez les
bactéries lactiques sur les plans biochimique,g&tgue, génétique et moléculaire (Drider et
al. 2004; Mills et al. 2005)

Le transport du citrate dans la cellule bactérigpaeun citrate perméase CitP, constitue la
premiere étape (Harvey and Collins 1962) (Figure. 52itP assure simultanément
I'élimination du lactate intracellulaire. Cet ardip citrate/lactate crée un potentiel
membranaire. Le citrate internalisé est clivé panzyme citrate lyase en acétate et en
oxaloacétate. L'oxaloacétate est ensuite décardgeyl'oxaloacétate décarboxylase, donnant
du pyruvate et du CO2. Cette décarboxylation s’aqgagne d’'une consommation de protons
et par conséquent d’'une alcalinisation du miligtaicellulaire et d’'un gradient de pH (Figure
52).

Les séquences du citrate perméase (CitP) de cestaspeces du genlkeuconostodLeu
Mesenteroidest Leu paramesenteroidg¢set de Lactococcus lactis subsp.Lactis biovar.
diacetylactisont tres proches (99%). Une identité significatieeCitP (26 a 50%) est aussi
trouvée avec d’autres transporteurs de citrateitdécez les bactéries a Gram+ ou Gram-
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi).

A ce jour, seul le plasmide citrate perméase pCRE1B278 pb) de la souchactococcus
Lactis subsp.Lactisbiovar. DiacetylactisCRL1127 est completement séquenceé et caractérisé
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/static/eub tmh. Sur ce plasmide, I&enecitP qui
code pour la citrate perméase (CitP) appartietdp@toncitQRP, dont lesgénescitQ et citR
codent respectivement pour un peptide leader etpuoigine régulatricel.’opéron citQRP
peut étre transcrit a partir de deux promoteurstPP2 (Drider et al. 2004ar ailleurs, chez
plusieurs souches desuconostocle métabolisme du citrate est lié a la présemcplasmides
de taille supérieure (21 a 23 kb) a celle du pldsnuirésent chez les lactocoques (Boatel
al.,2001). L'organisation en clusteitl-ctMCDEFGRPdu systemeit plasmidique est aussi
différente :citDEF codent pour les différentes sous-unités du cityatse,CitR code pour une
protéine régulatrice, tandis qeéM code pour une oxaloacétate décarboxylase. Le géne
est transcrit en sens inverse de 'opécdMCDEFGRP.II est important de signaler, qu’en

présence de citrate, le produit du geiteaccroit I'expression de I'opércitMCDEFGRRP I
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s’agit donc d'un régulateur positif de l'utilisatialu citrate paileuconostoc (Martin et al.
2004).

La régulation de I'expression du getitP® semble différente entre les souched.deconostoc

et Lactococcus lactisubspLactisbiovar.diacetylactis ChezLeuconostocelle est fortement
induite par la simple présence du citrate, maisz deebiovardiacetylactis en plus de la
présence du citrate, un pH acide intracellulaiseéte un signal essentiel pour I'expression de
I'opéron citQRP. Par contre, chez le biovdracetylactis|a synthése du citrate lya§etDEF

dont les genes sont chromosomiques, est consét(ikider et al. 2004).

Tableau 22 :Analyse physiologique des trois composantes w®liat protéolytique HD9B

Milieux de cultures M17- L ait- M17

Souches Cat glu glu HHD X-Gal KMK  Phénotype
HD9B - ++ ++T  Homo +B +B  PftLac’Cit"
Gl1 - ++ +T Heter +b +B  PitLacCit"
GI2 - ++ ++T  Homo +B +B  PitLac’Cit"
GI3 - ++ ++T  Homo +B +b  PftLac’Cit
Lact DSM20481 - ++ ++T  Homo +b +B  PitacCit"
Leuco_DSM20343 - + nd Heter +b +B Lad”

Ent ATCC6057 - ++ nd Homo +B +b Lagit

M17-Glu : M17 additionné de glucose ; KMK : Miliddempler et McKay : identification des
souches Cit; Lait-glu: lait glucosé; HHD : homofermentatiheterofermentative
differential medium; M17 X-Gal : M17 additionné ¥eGal ; + : Croissance ; - : Absence de
croissance ou réaction négative ; nd : non deté&rmin: halo transparent autour des patchs ;
Homo : Homofermentaire ; Heter : heterofermentaBe colonie bleue ; b : colonie blanche ;
HD9B : représente le consortium (mélange des &gfeces : GL1, GL2 et GL3) ; Souches de
référence : Lact DSM20481 actococcus lactis DSM20431 ; Leuco DSM20343 :
Leuconostoc mesenteroidedDSM20343; Ent ATCC6057: Enterococcusf aecium
ATCC6057 ; GL1 1Leuconostoc mesenteroide§l.2 Lactococcus lactis GL3 Enterococcus
faecium;Cat : catalase négatif ; Prt protéinase positif (la souche posséde I'enzyme
protéinase PrtP active capable d’hydrolyser lainaséu lait) ; Prt: protéinase négatif (la
souche est dépourvue de I'enzyme protéinase Pttpr Lac : capacité a fermenter le
lactose ; Lac: incapacité a fermenter le lactose ; Citapacité a fermenter le citrate ; Cit- :

incapacité a fermenter le citrate.
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2.3.3. Observations morphologiques en microscopiéeétronique a balayage (MEB)

Les observations en MEB effectuées sur les soutleegonostoc mesenteroid€sl1,
Lactococcus lactisGL2 et Enterococcus faeciursL3 permettent d'étudier la morphologie
bactérienne ainsi que les caractéristiques de cmurfdes cellules. Les images de la
microscopie électronique a balayage montrent qusitalitude génomique des souches
isolées du consortium 9B aux souches de référeseeseflete également dans leurs
morphologies, les images dleuconostoc mesenteroidés.1 et Enterococcus faeciurGL3
sont trés similaires avec les souches de référeobservéed euconostoc mesenteroides
DSM20343 etEnterococcus faeciuTCC6057, respectivement. Contrairement a la souche
Lactococcus lactissL2, cette derniére présente une structure tregplere (Figure 53-54-
55). Les images du consortium bactérien « 9B » talarséparation physique de ces trois
especes montrent la présence d’'une agrégation ssdrespéces ; ceci peut étre expliqué soit
par la production d’exopolysaccarides EPS prod@teabondance par les différentes souches
de LAB, soit par les pilis attachés a la surfacéaetococcus lacti$SL2. En effet, les figures
montre que les bactéries sont difficilement indinliisables car toujours engluées dans des
épais EPS constituant un gel autour des bactdriasit signaler qu’on a trouvé une difficulté

énorme pour separer les trois souches fortemeégégs dans le consortium « lait ».

De la méme maniére, les observations réaliséesesusouches cultivées en milieu solide
soulignent le fait que les souchHesuconostoc mesenteroidés 1, Lactococcus lacti&SL2 et
Enterococcus faeciurGL3 constituent des micro-colonies. La figure SGsire ainsi le fait
que le contact entre les différentes cellules inldialisées est flou du fait de la présence d'un
EPS entourant chacune des bactéries. Par ailléwgst important de noter la présence de
structures externes aux cellules révélatrices edaiations entre les bactéries d’espéces
différentes GL1, GL2 et GL3. Il n'y a visiblemerdspde présence de "coatings" a la surface
des cellules mais une production d'EPS toujoursitapte lorsqué.AB est mise en milieu
liquide.

Il apparait que les micro-colonies présentent desotirs flous représentatifs de la production
d'EPS. De plus, les cellules individuelles delkctococcus lactisGL2 présentent des
structures externes particulieres « granulée ».

En résumé, les observations morphologiques desiresltde laLactococcus lactisGL2
réalisées en MEB soulignent la production d'EP&&sou en micro-colonie avec les souches
Leuconostoc mesenteroidé&l et Enterococcus faeciuBL3 ainsi qu'une structure externe
de type "coating" ou PILI est visible a la surfaeela GL2.
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Les images en microscopie électronique a balayage ptéparations de la GL2 cultivée
séparément ou en présence des autres especes &L ehontrent dans tous les cas la
présence d’une structure granulée sur la membralhdaire, cette granulation se présente
toujours sous forme fibreuse, avec une architeqgitgsentant un réseau dense de trés fines
aiguilles plus ou moins courbés. Il apparait aine les réseaux d'aiguilles sont localisés a la
membrane cellulaire trés frequemment dans les zoorBnées, comme par exemple au
contact entre deux organismes, il s’agit des PILI.

De plus, la photo de la figure 54 montre que le$S PRuvent lier plusieurs micro-colonies
entre lesquelles les parois cellulaires des orgassne se touchent pas nécessairement mais
dont les précipitations en aiguilles peuvent rdksrorganismes.

En parallele des observations réalisees sur desiresi de Lactococcus lactisDSM
DSM20481 etenterococcus feaciumATCC6057, un protocole exactement identique a été
réalisé sur les deux souches de référence. Legesnet analyses réalisées kactococcus
lactis DSM20481 et Enterococcus feaciumATCC6057 montrent un comportement trés
similaire a celui observé slwreuconostoc mesenteroidéd.1 et Enterococcus faeciur@L3
(figures 53-54-55).

Un lien entre les processus d'agrégation, la prioiliad’EPS, de pilis et la formation de
production de biofilms est la seule possibilitétes ces propriétés constituent des traits
biotechnologiques importants pour la soutlhetococcus lacti&sL2. Enfin, I'une des autres
perspectives intéressante ouvertes par les résdkate travail porte sur I'étude des processus
d'agrégation des trois espetestococcus lactis, Leuconostoc mesenteroad&nterococcus
faecium ainsi que leur réle dans le lait. Nous proposondtudler physiquement et
chimiquement les mécanismes de micro-agrégation bideséries entre elles dans des

expérimentationgn vitro.
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lpm JEOL 15-05-07
X 15,000 SEM WD B.1lmm 11:27:28

B : Détail:

Figure 53: Lactococcus lactis subsp. Lactis DSM 20481 observée sous le microscope électronique
a balayage (sur filtre de Nitrocellulose)
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pe’ A4 Y
1pm  JEOL 2015-05-07
X 15,000 5.0kV SET SEM WD 8.3mm 11:53:58

B : Détail:

Figure 54: Lactococcus lactis subsp. Lactis HD9B_GL2 observée sous le microscope
électronique a balayage (sur filtre de Nitrocellulose)
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E GL2 (?) GL3 F GL2 (?) GL3

Figure 55: Observation au microscope électronique a balayage des trois constituants du
consortium. A : Leuconostoc mesenteroides GL1. B : Enterococcus faecium GL3. C : Lactococcus lactis
GL2. D : Lactococcus lactis DSM 20481. E et F: HD9B mixture des trois espéces.

224



Résultats et discussion

3. Caractérisation moléculaire de la Biogenése des il chez Lactococcus lactis
HD9B_GL2 et leur r6le dans 'agrégation et la Forméon de Biofilms

Le génome de la souchactococcus lacti$siD9B_GL2 porte un cluster (Tableau 23) putatif
pour la biogenese des pili consistant : un géneaserC flanqué par 3 genes codant des
protéines LPXTGyhgD, yhge etyhhB), appelés les pilis. Cependant, ces pilis nfas été
détecté sous des conditions de croissance optimalesirexpression de I'opéron pili abouti a
la production et I'adsorption des pili sur la sedales lactocoques. Analyse fonctionnelle de
la machinerie de biogenese de ces pilis a indique ltgaxe de pilis est formé par des
oligomeres de la piline YhgE, la capsule est forrpaela piline YhgD et que YhhB est la

piline basale permettant I'attachement des fibilessgla paroi cellulaire.

L'oligomérisation des sous-unités de la pilinecastlysée par sortase C, tandis que l'ancrage
des pilis a la paroi cellulaire est effectué pasdatase A. La souche lactis HD9B GL2
présente un phénotype d’auto-agrégation dans desesuliquides, ce qui a été attribué a la
polymérisation de la piline majeur YhgE. Ce lactpoe « pilié » forme des biofilms aériens
plus épais par rapport a ceux produits par deséhast « non-Piliés ». Ce phénotype est

attribué a des oligomeres de YhgE.

Cette étude fournit la premiere analyse moléculaee la biogenese des pilis chez le
lactocoque thermophyle isolé du lait de chamklléactisHD9B GL2, cette analyse montre
la présence d'un cluster de génes fonctionnel paysroduction de pili dont le réle est
I'agrégation et la formation de biofilms. Cette prieété de la souchk. lactis HD9B_GL2,

peut étre importante pour sa survie en milieu mhtawmssi bien que pour d’autres applications.

225



Résultats et discussion

Tableau 23:Piline chez HD9B_GL2

Locus_tag . . . : .
(GenBank) Acides aminés  Pilin motif E-box LPXTG mofi
LGL2_RS03440 1180 - - LPFAG
LGL2_RS03445 613 VYPK YYLVEVAAPTG LPFTG
LGL2_RS03455 241 I'YPK - LLKTG

Lactococcus lactisappartient au groupe des bactéries lactiques (LA@)i vivent
généralement dans des niches écologiques richeatements comme les plantes, le mucus
de l'intestin et le laitL. lactis est I'espéece la plus largement utilisée dansriadetation du
lait et est également la bactérie de LAB la pluscigrisée et la premiére dont le génome a
été séquence (Bolotin et al. 2001).

De nombreuses études sur la biologie de cette ima®Bt ouvert les portes a de nouvelles
applications biotechnologiques dans lesquelleddecoques servent tant « qu'usine » de
cellules et comme des vecteurs de molécules bémsfigCe sont des antigenes ou des
cytokines pour le développement de, vaccins adgissamiveau des muqueuses ou, pour
ameéliorer les thérapies immunomodulatoire (Meraesial. 2000; Steidler et al. 2000; Dieye
et al. 2003; Bermudez-Humaran et al. 2005; Buceatal. 2006; Hanniffy et al. 2007),
comme des enzymes ou des vitamines pour I'amétiardtétat de santé des consommateurs
(Hoefnagel et al. 2002; Hugenholtz et al. 2002; ekdbezem et al. 2002), comme des
antimicrobiens pour améliorer la sécurité alimaet@iRoss et al. 1999) et comme des lysines
ou « holins » vis-a-vis des bactériophages d'ogigilimentaire (Gaeng et al. 2000; Loessner
2005) ou pour accélérer la maturation des fromégesRuyter et al. 1997). Dans toutes ces
applications, des interactions entre la surfacelaldscoques avec I'environnement physique
sont susceptibles d'influencer le comportementadténies et donc leur activité (O'Callaghan
et al. 2012).

La surfacelL. lactis consiste en une paroi de peptidoglycanes assactEs protéines, des

acides teichoique, des acides lipoteichoiques &tpdéysaccharides (Delcour et al. 1999;
Chapot-Chartier et al. 2010). Les protéines dealaipcellulaire sont des facteurs importants
dans les interactions de la bactérie avec diffésentirfaces biotiques ou abiotiques (Navarre

and Schneewind 1999; Siciliano and Mazzeo 2012)a Geété étudié chez les agents
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pathogeénes (Navarre and Schneewind 1999) et dansaimdre mesure chez les lactocoques
(Stentz et al. 2004; Habimana et al. 2007). Cetepres, possédant un domaine d’ancrage
dans leur partie C-terminal et présentant un nusiftype LPXTG (dans lequel x peut étre
n'importe quel acide aminé) ; forment un type intgar de protéines de surface chez les
bactéries Gram-positifs (Cossart and Jonquiere€)200es protéines présentant le motif
LPXTG sont sécrétées a travers la membrane pabita Sec-dépendante et sont ensuite
traitées par transpeptidases appelées sortasedq€a@amd Clubb 2004; Dramsi et al. 2005;
Marraffini and Schneewind 2006; Spirig et al. 2011)ans certains cas, les substrats au
motif LPXTG sont traitées par une cystéine transgape ubiquiste appelé sortase de ménage
ou sortase de la classe A (SrtA) qui scinde lasdiai Thr-Gly dans le motif LPXTG (L :
leucine, P : proline, T : Thréonine, G : Glycieg¢)Yorme une autre liaison isopeptidique entre
le groupe Thr-carboxyle C-terminal résultant et gnoupement aminé dans lintervalle
interpeptidique du lipide 1l précurseur du peptigegne(Marraffini et al. 2006Ce domaine
est en position C-terminale de la séquence cormespo domaine d’ancrage de I'enzyme
dans la paroi bactérienne. Il est caractérisé parésence d’'un motif consensus « LPXTG »
typique de certaines protéines de surface chebdetries a Gram positif. La séquence «
LPXTG » est clivée par une sortase entre les redisiéonine et glycine ; puis I'extrémité
COOH de la thréonine est liée par la sortase aronpgment amine libre de I'un des acides
aminés des ponts peptidiques du peptidoglycaneffet) il a été montré que la délétion de ce
motif consensus conduit a la libération de I'enzyrdens le milieu extracellulaire
(Haandrikman et al. 1989)'archétype de ces substrats est la protéine Atdphylococcus
aureusdont le mécanisme d'ancrage de la sortase fuelaipr a étre caractérisée au niveau
moléculaire (Schneewind et al. 1995; Mazmanian let1899; Ton-That et al. 1999;
Schneewind and Missiakas 2014). Des SrtA similaoes été analysées du pont de vue
fonctionnel dans plusieurs pathogénes & Gram fsodgins lesquels ils sont impliquées dans
l'ancrage des protéines associées a la virulenamn¢B and Scott 2002; Garandeau et al.
2002; Osaki et al. 2002; Igarashi et al. 2003;dualet al. 2005; Nobbs et al. 2007).

Une sortase A fonctionnelle est aussi présent dalastis et participe a I'ancrage de plusieurs
protéines qui jouent un réle important dans ladua del. lactis par exemple la protéinase
ancrée dans la paroi cellulaire qui permet la seoise des lactocoques dans le lait (Dieye et
al. 2010). Bien que SrtA méne au mécanisme derdgecdes protéines sous forme de

monomeres, certaines protéines avec le motif LPxd@htenant des acides aminés
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supplémentaires définis motifs ont un autre aveifiérent et peuvent se polymériser en pilis

ancres a la surface cellulaire des bactéries Grasiiiges.

Les pilis des bactéries Gram-positives ont toubatd été caractérisés chez les agents
pathogenes dans lesquels ils sont impliqués dadiisdfence et la virulence. Leur formation a
été découvert chexctinomyces naeslundiYeung and Ragsdale 1997; Yeung et al. 1998) et
Corynebacterium diphtheriaéTon-That and Schneewind 2003) et plus tard dBecillus
cereus(Budzik et al. 2007)Bacillus anthracis(Budzik et al. 2008b)Enterococcus faecalis
(Nallapareddy et al. 2006nterococcus faeciuifiHendrickx et al. 2008), et chez des especes
du genreStreptococcusdont S. agalactiae(Dramsi et al. 2005; Lauer et al. 2009,
pneumoniae(Barocchi et al. 2006)S. pyogenegMaione et al. 2005; Mora et al. 2005;
Raddadi et al. 2005; Nakata et al. 20095 esuis(Fittipaldi et al. 2010). Les pilis sont des
appendices protéiques de 1 a 10 nm de diamétre & @ 3 mm en dehors des cellules
bactériennes. Contrairement aux pili trouvés daashctéries a Gram-négatives qui sont des
polyméres de sous-unités liées par des liaisonscaealente, ceux des bactéries Gram-
positives sont le plus souvent hétéropolymeres éopar 2 ou 3 protéines LPXTG appelées
pilines qui sont polymérisées par des liaisons lemta par des réactions de transpeptidation
catalysées par des pili spécifiques de classesewrt@ (SrtC) (Proft and Baker 2009). Une
fois assemblés, les fibres des pilis peuvent éteréaes au lipide Il soit par SrtA
(Swaminathan et al. 2007; Konto-Ghiorghi et al. 200u par SrtC (LeMieux et al. 2008).
Une de ces pilines est généralement appelée fepibrsale ¢he backbone pilim dés que
100 a 200 de ces sous-unités sont assemblées eapgueue pour former l'axe des pilis
(Kang et al. 2007). Les autres pilines sont apgepéénes auxiliaires et peuvent étre situées
exclusivement soit a la capsule et a la base duredpectivement ou s'étendent le long de
I'axe du pili (Buccato et al. 2006; Telford et2006). Outre leur motif d'ancrage LPxTG-like,
les pilines dorsale toujours contenant 2 motifssemisus : un motif de piline WxxxVxVYPK

et un motif YXLXETXAPXGY de E-box, appelé ainsi emison de la présence d'un résidu
hautement conservé d'acide glutamique (E) (Ton-&hdtSchneewind 2003; Ton-That et al.
2004). En ce qui concerne le motif piline, le réste lysine (K) est impliqué dans la liaison
covalente d’'une sous-unité de la piline dorsale dagaésidu de la thréonine (T) dans le motif
LPXTG de la sous-unité suivante (Budzik et al. 2008a fonction du motif E-box n'est pas
indispensable pour I'assemblage des pilis, maisété avérée essentiel dans l'incorporation
des pilines auxiliaires dans les pilis et la forimatde liaison intramoléculaire qui se

produisent dans les pilines dorsale (Ton-That.e2@04; Kang et al. 2007). Contrairement au
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pilines dorsale, les pilines et les motEsbox semblent étre dispensable pour les pilines
auxiliaires souleve la question sur le mécanismiudeincorporation dans les pilis dorsales.
En ce qui concerne la piline de la téte, elle e liée par son motif LPXTG au motif de la
piline du pili adjacent. Dans le cas de la piliresde, il a été démontré qu'un résidu lysine,
guoique non incorporé dans un motif de piline reeissable, est impliqué dans une liaison

amide avec le LPxTG de la piline dorsale du pijaadnt (Linke et al. 2010).

Jusqu'a présent, les pilis n'ont pas été obserz ¢es bactéries Gram-positives non
pathogenes. Toutefois, la présence de pilis etpdegriétés reliees a lI'adhérence ont été
signalés récemment dans certaines bactéries pigmsttelle quea.actobacillus rhamnosus
GG et des membres du gerBdidobacterium(Kankainen et al. 2009; Foroni et al. 2011,
Gilad et al. 2011; Fanning et al. 2012; Reunaneal.€2012). Chet. lactis on a recemment
fourni des preuves génétiques et biochimiques dsanese A capable d’ancrer au moins 5

protéines au motif LPXTG a sa paroi cellulaire {[@iet al. 2010).

L'étude a également révelé la présence d'un getesietase C au sein d'un cluster de genes
des pilis évoquant la possibilité de la biogenesepillis chez cette bactérie. Bien que les pilis
des lactocoques n'ont jamais été signalés, une éiats laquelle. lactisa été utilisée en tant
gu'hote pour I'expression des composants de I'opées pilis des. agalactiaga montré que

L. lactis pourrait conduire a la biogenése des pilis hééueds quand le gene de la sortase C
de S. agalactiaggene est exprimé tout comme les composants dediomies pilis chez les
streptocoques. En revanche, la surexpression umigpte des genes de pilines &
agalactiae est impossible d'activer la production de piliezh. lactis indiquant que les
sortases C autochtones des lactocoques n’ont ppslpmériser les pilines d8. agalactiae

en pilis (Buccato et al. 2006; Quigley et al. 201D¢tte observation a soulevé la question de
fonctionnalité la sortase C chez les lactocoquésuale son niveau d'expression dans les
conditions expérimentales.

Dans notre analyse, nous avons pu caractérisduséec de genes de pilis chekz. lactis
HD9B_GL2. Ce cluster est probablement fonctionreal it est identique & 100% a celui
étudié chez la souche L. lactis L1403 et
tous les motifs essentiels sont présents chez msoiehe La contribution des différents
composants du cluster est signalée et nous montrease caractére non déclarée chez les
lactocoques fournit a cette bactérie un mode dedifférent en milieu liquide et sur des
surfaces solides, induisant a auto-agrégation beot® et la formation de biofilms réticulés.
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LGL2_0700 LGL2_0701 LGL2_0702 LGL2_0703 LGL2_0704 LGL2_0705
Regulateur Pilin Pilin Sortase Pilin

Figure 56: Représentation schématique du cluster de pilis théactis HD9B_GL2. 1) Les
cadres de lecture pour LGL2 0703 et LGL2 0704 amtowerlap, le codon start pour
LGL2_0704 est TTG. 2) Pour la région en amont d&2 G701 BPROM a idéntfié un
promoteur avec TTGCAA comme -35 et CAAAAA comme,-20une distance de 19 pb, les
séquences consensus sont TTGACA et TATAAT avecdistance de 17 pb. Par inspection
visuelle on a trouvé une autre région avec TTTA@Mme -35 et TTAAAT comme -10,
avec la bonne distance de 17 bp. C’est-a-diraridasité avec le consensus et la distance sont

mieux pour ce dernier promoteur.

4. Analyse moléculaire d’'un nouveau cluster de geneps chezL. lactisHD9B_ GL2
et son investigation dans la micro-agrégation

Une autre fonction codée par les plasmides desodagties est la production
d’exopolysaccharides (EPS) qui sont classés en gends groupes selon leur composition
chimique : homopolysaccharides ou hétéropolysaatdsrLe premier groupe correspond a
des polymeres composés d’'un seul type de sacch@tigmose, fructose ou galactose). Dans
le cas des hétéropolysaccharides, ils correspondemtes polymeres résultant de la
combinaison de 3 a 8 saccharides (De Vuyst andd3¢d€99).
Les premiers génes plasmidiques impliqués dangdduption des EPS par les bactéries
lactiques ont été identifiés et caractérisés dimzococcus Lactisubsp.Cremoris NIZO
B40. Ces géenes sont portés par le plasmide pNZ#IDRb) et s’organisent en un opérews
de 12 kb (Hols et al. 1999a; Hols et al. 1999b;ekdbezem et al. 1999; Looijesteijn et al.
1999; Neves et al. 1999; van Kranenburg et al. 4998n Kranenburg et al. 1999b; van
Kranenburg et al. 1999c; van Kranenburg et al. 20@hez Pediococcus damnosuet
Oenococcus oetté production d'EPS est liée également a la présdagplasmide (Walling et
al. 2005).
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Néanmoins, il est important de préciser que chetaioes bactéries lactiques le support
génétique des EPS peut étre localisé sur le chrmm®s, c’est le cas des souches de
Streptococcus thermophiles de nombreux lactobacilles (Peant et al. 2005).

Les EPS des bactéries lactiques présentent undegkeaariabilité de structure au sein d’'une
méme espéce bactérienne. Par exer8pieptococcus thermophilest capable de synthétiser
au moins 70 types d’EPS différents (Radlual.,2001). De par leur diversité, leurs propriétés
(stabilisantes, gélifiantes et épaississantes)ERS produits par les bactéries lactiques sont
d’'un grand intérét industriel. lls trouvent prinaipment leur application dans l'industrie
laitiere. Par exemple I'obtention d’'un yaourt beass/ec une texture homogeéne et stable
résulte de la présence d’EPS produit pas les seugtiesées dans le ferment (Jolly et al.
2002). Il a aussi été montré que les propriétésctention d'eau par les EPS améliorent la
texture de fromage de type Mozarella a faible teeaumatiere grasse (Petersen et al. 2000).
Il est intéressant de noter que beaucoup des pest&u on ne trouvent pas ddnsl.ssp
lactis IL1403 oulL. I. ssplactis KLDS4 ont des homologues dahsl. ssp.cremorisA76 et
sur un plasmide pCIl658 (58 kb) isolé ldectococcus lactissp.cremorisHO2 (O'Driscoll et

al. 2006). Sur pClI658 il y aussi 23 protéines E&shiiques avec les protéines ldelactis
HD9B_GL2.
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1180 1179 1178 1177 1176 1175 1174 1173 1172 1171
epsR epsX epsA epsB epsC epsD
Transpos- Regulation Longeur des chaines / Polymerisation Glycosyltransferases
ase Export
1170 1169 1167 1166 1165 1164 1163 1162
| ) P ) m—
Glycosyltransferase Modification des nucleoside-diphosphate-sucres Glycosyltransferases
1161 1160 1159 1158 1157 11561155 1154 1133 1152
| ) DI & DUmmp(-mpmmm-
Glycosyltransferases Acetyltrans- Polymerisation Glycosyl- Transposases
ferase Export transferase

Figure 57: Représentation schématique du cluster de gepsshezL. lactis HD9B_ GL2.
Les fonctions prédites des genes de la biosyntieseps(indiquées au-dessus des genes) et

d’export, de la polymérisation et de déterminatieria longueur des chaines sont indiquées.
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Tableau 24Propriétés des protéines codées par le clustegatess EPS chdz lactis ssp.lactisGL2

. % GC/ Acide aminés/ ) P : . s
Gene ] . % identité/similarité Fonction de la protéine prédie
géne protéine
NP_26735 (L.lactisIL1403 chromosome)
GL2 1180 36.8 86 100 % Transposase
0
YP_009078166L. lactis plasmid pCl658 Transcriptional regulator (HTH-XRE
GL2 1179 (epsR) 30.2 105 5959 00 L lactisp pCI658) s p gulator (
YP_009078167L(. lactis plasmid pCl658) SGNH-hydrolase, polysacch.
GL2_1178  (epsX) 301 255 95/96 % biosynthesis protein
YP_009078168L(. lactis plasmid pCI658) Tyrosine-protein kinase
GL2_1177  (epsA) 3338 259 96/96 % transmembrane modulator
YP_009078169L. lactis plasmid pCl658 Tyrosine-protein
GL2 1176 (epsB) 34.2 231 ori07 ok K P pCI658) ki{\ase P
YP_009078170L. lactis plasmid pCl658 Tyrosine-protein
GL2 1175 (epsC) 333 254 09736 04 K P pCI658) pzosphatgse
GL2_1174 (epsD) 35.7 228 ;(ISD@C?)O(ZO?Sl?lL(. lactisplasmid pC1658) Glycosyltransferase
EHE93237(L. lactisssp.lact. CNM 11631)
GL2 1173 32.6 140 97/98 % AAN63788Eps11F(S. thermo- Hexosyltransferase
philus) 99/99 %
. o
GL2 1172 48.6 307 AEU39266 (L. lactis A76) 98/98 %; Glyosyltransferase, Sugar

AANG4789 (S.th.) 349 aa; 96/96 %

epimerase
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GL2_ 1171

GL2_1170
GL2_1169

GL2_1167

GL2_1166

GL2_1165

GL2_1164

GL2_1163

GL2_1162

GL2_1161

GL2_1160

GL2_1159

GL2_1158

GL2_1157

GL2_1156
GL2_1155

GL2_1154

42.7

47.6

447

511

47.6

49.1

355

35.8

314

33.2

31.9

35.2

32.3

34.1

30.0
43.0

37.1

113

348

416

231

304

202

154

164

307

388

345

181

420

321

54
185

52

N-terminus of AEU39267, 416 aa(L. lactis A76) 97/97%
EHE93236, 113aa (L.lactis CNMI-1631 96 %

AEU39266 (L. lactis A76) 97/98 %
AEU39267 (L. lactis A76) 96/98 %

AE006257_6 (L. lactis IL1403) 48/63 %
KSU33547 (L. lactis) 95/97 %
AEU39417 (L. lactis A76) 96/99 %

AF142639 11 EpsG (L. lactis pldgnE1658) 45/63 %

AF1422639_12 EpsH (L. lactisipidspC1658) 54/79 %

KST89021 (L. lactis) 41/49 %

ERK32250 (Clostridium intestinale) 45 % at C-terasn
no homology in Lacto-/Streptococcus

AAP32727 EpsN (L. lactis plasmid pCIl658) 41/56 %
AAP32728 EpsQ (L. lactis plasmid pCIl658) 43/60 %

AAP32729 EpsP (L. lactis plasmid pCI658) 26/45 %

CAL98283 (L. lactis MG1363) 38/59%

No significant homolog

No significant homology

No significant homology

UDP-glucose dehydrogenase (N-terminal fragment)

Glycosyltransferase
UDP-glucose dehydrogenase

dTDP-glucose dehydratase
dTDP-4-dehydrorhamneskictase
dTDP-4-dehydrorhmarse epimerase

Glycosyltransferase

Glycosyltransferase

Glycosyltransferase

Glycosyltransferase

Glycosyltransferase

Acetyltransferase

Polymerization/Export of polysaccharide, see foot
note

Glycosyltransferase

Transposase (rve type)

(CDS on reverse strand)
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GL2_1153 368 86  AAK05294 (L. lactis lactis IL1403) 99/99% Transposase (fragment)

) Transposase
GL2_1152 39.2 296 AEU40780 (L. lactis A76) 99/99%

GL2_1158 a une homologie significative avec EpsPpliismide pCIl658, les deux proteins ne contien@eicun domaine conserve,
cepandant, elles ont diverses (10 chez GL2_119&8)ketransmembranaires selon I'analyse par leciegBMART (http://smart.embl-
heidelberg.de/). Il a été montré (Forde & FitzggraD03) que telles protéines peuvent agir commepdégnérases/ exportatrices des
polysaccharides.

EspL, trouvée dans la plupart des clusters de bthege d’EPS, n’est pas présente ici. Un autréeslaéEPS fonctionnel sans EpsL a été
décrit (Knoshaug et al. 2007), donc EpsL ne sepateétre indispensable.
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Pour certains génes (8 génes dans le tableau) % €sT trés élevé par rapport a celui du
Lactococcus lactidHD9B_GI2 (35.1%), ca veut dire qu’ils sont d’origi étrangere par un
transfert horizontal de genes peut étre par umptis ou phage ou d’éléments transposant.
L’analyse des régions flanquantes de ce groupeddesgont un GC% normale (faible) et il
n'y a pas de traces d'éléments mobiles ce qui umlique ces génes sont acquis par
Lactococcusil y'a longtemps. L'usage des codants est trésedsfit dans le génome de
HD9B_GI2 (Figure 25). Ces genes sont évolués &reptococcus thermophyles ensuite

ils ont été acquis pdractococcuset on n'a aucune idée de la maniéere de transéerted
genes.
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Figure 58 : Comparaison de l'usage de codons dans la séqgémoenique de HD9B_GL2.
Seul le codon CAA (GIn) n’a aucune correspondaramgs ctette région igland » en rouge.
Cette région n'est pas réguliere du contexte gémnmnidelactococcus lactisElle peut

provenir d'autres sous-espéces ou especes diérent
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Les molécules d'EPS produites par différent LABsgoent une grande variété de propriétés
chimiques et biophysiques, y compris les variatidass la composition en sucres, la liaison
entre les sucres, longueur de polymeéres et la iG@tidn des polymeres. Ces polymeéres ont
un role important dans les propriétés rhéologicetede la texture des aliments fermentés et
sont donc intéressants pour des applications ataitee comme produit naturels bio-
épaississants. En outre, ils pourraient aussi I&mgp comme des additifs alimentaires
naturelles, tout en remplacant les stabilisateulsseépaississants actuellement appliqués qui
sont produits par d'autres microorganismes non stible (Becker et al. 1998; Sutherland
1998). Il a été suggéré que certains polysacctarmteduites par LAB ont des effets
prébiotiques (Gibson and Roberfroid 1995), immuinosiantes (Hosono et al. 1997),
antitumoraux (Toba et al. 1991; Yokoi et al. 19%itgzawa et coll., 1991) ou une activité
hypocholestérolémiante (Nakajima et al. 1992). Duta derniére décennie, la production
d'EPS par LAB a été particulierement étudiée (Dgstwand Degeest 1999), générant des
avancees importantes dans la génétique des EBBglaité biologique et la distribution, les
voies biosynthétiques, les modeles métaboliqugshgsiques. Cette connaissance peut étre
appliguée aux études d’'ingénierie et du désign nofitpue afin de modifier la composition et
la production d'EPS. La production d'EPS pafactis est associée aux souches isolées des
produits laitiers fermentés hautement visqueux.desges spécifiquespssont encodeés sur de
grands plasmides qui peuvent étre transférés pajugaison d'un lactocoque a l'autre,
introduisant ainsi la capacité de produire les EBRSs la souche réceptrice (Vedamuthu and
Neville 1986; von Wright and Tynkkynen 1987; vanaKenburg et al. 1997). Parmi les
clusters des genepsdel. lactisle plus caractérisé en détail, est celui de leclse NIZO
B40 (Kleerebezem et al. 1999). Cette souche prastugolymére avec une unité de répétition
réguliere,—4)[a-L-Rhap-(1—2)][ o -D-Galp-1-P0O4-3]8-D-Galp-(1—4) - B -D-Glcp-(1—4)-

B -D-Glcp-(1—, qui est structurellement identique a ce prodait & souche SBT 0495
(Nakajima et al. 1992; van Kranenburg et al. 199T)a souche NIZO B40 posséde un
plasmide EPS pNZ4000 de 42 180 bp (van Kranenhuad €000), contenant le cluster des
génesepsde 12Kb avec 14 genes exprimés de facon coordpapd@X-ABCDEFGHIJKL.

En se basant sur des comparaisons de séquencdsnééi®ns putatives pourraient étre
assignées a plusieurs genggss prédire leur implication dans la biosynthése de#iés
répétitive d’oligosaccharides par addition séquedietide sucres a un transporteur de lipide
membranaire ancré et par l'exportation subséquente polymérisation de ces lipides-
oligosaccharides. Des analyses fonctionnelle deseggeepdDEFG, codant des
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glycosyltransférases, ont généré un modele polidsynthése de l'unité de répétition des
EPS chez la souchdlZO B40 (van Kranenburg et al. 1999b). Les études tgpreé des
genesepsde L. lactis NIZO B40 se concentrent sur I'élucidation du rdés genes qui sont
prévus pour étre impliqgués dans l'exportatiep¥), la polymérisation €pd) et dans la
détermination de la longueur de chaiepd, epdB) (van Kranenburg et al. 1997).

Ces études permettraient éventuellement d’'une mikatipn directe de ces fonctions,
qui résulte d’'une production des polysaccharidesalgte ou de longues chaines par
rapport au polymere natif de la souche B40. Enequla forte disponibilité des
séquences de cluster de géepsdivers organismes, y compris plusieurs LAB, a géné
une information génétique riche dont un grand n@mbe génes codant pour la
glycosyltransferase. L'information génétique, camdbi a des données biochimiques
concernant la spécificité donatrice et réceptricenzymes de glycosyltransferase,
pourraient étre exploitées dans une approche catuiia de glycosyltransferase visant
a la construction de la biosynthése pour la pradanat'oligo et/ou de polysaccharides
chezL. lactis qui ont une structure nouvelle et prédéterminédteCierniere approche
exige que le mécanisme d'export et de la polym@isae présente pas une spécificité
pour ses polysaccharides correspondante, natiestl intéressant a noter qu’une
expression hétérologue des genes du clegterde Streptococcus thermophil&fi6 est
observée chek. lactis et a abouti a la production d'un polysaccharideteamant une
unité de répétition altérée par rapport au polynmauit chez sa bactérie d'origine
(Stingele et al. 1999). Ces résultats montrent guées glycosyltransférases, ni le
mécanisme d'exportation et de la polymérisatioréeqguar ces géenes du clustégsne
montrent aucune spécificité exclusive pour leursgalb native, ce qui suggére que
I'approche ci-dessus pourrait étre réussie. Pkrues, un premier exemple d'une telle
approche est la possibilité d'échanger des glytasgférases fonctionnelles avec une
spécificité de substrat identique provenant deédifiits genres de bactéries a Gram
positif (van Kranenburg et al. 1999a). Les stre@ctuelles et futures d'ingénierie des
Eps devraient préciser les possibilités de cesoapps vers la production et le 'designer’
des polysaccharides. Outre les génes spécifiqueps dli’origine plasmidique, la
production d'EPS chek. lactis nécessite aussi des génes chromosomques impliqués
dans la biosynthese des nucléotides du sucre. eBhgsiétudes suggerent que la
disponibilité de ces blocs principales d’EPS pdurf@ctionner comme un facteur de

contrdle important dans la biosynthése des EPSij@sieijn et al. 1999; Drici et al.
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2010). Cette notion suggére qu'augmentant le flass wces intermédiaires pourrait
entrainer une augmentation du niveau de la pramluaiEPS. Donc, pour étre en
mesure d'utiliser d’éventuelle ingénierie métahaiccomme un moyen d'augmenter la
production d’'EPS par LAB, il est important d’évalda physiologie de la biosynthése
des nucléotides du sucre par rapport aux niveaupradéuction d'EPS. Une étape clé
dans la régulation de la biosynthése des nucléotildesucre est l'inter-conversion de
intermédiaire de la glycolyse le glucose - 6Plemrécurseur de nucléotides de sucre
glucose-1P, catalysée par la phosphoglucomutasegfidm et al. 1996; Ramos et al.
2001). Pour vérifier cette possibilité, le ggmgm dEscherichia colia été exprimé en
guantité élevée chdz lactis en utilisant le systeme NICE. Cette modulatiomdieau

de l'enzyme phosphoglucomutase a entrainé une faugmentation des niveaux
intracellulaires d’'UDP-glucose et UDP-galactosdystrant le réle hypothétique de
I'enzyme phosphoglucomutase dans le controle desamk des nucléotides du sucre.
Toutefois, méme si ces niveaux intermédiaires p@oemt nettement augmenter, le
niveau de production d’'EPS chez B40 n'est pas téffear cette modification (Boels et
al. 2001). Des résultats similaires ont été obteposr la surproduction de la
phosphoglucomutase ches. thermophilus (Levander and Radstrom 2001).
L’'intermédiaire centrale, glucose-1P, doit étrevaoti en UDP-glucose, UDP-galactose
et dTDP-rhamnose pour répondre aux exigences dwnze€ur pour la biosynthése de
'EPS chez B40. Tous les génes de Lactocoques ogént pour des enzymes
potentiellement impliqués dans la biosynthése de$éntides du sucre du glucose-1-P
(galu, galE, rfbABCD) ont été clonées et caractérisés (LuesinKk.t998; Boels et al.
2001), générant des outils génétiques pour cilderpoints dans la régulation de la
biosynthése des EPS. Récemment, il a été démomeréagproduction hétérologue de
polysaccharidesype 3 chezStreptococcus pneumonidges polysaccharides contenant
du glucose et d’acide glucuronique, codés parusteicps3D etcps3S) chez.. lactis
pourrait étre considérablement augmentée par Esgpn simultanée d'un analogue de
GalU codé par le géneps3U de pneumocoque (Gilbert et al. 2000). Ces taisul
indiquent que le niveau endogene d’'UDP-glucose théactisne suffit pas a soutenir
la production de polysaccharides type 3 cBepneumoniaePour évaluer les effets de
la modulation de l'activité de GalU sur la biosywsl des nucléotides de sucre et les
niveaux de production des EPS cez hB40, le niveala goroduction du GalU chez les

lactocoques a été augmenté jusqu'a 20 fois leaumvde type sauvage, en utilisant le
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systeme de NICE. En conséquence, les niveaux éllndires de UDP-glucose et UDP-
galactose se sont révélés étre fortement augmentédgenant l'idée que l'activité
enzymatique de GalU contrble en effet la productiences nucléotides de sucre dans
les cellules de type sauvage (Boels et al. 200Bpe@dant, cette disponibilité
augmentée du précurseur n'a pas aboutit a desuxivelas élevés de la production
d’EPS chez B40. Une autre enzyme essentielle darsosynthése de I'EPS et des
nucléotides de sucre est I'enzyme Leloir GalE. aléation des niveaux nucléotides de
sucre et de la production d'EPS dans une souchentegtlE del. lactis cultivée sur le
glucose comme seule source de carbone a révéléiveaunindétectable d’UDP-
galactose et, par conséquent, une abolition comgeta production d'EPS. Cependant,
la production d'EPS pourrait étre récupérée palditimn de petites quantités de
galactose au milieu (Boels et al. 2001)Grossiog®81b). L'absence d'effet significatif
de la disponibilité de 'UDP-glucose et d’'UDP-gadese sur les niveaux de production
d’EPS de B40 pourrait étre le résultat de la digpbt@ inchangé de dTDP-rhamnose,
qui est le précurseur de la moitié de la chairerdée de B40-EPS et pourrait exercer un
niveau élevé de contrbéle sur le niveau final depladuction d’'EPS. Des données
supportant I'importance de la disponibilité de dHbBmnose pour la biosynthése de
polymeres contenant du rhamnose ont été signalbez des mutantsfb de S.
pneumoniagMorona et al. 1997a; b; Paton et al. 1997) ek Gteeptococcus mutans
(Tsukioka et al. 1997).
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Rappel

Cette these est constituée de cinq chapitres. &mipr chapitre correspond a une synthese
bibliographique ayant pour but de situer le travdd@ins son contexte scientifique. Elle
comporte une étude sur la génomique des bact@gégues, la réponse au stress thermique
chez les lactocoques, I'impact de la bioinformaigur I"étude des bactéries lactique, et les
techniques du séquencage. Le deuxieme chapitia psésentation du matériel et méethodes
utilisés dans cette étude. Le troisieme chapitaespond aux résultats obtenus. Ce chapitre
est divisé en trois sous-chapitres :

Un premier sous-chapitre qui comporte une étuddasdiversité génétique des lactocoques
dans le lait de chamelle des régions arides d’Adgdédans ce chapitre, nous avons identifié
des lactocoques a I"échelle de sous-espéce ersaetisar d autre géenesiagle protein» tel
gue le gengdpP qui a un pouvoir discriminant plus important deé6r ADN et avec lequel
nous avons remarqué la présence de phénoménendteittdnorizontal de géne chez certaine
souche utilisée dans ce travail de thése. Le dmeigous- chapitre, est principalement une
étude de approfondie de I"analyse de la séquenung@ue d’un lactocoque thermotolerant
afin d’identifier les déterminants génétiques d&segheat shockmpliqués dans la réponse
au stress thermique chez ce lactocoques ainsi eure drganisation génétique dans le
chromosome bactérien, avec notamment un inverdasagenes impliqués dans la réponse au
stress thermique est présenté. Le troisieme soastol, est une étude deonsortium
microbien présent dans le lait cru de chamelle géAg, tout en se basant sur I'analyse

métagénomique d’'une microcommunauté microbienne.

L'impact de la bioinformatique sur les données génmiques des bactéries lactiques et

leurs réponses au stress

La constitution d’'un inventaire exhaustif des iostions, ou genes, contenues dans un
génome est la principale raison des programme®aigeacage. La connaissance des genes
est en effet une étape indispensable a la compsiEedes phénomenes biologiques au
niveau moléculaire et cellulaire. Dans les annégend, les applications seront de plus en

plus nombreuses dans les domaines de la médecidesetndustries pharmaceutiques,
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biotechnologiques, agro- alimentaires, ainsi quesda’autres domaines en prises directes
avec les processus biologiques (agriculture, enaement). Pour toutes ces applications, la
séquence est le point de départ. Ces méthodologiegelles apparaissent, découlant des
avanceées technologiques issues de I'évolutiorcdesaissances en physique, informatique,
chimique et en nanobiotechnologie qui visent d'yaet la miniaturisation et donc la
réduction des volumes réactionnelles, et le groeipkeg réactions.

Le séquencage du génome rapide et peu colteuxeeshw un outil magnifique pour la
caractérisation des souches. Cela est demontié geaind nombre de séquences génomiques
disponibles ; par exemple [I'Institut européen deblainformatique « theEuropean
Bioinformatics Institute’'shomepage »  (http://www.ebi.ac.uk/genomes/) contient des
séquences genomiques compléetes de 100 souchestéedsalactiques et d&fidobacterium
dans sa base de données.

En outre, les fournisseurs de cultures commercialms en possession des séguences
génomiques d'un grand nombre de souches industridd ces mémes genres. Par exemple
pour l'especelactococcus lactisil y'a 14 génomes completement séquences, quatre
séquences 8caffolds» et environ 50 séquences sous « contigs » disiesnidans la base de
donnée GenBank de NCBI. Les comparaisons de séggsiegenomiques jouent un réle
important dans les relations entre génotypes ehqifipes, surtout quand le phénotype est
complexe ou mal compris. Par exemple, les lactoe®gont réputés étre des meésophiles alors
gue la souche HD9B_GL?2 est un lactocoque atypilyeenotolérant dont nous nous sommes
intéressés a étudier les déterminants génétiqueponsables de ce caractere de
thermotolerance. Ainsi, les approches de génomigaegparatives fournissent une excellente
occasion de comparer les données genomiquesefiordprendre le mécanisme commun de
la réponse au stress thermique, et d'identifierféextions et les genes spécifiques a notre
souche. La génomique comparative est inévitablemiepeut étre jumelée a la protéomique
comparative afin de mieux comprendre encore plofopdément les fonctions des génes en
cas d'un stress thermique. La plupart des caratitues correspondant a un gene donné ont
ete effectué a l'aide d’'une génomique comparateve hybridation d’ADN sur des puces
"microarrays » contenant un génome entier. Ceaitdstpour la corrélation entre la présence
et I'absence de génes spécifiques avec des titsfiqgues, mais n'‘ont pas la résolution
nécessaire pour identifier les alleles spécifigue gene avec des traits spécifiques
correspondant. Une autre limite est que seuls degg présents sur la biopuce peuvent étre

détectés. Cette limitation peut étre éliminée pa atteinte de résolution supérieure a l'aide
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de séquences de génomes complets. La connaissargemdgénome d'une espéce donnée
peut également servir pour le criblage des souglssédantes des traits désirables ; les
chances de succes sont considérablement si les gedant ces caractere en question sont
déja connus et présente dans I'espece considézéméme, I'amélioration des activités de la
souche ne sera réussie que si le matériel génétiécessaire est présent. En revanche, les
souches ayant des propriétés unigues sont sudesptib disposer d’un matériel génétique
unique ou rare dans lepangénomela comparaison entre les génomes efphlsgenomes
ouvre des possibilités énormes pour sélectionricipusement les combinaisons de ferments
lactiques fournissant des voies métaboliques muaiéleloppement de saveur au fromage et
autres produits fermentés. Le séquencage du gémesmetile pour exclure la présence de
contenus indésirables tels que les génes de mss&@ux antibiotiques et les facteurs de
virulence dans les souches ou dansp#génome.Ces connaissances permettront une
détermination rapide si une séquence est une gtépritrinséque d'une espece (c'est-a-dire la
partie du génome gore genome) ou un caractére acquis qui a une importantelaégn.

Les fournisseurs de cultures commerciales ont sauwge multitude de souches de la méme
espeéce dans leur gamme de produits. La producteortedix-ci est plus efficace si un
processus de production unique et un milieu deuiltnique peuvent étre utilisés. La
connaissance des fonctionnalités communes de tgesmuches d'une espéce provenant du
séquencage du génome permet d'optimiser ces puscessfabrication et les milieux de
culture.

L'étude de la réponse au stress chez les bactadigues devrait permettre d'accroitre la
résistance des cellules aux contraintes imposées ldar environnement en vue d'améliorer
la qualité des levains utilisés pour I'ensemenceérdes milieux extrémes. Cependant, si les
diverses Hsp des autres bactéries lactiques talle eplles deBacillus subtilis sont
relativement bien caractérisées, les connaissaampsses sur les Hsp des lactocoques sont
encore restreintes. Ce sont les Hsp les moins téaisses au niveau de leur séquence. Les
mécanismes de régulation de leur expression aumsileur réle dans la réponse au stress
constituent de larges champs a explorer. La répordéculaire au choc thermique est un

phénomene tout a fait remarquable tant par sonmigmae que par son caractére ubiquiste.

Cette réponse n’est pas spécifigue de I'hyperthermiautres stress chimiques (arsénite,
cadmium) et physiques (anoxie, stress hydrique) etduisent parfois les mémes protéines,

poussant méme certains auteurs a proposer les na@guesp clonées comme sondes

moléculaires permettant de diagnostiquer un étaérgé de stress physiologique. D’autres
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assimilent le stress thermique a un stress oxydatifumentant que bon nombre d’agents
inducteurs ont pour point commun de perturber teglitions normales d’oxydo-réduction au

sein de la cellule. La signification physiologiqde ces protéines reste mal percue. Des
arguments plaident en faveur de leur implicatiomsdéa thermotolérance, mais les cas
d’acquisition de thermotolérance sans que soietéctde la moindre protéine de choc

thermique sont pour le moins intrigants. Seule we@naissance approfondie de leur
signification moléculaire, peut-étre tres diversenme le sont les protéines elles-mémes,

permettra d’évaluer leur importance dans les difiégs conditions physiologiques.

L’efficacité grandissante des techniques de transdtion et la grande conservation des géenes
HSP permettant un clonage aisé et fondant les mss@eivoir un gene isolé fonctionner en
systeme hétérologue, devraient faciliter I'utilieatde ces génes par génie génétique. Reste
toutefois a identifier les génes HSP hypothétiquagmesponsables d’'une meilleure tolérance
variétale a I'égard de la chaleur, a les isolea einalyser les conditions de leur expression

phénotypique.

Enfin, la réponse au choc thermique n’'est pas quamarquable modeéle théorique de la
dynamique d’expression du génome; elle attiredigton du biologiste et de I'améliorateur
sur les bases moléculaires complexes de I'homéestestte aptitude des organismes a
maintenir l'intégrité et l'activité de leurs struces moléculaires et cellulaires dans un

environnement en continuelles fluctuations.

La connaissance du déterminisme moléculaire ettiggeeéde ’homéostasie apparait donc
comme essentielle au progres d’une industrie aigneataire plus soucieuse de stabiliser les
rendements que de les amener aux plus hauts nipedentiels.

Apport technologique

ChezL. Lactisles séquences divergent tres faiblement. |l sar@tessant de déterminer si
les résultats obtenus pour ce lactocoque sont giésadles a d’autres soucheslaetococcus
L’étude expérimentale compléte et plus approfondieda réponse au stress thermique chez
L. lactisHD9B_Gl2ainsi que I'étude des protéines HSP, leur synteéseur régulation nous
permettra d’avoir plus des connaissances sur latiap de cette bactérie et de pouvoir

mieux rationaliser le choix des souches pour uitisation industrielle.

Aujourd’ hui avec la disponibilité de plusieurs gémes bactériens de diverses communautés

microbiennes, il est possible d’appliquer des teqpes post-génomiques a des écosystemes
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et des études meta-génomiques commencent a émeérgeplus, le développement des
programmes informatiques capables de traiter wsedrande quantité de données permettra
d’aller plus loin dans 'étude de ces écosystemes.

Enfin, les séquences génomiques Lagiconostoc mesenteroid€d 1, Lactococcus lactis
HD9B_GL2 et Enterococcus feaciu®BL3 sont entierement disponible, ce qui permettra de
comparer les genes hsp présafdns les trois souches et d’avoir une idée de imhitité
possible entre les contenus génétigagsprésents dans les différentes souchek.dactis.

Les résultats obtenus lors de I'analyse des dongémsmique des genes hslddactisgl2 ,
doivent étre complétés par des techniques protéemiq

Perspectives

Ce travail a apporté une contribution consequemtdes connaissances de I'écosysteme lait
de chamelle. De plus, il ouvre de nouvelles voigtude qui nous permettront de mieux
comprendre I'adaptation des bactéries lactiquesidgunpes a leur milieu et a leur réponse au
stress.

L'étude deL. lactis permettrait d’ une part de valider les résultditenus dans ce travail et
d’ autre part, de mieux connaitre I'adaptation d#ecbactérie dans le lait sous stress chaud.
D’ aprés I'analysen silico, la souche Lactococcus lactis HD9B_GI2 posséds kesi génes
nécessaires a la réponse au stress. Il seraitidt@messant d’avoir les données complétes en
transcriptomique et en protéomique pour illusterchractére thermotolerant de lactis
HD9B_GL2 sur difféerents milieux de culture. Ce garmet I'identification des mécanismes
pouvant intervenir dans la thermotolerance et aavsiir une idée plus exhaustive de ses
mécanismes de regulation.

La disponibilité de la séquence génomiquelddactis HD9B_ GL2 ouvre la voie de la
transcriptomique par la méthode des puces a ADN.dhades permettraient d'avoir une vue
globale des genes dont I'expression est modifiéecenlition de la thermotolerance et de
rechercher une régulation commune a différents gy@ae comparaison de leurs séquences

promotrices (recherche de motifs conservés).

246



REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES




Références bibliographique

References bibliographique

A

Abnizova, I., Leonard, S., Skelly, T., Brown, A., ckson, D., Gourtovaia, M., Qi, G., Te
Boekhorst, R., Faruque, N., Lewis, K. and Cox, T(2012) Analysis of context-dependent
errors for illumina sequencinglournal of bioinformatics and computational biolod,
1241005.

Adams, M.R. and Marteau, P. (199500n the safety of lactic acid bacteria from fotd.J
Food Microbiol27, 263-264.

Aguirre, M. and Collins, M.D. (1993) Lactic acid bacteria and human clinical infectidhe
Journal of applied bacteriologyb, 95-107.

Ainsworth, S., Zomer, A., de Jager, V., Bottacinif., van Hijum, S.A., Mahony, J. and
van Sinderen, D. (2013 Complete Genome of Lactococcus lactis subsp. crienu§£509.9,
Host for a Model Lactococcal P335 Bacteriophdgenome announcemerits

Akman, L., Yamashita, A., Watanabe, H., Oshima, K.Shiba, T., Hattori, M. and Aksoy,
S. (2002) Genome sequence of the endocellular obligate symhbbf tsetse flies,
Wigglesworthia glossinidiaNature genetic82, 402-407.

Allardet-Servent, A., Michaux-Charachon, S., JumasBilak, E., Karayan, L. and Ramuz,
M. (1993) Presence of one linear and one circular chromosomthe Agrobacterium
tumefaciens C58 genomg&Bacteriol175 7869-7874.

Al Ait, L., Yamak, Z. and Morgenstern, B. (2013) DIALIGN at GOBICS--multiple
sequence alignment using various sources of exterfioamation.Nucleic Acids Redl, W3-
7.

Althaus, E., Caprara, A., Lenhof, H.P. and Reinert, K. (2002) Multiple sequence
alignment with arbitrary gap costs: computing antiropl solution using polyhedral
combinatoricsBioinformatics18 Suppl 2 S4-S16.

Altschul, S.F., Gish, W., Miller, W., Myers, E.W.and Lipman, D.J. (1990)Basic local
alignment search toal. Mol Biol 215 403-410.

Altschul, S.F., Madden, T.L., Schaffer, A.A., Zhang J., Zhang, Z., Miller, W. and
Lipman, D.J. (1997)Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation otgin database
search program&lucleic Acids Re25, 3389-3402.

Ackermann, H.W. (1998) Tailed bacteriophages: the order caudoviraekiances in virus
researchbl, 135-201.

247



Références bibliographique

Ackermann, H.W. (1998) Tailed bacteriophages: the order caudoviradeliances in virus
researchbl, 135-201.

Ackermann, H.W. (2001) Frequency of morphological phage descriptionsh@ year 2000.
Brief review.Archives of virologyl46 843-857.

Ackermann, H.W. and Kropinski, A.M. (2007) Curated list of prokaryote viruses with fully
sequenced genomdges Microbioll58 555-566.

Altschul, S.F., Madden, T.L., Schaffer, A.A., Zhang J., Zhang, Z., Miller, W. and
Lipman, D.J. (1997)Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation otgin database
search program$lucleic Acids Re25, 3389-3402.

Araya, T., Ishibashi, N., Shimamura, S., Tanaka, Kand Takahashi, H. (1993)Genetic
and molecular analysis of the rpoD gene from Lamtous lactisBioscience, biotechnology,
and biochemistrp7, 88-92.

Aziz, R.K., Bartels, D., Best, A.A., Dedongh, M., Bz, T., Edwards, R.A., Formsma, K.,
Gerdes, S., Glass, E.M., Kubal, M., Meyer, F., Olsg G.J., Olson, R., Osterman, A.L.,
Overbeek, R.A., McNeil, L.K., Paarmann, D., PaczianT., Parrello, B., Pusch, G.D.,
Reich, C., Stevens, R., Vassieva, O., Vonstein, Wijlke, A. and Zagnitko, O. (2008)The
RAST Server: rapid annotations using subsystentmt@ogy.BMC genomic®, 75.
Ackermann, H.W. (2001)Frequency of morphological phage descriptions exykar 2000.
Brief review.Archives of virologyl46 843-857.

Ackermann, H.W. and Kropinski, A.M. (2007) Curated list of prokaryote viruses with fully
sequenced genomd®es Microbioll58 555-566.

Altschul, S.F., Madden, T.L., Schaffer, A.A., Zhang J., Zhang, Z., Miller, W. and
Lipman, D.J. (1997)Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation otgin database
search program&lucleic Acids Re25, 3389-3402.

Araya, T., Ishibashi, N., Shimamura, S., Tanaka, Kand Takahashi, H. (1993)Genetic
and molecular analysis of the rpoD gene from Lamtous lactisBioscience, biotechnology,
and biochemistrp7, 88-92.

Arnosti, D.N., Singer, V.L. and Chamberlin, M.J. (1986) Characterization of heat shock in
Bacillus subtilis.J Bacteriol168 1243-1249.

Aziz, R.K., Bartels, D., Best, A.A., Dedongh, M., Bz, T., Edwards, R.A., Formsma, K.,
Gerdes, S., Glass, E.M., Kubal, M., Meyer, F., Olse G.J., Olson, R., Osterman, A.L.,
Overbeek, R.A., McNeil, L.K., Paarmann, D., PaczianT., Parrello, B., Pusch, G.D.,
Reich, C., Stevens, R., Vassieva, O., Vonstein, Wijlke, A. and Zagnitko, O. (2008)The
RAST Server: rapid annotations using subsystentmt@ogy.BMC genomic®, 75.

248



Références bibliographique

Aziz, R.K., Bartels, D., Best, A.A., DeJdongh, M., Bz, T., Edwards, R.A., Formsma, K.,
Gerdes, S., Glass, E.M., Kubal, M., Meyer, F., Olse G.J., Olson, R., Osterman, A.L.,
Overbeek, R.A., McNeil, L.K., Paarmann, D., PaczianT., Parrello, B., Pusch, G.D.,
Reich, C., Stevens, R., Vassieva, O., Vonstein, Wjlke, A. and Zagnitko, O. (2008)The
RAST Server: rapid annotations using subsystentmtdogy.BMC genomic¥, 75.

Agrawal, R.P., Swami, S.C., Beniwal, R., Kochar, K., Sahani, M.S., Tuteja, F.C. and
Ghorui, S.K. (2003) Effect of camel milk on glycemic control, lipid gfile and diabetes
quality of life in type 1 diabetes: A randomisedgpective controlled cross over study.
Indian J Anim Scr3, 1105-1110.

Al Katheeri, N.A., Wasfi, |.A., Lambert, M., Giulia no Albo, A. and Nebbia, C. (2006)n
vivo and in vitro metabolism of dexamethasone ia thhmel.Veterinary journall72 532-
543.

Amar, J., Chabo, C., Waget, A., Klopp, P., VachouxC., Bermudez-Humaran, L.G.,
Smirnova, N., Berge, M., Sulpice, T., Lahtinen, S.Ouwehand, A., Langella, P.,
Rautonen, N., Sansonetti, P.J. and Burcelin, R. (2Q) Intestinal mucosal adherence and
translocation of commensal bacteria at the earlgebrof type 2 diabetes: molecular
mechanisms and probiotic treatmdeRBO molecular medicing, 559-572.

Auffray, C. (1992) DNA sequenceNature355 292.

Aloy, P., Ceulemans, H., Stark, A. and Russell, R.B(2003) The relationship between
sequence and interaction divergence in protdingol Biol 332 989-998.

Altermann, E., Russell, W.M., Azcarate-Peril, M.A., Barrangou, R., Buck, B.L.,
McAuliffe, O., Souther, N., Dobson, A., Duong, T.Callanan, M., Lick, S., Hamrick, A.,
Cano, R. and Klaenhammer, T.R. (2005Complete genome sequence of the probiotic lactic
acid bacterium Lactobacillus acidophilus NCHRtoc Natl Acad Sci U S 202 3906-3912.
Amar, J., Chabo, C., Waget, A., Klopp, P., VachouxC., Bermudez-Humaran, L.G.,
Smirnova, N., Berge, M., Sulpice, T., Lahtinen, S.Ouwehand, A., Langella, P.,
Rautonen, N., Sansonetti, P.J. and Burcelin, R. (2Q) Intestinal mucosal adherence and
translocation of commensal bacteria at the earlgebrof type 2 diabetes: molecular
mechanisms and probiotic treatmde®BO molecular medicing, 559-572.

Arques, J.L., Rodriguez, E., Langa, S., Landete, M. and Medina, M. (2015)
Antimicrobial activity of lactic acid bacteria inady products and gut: effect on pathogens.
BioMed research internation@015 584183.

Azcarate-Peril, M.A., McAuliffe, O., Altermann, E., Lick, S., Russell, W.M. and
Klaenhammer, T.R. (2005)Microarray analysis of a two-component regulatoygteam

249



Références bibliographique

involved in acid resistance and proteolytic acyivit Lactobacillus acidophiluzppl Environ
Microbiol 71, 5794-5804.

Axelsson L. Lactic Acid Bacteria: Classification aml Physiology. In: Salminen S, von
Wright A, Ouwehand AC, editors. Lactic Acid Bacteria Microbiology and Ftiooal
Aspects. 3rd Edition. Marcel Dekker Inc; New Yo2K04. pp. 1-66

Andrew Pollack. DNA sequencing caught in deluge afata. New York Times, 1, 2011.
Ayad, E.H., Verheul, A., Engels, W.J., Wouters, J.Tand Smit, G. (2001)Enhanced
flavour formation by combination of selected lactoo from industrial and artisanal origin

with focus on completion of a metabolic pathwayppl Microbiol90, 59-67.

B

Ben-2Zvi, A.P. and Goloubinoff, P. (2001)Review: mechanisms of disaggregation and
refolding of stable protein aggregates by molecalaperoneslournal of structural biology
135 84-93.

Bakke, P., Carney, N., Deloache, W., Gearing, M.ngvorsen, K., Lotz, M., McNair, J.,
Penumetcha, P., Simpson, S., Voss, L., Win, M., Hay L.J. and Campbell, A.M. (2009)
Evaluation of three automated genome annotationgH&dorhabdus utahensiBloS one4,
€6291.

Barril, J.S., Kim, S.G. and Batt, C.A. (1994)Cloning and sequencing of the Lactococcus
lactis subsp. lactis dnaK gene using a PCR-basgwagh.Genel4?2, 91-96.

Bissonnette, F., Labrie, S., Deveau, H., LamoureuxM. and Moineau, S. (2000)
Characterization of mesophilic mixed starter c@gsuused for the manufacture of aged
cheddar chees@é.Dairy Sci83, 620-627.

Benachour, A., Muller, C., Dabrowski-Coton, M., LeBreton, Y., Giard, J.C., Rince, A,,
Auffray, Y. and Hartke, A. (2005) The Enterococcus faecalis sigV protein is an
extracytoplasmic function sigma factor contributitey survival following heat, acid, and
ethanol treatmentd. Bacteriol187, 1022-1035.

Benson, A.K. and Haldenwang, W.G. (1993Yhe sigma B-dependent promoter of the
Bacillus subtilis sigB operon is induced by heaichJ Bacteriol175 1929-1935.

Bentley, S.D., Chater, K.F., Cerdeno-Tarraga, A.M.,Challis, G.L., Thomson, N.R.,
James, K.D., Harris, D.E., Quail, M.A., Kieser, H.,Harper, D., Bateman, A., Brown, S.,
Chandra, G., Chen, C.W., Collins, M., Cronin, A., Faser, A., Goble, A., Hidalgo, J.,
Hornsby, T., Howarth, S., Huang, C.H., Kieser, T.Larke, L., Murphy, L., Oliver, K.,

250



Références bibliographique

O'Neil, S., Rabbinowitsch, E., Rajandream, M.A., Rtherford, K., Rutter, S., Seeger, K.,
Saunders, D., Sharp, S., Squares, R., Squares, Baylor, K., Warren, T., Wietzorrek,

A., Woodward, J., Barrell, B.G., Parkhill, J. and Hopwood, D.A. (2002) Complete
genome sequence of the model actinomycete Streptsngoelicolor A3(2)Nature 417,
141-147.

Bentley, S.D. and Parkhill, J. (2004)Comparative genomic structure of prokaryofesaual
review of genetic88, 771-792.

Barnett, T.C. and Scott, J.R. (2002)Differential recognition of surface proteins in
Streptococcus pyogenes by two sortase gene homdl&gteriol184, 2181-2191.

Barocchi, M.A., Ries, J., Zogaj, X., Hemsley, C., ldiger, B., Kanth, A., Dahlberg, S.,
Fernebro, J., Moschioni, M., Masignani, V., Hultenly, K., Taddei, A.R., Beiter, K.,
Wartha, F., von Euler, A., Covacci, A., Holden, D.W, Normark, S., Rappuoli, R. and
Henriques-Normark, B. (2006) A pneumococcal pilus influences virulence and host
inflammatory responseBroc Natl Acad Sci U S 203 2857-2862.

Barrette, J., Champagne, C.P., Roy, D. and RodrigyeN. (2000)The production of mixed
cultures containing strains of Lactococcus ladtisyconostoc cremoris and Lactobacillus
rhamnosus, on commercial starter medaurnal of industrial microbiology & biotechnology
25, 288-297.

Becker, A., Katzen, F., Puhler, A. and lelpi, L. (898) Xanthan gum biosynthesis and
application: a biochemical/genetic perspectAgepl Microbiol Biotechnob0, 145-152.
Benmechernene, Z., Fernandez-No, |., Quintela-Ball., Bohme, K., Kihal, M., Calo-
Mata, P. and Barros-Velazquez, J. (2014¥5enomic and proteomic characterization of
bacteriocin-producing Leuconostoc mesenteroidesinstrisolated from raw camel milk in
two southwest Algerian arid zond&&ioMed research internation&014 853238.

Bensalah, F., Delorme, C. and Renault, P. (2009haracterisation of thermotolerant cocci
from indigenous flora of ‘leben' in algerian arickaa and DNA identification of atypical
Lactococcus lactis strain€urr Microbiol 59, 139-146.

Bermudez-Humaran, L.G., Cortes-Perez, N.G., LefevieF., Guimaraes, V., Rabot, S.,
Alcocer-Gonzalez, J.M., Gratadoux, J.J., Rodrigue®Radilla, C., Tamez-Guerra, R.S,,
Corthier, G., Gruss, A. and Langella, P. (2005A novel mucosal vaccine based on live
Lactococci expressing E7 antigen and IL-12 indgyassemic and mucosal immune responses
and protects mice against human papillomavirus t#einduced tumorsJournal of
immunologyl75 7297-7302.

251



Références bibliographique

Boels, I.C., Ramos, A., Kleerebezem, M. and de V0oa/.M. (2001) Functional analysis of
the Lactococcus lactis galU and galE genes and tihgdact on sugar nucleotide and
exopolysaccharide biosynthesigpl Environ Microbiol67, 3033-3040.

Boisvert, S., Raymond, F., Godzaridis, E., Laviolé¢, F. and Corbeil, J. (2012Ray Meta:
scalable de novo metagenome assembly and proftiagome Biol3, R122.

Brady, A. and Salzberg, S.L. (2009Phymm and PhymmBL: metagenomic phylogenetic
classification with interpolated Markov modeiature methods, 673-676.

Brenner, K., You, L. and Arnold, F.H. (2008) Engineering microbial consortia: a new
frontier in synthetic biologyTrends in biotechnolog®6, 483-489.

Brown, G.R., Hem, V., Katz, K.S., Ovetsky, M., Walh, C., Ermolaeva, O., Tolstoy, I.,
Buccato, S., Maione, D., Rinaudo, C.D., Volpini, G.Taddei, A.R., Rosini, R., Telford,
J.L., Grandi, G. and Margarit, . (2006) Use of Lactococcus lactis expressing pili from
group B Streptococcus as a broad-coverage vacgaiast streptococcal disea3ée Journal

of infectious diseasel94, 331-340.

Budzik, J.M., Marraffini, L.A. and Schneewind, O. (2007)Assembly of pili on the surface
of Bacillus cereus vegetative cellol Microbiol 66, 495-510.

Budzik, J.M., Marraffini, L.A., Souda, P., Whitelegge, J.P., Faull, K.F. and Schneewind,
O. (2008a)Amide bonds assemble pili on the surface of baéioc Natl Acad Sci U S A
105 10215-10220.

Budzik, J.M., Oh, S.Y. and Schneewind, O. (2008Igell wall anchor structure of BcpA pili
in Bacillus anthracis] Biol Chen83 36676-36686.

Bischoff, M., Dunman, P., Kormanec, J., MacapagalD., Murphy, E., Mounts, W.,
Berger-Bachi, B. and Projan, S. (2004Microarray-based analysis of the Staphylococcus
aureus sigmaB regulod.Bacteriol186, 4085-4099.

Blattner, F.R., Plunkett, G., 3rd, Bloch, C.A., Pena, N.T., Burland, V., Riley, M.,
Collado-Vides, J., Glasner, J.D., Rode, C.K., Maylve, G.F., Gregor, J., Davis, N.W.,
Kirkpatrick, H.A., Goeden, M.A., Rose, D.J., Mau, B and Shao, Y. (1997Yhe complete
genome sequence of Escherichia coli K3&ence277, 1453-1462.

Bankevich, A., Nurk, S., Antipov, D., Gurevich, A.A, Dvorkin, M., Kulikov, A.S., Lesin,
V.M., Nikolenko, S.I., Pham, S., Prjibelski, A.D.,Pyshkin, A.V., Sirotkin, A.V., Vyahhi,

N., Tesler, G., Alekseyev, M.A. and Pevzner, P.A2012)SPAdes: a new genome assembly
algorithm and its applications to single-cell sagieg. Journal of computational biology : a

journal of computational molecular cell biolodQ, 455-477.

252



Références bibliographique

Boetzer, M., Henkel, C.V., Jansen, H.J., Butler, Dand Pirovano, W. (2011)Scaffolding
pre-assembled contigs using SSPABBinformatics27, 578-579.

Boetzer, M. and Pirovano, W. (2014)SSPACE-LongRead: scaffolding bacterial draft
genomes using long read sequence informaBMC bioinformaticsl5, 211.

Boisvert, S., Raymond, F., Godzaridis, E., Laviolé¢, F. and Corbeil, J. (2012Ray Meta:
scalable de novo metagenome assembly and profiiagome Biol3, R122.

Butler, J., MacCallum, 1., Kleber, M., Shlyakhter, I.A., Belmonte, M.K., Lander, E.S.,
Nusbaum, C. and Jaffe, D.B. (200BALLPATHS: de novo assembly of whole-genome
shotgun microread§senome Re$8, 810-820.

Boekhorst, J., Siezen, R.J., Zwahlen, M.C., Vilana D., Pridmore, R.D., Mercenier, A.,
Kleerebezem, M., de Vos, W.M., Brussow, H. and Dese, F. (2004)The complete
genomes of Lactobacillus plantarum and Lactobaciiiinnsonii reveal extensive differences
in chromosome organization and gene contdidrobiology 150 3601-3611.

Bolotin, A., Quinquis, B., Renault, P., Sorokin, A. Ehrlich, S.D., Kulakauskas, S.,
Lapidus, A., Goltsman, E., Mazur, M., Pusch, G.D.,Fonstein, M., Overbeek, R.,
Kyprides, N., Purnelle, B., Prozzi, D., Ngui, K., Msuy, D., Hancy, F., Burteau, S.,
Boutry, M., Delcour, J., Goffeau, A. and Hols, P. Z004) Complete sequence and
comparative genome analysis of the dairy bacter&meptococcus thermophiludlature
biotechnology22, 1554-1558.

Bolotin, A., Quinquis, B., Sorokin, A. and Ehrlich, D.S. (2004)Recent genetic transfer
between Lactococcus lactis and enterobactéigacteriol186, 6671-6677.

Bolotin, A., Wincker, P., Mauger, S., Jaillon, O.Malarme, K., Weissenbach, J., Ehrlich,
S.D. and Sorokin, A. (2001)The complete genome sequence of the lactic acitetam
Lactococcus lactis ssp. lactis IL14@3enome Re%l, 731-753.

Bolotin, A., Wincker, P., Mauger, S., Jaillon, O.Malarme, K., Weissenbach, J., Ehrlich,
S.D. and Sorokin, A. (2001)The complete genome sequence of the lactic acitetam
Lactococcus lactis ssp. lactis IL14@3enome Re%l, 731-753.

Bolotin, A., Wincker, P., Mauger, S., Jaillon, O.Malarme, K., Weissenbach, J., Ehrlich,
S.D. and Sorokin, A. (2001)The complete genome sequence of the lactic aateiam
Lactococcus lactis ssp. lactis IL14@3enome Re%l, 731-753.

Bolotin, A., Wincker, P., Mauger, S., Jaillon, O.Malarme, K., Weissenbach, J., Ehrlich,
S.D. and Sorokin, A. (2001)The complete genome sequence of the lactic acitefam
Lactococcus lactis ssp. lactis IL14@3enome Re%l, 731-753.

253



Références bibliographique

Bolotin, A., Wincker, P., Mauger, S., Jaillon, O.Malarme, K., Weissenbach, J., Ehrlich,
S.D. and Sorokin, A. (2001)The complete genome sequence of the lactic acitetam
Lactococcus lactis ssp. lactis IL14@3enome Re%l, 731-753.

Borodina, I. and Nielsen, J. (2005From genomes to in silico cells via metabolic netso
Current opinion in biotechnologi6, 350-355.

Boutibonnes, P., Gillot, B., Auffray, Y. and Thammaongs, B. (1991 Heat shock induces
thermotolerance and inhibition of lysis in a lysogestrain of Lactococcus lactigit J Food
Microbiol 14, 1-9.

Bakke, P., Carney, N., Deloache, W., Gearing, M.ngvorsen, K., Lotz, M., McNair, J.,
Penumetcha, P., Simpson, S., Voss, L., Win, M., Hay L.J. and Campbell, A.M. (2009)
Evaluation of three automated genome annotationgH&dorhabdus utahensiBloS one4,
€6291.

Barril, J.S., Kim, S.G. and Batt, C.A. (1994)Cloning and sequencing of the Lactococcus
lactis subsp. lactis dnaK gene using a PCR-basaagh.Genel4?2 91-96.

Bissonnette, F., Labrie, S., Deveau, H., LamoureuxM. and Moineau, S. (2000)
Characterization of mesophilic mixed starter c@suused for the manufacture of aged
cheddar chees@d.Dairy Sci83, 620-627.

Boutibonnes, P., Tranchard, C., Hartke, A., Thammawngs, B. and Auffray, Y. (1992)s
thermotolerance correlated to heat-shock protemhggis in Lactococcus lactis subsp. lactis?
Int J Food Microbioll6, 227-236.

Baird, L. and Georgopoulos, C. (1990)dentification, cloning, and characterization bét
Escherichia coli sohA gene, a suppressor of th& (@egP) null phenotypel Bacteriol172
1587-1594.

Balcazar, J.L., de Blas, |., Ruiz-Zarzuela, 1., Vedrell, D., Girones, O. and Muzquiz, J.L.
(2007) Sequencing of variable regions of the 16S rRNA dgeneadentification of lactic acid
bacteria isolated from the intestinal microbiota béalthy salmonids.Comparative
immunology, microbiology and infectious disea3@s111-118.

Barrios, C., Georgopoulos, C., Lambert, P.H. and OeGiudice, G. (1994)Heat shock
proteins as carrier molecules: in vivo helper dffeediated by Escherichia coli GroEL and
DnaK proteins requires cross-linking with antigétinical and experimental immunolo@,
229-233.

Baubekova, A., Akhmetsadykova, S., Konuspayeva, GAkhmetsadykov, N., Faye, B.
and Loiseau, G. (2015Biodiversity Study of the Yeast in Fresh and FerredrCamel and
Mare's Milk by Denaturing Gradient Gel Electroptsise] Camel Pract Re22, 91-95.

254



Références bibliographique

Bendimerad, N., Kihal, M. and Berthier, F. (2012) Isolation, identification, and
technological characterization of wild leuconosteesl lactococci for traditional Raib type
milk fermentationDairy Sci Techno92, 249-264.

Benmechernene, Z., Fernandez-No, I., Quintela-Balaj M., Bohme, K., Kihal, M., Calo-
Mata, P. and Barros-Velazquez, J. (2014)Genomic and proteomic characterization of
bacteriocin-producing Leuconostoc mesenteroidesinstrisolated from raw camel milk in
two southwest Algerian arid zond&&ioMed research internation&014 853238.

Bensalah, F., Delorme, C. and Renault, P. (200@haracterisation of thermotolerant cocci
from indigenous flora of ‘leben' in algerian aricka and DNA identification of atypical
Lactococcus lactis strain€urr Microbiol 59, 139-146.

Boguslawska, J., Zycka-Krzesinska, J., Wilcks, A.rad Bardowski, J. (2009)Intra- and
interspecies conjugal transfer of Tn916-like eletadrom Lactococcus lactis in vitro and in
vivo. Appl Environ Microbiol75, 6352-6360.

Bolliger, L., Deloche, O., Glick, B.S., Georgopouly C., Jeno, P., Kronidou, N., Horst,
M., Morishima, N. and Schatz, G. (1994)A mitochondrial homolog of bacterial GrpE
interacts with mitochondrial hsp70 and is esseffviaviability. EMBO J13, 1998-2006.
Brown, J.R. and Doolittle, W.F. (1999)Gene descent, duplication, and horizontal transfer
the evolution of glutamyl- and glutaminyl-tRNA sietasesJournal of molecular evolution
49, 485-495.

Burton, Z., Burgess, R.R., Lin, J., Moore, D., Holér, S. and Gross, C.A. (1981The
nucleotide sequence of the cloned rpoD gene foRiHA polymerase sigma subunit from E
coli K12. Nucleic Acids ReS, 2889-2903.

Boutibonnes, P., Bisson, V., Thammavongs, B., Hartk A., Panoff, J.M., Benachour, A.
and Auffray, Y. (1995) Induction of thermotolerance by chemical agentd actococcus
lactis subsp. lactis IL140®t J Food Microbiol25, 83-94.

Boyd, D.A., Peters, G.A., Ng, L. and Mulvey, M.R.Z000) Partial characterization of a
genomic island associated with the multidrug resis¢ region of Salmonella enterica
Typhymurium DT104FEMS Microbiol Lettl89 285-291.

Boylan, S.A., Redfield, A.R., Brody, M.S. and Price C.W. (1993) Stress-induced
activation of the sigma B transcription factor aiddlus subtilis.J Bacteriol175 7931-7937.
Brigulla, M., Hoffmann, T., Krisp, A., Volker, A., Bremer, E. and Volker, U. (2003)Chill
induction of the SigB-dependent general stress oresp in Bacillus subtilis and its

contribution to low-temperature adaptatidrBacteriol185 4305-4314.

255



Références bibliographique

Bukau, B. and Horwich, A.L. (1998)The Hsp70 and Hsp60 chaperone machiGedl. 92,

351-366.

Bukau, B. (1993)Regulation of the Escherichia coli heat-shock oesp.Mol Microbiol 9,

671-680.

Bunthof, C.J., van den Braak, S., Breeuwer, P., Robouts, F.M. and Abee, T. (1999)
Rapid fluorescence assessment of the viabilityti@ssed Lactococcus lactisppl Environ
Microbiol 65, 3681-3689.

C

Calendar, R., Erickson, J.W., Halling, C. and Nolte A. (1988) Deletion and insertion
mutations in the rpoH gene of Escherichia coli fvaiduce functional sigma 32.Bacteriol
170, 3479-3484.

Cavanagh, D., Casey, A., Altermann, E., Cotter, P.DFitzgerald, G.F. and McAuliffe, O.
(2015a)Evaluation of Lactococcus lactis Isolates from NaingSources with Potential Dairy
Applications Reveals Extensive Phenotype-Genotypspddity and Implications for a
Revised Specieé&\ppl Environ Microbiol81, 3961-3972.

Cavanagh, D., Fitzgerald, G.F. and McAuliffe, O. (215b) From field to fermentation: the
origins of Lactococcus lactis and its domesticatitin the dairy environmentFood
microbiology47, 45-61.

Chaisson, M.J., Brinza, D. and Pevzner, P.A. (200®e novo fragment assembly with short
mate-paired reads: Does the read length maBerfome Re%9, 336-346.

Chastanet, A., Derre, ., Nair, S. and Msadek, T.2004) clpB, a novel member of the
Listeria monocytogenes CtsR regulon, is involvedvirulence but not in general stress
toleranceJ Bacteriol186, 1165-1174.

Charpentier, E., Novak, R. and Tuomanen, E. (2000Regulation of growth inhibition at
high temperature, autolysis, transformation andeegiiice in Streptococcus pneumoniae by
clpC. Mol Microbiol 37, 717-726.

Chastanet, A., Fert, J. and Msadek, T. (2003Comparative genomics reveal novel heat
shock regulatory mechanisms in Staphylococcus auag other Gram-positive bacteria.
Mol Microbiol 47, 1061-1073.

256



Références bibliographique

Chastanet, A. and Msadek, T. (2003¢IpP of Streptococcus salivarius is a novel menalber
the dually regulated class of stress response gergam-positive bacterid. Bacteriol 185,
683-687.

Chastanet, A., Prudhomme, M., Claverys, J.P. and Mslek, T. (2001)Regulation of
Streptococcus pneumoniae clp genes and their nompetence development and stress
survival.J Bacteriol183 7295-7307.

Chopin, A., Deveau, H., Ehrlich, S.D., Moineau, Sand Chopin, M.C. (2007)KSY1, a
lactococcal phage with a T7-like transcriptidirology 365, 1-9.

Christiansen, B., Johnsen, M.G., Stenby, E., Vogeas, F.K. and Hammer, K. (1994)
Characterization of the lactococcal temperate pAd@01-1 and its site-specific integration.
J Bacteriol176, 1069-1076.

Case, R.J., Boucher, Y., Dahllof, I., Holmstrom, G.Doolittle, W.F. and Kjelleberg, S.
(2007)Use of 16S rRNA and rpoB genes as molecular mafkenmmicrobial ecology studies.
Appl Environ Microbiol73, 278-288.

Chi, M.C., Chen, Y.H., Wu, T.J., Lo, H.F. and Lin,L.L. (2010) Engineering of a truncated
alpha-amylase of Bacillus sp. strain TS-23 for gshultaneous improvement of thermal and
oxidative stabilitiesJournal of bioscience and bioengineerib@, 531-538.

Claverys, J.P. and Martin, B. (2003)Bacterial "competence" genes: signatures of active
transformation, or only remnant¥Pends in microbiology 1, 161-165.

Corrigan, R.M., Abbott, J.C., Burhenne, H., Kaever,V. and Grundling, A. (2011) c-di-
AMP is a new second messenger in Staphylococcesiauwvith a role in controlling cell size
and envelope stresBL0S pathogens, e1002217.

Craig, E.A., Gambill, B.D. and Nelson, R.J. (1993Heat shock proteins: molecular
chaperones of protein biogenediscrobiological reviews7, 402-414.

Caporaso, J.G., Kuczynski, J., Stombaugh, J., Bittiger, K., Bushman, F.D., Costello,
E.K., Fierer, N., Pena, A.G., Goodrich, J.K., Gorda, J.l., Huttley, G.A., Kelley, S.T.,
Knights, D., Koenig, J.E., Ley, R.E., Lozupone, C.A McDonald, D., Muegge, B.D.,
Pirrung, M., Reeder, J., Sevinsky, J.R., TurnbaughP.J., Walters, W.A., Widmann, J.,
Yatsunenko, T., Zaneveld, J. and Knight, R. (2010QIIME allows analysis of high-
throughput community sequencing dddature methodg, 335-336.

Chapot-Chartier, M.P., Vinogradov, E., Sadovskayal., Andre, G., Mistou, M.Y., Trieu-
Cuot, P., Furlan, S., Bidnenko, E., Courtin, P., Pehoux, C., Hols, P., Dufrene, Y.F. and
Kulakauskas, S. (2010)Cell. surface of- Lactococcus-lactisis ‘covered byratective
polysaccharide pelliclel Biol Chen285 10464-10471.

257



Références bibliographique

Christensson, C., Pillidge, C.J., Ward, L.J. and Oroole, P.W. (2001Nucleotide sequence
and characterization of the cell envelope protanpssmid in Lactococcus lactis subsp.
cremoris HP.J Appl Microbiol91, 334-343.

Comfort, D. and Clubb, R.T. (2004) A comparative genome analysis identifies distinct
sorting pathways in gram-positive bactetidection and immunity2, 2710-2722.

Cossart, P. and Jonquieres, R. (2000%ortase, a universal target for therapeutic agents
against gram-positive bacteriBPoc Natl Acad Sci U S 87, 5013-5015.

Cottrell, M.T., Yu, L. and Kirchman, D.L. (2005) Sequence and expression analyses of
Cytophaga-like hydrolases in a Western arctic megtaqic library and the Sargasso Sea.
Appl Environ Microbiol71, 8506-8513.

Criscuolo, A. (2011)morePhyML: improving the phylogenetic tree spacpl@ation with
PhyML 3.Molecular phylogenetics and evolutiéd, 944-948.

Chevreux, B., Pfisterer, T., Drescher, B., DrieselA.J., Muller, W.E., Wetter, T. and
Suhai, S. (2004)Jsing the miraEST assembler for reliable and autechanRNA transcript
assembly and SNP detection in sequenced ESdsome Re$4, 1147-1159.

Costello, M., Pugh, T.J., Fennell, T.J., Stewart, C Lichtenstein, L., Meldrim, J.C.,
Fostel, J.L., Friedrich, D.C., Perrin, D., DionneD., Kim, S., Gabriel, S.B., Lander, E.S.,
Fisher, S. and Getz, G. (2013piscovery and characterization of artifactual niotss in
deep coverage targeted capture sequencing data dxelative DNA damage during sample
preparationNucleic Acids Re4l, e67.

Coucheney, F., Gal, L., Beney, L., Lherminier, J.Gervais, P. and Guzzo, J. (2005)
small HSP, Lo18, interacts with the cell membrand modulates lipid physical state under
heat shock conditions in a lactic acid bacteriBmchim Biophys Acta72Q 92-98.

D

Darmon, E., Noone, D., Masson, A., Bron, S., Kuipsr O.P., Devine, K.M. and van Dijl,
J.M. (2002) A novel class of heat and secretion stress-resp@rgg@nes is controlled by the
autoregulated CssRS two-component system of Baalhbtilis.J Bacteriol184, 5661-5671.
Daubin, V., Lerat, E. and Perriere, G. (2003)The source of laterally transferred genes in
bacterial genome§&enome Bio#l, R57.

Darmon, E., Noone, D., Masson, A., Bron, S., Kuipsr O.P., Devine, K.M. and van Dijl,
J.M. (2002) A novel class of heat and secretion stress-respoigenes is controlled by the

autoregulated CssRS two-component system of Baalhibtilis.J Bacteriol184, 5661-5671.

258



Références bibliographique

de Jong, A., Hansen, M.E., Kuipers, O.P., Kilstrup,M. and Kok, J. (2013) The
transcriptional and gene regulatory network of baotcus lactis MG1363 during growth in
milk. PloS oneB, e53085.

DeJesus, M.A., Sacchettini, J.C. and loerger, T.R2013) Reannotation of translational
start sites in the genome of Mycobacterium tubesialTuberculosi®3, 18-25.

Derre, 1., Rapoport, G., Devine, K., Rose, M. and Madek, T. (1999aCIpE, a novel type
of HSP100 ATPase, is part of the CtsR heat shoglloa of Bacillus subtilisMol Microbiol
32, 581-593.

Derre, I., Rapoport, G. and Msadek, T. (1999b{CtsR, a novel regulator of stress and heat
shock response, controls clp and molecular chapegene expression in gram-positive
bacteriaMol Microbiol 31, 117-131.

Derre, I., Rapoport, G. and Msadek, T. (2000)The CtsR regulator of stress response is
active as a dimer and specifically degraded in \d@v87 degrees ®4ol Microbiol 38, 335-
347.

Deveau, H., Labrie, S.J., Chopin, M.C. and Moineau,S. (2006) Biodiversity and
classification of lactococcal phagégpl Environ Microbiol72, 4338-4346.

Dijkstra, A.R., Alkema, W., Starrenburg, M.J., Hugenholtz, J., van Hijum, S.A. and
Bron, P.A. (2014)Fermentation-induced variation in heat and oxidattress phenotypes of
Lactococcus lactis MG1363 reveals transcriptomeatiges for robustnesMlicrobial cell
factories13, 148.

Dodd, H.M., Horn, N., Hao, Z. and Gasson, M.J. (199 A lactococcal expression system
for engineered nisingppl Environ Microbiol58, 3683-3693.

Drici, H., Gilbert, C., Kihal, M. and Atlan, D. (2010) Atypical citrate-fermenting
Lactococcus lactis strains isolated from dromedanylk. J Appl Microbiol108 647-657.

Daly, C. (1983) The use of mesophilic cultures he tdairy industry.Antonie van
Leeuwenhoek9, 297-312.

Dobric, N., Limsowtin, G.K., Hillier, A.J., Dudman, N.P. and Davidson, B.E. (2000)
Identification and characterization of a cystatimenbeta/gamma-lyase from Lactococcus
lactis ssp. cremoris MG136BEMS Microbiol Lettl82 249-254.

Doolittle, R.F. (1998)Microbial genomes opened ugature392 339-342.

Dulermo, R., Fochesato, S., Blanchard, L. and de @ot, A. (2009)Mutagenic lesion
bypass and two functionally different RecA proteindDeinococcus desertMol Microbiol

74, 194-208.

259



Références bibliographique

Duplessis, M., Russell, W.M., Romero, D.A. and Momau, S. (2005)Global gene
expression analysis of two Streptococcus thermaophibacteriophages using DNA
microarray.Virology 340, 192-208.

Dupuis, M.E. and Moineau, S. (2010Genome organization and characterization of the
virulent lactococcal phage 1358 and its similasitie Listeria phage#ppl Environ Microbiol
76, 1623-1632.

Duwat, P., Ehrlich, S.D. and Gruss, A. (1995)he recA gene of Lactococcus lactis:
characterization and involvement in oxidative ahdrinal stressMol Microbiol 17, 1121-
1131.

de Crecy-Lagard, V., Servant-Moisson, P., Viala, J.Grandvalet, C. and Mazodier, P.
(1999) Alteration of the synthesis of the Clp ATP-deperidamotease affects morphological
and physiological differentiation in Streptomyckkl Microbiol 32, 505-517.

De Virgilio, C., Piper, P., Boller, T. and Wiemken, A. (1991) Acquisition of
thermotolerance in Saccharomyces cerevisiae witheat shock protein hsp 104 and in the
absence of protein synthedt£BS letter288 86-90.

Delcour, J., Ferain, T., Deghorain, M., Palumbo, Eand Hols, P. (1999)The biosynthesis
and functionality of the cell-wall of lactic acicatteria.Antonie van Leeuwenho&6, 159-
184.

Delcour, J., Ferain, T. and Hols, P. (2000Advances in the genetics of thermophilic lactic
acid bacteriaCurrent opinion in biotechnologyl, 497-504.

David, S., Stevens, H., van Riel, M., Simons, G. drde Vos, W.M. (1992)Leuconostoc
lactis beta-galactosidase is encoded by two oveirigpgenes] Bacteriol174, 4475-4481.

de Ruyter, P.G., Kuipers, O.P., Meijer, W.C. and deVos, W.M. (1997) Food-grade
controlled lysis of Lactococcus lactis for acceledacheese ripeningNature biotechnology
15, 976-979.

de Vos, W.M. and Vaughan, E.E. (1994 enetics of lactose utilization in lactic acid
bacteriaFEMS Microbiol Rewd5, 217-237.

De Vuyst, L. and Degeest, B. (199%)eteropolysaccharides from lactic acid bactdflaMS
Microbiol Rev23, 153-177.

Delbes, C., Ali-Mandjee, L. and Montel, M.C. (2007Monitoring bacterial communities in
raw milk and cheese by culture-dependent and -ienidgnt 16S rRNA gene-based analyses.
Appl Environ Microbiol73, 1882-1891.

260



Références bibliographique

Dieye, Y., Hoekman, A.J., Clier, F., Juillard, V.,Boot, H.J. and Piard, J.C. (2003Ability

of Lactococcus lactis to export viral capsid antigea crucial step for development of live
vaccinesAppl Environ Microbiol69, 7281-7288.

Dieye, Y., Oxaran, V., Ledue-Clier, F., Alkhalaf, W, Buist, G., Juillard, V., Lee, C.W.
and Piard, J.C. (2010)Functionality of sortase A in Lactococcus lactippl Environ
Microbiol 76, 7332-7337.

Dramsi, S., Trieu-Cuot, P. and Bierne, H. (2005%0rting sortases: a nhomenclature proposal
for the various sortases of Gram-positive bact®es Microbioll56, 289-297.

Drider, D., Bekal, S. and Prevost, H. (2004enetic organization and expression of citrate
permease in lactic acid bacterizenetics and molecular research : GNAR273-281.

Delmas, F., Pierre, F., Coucheney, F., Divies, Cné Guzzo, J. (2001)Biochemical and
physiological studies of the small heat shock pnoteo18 from the lactic acid bacterium
Oenococcus oendournal of molecular microbiology and biotechnol®)y601-610.

Deutsch, S.M., Molle, D., Gagnaire, V., Piot, M., #an, D. and Lortal, S. (2000)
Hydrolysis of sequenced beta-casein peptides pesvitew insight into peptidase activity
from thermophilic lactic acid bacteria and highligllintrinsic resistance of phosphopeptides.
Appl Environ Microbiol66, 5360-5367.

Dobrindt, U., Hochhut, B., Hentschel, U. and Hacker J. (2004) Genomic islands in
pathogenic and environmental microorganisNet Rev MicrobioR, 414-424.

Du, Y., Song, L., Feng, W., Pei, G., Zheng, P., Yd,, Sun, J. and Qiao, J. (2013[praft
Genome Sequence of Lactococcus lactis subsp. Birtds YF11.Genome announcemernits

E
Earnshaw, R.G., Appleyard, J. and Hurst, R.M. (199b Understanding physical

inactivation processes: combined preservation dppiies using heat, ultrasound and
pressurelnt J Food Microbiol28, 197-219.

Eaton, T., Shearman, C. and Gasson, M. (1998)oning and sequence analysis of the dnaK
gene region of Lactococcus lactis subsp. ladtSen Microbiol139, 3253-3264.

Enright, M.C. and Spratt, B.G. (1999)Multilocus sequence typind.rends in microbiology

7, 482-487.

Ercan, O., Wels, M., Smid, E.J. and Kleerebezem, M2015)Genome-wide transcriptional
responses to carbon starvation in nongrowing Lacioges lactisAppl Environ Microbiol81,
2554-2561.

261



Références bibliographique

Ecroyd, H., Thorn, D.C., Liu, Y. and Carver, J.A. 2010) The dissociated form of kappa-
casein is the precursor to its amyloid fibril fotioa. The Biochemical journad29 251-260.
Erkus, O., de Jager, V.C., Spus, M., van Alen-Boemgter, I.J., van Rijswijck, .M.,
Hazelwood, L., Janssen, P.W., van Hijum, S.A., Kleebezem, M. and Smid, E.J. (2013)
Multifactorial diversity sustains microbial communstability. Isme J7, 2126-2136.

F
Falentin, H., Naquin, D., Loux, V., Barloy-Hubler, F., Loubiere, P., Nouaille, S.,

Lavenier, D., Le Bourgeois, P., Francois, P., Schmeel, J., Hernandez, D., Even, S. and
Le Loir, Y. (2014) Genome Sequence of Lactococcus lactis subsp. lactisliacetylactis
LD61. Genome announcemers

Fan, J.B., Chee, M.S. and Gunderson, K.L. (200@hHi parallel genomic assayNature
reviews Geneticg, 632-644.

Ferain, T., Hobbs, J.N., Jr., Richardson, J., Bernal, N., Garmyn, D., Hols, P., Allen,
N.E. and Delcour, J. (1996a)Knockout of the two Idh genes has a major impact on
peptidoglycan precursor synthesis in Lactobacplamtarum.J Bacteriol178 5431-5437.
Ferain, T., Schanck, A.N. and Delcour, J. (1996H)3C nuclear magnetic resonance analysis
of glucose and citrate end products in an IdhL-ldiddble-knockout strain of Lactobacillus
plantarum.J Bacteriol178 7311-7315.

Farah, Z. (1993) Composition and characteristics of camel milkhe Journal of dairy
research60, 603-626.

Faye, B. and Konuspayeva, G. (2012)he sustainability challenge to the dairy sectdihe
growing importance of non-cattle milk productionndwvide. Int Dairy J 24, 50-56.

Faye, B., Seboussi, R. and Askar, M. (2009yace elements and heavy metals in healthy
camel blood of United Arab EmiratekCamel Pract Re%2, 1-6.

Flahaut, S., Hartke, A., Giard, J.C., Benachour, A. Boutibonnes, P. and Auffray, Y.
(1996) Relationship between stress response toward bile, seid and heat treatment in
Enterococcus faecaliBEMS Microbiol Lettl38 49-54.

Ferdows, M.S. and Barbour, A.G. (1989)Megabase-sized linear DNA in the bacterium
Borrelia burgdorferi, the Lyme disease agé&mnbc Natl Acad Sci U S 86, 5969-5973.

Fiegler, H., Redon, R., Andrews, D., Scott, C., Amdws, R., Carder, C., Clark, R.,
Dovey, O., Ellis, P., Feuk, L., French, L., Hunt, B Kalaitzopoulos, D., Larkin, J.,
Montgomery, L., Perry, G.H., Plumb, B.W., Porter, K,, Rigby, R.E., Rigler, D., Valsesia,

262



Références bibliographique

A., Langford, C., Humphray, S.J., Scherer, S.W., Le, C., Hurles, M.E. and Carter, N.P.
(2006) Accurate and reliable high-throughput detectioncopy number variation in the
human genomé&senome Re$6, 1566-1574.

Fleischmann, R.D., Adams, M.D., White, O., ClaytonR.A., Kirkness, E.F., Kerlavage,
A.R., Bult, C.J., Tomb, J.F., Dougherty, B.A., Merick, J.M. and et al. (1995)Whole-
genome random sequencing and assembly of Haemsphfluenzae RdScience269, 496-
512.

Florez, A.B., Ammor, M.S. and Mayo, B. (2008)Identification of tet(M) in two
Lactococcus lactis strains isolated from a Spatratiitional starter-free cheese made of raw
milk and conjugative transfer of tetracycline rémnge to lactococci and enterocodait J
Food Microbiol121, 189-194.

Fox, G.E., Magrum, L.J., Balch, W.E., Wolfe, R.S. ad Woese, C.R. (1977Classification

of methanogenic bacteria by 16S ribosomal RNA dftarezation.Proc Natl Acad Sci U S A
74, 4537-4541.

Fox, P. F. (1993)Cheese : an overview. In Cheese : chemistry, plysis microbiology, pp.
1-36. Edited by P. F. Fox. London: Chapman and.Hall

Fraser, C.M., Gocayne, J.D., White, O., Adams, M.DClayton, R.A., Fleischmann, R.D.,
Bult, C.J., Kerlavage, A.R., Sutton, G., Kelley, M., Fritchman, R.D., Weidman, J.F.,
Small, K.V., Sandusky, M., Fuhrmann, J., Nguyen, D.Utterback, T.R., Saudek, D.M.,
Phillips, C.A., Merrick, J.M., Tomb, J.F., Dougherty, B.A., Bott, K.F., Hu, P.C., Lucier,
T.S., Peterson, S.N., Smith, H.O., Hutchison, C.A3rd and Venter, J.C. (1995)The
minimal gene complement of Mycoplasma genitali@tience270, 397-403.

Frees, D. and Ingmer, H. (1999CIpP participates in the degradation of misfolgeatein in
Lactococcus lactisviol Microbiol 31, 79-87.

Frees, D., Thomsen, L.E. and Ingmer, H. (2005%taphylococcus aureus ClpYQ plays a
minor role in stress survivarchives of microbiolog$83 286-291.

Frees, D., Savijoki, K., Varmanen, P. and Ingmer, H(2007) Clp ATPases and ClpP
proteolytic complexes regulate vital biological pesses in low GC, Gram-positive bacteria.
Mol Microbiol 63, 1285-1295.

Ferguson, P.L. and Coombs, D.H. (2000ulse-chase analysis of the in vivo assembly of
the bacteriophage T4 tail.Mol Biol 297, 99-117.

Fanning, S., Hall, L.J., Cronin, M., Zomer, A., MacSharry, J., Goulding, D., Motherway,
M.O., Shanahan, F., Nally, K., Dougan, G. and vani&deren, D. (2012)Bifidobacterial

263



Références bibliographique

surface-exopolysaccharide facilitates commensai-hasteraction through immune
modulation and pathogen protectiéroc Natl Acad Sci U S 209 2108-2113.

Field, D., Sterk, P., Kottmann, R., De Smet, J.W.Amaral-Zettler, L., Cochrane, G.,
Cole, J.R., Davies, N., Dawyndt, P., Garrity, G.M.,Gilbert, J.A., Glockner, F.O.,
Hirschman, L., Klenk, H.P., Knight, R., Kyrpides, N., Meyer, F., Karsch-Mizrachi, I.,
Morrison, N., Robbins, R., San Gil, I., Sansone, SSchriml, L., Tatusova, T., Ussery, D.,
Yilmaz, P., White, O., Wooley, J. and Caporaso, G2014)Genomic standards consortium
projects.Standards in genomic sciencg$99-601.

Fittipaldi, N., Takamatsu, D., de la Cruz DominguezPunaro, M., Lecours, M.P.,
Montpetit, D., Osaki, M., Sekizaki, T. and Gottsch&, M. (2010) Mutations in the gene
encoding the ancillary pilin subunit of the Strequiocus suis srtF cluster result in pili formed
by the major subunit onlfRloS oneb, €8426.

Foroni, E., Serafini, F., Amidani, D., Turroni, F., He, F., Bottacini, F., O'Connell
Motherway, M., Viappiani, A., Zhang, Z., Rivetti, C., van Sinderen, D. and Ventura, M.
(2011) Genetic analysis and morphological identificatafrpilus-like structures in members
of the genus BifidobacteriunMicrobial cell factorieslO Suppl 1 S16.

Fernandez, M., Kleerebezem, M., Kuipers, O.P., Sien, R.J. and van Kranenburg, R.
(2002) Regulation of the metC-cysK operon, involved infaumetabolism in Lactococcus
lactis.J Bacteriol184, 82-90.

Fernandez, M., van Doesburg, W., Rutten, G.A., Margg, J.D., Alting, A.C., van
Kranenburg, R. and Kuipers, O.P. (2000)Molecular and functional analyses of the metC
gene of Lactococcus lactis, encoding cystathiomet-lyase Appl Environ Microbiol 66,
42-48.

Fortier, L.C., Bransi, A. and Moineau, S. (2006)Genome sequence and global gene
expression of Q54, a new phage species linkin@8teand c2 phage species of Lactococcus
lactis.J Bacteriol188 6101-6114.

Foucaud-Scheunemann, C. and Poquet, I. (2008JtrA is a key factor in the response to
specific stress conditions in Lactococcus la¢iEMS Microbiol Let224, 53-59.

Fujii, T., Tomita, Y., Ikushima, S., Horie, A. and Fujiwara, D. (2015) Draft Genome
Sequence of Lactococcus lactis subsp. lactis JOMB8a Strain That Induces Plasmacytoid
Dendritic Cell ActivationGenome announcemerds

Fuller, R. (1991)Probiotics in human medicin@ut 32, 439-442.

264



Références bibliographique

Fuller, C.W., Middendorf, L.R., Benner, S.A., Churc, G.M., Harris, T., Huang, X,
Jovanovich, S.B., Nelson, J.R., Schloss, J.A., Sa@miz, D.C. and Vezenov, D.V. (2009)
The challenges of sequencing by synthédéa&ure biotechnolog27, 1013-1023.

G

Gabed, N., Yang, M., Bey Baba Hamed, M., Drici, H.Gross, R., Dandekar, T. and
Liang, C. (2015) Draft Genome Sequence of the Moderately Heat-Tiotekactococcus
lactis subsp. lactis bv. diacetylactis Strain Gle@nd Algerian Dromedary MilkGenome
announcements.

Gao, Y., Lu, Y., Teng, K.L., Chen, M.L., Zheng, H.J, Zhu, Y.Q. and Zhong, J. (2011)
Complete genome sequence of Lactococcus lactispsuastis CV56, a probiotic strain
isolated from the vaginas of healthy woméiBacteriol193 2886-2887.

Gillland, S.E., Nelson, C.R. and Maxwell, C. (1985 Assimilation of cholesterol by
Lactobacillus acidophilugAppl Environ Microbiol49, 377-381.

Glenn, T.C. (2011)Field guide to next-generation DNA sequencéfi®lecular ecology
resourcesll, 759-769.

Goldin, B.R. and Gorbach, S.L. (2008)Clinical indications for probiotics: an overview.
Clinical infectious diseases : an official publicat of the Infectious Diseases Society of
America46 Suppl 2 S96-100; discussion S144-151.

Gottesman, S. (1996)Proteases and their targets in Escherichia @glnual review of
genetics30, 465-506.

Gottesman, S. (1999Regulation by proteolysis: developmental switcl@srent opinion in
microbiology2, 142-147.

Grandvalet, C., Coucheney, F., Beltramo, C. and Gup, J. (2005)CtsR is the master
regulator of stress response gene expression ind@eaus oeniJ Bacteriol187, 5614-5623.
Guo, Y., Li, J., Li, C.l., Long, J., Samuels, D.Cand Shyr, Y. (2012)The effect of strand
bias in lllumina short-read sequencing d&islC genomic43, 666.

Gansel, X., Dutreix, M., Hartke, A., Boutibonnes, P and Auffray, Y. (1993a) Partial
characterization of an rpoD-like gene of Lactocacdactis subsp. lactis ML3 with a
polymerase chain reaction-based appro@einr Microbiol 27, 267-271.

Gansel, X., Hartke, A., Boutibonnes, P. and AuffrayY. (1993b)Nucleotide sequence of
the Lactococcus lactis NCDO 763 (ML3) rpoD geBmchim Biophys Actéa216 115-118.

265



Références bibliographique

Garneau, J.E., Tremblay, D.M. and Moineau, S. (20Q8Characterization of 1706, a
virulent phage from Lactococcus lactis with simtias to prophages from other Firmicutes.
Virology 373 298-309.

Gasson, M.J., Swindell, S., Maeda, S. and Dodd, H.M1992)Molecular rearrangement of
lactose plasmid DNA associated with high-frequeriansfer and cell aggregation in
Lactococcus lactis 71Rol Microbiol 6, 3213-3223.

Glover, J.R. and Lindquist, S. (1998Hsp104, Hsp70, and Hsp40: a novel chaperone system
that rescues previously aggregated protébedl. 94, 73-82.

Griffin, H.G., Swindell, S.R. and Gasson, M.J. (198) Cloning and sequence analysis of the
gene encoding L-lactate dehydrogenase from Lactosotactis: evolutionary relationships
between 21 different LDH enzymdSenel22 193-197.

Galtier, N., Gouy, M. and Gautier, C. (1996)SEAVIEW and PHYLO_WIN: two graphic
tools for sequence alignment and molecular phylgg&omputer applications in the
biosciences : CABIOS2, 543-548.

Garvie, E.l., Cole, C.B., Fuller, R. and Hewitt, D.(1984) The effect of yoghurt on some
components of the gut microflora and on the metabobf lactose in the rat.he Journal of
applied bacteriology6, 237-245.

Georgopoulos, C. and Ang, D. (1990)he Escherichia coli groE chaperoniSeminars in
cell biology1, 19-25.

Gaeng, S., Scherer, S., Neve, H. and Loessner, M(d000) Gene cloning and expression
and secretion of Listeria monocytogenes bacteriggigic enzymes in Lactococcus lactis.
Appl Environ Microbiol66, 2951-2958.

Galillot, O., Pellegrini, E., Bregenholt, S., NairS. and Berche, P. (2000)he ClpP serine
protease is essential for the intracellular pasasiind virulence of Listeria monocytogenes.
Mol Microbiol 35, 1286-1294.

Gaillot, O., Bregenholt, S., Jaubert, F., Di SantoJ.P. and Berche, P. (2001ptress
induced ClpP serine protease of Listeria monocyiegeis essential for induction of
listeriolysin O-dependent protective immunikygfection and immunit@9, 4938-4943.
Garandeau, C., Reglier-Poupet, H., Duball, I., Bert#i, J.L., Berche, P. and Charbit, A.
(2002)The sortase SrtA of Listeria monocytogenes is medlin processing of internalin and
in virulence.Infection and immunity0, 1382-1390.

Gibson, G.R. and Roberfroid, M.B. (1995)Dietary modulation of the human colonic
microbiota: introducing the concept of prebioti€he Journal of nutritiod25 1401-1412.

266



Références bibliographique

Gilad, O., Svensson, B., Viborg, A.H., Stuer-Lauriden, B. and Jacobsen, S. (201Tjhe
extracellular proteome of Bifidobacterium animalisosp. lactis BB-12 reveals proteins with
putative roles in probiotic effectBroteomicsll, 2503-2514.

Gilbert, C., Robinson, K., Le Page, R.W. and Wells).M. (2000) Heterologous expression
of an immunogenic pneumococcal type 3 capsularsaalgharide in Lactococcus lactis.
Infection and immunit@8, 3251-3260.

Georgopoulos, C. and Welch, W.J. (1993Role of the major heat shock proteins as
molecular chaperonednnu Rev Cell Bidd, 601-634.

Griffiths, J.M. and O'Neill, A.J. (2012) Loss of function of the gdpP protein leads to joint
beta-lactam/glycopeptide tolerance in Staphylocscawreus.Antimicrobial agents and
chemotherap¥6, 579-581.

Galardini, M., Biondi, E.G., Bazzicalupo, M. and Mexgoni, A. (2011)CONTIGuator: a
bacterial genomes finishing tool for structuralighés on draft genomesource code for
biology and mediciné, 11.

Gerber, S.D. and Solioz, M. (2007kfficient transformation of Lactococcus lactis 4083
and generation of knock-out mutants by homologoeisombination.Journal of basic
microbiology47, 281-286.

Goebel, B.M. and Stackebrandt, E. (1994 ultural and phylogenetic analysis of mixed
microbial populations found in natural and commarddioleaching environmentsAppl
Environ Microbiol60, 1614-1621.

Gonzalez, F.C., Mans de Marion, M.C., Raffellini, § Sanahuja, M.C. and Fantuzzi, L.
(1990) [Leuconostocs in raw milk: isolation and identfiion of species rapidly utilizing
lactose].Revista Argentina de microbiologe®, 86-89.

Guindon, S. and Gascuel, O. (2003 simple, fast, and accurate algorithm to estiniatge
phylogenies by maximum likelihoo®ystematic biology2, 696-704.

H
Hacker, J., Bender, L., Ott, M., Wingender, J., Lurd, B., Marre, R. and Goebel, W.

(1990) Deletions of chromosomal regions coding for firakriand hemolysins occur in vitro
and in vivo in various extraintestinal Eschericbadi isolatesMicrobial pathogenesi8, 213-
225.

Haller, D., Serrant, P., Granato, D., Schiffrin, EJ. and Blum, S. (2002)Activation of

human NK cells by staphylococci and  lactobacilliguiees ‘cell -.contact-dependent

267



Références bibliographique

costimulation by autologous monocyté&dinical and diagnostic laboratory immunology
649-657.

Handelsman, J. (2004) Metagenomics: application of genomics to uncutlure
microorganismsMicrobiol Mol Biol Rev68, 669-685.

Handelsman, J., Rondon, M.R., Brady, S.F., ClardyJ. and Goodman, R.M. (1998)
Molecular biological access to the chemistry of nmkn soil microbes: a new frontier for
natural productsChemistry & biologyb, R245-249.

Hansen, M.C., Nielsen, A.K., Molin, S., Hammer, Kand Kilstrup, M. (2001) Changes in
rRNA levels during stress invalidates results fneiRNA blotting: fluorescence in situ rRNA
hybridization permits renormalization for estimatiof cellular mRNA levelsJ Bacteriol
183 4747-4751.

Halasz, Lactic Acid Bacteria.In: Lasztity R, editor. Food Quality and Standa(dsl. 3).
EOLSS Publishers Co Ltd, UK, (2009).

Harris, T.D., Buzby, P.R., Babcock, H., Beer, E., 8wers, J., Braslavsky, I., Causey, M.,
Colonell, J., Dimeo, J., Efcavitch, J.W., Giladi, E Gill, J., Healy, J., Jarosz, M., Lapen,
D., Moulton, K., Quake, S.R., Steinmann, K., ThayerE., Tyurina, A., Ward, R., Weiss,
H. and Xie, Z. (2008)Single-molecule DNA sequencing of a viral geno®eence320, 106-
109.

Hickman-Brenner, F.W., Huntley-Carter, G.P., Saitoh Y., Steigerwalt, A.G., Farmer,
J.J., 3rd and Brenner, D.J. (1984)Moellerella wisconsensis, a new genus and spe&dies
Enterobacteriaceae found in human stool specimémgnal of clinical microbiologyl9,
460-463.

Hightower, L.E. (1991)Heat shock, stress proteins, chaperones, and pogieity. Cell 66,
191-197.

Holscher, H.D., Czerkies, L.A., Cekola, P., Litov,R., Benbow, M., Santema, S.,
Alexander, D.D., Perez, V., Sun, S., Saavedra, J.Mand Tappenden, K.A. (2012)
Bifidobacterium lactis Bb12 enhances intestinaitatty response in formula-fed infants: a
randomized, double-blind, controlled tridPEN Journal of parenteral and enteral nutrition
36, 106S-117S.

Holzapfel, W.H., Haberer, P., Geisen, R., Bjorkroth J. and Schillinger, U. (2001)
Taxonomy and important features of probiotic micgamisms in food and nutritiorThe
American journal of clinical nutritiorr3, 365S-373S.

Holzapfel, W. (1997)Use of starter cultures in fermentation on a hoaokklscale.Food
Control 8, 241-258.

268



Références bibliographique

Hartke, A., Bouche, S., Gansel, X., Boutibonnes, Rnd Auffray, Y. (1994) Starvation-
Induced Stress Resistance in Lactococcus lactispsuidctis IL1403Appl Environ Microbiol
60, 3474-3478.

Hassaine, O., Zadi-Karam, H. and Karam, N.E. (2007)Technologically important
properties of lactic acid bacteria isolated fronw ranilk of three breeds of Algerian
dromedary (Camelus dromedariusjr J Biotechnob, 1720-1727.

Haandrikman, A.J., Kok, J., Laan, H., Soemitro, S.L.edeboer, A.M., Konings, W.N. and
Venema, G. (1989)ldentification of a gene required for maturatioh am extracellular
lactococcal serine proteinaseBacteriol171, 2789-2794.

Habimana, O., Le Goff, C., Juillard, V., Bellon-Fortaine, M.N., Buist, G., Kulakauskas,
S. and Briandet, R. (2007)Positive role of cell wall anchored proteinasePRrt adhesion of
lactococci.Bmc Microbiol7, 36.

Hanniffy, S.B., Carter, A.T., Hitchin, E. and Wells, J.M. (2007) Mucosal delivery of a
pneumococcal vaccine using Lactococcus lactis @dfoprotection against respiratory
infection. The Journal of infectious diseaskE35, 185-193.

Harvey, R.J. and Collins, E.B. (1962 itrate transport system of Streptococcus diasid.
J Bacteriol83, 1005-10089.

Hendrickx, A.P., Bonten, M.J., van Luit-Asbroek, M. Schapendonk, C.M., Kragten,
A.H. and Willems, R.J. (2008)Expression of two distinct types of pili by a hitapacquired
Enterococcus faecium isolatdicrobiology 154, 3212-3223.

Hoefnagel, M.H., Starrenburg, M.J., Martens, D.E.,Hugenholtz, J., Kleerebezem, M.,
Van, S., Il, Bongers, R., Westerhoff, H.V. and Snge J.L. (2002)Metabolic engineering of
lactic acid bacteria, the combined approach: kinetiodelling, metabolic control and
experimental analysi8licrobiology148 1003-1013.

Hols, P., Kleerebezem, M., Schanck, A.N., Ferain,..THugenholtz, J., Delcour, J. and de
Vos, W.M. (1999a) Conversion of Lactococcus lactis from homolactic homoalanine
fermentation through metabolic engineeriNgture biotechnolog$7, 588-592.

Haider, B., Ahn, T.H., Bushnell, B., Chai, J., Copland, A. and Pan, C. (2014Dmega: an
overlap-graph de novo assembler for metagenorBiomformatics30, 2717-2722.

Hiatt, J.B., Patwardhan, R.P., Turner, E.H., Lee, C and Shendure, J. (2010parallel,
tag-directed assembly of locally derived short sege readdNature method%, 119-122.
Hopfl, P., Ludwig, W., Schleifer, K.H. and Larsen,N. (1989) The 23S ribosomal RNA
higher-order structure of Pseudomonas cepacia #ret prokaryotesEuropean journal of
biochemistry / FEB&85, 355-364.

269



Références bibliographique

Huson, D.H., Auch, A.F., Qi, J. and Schuster, S.C(2007) MEGAN analysis of
metagenomic dat&enome Ret7, 377-386.

Huson, D.H. and Bryant, D. (2006)Application of phylogenetic networks in evolutiogar
studiesMolecular biology and evolutioR3, 254-267.

Hols, P., Ramos, A., Hugenholtz, J., Delcour, J.,edVos, W.M., Santos, H. and
Kleerebezem, M. (1999b)Acetate utilization in Lactococcus lactis deficient lactate
dehydrogenase: a rescue pathway for maintainingxrbdlanceJ Bacteriol181, 5521-5526.
Hosono, A., Lee, J., Ametani, A., Natsume, M., Higgama, M., Adachi, T. and
Kaminogawa, S. (1997)Characterization of a water-soluble polysacchafréetion with
immunopotentiating activity from Bifidobacterium @dscentis M101-4.Bioscience,
biotechnology, and biochemist8y, 312-316.

Hugenholtz, J., Sybesma, W., Groot, M.N., WisselinkV., Ladero, V., Burgess, K., van
Sinderen, D., Piard, J.C., Eggink, G., Smid, E.JSavoy, G., Sesma, F., Jansen, T., Hols,
P. and Kleerebezem, M. (2002Metabolic engineering of lactic acid bacteria fiie
production of nutraceuticaléntonie van Leeuwenho8R, 217-235.

Hejnowicz, M.S., Golebiewski, M. and Bardowski, J.(2009) Analysis of the complete
genome sequence of the lactococcal bacterioph& 2Bl Int J Food Microbioll31, 52-61.
Herman, C., Thevenet, D., D'Ari, R. and Bouloc, P(1995) Degradation of sigma 32, the
heat shock regulator in Escherichia coli, is goedrby HfIB.Proc Natl Acad Sci U S 82,
3516-3520.

Homuth, G., Masuda, S., Mogk, A., Kobayashi, Y. andschumann, W. (1997)The dnaK
operon of Bacillus subtilis is heptacistronidBacteriol179 1153-1164.

Homuth, G., Mogk, A. and Schumann, W. (1999Post-transcriptional regulation of the
Bacillus subtilis dnaK operomlol Microbiol 32, 1183-1197.

Hyyrylainen, H.L., Bolhuis, A., Darmon, E., Muukkonen, L., Koski, P., Vitikainen, M.,
Sarvas, M., Pragai, Z., Bron, S., van Dijl, J.M. ad Kontinen, V.P. (2001)A novel two-
component regulatory system in Bacillus subtilis hoe survival of severe secretion stress.
Mol Microbiol 41, 1159-1172.

Hoper, D., Volker, U. and Hecker, M. (2005)Comprehensive characterization of the
contribution of individual SigB-dependent genertaéss genes to stress resistance of Bacillus
subtilis.J Bacteriol187, 2810-2826.

Huang, X., Decatur, A., Sorokin, A. and Helmann, D. (1997) The Bacillus subtilis
sigma(X) protein is an extracytoplasmic functiognsa factor contributing to survival at high
temperatureJ Bacterioll79 2915-2921.

270



Références bibliographique

Hughes, D. (2000)Evaluating genome dynamics: the constraints orraegements within
bacterial genome&enome Biol, REVIEWSO0006.

lliopoulos, 1., Tsoka, S., Andrade, M.A., Enright, AJ., Carroll, M., Poullet, P.,
Promponas, V., Liakopoulos, T., Palaios, G., Pasaei, C., Hamodrakas, S., Tamames,
J., Yagnik, A.T., Tramontano, A., Devos, D., Blasdte, C., Valencia, A., Brett, D.,
Martin, D., Leroy, C., Rigoutsos, I., Sander, C. ad Ouzounis, C.A. (2003)Evaluation of
annotation strategies using an entire genome sequgninformaticsl9, 717-726.

Ishikawa, T., Beuron, F., Kessel, M., Wickner, SMaurizi, M.R. and Steven, A.C. (2001)
Translocation pathway of protein substrates in GgkoteaseProc Natl Acad Sci U S 88,
4328-4333.

Ingmer, H., Vogensen, F.K., Hammer, K. and Kilstrup M. (1999)Disruption and analysis
of the clpB, clpC, and clpE genes in Lactococcusida CIpE, a new Clp family in gram-
positive bacterial Bacteriol181, 2075-2083.

Itoi, S., Abe, T., Washio, S., lkuno, E., KanomataY. and Sugita, H. (2008)isolation of
halotolerant Lactococcus lactis subsp. lactis fiatestinal tract of coastal fistnt J Food
Microbiol 121, 116-121.

Igarashi, T., Asaga, E. and Goto, N. (2003)he sortase of Streptococcus mutans mediates
cell wall anchoring of a surface protein antigémal microbiology and immunology8, 266-
269.

Jolly, L., Vincent, S.J., Duboc, P. and Neeser, J.R2002) Exploiting expolysaccharides
from lactic acid bacterigAntonie van Leeuwenho8R, 367-374.

Itoi, S., Yuasa, K., Washio, S., Abe, T., Ikuno, Eand Sugita, H. (2009)Phenotypic
variation in Lactococcus lactis subsp. lactis iwdaderived from intestinal tracts of marine
and freshwater fisll Appl Microbiol107, 867-874.

J

James, P.R., Hardman, S.M. and Patterson, D.L. (200 Osteomyelitis and possible
endocarditis secondary to Lactococcus garvieaarst dase reportPostgraduate medical
journal 76, 301-303.

Jones, P.G., VanBogelen, R.A. and Neidhardt, F.C.1987) Induction of proteins in

response to low temperature in Escherichia ddiacteriol169, 2092-2095.

271



Références bibliographique

Jones, G.E. and Dawson, W.O. (1978ptability of mutations conferring temperature
sensitivity on tobacco mosaic virdatervirology 9, 149-155.

Junemann, S., Sedlazeck, F.J., Prior, K., Albersmei, A., John, U., Kalinowski, J.,
Mellmann, A., Goesmann, A., von Haeseler, A., Stoyel. and Harmsen, D. (2013)
Updating benchtop sequencing performance compatsamre biotechnologgl, 294-296.
Jain, R., Rivera, M.C. and Lake, J.A. (1999) Hontzb gene transfer among genomes: the
complexity hypothesid®?roc Natl Acad Sci U S 86, 3801-3806.

Jang, A., Szabo, J., Hosni, A.A., Coughlin, M. an@ishop, P.L. (2006)Measurement of
chlorine dioxide penetration in dairy process pip®fiims during disinfection.Appl
Microbiol Biotechnol72, 368-376.

Jarvis, A.W., Fitzgerald, G.F., Mata, M., Mercenier, A., Neve, H., Powell, I.B., Ronda,
C., Saxelin, M. and Teuber, M. (1991)Species and type phages of lactococcal
bacteriophagedntervirology 32, 2-9.

Jarvis, A.W., Fitzgerald, G.F., Mata, M., Mercenier, A., Neve, H., Powell, I.B., Ronda,
C., Saxelin, M. and Teuber, M. (1991)Species and type phages of lactococcal
bacteriophagedntervirology 32, 2-9.

K

Karp, P.D., Paley, S. and Romero, P. (2002)he Pathway Tools softwarBioinformatics
18 Suppl 1 S225-232.

Kasprzyk, A., Keefe, D., Smedley, D., London, D.,@oner, W., Melsopp, C., Hammond,
M., Rocca-Serra, P., Cox, T. and Birney, E. (200&8nsMart: a generic system for fast and
flexible access to biological datdenome Re$4, 160-169.

Kato, H., Shiwa, Y., Oshima, K., Machii, M., ArayaKojima, T., Zendo, T., Shimizu-
Kadota, M., Hattori, M., Sonomoto, K. and Yoshikawa H. (2012) Complete genome
sequence of Lactococcus lactis 10-1, a lactic eicterium that utilizes xylose and produces
high levels of L-lactic acid] Bacteriol194, 2102-2103.

Kazmierczak, M.J., Mithoe, S.C., Boor, K.J. and Wiedmann, M. (2003) Listeria
monocytogenes sigma B regulates stress responseiratehce functionsJ Bacteriol 185
5722-5734.

Kelly, W. and Ward, L. (2002) Genotypic vs. phenotypic biodiversity in Lactocosdactis.
Microbiology 148 3332-3333.

272



Références bibliographique

Kelly, W.J., Altermann, E., Lambie, S.C. and Leahy,S.C. (2013)interaction between the
genomes of Lactococcus lactis and phages of thé B@&ciesFrontiers in microbiology,
257.

Kelley, D.R., Schatz, M.C. and Salzberg, S.L. (20L@uake: quality-aware detection and
correction of sequencing errofSenome Bioll, R116.

Khedid, K., Faid, M., Mokhtari, A., Soulaymani, A. and Zinedine, A. (2009)
Characterization of lactic acid bacteria isolatedf the one humped camel milk produced in
Morocco.Microbiological researchL64, 81-91.

Konuspayeva, G., Faye, B. and Loiseau, G. (200Bhe composition of camel milk: A meta-
analysis of the literature dathFood Compos An&2, 95-101.

Konuspayeva, G., Faye, B., Loiseau, G. and Levieuw). (2007) Lactoferrin and
immunoglobulin contents in camel's milk (Camelugtbanus, Camelus dromedarius, and
hybrids) from Kazakhstadournal of Dairy Scienc@0, 38-46.

Konuspayeva, G., Lemarie, E., Faye, B., Loiseau, @nd Montet, D. (2008)Fatty acid and
cholesterol composition of camel's (Camelus bautisa Camelus dromedarius and hybrids)
milk in KazakhstanDairy Sci Techno88, 327-340.

Koonin, E.V. and Galperin, M.Y. (1997) Prokaryotic genomes: the emerging paradigm of
genome-based microbiolog@urrent opinion in genetics & developménr57-763.

Keiler, K.C., Waller, P.R. and Sauer, R.T. (1996)Role of a peptide tagging system in
degradation of proteins synthesized from damagestemger RNAScience271, 990-993.
Keseler, I.M., Collado-Vides, J., Gama-Castro, I8graham, J., Paley, S., Paulsen, L.T.,
Peralta-Gil, M. and Karp, P.D. (2005) EcoCyc: a comprehensive database resource for
Escherichia coliNucleic Acids Re33, D334-337.

Kieser, H.M., Kieser, T. and Hopwood, D.A. (19927 combined genetic and physical map
of the Streptomyces coelicolor A3(2) chromosothBacteriol174, 5496-5507.

Kilstrup, M., Jacobsen, S., Hammer, K. and VogensenF.K. (1997) Induction of heat
shock proteins DnaK, GroEL, and GroES by salt stiesLactococcus lactig\ppl Environ
Microbiol 63, 1826-1837.

Kim, J., Gordon, L., Dehal, P., Badri, H., Christersen, M., Groza, M., Ha, C.,
Hammond, S., Vargas, M., Wehri, E., Wagner, M., Olsn, A. and Stubbs, L. (2001a)
Homology-driven assembly of a sequence-ready m&4se contig map spanning regions
related to the 46-Mb gene-rich euchromatic segmehtsuman chromosome 1&enomics
74, 129-141.

273



Références bibliographique

Kim, Y.l., Levchenko, I., Fraczkowska, K., Woodruff, R.V., Sauer, R.T. and Baker, T.A.
(2001b)Molecular determinants of complex formation betw&/Hsp100 ATPases and the
ClpP peptidaseNat Struct BiolB, 230-233.

Kim, S.G. and Batt, C.A. (1993)Cloning and sequencing of the Lactococcus lactizss.
lactis groESL operorGenel27, 121-126.

Kirstein, J., Zuhlke, D., Gerth, U., Turgay, K. and Hecker, M. (2005)A tyrosine kinase
and its activator control the activity of the CtbBRat shock repressor in B. subtiEsVIBO J
24, 3435-3445.

Kotsonis, S.E., Powell, I.B., Pillidge, C.J., Limsstin, G.K., Hillier, A.J. and Davidson,
B.E. (2008)Characterization and genomic analysis of phagepas28, a phage of the family
Podoviridae infecting Lactococcus lactigpl Environ Microbiol74, 3453-3460.

Krajewski, S.S. and Narberhaus, F. (2014)yemperature-driven differential gene expression
by RNA thermosensor8iochim Biophys Acta839 978-988.

Kruger, E. and Hecker, M. (1998)The first gene of the Bacillus subtilis clpC operotsR,
encodes a negative regulator of its own operon athér class Il heat shock genek.
Bacteriol 180, 6681-6688.

Kirk, N. and Piper, P.W. (1991) The determinants of heat-shock element-directed la
expression in Saccharomyces cerevisvaast/, 539-546.

Klaenhammer, T.R., Barrangou, R., Buck, B.L., Azcaate-Peril, M.A. and Altermann,

E. (2005)Genomic features of lactic acid bacteria effectimprocessing and healtREMS
Microbiol Rev29, 393-409.

Kleerebezem, M., Boekhorst, J., van Kranenburg, RMolenaar, D., Kuipers, O.P., Leer,
R., Tarchini, R., Peters, S.A., Sandbrink, H.M., Fers, M.W., Stiekema, W., Lankhorst,
R.M., Bron, P.A., Hoffer, S.M., Groot, M.N., Kerkhoven, R., de Vries, M., Ursing, B., de
Vos, W.M. and Siezen, R.J. (2003Fomplete genome sequence of Lactobacillus plamtaru
WCFS1.Proc Natl Acad Sci U S 200, 1990-1995.

Kleerebezemab, M., Hols, P. and Hugenholtz, J. (20D Lactic acid bacteria as a cell
factory: rerouting of carbon metabolism in Lactones lactis by metabolic engineering.
Enzyme and microbial technologg, 840-848.

Kleerebezem, M., Boels, I.C., Groot, M.N., Mierau]., Sybesma, W. and Hugenholtz, J.
(2002) Metabolic engineering of Lactococcus lactis: thgpact of genomics and metabolic
modelling.Journal of biotechnolog98, 199-213.

Kleerebezem, M., van Kranenburg, R., Tuinier, R., Bels, I.C., Zoon, P., Looijesteijn, E.,
Hugenholtz, J. and de Vos, W.M. (1999Exopolysaccharides produced by Lactococcus

274



Références bibliographique

lactis: from genetic engineering to improved rheatal properties? Antonie van
Leeuwenhoek6, 357-365.

Kang, H.J., Coulibaly, F., Clow, F., Proft, T. and Baker, E.N. (2007) Stabilizing
isopeptide bonds revealed in gram-positive badtpilias structureScience818 1625-1628.
Kankainen, M., Paulin, L., Tynkkynen, S., von Ossoeki, |., Reunanen, J., Partanen, P.,
Satokari, R., Vesterlund, S., Hendrickx, A.P., Leber, S., De Keersmaecker, S.C.,
Vanderleyden, J., Hamalainen, T., Laukkanen, S., $avuori, N., Ritari, J., Alatalo, E.,
Korpela, R., Mattila-Sandholm, T., Lassig, A., Hat&ka, K., Kinnunen, K.T.,
Karjalainen, H., Saxelin, M., Laakso, K., Surakka,A., Palva, A., Salusjarvi, T., Auvinen,
P. and de Vos, W.M. (2009Comparative genomic analysis of Lactobacillus rhasus GG
reveals pili containing a human- mucus binding @ratProc Natl Acad Sci U S A06
17193-17198.

Keller, L. and Surette, M.G. (2006) Communication in bacteria: an ecological and
evolutionary perspectivéNat Rev Microbiol, 249-258.

Kempler, G.M. and McKay, L.L. (1980) Improved Medium for Detection of Citrate-
Fermenting Streptococcus lactis subsp. diacetglagppl Environ Microbiol39, 926-927.
Kaletunc, G., Lee, J., Alpas, H. and Bozoglu, F. ®4) Evaluation of structural changes
induced by high hydrostatic pressure in LeuconostesenteroidesAppl Environ Microbiol
70, 1116-1122.

Krzywinski, M., Schein, J., Birol, 1., Connors, J.,Gascoyne, R., Horsman, D., Jones, S.J.
and Marra, M.A. (2009) Circos: an information aesthetic for comparativenaeics.
Genome Re%9, 1639-1645.

Kiwaki, M., lkemura, H., Shimizu-Kadota, M. and Hir ashima, A. (1989)Molecular
characterization of a cell wall-associated protetnagene from Streptococcus lactis
NCDO763.Mol Microbiol 3, 359-369.

Kok, J., Hill, D., Haandrikman, A.J., de Reuver, MJ., Laan, H. and Venema, G. (1988a)
Deletion analysis of the proteinase gene of Stommous cremoris Wg2Appl Environ
Microbiol 54, 239-244.

Kok, J., Leenhouts, K.J., Haandrikman, A.J., Ledeber, A.M. and Venema, G. (1988b)
Nucleotide sequence of the cell wall proteinaseegeinStreptococcus cremoris Wgppl
Environ Microbiol54, 231-238.

Konto-Ghiorghi, Y., Mairey, E., Mallet, A., Dumenil, G., Caliot, E., Trieu-Cuot, P. and
Dramsi, S. (2009)Dual role for pilus in adherence to epithelialle@nd biofilm formation in
Streptococcus agalactideloS pathogens, e1000422.

275



Références bibliographique

Kozar, W., Rajchert-Trzpil, M. and Dobrzanski, W.T. (1974) The effect of proflavin,
ethidium bromide and an elevated temperature oapipearance of nisin-negative clones in
nisin-producing strains of Streptococcus lacti&en Microbiol83, 295-302.

Krause, L., Diaz, N.N., Goesmann, A., Kelley, S., dttkemper, T.W., Rohwer, F.,
Edwards, R.A. and Stoye, J. (2008phylogenetic classification of short environmemalA
fragmentsNucleic Acids Re36, 2230-2239.

Korber, P., Stahl, J.M., Nierhaus, K.H. and Bardwel, J.C. (2000)Hsp15: a ribosome-
associated heat shock protdaMBO J19, 741-748.

Koski, L.B., Morton, R.A. and Golding, G.B. (2001)Codon bias and base composition are
poor indicators of horizontally transferred gen®lecular biology and evolutiod8, 404-
412.

Kovacs, T., Hargitai, A., Kovacs, K.L. and Mecs, 1(1998)pH-dependent activation of the
alternative transcriptional factor sigmaB in Bagsllsubtilis. FEMS Microbiol Lettl65 323-
328.

Kunst, F., Ogasawara, N., Moszer, |., Albertini, AM., Alloni, G., Azevedo, V., Bertero,
M.G., Bessieres, P., Bolotin, A., Borchert, S., Bass, R., Boursier, L., Brans, A., Braun,
M., Brignell, S.C., Bron, S., Brouillet, S., Brusch C.V., Caldwell, B., Capuano, V.,
Carter, N.M., Choi, S.K., Cordani, J.J., Connerton,l.F., Cummings, N.J., Daniel, R.A.,
Denziot, F., Devine, K.M., Dusterhoft, A., Ehrlich,S.D., Emmerson, P.T., Entian, K.D.,
Errington, J., Fabret, C., Ferrari, E., Foulger, D, Fritz, C., Fujita, M., Fujita, Y., Fuma,
S., Galizzi, A., Galleron, N., Ghim, S.Y., GlaselR., Goffeau, A., Golightly, E.J., Grandi,
G., Guiseppi, G., Guy, B.J., Haga, K., Haiech, JHarwood, C.R., Henaut, A., Hilbert,
H., Holsappel, S., Hosono, S., Hullo, M.F., Itaya\., Jones, L., Joris, B., Karamata, D.,
Kasahara, Y., Klaerr-Blanchard, M., Klein, C., Kobayashi, Y., Koetter, P., Koningstein,
G., Krogh, S., Kumano, M., Kurita, K., Lapidus, A., Lardinois, S., Lauber, J., Lazarevic,
V., Lee, S.M., Levine, A., Liu, H., Masuda, S., Mael, C., Medigue, C., Medina, N.,
Mellado, R.P., Mizuno, M., Moestl, D., Nakai, S., Nback, M., Noone, D., O'Reilly, M.,
Ogawa, K., Ogiwara, A., Oudega, B., Park, S.H., Pan, V., Pohl, T.M., Portelle, D.,
Porwollik, S., Prescott, A.M., Presecan, E., Puji®., Purnelle, B., Rapoport, G., Rey, M.,
Reynolds, S., Rieger, M., Rivolta, C., Rocha, E.,dghe, B., Rose, M., Sadaie, Y., Sato, T.,
Scanlan, E., Schleich, S., Schroeter, R., Scofforte, Sekiguchi, J., Sekowska, A., Seror,
S.J., Serror, P., Shin, B.S., Soldo, B., Sorokin,.ATacconi, E., Takagi, T., Takahashi, H.,
Takemaru, K., Takeuchi, M., Tamakoshi, A., Tanaka,T., Terpstra, P., Togoni, A.,
Tosato, V., Uchiyama, S., Vandebol, M., Vannier, FVassarotti, A., Viari, A., Wambultt,

276



Références bibliographique

R., Wedler, H., Weitzenegger, T., Winters, P., Wipa A., Yamamoto, H., Yamane, K.,
Yasumoto, K., Yata, K., Yoshida, K., Yoshikawa, H.E Zumstein, E., Yoshikawa, H. and
Danchin, A. (1997)The complete genome sequence of the gram-positigetium Bacillus
subtilis.Nature390, 249-256.

L

Ladero, V., Del Rio, B., Linares, D.M., FernandezM., Mayo, B., Martin, M.C. and
Alvarez, M.A. (2014) Genome Sequence Analysis of the Biogenic Amine-Rriog) Strain
Lactococcus lactis subsp. cremoris CECT 8666 (FdyntgE2-14).Genome announcements
2.

Ladero, V., Del Rio, B., Linares, D.M., FernandezM., Mayo, B., Martin, M.C. and
Alvarez, M.A. (2015) Draft Genome Sequence of the Putrescine-Produ@irgin
Lactococcus lactis subsp. lactis 1AA%enome announcemerxs

Lambie, S.C., Altermann, E., Leahy, S.C. and KellyW.J. (2014)Draft Genome Sequence
of Lactococcus lactis subsp. cremoris HPT, thetFirsfined-Strain Dairy Starter Culture
Bacterium.Genome announcemer2s

Lancefield, R.C. and Perlmann, G.E. (1952Preparation and properties of type-specific M
antigen isolated from a group A, type 1 hemolytregtococcusThe Journal of experimental
medicined6, 71-82.

Lander, E.S. (2011)initial impact of the sequencing of the human geadNature470, 187-
197.

Lander, E.S., Linton, L.M., Birren, B., Nusbaum, C, Zody, M.C., Baldwin, J., Devon,
K., Dewar, K., Doyle, M., FitzHugh, W., Funke, R.,Gage, D., Harris, K., Heaford, A.,
Howland, J., Kann, L., Lehoczky, J., LeVine, R., M&wan, P., McKernan, K., Meldrim,
J., Mesirov, J.P., Miranda, C., Morris, W., Naylor, J., Raymond, C., Rosetti, M., Santos,
R., Sheridan, A., Sougnez, C., Stange-Thomann, YStojanovic, N., Subramanian, A.,
Wyman, D., Rogers, J., Sulston, J., Ainscough, RBeck, S., Bentley, D., Burton, J., Clee,
C., Carter, N., Coulson, A., Deadman, R., DeloukasP., Dunham, A., Dunham, I.,
Durbin, R., French, L., Grafham, D., Gregory, S., Hibbard, T., Humphray, S., Hunt, A.,
Jones, M., Lloyd, C., McMurray, A., Matthews, L., Mercer, S., Milne, S., Mullikin, J.C.,
Mungall, A., Plumb, R., Ross, M., Shownkeen, R., 8is, S., Waterston, R.H., Wilson,
R.K., Hillier, L.W., McPherson, J.D., Marra, M.A., Mardis, E.R., Fulton, L.A.,
Chinwalla, A.T., Pepin, K.H., Gish,"W.R., Chissoe$.L., Wendl, M.C.;. Delehaunty, K.D.,

277



Références bibliographique

Miner, T.L., Delehaunty, A., Kramer, J.B., Cook, L.L., Fulton, R.S., Johnson, D.L.,
Minx, P.J., Clifton, S.W., Hawkins, T., Branscomb, E., Predki, P., Richardson, P.,
Wenning, S., Slezak, T., Doggett, N., Cheng, J.FQlsen, A., Lucas, S., Elkin, C.,
Uberbacher, E., Frazier, M., Gibbs, R.A., Muzny, DM., Scherer, S.E., Bouck, J.B.,
Sodergren, E.J., Worley, K.C., Rives, C.M., Gorrell J.H., Metzker, M.L., Naylor, S.L.,
Kucherlapati, R.S., Nelson, D.L., Weinstock, G.M.Sakaki, Y., Fujiyama, A., Hattori,
M., Yada, T., Toyoda, A., Itoh, T., Kawagoe, C., Wanabe, H., Totoki, Y., Taylor, T.,
Weissenbach, J., Heilig, R., Saurin, W., Artiguenas, F., Brottier, P., Bruls, T., Pelletier,
E., Robert, C., Wincker, P., Smith, D.R., Doucett&stamm, L., Rubenfield, M.,
Weinstock, K., Lee, H.M., Dubois, J., Rosenthal, A.Platzer, M., Nyakatura, G.,
Taudien, S., Rump, A., Yang, H., Yu, J., Wang, JHuang, G., Gu, J., Hood, L., Rowen,
L., Madan, A., Qin, S., Davis, R.W., Federspiel, M.., Abola, A.P., Proctor, M.J., Myers,
R.M., Schmutz, J., Dickson, M., Grimwood, J., Cox,D.R., Olson, M.V., Kaul, R.,
Raymond, C., Shimizu, N., Kawasaki, K., MinoshimaS., Evans, G.A., Athanasiou, M.,
Schultz, R., Roe, B.A., Chen, F., Pan, H., Ramsed,, Lehrach, H., Reinhardt, R.,
McCombie, W.R., de la Bastide, M., Dedhia, N., Blder, H., Hornischer, K., Nordsiek,
G., Agarwala, R., Aravind, L., Bailey, J.A., Batema, A., Batzoglou, S., Birney, E., Bork,
P., Brown, D.G., Burge, C.B., Cerutti, L., Chen, HC., Church, D., Clamp, M., Copley,
R.R., Doerks, T., Eddy, S.R., Eichler, E.E., FureyT.S., Galagan, J., Gilbert, J.G.,
Harmon, C., Hayashizaki, Y., Haussler, D., Hermjakb, H., Hokamp, K., Jang, W.,
Johnson, L.S., Jones, T.A., Kasif, S., Kaspryzk, AKennedy, S., Kent, W.J., Kitts, P.,
Koonin, E.V., Korf, I., Kulp, D., Lancet, D., Lowe, T.M., McLysaght, A., Mikkelsen, T.,
Moran, J.V., Mulder, N., Pollara, V.J., Ponting, CP., Schuler, G., Schultz, J., Slater, G.,
Smit, A.F., Stupka, E., Szustakowki, J., Thierry-Meg, D., Thierry-Mieg, J., Wagner, L.,
Wallis, J., Wheeler, R., Williams, A., Wolf, Y.l., Wolfe, K.H., Yang, S.P., Yeh, R.F,,
Collins, F., Guyer, M.S., Peterson, J., Felsenfeld., Wetterstrand, K.A., Patrinos, A.,
Morgan, M.J., de Jong, P., Catanese, J.J., Osoegawd., Shizuya, H., Choi, S., Chen,
Y.J., Szustakowki, J. and International Human Genome Sequencing, C. (2001hitial
sequencing and analysis of the human gendtature409, 860-921.

Laserson, J., Jojic, V. and Koller, D. (2011)5enovo: de novo assembly for metagenomes.
Journal of computational biology : a journal of cpatational molecular cell biology8,
429-443.

Lalioui, L., Pellegrini, E., Dramsi, S., Baptista,M., Bourgeois, N., Doucet-Populaire, F.,
Rusniok, C., Zouine, M., Glaser, P., Kunst, F., Part, C. and Trieu-Cuot, P. (2005)The

278



Références bibliographique

SrtA Sortase of Streptococcus agalactiae is regjuioe cell wall anchoring of proteins
containing the LPXTG maotif, for adhesion to epithklcells, and for colonization of the
mouse intestindnfection and immunity 3, 3342-3350.

Lam, M.M., Seemann, T., Tobias, N.J., Chen, H., Hamg, V., Moore, R.J., Ballard, S.,
Grayson, L.M., Johnson, P.D., Howden, B.P. and Stgar, T.P. (2013) Comparative
analysis of the complete genome of an epidemic itadspequence type 203 clone of
vancomycin-resistant Enterococcus faeci@MC genomic44, 595.

Lauer, P., Rinaudo, C.D., Soriani, M., Margarit, I, Maione, D., Rosini, R., Taddei, A.R.,
Mora, M., Rappuoli, R., Grandi, G. and Telford, J.L. (2005)Genome analysis reveals pili
in Group B StreptococcuScience309, 105.

LeMieux, J., Woody, S. and Camilli, A. (2008)Roles of the sortases of Streptococcus
pneumoniae in assembly of the RIrA pildBBacteriol190, 6002-6013.

Letunic, I. and Bork, P. (2007) Interactive Tree Of Life (iTOL): an online tool for
phylogenetic tree display and annotatiBrainformatics23, 127-128.

Li, H., Handsaker, B., Wysoker, A., Fennell, T., Ran, J., Homer, N., Marth, G.,
Abecasis, G., Durbin, R. and Genome Project Data Bcessing, S. (2009)he Sequence
Alignment/Map format and SAMtool&ioinformatics25, 2078-2079.

Laminet, A.A., Ziegelhoffer, T., Georgopoulos, C. ad Pluckthun, A. (1990) The
Escherichia coli heat shock proteins GroEL and GroRodulate the folding of the beta-
lactamase precursdEMBO J9, 2315-23109.

Liang, W.C., Lin, M.G., Chi, M.C., Hu, H.Y., Lo, H.F., Chang, H.P. and Lin, L.L. (2009)
Deletion analysis of the C-terminal region of a ewnllar chaperone DnaK from Bacillus
licheniformis.Archives of microbiolog$91, 583-593.

Lim, E.M., Ehrlich, S.D. and Maguin, E. (2000)Identification of stress-inducible proteins
in Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricisectrophoresi®1, 2557-2561.

Lipinska, B., Zylicz, M. and Georgopoulos, C. (1990The HtrA (DegP) protein, essential
for Escherichia coli survival at high temperatuiesan endopeptidasé.Bacteriol172, 1791-
1797.

Lo, W.T. and Wang, C.C. (2009) Community-associated methicillin-resistant
Staphylococcus aureus disease in children in Taiwide importance of antibiotic
stewardshipJournal of the Formosan Medical Association = Taiwa zhi108 751-753.
Luan, J., Zhuang, Z., Liu, Y., Yun, K., Chen, M. ard Wang, P.G. (2010)Expression of
EspA in Lactococcus lactis NZ9000 and the deteatibits immune effect in vivo and vitro.
Immunopharmacology and immunotoxicol@§y 133-140.

279



Références bibliographique

Ludwig, W., Seewaldt, E., Kilpper-Balz, R., Schle#ér, K.H., Magrum, L., Woese, C.R.,
Fox, G.E. and Stackebrandt, E. (1985)he phylogenetic position of Streptococcus and
Enterococcus] Gen Microbiol131, 543-551.

Luo, C., Tsementzi, D., Kyrpides, N.C. and Konstamtidis, K.T. (2012a) Individual
genome assembly from complex community short-reathgenomic datasetsme J6, 898-
901.

Luo, R, Liu, B., Xie, Y., Li, Z., Huang, W., Yuan,J., He, G., Chen, Y., Pan, Q., Liu, Y.,
Tang, J., Wu, G., Zhang, H., Shi, Y., Liu, Y., YuC., Wang, B., Lu, Y., Han, C., Cheung,
D.W,, Yiu, S.M., Peng, S., Xiaogian, Z., Liu, G., lao, X., Li, Y., Yang, H., Wang, J.,
Lam, T.W. and Wang, J. (2012b) SOAPdenovo2: an empirically improved memory-
efficient short-read de novo assembf(@igasciencel, 18.

Levander, F. and Radstrom, P. (2001)Requirement for phosphoglucomutase in
exopolysaccharide biosynthesis in glucose- anasaetitilizing Streptococcus thermophilus.
Appl Environ Microbiol67, 2734-2738.

Lindgren, S.E. and Dobrogosz, W.J. (1990\ntagonistic activities of lactic acid bacteria in
food and feed fermentatiofSEMS Microbiol Rew, 149-163.

Linke, C., Young, P.G., Kang, H.J., Bunker, R.D., Ntddleditch, M.J., Caradoc-Davies,
T.T., Proft, T. and Baker, E.N. (2010)Crystal structure of the minor pilin FctB reveals
determinants of Group A streptococcal pilus ancaigpd Biol Chen85 20381-20389.
Loessner, M.J. (2005)Bacteriophage endolysins--current state of rebeantl applications.
Current opinion in microbiologg, 480-487.

Looijesteijn, P.J., Boels, I.C., Kleerebezem, M. ahHugenholtz, J. (1999)Regulation of
exopolysaccharide production by Lactococcus lastissp. cremoris By the sugar source.
Appl Environ Microbiol65, 5003-5008.

Luesink, E.J., van Herpen, R.E., Grossiord, B.P., lipers, O.P. and de Vos, W.M. (1998)
Transcriptional activation of the glycolytic las epn and catabolite repression of the gal
operon in Lactococcus lactis are mediated by theabcdite control protein CcpAMol
Microbiol 30, 789-798.

Latorreguzman, B.A., Kado, C.I. and Kunkee, R.E. (977) Lactobacillus-Hordniae, a New
Species from Leafhopper (Hordnia-Circellata}j.J Syst Bacteria27, 362-370.

Lawrence, J.G. and Hartl, D.L. (1992) Inference of horizontal genetic transfer from
molecular data: an approach using the bootsGapeticsl31, 753-760.

Lawrence, J.G. and Ochman, H. (2002Reconciling the many faces of lateral gene transfe
Trends in microbiology0, 1-4.

280



Références bibliographique

Le Bourgeois, P., Lautier, M., van den Berghe, L.Gasson, M.J. and Ritzenthaler, P.
(1995) Physical and genetic map of the Lactococcus lastibsp. cremoris MG1363
chromosome: comparison with that of Lactococcusdaubsp. lactis IL 1403 reveals a large
genome inversionl Bacteriol177, 2840-2850.

Labrie, S.J. and Moineau, S. (2007)Abortive infection mechanisms and prophage
sequences significantly influence the genetic mpka&fuemerging lytic lactococcal phagds.
Bacteriol 189, 1482-1487.

Labrie, S.J., Samson, J.E. and Moineau, S. (2018gacteriophage resistance mechanisms.
Nat Rev MicrobioB, 317-327.

Lindquist, S. and Craig, E.A. (1988)The heat-shock protein8nnual review of geneti@2,
631-677.

Lemaux, P.G., Herendeen, S.L., Bloch, P.L. and Néidrdt, F.C. (1978)Transient rates of
synthesis of individual polypeptides in E. colilaling temperature shift€ell 13, 427-434.
Leong, K.H., Chen, Y.S., Pan, S.F., Chen, J.J., WH.C., Chang, Y.C. and Yanagida, F.
(2014)Diversity of lactic acid bacteria associated wWitsh coffee cherries in Taiwa@urr
Microbiol 68, 440-447.

Linares, D.M., Kok, J. and Poolman, B. (2010)JGenome sequences of Lactococcus lactis
MG1363 (revised) and NZ9000 and comparative phggiohl studies] Bacteriol192 5806-
5812.

Liou, M.R., Chen, Y.R. and Liou, R.F. (2004)Complete nucleotide sequence and genome
organization of a Cactus virus X strain from Hylmes undatus (Cactaceadychives of
virology 149, 1037-1043.

Lipson, D., Raz, T., Kieu, A., Jones, D.R., GiladiE., Thayer, E., Thompson, J.F.,
Letovsky, S., Milos, P. and Causey, M. (200%uantification of the yeast transcriptome by
single-molecule sequencingature biotechnolog®7, 652-658.

Liu, M., van Enckevort, F.H. and Siezen, R.J. (2005Genome update: lactic acid bacteria
genome sequencing is boomimgicrobiology 151, 3811-3814.

Loman, N.J., Misra, R.V., Dallman, T.J., Constantindou, C., Gharbia, S.E., Wain, J.
and Pallen, M.J. (2012)Performance comparison of benchtop high-througispguencing
platforms.Nature biotechnolog$0, 434-439.

Lorenz, P. and Eck, J. (2005Metagenomics and industrial applicatiohst Rev Microbiol

3, 510-516.

281



Références bibliographique

M

Madhumalar, A. and Bansal, M. (2005)Sequence preference for BI/BIl conformations in
DNA: MD and crystal structure data analysleurnal of biomolecular structure & dynamics
23, 13-27.

Madera, C., Monjardin, C. and Suarez, J.E. (2004Milk contamination and resistance to
processing conditions determine the fate of Lacatogs lactis bacteriophages in dairidppl
Environ Microbiol70, 7365-7371.

Magoc, T. and Salzberg, S.L. (2011FLASH: fast length adjustment of short reads to
improve genome assembli@oinformatics27, 2957-2963.

Marcais, G. and Kingsford, C. (2011)A fast, lock-free approach for efficient parallel
counting of occurrences of k-meBioinformatics27, 764-770.

Marchler-Bauer, A., Derbyshire, M.K., Gonzales, N.R, Lu, S., Chitsaz, F., Geer, L.Y.,
Geer, R.C., He, J., Gwadz, M., Hurwitz, D.l., Lancgcki, C.J., Lu, F., Marchler, G.H.,
Song, J.S., Thanki, N., Wang, Z., Yamashita, R.AZhang, D., Zheng, C. and Bryant,
S.H. (2015)CDD: NCBI's conserved domain databdsacleic Acids Re43, D222-226.

Mc Grath, S., Fitzgerald, G.F. and van Sinderen, D(2007) Bacteriophages in dairy
products: pros and corBiotechnology journa®, 450-455.

Mecsas, J., Rouviere, P.E., Erickson, J.W., Donohuy&.J. and Gross, C.A. (1993)he
activity of sigma E, an Escherichia coli heat-indle sigma-factor, is modulated by
expression of outer membrane prote{@enes & developmeiif 2618-2628.

Mikkonen, M., Raisanen, L. and Alatossava, T. (1996The early gene region completes the
nucleotide sequence of Lactobacillus delbrueclosgu lactis phage LL-H5enel75 49-57.
Mogk, A., Homuth, G., Scholz, C., Kim, L., SchmidF.X. and Schumann, W. (1997The
GroE chaperonin machine is a major modulator ofGHRCE heat shock regulon of Bacillus
subtilis. EMBO J16, 4579-4590.

Maccallum, I., Przybylski, D., Gnerre, S., Burton,J., Shlyakhter, I., Gnirke, A., Malek,
J., McKernan, K., Ranade, S., Shea, T.P., Williamsd.,.., Young, S., Nusbaum, C. and
Jaffe, D.B. (2009) ALLPATHS 2: small genomes assembled accurately aitth high
continuity from short paired readsenome BiolL0, R103.

Marx, V. (2013) Genomics in the cloudslature method&0, 941-945.

McDonald, L.C., McFeeters, R.F., Daeschel, M.A. anBlleming, H.P. (1987)A differential
medium for the enumeration of homofermentative drmerofermentative lactic Acid
bacteria Appl Environ Microbiol53, 1382-1384.

282



Références bibliographique

McGuffin, L.J., Bryson, K. and Jones, D.T. (2000)The PSIPRED protein structure
prediction servemBioinformatics16, 404-405.

Maione, D., Margarit, I., Rinaudo, C.D., Masignani, V., Mora, M., Scarselli, M.,
Tettelin, H., Brettoni, C., lacobini, E.T., Rosini,R., D'Agostino, N., Miorin, L., Buccato,
S., Mariani, M., Galli, G., Nogarotto, R., Nardi-De, V., Vegni, F., Fraser, C., Mancuso,
G., Teti, G., Madoff, L.C., Paoletti, L.C., Rappuol, R., Kasper, D.L., Telford, J.L. and
Grandi, G. (2005) Identification of a universal Group B streptococsagcine by multiple
genome screerscience309, 148-150.

Marraffini, L.A., Dedent, A.C. and Schneewind, O. R006) Sortases and the art of
anchoring proteins to the envelopes of gram-pasibecteriaMicrobiol Mol Biol Rev70,
192-221.

Marraffini, L.A. and Schneewind, O. (2006) Targeting proteins to the cell wall of
sporulating Bacillus anthracislol Microbiol 62, 1402-1417.

Martin, M.G., Sender, P.D., Peiru, S., de MendozaD. and Magni, C. (2004)Acid-
inducible transcription of the operon encoding ¢hieate lyase complex of Lactococcus lactis
Biovar diacetylactis CRL264. Bacteriol186, 5649-5660.

Mazmanian, S.K., Liu, G., Ton-That, H. and Schneewid, O. (1999) Staphylococcus
aureus sortase, an enzyme that anchors surfaenatd the cell wallScience285 760-763.
McKay, L., Miller, A., 3rd, Sandine, W.E. and Elliker, P.R. (1970Mechanisms of lactose
utilization by lactic acid streptococci: enzymadicd genetic analysed.Bacteriol102, 804-
809.

McKay, L.L. and Baldwin, K.A. (1974a) Altered metabolism in a Streptococcus lactis C2
mutant deficient in lactic dehydrogenadéairy Sci57, 181-186.

McKay, L.L. and Baldwin, K.A. (1974b) Simultaneous loss of proteinase- and lactose-
utilizing enzyme activities in Streptococcus lacisd reversal of loss by transductidppl
Microbiol 28, 342-346.

McKay, L.L., Walter, L.A., Sandine, W.E. and Elliker, P.R. (1969) Involvement of
phosphoenolpyruvate in lactose utilization by grdugtreptococciJ Bacteriol99, 603-610.
Mercenier, A., Muller-Alouf, H. and Grangette, C. (2000) Lactic acid bacteria as live
vaccinesCurrent issues in molecular biolog@y 17-25.

Mills, D.A., Rawsthorne, H., Parker, C., Tamir, D.and Makarova, K. (2005) Genomic
analysis of Oenococcus oeni PSU-1 and its releveme@nemaking FEMS Microbiol Rev
29, 465-475.

283



Références bibliographique

Mora, M., Bensi, G., Capo, S., Falugi, F., Zingaréit C., Manetti, A.G., Maggi, T.,
Taddei, A.R., Grandi, G. and Telford, J.L. (2005)Group A Streptococcus produce pilus-
like structures containing protective antigens badcefield T antigeng?roc Natl Acad Sci U
S A102 15641-15646.

Morona, J.K., Morona, R. and Paton, J.C. (1997alharacterization of the locus encoding
the Streptococcus pneumoniae type 19F capsulasgatiraride biosynthetic pathwayol
Microbiol 23, 751-763.

Morona, J.K., Morona, R. and Paton, J.C. (1997bMolecular and genetic characterization
of the capsule biosynthesis locus of Streptocogneumoniae type 198l Bacteriol 179,
4953-4958.

Morgenstern, B. (1999)DIALIGN 2: improvement of the segment-to-segmeppraach to
multiple sequence alignmemioinformaticsl5, 211-218.

Mullis, K.B. and Faloona, F.A. (1987)Specific synthesis of DNA in vitro via a polymegas
catalyzed chain reactioMethods in enzymolodyb5 335-350.

Makarova, K., Slesarev, A., Wolf, Y., Sorokin, A.,Mirkin, B., Koonin, E., Pavlov, A.,
Pavlova, N., Karamychev, V., Polouchine, N., Shakka, V., Grigoriev, I., Lou, Y.,
Rohksar, D., Lucas, S., Huang, K., Goodstein, D.M.Hawkins, T., Plengvidhya, V.,
Welker, D., Hughes, J., Goh, Y., Benson, A., Baldwj K., Lee, J.H., Diaz-Muniz, 1.,
Dosti, B., Smeianov, V., Wechter, W., Barabote, R.Lorca, G., Altermann, E.,
Barrangou, R., Ganesan, B., Xie, Y., Rawsthorne, HTamir, D., Parker, C., Breidt, F.,
Broadbent, J., Hutkins, R., O'Sullivan, D., SteeleJ., Unlu, G., Saier, M., Klaenhammer,
T., Richardson, P., Kozyavkin, S., Weimer, B. and Ms, D. (2006)Comparative genomics
of the lactic acid bacteri®roc Natl Acad Sci U S 203 15611-15616.

Makarova, K.S. and Koonin, E.V. (2007)Evolutionary genomics of lactic acid bactera.
Bacteriol 189 1199-1208.

Marco, M.L., de Vries, M.C., Wels, M., Molenaar, D, Mangell, P., Ahrne, S., de Vos,
W.M., Vaughan, E.E. and Kleerebezem, M. (2010Fonvergence in probiotic Lactobacillus
gut-adaptive responses in humans and nisoee J4, 1481-1484.

Mohamed, S.A., Fahmy, A.S. and Mohamed, T.M. (2005Larbohydrases in camel
(Camelus dromedarius) pancreas. Purification andradterization of glucoamylase.
Comparative biochemistry and physiology Part B,cBemistry & molecular biolog$40, 73-
80.

284



Références bibliographique

Morello, E., Bermudez-Humaran, L.G., Llull, D., Sok, V., Miraglio, N., Langella, P. and
Poquet, I. (2008) Lactococcus lactis, an efficient cell factory faecombinant protein
production and secretiodournal of molecular microbiology and biotechnoldgly 48-58.
Margulies, M., Egholm, M., Altman, W.E., Attiya, S, Bader, J.S., Bemben, L.A., Berka,
J., Braverman, M.S., Chen, Y.J., Chen, Z., Dewell$S.B., Du, L., Fierro, J.M., Gomes,
X.V., Godwin, B.C., He, W., Helgesen, S., Ho, C.Hirzyk, G.P., Jando, S.C., Alenquer,
M.L., Jarvie, T.P., Jirage, K.B., Kim, J.B., Knight, J.R., Lanza, J.R., Leamon, J.H.,
Lefkowitz, S.M., Lei, M., Li, J., Lohman, K.L., Lu, H., Makhijani, V.B., McDade, K.E.,
McKenna, M.P., Myers, E.W., Nickerson, E., NobileJ.R., Plant, R., Puc, B.P., Ronan,
M.T., Roth, G.T., Sarkis, G.J., Simons, J.F., Simm, J.W., Srinivasan, M., Tartaro,
K.R., Tomasz, A., Vogt, K.A., Volkmer, G.A., Wang,S.H., Wang, Y., Weiner, M.P., Yu,
P., Begley, R.F. and Rothberg, J.M. (2005kenome sequencing in microfabricated high-
density picolitre reactorNature437, 376-380.

Marty-Teysset, C., de la Torre, F. and Garel, J. (@00) Increased production of hydrogen
peroxide by Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgss upon aeration: involvement of an
NADH oxidase in oxidative stres&ppl Environ Microbiol66, 262-267.

Maxam, A.M. and Gilbert, W. (1977) A new method for sequencing DNRroc Natl Acad
Sci U S A74, 560-564.

McCulloch, J.A., de Oliveira, V.M., de Almeida Ping A.V., Perez-Chaparro, P.J., de
Almeida, L.M., de Vasconcelos, J.M., de Oliveira, IF., da Silva, D.E., Rogez, H.L.,
Cretenet, M., Mamizuka, E.M. and Nunes, M.R. (2014Complete Genome Sequence of
Lactococcus lactis Strain Al06, an Endophyte of thmazonian Acai PalmGenome
announcementa.

McLean, M.J., Wolfe, K.H. and Devine, K.M. (1998)Base composition skews, replication
orientation, and gene orientation in 12 prokarygé@aomesJournal of molecular evolution
47, 691-696.

Medigue, C., Rouxel, T., Vigier, P., Henaut, A. andDanchin, A. (1991)Evidence for
horizontal gene transfer in Escherichia coli spemiaJ Mol Biol 222, 851-856.

Meyer, F., Paarmann, D., D'Souza, M., Olson, R., @&s, E.M., Kubal, M., Paczian, T.,
Rodriguez, A., Stevens, R., Wilke, A., Wilkening, Jand Edwards, R.A. (2008)The
metagenomics RAST server - a public resource #matitomatic phylogenetic and functional
analysis of metagenome3MC bioinformatic®, 386.

Mira, A., Ochman, H. and Moran, N.A. (2001) Deletional bias and the evolution of

bacterial genomedrends in genetics : TIG7, 589-596.

285



Références bibliographique

Mofredj, A., Bahloul, H. and Chanut, C. (2007)[Lactococcus lactis: an opportunistic
bacterium?]Medecine et maladies infectieu§as 200-207.

Molenaar, D., Bringel, F., Schuren, F.H., de Vos, \W., Siezen, R.J. and Kleerebezem,
M. (2005) Exploring Lactobacillus plantarum genome diverdity using microarraysJ
Bacteriol 187, 6119-6127.

Morel-Deville, F., Fauvel, F. and Morel, P. (1998)Two-component signal-transducing
systems involved in stress responses and vanconsysioeptibility in Lactobacillus sakei.
Microbiology 144 ( Pt 10) 2873-2883.

Moszer, I., Rocha, E.P. and Danchin, A. (1999Fodon usage and lateral gene transfer in
Bacillus subtilis. Current opinion in microbiolog®, 524-528.

Mrazek, J. and Karlin, S. (1999)Detecting alien genes in bacterial genomemals of the
New York Academy of Scien&¥®, 314-329.

Msadek, T. (1999) When the going gets tough: survival strategies andironmental
signaling networks in Bacillus subtili$rends in microbiology, 201-207.

Msadek, T., Dartois, V., Kunst, F., Herbaud, M.L.,Denizot, F. and Rapoport, G. (1998)
ClpP of Bacillus subtilis is required for competendevelopment, motility, degradative
enzyme synthesis, growth at high temperature aadukgion.Mol Microbiol 27, 899-914.
Msadek, T., Kunst, F. and Rapoport, G. (1994MecB of Bacillus subtilis, a member of the
ClpC ATPase family, is a pleiotropic regulator gotiing competence gene expression and
growth at high temperaturBroc Natl Acad Sci U S 81, 5788-5792.

N

Nakamura, S., Maeda, N., Miron, I.M., Yoh, M., lzussu, K., Kataoka, C., Honda, T.,
Yasunaga, T., Nakaya, T., Kawai, J., Hayashizaki, Y Horii, T. and lida, T. (2008)
Metagenomic diagnosis of bacterial infectioBmerging infectious diseas&d, 1784-1786.
Nakajima, H., Hirota, T., Toba, T., Itoh, T. and Adachi, S. (1992)Structure of the
extracellular polysaccharide from slime-forming teooccus lactis subsp. cremoris SBT
0495.Carbohydrate research24, 245-253.

Nakata, M., Koller, T., Moritz, K., Ribardo, D., Jonas, L., Mclver, K.S., Sumitomo, T.,
Terao, Y., Kawabata, S., Podbielski, A. and Kreikerayer, B. (2009)Mode of expression
and functional characterization of FCT-3 pilus cegencoded proteins in Streptococcus

pyogenes serotype M4Bfection and immunity7, 32-44.

286



Références bibliographique

Nallapareddy, S.R., Singh, K.V., Sillanpaa, J., Gain, D.A., Hook, M., Erlandsen, S.L.
and Murray, B.E. (2006) Endocarditis and biofilm-associated pili of Entmyocus faecalis.
The Journal of clinical investigatiohl6, 2799-2807.

Namiki, T., Hachiya, T., Tanaka, H. and Sakakibara,Y. (2012)MetaVelvet: an extension
of Velvet assembler to de novo metagenome assefriaty short sequence readsucleic
Acids Redl0, e155.

Nagarajan, N., Read, T.D. and Pop, M. (2008pcaffolding and validation of bacterial
genome assemblies using optical restriction mBmsnformatics24, 1229-1235.

Nair, S., Poyart, C., Beretti, J.L., Veiga-Fernands, H., Berche, P. and Trieu-Cuot, P.
(2003) Role of the Streptococcus agalactiae ClpP serimee@se in heat-induced stress

defence and growth arredicrobiology 149, 407-417.

Nair, S., Milohanic, E. and Berche, P. (2000¢IpC ATPase is required for cell adhesion and

invasion of Listeria monocytogendsfection and immunitg8, 7061-7068.

Nair, S., Frehel, C., Nguyen, L., Escuyer, V. andd&che, P. (1999CIpE, a novel member
of the HSP100 family, is involved in cell divisiamd virulence of Listeria monocytogenes.
Mol Microbiol 31, 185-196.

Naville, M., Ghuillot-Gaudeffroy, A., Marchais, A. and Gautheret, D. (2011)ARNold: a
web tool for the prediction of Rho-independent s@iption terminatorsRNA biology8, 11-
13.

Nahrstedt, H., Schroder, C. and Meinhardt, F. (200p Evidence for two recA genes
mediating DNA repair in Bacillus megateriuMicrobiology 151, 775-787.

Nawrocki, E.P. and Eddy, S.R. (2013)Iinfernal 1.1: 100-fold faster RNA homology
searchesBioinformatics29, 2933-2935.

Neidhardt, F.C. (1987)What the bacteriologists have learned about heatkslienes &
development, 109-110.

Neidhardt, F.C., VanBogelen, R.A. and Vaughn, V. @84) The genetics and regulation of
heat-shock proteiné&nnual review of genetids3, 295-329.

Neve, H., Geis, A. and Teuber, M. (1984Lonjugal transfer and characterization of
bacteriocin plasmids in group N (lactic acid) stogpcci.J Bacteriol157, 833-838.

Neves, A.R., Pool, W.A., Kok, J., Kuipers, O.P. an&antos, H. (20050verview on sugar
metabolism and its control in Lactococcus lactithe. input from in vivo NMR.FEMS
Microbiol Rev29, 531-554.

287



Références bibliographique

Neves, A.R., Ramos, A., Nunes, M.C., Kleerebezem,.,MHugenholtz, J., de Vos, W.M.,
Almeida, J. and Santos, H. (1999 vivo nuclear magnetic resonance studies ofaligc
kinetics in Lactococcus lactiBiotechnology and bioengineeritg, 200-212.

Nilsson, D., Lauridsen, A.A., Tomoyasu, T. and Ogw, T. (1994)A Lactococcus lactis
gene encodes a membrane protein with putative AdRasvity that is homologous to the
essential Escherichia coli ftsH gene prodiitrobiology 140 ( Pt 10) 2601-2610.

Ng, S.B., Turner, E.H., Robertson, P.D., Flygare, .B., Bigham, A.\W., Lee, C., Shaffer,
T., Wong, M., Bhattacharjee, A., Eichler, E.E., Bamshad, M., Nickerson, D.A. and
Shendure, J. (2009)Targeted capture and massively parallel sequenoing2 human
exomesNature461, 272-276.

Navarre, W.W. and Schneewind, O. (1999%urface proteins of gram-positive bacteria and
mechanisms of their targeting to the cell wall dage.Microbiol Mol Biol Rev63, 174-229.
Nobbs, A.H., Vajna, R.M., Johnson, J.R., Zhang, Bflandsen, S.L., Oli, M.W., Kreth, J.,
Brady, L.J. and Herzberg, M.C. (2007) Consequences of a sortase A mutation in
Streptococcus gordoniicrobiology 153 4088-4097.

Nover, L. and Hightower, L. (1991)Heat shock and development. IntroductiBesults and
problems in cell differentiatioh7, 1-4.

Nyyssola, A., Pihlajaniemi, A., Palva, A., von Weyarn, N. and Leisola, M. (2005)
Production of xylitol from D-xylose by recombinaritactococcus lactis.Journal of
biotechnologyl 18 55-66.

O

O'Connell-Motherway, M., van Sinderen, D., Morel-Deille, F., Fitzgerald, G.F.,
Ehrlich, S.D. and Morel, P. (2000)Six putative two-component regulatory systemsaisal
from Lactococcus lactis subsp. cremoris MG13@Rrobiology 146 ( Pt 4) 935-947.
Ochman, H. (2002) Bacterial evolution: chromosome arithmetic and ngetsy. Current
biology : CB12, R427-428.

Oliveira, L.C., Saraiva, T.D., Soares, S.C., RamoR.T., Sa, P.H., Carneiro, A.R,,
Miranda, F., Freire, M., Renan, W., Junior, A.F., &ntos, A.R., Pinto, A.C., Souza, B.M.,
Castro, C.P., Diniz, C.A., Rocha, C.S., Mariano, [&., de Aguiar, E.L., Folador, E.L.,
Barbosa, E.G., Aburjaile, F.F., Goncalves, L.A., Gunaraes, L.C., Azevedo, M., Agresti,
P.C., Silva, R.F., Tiwari, S., Almeida, S.S., Hasea S.S., Pereira, V.B., Abreu, V.A.,
Pereira, U.P., Dorella, F.A., Carvalho, A.F., Perea, F.L., Leal, C.A., Figueiredo, H.C.,

288



Références bibliographique

Silva, A., Miyoshi, A. and Azevedo, V. (201455enome Sequence of Lactococcus lactis
subsp. lactis NCDO 2118, a GABA-Producing Stréenome announcemer2s
Oppenheimer-Shaanan, Y., Wexselblatt, E., Katzhendt, J., Yavin, E. and Ben-Yehuda,

S. (2011)c-di-AMP reports DNA integrity during sporulatiom Bacillus subtilis.EMBO
reports12, 594-601.

Orla-Jensen, S. (1921Yhe Main Lines of the Natural Bacterial SystehBacteriol6, 263-
273.

Overbeek, R., Bartels, D., Vonstein, V. and Meyef:. (2007)Annotation of bacterial and
archaeal genomes: improving accuracy and consist@memical review407, 3431-3447.
Overbeek, R., Olson, R., Pusch, G.D., Olsen, G.Davis, J.J., Disz, T., Edwards, R.A.,
Gerdes, S., Parrello, B., Shukla, M., Vonstein, VWattam, A.R., Xia, F. and Stevens, R.
(2014) The SEED and the Rapid Annotation of microbial geas using Subsystems
Technology (RAST)Nucleic Acids Re42, D206-214.

Oskouian, B. and Stewart, G.C. (1990Repression and catabolite repression of the lactose
operon of Staphylococcus aured®acteriol172 3804-3812.

Ozsolak, F. and Milos, P.M. (2011) RNA sequencing: advances, challenges and
opportunitiesNature reviews Genetid, 87-98.

O'Callaghan, J., Butto, L.F., MacSharry, J., Nally, K. and O'Toole, P.W. (2012)
Influence of adhesion and bacteriocin productiori_agtobacillus salivarius on the intestinal
epithelial cell transcriptional responggpl Environ Microbiol78, 5196-5203.

O'Driscoll, J., Glynn, F., Fitzgerald, G.F. and vanSinderen, D. (2006 5equence analysis
of the lactococcal plasmid pNP40: a mobile replitmncoping with environmental hazards.
Bacteriol 188 6629-6639.

Orberg, P.K. and Sandine, W.E. (1984)Common occurrence of plasmid DNA and
vancomycin resistance in Leuconostoc Sjggpl Environ Microbiold8, 1129-1133.

Osaki, M., Takamatsu, D., Shimoji, Y. and Sekizaki, T. (2002) Characterization of
Streptococcus suis genes encoding proteins homadotgosortase of gram-positive bacteria.
J Bacteriol184, 971-982.

Oskouian, B. and Stewart, G.C. (1990Repression and catabolite repression of the lactos
operon of Staphylococcus auredfacterioll72 3804-3812.

Ozsolak, F., Platt, A.R., Jones, D.R., Reifenbergeid.G., Sass, L.E., Mclnerney, P.,
Thompson, J.F., Bowers, J., Jarosz, M. and Milos, .M. (2009) Direct RNA sequencing.
Nature461, 814-818.

289



Références bibliographique

P
Parsell, D.A., Kowal, A.S. and Lindquist, S. (19949aSaccharomyces cerevisiae Hsp104

protein. Purification and characterization of ATeHiced structural change$.Biol Chem
269, 4480-4487.

Parsell, D.A., Kowal, A.S., Singer, M.A. and Lindqust, S. (1994b)Protein disaggregation
mediated by heat-shock protein Hsp1RBature372 475-478.

Passerini, D., Coddeville, M., Le Bourgeois, P., lubiere, P., Ritzenthaler, P., Fontagne-
Faucher, C., Daveran-Mingot, M.L. and Cocaign-Bousget, M. (2013)The carbohydrate
metabolism signature of lactococcus lactis strali2 Aeveals its sourdough ecosystem origin.
Appl Environ Microbiol79, 5844-5852.

Peant, B., LaPointe, G., Gilbert, C., Atlan, D., Wad, P. and Roy, D. (2005 Comparative
analysis of the exopolysaccharide biosynthesis gkrsters from four strains of Lactobacillus
rhamnosusMicrobiology 151, 1839-1851.

Paton, J.C., Morona, J.K. and Morona, R. (1997)Characterization of the capsular
polysaccharide biosynthesis locus of Streptocogmeumoniae type 19MMicrobial drug
resistance3, 89-99.

Peng, Y., Leung, H.C., Yiu, S.M. and Chin, F.Y. (201) Meta-IDBA: a de Novo assembler
for metagenomic dat&ioinformatics27, i94-101.

Peng, Y., Leung, H.C., Yiu, S.M. and Chin, F.Y. (2I2) IDBA-UD: a de novo assembler
for single-cell and metagenomic sequencing dath Wighly uneven deptiBioinformatics
28, 1420-1428.

Petri, R. and Schmidt-Dannert, C. (2004) Dealing with complexity: evolutionary
engineering and genome shuffli@urrent opinion in biotechnologl5, 298-304.

Pevzner, P.A., Tang, H. and Waterman, M.S. (2001An Eulerian path approach to DNA
fragment assemblyroc Natl Acad Sci U S 98, 9748-9753.

Pevzner, P. and Shamir, R. (2009 omputing has changed biology--biology educatiasim
catch upScience825, 541-542.

Pevzner, P.A. (2004)Educating biologists in the 21st century: bioimf@tics scientists
versus bioinformatics techniciarBioinformatics20, 2159-2161.

Pevzner, P.A., Kim, S. and Ng, J. (2008Somment on "Protein sequences from mastodon
and Tyrannosaurus rex revealed by mass spectrdm&cyence321, 1040; author reply
1040.

290



Références bibliographique

Pham, S.K., Antipov, D., Sirotkin, A., Tesler, G.,Pevzner, P.A. and Alekseyev, M.A.
(2013) Pathset graphs: a novel approach for comprehengilreation of paired reads in
genome assemblyournal of computational biology : a journal of cpatational molecular
cell biology20, 359-371.

Pop, M. (2009) Genome assembly reborn: recent computational esigals.Briefings in
bioinformatics10, 354-366.

Petersen, B.L., Dave, R.l., McMahon, D.J., Oberg, Q. and Broadbent, J.R. (2000)
Influence of capsular and ropy exopolysacchariaehpcing Streptococcus thermophilus on
Mozzarella cheese and cheese wlldyairy Sci83, 1952-1956.

Proft, T. and Baker, E.N. (2009)Pili in Gram-negative and Gram-positive bacteria -
structure, assembly and their role in dise@sdlular and molecular life sciences : CMES,
613-635.

Pedersen, A.G., Jensen, L.J., Brunak, S., StaerféJdH.H. and Ussery, D.W. (2000)A
DNA structural atlas for Escherichia caliMol Biol 299, 907-930.

Petersohn, A., Brigulla, M., Haas, S., Hoheisel, D., Volker, U. and Hecker, M. (2001)
Global analysis of the general stress responseaoilBs subtilis.J Bacteriol183 5617-5631.
Pfeiler, E.A. and Klaenhammer, T.R. (2007) The geies of lactic acid bacteridrends in
microbiology15, 546-553.

Plumed-Ferrer, C., Gazzola, S., Fontana, C., Bas$d,., Cocconcelli, P.S. and von Wright,
A. (2015) Genome Sequence of Lactococcus lactis subsp. aseMast36, a Strain Isolated
from Bovine MastitisGenome announcemei&s

Pochart, P., Marteau, P., Bouhnik, Y., Goderel, |.,.Bourlioux, P. and Rambaud, J.C.
(1992)Survival of bifidobacteria ingested via fermenteitkrduring their passage through the
human small intestine: an in vivo study using itited perfusion.The American journal of
clinical nutrition 55, 78-80.

Pontes, D.S., de Azeyedo, M.S.P., Chatel, J.M., Lgella, P., Azeyedo, V. and Miyoshi,
A. (2011) Lactococcus lactis as a live vector: Heterologotstgin production and DNA
delivery systemdProtein Expres Puri¥9, 165-175.

Papagianni, M. (2012)Metabolic engineering of lactic acid bacteria tbe production of
industrially important compound€omputational and structural biotechnology jourril
€201210003.

Poquet, I., Saint, V., Seznec, E., Simoes, N., Biip A. and Gruss, A. (2000)HtrA is the
unique surface housekeeping protease in Lactocdactis and is required for natural protein
processingMol Microbiol 35, 1042-1051.

291



Références bibliographique

Premi, L., Sandine, W.E. and Elliker, P.R. (1972)Lactose-hydrolyzing enzymes of
Lactobacillus specieg\ppl Microbiol 24, 51-57.

Pridmore, R.D., Berger, B., Desiere, F., Vilanova)., Barretto, C., Pittet, A.C., Zwahlen,
M.C., Rouvet, M., Altermann, E., Barrangou, R., Molet, B., Mercenier, A,
Klaenhammer, T., Arigoni, F. and Schell, M.A. (2004 The genome sequence of the
probiotic intestinal bacterium Lactobacillus johnsdNCC 533.Proc Natl Acad Sci U S A
101, 2512-2517.

Ptitsyn, A., Temanni, R., Bouchard, C. and AndersonP.A. (2015)Semantic Assembly
and Annotation of Draft RNAseq Transcripts with@autReference Genom®@loS onell,
e0138006.

Pushkarev, D., Neff, N.F. and Quake, S.R. (2009ingle-molecule sequencing of an
individual human genoméature biotechnolog®7, 847-850.

Q

Quail, M.A., Smith, M., Coupland, P., Otto, T.D., Harris, S.R., Connor, T.R., Bertoni,
A., Swerdlow, H.P. and Gu, Y. (2012A tale of three next generation sequencing platfor
comparison of lon Torrent, Pacific Biosciences diidmina MiSeq sequencerd8MC
genomicsl3, 341.

Quigley, B.R., Hatkoff, M., Thanassi, D.G., Ouattaa, M., Eichenbaum, Z. and Scott,
J.R. (2010)A foreign protein incorporated on the Tip of T3i i Lactococcus lactis elicits

systemic and mucosal immunitypfection and immunity8, 1294-1303.

R

Rademaker, J.L., Herbet, H., Starrenburg, M.J., Nasr, S.M., Gevers, D., Kelly, W.J.,
Hugenholtz, J., Swings, J. and van Hylckama Vliegl.E. (2007)Diversity analysis of dairy
and nondairy Lactococcus lactis isolates, usingvehmultilocus sequence analysis scheme
and (GTG)5-PCR fingerprinting\ppl Environ Microbiol73, 7128-7137.

Ragan, M.A. (2001) On surrogate methods for detecting lateral genastea. FEMS
Microbiol Lett201, 187-191.

Raina, S., Missiakas, D. and Georgopoulos, C. (199Bhe rpoE gene encoding the sigma E
(sigma 24) heat shock sigma factor of Eschericbia EMBO J14, 1043-1055.

292



Références bibliographique

Raina, S. and Georgopoulos, C. (1990) new Escherichia coli heat shock gene, htrC,
whose product is essential for viability only agthitemperatures. Bacteriol172, 3417-3426.
Reischl, S., Wiegert, T. and Schumann, W. (2008olation and analysis of mutant alleles
of the Bacillus subtilis HrcA repressor with reddogependency on GroE functiod.Biol
Chem277, 32659-32667.

Roces, C., Campelo, A.B., Veiga, P., Pinto, J.P.p&1iguez, A. and Martinez, B. (2009)
Contribution of the CesR-regulated genes [Img01&® lang2164-2163 to Lactococcus lactis
fitness.Int J Food Microbiol133 279-285.

Rousseau, G.M. and Moineau, S. (2008volution of Lactococcus lactis phages within a
cheese factoryAppl Environ Microbiol75, 5336-5344.

Rouviere, P.E., De Las Penas, A., Mecsas, J., Lu,Z&5 Rudd, K.E. and Gross, C.A.
(1995)rpoE, the gene encoding the second heat-shock dmyrtar, sigma E, in Escherichia
coli. EMBO J14, 1032-1042.

Rao, F., Ji, Q., Soehano, I. and Liang, Z.X. (2011)nusual heme-binding PAS domain
from YybT family proteinsJ Bacteriol193 1543-1551.

Rao, F., See, R.Y., Zhang, D., Toh, D.C., Ji, Q. drLiang, Z.X. (2010)YybT is a signaling
protein that contains a cyclic dinucleotide phospésterase domain and a GGDEF domain
with ATPase activityJ Biol Chen285, 473-482.

Rallu, F., Gruss, A., Ehrlich, S.D. and Maguin, E.(2000) Acid- and multistress-resistant
mutants of Lactococcus lactis : identification wairacellular stress signalslol Microbiol 35,
517-528.

Reed, J.L., Famili, 1., Thiele, I. and Palsson, B.O(2006a) Towards multidimensional
genome annotatiomNature reviews Genetids 130-141.

Reed, J.L., Patel, T.R., Chen, K.H., Joyce, A.R., pplebee, M.K., Herring, C.D., Bui,
O.T., Knight, E.M., Fong, S.S. and Palsson, B.O. @B6b) Systems approach to refining
genome annotatiofroc Natl Acad Sci U S 203 17480-17484.

Reid, B.G., Fenton, W.A., Horwich, A.L. and Weber-En, E.U. (2001)CIpA mediates
directional translocation of substrate proteing itfite ClpP proteas@roc Natl Acad Sci U S
A 98, 3768-3772.

Reid, G., Anand, S., Bingham, M.O., Mbugua, G., Wastrom, T., Fuller, R., Anukam, K.
and Katsivo, M. (2005) Probiotics for the developing worldJournal of clinical
gastroenterology9, 485-488.

Reid, G., Jass, J., Sebulsky, M.T. and McCormick,.K. (2003) Potential uses of probiotics
in clinical practiceClinical microbiology reviewd 6, 658-672.

293



Références bibliographique

Richmond, C.S., Glasner, J.D., Mau, R., Jin, H. and@lattner, F.R. (1999) Genome-wide
expression profiling in Escherichia coli K-1ucleic Acids Re27, 3821-3835.

Ritossa, F. (1996Discovery of the heat shock resporSell Stress Chaperonds 97-98.
Ronaghi, M. (2001)Pyrosequencing sheds light on DNA sequenddgnome Retl, 3-11.
Ronaghi, M., Karamohamed, S., Pettersson, B., UhletM. and Nyren, P. (1996)Real-
time DNA sequencing using detection of pyrophosphaleaseAnalytical biochemistrg42,
84-89.

Ronaghi, M., Uhlen, M. and Nyren, P. (1998A sequencing method based on real-time
pyrophosphateScience281, 363, 365.

Ross, M.G., Russ, C., Costello, M., Hollinger, AL.ennon, N.J., Hegarty, R., Nusbaum,
C. and Jaffe, D.B. (2013Characterizing and measuring bias in sequence Gatzome Biol
14, R51.

Raddadi, N., Cherif, A., Mora, D., Brusetti, L., Bain, S., Boudabous, A. and Daffonchio,
D. (2005) The autolytic phenotype of the Bacillus cereusugrd Appl Microbiol99, 1070-
1081.

Ramos, A., Boels, I.C., de Vos, W.M. and Santos, H2001) Relationship between
glycolysis and exopolysaccharide biosynthesis ioth@occus lactisAppl Environ Microbiol
67, 33-41.

Randazzo, C.L., Torriani, S., Akkermans, A.D., de ¥ds, W.M. and Vaughan, E.E. (2002)
Diversity, dynamics, and activity of bacterial conmmties during production of an artisanal
Sicilian cheese as evaluated by 16S rRNA analpgipl Environ Microbiol68, 1882-1892.
Reddy, M.S., Vedamuthu, E.R., Washam, C.J. and Rémold, G.W. (1972)Agar medium
for differential enumeration of lactic streptocadsppl Microbiol 24, 947-952.

Reunanen, J., von Ossowski, I., Hendrickx, A.P., Ra, A. and de Vos, W.M. (2012)
Characterization of the SpaCBA pilus fibers in ghrebiotic Lactobacillus rhamnosus GG.
Appl Environ Microbiol78, 2337-2344.

Rodriguez-Brito, B., Li, L., Wegley, L., Furlan, M., Angly, F., Breitbart, M., Buchanan,
J., Desnues, C., Dinsdale, E., Edwards, R., Felt8,, Haynes, M., Liu, H., Lipson, D.,
Mahaffy, J., Martin-Cuadrado, A.B., Mira, A., Nulton, J., Pasic, L., Rayhawk, S.,
Rodriguez-Mueller, J., Rodriguez-Valera, F., Salamo, P., Srinagesh, S., Thingstad,
T.F., Tran, T., Thurber, R.V., Willner, D., Youle, M. and Rohwer, F. (2010)Viral and

microbial community dynamics in four aquatic enwimeentsisme M4, 739-751.

294



Références bibliographique

Rodriguez-Valera, F., Martin-Cuadrado, A.B., Rodriguez-Brito, B., Pasic, L., Thingstad,
T.F., Rohwer, F. and Mira, A. (2009)Explaining microbial population genomics through
phage predatiorNat Rev Microbiol7, 828-836.

Ross, R.P., Galvin, M., McAuliffe, O., Morgan, S.M. Ryan, M.P., Twomey, D.P.,
Meaney, W.J. and Hill, C. (1999)Developing applications for lactococcal bacterigcin
Antonie van Leeuwenho@&g, 337-346.

Rainey, F.A., Fritze, D. and Stackebrandt, E. (1994The phylogenetic diversity of
thermophilic members of the genus Bacillus as rededy 16S rDNA analysisFEMS
Microbiol Lett115 205-211.

Rusch, D.B., Halpern, A.L., Sutton, G., HeidelbergK.B., Williamson, S., Yooseph, S.,
Wu, D., Eisen, J.A., Hoffman, J.M., Remington, K.,Beeson, K., Tran, B., Smith, H.,
Baden-Tillson, H., Stewart, C., Thorpe, J., Freeman]., Andrews-Pfannkoch, C., Venter,
J.E., Li, K., Kravitz, S., Heidelberg, J.F., Utterback, T., Rogers, Y.H., Falcon, L.I.,
Souza, V., Bonilla-Rosso, G., Eguiarte, L.E., KarlD.M., Sathyendranath, S., Platt, T.,
Bermingham, E., Gallardo, V., Tamayo-Castillo, G.,Ferrari, M.R., Strausberg, R.L.,
Nealson, K., Friedman, R., Frazier, M. and VenterJ.C. (2007) The Sorcerer Il Global
Ocean Sampling expedition: northwest Atlantic tlgloeastern tropical PacifiPLoS biology
5 e77.

Rothberg, J.M., Hinz, W., Rearick, T.M., Schultz, J, Mileski, W., Davey, M., Leamon,
J.H., Johnson, K., Milgrew, M.J., Edwards, M., Hoon J., Simons, J.F., Marran, D.,
Myers, J.W., Davidson, J.F., Branting, A., NobileJ.R., Puc, B.P., Light, D., Clark, T.A.,
Huber, M., Branciforte, J.T., Stoner, I.B., Cawley,S.E., Lyons, M., Fu, Y., Homer, N.,
Sedova, M., Miao, X., Reed, B., Sabina, J., Feieesh, E., Schorn, M., Alanjary, M.,
Dimalanta, E., Dressman, D., Kasinskas, R., SokolgkT., Fidanza, J.A., Namsaraev, E.,
McKernan, K.J., Williams, A., Roth, G.T. and Bustillo, J. (2011) An integrated
semiconductor device enabling non-optical genomeesgcingNature475, 348-352.
Rothberg, J.M. and Leamon, J.H. (2008)'he development and impact of 454 sequencing.
Nature biotechnolog26, 1117-1124.

Ruiz-Barba, J.L., Piard, J.C. and Jimenez-Diaz, R(1991) Plasmid profiles and curing of
plasmids in Lactobacillus plantarum strains isalafeom green olive fermentation3he
Journal of applied bacteriologyl, 417-421.

Rouquette, C., Ripio, M.T., Pellegrini, E., Bolla,J.M., Tascon, R.l., Vazquez-Boland,
J.A. and Berche, P. (1996)dentification of a ClpC ATPase required for stréslerance and
in vivo survival of Listeria monocytogenddol Microbiol 21, 977-987.

295



Références bibliographique

Rouquette, C., de Chastellier, C., Nair, S. and Berche, P. (1998)he CIpC ATPase of
Listeria monocytogenes is a general stress proggjuired for virulence and promoting early

bacterial escape from the phagosome of macrophitggdJicrobiol 27, 1235-1245.

Robertson, G.T., Ng, W.L., Foley, J., Gilmour, R. ad Winkler, M.E. (2002) Global
transcriptional analysis of clpP mutations of typeStreptococcus pneumoniae and their
effects on physiology and virulenckBacteriol184, 3508-3520.

Rutherford, K., Parkhill, J., Crook, J., Horsnell, T., Rice, P., Rajandream, M.A. and
Barrell, B. (2000) Artemis: sequence visualization and annotat®ioinformatics16, 944-
945.

S

Salama, M., Sandine, W. and Giovannoni, S. (1991)evelopment and application of
oligonucleotide probes for identification of Lactmcus lactis subsp. cremor&ppl Environ
Microbiol 57, 1313-1318.

Sanchez, Y. and Lindquist, S.L. (1990HSP104 required for induced thermotolerance.
Science248 1112-1115.

Sanders, J.W., Venema, G. and Kok, J. (1999Environmental stress responses in
Lactococcus lactiszems Microbiology Review&3, 483-501.

Sanger, F., Nicklen, S. and Coulson, A.R. (197DNA sequencing with chain-terminating
inhibitors.Proc Natl Acad Sci U S M4, 5463-5467.

Schroeter, J. and Klaenhammer, T. (2009)Genomics of lactic acid bacteri&kEMS
Microbiol Lett292 1-6.

Segata, N., Waldron, L., Ballarini, A., Narasimhan,V., Jousson, O. and Huttenhower, C.
(2012) Metagenomic microbial community profiling using que clade-specific marker
genesNature method$S, 811-814.

Schneewind, O., Fowler, A. and Faull, K.F. (1995ptructure of the cell wall anchor of
surface proteins in Staphylococcus aur8csence268 103-106.

Schneewind, O. and Missiakas, D. (2018ec-secretion and sortase-mediated anchoring of
proteins in Gram-positive bacterBiochim Biophys Acta843 1687-1697.

Siciliano, R.A. and Mazzeo, M.F. (2012Molecular mechanisms of probiotic action: a
proteomic perspectiv€urrent opinion in microbiology5, 390-396.

Siezen, R.J., Renckens, B., van Swam, |., Peters, @&n Kranenburg, R., Kleerebezem,
M. and de Vos, W.M. (2005)Complete sequences of four plasmids of Lactocotactss

296



Références bibliographique

subsp. cremoris SK11 reveal extensive adaptatiotihegodairy environmentAppl Environ
Microbiol 71, 8371-8382.

Siezen, R.J. and Teusink, B. (2009Yletabolic models for rational improvement of lactic
acid bacteria as cell factoriesAppl Microbiol98, 1326-1331.

Siezen, R.J., Bayjanov, J., Renckens, B., Wels, Man Hijum, S.A., Molenaar, D. and
van Hylckama Vlieg, J.E. (2010)Complete genome sequence of Lactococcus lactspsub
lactis KF147, a plant-associated lactic acid baaterJ Bacteriol192 2649-2650.

Siezen, R.J., van Enckevort, F.H., Kleerebezem, Mind Teusink, B. (2004 Genome data
mining of lactic acid bacteria: the impact of bimmmatics.Current opinion in biotechnology
15, 105-115.

Sell, S.M., Eisen, C., Ang, D., Zylicz, M. and Gegopoulos, C. (1990)Isolation and
characterization of dnaJ null mutants of Escheaicioli.J Bacteriol172 4827-4835.

Shabo, Y., Barzel, R., Margoulis, M. and Yagil, R(2005) Camel milk for food allergies in
children.The Israel Medical Association journal : IMAJ 796-798.

Shimizu-Kadota, M., Kato, H., Shiwa, Y., Oshima, K. Machii, M., Araya-Kojima, T.,
Zendo, T., Hattori, M., Sonomoto, K. and Yoshikawa,H. (2013) Genomic features of
Lactococcus lactis 10-1, a lactic acid bacteriumt titilizes xylose and produces high levels
of L-lactic acid.Bioscience, biotechnology, and biochemigtry1804-1808.

Smid, E.J., van Enckevort, F.J., Wegkamp, A., Boeldrst, J., Molenaar, D., Hugenholtz,
J., Smith, W.M., Pham, T.H., Lei, L., Dou, J., Soomo, A.H., Beatson, S.A., Dykes, G.A.
and Turner, M.S. (2012)Heat resistance and salt hypersensitivity in Lemtous lactis due
to spontaneous mutation of llmg_1816 (gdpP) indulbgdchigh-temperature growttppl
Environ Microbiol 78, 7753-7759.

Smith, L.M., Sanders, J.Z., Kaiser, R.J., Hughes, .PDodd, C., Connell, C.R., Heiner, C.,
Kent, S.B. and Hood, L.E. (1986)Fluorescence detection in automated DNA sequence
analysisNature321, 674-679.

Subramanian, A.R., Kaufmann, M. and Morgenstern, B.(2008) DIALIGN-TX: greedy
and progressive approaches for segment-based haugguence alignmenlgorithms for
molecular biology : AMB3, 6.

Savijoki, K., Ingmer, H., Frees, D., Vogensen, F.KPalva, A. and Varmanen, P. (2003)
Heat and DNA damage induction of the LexA-like ragor HdiR from Lactococcus lactis is
mediated by RecA and ClpRlol Microbiol 50, 609-621.

Schouler, C., Ehrlich, S.D. and-Chopin, M.C.-(1994Bequence ‘and organization of the
lactococcal prolate-headed bIL67 phage gendviierobiology140 ( Pt:11)3061-3069.

297



Références bibliographique

Sievers, F., Wilm, A., Dineen, D., Gibson, T.J., Kalus, K., Li, W., Lopez, R.,
McWilliam, H., Remmert, M., Soding, J., Thompson, JD. and Higgins, D.G. (2011)ast,
scalable generation of high-quality protein muliptequence alignments using Clustal
OmegaMolecular systems biologg 539.

Stanley, E., Fitzgerald, G.F., Le Marrec, C., Fayad, B. and van Sinderen, D. (1997)
Sequence analysis and characterization of phi Qla0&mperate bacteriophage infecting
Streptococcus thermophilus CNRZ1268&crobiology 143 ( Pt 11) 3417-3429.

Saitou, N. and Nei, M. (1987) The neighbor-joining method: a new method for
reconstructing phylogenetic treddolecular biology and evolutios, 406-425.

Schatz, M.C., Langmead, B. and Salzberg, S.L. (20LCloud computing and the DNA data
race.Nature biotechnolog28, 691-693.

Schultz, J., Milpetz, F., Bork, P. and Ponting, C.P(1998) SMART, a simple modular
architecture research tool: identification of sigmadomains.Proc Natl Acad Sci U S 85,
5857-5864.

Seemann, T. (2014Prokka: rapid prokaryotic genome annotatiBiminformatics30, 2068-
2069.

Shendure, J. and Ji, H. (2008Next-generation DNA sequencingature biotechnolog6,
1135-1145.

Shendure, J., Porreca, G.J., Reppas, N.B., Lin, XMcCutcheon, J.P., Rosenbaum, A.M.,
Wang, M.D., Zhang, K., Mitra, R.D. and Church, G.M. (2005)Accurate multiplex polony
sequencing of an evolved bacterial genofeence809, 1728-1732.

Silva, G.G., Dutilh, B.E., Matthews, T.D., Elkins,K., Schmieder, R., Dinsdale, E.A. and
Edwards, R.A. (2013) Combining de novo and reference-guided assemblyh wit
scaffold_builderSource code for biology and medic®e23.

Svensater, G., Sjogreen, B. and Hamilton, I.LR. (200 Multiple stress responses in
Streptococcus mutans and the induction of gen@clis&ress-specific proteinilicrobiology
146 (Pt1) 107-117.

Syvanen, M. (1994)Horizontal gene transfer: evidence and possibleseguencesAnnual
review of genetic28, 237-261.

Szyperski, T., Pellecchia, M., Wall, D., Georgopouok, C. and Wuthrich, K. (1994)NMR
structure determination of the Escherichia coli Dn@lecular chaperone: secondary structure
and backbone fold of the N-terminal region (resgl@€l08) containing the highly conserved
J domainProc Natl Acad Sci U S 81, 11343-11347.

298



Références bibliographique

Spirig, T., Weiner, E.M. and Clubb, R.T. (2011) Sortase enzymes in Gram-positive
bacteriaMol Microbiol 82, 1044-1059.

Steidler, L., Hans, W., Schotte, L., Neirynck, S.Obermeier, F., Falk, W., Fiers, W. and
Remaut, E. (2000)Treatment of murine colitis by Lactococcus lacegreting interleukin-
10. Science289, 1352-1355.

Stentz, R., Jury, K., Eaton, T., Parker, M., Narbad A., Gasson, M. and Shearman, C.
(2004) Controlled expression of CIUA in Lactococcus lacsind its role in conjugation.
Microbiology 150, 2503-2512.

Stiles, M.E. and Holzapfel, W.H. (1997)Lactic acid bacteria of foods and their current
taxonomy.nt J Food Microbiol36, 1-29.

Stiles, M.E. (1996)Biopreservation by lactic acid bacteri@ntonie van Leeuwenhoék,
331-345.

Stingele, F., Vincent, S.J., Faber, E.J., Newell ,\W., Kamerling, J.P. and Neeser, J.R.
(1999) Introduction of the exopolysaccharide gene clugtan Streptococcus thermophilus
Sfi6 into Lactococcus lactis MG1363: production anbaracterization of an altered
polysaccharideMol Microbiol 32, 1287-1295.

Sutherland, 1.W. (1998) Novel and established applications of microbialypaccharides.
Trends in biotechnologi6, 41-46.

Swaminathan, A., Mandlik, A., Swierczynski, A., Gapar, A., Das, A. and Ton-That, H.
(2007) Housekeeping sortase facilitates the cell wallhanog of pilus polymers in
Corynebacterium diphtheriaklol Microbiol 66, 961-974.

Spiess, C., Beil, A. and Ehrmann, M. (1999A temperature-dependent switch from
chaperone to protease in a widely conserved heakgirotein Cell 97, 339-347.
Stackebrandt, E., Ludwig, W., Weizenegger, M., Dorn S., McGill, T.J., Fox, G.E.,
Woese, C.R., Schubert, W. and Schleifer, K.H. (1987Comparative 16S rRNA
oligonucleotide analyses and murein types of rogpake-forming bacilli and non-spore-
forming relativesJ Gen Microbioll33 2523-2529.

Stuart, M.R., Chou, L.S. and Weimer, B.C. (1999)nfluence of carbohydrate starvation and
arginine on culturability and amino acid utilizatiof lactococcus lactis subsp. lactppl
Environ Microbiol65, 665-673.

Sun, E., Zhao, L., Ren, F., Liu, S., Zhang, M. andsuo, H. (2015)Complete genome
sequence of Bifidobacterium animalis subsp. lagiis a probiotic strain with high acid

resistance abilityJournal of biotechnolog200, 8-9.

299



Références bibliographique

T

Taddese, B., Upton, G.J., Bailey, G.R., Jordan, S.RAbdulla, N.Y., Reeves, P.J. and
Reynolds, C.A. (2014Do plants contain g protein-coupled receptd?&iht physiologyl 64,
287-307.

Tanskanen, E.I., Tulloch, D.L., Hillier, A.J. and Davidson, B.E. (1990Pulsed-Field Gel
Electrophoresis of Smal Digests of Lactococcal GanaDNA, a Novel Method of Strain
Identification.Appl Environ Microbiol56, 3105-3111.

Teixeira, P., Castro, H., Mohacsi-Farkas, C. and Kby, R. (1997)Identification of sites of
injury in Lactobacillus bulgaricus during heat ss&) Appl Microbiol83, 219-226.

Teuber, M. and Perreten, V. (2000)Role of milk and meat products as vehicles for
antibiotic-resistant bacteriaActa veterinaria Scandinavica Supplement88, 75-87;
discussion 111-117.

Tanigawa, K., Kawabata, H. and Watanabe, K. (2010)dentification and typing of
Lactococcus lactis by matrix-assisted laser deswrpionization-time of flight mass
spectrometryAppl Environ Microbiol76, 4055-4062.

Teusink, B., van Enckevort, F.H., Francke, C., Wiesma, A., Wegkamp, A., Smid, E.J.
and Siezen, R.J. (2005 silico reconstruction of the metabolic pathwayjd actobacillus
plantarum: comparing predictions of nutrient regqoients with those from growth
experimentsAppl Environ Microbiol71, 7253-7262.

Tissieres, A., Mitchell, H.K. and Tracy, U.M. (1974 Protein synthesis in salivary glands of
Drosophila melanogaster: relation to chromosoméspidiiMol Biol 84, 389-398.

Tringe, S.G., von Mering, C., Kobayashi, A., Salamg A.A., Chen, K., Chang, H.W,,
Podar, M., Short, J.M., Mathur, E.J., Detter, J.C.,Bork, P., Hugenholtz, P. and Rubin,
E.M. (2005)Comparative metagenomics of microbial communitgzsence808 554-557.
Tansley, A. G. (1958)Sir Arthur Georges Tansley, F.REie Journal of Ecology6 (1), 1-
8.

Tatusova, T., Ciufo, S., Federhen, S., Fedorov, BVicVeigh, R., O'Neill, K., Tolstoy, I.
and Zaslavsky, L. (2015Update on RefSeq microbial genomes resouidasleic Acids Res
43, D599-605.

Tatusova, T., Ciufo, S., Fedorov, B., O'Neill, K. ad Tolstoy, I. (2014)RefSeq microbial
genomes database: new representation and annosatawegy.Nucleic Acids Red42, D553-
559.

300



Références bibliographique

Tatusova, T., Pruitt, K.D., Maglott, D.R. and Murphy, T.D. (2015)Gene: a gene-centered
information resource at NCBNucleic Acids Re43, D36-42.

Telford, J.L., Barocchi, M.A., Margarit, I., Rappuoli, R. and Grandi, G. (2006)Pili in
gram-positive pathogenllat Rev Microbiol, 509-519.

Toba, T., Kotani, T. and Adachi, S. (1991)Capsular polysaccharide of a slime-forming
Lactococcus lactis ssp. cremoris LAPT 3001 isoldteth Swedish fermented milk 'langfil".
Int J Food Microbioll2, 167-171.

Ton-That, H., Liu, G., Mazmanian, S.K., Faull, K.F. and Schneewind, O. (1999)
Purification and characterization of sortase, taagdpeptidase that cleaves surface proteins of
Staphylococcus aureus at the LPXTG md&ioc Natl Acad Sci U S 86, 12424-12429.
Ton-That, H., Marraffini, L.A. and Schneewind, O. (2004) Sortases and pilin elements
involved in pilus assembly of Corynebacterium diyghiae Mol Microbiol 53, 251-261.
Ton-That, H. and Schneewind, O. (2003)Assembly of pili on the surface of
Corynebacterium diphtheriaklol Microbiol 50, 1429-1438.

Tsukioka, Y., Yamashita, Y., Oho, T., Nakano, Y. ath Koga, T. (1997) Biological
function of the dTDP-rhamnose synthesis pathwa$tmeptococcus mutand.Bacteriol 179,
1126-1134.

Terzaghi, B.E. and Sandine, W.E. (1979mproved medium for lactic streptococci and their
bacteriophage#\ppl Microbiol 29, 807-813.

Thompson, J.D., Higgins, D.G. and Gibson, T.J. (199 CLUSTAL W: improving the
sensitivity of progressive multiple sequence alignirthrough sequence weighting, position-
specific gap penalties and weight matrix cholecleic Acids Re22, 4673-4680.

Treangen, T.J., Sommer, D.D., Angly, F.E., Koren,.Sand Pop, M. (2011Next generation
sequence assembly with AMO&urrent protocols in bioinformatics / editoral bagr
Andreas D Baxevanis [et alhapter 11, Unit 11 18.

Tschoeke, D.A., Moreira, A.P., Chimetto Tonon, L.A.de Mesquita, M.M., Gregoracci,
G.B., Gomez-Gil, B., Valle, R., Thompson, C.C. an@hompson, F.L. (2014)Exploring
the Genome of Cheese Starter Lactic Acid Bacteliagtococcus lactis subsp. lactis CECT

4433.Genome announcemerts
U

Ulrich, H.D. (2002) Natural substrates of the proteasome and thewgreton by the
ubiquitin systemCurrent topics in microbiology and immunolog§8 137-174.

301



Références bibliographique

Ueda, K., Seki, T., Kudo, T., Yoshida, T. and Kataka, M. (1999) Two distinct
mechanisms cause heterogeneity of 16S rRNBacteriol181, 78-82.

Vv

van Asseldonk, M., Simons, A., Visser, H., de Vog/.M. and Simons, G. (1993 loning,
nucleotide sequence, and regulatory analysis ofL#ttococcus lactis dnaJ geldeBacteriol
175 1637-1644.

Van der Meulen, R., Grosu-Tudor, S., Mozzi, F., Vamgelgem, F., Zamfir, M., de
Valdez, G.F. and De Vuyst, L. (20075creening of lactic acid bacteria isolates frorryda
and cereal products for exopolysaccharide prodacdad genes involvednt J Food
Microbiol 118 250-258.

van de Guchte, M., Ehrlich, S.D. and Maguin, E. (201) Production of growth-inhibiting
factors by Lactobacillus delbrueckii.Appl Microbiol91, 147-153.

van de Guchte, M., Penaud, S., Grimaldi, C., Barbéy., Bryson, K., Nicolas, P., Robert,
C., Oztas, S., Mangenot, S., Couloux, A., Loux, VDervyn, R., Bossy, R., Bolotin, A.,
Batto, J.M., Walunas, T., Gibrat, J.F., Bessieres?., Weissenbach, J., Ehrlich, S.D. and
Maguin, E. (2006) The complete genome sequence of Lactobacillus boiga reveals
extensive and ongoing reductive evolutiBnoc Natl Acad Sci U S 203 9274-9279.

van de Guchte, M., Serror, P., Chervaux, C., Smokuag, T., Ehrlich, S.D. and Maguin,
E. (2002)Stress responses in lactic acid bacté&r#onie van Leeuwenho8R, 187-216.

van Rooijen, R.J., Gasson, M.J. and de Vos, W.M. 992) Characterization of the
Lactococcus lactis lactose operon promoter: coumtiob of flanking sequences and LacR
repressor to promoter activity.Bacteriol174, 2273-2280.

VanBogelen, R.A., Acton, M.A. and Neidhardt, F.C. 1987a)Induction of the heat shock
regulon does not produce thermotolerance in Estdhiarcoli. Genes & development 525-
531.

VanBogelen, R.A., Kelley, P.M. and Neidhardt, F.C(1987b)Differential induction of heat
shock, SOS, and oxidation stress regulons and adation of nucleotides in Escherichia
coli. J Bacteriol169 26-32.

van der Vies, S.M., Gatenby, A.A. and Georgopoulos;. (1994)Bacteriophage T4 encodes
a co-chaperonin that can substitute for EschericbiiaGroES in protein foldingNature 368
654-656.

302



Références bibliographique

van Hylckama Vlieg, J.E., Rademaker, J.L., BachmannH., Molenaar, D., Kelly, W.J.
and Siezen, R.J. (2006Natural diversity and adaptive responses of Laatogs lactis.
Current opinion in biotechnology7, 183-190.

Varmanen, P., Ingmer, H. and Vogensen, F.K. (200@}sR of Lactococcus lactis encodes a
negative regulator of clp gene expressiditrobiology 146 ( Pt 6) 1447-1455.

Villegas, A. and Kropinski, A.M. (2008) An analysis of initiation codon utilization in the
Domain Bacteria - concerns about the quality ottdr@a genome annotatioMicrobiol-Sgm
154, 2559-2561.

Villion, M., Chopin, M.C., Deveau, H., Ehrlich, S.D0, Moineau, S. and Chopin, A. (2009)
P087, a lactococcal phage with a morphogenesis im@imilar to an Enterococcus faecalis
prophageVirology 388, 49-56.

Volker, U., Engelmann, S., Maul, B., Riethdorf, S.\Volker, A., Schmid, R., Mach, H. and
Hecker, M. (1994) Analysis of the induction of general stress pridedf Bacillus subtilis.
Microbiology 140 ( Pt 4) 741-752.

Van Hoorde, K., Verstraete, T., Vandamme, P. and Hys, G. (2008)Diversity of lactic
acid bacteria in two Flemish artisan raw milk Gotglae cheesed-ood microbiology25,
929-935.

van Kranenburg, R., Boels, I.C., Kleerebezem, M. ahde Vos, W.M. (1999a)Genetics
and engineering of microbial exopolysaccharidesfdod: approaches for the production of
existing and novel polysaccharid€sirrent opinion in biotechnologiO, 498-504.

van Kranenburg, R., Kleerebezem, M. and de Vos, W.M(2000) Nucleotide sequence
analysis of the lactococcal EPS plasmid pNZ4®08smid43, 130-136.

van Kranenburg, R., Marugg, J.D., van, S., Il, Wilem, N.J. and de Vos, W.M. (1997)
Molecular characterization of the plasmid-encodegs egene cluster essential for
exopolysaccharide biosynthesis in Lactococcusdadiol Microbiol 24, 387-397.

van Kranenburg, R., van, S., ll, Marugg, J.D., Kleeebezem, M. and de Vos, W.M.
(1999b)Exopolysaccharide biosynthesis in LactococcusdaétzO B40: functional analysis
of the glycosyltransferase genes involved in syithef the polysaccharide backborde.
Bacteriol 181, 338-340.

van Kranenburg, R., Vos, H.R., van, S., Il, Kleerebzem, M. and de Vos, W.M. (1999c)
Functional analysis of glycosyltransferase genesfiLactococcus lactis and other gram-

positive cocci: complementation, expression, anverdity.J Bacteriol181, 6347-6353.

303



Références bibliographique

Vaughan, E.E., David, S. and de Vos, W.M. (199@)he lactose transporter in Leuconostoc
lactis is a new member of the LacS subfamily of agaiside-pentose-hexuronide
translocatorsAppl Environ Microbiol62, 1574-1582.

Vedamuthu, E.R. and Neville, J.M. (1986)Involvement of a Plasmid in Production of
Ropiness (Mucoidness) in Milk Cultures by Streptmus cremoris MSAppl Environ
Microbiol 51, 677-682.

von Wright, A. and Tynkkynen, S. (1987)Construction of Streptococcus lactis subsp. lactis
Strains with a Single Plasmid Associated with MdcBhenotypeAppl Environ Microbiol
53, 1385-1386.

van Hijum, S.A., Zomer, A.L., Kuipers, O.P. and Kok J. (2005) Projector 2: contig
mapping for efficient gap-closure of prokaryotimgene sequence assembliNsicleic Acids
Res33, W560-566.

Vandamme, P., Pot, B., Gillis, M., de Vos, P., Ketars, K. and Swings, J. (1996)
Polyphasic taxonomy, a consensus approach to dgstematicsMicrobiological reviews
60, 407-438.

Varin, T., Lovejoy, C., Jungblut, A.D., Vincent, WF. and Corbeil, J. (2012)
Metagenomic analysis of stress genes in microbatl ecommunities from Antarctica and the
High Arctic. Appl Environ Microbiol78, 549-559.

Venkatesan, B.M. and Bashir, R. (2011Nanopore sensors for nucleic acid analyseture
nanotechnology, 615-624.

W

Walker, J.E., Saraste, M., Runswick, M.J. and Gay,N.J. (1982) Distantly related
sequences in the alpha- and beta-subunits of Afkhage, myosin, kinases and other ATP-
requiring enzymes and a common nucleotide bindidy EMBO J1, 945-951.

Ward, L.J., Brown, J.C. and Davey, G.P. (1998)Two methods for the genetic
differentiation of Lactococcus lactis ssp. lactiml aremoris based on differences in the 16S
rRNA gene sequencEEMS Microbiol Lettl66, 15-20.

Wall, D., Zylicz, M. and Georgopoulos, C. (1994The NH2-terminal 108 amino acids of
the Escherichia coli DnaJ protein stimulate the A3dactivity of DnaK and are sufficient for
lambda replication] Biol Chen69, 5446-5451.

Wawrzynow, A., Banecki, B. and Zylicz, M. (1996)The Clp ATPases define a novel class
of molecular chaperonellol Microbiol 21, 895-899.

304



Références bibliographique

Wawrzynow, A., Wojtkowiak, D., Marszalek, J., Bane&i, B., Jonsen, M., Graves, B.,
Georgopoulos, C. and Zylicz, M. (1995The ClpX heat-shock protein of Escherichia coli,
the ATP-dependent substrate specificity componérthe ClpP-ClpX protease, is a novel
molecular chaperon&MBO J14, 1867-1877.

Wegkamp, A., van Oorschot, W., de Vos, W.M. and Smj E.J. (2007)Characterization of
the role of para-aminobenzoic acid biosynthesi$olate production by Lactococcus lactis.
Appl Environ Microbiol73, 2673-2681.

Whitaker, R.D. and Batt, C.A. (1991) Characterization of the Heat Shock Response in
Lactococcus lactis subsp. lac#gpl Environ Microbiol57, 1408-1412.

Wolf, Y.l., Aravind, L., Grishin, N.V. and Koonin, E.V. (1999)Evolution of aminoacyl-
tRNA synthetases--analysis of unique domain arctutes and phylogenetic trees reveals a
complex history of horizontal gene transfer eve@Genome Re8, 689-710.

Wu, B., Ang, D., Snavely, M. and Georgopoulos, C1994) Isolation and characterization
of point mutations in the Escherichia coli grpE th&@ock genel Bacteriol176, 6965-6973.
Wydau, S., Dervyn, R., Anba, J., Dusko Ehrlich, Sand Maguin, E. (2006)Conservation

of key elements of natural competence in Lactocedaatis sSpFEMS Microbiol Lett257,
32-42.

Wyszynska, A., Kobierecka, P., Bardowski, J. and Jpusztyn-Krynicka, E.K. (2015)
Lactic acid bacteria-20 years exploring their pttdras live vectors for mucosal vaccination.
Appl Microbiol Biot99, 2967-2977.

Watson, J.D. and Crick, F.H. (1953)Molecular structure of nucleic acids; a structtoe
deoxyribose nucleic acitNaturel71, 737-738.

Wegmann, U.;, O'Connell-Motherway, M., Zomer, A., Bust, G., Shearman, C.,
Canchaya, C., Ventura, M., Goesmann, A., Gasson, M, Kuipers, O.P., van Sinderen,

D. and Kok, J. (2007)Complete genome sequence of the prototype lactet kzecterium
Lactococcus lactis subsp. cremoris MG13bBacteriol189, 3256-3270.

Welch, R.A., Burland, V., Plunkett, G., 3rd, Redfod, P., Roesch, P., Rasko, D., Buckles,
E.L., Liou, S.R., Boutin, A., Hackett, J., Stroud,D., Mayhew, G.F., Rose, D.J., Zhou, S.,
Schwartz, D.C., Perna, N.T., Mobley, H.L., Donnenlig, M.S. and Blattner, F.R. (2002)
Extensive mosaic structure revealed by the completrmome sequence of uropathogenic
Escherichia coliProc Natl Acad Sci U S 99, 17020-17024.

Whittam, T.S. and Bumbaugh, A.C. (2002)inferences from whole-genome sequences of

bacterial pathogen&urrent opinion in genetics & developmd@® 719-725.

305



Références bibliographique

Wetzstein, M., Volker, U., Dedio, J., Lobau, S., Zoer, U., Schiesswohl, M., Herget, C.,
Hecker, M. and Schumann, W. (1992 loning, sequencing, and molecular analysis of the
dnaK locus from Bacillus subtilig. Bacteriol174, 3300-3310.

Wiegert, T. and Schumann, W. (2003Analysis of a DNA-binding motif of the Bacillus
subtilis HrcA repressor proteifREMS Microbiol Let223 101-106.

Winter, J., Linke, K., Jatzek, A. and Jakob, U. (205) Severe oxidative stress causes
inactivation of DnaK and activation of the redoxuéated chaperone Hsp3Blol Cell 17,
381-392.

Wise, A.A. and Price, C.W. (1995Four additional genes in the sigB operon of Basillu
subtilis that control activity of the general sidactor sigma B in response to environmental
signals.J Bacterioll177, 123-133.

Woese, C.R. (1987Bacterial evolutionMicrobiological reviews1, 221-271.

Wommack, K.E., Bhavsar, J. and Ravel, J. (2008)alleiomics: read length mattefgpl
Environ Microbiol74, 1453-1463.

Wallling, E., Gindreau, E. and Lonvaud-Funel, A. (205) A putative glucan synthase gene
dps detected in exopolysaccharide-producing Pedousodamnosus and Oenococcus oeni
strains isolated from wine and cidért J Food Microbiol98, 53-62.

Wetzstein, M., Volker, U., Dedio, J., Lobau, S., Zoer, U., Schiesswohl, M., Herget, C.,
Hecker, M. and Schumann, W. (1992 loning, sequencing, and molecular analysis of the
dnaK locus from Bacillus subtilig. Bacteriol174, 3300-3310.

Wiegert, T. and Schumann, W. (2003Analysis of a DNA-binding motif of the Bacillus
subtilis HrcA repressor proteifREMS Microbiol Let223 101-106.

Wu, G.D., Chen, J., Hoffmann, C., Bittinger, K., Clen, Y.Y., Keilbaugh, S.A., Bewtra,
M., Knights, D., Walters, W.A., Knight, R., Sinha,R., Gilroy, E., Gupta, K., Baldassano,

R., Nessel, L., Li, H., Bushman, F.D. and Lewis, D. (2011) Linking long-term dietary
patterns with gut microbial enterotyp&sience334, 105-108.

Y

Yamamori, T., Ito, K., Nakamura, Y. and Yura, T. (1978) Transient regulation of protein
synthesis in Escherichia coli upon shift-up of gloiemperatureJ Bacteriol 134, 1133-
1140.

Yang, X., Wang, Y. and Huo, G. (2013Complete Genome Sequence of Lactococcus lactis

subsp. lactis KLDS4.032%enome announcemerits

306



Références bibliographique

Yang, B., Peng, Y., Leung, H.C., Yiu, S.M., Chen,.C. and Chin, F.Y. (2010)
Unsupervised binning of environmental genomic fragta based on an error robust selection
of I-mers.BMC bioinformaticsl1 Suppl 2 S5.

Yap, W.H., Zhang, Z. and Wang, Y. (1999Distinct types of rRNA operons exist in the
genome of the actinomycete Thermomonospora chron@goged evidence for horizontal
transfer of an entire rRNA operohBacteriol181, 5201-5209.

Yasui, K., Kano, Y., Tanaka, K., Watanabe, K., Shinzu-Kadota, M., Yoshikawa, H.
and Suzuki, T. (2009)Improvement of bacterial transformation efficiengging plasmid
artificial modification.Nucleic Acids Re37, e3.

Yoong, P., Schuch, R., Nelson, D. and Fischetti, A.. (2004) Identification of a broadly
active phage lytic enzyme with lethal activity agsi antibiotic-resistant Enterococcus
faecalis and Enterococcus faeciuhBacteriol186, 4808-4812.

Young, R. and Blasi, U. (1995Holins: form and function in bacteriophage lystEMS
Microbiol Rev17, 191-205.

Yura, T., Nagai, H. and Mori, H. (1993)Regulation of the heat-shock response in bacteria.
Annu Rev Microbio#7, 321-350.

Yeung, M.K., Donkersloot, J.A., Cisar, J.O. and Ragdale, P.A. (1998)dentification of a
gene involved in assembly of Actinomyces naeslumddV type 2 fimbriaelnfection and
immunity66, 1482-1491.

Yeung, M.K. and Ragsdale, P.A. (19973ynthesis and function of Actinomyces naeslundii
T14V type 1 fimbriae require the expression of &ddal fimbria-associated gendafection
and immunitys5, 2629-2639.

Yokoi, H., Watanabe, T., Fujii, Y., Mukai, T., Toba, T. and Adachi, S. (1991)Some
taxonomical characteristics of encapsulated Lacitiba sp. KPB-167B isolated from kefir
grains and characterization of its extracellulalypaccharidelnt J Food Microbioll13, 257-
264.

Zellmeier, S., Zuber, U., Schumann, W. and WiegertT. (2003) The absence of FtsH
metalloprotease activity causes overexpressioheosigmaw-controlled pbpE gene, resulting

in filamentous growth of Bacillus subtili§.Bacteriol185, 973-982.

307



Références bibliographique

Zeilstra-Ryalls, J., Fayet, O. and Georgopoulos, C(1994) Two classes of extragenic
suppressor mutations identify functionally distinetgions of the GroEL chaperone of
Escherichia coliJ Bacteriol176, 6558-6565.

Zhang, J., Wang, F., Xu, H., Yu, J., Liu, W., BaoQ., Sun, Z. and Zhang, H. (2010)
[Comparison of six molecular methods for differatibn of Lactococcus lactis subsp. lactis
and cremoris]Wei sheng wu xue bao = Acta microbiologica Siti6a1670-1676.

Zhang, W., Wang, C., Huang, C., Yu, Q., Liu, H., Zhng, C. and Pei, X. (2011)
Construction and expression of food-grade betaeyadadase gene in Lactococcus Lactis.
Curr Microbiol 62, 639-644.

Zuo, F.L., Feng, X.J., Chen, L.L. and Chen, S.W. (@4) Identification and partial
characterization of lactic acid bacteria isolateaht traditional dairy products produced by
herders in the western Tianshan Mountains of Chietiers in applied microbiology9, 549-
556.

Zheng, Y., Roberts, R.J. and Kasif, S. (2002penomic functional annotation using co-
evolution profiles of gene clusteiGenome BioB, RESEARCHO0060.

Zhou, Y., Gottesman, S., Hoskins, J.R., Maurizi, MR. and Wickner, S. (2001)The RssB
response regulator directly targets sigma(S) fgragation by ClpXPGenes & development
15, 627-637.

Zhou, Y., Liang, Y., Lynch, K.H., Dennis, J.J. andWishart, D.S. (2011)PHAST: a fast
phage search todNucleic Acids Re39, W347-352.

Zerbino, D.R. and Birney, E. (2008)Velvet: algorithms for de novo short read assembly
using de Bruijn graph&senome Re%8, 821-829.

Zuber, U. and Schumann, W. (1994)CIRCE, a novel heat shock element involved in
regulation of heat shock operon dnaK of Bacillustiis. J Bacteriol176, 1359-1363.

Zuker, M. (2003) Mfold web server for nucleic acid folding and higlization prediction.
Nucleic Acids Re31, 3406-3415.

308



ANNEXE



Annexe

Annexe

Milieux de cultures et conditions de croissance

1-1- Milieu M17 (Terzaghi and Sandine, 1975)

Ce milieu est destiné a la culture des lactocogivmis avons utilisé le milieu M17
(BiokarDiagnostics, Beauvais, France) déshydraé¢ @n’emploi dont la composition est la
suivante (pour 1 L): tryptone 5,0 g, peptone da ) g , infusion de viande 5,0 g, extrait de
levure 2,5 g, glycérohydrogénophosphate de sodi9j g, lactose 5,0 g, acide ascorbique
0,5 g, sulfate de magnésium 0,25 g, pH =7,1.

Le milieu M17 est stérilisé a 120°C pendant 20 enliautoclave.

Dans le cas de bactéries lactiques Lac- (incapdibtdiser le lactose), 25 ml d’'une solution
de glucose a 20% sont ajoutés a ce milieu M17.ouaé solide du milieu M17 est obtenue
par ajout d’agar avant autoclavage a la conceatrate 15 g/L.

1-2- Milieux a base de lait

Ces milieux sont utilisés dans l'identification sieuches bactériennes a activité protéolytique
et a pouvoir acidifiant. La forme liquide du mili¢ait est utilisée dans I'étude des cinétiques
de croissance chez les lactocoques. La forme gelbsées différents milieux comprend de
'agar « Difco » a 12 g/L de concentration finale.

1-2-1- Milieu lait

Ce milieu est reconstitué a 250 g/L avec la poudes « lait Magermilchpulver »
(SaliterGmbH D-876340bergtinzburg) dans de I'eauidéralisée stérile. La solution de lait
ne subit aucun autoclavage.

1-2-2- Milieu lait citraté

8 g de « lait Magermilchpulver » sont dissous dEHd@ mL d’eau déminéralisée stérile, puis
1,3 mL de citrate de sodium stérile (1 M, PH 6d)tsajoutés. Aprés agitation puis incubation
a température ambiante pendant environ 20 min, régpgpation prend un aspect jaune
translucide. 100 mLd’agar (24 g/L) en surfusiontsorélangés au milieu de culture. Le
meélange est homogénéisé, puis réparti dans desshu@tPetri a raison de 25 mL par boite.
1-2-3- Milieu lait glucose

20 g de la poudre « lait Magermilchpulver » sorsdus dans 100mL d’eau déminéralisée
stérile, puis 5 mL de solution de glucose a 20%t spoutés. La solution de glucose est

stérilisée par filtration. 100 mLd’agar (15 g/L) earfusion sont mélangés au milieu de
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culture. Le mélange est homogénéisé, puis répants des boites de Petri a raison de 25 mL

par boite.

1-2-4- Milieu lait X-Gal

C’est un milieu qui permet de différencier les dmg de bactéries lactiques capables de
fermenter le lactose de celles qui ne le fermemnpestll est composé du milieu M17 solide
(15 g/l d"agar) contenant 0,25% de lactose préghatitoclavé préalablement, ensuite 2 ml/|
de X-Gal (5-Bromo-4chloro-3-indolyl- 3-D-galactopyioside) sont ajouté au milieu. Une

solution stock du X-Gal est préparée (20 mg/ml)sddiméthylsulfoxyde (DMSO).

1-3- Milieu HHD «homofermentative-heterofermentative differentiatiione » (McDonald
et al. 1987)

Ce milieu est utilisé sous forme liquide ou solidggermet la mise en évidence des voies
fermentaires des bactéries étudiées (la voie ddesamixtes ou la voie du butane-2,3-diol). Il
est composeé de : fructose 2,5 g/l, 1@, 2,5 g/l, Trypticase peptone 10 g/l, phytonepeptone
1,5 g/L, casaminoacids3g/L, extrait de levure 1, Jlveen 80 1 g/l, vert de Bromocrésol 20
ml. Apres dissolutiondes ingrédients, le milieu agtsté a pH a 7,0,autoclavé pendant 15
minutes, puis réparti dans destubes stériles (1@eninilieu par tube). Une solution stock est
préparée par addition de 0,1 g du vert de bromotd&ns 30 ml du NaOH 0,01N.

1-6- Milieu KMK (Kempler and McKay, 1980)

C’est un milieu qui permet de différencier les dmg de bactéries lactiques capables de
fermenter le citrate de celles qui ne le fermenpar®t Le milieu de base est composé de : lait
écrémé 10 g/L, 2,5 g/L d’hydrolysat de caséine gti5de glucose. Le pH du milieu est ajusté
a 6,6, puis stérilisé a 115°C pendant 15 min adcave.

Deux solutions A et B sont préparés et stériliggediltration sur une membrane millipore de
0,45um :

A : 10% (m/v) de ferricyanure de potassium

B : 1 g de citrate de fer et 1 g de citrate dewondians 40 mL d'eau distillée.

Dix millilitres de chaque solution sont ajoutésri@énent dans un litre du milieu de base,
aprés homogénéisation ; une solution d’agar erusiori est ajoutée au milieu KMK a une
concentration finale de 15g/L.
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2- Conditions de croissance

2-1- Cultures

Des preéeultures de 10 mL de milieu liquide M17 incubéendant une nuit a 30°C ont se
pour inoculer 50 ou 100 mL de milieu M17 ou miligit liquide. Les cultures sont incubé
sans agitation a 30°G7°C, 45°(ou 50°C. Ces milieux sont également utilisés ptétude
descinétiques de croissance bactériennes perl0 h. En milieu sotle les cultures sont

incubées @B0°C, en aérobiose car |es lactocogues sont mimphles et tolerent ainsi ¢

petitesquantités d’oxygene atmosphéric

2-2-Mesure de la densité optiqu

La densité cellulaire d'une suspension bactéri de lactocoques est mesurée
turbidimétrie a une longueur d’'onde de 600 nm. HremM17 la DO est directement relev
(lecture contre du M17), alors gu’en milieu laibeutranspasaaion du milieu est nécessa
par I'ajout de 3,5 ml d’EDTA (10 g/lpH12) a 1mL de culta:. La lecture se fait contre |
témoin composé de 3,5 ml I’EDTA (10 g/L pH12) aidiihé de 1mL de milieu lait stéri

3- Etablissement de la courbe d’étalonnage de la cr@ignce bactérienn

A l'aide de ces courbes étalons on a puluer le nombre UFC correspondant aux

prélevées lors des cinétiques de croissance et tpagsr les courbes de croissanLe
principe d'étalonnage est de faire des dilutiorLi6°™ 1/8M et 1/16™ & partir de culture d
nuit L’étalonnage egiropre a la méme souc La longueur d’'onde utilisée en turbidimét
=600 nm.

courbe étalon de la souche 9B
4500
4000
3500
3000 /
2500 /
2000
1500 /
1000 /

500
0

0,198 0,229 0,24
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Figure A : comparaison des cinétiques de croissance a=®3W’€ten milieu M17 des

Lactocoques issus du lait cricl@melle ou du lait de chevre
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Figure B : comparaison des cinétiques de croissance a3W’€ten milieu Lait des

Lactocoques issus du lait cricl@melle ou du lait de chevre
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Annexe

MM 16s rpoD grpE grokES dnal rpoB clpX clpC dnaK groEL  16S rpoD groEL

MM gdpP  hflB  dnaK groEL rpoB dnal rpoD clpP

Figure : Amplification par PCR des différents genes de dhecmique étudiés chez
Lactococcus lactisiD_9B

316



