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Figure 33 : Evaluation de I'impact des Dam et Dcm méthylases par systeme d’étude hétérologue
chez E. coli. A : Condition LB. B : Condition activatrice milieu M9 + MgS0O4 10 uM. C : Condition
inhibitrice milieu M9 + 10 mM MgSO4. Les constructions P,u.pe-gfp[AAV] ont été transférées dans les
souches d’E. coli XL1 blue (dam+/dcm+) et JIM110 (dam-/dcm-).
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Figure 34 : Evaluation de I'impact des Dam méthylases par un systéme hétérologue chez E. coli. A :
Condition LB, B : Condition activatrice milieu M9 + MgS0O4 10 uM. C : Condition inhibitrice milieu M9
+10 mM MgSO4. Les constructions P,ugpe-gfp[AAV] ont été transférées dans les souches d’E. coli XL1
blue (dam+/dcm+), dam16::Km (dam-/dcm+).



ou dcm- (figure 34 et 35), cependant quel que soit le milieu de culture, le profil de fluorescence est le
méme entre les souches parentale d'E. coli et les souches mutées sur une des deux méthylases. La
limite de ce modele est qu'il s'agit d'un systéme hétérologue et bien qu'il y ait des ressemblances
entre les deux bactéries (forme active de PhoP est la forme phosphorylée, activation a bas MgS04), il
y a aussi des différences comme I'absence de PmrAB et PmrD chez Photorhabdus alors qu'ils sont
présents chez E. coli. Enfin par EMSA nous avons pu montrer une fixation directe de PhoP
(Salmonella) sur la région promotrice de pbgPE (Photorhabdus) pour des concentrations en PhoP-P
de 1 uM. Ceci pourrait expliquer pourquoi pbgPE a pu étre activé par le TCS PhoPQ d’E. coli dans les
systemes hétérologues. Il est possible que la région promotrice de pbgPE chez Photorhabdus soit
plus « dégénérée » dans le sens ou elle accepte la fixation de protéines PhoP hétérologues. Cela
pourrait également expliquer I'absence de PhoP box en amont de pbgPE (Article 2). Donc pour
pouvoir conclure sur les méthylations, nous avons testé chacune des deux méthylations
indépendamment chez Photorhabdus.

Tout d'abord nous avons testé si le site GATC était méthylé. Pour cela nous avons digéré I'ADN
génomique extrait des souches TTO1 et TTO1 cultivée en présence de polymyxine B, ainsi que I'ADN
plasmidique TT01/P,sre-gfp[AAV] (plasmide qui a été décrit et utilisé au lecteur de fluorescence en
microplaque et en cytométrie) de ces mémes souches. Les ADNs ont été digérés par Sau3A, Dpnl et
EcoRl. Sau3A clive les sites GATC et est insensible a la méthylation, Dpnl ne digere I'ADN que si celui
ci est méthylé sur I'adénine du site GATC, enfin EcoRl! est utilisé ici comme enzyme contréle et ne
clive pas les sites GATC. Ces ADN ont ensuite été utilisés pour réaliser un Southern Blot grace a une
sonde correspondant a la région promotrice et une partie du géne de pbgPE (229 pb en tout)
marquée a la digoxygénine. Le profil de digestion (figure 36) entre la condition avec et sans
polymyxine B est exactement le méme donc le profil de méthylation du site GATC par la Dam
méthylase n’est pas différentiel et ne permet pas d'expliquer le switch. Afin de confirmer ce résultat,
nous avons muté le site GATC en GTTC dans la région promotrice de I'opéron pbgPE. Ces mutations
ont été réalisées sur les plasmides utilisés pour la cytométrie, c'est a dire que la région promotrice
mutée de pbgPE est en fusion transcritpionnelle avec la GFP déstabilisée. Ces plasmides ont été
conjugués dans TTO1 et observés en microscopie a fluorescence et on a pu constater qu'on avait
moins de 1% de bactéries fluorescentes ce qui correspond aux valeurs obtenues avec la méme
construction non mutée. Ainsi, on a pu confirmer que la Dam méthylation n'était pas a I'origine du
switch chez Photorhabdus.

Nous avons ensuite testé |'effet des Dcm méthylases. Pour regarder le profil de méthylation des
cytosines de la région promotrice de pbgPE, nous avons utilisé une méthode largement employée
chez les eucaryotes: le traitement des ADNs au bisulfite. En effet, le bisulfite transforme les cytosines

non méthylées en uracile et apres amplification par PCR une thymine viendra remplacer les cytosines
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Figure 35 : Evaluation de I'impact des Dcm méthylases par un systeme hétérologue chez E. coli. A :
Condition LB, B : Condition activatrice milieu M9 + MgS04 10 uM. C : Condition inhibitrice milieu M9
+ 10 mM MgSO4. Les constructions P,pgee-gfp[AAV] ont été transférées dans les souches d’E. coli
BW25113 (dam+/dcm+), JJW144-2 (dam+/dcm-).
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Figure 36 : Le site GATC de pbgPE est méthylé. Southern blot sur 5 pg d’ADNg et 100 ng d’ADN
plasmidique (TTO1/P,ueeegfp[AAV]). Aprés migration dans le gel d’agarose 1%, la sonde ADN pbgPE

(229 pb) est marquée a la diogoxygénine et utilisée pour détecter les fragments de digestion. La

révélation se fait par chimiluminescence sur film Kodak.



non méthylées, ces changement de séquence sont facilement détectés par séquencage. Comme
montré figure 37, on peut voir que la cytosine du site CCTGG de fixation pour la Dcm méthylase est
méthylé.

Enfin nous avons cloné une version raccourcie du promoteur de pbgPE ne contenant ni le site pour la
Dam ni le site pour la Dcm méthylase en amont de la GFP puis transféré ces constructions dans la
souche sauvage de P. luminescens. Au microscope nous, observons toujours seulement 1% de
bactéries fluorescentes ce qui confirme que les Dam/Dcm ne régulent pas le switch chez
Photorhabdus.

Il semblerait donc que ni les Dam ni les Dcm méthylases ne soient responsables de I'apparition de la

sous population résistante.

Caractérisation de la région promotrice de pbgPE

Nous avons caractérisé le site d'initiation de la transcription des genes pbgPE et aillp afin de mieux
caractériser la région promotrice de pbgPE dans la sous population résistante (pour phoP voir
Derzelle et al. 2004). Dans l'article 2 nous avons identifié le site d'initiation de la transcription de
pbgPE et ailly a partir de la souche TTO1 cultivée en condition activatrice a 10 uM MgSO4. Nous
avons réalisé la méme expérience sur des cultures de TTO1 cultivées en présence de polymyxine B et
déterminé le site d'initiation de la transcription pour pbgPE uniquement (figure 38). Nous avons pu
constater que les sites d'initiation de la transcription en condition MgS04 ou polymyxine B sont
différents. Le site d'initiation en condition polymyxine B est situé en aval de celui dépendant du
MgSO4 et trés proche de I'ATG. Aucun consensus conservé entre les conditions MgS0O4 et
polymyxine B n'a été retrouvé, en revanche de part et d'autre du site -35 obtenu en condition
polymyxine B il semble y avoir un motif répété. Bien que ce motif ne corresponde pas a celui identifié
chez Salmonella, il possede la méme structure un motif répété séparé par plusieurs nucléotides.
Cette découverte est inédite puisque cela signifierait que les sous-populations induites en condition
MgSO4 ou en condition polymyxine B seraient différentes puisque selon la condition de culture les
génes de résistance ne sont pas transcrits selon le méme mécanisme (+1 MgSO4 différent du +1
polymyxine B). Chez Salmonella, le Mg*" comme étant un inducteur du systéme a déja été remis en
cause comme étant un inducteur non naturel ne fonctionnant probablement qu'in vitro (Martin-
Orozco et al. 2006) . Chez Photorhabdus, il est possible qu'en MgS04 nous observions un artéfact du
systeme en forgant I'expression des genes de résistance. Quoiqu'il en soit cela ouvre la possibilité
que les génes de résistance soient régulés comme les génes pap a savoir avec une expression
dépendante de la méthylation qui génére des sites de fixation différents (proximales ou distales),

(Chapitre I-1V Introduction générale).
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Figure 37 : Le site CCAGG de pbgP est méthylé. Alignement des séquences modifiées par le bisulfite
par MultiAlign. Ref pbgP : séquence témoin sans traitement bisulfite (MAGE software). Tous les
autres échantillons ont été traités au bisulfite sont représenté ici : 1 réplicat génomique dans les
deux conditions avec et sans polymyxine B (ADNgTTO1+/-poly) et 2 réplicats plasmidiques
(ADNpTTO1 et ADNp(2) +/- poly). La fleche et I'encadré noir indique le site de méthylation par les
Dcm (deuxiéme cytosine).

aill TT01 ACAATAAACGAGATTGAGIIEIII T CTATTGATTGT TGATAAATAAT CGCGCAl

phoP TTO1 TATTTCCACTTAACGICT TACAGATCCATGTAT ACTCA
pbgP My2+ TTO1 TCATACCTGIGITTA CAAATATAGTCATCT CGITAT
pbgP poly TT01 ACGATTCGITCAAATAT AATATATCGTT GAATGAATT
phoP sal m ACTATTTGICTGGITT GTTTATCCCCAAAGCA CAACGCT]
pbgP sal m CTTCACCTTAATTTCTT TCAGCT]

TTTAATCTTCATCCA

Figure 38 : Identification des sites d’initiation de la transcription pour les génes aillp, pbgP
(conditions Mg”" et polyB) phoP (Derzelle, 2004) de P. luminescens et phoP et pbgP de S.
Typhimurium ((Wosten et Groisman 1999), (Lejona et al. 2003)). Les ARNs ont été extraits de la
souche sauvage cultivée dans différentes conditions. lls ont été traités par le 5’/3’ RACE kit (ROCHE)
puis séquencés et analysés. Les motifs soulignés pour phoP et pbgP Salmonella représentent
respectivement la PhoP box et la PmrA box. Le motif souligné pour pbgP poly TTO1 représente un
motif répété de part et d’autre du -35 et donc une PhoP box putative. Surligné en rouge : le site -35,
Surligné en violet : le site -10, surligné en vert : le site d’initiation de la transcription.
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Ces trois années ont permis de mettre en évidence et de caractériser I'hétérogénéité de la résistance
aux CAMPS chez Photorhabdus et en particulier de caractériser moléculairement la sous-population
résistante au CAMPS chez la souche TT01. Nous avons pu démontrer que seul 0,5% de la population
sauvage bactérienne étaient responsables de la mort de I'insecte. Au sein du genre Photorhabdus,
nous avons pu démontrer qu'il y avait une corrélation entre hétérogénéité de la population et
virulence, en revanche chez Xenorhabdus aucune corrélation n'a pu étre mise en évidence. De plus
chez Xenorhabdus nematophila le mutant phoP est virulent (Heidi Goodrich-Blair communication
personnelle). Nous proposons que la sous-population résistante de Photorhabdus ait un role dans
I'adaptation a environnement changeant. Chaque insecte possédant son propre cocktail de CAMPs et
Photorhabdus étant véhiculé par leur nématode entomopathogéne dans plusieurs ordres d'insectes
(Iépidopteres, dipteres et coléopteres), la pré-existence d'une sous-population bactérienne
résistante permettrait a la bactérie une survie dans toutes les familles d'insectes. On peut imaginer
gue sans cette sous-population la bactérie devrait muter et s'adapter a chaque type de défense de
I'nGte insecte ce qui d'une part aurait un fort co(t et d'autre part ne garantirait le succés pathogene
que si la mutation s'effectuait suffisamment rapidement, avant I'élimination de toutes les bactéries.
En effet, un des roles des CAMPs dans l'insecte est de s'assurer qu'aucune infection persistante ne
puisse s'installer apres I'action de lI'immunité. L'existence de cette sous-population résistante chez
TTO1 pourrait ainsi étre une stratégie d'adaptation de la bactérie a des changements
environnementaux a moindre colt. Cet argument peut étre appuyé par le fait que seule une faible
part de la population sauvage est pré-adaptée et surtout que ce phénoméne est complétement
réversible in vitro et in vivo. De méme, pourquoi toute la population bactérienne n’est pas
résistante ? Cela pourrait s’expliquer par le fait que le colt pour la bactérie de maintenir son LPS
modifié est plus important que le colt lorsqu’il n’est pas modifié. Ou alors, pour rappel, le nématode
est colonisé par la forme M de Photorhabdus et transitoirement par la forme P (avant le
« madswitch »). Il est possible que le nématode doive récupérer des formes P résistantes et sensibles
et non juste une forme résistante avant I'émergence du cadavre et le « madswitch », cependant
cette hypothése n’a pas été explorée a I’heure actuelle. Quoiqu’il en soit, la bactérie ne maintient pas
toute sa population résistante. Bien que tout ceci reste des hypothéses découlant principalement de
I'observation et d'extrapolations, le role de cette sous-population résistante n'en reste pas moins
essentiel pour le cycle biologique de cette bactérie.

Cette thése s’est donc articulée autour de cette thématique, a savoir, caractériser cette sous-
population résistante aux CAMPs. Le systeme a deux composantes PhoPQ a un réle central dans la
régulation de la résistance aux CAMPs chez de nombreuses bactéries y compris Photorhabdus
(Derzelle et al. 2004). Cependant son régulon n'était que peu étudié et caractérisé chez

Photorhabdus. Nous avons pu démontrer que la forme active de PhoP était la forme phosphorylée et
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gue cette derniere pouvait se fixer de maniere directe sur les régions promotrices des génes aillp,
phoP (boucle de rétro-action positive) et pbgPE ce qui en fait des marqueurs du régulon PhoP. Enfin,
ces geénes sont surexprimés en condition MgS04 10 uM, confirmant que le Mg2+ est aussi un
inducteur de Photorhabdus in vitro (comme chez Salmonella), et ces génes sont retrouvés plus
exprimés dans la sous-population résistante que dans la population totale. Aussi pbgPE est impliqué
dans la modification du LPS modifiant la charge de la bactérie (Bennett et Clarke 2005) en conférant
une résistance aux CAMPs, et il est directement régulé par PhoP (article 2). Les premiers résultats de
cette thése avaient permis de localiser le mécanisme responsable de l'apparition de cette sous-
population comme étant situé entre PhoP et pbgPE (antibiogrammes mutants et complémentations).
Plusieurs hypothéses concernant le réle de PhoQ et de PhoP ont été testées durant ces trois années
afin de décrypter le mécanisme du switch qui pourrait nous permettre a terme d’obtenir une
population 100% résistante. Nous avons pu constater que ni la transcription ni la traduction ni les
mutations constitutives n’étaient a I'origine du switch entre bactéries sensibles et résistantes (figure
25). Nous nous sommes donc intéressés aux régions promotrices directement régulées par PhoP afin
de savoir si elles n"avaient pas un rdole dans I'apparition de la sous-population résistante. Nous avons
écarté I'hypothése selon laquelle la variation de phase génétique était a I'origine du switch dans les
régions étudiées. Il nous restait donc a étudier les phénomeénes épigénétiques. Afin de confirmer que
la région promotrice de pbgPE était bien responsable de I’hétérogénéité de la population nous avons
construit une fusion entre le promoteur de aillp constitutivement exprimé chez TTO1 (figure 30) et
les génes pbgPE. Nous avons pu observer une augmentation du nombre de bactéries résistantes in
vitro (25-50%) corrélés avec le phénotype in vivo a savoir une mortalité précoce des insectes par
rapport a la souche sauvage (données non montrées). La région promotrice de pbgPE est donc clé
dans I'apparition de I’'hétérogénéité. Nous avons pu cibler que seules 95 pb en amont de I'ATG
étaient responsables de cette hétérogénité (Chapitre V). Il été décrit chez les procaryotes que les
méthylations dans les régions promotrices pouvaient influencer I'expression des genes (ex: pap)
(pour synthése (Hernday, Braaten, et Low 2004) et Chapitre I-IV introduction générale). Il est
important de noter que des paralléles entre PhoP et méthylation ont déja été mis en évidence chez
Salmonella. Notamment, Casadesus et coll. ont pu montrer que la Dam méthylase était capable de
réprimer PmrB indépendamment de PhoP, or PmrB (Figure 8) appartient au systeme a deux
composante régulant directement I'expression de pbgPE chez Salmonella (Garcia-Del Portillo,
Pucciarelli, et Casadesus 1999). De méme, ils ont pu mettre en évidence que les profils de
méthylation étaient différents entre la souche sauvage et le mutant phoP chez Salmonella et qu’il n’y
avait pas d’interférence pour I'expression entre Dam et PhoP. lls en ont donc conclut que PhoP ou un
produit régulé par PhoP était capable de bloquer la méthylation Dam dépendante. Nous avons donc

tout naturellement testé cette hypothese de méthylation en systeme hétérologue (E. coli sauvage et
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mutées) et chez TTO1. L'introduction des constructions P,,grc-gfp[AAV] chez les souches d’E. coli dam-
/dcm- vs dam+/dcm+ ont montré un rble probable des méthylations Dam et/ou Dcm dans
I'apparition de I'hétérogénéité (augmentation de I'expression du promoteur de pbgPE dans les
doubles mutants). En revanche, aucun des simples mutants dam/dcm chez E. coli n’a donné de
résultats. De plus, on a pu démontrer chez TT01, que les sites reconnus par les Dcm et Dam
méthylases de la région promotrice de pbgPE étaient méthylé dans les deux sous-populations.
Cependant, I'hypothése d’'une méthylation comme responsable du switch épigénétique n’est
toujours pas exclue a I'heure actuelle. En effet, Chez Salmonella, I'hypothese qu’un produit de PhoP
puisse aussi modifier le profil de méthylation a été émise. Dans cette optique deux approches sont
poursuivies au laboratoire et seront mise en ceuvre aprés mon départ. La premiére est une approche
globale de RNAseq entre les deux sous-populations afin d’identifier le régulon PhoP dans sa globalité
et notamment rechercher un lien entre I'expression de phoP et des DNA méthylases. La seconde est
une approche globale du méthylome. En effet, le laboratoire est en discussion avec Génome Québec
afin qu’ils réalisent le méthylome de TTO1 pour les deux sous-populations selon la technique de
séquencage SMRT qui permet d’identifier les modifications spécifiques de chaque nucléotide
lorsqu’elles sont présentes. Ces deux approches misent en paralléles pourraient confirmer ou réfuter
I’hypothése « méthylation » mais apporteraient, quoi qu’il en soit, de nouvelles données sur le
régulon PhoP.

Enfin, il faut savoir que les résultats obtenus chez E. coli doivent étre traités avec précaution. En
effet les méthylases Dam, Dcm et EcoK1 sont les principales méthylases identifiées dans le génome
de E. coli. Or chez Photorhabdus, on ne retrouve pas moins de 12 méthylases dont la moitié sont des
méthylases orphelines (n’appartenant pas a un systéme de restriction-méthylation). Parmi ces
méthylases orphelines, on retrouve par exemple un homologue de la Dam méthylase. Chez
Photorhabdus, trés peu de profils de méthylation ont pu étre attribués a une méthylase précise, donc
cela rend I'analyse plus difficile des régions promotrices. L'approche globale du méthylome pourrait
permettre d’identifier de nouveaux sites de méthylations non définis a I'heure actuelle et la
méthylase responsable de I’hétérogénéité n’a pas encore été décrite a ce jour. Cette these a été

résumée en un schéma afin de faire ressortir tous les éléments importants a se rappeler (figure 39).
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Table 1 : Liste des plasmides et souches non listédans les articles

Souches ou plasmides

Génotype ou caractéristiques descriptives

Source ou références

P. luminescens strains

TTO1l
phoP
TTO1/ Ruiipi -gfp[AAV]

phoP / Puizpi -gfp[AAV]

TTO1/ Rygre-gfp[AAV]

TTO01/ Rypgre-gfp[mut3]

TT01/ Rac-gfp[AAV]

phoP/ Pyogpe-gfp[mut3]

TTO01/ RicPhoPQ

phoP/ pBB-Ry-PhoPHA(D52A)
phoP/ pBB-Ry-PhoPHA(DS52E)
phoP/ pBB-R,c-PhoPQ(A46T)
phoP/ pBB-R,-PhoPQ(T45I)
TTO01/ pBB-Ryi1p-PbgPE

phoP/ pBB-Pui1p-PbgPE

TTO01/ pBB-MCS5

E. coli strains

XL1 blue MRF

WM3064

BL21 (DE3) pLysS

Wild type isolated frorieterorhabditis bacteriophora nematode
TTO1 phop::cat ;phop mutant
Transconjugant, TTO1 contenant le plasmigdgdP-gfp[AAV], Km R

TransconjuganiphoP contenant le plasmide;Re -gfp[AAV], Km R

Transconjugant, TTO1 contenant le plasmigg,®-gfp[AAV], Km *
Transconjugant, TTO1 contenant le plasmiigere-gfp[mut3], KmR
Transconjugant, TTO1 contenant le plasmidg-Bfp[AAV], Km ®
TransconjuganphoP contenant le plasmidegre-gfp[AAV], Km ®
Transconjugant, TTO1 contenant le plasmideH®PQ, Gy

TransconjugarmhoP contenant le plasmide pBBsPPhoPHA(D52A),

KmR

TransconjugamhoP contenant le plasmide pBBsPPhoPHA(D52E),

KmR

TrgnsconjugarpihoP contenant le plasmide pBBsPPhoPQ(A46T),
Km

TrgnsconjugarpihoP contenant le plasmide pBBsPPhoPQ(T45I),
Km

Transconjugant, TTO1 contenant le plasmR: By 1p-PbgPE, G
TransconjugarghoP contenant le plasmide pBBsfb-PbgPE, G
Transconjugant, TTO1 contenant &splide pBB-MCS5, Gk

A(mecrA)183 A(mer CB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl
gyrA96 relAl lac F' proAB lacfZ4M15 Tn10 (Tet")]
thrB1004pro thi rpsL hsdSlacZAM15 RP4-136Q\(araBAD)567
AdapAl1341::[erm pir (wt)]

Fdem ompT hsdS(rs'mg) gal M(DE3) [pLysS Carfj

Collection du laboratoire
(Derzelle et al. 2004)
(Mouammineet al. 2014)

(Mouammineet al. 2014)
cette thése

Cette these

(Abi Khattar 2009)
cette these
(Derzelleet al. 2004)
cette thése

cette thése

cette thése

cette thése

cette these

cette thése
cette these

Stratagene

(Paulick et al. 2009)

Stock de laboratoire




JM110
Daml16::Km

JW144-2

BW25113

Plasmids

PacPhoPQ
PlapbgPE
pPROBEgfp[AAV]
I:)pbgPE' gfp[AAV]
Pobgre-gfp[mut3]
Pailipi -Ofp[AAV]
Poogre(cTTe) -Ofp[AAV]

I:)I ac” gf p[AAV]

pBB-MCS5
pBB-Puii1p-pbgPE

pBB-Rac-PhoPQ(A46T)

pBB-Ra:-PhoPQ(T45I)

rpsL (Str)thr leu thi-1 lacY galK gal T ara tonA tsx dam dem supE44
A(lac-proAB) [F' traD36 proAB lacl4 ZAM15]

F-,4, rph-1, daml6::Km

F-, A(araD-araB)567, AlacZ4787(::rrnB-3), 1, ydcZ739::kan, rph-1,

A(rhaD-rhaB)568, hsdR514

F, A(araD-araB)567,Alacz4787(::rrnB-3) /7, rph-1,A(rhaD-rhaB)568,

hsdR514

Un fragment de 2,5kb a été cloné dans lenplagpBBR1-MCS5/Xbal-
Pstl (sous le contréle du promoteuy p

Un fragment de 7,5kb a été clone dans lendaspBBR1-MCS5/Pstl-
BamHI (sous le contrble du promoteuy: p
Plasmide (pBBR1 replicon) contenant le gegip[ AAV] en aval d’'un

site de multi clonag&m”®

pPROBE avec layfp[AAV] sous le contrdle du promoteuggee, Knm®
pPPROBE avec lgfp[mut3] sous le contrdle du promoteysgpe, Knm?
pPROBE avec lagfp[AAV] sous le contrdle du promoteugpPl Km'®
PPROBE avec lagfp[AAV] sous le controle du promoteupggee muté
sur le site GATC en GTTCKm

pPROBE avec lagfp[AAV] sous le contréle du promoteur.g Km®

Plasmide a large spectre ‘Gmob
pBBR1-MCS5 contenant I'opérplogPE sous contrble du promoteur

Pail1pi

pBBR1-MCS5 (Gf contenant I'opérophoPQ avec la mutation
PhoQ(A46T) sous contrdle du promoteyt p

pBBR1-MCS5 (Gf contenant I'opérophoPQ avec la mutation
PhoQ(T45I) sous contrdle du promotewt p

Stratagene

(Lgbner-Olesen et von
Freiesleben 1996)
(Baba et al. 2006)

(Baba et al. 2006)

(Derzelleet al. 2004)
(Abi Khattar 2009)

(Miller, Leveau, et Lindow
2000)

cette these

cette these

cette these

cette these

(Abi Khattar 2009)

(Kovachet al. 1995)
cette these

Cette thése

Cette thése




pBB-MCS2
PBB-PaPhoP-HA
PBB-Pac-PhoPHA(D52E)
PBB-Pac-PhoPHA(D52A)

PBB-Pac-PhoP(HTH)-HA

Plasmide a large spedt@™ mob (Kovach et al. 1995)
pBBR1-MCS2Km") contenant la protéine PhoP-HA Cette thése
pBBR1-MCS2 (KR contenant la protéine PhoP-HA avec la mutatioBette thése
PhoP (D52E) sous contrble du promotegy p

pBBR1-MCS2 (Kff) contenant la protéine PhoP-HA avec la mutatioBette thése
PhoP (D52A) sous contrdle du promoteys p

pBBR1-MCS2 (Kff) contenant la protéine le domaine HTH-HA de cette thése

PhoP sous contrdle du promote p
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Table 2 : Liste des primers non cités dans leslasti

Nom

Séquence (5’ vers 3’)

Localisation

L-PpbngXbal

GCTCTAGATTACAGTCCAGGCTTATGTATGTGCC

R-PpbngKpnI

CAGGTACCCTATGGAAGAAAGCTATCCATAAAACACAGTCC

Utilisé pour amplifier la
région promotrice dpbgPE

L-P_ii1p-Ncol CTCGAGAAAGCGGGTATCCAGGTTTA Utilisé pour amplifiela
région promotrice daillp

R-Psijp-Xhol GCGGTACCCCTACCGCTACCACTGAAGC

L-PohorXbal GCGCTCTAGAAAACATCCGTCTGTTGCTATCC Utilisé pour arfifier la
région promotrice de phoP

R-PonorKpnl GCGCGGTACCCTCTCCAGCAGGCAGTTATTG

L-PhoPHA- GCGCGGATCCCTGGAAGGAATTATTCCATGCGGATATTGA | Utilisé pour construire la

BamH| TCGTTGAAGACAACATGTTACTGCGTCACCATCTAACG protéine PhoP taguée HA

R-PhoPHA- GCGCTCTAGATTAAGCGTAGTCTGGGACGTCGTATGGGTACA

Xbal CATCGAAGCGATAGCCTTGGCCCCGGACAGTCACGATAGCT

TCATA

L-PhoP(HTH)-
HA-BamHlI

GCGCGGATCCCTGGAHBAGGAATTATTCCATGTTTCATCTTGA
GGAAATTATTGCCCGTATGCAGGC

R-PhoP(HTH)-

GCGCTCTAGATTAAGCGTAGTCTGGGACGTCGTATGGGTACA

Pour construire la protéine
PhoP tronquée taggué HA

HA-Xbal CATCGAAGCGATAGCCTTGGC

L-PhoPHis- CGCGCGCCGCATATGCGGATATTGATCGTTGAAGACAACAT | Pour construire la protéine
Ndel GTTACTGC PhoP tagguée histidine
R-PhoPhis- GCGCGGATCCTTACACATCGAAGCGATAGCCTTGGCCCCG

BamH|I

L-PhoQ(T45I)

GTTACCTGGTCAGTTTTGATAARATTGCTTATACACTGCTAC
G

R-PhoQ(T451)

CGTAGCAGTGTATAAGBATTTTATCAAAACTGACCAGGTA
AC

Pour introduire la mutation
T45] dans PhoQ

L-PhoQ(A46T)

GGTCAGTTTTGATAAAACTACTTATACACTGCTACGTAGTCA
G

R-PhoQ(A46T)

CTGACTACGTAGCAGTGTATAAGTAGTTTTATCAAAACTGAC

C

Pour introduire la mutation
A46T dans PhoQ




L-PhoP(D52A)

GAACCCGATATTGCCATTGTGCTCTTGGTTTGCCCGGAGAA
G

R-PhoP(D52A)

CTTCTCCGGGCAAACCABAGCAACAATGGCAATATCGGGT
TC

Pour introduire la mutation
D52A dans PhoP

L-PhoP(D52E)

GAACCCGATATTGCCATTGTBGAACTTGGTTTGCCCGGAGAA
G

R-PhoP(D52E)

CTTCTCCGGGCAAACCAATGI CAACAATGGCAATATCGGGT
TC

Pour introduire la mutation
D52E dans PhoP

L- CGTGAATCTGTACGTATCGTGGTTCGATAGTAATTTCCACTT | Pour remplacer I'alanine du

pbgPE(GTTC) | AATTTGC site GATC par une thymine

R- GCAAATTAAGTGGAAATTACTATCGAACCACGATACGTACA

pbgPE(GTTC) | GATTCACG

L- TAGTTTAGGTTTATGTATGTGT Amplifier la région promotcde

bisulfitepbgPE de pbgPE modifié au bisulfite
a partir de 'ADN génomique

R- TAAATTTCTTCATCACCAATTA PCR1

bisulfitepbgPE

L- TTGTGAATTTGTATGTATTGTG Amplifier la région promotrice

bisulfitepbgPE( depbgPE modifié au bisulfite

nested) a partir de I'ADN génomique

R- CTTCATCACCAATTACAAAAC nested PCR

bisulfitepbgPE(

nested)

L- TAGTTTAGGTTTATGTATGTGT Amplifier la région promotcie

bisulfitepbgPE depbgPE modifié au bisulfite

plasm a partir de 'ADN plasmidique

R- AAACAACTCCAATAAAAAATTCT

bisulfitepbgPE

plasm

L- TAGTTTAGGTTTATGTATGTGT Amplifier la région promotcie

bisulfitepbgPE de pbgPE modifié au bisulfite

plasm(nested)

R-
bisulfitepbgPE
plasm(nested)

AAATTCAAACTCAATACCCTAT

a partir de I'ADN plasmidique
nested PCR

L-south-pbgP

TGGCGGGTTTTCTTACCATA

R-south-pbgP

TTCTTCATCACCGATTGCAG

Pour réaliser weadepbgPE
marquée pour les southern
blot

L-petitpbgPE-
Sofl

GCGCCCTGCAGGCCACTTAATTTGCTAAATCATACCTG

R-petitpbgPE-
Sall

GCGCGTCGACGACGAGAAAATGGAAGAAAGC

Utilisé pour amplifier une
version raccourcie de la régig
promotrice degpbgPE













Résumé

Photorhabdus Iluminescens est une entérobactérie bioluminescente portée @msymbiote dans l'intestin de nématodes
Heterorhabditis bacteriophora au stade juvénile infestant. Ce complexe nématéhant peut infester et tuer une large
gamme d’insectes et est utilisé en lutte biologicomtre des ravageurs de cultures. Lorsque la fiaetst relarguée dans le
sang (hémolymphe) des insectes, les peptides antioiéns cationiques (PAMs) sont produits en répahd’infection.
Cependant, au final la bactérie résiste et tueditesen une trentaine d’heures. Des antibiograneindes étalements de la
souche sauvage en présence de polymyxine B, onténgué la majeure partie de la population est benst qu’une faible
proportion de bactérie (0.5%) est résistante @lgnpyxine B.Afin de mieux comprendre le mécanisme de résistane@gix
PAMs cationique I'objectif de cette thése a été ddicrire la sous-population résistante cheBhotorhabdus.

Tout d’abord, les deux populations (sensibles sist@ntes) retrouvées chez notre modéle d'dudieminescens TTO1 ont
été décrites, et nous avons pu conclure que ceoptedre était abondamment retrouvé dans les difiésergpeces au sein du
genrePhotorhabdus.

Le mécanisme de résistance aux PAMs dPtetorhabdus est connu et controlé par le systéme a deux coanpes PhoP-
PhoQ initialement décrit chesalmonella sp. PhoP est directement impliqué dans la régulatmfiexpression de I'opéron
pbgPE responsable de la modification du LPS. L'incorpiorade molécules chargées positivement entrairediminution
de la charge membranaire globale produisant aesibdictéries plus résistantes aux PAMs cationiddess avons donc
dans un second temps partiellement caractérisggldan PhoP essentiel a I'expression des genedségance. Nous avons
pu ainsi identifier des marqueurs du régulon Phmirge les géneail, phoP, etpbgPE. Enfin, la construction d’une fusion
transcriptionnelle entre le promoteur de I'opépgPE et une GFP conjuguée a l'utilisation de la cytareétn flux nous a
permis de suivre I'expression du gene de résistdrec@roportion de cellules qui expriment la GFPdsnviron 0.3%. En
présence de polymyxine B, nous constatons que Idrede bactéries GFP positives croit d'un factéurl@e méme, on
dénombre en RT-gPCR environ 4 fois plus de transiuitgenepbgP dans la sous-population résistante a la polymyR&ine
Enfin, in vivo nous avons pu démontrer que cette sous-populafisistante était responsable de la mort de liesect
Plusieurs mécanismes pouvant expliquer I'apparitiencette sous-population résistante ont été tekids cette thése.
Photorhabdus présente donc une population hétérogene sépatgactdries résistantes et sensibles avec un r&etedsle

la sous-population résistante pour I'infection ‘deskcte

Mots clés: hétérogénéité PAMs résistance pathogéne insecte

Summary

Photorhabdus luminescens is a bioluminescent enterobacterium carried agr®nt in the intestine of infective juvenile
stage oHeterorhabditis bacteriophora nematodes. The nematode -bacterium complex caatiafd kill a wide range of
insect larvae and is used as biological controhtmyagainst crop pests. When the bacteria areseslaato the insect
hemolymph, cationic anti-microbial peptides (CAMB8} produced in response to infection. Howeveb#uteria can resist
and kill the insect in about 35 hours. Antibiograansl spreading on plates®fluminescens TTO1 wild type strain with
polymyxin B revealed that the major part of popualativas susceptible and only about 0.5% of bactaaresist to
polymyxin B.To have a better understanding of resistance mecha toward CAMP, the aim of this PhD thesis was
to characterize the resistant sub-population ifPhotorhabdus.

We first described the two sub-populations foundPinluminescens wild type strain TTO1 (sensible and resistant) and
concluded that this phenomenon was mostly foundliffierent species in thighotorhabdus genus.

The resistance mechanism against CAMPBhatorhabdus is well known and required the two-component sysihoP-
PhoQ initially described irSalmonella sp. In Photorhabdus, PhoP directly regulates the expressionpdPE operon
required for LPS modification. The incorporationpafsitively charged substituents results in a ass$ lof negative surface
charges, producing bacterial membrane more resigiaDAMPS. We partially investigated the PhoP nekweecessary for
resistance gene expression and we therefore dedcsibme PhoP-dependent genes suchilds phoP, pbgPE. Finally,
transcriptional fusion between tipbgPE promoter and a destabilized GFP associated wath ftytometry allowed us to
monitor the expression of resistance gene. Ab@#M®f bacteria are GFP-positive bacteria. We olegbtliat the number of
GFP-positive bacteria increased by 65-fold in pmeseof polymixin B. Also, a 4-fold increase piigP transcripts in the
population selected with polymixin B was quantifiéd.vivo we demonstrated that only the resistaflt-gopulation was
responsible for insect death. Several underlyingharisms that could explain the emergencBhotorhabdus of a mixing
population relative to CAMP resistance were assedssddg this PhD.

Photorhabdus population is heterogenic and separated in sensibdl resistant sub-population with the major fotethe
latest in then vivo phenotype.
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