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Avant-propos

Cette thése a été pour moi plus qu’un parcours académique, elle aura été€ un alibi pour une
aventure personnelle.

Au nom de cette these, j’ai rencontré des personnes de divers horizons que je n’imaginais pas
lors de mon arrivée cette année-1a, en plein hiver a Zaventem apres avoir parcouru 7000 Km.
Ce manuscrit est le résultat de plusieurs années d’études allant des sciences des aliments a la
biologie moléculaire en passant par la bioinformatique. Cette thése a nécessité mon passage
dans plusieurs universités (Université d’ Abobo-Adjamé, Faculté des Sciences Agronomiques
de Gembloux et Université des Sciences et Technologies de Lille).

Ces travaux sont le fruit entre la collaboration de plusieurs chercheurs issus de laboratoires
différents (Laboratoire Wiame De Bruxelles et de Chimie Biologie de Gembloux en Belgique,
les laboratoires de Procédés Biologiques, Génie Enzymatique et Microbien et d’Informatique
Fondamentale de Lille en France).

Ce manuscrit est un condensé de plusieurs approches a I'interface de plusieurs disciplines
(biomoléculaires, bioinformatiques, de biotechnologies et de biochimie).

Cette these a permis la publication d’un article scientifique dans une revue internationale, de
deux autres articles soumis et en cours de publication, d’un congres international, de

communications orale et sous forme d’affiches, puis enfin d’un logiciel libre.
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Résumé

Les synthétases non ribosomiales sont des complexes multienzymatiques qui synthétisent des
peptides atypiques par un mécanisme de thiotemplate indépendant des ribosomes. Ces peptides
possedent un large spectre d’activités biologiques et sont utilisés dans les domaines de la
médecine et de la recherche biologique. Leur application dans d’autres domaines comme
I’agriculture et I’environnement est de plus en plus envisagée a cause de leurs fonctions diverses
et surtout pour leur innocuité par rapport aux analogues chimiques. Plusieurs microorganismes
posséderaient la capacité de synthétiser ces molécules particulieres.

Nos travaux se sont concentrés sur la mise au point d’une nouvelle approche moléculaire de
criblage par la réaction de polymérisation en chaine, dans le but de détecter des souches de
Lactobacillus et de Bacillus ayant le potentiel de syntese de ces peptides non ribosomiaux. Ainsi,
plusieurs couples d’amorces dégénérées spécifiques (Asl-F/Ts2-R, Am1-F/Tm1-R, Af2-F/Tfl1-
R, Apl-F/Tpl-R et Abll-F/Tbl1-R) ont été définis a partir des génes connus de synthétases
impliquées dans la biosynthése de ces molécules. Ces amorces ont permis de révéler le potentiel
de synthése de molécules non ribosomiales des souches de Bacillus cereus LMG 2098 et de
Bacillus thuringiensis serovar berliner 1915, puis ont confirmé la présence de genes NRPS dans
d’autres bacilles déja connus pour la production de ces molécules.

La combinaison de ce criblage moléculaire aux analyses biochimiques classiques et aux outils
bioinformatiques a permis la découverte d’une nouvelle famille de lipopeptides non

ribosomiaux : les kurstakines.
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Introduction générale

Certains champignons et bactéries produisent des molécules peptidiques jouant un rdle
primordial dans le développement et la survie de la cellule qui sont synthétisées par une voie
différente de la voie ribosomiale classique.

Cette voie de syntheése substitue aux ribosomes, des complexes multienzymatiques pour la
synthese protéique et n’utilise donc pas la traduction des molécules d’ARN. Ce type d'enzyme
est appelé Non Ribosomal Peptide Synthetase (NRPS), selon l'appellation anglo-saxonne.
L’intérét de cette voie de syntheése réside dans le fait qu’elle produit une diversité de molécules
décrites comme ayant un grand nombre d’activités biologiques.

Toutes les molécules de type non ribosomial décrites a ce jour sont synthétisées par des
microorganismes. En effet, leur syntheése par des organismes supérieurs n’a pas encore été
démontrée, on ignore toutefois si, certains cyclotides comme les circulines (un peptide
macrocyclique anti-HIV découvert chez Chassalia parvifolia, une plante d’origine africaine), de
nature structurale proche des molécules non ribosomiales, sont synthétisés par cette voie (Daly et
al. 1999; Koltay et al. 2004).

Pendant ces deux dernieres décennies, les études sur les NRPS se sont développées. Le nombre
de publications notamment sur les activités biologiques des molécules produites et sur 1’analyse
de la structuration de ces NRPS s’est considérablement accru. Le mode de syntheése de ces
molécules, mais aussi leurs fonctions, font d’elles des métabolites dits secondaires qui
n’interviennent donc pas directement dans la croissance cellulaire.

Ces molécules peptidiques peuvent présenter des activités antifongiques, antivirales, immuno-
modulatrices, toxiques ou cytostatiques pouvant ainsi bloquer la synthese cellulaire. On y trouve
aussi des surfactants, qui améliorent la miscibilité entre les phases aqueuses et organiques,
potentiel recherché par les industries cosmétique et agroalimentaire, ainsi que des sidérophores
qui permettent de capter dans 1’environnement extérieur le fer nécessaire a la croissance de
certains microorganismes.

De nombreuses souches appartenant notamment aux genres Bacillus, Pseudomonas,
Streptomyces ont la capacité de produire ces molécules NRPS, ce qui accroit leur importance
applicative dans les domaines de 1’agriculture, de I’environnement, de la médecine. Peu
d’études sur ces molécules ont permis jusqu’a présent de mettre au point des outils capables de
détecter les souches susceptibles de les synthétiser car la plupart des recherches récentes sur les

NRPS se sont davantage concentrées sur la structure de ces protéines afin de déterminer leur
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fonction, sur I’organisation et le fonctionnement des enzymes impliquées dans la synthese de ces
molécules.

Pour cette étude, nous nous sommes intéressés a deux genres bactériens, le genre Lactobacillus
qui appartient aux bactéries lactiques et le genre Bacillus.

Ces deux genres appartiennent aux groupes des bactéries dites GRAS (Generally Recognized As
Safe) car elles ont ’avantage d’étre non pathogenes et sont inoffensives pour I'homme. Leur
innocuité réside essentiellement dans le fait qu'elles sont fondamentalement dérivées des
bactéries commensales de la flore muqueuse normale ou sont intensivement utilisées dans la
nourriture industrielle (Adams and Marteau 1995).

Les bactéries lactiques sont utilisées depuis des siecles pour fermenter les aliments afin de mieux
les conserver et d’améliorer leurs qualités organoleptiques. Certaines souches ont méme été
envisagées pour le traitement de maladies humaines. En effet, I'intérét des bactéries lactiques en
médecine a évolué depuis les observations de Doderlein sur le role des bactéries vaginales dans
la prévention et l'inhibition de la croissance des germes pathogenes, par la production d'acide
lactique (Holzapfed et al. 2001). Le développement de nouvelles technologies de biologie
cellulaire a ouvert une perspective d'utilisation de ces bactéries comme agents biothérapeutiques.
Ces souches produiraient des enzymes (lipase, lactase, estérase), des médiateurs chimiques
(hormones et interleukines) et des molécules pouvant stimuler une réponse immunitaire locale.
En effet, des souches recombinantes de Lactococcus lactis subsp. cremoris ont été envisagées
pour produire de fagon importante de la riboflavine (vitamine B2). Intégrées dans des aliments
fermentés, elles entraineraient une hyperproduction in situ de cette vitamine rendant ainsi inutile
toute supplémentation. Ces souches trouveraient leur indication dans I'ariboflavinose, le
paludisme, la migraine et dans l'acidose lactique (acidité trop élevée du sang due a une
accumulation importante d'acide lactique) induite par les analogues nucléosidiques (Burgess et
al. 2004).

Malgré leur intérét croissant pour les industries agro-alimentaires, la nutrition et la médecine, de
rares cas d'infections de certaines d’entre elles, plus ou moins séveres, ont été rapportées chez
I'homme. En effet, le genre Leuconostoc serait responsable respectivement de bactériémie et de
méningite chez les adultes et les enfants alors que certains lactobacilles sont impliqués dans des
endocardites (Aguirre and Collins 1993). Tout récemment, Mofredj et al. (2007) ont rapporté la
pathogénicité de Lactococcus garvieae dans trois cas d'endocardite sur prothese et deux cas de
bactériémie dont une endocardite native. Ils conclurent néanmoins que la rareté des cas et leur
pronostic favorable ne devraient pas remettre en cause l'intérét industriel et médical de ces

bactéries.
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En 2003, Kleerebezem et al. ont pour la premiere fois mis en évidence la présence de génes de
type NRPS chez Lactobacillus plantarum WCSF1. 1l s’est alors avéré utile, dans un premier
temps, de vérifier si les collections de lactobacilles en notre possession €taient capables de
produire ces molécules particulieres.

Dans un second temps, une collection de bacilles a été criblée pour la recherche de nouvelles
molécules NRPS. En effet, certaines souches de bacilles (B. subtilis, coagulans,
amyloliquefaciens, pumilus, cereus, thuringiensis, brevis et licheniformis) sont décrites comme
produisant une gamme de molécules non ribosomiales qui leur confeére un pouvoir de
biopreservation dans la lutte biologique c'est-a-dire qu’elles sont douées d’attitude antagoniste
vis-a-vis de pathogenes comme des moisissures et certaines levures. De plus en plus d’études
correlent I’ activité de ces souches a leur capacité a produire des molécules non ribosomiales.

L’ objectif principal de cette étude est donc de mettre au point des outils moléculaires capables de
détecter rapidement des bactéries des genres Lactobacillus et Bacillus pouvant synthétiser des
molécules non ribosomiales et en particulier des lipopeptides et ce, afin de mettre en évidence de
nouvelles molécules.

Apreés une revue succincte des études concernant les peptides non ribosomiaux, nous
présenterons, I’ensemble des travaux que nous avons réalisés pour la détection et I’identification
des genes de synthétases impliquées dans la synthese des molécules non ribosomiales ainsi qu’un

outil bioinformatique mis au point pour 1’automatisation des procédures.
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Chapitre 1 Les peptides non ribosomiaux

I. Historique des peptides non ribosomiaux

La pénicilline, le plus célebre des antibiotiques et la cyclosporine, le plus utilisé des
immunosuppresseurs, ont en commun leur appartenance a la famille des peptides non
ribosomiaux. A la fin des années cinquante (soit trente ans aprés la découverte de la pénicilline),
personne ne pouvait imaginer que le mécanisme mis en ceuvre pour la synthese de ces peptides
s'affranchisse des regles formulées au cours de la décennie précédente notamment par le
biologiste américain Joshua Lederberg, Prix Nobel en 1958. Pourtant, la structure inhabituelle de
la plupart des antibiotiques peptidiques suggere fortement qu'ils ne peuvent étre synthétisés par
la voie ribosomiale :

- Ces peptides renferment une treés forte proportion d’acides aminés ne pouvant tre reconnus
par des ribosomes notamment ceux de conformation D.

- Ces peptides arborent fréquemment des structures cycliques impliquant parfois des liaisons
ester que 1'on ne trouve jamais dans les peptides synthétisés par les ribosomes sauf apres une
modification post-traductionnelle.

C'est au début des années soixante que des chercheurs japonais et norvégiens qui travaillent sur
la biosyntheése d'un antibiotique peptidique, la gramicidine S observent qu'une fois traitée avec
une enzyme détruisant I'ARN, ou en présence d'une substance abolissant toute synthese
ribosomique, les extraits cellulaires de la bactérie sont toujours capables de synthétiser cette
molécule (Tomino et al. 1967). Ils concluent sur I’existence d’un mécanisme de synthese
peptidique indépendant de I'ARN et découvrent ensuite chez la bactérie concernée de grandes
enzymes dont la fonction demeure inconnue. Seraient-elles impliquées dans la syntheése de la
gramicidine ?

C’est en 1971 que Fritz Lipmann et ses collegues de I'Université Rockfeller, a New York, en

isolant alors deux des longues enzymes suspectées d’intervenir dans la formation de

l'antibiotique, démontrent qu’elles sont bien impliquées dans la synthese du peptide.

Ces enzymes sont généralement de grandes tailles. La cyclosporine synthétase est de nos jours,

la plus longue chaine polypeptidique naturelle connue : elle est composée de plus de 15 000

acides aminés alors que le peptide cyclique qu'elle synthétise, la cyclosporine, n'est composé que

de 11 acides aminés (Lawen and Zocher 1990; Hoppert et al. 2001).

La syntheése non ribosomiale permet donc a la cellule de s'affranchir des contraintes de sélection

des acides aminés inhérentes a la syntheése ribosomiale, et de produire des peptides aux
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particularités structurales sans égal. Or, ce sont ces particularités structurales qui, le plus souvent,
conferent la singuliere activité biologique aux antibiotiques et aux autres peptides produits par
les synthétases. Une activité biologique qui, pour nombre de ces peptides, demeure encore
inconnue. Des études de plus en plus ciblées et nombreuses sur les peptides issus de cette voie
permettent d’accroitre la compréhension de ce mécanisme et les connaissances sur leurs activités

biologiques particulieres.

II. Diversités et activités biologiques des Peptides Non Ribosomiaux

On regroupe sous le vocable « Peptides Non Ribosomiaux ou NRP » I’ensemble des molécules
peptidiques issues d’une synthese non ribosomiale. Ces molécules sont soit issues exclusivement
du mécanisme NRPS soit proviennent de la combinaison du mécanisme NRPS avec d’autres
mécanismes comme le systeéme Polykétide Synthase ou PKS.

Les peptides non ribosomiaux sont souvent regroupés selon leur activité biologique, selon
I’homologie de la structure de la synthétase impliquée dans leur synthese et quelques fois selon
la nature des molécules.

L’activité biologique des peptides non ribosomiaux est fortement liée a leur structure tertiaire
(Peypoux et al. 1999). Ainsi leur diversité structurale (linéaire, branchée, cyclique ou autre) leur

confere un large spectre d’activités que 1’on classe empiriquement en 5 catégories.

- Les antibiotiques ou les précurseurs d’antibiotiques

Les molécules telles que la gramicidine S (Byford et al. 1997) et la vancomycine (Mootz and
Marahiel 1997) possedent une activité antibiotique alors que 1I’ACV-tripeptide (Hori et al. 1989)
est un précurseur d’antibiotiques tels que la pénicilline et la céphalosporine.

La plupart de ces antibiotiques sont produits par le genre Bacillus et le groupe des
actinomycetes. Les produits les plus connus sont la gramicidine et la tyrocidine produits par
Bacillus brevis ou encore la bacitracine produite par Bacillus licheniformis et B. subtilis
(Podlesek and Grabnar 1987). Les actinomycetes sont plutdt connus pour la production
d’antibiotiques glycopeptidiques comme la tubéractinomycine du genre Streptomyces utilisée

contre la tuberculose.

- Les agents immunosuppresseurs
Le plus connu est certainement la cyclosporine A (Lawen and Zucher 1990) efficace apres la
transplantation des organes contre les phénomenes de rejets. Elle est aussi utilisée dans le

traitement des polyarthrites.
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- Les agents cytostatiques
Ce sont, en général, des molécules qui pourraient étre utilisées dans le traitement des cancers
comme les épothilones (Nettles er al. 2004) et la bléomycine A2 (Brahim er al. 2008). Les
épothilones sont des macrolactones produites par une myxobactérie Sorangium cellulosum qui

sont, actuellement, testés en phase clinique.

- Les sidérophores
Ce sont des substances capables de chélater le fer et sont généralement produites lors d’un déficit
en fer dans I’environnement du microorganisme. Une fois excrétées a I’extérieur, ces molécules
fixent le fer ferrique ambiant et sont récupérées par le biais de récepteurs membranaires
spécifiques.

Les sidérophores sont sans doute la 2™

classe de molécules non ribosomiales, en nombre, apres
les antibiotiques connues a ce jour. On les regroupe principalement en 3 groupes selon la nature
du groupement chélateur (catécholate, hydroxamate et hydroxy-carboxylate) de 1’ion ferrique.
Les sidérophores peuvent étre utilisés a des fins thérapeutiques en cas de surcharge en fer ou

méme en cas de déficit.

- Autres activités
Les peptides non ribosomiaux peuvent €tre des toxines comme la victorine (Nikolskaya et al.
1995), des pigments comme 1’indigodine (Schwarzer et al. 2003) et aussi possedent des

fonctions non encore déterminées comme celle de I’anabaenopeptilide 90-A.

Ces différentes molécules peuvent également étre classées en fonction de leurs traits structuraux.

On retrouve 4 classes majeures:

- des peptides
Les peptides sont essentiellement composé€s d’acides aminés comme la bacitracine (Konz et al.
1997).
Cette classe de molécule représente la plus importante des antibiotiques de type non ribosomial

recensée a ce jour.
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- des lipopeptides

Ce sont des peptides liés a des acides gras par une liaison ester ou amide. La partie peptidique est
synthétisée par le mécanisme NRPS et la chaine d’acide gras provient du pool intracellulaire et
est ou non modifiée par une polykétide synthase.

Les plus étudiés sont ceux produits par le genre Bacillus et qui jouent essentiellement un réle de
biosurfactant comme la surfactine (Deleu ez al. 2003). En effet, la plupart des lipopeptides,
malgré d’autres potentiels biologiques, sont d’abord étudiés pour leur propriété de biosurfactants.
Cette classe particuliere de molécules fait 1’objet d’une description plus approfondie dans le

Chapitre 2.

- des glycopeptides
L’érémomycine (Berdnikova et al. 2009) et la vancomycine (Hubbard and Walsh 2003) font
partie de la classe des glycopeptides non ribosomiaux. Les glycopeptides sont principalement des
antibiotiques inhibant la synthese du constituant principal de la paroi des bactéries : le
peptidoglycane. Ils sont néanmoins inefficaces contre les bactéries Gram- car elles possedent une

membrane externe qui isole la paroi de 1'extérieur.

- des peptaibols

Ce sont des molécules polypeptidiques comportant 15 a 20 résidus monomériques li€s a un
alcool. Une autre particularité réside dans leur forte proportion en acide aminoisobutyrique
(Aib). On y retrouve des molécules comme 1’alaméthicine (Psurek e al. 2005), un antibiotique
produit par Thrichoderma viride et la zervamicine (Ovchinnikova and Murashev 2006) produit
par Emericellopsis salmosynnemata qui est efficace contre la malaria ou le paludisme (maladie la
plus mortelle au monde et qui sévit principalement dans les pays tropicaux en voie de
développement). D’autres molécules telles que les efrapeptines produites par Tolypocladium
niveum subsp. inflatum, en inhibant I’activité mitochondriale des parasites notamment de
Plasmodium falciparum, peuvent également €tre utilisées pour un traitement curatif chez des
patients atteints de malaria (Nagaraj et al. 2001).

La figure 1 présente les structures de quelques peptides non ribosomiaux. Les molécules peuvent
notamment étre branchées comme la vibriobactine et la bacillibactine, circulaires comme
I’iturine et la cyclosporine, partiellement cycliques comme la fengycine et la bacitracine,

contenant un double cyclique comme I’ aciculitine.
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Figure 1. Structures de quelques peptides non ribosomiaux : A-E représentant les 5 catégories de

peptides en fonction des diverses activités biologiques (Schwarzer et al. 2003).

Il existe un grand nombre de molécules non ribosomiales produites par diverses souches
bactériennes et fongiques. Un portail Web (Norine) est entierement dédié a répertorier
I’ensemble des peptides non ribosomiaux issus de tous les microorganismes. Il contient
actuellement un peu plus de 1070 peptides regroupés en fonction de la structure de la molécule,

de son activité biologique ou de la classe de la molécule (Caboche et al. 2008). Un autre lien
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rassemblant tous les peptaibols d’origine NRPS informe sur la séquence et la structure de ces

peptides mais aussi sur leur fonction (Whitmore and Wallace 2004).

II1. Le mécanisme de la synthese non ribosomiale

Les peptides non ribosomiaux peuvent étre produits par les systemes NRPS combinés ou non
avec les PKS. Nous décrirons en détail dans un premier temps les domaines impliqués dans le
mécanisme NRPS, car ils constituent le socle de notre étude et dans un second temps une
comparaison des domaines NRPS/PKS.

Pour la synthése d’une molécule donnée, plusieurs genes sont souvent impliqués et sont
regroupés sous forme d’opéron. Une synthétase NRPS est composée de plusieurs modules, dont
le nombre peut varier de 2 a une vingtaine (Stachelhaus and Marahiel 1995). Chaque module est
responsable de l'incorporation spécifique d’un monomere donné dans la chaine peptidique en
croissance. Il est lui-méme divisé en sous-unités appelées domaines. Les monomeres incorporés
sont en général des acides aminés protéinogéniques, hydroxylés, N-méthylés, glycosylés ou sous

forme D (Kessler ef al. 2004).

3.1. Structure modulaire des NRPS

Trois types de modules peuvent étre définis: les modules d’initiation qui comprennent au
minimum un domaine d’Adénylation (A) et de Thiolation (T), les modules d’élongation qui
comprennent au minimum un domaine de Condensation (C), un domaine d’Adénylation et un
domaine de Thiolation et enfin le module de terminaison qui contient en plus du module
d’élongation, un domaine de Thioestérase (Te). Cette structuration modulaire a permis de classer
les différents domaines en domaines principaux et en domaines secondaires qui sont rencontrés

dans la majorité des NRPS.

3.1.1. Domaines principaux

Les différents domaines principaux composant les modules sont: les domaines d’adénylation, de

thiolation, de condensation et de thioestérase.

- Le domaine d’adénylation (A)
Le domaine A est composé d’environ 500-600 aa soit une taille variant de 1500 a 1800
nucléotides. Il joue un rodle spécifique dans la reconnaissance et 1’activation des monomeres

incorporés dans le peptide (Lee et al. 2005).
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Apres la réaction avec une molécule d’ATP, I’acide aminé est converti en aminoacyl adenylate
(molécule intermédiaire) avec libération d’une molécule de pyrophosphate. La figure 2 présente

de facon schématique la réaction lors de cette activation.

adkilai module 2
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Figure 2. Activation d’un acide aminé en aminoacyl adénylate par le domaine d’adénylation. La réaction
nécessite une molécule d’ATP et du Mg”* et provoque la libération d’un pyrophosphate (Sieber and

Marahiel 2005).

Ce mécanisme ressemble a 1’activation de I’acide aminé par I’aminoacyl-tRNA-synthétase de la
voie ribosomiale. L’aminoacyl-tRNA-synthétase et le domaine A appartiennent a la méme
famille enzymatique mais ont des structures différentes (Stryer 1996). L analyse des domaines
d’adénylation a permis de montrer qu’ils ont une taille similaire a celle de la famille des acyl-
CoA synthases et des luciférases. De plus, ces enzymes catalysent la méme réaction c'est-a-dire
I’adénylation de substrats carboxylés, ce qui permet de les regrouper dans la superfamille des
enzymes formant des « Adenylates » (Marahiel et al. 1997). La comparaison au niveau protéique
de différents domaines NRPS entre eux a permis de déterminer des régions fortement
conservées, appelées signatures des domaines ou core motifs. Ainsi, le domaine d’adénylation
contient 10 régions protéiques conservées (A1-A10) (voir Tableau 1 suivant). Schwarzer et al.
(2003) ont montré que seules les régions A4-A5 sont impliquées dans I’activation et la

reconnaissance des monomeres.

- Le domaine de thiolation (T)
Le domaine de thiolation (T) ou encore appelé Peptidyl Carrier Protein (PCP) est le seul domaine
NRPS ne possédant pas une activité catalytique autonome. De taille comprise entre 80 et 100 aa,
il est situé en aval du domaine A. Le domaine T fixe I’aminoacyl adenylate, activé par le

domaine A, sur la synthétase de maniere covalente par I'intermédiaire d’une liaison thioester,
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avec un cofacteur phosphopantethéinique (ppan) préalablement fixé sur un résidu sérine (figure
3) (Ehmann et al. 2000). La transformation du domaine PCP de sa forme inactive (apo-PCP) a sa
forme active (holo-PCP) est catalysée par une phosphopantethéine transférase (protéine Sfp chez

B. subtilis).
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Figure 3. Thiolation de I’aminoacyl adénylate activé (Sieber and Marahiel 2005)

Le domaine T joue essentiellement un rdle de transport et d’élongation des substrats entre les
domaines catalytiques. L’utilisation des domaines de transport comme le domaine T n’est pas
exclusive pour les molécules NRPS. En effet, d’autres complexes multienzymatiques modulaires
comme les polykétides synthases transportent les unités de malonate ou de propionate a 1’aide
des Acyl Carrier Protein (ACP) appartenant a la méme famille que les PCP (Schwarzer et al.
2003). L’unique région protéique conservée des domaines de thiolation est présentée dans le

tableau 1.

- Le domaine de condensation (C)
Le domaine C est composé d’environ 450 aa, et est généralement situé apres les domaines A et
T. Il n’est pas présent dans le premier module pour les molécules purement peptidique. Il est
impliqué dans la formation d’un pont peptidique entre 2 acides aminés de modules consécutifs

(Figure 4).
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module 1 module 2 mocdelle 9 e

donor substrate acceptor substrate R1

NH2
Figure 4. Formation d’un pont peptidique par le domaine C. Donneur putatif (d) et accepteur (a) (Sieber

and Marahiel 2005)

Ainsi, apres 1’activation et la formation de la liaison covalente de 1’acide aminé par le complexe
A-T du module, le domaine C catalyse 1’attaque nucléophile de 1’acide aminé fixé sur le site
PCP par le résidu fixé sur le site PCP accepteur.

Les motifs protéiques conservés des domaines de condensation ont été mis évidence pour la
premiere fois par De Crécy-Lagard et al. (1995) (Tableau 1). En se basant sur ces motifs
protéiques conservés et sur la phylogénie de ces domaines, certains auteurs ont montré
I’existence de 3 types de domaines C. Ces domaines diffeérent par leurs fonctions spécifiques
bien qu’ils soient tous impliqués dans la formation de liaisons amides entre deux monomeres.
Ces domaines C sont :

- le domaine C qui catalyse la formation du pont peptidique entre deux acides aminés de
type L, il est appelé “Cp.

- le domaine C qui catalyse la formation du pont peptidique entre un résidu de type D et un
autre de conformation L appelé "Cp (Clugston e al. 2003). Il est situé aprés un domaine
d’épimerisation (voir § 3.1.2 suivant).

- tout récemment, Rausch ez al. (2007) ont mis en évidence I’existence d’un troisieme type
de domaines C appelés « C starter ou premier C». Ces auteurs ont montré que ces C starters sont
spécifiques dans la connexion entre des acides B-hydroxylés ou carboxyliques (exemple de
I’acide gras B-hydroxyl) et de I’acide L-aminé d’une chaine peptidique d’une molécule non

ribosomiale.

- Domaine de Thioestérase (Te)
Le domaine de thioestérase Te libere la molécule synthétisée du complexe multienzymatique. 1l
est composé€ d’environ 280 aa et se situe, de par sa fonction, a I’extrémité C-terminale du dernier

module de la synthétase. La dernicre étape consiste alors a régénérer la synthétase pour la

production d’une nouvelle molécule pendant que la néo-molécule subit ou non des modifications
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post-syntheses. Le domaine Te est également capable dans certains cas de catalyser la cyclisation
du peptide et/ou son oligomérisation.
Lorsque le domaine Te est absent de la synthétase, la libération de molécules peut étre effectuée

par une hydrolyse acide ou par une réaction intramoléculaire.

3.1.2. Domaines secondaires

Si les domaines (C, A, T et Te) sont dits principaux car indispensables pour les étapes
d’initiation, d’élongation et de termination, d’autres domaines dits « secondaires » ou
« optionnels » interviennent dans la maturation ou le devenir final de la molécule y compris sa
libération dans le cytoplasme. Certains modules plus complexes comportent ces sous-unités
additionnelles qui catalysent des modifications supplémentaires du peptide (par exemple des
épimerisations, des cyclisations, des méthylations, des oxydations ou des formylations),
lesquelles contribuent significativement a la diversité structurale des monomeres incorporés dans
les peptides et donc a la diversité des activités biologiques des molécules NRPS.

Ces différents domaines sont :

- Le domaine d’épimerisation (E)
De nombreux peptides d’origine non ribosomiale contiennent des acides aminés de conformation
D. Leur incorporation est effectuée par le domaine d’épimerisation (E). Il est en général composé
de 450 aa et situé entre les domaines T et C.
L'épimerisation des acides L-aminés par les domaines d'épimerisation consiste au changement de
la conformation du carbone Ca de l'aminoacyl fixé par le domaine PCP (Pfeifer et al. 1995;

Stachelhaus and Walsh 2000).

- Domaine de Méthylation (M) ou (Mt)
Le domaine de méthylation (M) est composé d’environ 420 aa et se situe en général entre les
domaines T et C.
Deux types de méthylation peuvent avoir lieu notamment sur les atomes d’azote et de carbone
des peptides non ribosomiaux.
Les méthylations sur les atomes d’azotes ou N-Mt concernent de fagon spécifique les peptides
d’origines fongiques comme la cyclosporine (Lawen and Zocher 1990) dont 7 des 11 acides
aminés sont méthylés (Schwarzer et al. 2003).
La modification est due au cofacteur du domaine M qui est la S-Adénosyl Méthionine (SAM)

YOI

dont le groupe méthyl est transféré a I’aminoacide fixé sur la synthétase.
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La figure 5 présente la modification pouvant intervenir sur I’atome N lors d’'une méthylation.

N-Mt-Domain
]

Figure 5. Activité d’'un domaine de méthylation (Schwarzer et al. 2003)

Une autre méthylation dite C-Méthylation (C-Mt) peut subvenir sur un noyau thiazol comme

dans le cas de la yersiniabactine (Miller et al. 2001).

- Domaines d’Oxydation et de Formylation
Le domaine de Formylation (Fo) additionne un groupement formyle a partir du tetrahydrofolate
(THF) a l'extrémit¢é NH;3 de 1’acide aminé. Le radical formyl-THF fonctionne comme un
coenzyme donneur de formyle (figure 6 A).
Le domaine d’Oxydation (Ox) intervient dans le processus de synthese de peptides non
ribosomiaux par la réduction d’une Flavine Mono Nucléotide en FMNH, et catalyse d’une
double oxydation qui aboutit a la formation d’une double liaison (figure 6 B). Ces deux

domaines participent ainsi a la diversification des structures peptidiques et donc de I’activité

biologique.
F-Domain Ox-Domain
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Figure 6. Activités des domaines de formylation (A) et d’oxydation (B) (Schwarzer et al. 2003)

- Domaines de Cyclisation (Cy) et de Réduction (R)
Les petits noyaux hétérocycliques comme les noyaux thiazoline dans la bacitracine, le noyau
thiazol dans les épothilones et 1’oxazoline dans les vibriobactines sont réalisés par une

hétérocyclisation des chaines d’acides aminés fonctionnels comme les cystéines, les sérines ou
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les thréonines avec un carbone de la chaine peptidique. C’est le domaine de cyclisation (Cy)
mesurant environ 450 aa qui est responsable de cette hétérocyclisation. Il remplace le domaine
de condensation dans certaines synthétases et dans ces cas il a une double fonction. C’est par
exemple, le cas de la synthétase VibF (impliquée dans la synthése de la vibriobactine, voir figure
9) qui contient un double domaine Cy-Cy, le premier domaine Cy intervient dans
I’hétérocyclisation par la formation du noyau oxazoline entre un acide dihydroxybenzoique et
une thréonine alors que le second catalyse une condensation (Silakowski et al. 2000).

Les domaines de Réduction (R) sont les moins décrits et participent a réduire le substrat en
modifiant sa structure initiale grace a un coenzyme : le NADPH.

Le tableau 1 présente I’ensemble des motifs protéiques conservés dans les domaines NRPS.
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Tableau 1. Motifs protéiques conservés des domaines NRPS

Domaines NRPS | Signatures Séquence des signatures protéiques
Al L(TS)YxEL
A2 (core 1) LKAGxAYL(VL)P(LDD
A3 (core 2) LAYxxYTSG(ST)TGxPKG
Ad FDxS
A5 NxYGPTE
Adénylation A6 (core 3) GELxJGx(VL)ARGYL
A7 (core 4) Y(RK)TGDL
A8 (core 5) GRxPxQVKIRGxRIELGEIE
A9 LPxYM(IV)P
Al10 NGK(VL)DR
Thiolation T (core 6) DxFFxxLGGxSx
Cl SxAQxR(LM)(WY)xL
C2 RHExLRTxF
C3 MHHxXISDG(WV)S
Condensation C4 YxD(FY)AVW
C5 (IV)GXFVNT(QL)(CA)xR
Cc6 HN)QD(YD)PFE
C7 RDxSRNPL
Thioestérase Te GxSxG
El PIQxWF
E2 HHXISDG(WV)S
E3 DxLLxAxG
Epimerisation E4 EGHGRE
E5 RTVGWFTxxYP(YV)PFE
E6 PxxGxGYG
E7 FNYLG(QR)
Cyl FPL(TS)xxQxAYxxGR
Cy2 RHx(IM)L(PAL)x(ND)GxQ
C3 D(NLDxDxxS
Cyclisation Cy4 (TS)(PA)3x(LAF)6x(IVT)LxxW
Cy5 (GA)DFTxLxLL
Cy6 PVVFTSxL
Cy7 (ST)(QR)TPQVx(LI)D13xWD
Ox1 KYxYxSxGxxY(PG)VQ
Oxydation Ox2 GxxxG(LV)xxGxYYY(HD)P
Ox3 IxxxYG
Ml VL(DE)xGxGxG
Méthylation M2 NELSxYRYxAV
M3 VExSxARQxGxLD
R1 V(L)(L)TG(A)TG(F)(L)GxxLL
R2 Vx(L)(L)VR(A)
R3 GPL(G)x(P)x(L)GL
Réduction R4 V(Y)PYXxYLxx(P)NVxxT
RS GYxxSKW(A)(A)E
R6 R(P)G
R7 YxxxxG(LF)LxxP
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3.2. Biosynthese de molécules non ribosomiales

Bien que structuré sous formes modulaires, le mode d’assemblage des substrats ou encore
monomeres permet 3 types de biosynthéses :

- La biosynthese linéaire qui aboutit a la formation d’un peptide par un assemblage simple

de plusieurs monomeres dans 1’ordre dans lequel ils sont activés par la synthétase.

- La biosynthese itérative qui conduit a un peptide formé de plusieurs monomeres et
synthétisé par la répétition programmée d’un méme module ou d’un ensemble de
modules.

- La biosynthese non linéaire qui assemble plusieurs monomeres dans un ordre différent de

celui de leur activation par la synthétase.

La multiplicit¢é des mécanismes de biosynthéses des synthétases confere une diversité de
structures supplémentaires aux peptides synthétisés et de ce fait, conduit a une large gamme
d’activités biologiques. Des exemples de description de biosyntheses : linéaire (opéron
bacitracine synthétase de Bacillus), non-linéaire : opéron vibriobactine synthétase et itérative :

opéron de I’entérobactine synthétase, sont présentés dans les paragraphes suivants.

3.2.1. La biosynthése linéaire : cas de I’opéron bacitracine chez Bacillus

La bacitracine est un dodécylpeptide antibiotique cyclique dont I’opéron a été mis en évidence
par Konz et al. (1997). Cet opéron code pour 3 synthétases BA1 (598k DA), BA2 (297 kDA) et
de BA3 (723 kDA) constituées respectivement de 5 modules pour BA1 et BA3 et de 2 modules
pour BA2. L’ensemble des modules est responsable de I’incorporation des 12 acides aminés
constituant la molécule finale. La figure 7 présente une structure primaire de 1’organisation de

I’opéron de la bacitracine synthétase.

bacA (BA1) bacB (BA2) bacC (BA3)
AT Cyv AT CAT CATE CAT CAT CATE CAT CATE CAT CATE CAT Te
Tle Cys Len D-Glu Tle Lys D-Ormn Ile D-Phe His D-Asp Asn

Figure 7. Structure primaire de 1’opéron de la bacitracine synthétase (résidus d’acides incorporés par les

synthétases BA1, BA2 et BA3)

La bacitracine synthétase fonctionne selon le type de biosynthése linéaire. Chaque module
incorpore un monomere donné dans 1’ordre de 1’assemblage de I’opéron pour la formation de la
molécule finale. La molécule finale est obtenue par une cyclisation de la cystéine en position 2 et
suivie de la formation d’un noyau thiazolique avec I’isoleucine en position 1 qui est catalysée par

le produit du géne bacA. La figure 8 montre une représentation structurale de la bacitracine.
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Figure 8. Schéma de la bacitracine A (Schwarzer et al. 2003)
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Une biosyntheése non ribosomiale est dite non-linéaire lorsque 1’ordre d’agencement des substrats

a lintérieur de la molécule finale est différent de celui des modules de la synthétase

correspondante. C’est un systeme de syntheése dont peu de molécules sont connues, comparé a la

biosynthese linéaire. La vibriobactine, un sidérophore hybride NRPS/PKS est probablement

I’exemple le plus décrit dans la littérature. Elle est composée de trois monomeres: 1 molécule de

2,3 acide dihydrobenzoique (DHBA), d’une thréonine et de la norspermidine, une polyamine

commune aux bactéries de la famille des Vibrionaceae (Wyckoff et al. 1999).

Moozt et al. (2002) ont décrit le fonctionnement non-linaire des genes VibEBHF dans la

syntheése de la molécule par une condensation des monomeres précités.

La figure 9 présente 1’organisation de la vibriobactine synthétase et des différents domaines.

module 1 module 2
Vib E Vib B Vib H Vib F
A T C Cy Cy A C T C
b

<«

Figure 9. Biosynthese non-linéaire de la vibriobactine (a. DHBA, b. thréonine, C. norspermidine)

L’assemblage [a + (a+b) x 2] + ¢ conduit a la molécule finale qui est présentée a la figure 10

selon Mootz et al. (2002).
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Vibriobactin

Figure 10. Schéma de la vibriobactine (Mootz et al. 2002)

3.2.3. Description de la biosynthése itérative

L’itération des NRPS étant la répétition programmée de I'utilisation d'un ou plusieurs modules,
elle conduit a la formation d’une molécule composée de plus d’acides aminés que le nombre de
modules de la synthétase. C’est le cas par exemple de la synthétase de 1’entérobactine, un
sidérophore produit par E. coli en réponse au manque de fer dans 1’environnement extérieur
(Gehring et al. 1998). L’opéron de I’entérobactine code pour 4 synthétases (EntBDEF) groupées
en deux modules permettant la reconnaissance et ’activation de deux monomeres: le premier
module active le 2,3-dihydroxybenzoyl et le second une L-sérine (Zhou et al. 2007). Trois
répétitions de cet assemblage des deux monomeres précités vont aboutir a la formation de la
molécule finale d’entérobactine (Mootz et al. 2002).

La figure 11 montre le mécanisme moléculaire itératif mis en ceuvre par les différents domaines

dans la synthese de 1’entérobactine.
maodule 1 module 2
EntE EntB

) (e X A eeRe (a+b)x3

H.N 0OH

b a ~ "OH

Enterobactin

Figure 11. Biosynthese itérative de 1’entérobactine (Mootz et al. 2002)

La molécule finale de I’entérobactine est ainsi constituée de 6 monomeres provenant de la

répétition de I’action des 2 modules.
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IV. Les exceptions a la synthése non ribosomiale classique

De nombreux produits non ribosomiaux répondent a la reégle dite de colinéarité qui stipule que le
nombre et I’ordre des modules présents dans une synthétase déterminent la longueur et la
structure du peptide résultant (Cosmina er al. 1993). Cependant, il existe de nombreuses
exceptions telles les modes de biosyntheses non-linéaire et itérative qui aboutissent a des
produits contenant des monomeres qui ne sont pas organisés selon I’ordre des modules qui
composent la synthétase ou encore a un nombre de monomeres plus important que le nombre de
modules impliqués dans leur syntheése. La structuration de certains modules ne respecte pas
toujours les regles évoquées plus haut. En effet, certains modules comme celui correspondant a
la synthétase SrfAD codé par le géne srfA-D et impliqué dans la synthese de la surfactine ne
contiennent qu’une thioestérase. On parle alors de module tronqué qui, dans ce cas est non
fonctionnel. Steller ez al. (2004) pensent néanmoins que la synthétase SrfAD pourrait intervenir
dans I’activation de I’initiation de la biosynthese de la surfactine en plus de sa fonction classique
qui consiste a libérer la molécule formée du complexe multienzymatique.

L’absence de certaines séquences bordant les genes, dénommées linkers et qui serviraient de
guide a l'assemblage des complexes enzymatiques dans le cytoplasme (Broadhurst ef al. 2003)
peut rendre tout un opéron non fonctionnel. Enfin, la présence d’un opéron entier ne peut parfois
pas suffire a synthétiser une molécule sans I’intervention de certaines protéines notamment pour
I’activation du domaine T comme les phosphopantetheinyl transférases (la Sfp et la Gsp
respectivement de Bacillus subtilis et Bacillus brevis). En effet, la protéine Sfp permet
I’activation de la forme non active (apo-PCP) en sa forme active (ppan-PCP holo-form). La non
activation du domaine T par la protéine Sfp chez Bacillus subtilis 168 est a 1’origine de I’absence
de synthese de surfactine et de fengycine par cette méme souche (Lee et al. 2005; Tsuge et al.
2007). Ce résultat a ét€ confirmé par la production de la surfactine apres 1’ajout du gene sfp de
Bacillus subtilis ATCC 21332 chez B. subtilis JH 642, une souche dérivée de la Bacillus subtilis
168 (Nakano et al. 1988).

Les limites des regles énoncées précédemment s’observent tout aussi bien dans la production de

certaines molécules hybrides NRPS/PKS comme la yersiniabactine (Schwarzer ef al. 2001).
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V. Structure modulaire des Polykétides Synthases

Comme les NRPS, les Polykétides Synthases (PKS) sont des protéines modulaires
multienzymatiques qui synthétisent des molécules actives, appelées dans ce cas des polykétides
ou polycétides. Les polykétides synthases activent des petits acides carboxyliques. Les PKS sont
divisés en trois grandes familles: les PKS de type I, II et IIl. Elles divergent entre elles
principalement sur leur mécanisme de fonctionnement et dans leur organisation structurale.

Nous décrirons principalement les PKS de type I car elles sont, par leur organisation, similaires

aux NRPS.

5.1. Polykétides Synthases de type I

Les PKS de type I sont constituées, comme les NRPS, de modules puis de domaines (Ginolhac e?
al. 2005). Elles produisent des métabolites complexes en utilisant un mécanisme de biosynthese
itératif ou linéaire (Gokhale al. 2007). Dans un mécanisme itératif, les mémes modules sont
utilisés de maniere répétitive pour fabriquer le produit final. En effet les PKS de type I réalisent
une succession de condensations oxydatives a partir d’acides carboxyliques dérivés de 1’acide
malonique. Tout comme les domaines NRPS, les PKS de type I possédent des domaines
principaux et optionnels. La figure 12 présente les différents domaines du systeme PKS de type I
responsable de la synthese de 1’érythromycine (Staunton and Weissman 2001), une molécule
antibactérienne produite par Saccharopolyspora erythraea. La voie de biosynthese de
I'érythromycine est composée de trois genes PKS type I, DEBSI, DEBS2 et DEBS3. Les trois
PKS de type I résultantes utilisent comme précurseurs de la biosynthese les acides carboxyliques

comme le propionyl et le méthylmalonyl.
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assembly

Figure 12. Principaux domaines impliqués dans la synthése de la déoxyérythronolide (précurseur de
I’érythromycine). ACP: Acyl carrier protein, AT: Acyl transférase, DH: Déhydratase, ER: Enoyl
réductase, KR: Kétoréductase, KS: Kétosynthase, TE: Thioestérase.

Le domaine kéto-synthase (KS) réalise la condensation de deux substrats appartenant a deux
modules adjacents sur la chalne comme le domaine C dans le cas des NRPS. Le domaine acyl-
transférase (AT) reconnait et active le substrat comme le fait le domaine A, le domaine Acyl
Carrier Protein (ACP) porte la chaine en élongation comme le fait le domaine T dans le cas des
NRPS (Hopwood 2004).

A coté de ces domaines principaux, on trouve trois domaines optionnels qui réduisent le substrat:
une kéto-réductase (KR) qui réduit la fonction cétone en une fonction alcool, une déhydratase
(DH) qui élimine une molécule d’eau et crée une double liaison et 1’enoyl-réductase (ER)
réduisant la double liaison. Ces domaines sont additionnels et leur action est linéaire, c'est-a-dire
que le domaine DH ne peut agir que si le domaine KR a réduit la fonction cétone en fonction
alcool par exemple. Leur présence ou non ne semble pas avoir d'effet sur la spécificité du
domaine AT (Jenke-Kodama et al. 2005). Cependant, les domaines KS et KR pourraient avoir un
role dans la stéréochimie des substrats et non dans leur nature (Staunton et Weissman 2001).

A la fin de la synthese de la chaine des six modules (Figure 13), le domaine thioestérase (Te)
catalyse la libération et la cyclisation du noyau macrolactone du 6-déoxy-érythronolide B. Les
modifications post-PKS concernent une hydroxylation, deux glycosylations et une méthylation
permettant la transformation de la déoxyérythronolide en érythromycine.

La figure 13 montre la succession des modifications pour 1’obtention de la molécule finale.
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Figure 13. Modifications Post-PKS de la synthése de I’érythromycine A

5.2. Polykétides Synthases de type 11

Les PKS de type II possedent les mémes domaines que les PKS de type I, mais contrairement a
ces derniers qui posseédent I’ensemble de ces domaines sur un méme opéron, les domaines PKS
de type II sont dispersés a différents endroits du génome et les enzymes produites sont donc
monofonctionnelles (Gokhale et al. 2007). Les PKS de ce type synthétisent principalement des
polykétides aromatiques polycycliques comme l'actinorhodine (Hopwood 2004). Certaines
molécules par contre synthétisées par une PKS de type Il ne sont pas aromatiques comme
I’entérocine par exemple (Moss et al. 2004). Les domaines minimaux d'un module de PKS de
type II sont les domaines Kétosynthase Alpha et Beta (KSa et KSP) et 'ACP (Acyl Carrier
Protein).

Le KSa est 1'équivalent du KS et réalise la condensation des substrats sur la chaine en
élongation. Le KSP est le domaine qui contrdle a priori le nombre de cycles. Tang et al. (2004)
ont montré que ce controle porterait plus sur le nombre d'atomes de carbone incorporés que sur
le nombre de cycles lui-méme. L'ACP est particulier et semble posséder la capacité de choisir le
substrat. Ceci expliquerait le fonctionnement de ces PKS en l'absence de domaine AT présent

chez les PKS de type 1.

5.3. Polykétides Synthases de type I11
Aussi appelées «chalcone synthase » de par leur lien avec les protéines végétales, les
polykétides synthases de type III sont des enzymes homo-dimériques itératives qui sont capables

de synthétiser des polykétides, cycliques ou non, directement a partir de thioester-CoA comme le

malonyl-CoA (Shen 2003). Excepté le domaine ACP, les PKS de type III possedent les mémes
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domaines que les PKS de type II. L'ensemble des réactions enzymatiques se déroule dans un seul

et méme site (Staunton et Weissman 2001), signifiant 1’existence d’un unique module.

5.4. Les hybrides NRPS/PKS

De nombreux exemples d'hybrides entre polykétides et peptides sont connus (Du et al. 2001).
Dans cette étude nous nous sommes aussi intéressés uniquement aux molécules issues des
mécanismes NRPS et PKS. En effet, les domaines issus des synthétases de PKS de type I et de
NRPS s’associent sur un méme opéron pour synthétiser une molécule dite hybride car résultant
de la combinaison de deux systetmes. C’est le cas des molécules telles que la bacillaene,
I’albicidine (herbicide), I’épothilone qui est un agent antitumoral (Nettles ef al. 2004) et encore
certains lipopeptides comme ceux appartenant a la famille des iturines (iturine, bacillomycine et
mycosubtiline).

Le métabolisme secondaire étant générateur d'une grande diversité de composés, il n'est pas
étonnant d'observer des combinaisons entre les voies principales qui synthétisent de nouvelles
structures (Firn et Jones 2003). Ceci permet de produire de nouveaux composés sans toutefois

créer de nouvelles voies de biosyntheses.

VI. Les différentes stratégies d’identification des molécules non ribosomiales

La complexité du mécanisme non ribosomial et la régulation des genes qui y sont impliqués
peuvent rendre difficile I’identification des molécules non ribosomiales potentiellement

produites par des microorganismes.

6.1. Approches moléculaires

L’utilisation d’outils biomoléculaires pour I'identification de souches ou des molécules est de
plus en plus répandue car elle permet la mise en évidence de génes muets ou de protéines non
fonctionnelles. Elle est principalement basée sur la technique dite de Polymérisation en Chaine
ou Polymerase Chain Reaction (PCR). Le principe de la PCR est d’obtenir rapidement une
quantité importante et exploitable d’un segment précis d’ADN par une amplification in vitro de
séquences nucléotidiques spécifiques. Cette technique a été inventée par Kary Mullis qui a été le
premier a conceptualiser cette idée en 1983. Elle a immédiatement permis un développement
révolutionnaire de la recherche des sciences du vivant. Dix ans plus tard, il recevait le prix Nobel
de chimie pour I'impact de la technique PCR en biotechnologie et en médecine.

De nos jours, la PCR est ’'une des techniques les plus utilisées pour la compréhension de divers

mécanismes biologiques a I’échelle moléculaire. Elle comprend plusieurs variants : la Long
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Range Polymerase Chain Reaction (LR-PCR), la PCR en temps réel (Q-PCR), la Reverse
Transcriptase PCR (RT-PCR), etc....

Les stratégies utilisées pour 1’identification de molécules de type non ribosomial ont consisté
dans I’ensemble a la mise au point des conditions pour la définition des amorces, éléments clé
pour le criblage de fragments spécifiques de genes lors de 1’amplification par PCR. Les amorces
permettent en effet de circonscrire le fragment a amplifier en le bordant. Dans le cadre de
I’amplification de geénes codant des NRPS, les auteurs ont essentiellement utilisés deux
approches pour la conception de ces amorces.

La premiere approche consiste a définir des oligonucléotides a partir des signatures des motifs
conservés protéiques (Turgay and Marahiel 1994).

Plusieurs séquences protéiques de synthétases connues et impliquées dans la synthese de
molécules non ribosomiales sont alignées puis des séquences consensus issues de ces motifs
conservés ou encore « core sequences » sont déterminées. C’est ainsi que 6 core séquences
contenant 3 a 8 aa ont été déterminées a partir des domaines A puis des fonctions biologiques ont
été attribuées pour certains (Turgay and Marahiel 1994).

En 1992, Borchert et al. ont démontré qu’il était possible d’identifier et de cloner des geénes de
type NRPS a partir de ces motifs conservés. Ils ont ainsi été les premiers a définir des
oligonucléotides dégénérés dérivant des cores séquences protéiques KAGGA et SGTTGXPKG
(respectivement Core I et II) en y ajoutant les sites de restrictions pour la détection de fragments
de genes par PCR. Ces amorces leur auraient permis de montrer la présence de genes NRPS chez
Bacillus brevis. L’ utilisation de ces amorces pour la détection de genes de type NRPS chez
Streptomyces coelicor par analyse moléculaire n’a pas permis leur mise en évidence soulignant
ainsi, I’absence de certaines core séquences dans des génomes pourtant connus comme arborant
des genes NRPS. C’est ainsi que Turgay et Marahiel (1994) ont alors défini d’autres
oligodégénérés a partir de ces signatures protéiques conservées en tenant compte de 1’usage des
codons au sein du genre étudié. Ils ont déterminé I’amorce sens au niveau du core II du domaine
A (TGD), impliqué dans I’activation et I’hydrolyse de I’ATP et I’amorce non-sens appelée LGG
a partir de la signature conservée protéique du domaine de thiolation (LGGXS) qui serait
impliqué dans la formation du site de fixation d’un thioester. Ces auteurs en utilisant ces amorces
(TGD/LGG) ont mis en évidence la présence de la bacitracine et de la phaséolotoxine
respectivement chez Bacillus licheniformis et Pseudomonas syringae. En appliquant cette méme
technique, deux couples d’amorces dégénérés (KAGGA/SGTTG et TGD/LGD) ont été mis au
point par Rajendran (1999) a partir des alignements des domaines d’adénylation et de thiolation

de synthétases issues de Bacillus subtilis. Ces auteurs ont, par PCR, détecté la présence d’un
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peptide putatif d’origine non ribosomiale chez Pseudomonas fluorescens. 1ls en conclurent que si
I’un des couples d’amorce ne peut amplifier un gene adéquat pour des raisons inconnues, 1’ autre
couple en serait capable.

Ces mémes amorces ont permis de détecter un peu plus tard divers peptides dans le genre
Bacillus et d’autres especes (Giacomodonato et al. 2001; Wu et al. 2005). Cette stratégie
consistant a définir des amorces a partir de séquences protéiques a été également appliquée a
d'autres micro-organismes tels que les mycetes filamenteux (Nikolskaya et al. 1995) et les
cyanobactéries (Neilan ef al. 1999; Barrios-llerena et al. 2007).

Cette stratégie de définition des amorces a partir des séquences protéiques pour la PCR
(technique amplifiant des séquences nucléiques) peut s’avérer moins fiable a cause des risques
d’efficacité liés au passage des séquences protéiques aux séquences nucléiques mais aussi par la
présence de codons « stop » lorsqu’elle est appliquée sur d’autres microorganismes.

En outre, on ignore si les ‘core sequences’ ou ‘motifs conservés’ protéiques a partir desquels ces
amorces ont été définies sont présents dans toutes les synthétases non ribosomiales. Néanmoins
cette approche mise au point dans les années 90 reste de nos jours la plus utilis€e pour la
détection de molécules non ribosomiales par voie moléculaire.

La deuxieme approche est basée sur le choix des séquences nucléiques comme matrice pour la
détermination d’amorces. Cette approche aboutit a la définition d’amorces non dégénérées par
Iutilisation de certains logiciels ou par la mise au point d’amorces dégénérées a partir de
I’alignement de plusieurs séquences.

Certains auteurs comme Ayuso-Sacido et Genilloud (2004) ont, en alignant les séquences
nucléiques des domaines d’adénylation impliquées dans la synthése de la céphamycine (Coque et
al. 1991), la vancomycine (Recktenwald er al. 2002), la balhimycine (Pelzer et al. 1997),
I’actinomycine (Schauwecker et al. 1998), la pristinamycine (De Crécy-Lagard et al. 1997) et de
la chloroérémomycine (Trauger and Walsh 2000), défini des amorces dégénérées a partir de la
séquence consensus nucléique A3 et A7 de ces domaines (voir tableau 1). Ils ont ainsi détecté a
I’aide de ces amorces des genes de type NRPS dans une collection de 210 actinomycetes comme
ceux de la streptogramine chez Streptomyces virginiae ATCC 13161 et de la pristinamycine
(molécules hybride NRPS/PKS) chez Streptomyces pristinaespiralis DSM 40338. Plus
récemment, Ramarathnam et al. (2007) ont défini quant a eux des amorces non dégénérées
spécifiques pour la détection de la fengycine D1 et de la bacillomycine D. Ils ont, en effet, a
partir des séquences nucléiques des opérons responsables de la synthese de ces molécules,
déterminé des amorces non dégénérées en choisissant des oligonucléotides présents a 1’aide d’un

logiciel Primer3® (Rozen and Skaletsky 2000). Ces auteurs ont ainsi, a I’aide de ces amorces mis
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en évidence des geénes de lipopeptides tels que ceux de: la fengycine chez Bacillus subtilis
DFHOS (souche isolée du blé, Triticum spp) et la bacillomycine D chez B. cereus DFE4.

Ces techniques restent limitées dans le premier cas a la traduction des motifs protéiques en
acides nucléiques pour les PCR alors que la seconde approche utilisant des domaines
d’adénylation semble non spécifique aux synthétases non ribosomiales, ce qui a d’ailleurs
conduit a I’amplification de genes non NRPS lors du criblage de la collection des actinomycetes.
Ces deux approches moléculaires utilisant I’amplification par PCR aboutissent a la détection de

petits fragments de taille généralement inférieure a 1000 bp.

6.2. Approches prédictives bioinformatiques

Aujourd’hui, la production de trés importantes données de séquences couplée au développement
d’outils bioinformatiques pour l'analyse de ces séquences ont permis de progresser sur la
connaissance du génome bactérien. Ces études ont, en outre, révélé que les transferts horizontaux
d’information génétique jouent un rdle prépondérant dans la plasticité des génomes bactériens.
De nombreux outils tant basés sur des méthodes informatiques d’analyses de séquences que sur
des expérimentations au niveau moléculaire ont ét€ mis au point.

Des expériences de mutagénese dirigée appliquées sur des genes NRPS ont permis de démontrer
la pertinence du choix des acides aminés clefs ou signatures des domaines d'adénylation. En
effet, Eppelmann et al. (2002) ont montré qu’une seule mutation dans le domaine adénylation
induit la reconnaissance spécifique d'un autre substrat muté sans perte d'efficience.

Des outils informatiques permettent quant a eux d’établir un agencement structural des différents
domaines composant un opéron impliqué dans la synthése non ribosomiale par une
reconnaissance de motifs spécifiques.

Certains logiciels permettent également de prédire le substrat que peut activer le domaine
d’adénylation des synthétases non ribosomiales. En effet, des études basées sur les données
structurales de domaine d’adénylation, dont la structure tridimensionnelle a été déterminée par
cristallisation et diffraction des rayons X, ont permis d’identifier les acides aminés d’activation
des domaines A permettant ainsi de modéliser le substrat susceptible d’€tre reconnu et activé. La
détermination de tous les substrats au sein d’un opéron permettrait non seulement de trouver la
composition en substrats de la molécule mais aussi de prédire sa structure et de la, dans certains
cas, sa fonction.

Une autre stratégie consistant a déterminer le substrat incorporé est basée sur la phylogénie des

domaines A qui est la conséquence des transferts horizontaux de genes (THG).
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L’intérét de ces outils réside dans le fait qu’ils permettent d’aider le biologiste a orienter ces
expérimentations et surtout de prédire les structures des fonctions biologiques des molécules
sans avoir recours a des analyses trés coliteuses.

On peut regrouper ces outils en deux catégories distinctes bien qu’ils soient complémentaires.

6.2.1. Outils permettant la détermination du substrat activé

En étudiant la structure moléculaire du domaine A du premier module activant la Phe de la
gramicidine synthétase, Conti et al. (1997) ont déterminé 10 motifs protéiques conservés (voir
Tableau 1). Ces auteurs ont montré que la spécificité de I’activation des substrats est déterminée
par le segment protéique A3-A6 alors que plus tard, Schwarzer et al. (2003) ont affirmé que cette
spécificité est le fait du segment A4-AS. Sur la base de la structure cristalline du premier
domaine A de la gramicidine synthétase, Stachelhaus et al. (1999) et Challis et al. (2000) ont
défini le site actif de I’enzyme. Ils ont identifié dans ce dernier, 10 acides aminés qui sont
directement impliqués dans la reconnaissance de I’acide aminé activé. Un alignement multiple de
différents domaines d’adénylation pour lesquels la spécificité du substrat est connue les a
conduits a définir un code conférant une spécificité ou code de Stachelhaus « specificity-
confering code». Les bases de données de cet outil proviennent essentiellement des domaines A
des souches E. coli, Bacillus spp. et Pseudomonas spp. Cette base de données élude un groupe
important de producteurs de molécules non ribosomiales que sont les actinomycetes,
principalement le genre Streptomyces.

Rausch er al. (2005) ont alors déterminé a partir d’un alignement de 397 différents domaines
d’adénylation un ensemble de résidus situés 2 8A du site actif.

En comparant les prédictions pour 1230 domaines A de molécules NRPS de la banque protéique
UniProt, la nouvelle méthode (celle de Rausch) a montré une fiabilité supérieure de 18%
comparée a celle du code de Stachelhaus dans la détermination de la spécificité des substrats
activés.

Ces bases de données s'enrichissent régulierement mais l'expérience prouve que la complexité
des signatures ne permet toujours pas de déterminer la nature du substrat incorporé comme dans
le cas des genes NRPS de Lactobacillus plantarum WCSF1 (voir Chapitre 5).

Tous ces outils restent limités pour prédire de fagon objective la nature de la molécule finale

essentiellement car ils sont basés sur des opérons appartenant a un nombre restreint d’especes.

6.2.2. Outils permettant la détermination de ’agencement structural des opérons

La détermination des core motifs protéiques a été étendue sur les autres domaines NRPS (C, A,

T, E, N, Ox) qui sont alors utilisés pour leur identification (Schwarzer et al. 2003).
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Ansari et al. (2004), en se basant sur I’ensemble de ces signatures, ont mis en place un logiciel
appelé NRPS/PKS, qui permet de prévoir l'organisation en modules et en domaines des
synthétases non ribosomiales et polykétides synthases. Ce logiciel fournit une interface
conviviale pour identifier les structures des enzymes modulaires. Ils se sont basés sur la
comparaison de la séquence cible (séquence a analyser) et 307 ORFs, 2223 différents domaines
dont 101 structures de molécules différentes.

De méme, les travaux sur les signatures des différents domaines ont permis de créer plusieurs
outils non commerciaux comme le logiciel NRPS de 1’équipe du Pr. Philippe Jacques,
ProBiogem, France (non publié) qui permet d’identifier les différents domaines NRPS d’une
protéine, mais aussi des outils commerciaux (Vector NTI, ClustScan). Le développement de ces
outils peut étre corrélé a I’importance de ces molécules dans différents secteurs d’activités.
L’avantage est sans nul doute I’amélioration de I’efficacité des découpages ou la détermination

des limites de chaque domaine a I’intérieur de chaque synthétase.
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Chapitre 2 Les lipopeptides: des peptides non ribosomiaux de Bacillus

Les lipopeptides sont des molécules composées d’un acide gras (B-hydroxy ou f-amino) et d’une
chaine peptidique qui peut étre linéaire, branchée ou cyclique. La plupart des molécules
lipopeptidiques produits par le genre Bacillus sont subdivisées en famille, en fonction de leur
structure. On peut néanmoins classer ces lipopeptides en 2 catégories :
- Catégorie I: les lipopeptides produits par le genre Bacillus selon le mécanisme non
ribosomial.
Cette catégorie de lipopeptides englobe la plupart des lipopeptides produits par le genre Bacillus
(B. subtilis, coagulans, amyloliquefaciens, pumilus, cereus, thuringiensis, brevis et
licheniformis). 1ls sont divisés en 3 familles (les fengycines, les surfactines et les iturines) selon
le niveau d’homologie entre les synthétases et des acides aminés constitutifs des molécules
(Zuber et al. 1993, Ongena and Jacques 2008). Ces lipopeptides sont d’ailleurs les plus étudiés.

- Catégorie II. Les lipopeptides dont le mécanisme non ribosomial de synthése n’était pas

encore démontré en début de ce travail.

Il s’agit de certains lipopeptides comme les kurstakines produits par Bacillus thuringiensis
(Hathout et al. 2000, Price et al. 2007).

D’autres lipopeptides non ribosomiaux sont produits par d’autres genres comme les
daptomycines (antibiotique lipopeptidique) produites par le genre Streptomyces (Doekel et al.
2008; Hachmann et al. 2009).

Notre intérét s’est porté dans ce chapitre sur les lipopeptides de la catégorie I c'est-a-dire les
lipopeptides-NRPS issus du genre Bacillus. Ces molécules font I’objet de nombreuses études au
sein du laboratoire ProBioGEM. Elles sont synthétisées de fagon linéaire et possédent plusieurs

activités biologiques.

I. Structures et activités biologiques des lipopeptides

Ces molécules renferment une partie peptidique composée de 7 ou 10 résidus d’acides a-aminés
L ou D, reliés a un acide gras B-hydroxylé ou B-aminé a longue chaine carbonée. Pour chaque
famille, on distingue des variants se différenciant par la nature des acides aminés dans le cycle,
et des homologues qui varient suivant la longueur (de 13 a 18 atomes de carbone) et I’isomérie
(linéaire, iso ou antéiso) de la chaine lipidique. Plusieurs auteurs ont montré que les activités
biologiques des lipopeptides sont étroitement liées a leurs structures. Une caractéristique

principale des lipopeptides des souches de Bacillus subtilis, réside dans leurs propriétés
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tensioactives en raison de leur structure amphiphile caractérisée par une partie polaire et une
chaine hydrocarbonée hydrophobe. Ces lipopeptides sont en effet susceptibles de diminuer la
tension de surface, de modifier et de perturber les bicouches lipidiques (Deleu er al. 2003;
Heerklotz and Seelig 2007).

Le tableau 2 montre la structure primaire des lipopeptides produits par le genre Bacillus.

Tableau 2. Structure primaire de quelques lipopeptides de Bacillus

Lipopeptides Structures Souches Auteurs
productrices

Lichenysines FAa-L-Glu(Gln)-L-Leu(Ile)-D-Leu-L-V al(L-I1e)-L- Asp- D-Leu-L-Ile(L-Val) B. licheniformis Ongena and Jacques
(2008)

Surfactines FAa-L-Glu-L-Len(Val, Ile)-D-Leu-L- Ala(Val, Leu, Ile)-L- Asp-D-Leu-L-Leu( Val Ile) B. subtilis Ongena and Jacques
(2008)

Espérine FAB-L-Glu-L-Leu-D-Leu-L-Val-L-Asp-D-Leu-L-Leu(L-Val) B. subtilis Thomas and Ito (1969)

Pumilacidine FAa-L-Glu-L-Leu-D-Leu-L-Leu-L-Asp-D- Leu- L-Val(L-Ile) B. pumilis Ongena and Jacques
(2008)

Iturine A FAc-L-Asn-D-Tyr-D-Asn-L-Gln-L-Pro-D-Asn-L-Ser B. subtilis Peypoux ef al. (1978)

Tturine C FAc-L-Asp-D-Tyr-D-Asn-L-Gln-L-Pro-D-Asn-L-Ser B. subtilis Ongena and Jacques
(2008)

Bacillomycine L FAc-L-Asp-D-Tyr-D-Asn-L-Ser-L-Gln-D-Ser-L- Thr B. subtilis Ongena and Jacques
(2008)

Bacillomycine D FAc-L-Asn-D-Tyr-D-Asn-L-Pro-L-Glu-D-Ser-L- Thr B. subtilis, Ongena and Jacques

B. amyioliguefaciens (2008)

Bacillomycine F FAe-L-Asn-D-Tyr-D-Asn-L-Gln-L-Pro-D-Asn-L-Thr B. subtilis Ongena and Jacques
(2008)

Mycosubtiline FAc-L-Asn-D-Tyr-D-Asn-L-Gln-L-Pro-D-Ser-L-Asn B. subtilis Ongena and Jacques
(2008)

*Fengycines A (B) FA4-L-Glu-D-Om-D-Tyr-D-alloThr-L-Glu-D-Ala(D-Val)- L-Pro-L-Gln-L-Tvr-L-Ile E. subtilis Ongena and Jacques
(2008)

*Plipastatines A (B) FAd-L-Glu-D-Om-L-Tyr-D-alloThr-L-Glu-D-V al(D-Ala)-L-Pro-L-Gln-D-Tyr-L-Ile B. subtilis Ongena and Jacques
(2008)

* double liaison entre les carbones 2-3, 3-4 et 13-14 dela chaine acide gras

FAa, B-hydroxy acide gras. Le groupe B-hydroxy forme un pont ester avec le groupe carboxyl a I’extrémité C-terminale de
I’acide aminé.

FAb, B-hydroxy acide gras. Le groupe -hydroxy forme un pont ester avec le groupe carboxyl de Asp en position 5.

FAc, B-amino acide gras. Le groupe f -amino forme un pont peptidique avec le groupe carboxyl de I’extrémité C-terminale de
I’acide aminé.

FAd, B-hydroxy acide gras. Le groupe carboxyl a I’extrémité C-terminale forme un pont ester avec le groupe hydroxyl de la Tyr
en position 3.

La surfactine, la lichenysine, la pumilacidine et ’espérine appartiennent a la méme famille
lipopeptidique selon Ongena and Jacques (2008). Ce sont des heptapeptides reliés a des acides
gras B-hydroxylés formant un pont ester soit avec le carbone C-terminal de la chaine peptidique
pour la surfactine, la lichenysine et la pumilacidine ou soit avec le groupe carboxyl de I’ Asp en
position 5 pour I’espérine. La surfactine et la lichenysine possédent un pouvoir biosurfactant et
des propriétés hémolytiques limitant fortement leur exploitation potentielle en thérapeutique
humaine. En outre, la surfactine produite par B. subtilis est un bioémulsifiant biologique tres
efficace. Elle stabilise les mousses formées en sa présence a cause de ces caractéristiques
d’hydrophobie due a sa chaine alkyl et ces propriétés moléculaires intrinseques.

Razafindralambo ez al. (1998) ont montré que la meilleure capacité a former des mousses stables
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a été obtenue avec des chaines de surfactine possédant quatorze atomes de carbone. La surfactine
est également capable d’interagir avec des biomembranes (Deleu e al. 1999; Grau et al. 1999).
Cette activité biosurfactante est meilleure a pH alcalin qu’a pH acide (Morikawa et al. 2000).
Cette molécule a, en outre, des activités antivirale et antibactérienne en particulier
antimycoplasme (Kracht ez al. 1999).

La lichenysine, quant a elle, est produite par Bacillus licheniformis et décrite comme possédant
un pouvoir surfactant supérieur a celui de la surfactine (Grangemard ez al. 2001). La lichenysine
est par ailleurs un trés bon agent chélatant des cations.

Des composés tels que la pumilacidine, une molécule antivirale (Naruse et al. 1990) et I’espérine
(Konz et al. 1999) produites respectivement par B. pumilis et B. subtilis sont considérées comme
des variants appartenant a la famille des surfactines (Ongena and Jacques 2008).

Les molécules de la famille des fengycines sont des lipodecapeptides comportant une chaine -
hydroxy d’acide gras (Steller er al. 1999). Cette famille regroupe essentiellement deux types de
molécules que sont les plipastatines et les fengycines.

La distinction entre ces deux lipopeptides réside dans la stéréochimie du résidu Tyr en position 3
de la chaine peptidique, qui est de conformation L pour les plipastatines et D pour les fengycines
(Umezawa et al.1986; Nishikiori et al. 2006). Les séquences des promoteurs fenC et de ppsA
différent aussi d’un nucléotide au niveau du 10 * domaine: TATAAT dans le promoteur fenC
et TATAGT pour le promoteur pps. Lin et al. (1999) ont montré que ce changement unique a un
role prépondérant dans la transcription du gene pps. Toutefois Steller et al. (1999), en
caractérisant les génes pps et fen, ont montré leur forte homologie supérieure a 70%.

Il semblerait que ces molécules aient en général les mémes fonctions. Pourtant, Umezawa et al.
(1986) ont montré I’action inhibitrice des plipastatines sur la phospholipase A2 (PLA;) de
Bacillus cereus BMG302-fF67 contrairement aux fengycines qui auraient un effet stimulateur.
L’inhibition de la PLA,; par les plipastatines a été confirmée par Volpon et al. (2000). On ignore
cependant si cela est lié a la différence des deux molécules au niveau de la stéréochimie du
résidu Tyr.

En général, les fengycines sont essentiellement des composés antifongiques notamment contre
Fusarium moniliforme Sheldon ATCC 38932 (Hu et al. 2007). Des travaux ont déja démontré
les effets protecteurs de la fengycine produite par la souche B. subtilis S499, dans certains
pathosysteémes tels que le haricot/Pythium ultimum, le concombre/Colletotrichum lagenarium et
la tomate/Pythium aphanidermatum (Ongena et al. 2005a; Ongena et al. 2005b).

La famille des iturines comprend le plus grand nombre de molécules et de variants parmi les

lipopeptides ayant été étudiés a ce jour. Elle comprend les iturines A et C, la bacillomycine D, F,
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L, Lc et la mycosubtiline (antéisoC-17, C-16) et possede principalement des activités
antifongiques (Peypoux et al. 2004). Des études sur la structuration des différentes synthétases
des lipopeptides de la famille des iturines (Feignier ef al. 1996; Duitman et al. 1999; Moyne et
al. 2004), sur leurs mécanismes de syntheése (Lecleére er al. 2005), la nature des monomeres
activés par ces synthétases et leurs différentes activités biologiques ont déja été décrites (Moyne
et al. 2001). La mycosubtiline et I’iturineA possedent une activité contre Micrococcus luteus et
P. aphanidermatum (Leclere et al. 2005). Tout récemment, Fickers et al. (2009) ont mis en
évidence le role thérapeutique de la mycosubtiline notamment contre le genre Candida.

La bacillomycine D est bien connue pour ces propriétés anti Aspergillus flavus, une moisissure
responsable de la production d’aflatoxine, toxine contaminant certains aliments comme les

graines d’arachides (Zhang et al. 2008).

II. Organisation des opérons qui codent les synthétases de lipopeptides

Les opérons lipopeptides sont constitués de genes codant les synthétases qui sont constitués de
plusieurs modules eux-mémes divisés en différents domaines.

L’organisation structurale et les homologies entre les différents ORFs impliqués dans la synthese
des molécules ont permis de classer les lipopeptides, comme décrit précédemment, en 3 familles.
La figure 14 présente I’organisation des différents ORFs impliqués dans la synthese de toutes les

molécules appartenant a chaque famille.

Opéron plipastatine
Plipa statine / Fengycine

1 2 3 4 5 6 7 g 9 10
Glu Om Tvr a-Thr Glu AlaorVal Pro Gln/Glu  Twr Ile
CAT CATE CAT CATE CAT CATE CAT CAT CATE CATTe
ppsd (fenC) ppsB (fenD) ppsC (fenE) ppsD (fend) ppsE (fenB)
Opéron surfactine
Surfactine Lichenysine
1 2 3 4 b 6 7
Glu Len Leu Val Asp Len Leu Tle
CAT CAT CATE |CA1‘ CAT CAT E | CATTe | Te/At
srfd-A (lchd) srfd-B (lchB) sfa-C (lehC) sefd-DilchD)
Opéron iturine
1 2 3 4 5 6 7
Asn Tvr Asn Pro Gl Ser Thr Bacillomyecine D
Asn Tvr Asn Gln  Pro Asn Ser Ihmine A
Asn Twr Asn Gln  Pro Ser Asn Mycosubtiline

|}[C1‘| |AI.AC?K.SACPA}1TCTCATC|ATE CATECAT CATC |ATE CAT Te

myed, iud, bamdA myeB, iuB, bamB myeC, i, bmyC

Figure 14. Représentation schématique des opérons (ORFs, domaines NRPSs ou PKSs et acides aminés
incorporés par les différents modules encodés par la machinerie catalytique responsable de la biosynthese
de membres représentatifs de chaque famille de lipopeptides produit par Bacillus subtilis. A: domaine
adénylation, ACP (Acyl carrier protein), AL: Acyl-CoA ligase, AMT: amino transférase, C: domaine
condensation, E: domaine épimerisation, KS: kétosynthase, MCT: Malonyl-CoA transacylase, T:
domaine thiolation, Te: domaine thioestérase.
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2.1. Opéron des surfactines

L’opéron surfactine qui regroupe 1’ensemble des génes codant les synthétases impliquées dans la
synthese de la surfactine a été mis en évidence chez Bacillus subtilis 168 (Kunst et al. 1997). 1l
est constitué de 4 genes (srfA-A, srfA-B, srfA-C et srfA-D) qui codent respectivement les
protéines SrfA-A, SrfA-B, SrfA-C et SrfA-D comme présenté a la figure 14. Excepté la
synthétase SrfA-D, les autres jouent un role actif lors de cette biosyntheése. En effet, la synthétase
SrfA-D est constituée uniquement d’un domaine Te (intervenant dans le clivage de la molécule
néoformée), on parle de module tronqué. La figure 15 présente les pricipaux modules et les

domaines constitutifs des synthétases fonctionnels de I’opéron de la surfactine.

SriA (402 kDa) SrfB (401 kDa) ’ SriC (144 kDa) ’
module 7

module 1 module 3 maodule 5

— . mpdules 2 madule 4 module &

CoY | Yoo | YooY | " JCore

Figure 15. Opéron de la surfactine synthétase (Sieber and Marahiel 2005)

Ce complexe multienzymatique est composé de 7 modules spécifiques pour 1’incorporation de 7
acides aminés.

La synthétase SrfA-A (3588 aa, 402 KDA) incorpore successivement les acides aminés L-Glu,
L-Leu et D-Leu, SrfA-B (3587 aa, 401 KDA) L-Val, L-Asp et D-Leu et SrfA-C (1274 aa, 144
KDA) L-Leu.

Les protéines SrfA-A, SrfA-B et SrfA-C de la surfactine synthétase sont codées respectivement
par les genes srfA-A (10767 bp), srfA-B (10764 bp) et srfA-C (3825 bp).

La lichenysine synthétase qui synthétise la lichenysine, molécule produite par Bacillus
licheniformis et appartenant a la famille des surfactines (Ongena and Jacques 2008), a une
organisation opéronique similaire a celle de la surfactine. En effet, la lichenysine synthétase est

aussi composée des ORFs IchA, IchB, IchC et [chD (voir figure 14).

2.2. Opéron des fengycines

Les fengycines comprennent deux types de molécules : les plipastatines et les fengycines.

L’opéron de la plipastatine de Bacillus subtilis 168 a été completement séquencé par Kunst et al.
(1997). Son organisation est présentée dans la figure 14. La synthétase de la plipastatine est
codée par le gene pps de taille 37689 bp et, est répertorié dans la banque Genbank sous le
numéro d’accession Z99113. Le gene pps est flanqué en début des genes dacC et yoxA puis a la

fin du gene yngL. La synthétase de la plipastatine est constituée de 5 protéines : PpsA (2561 aa,
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289 kDA), PpsB (2560 aa, 290 kDA), PpsC (2555 aa, 287 kDA), PpsD (3603 aa, 407 kDA) et
PpsE (1279 aa, 145 kDA) codées respectivement par les genes ppsA (7686 bp), ppsB (7683 bp),
ppsC (7668 bp), ppsD (10812 bp) et ppsE (3840 bp). Les synthétases PpsA, PpsB et PpsC sont
chacune constituées de 2 modules alors que PpsD et PpsE contiennent respectivement 3 et 1
modules. Chaque synthétase est responsable de I’incorporation des acides aminés suivants: L-
Glu et D-Orn pour PpsA, L-Tyr et D-allo-Thr pour PpsB, L-Glu et D-Val/Ala pour PpsC, L-Pro,
L-GlIn et D-Tyr pour PpsD et L-Ile pour PpsE.

La fengycine appartient a la méme famille que la plipastatine, I’organisation de sa synthétase est
similaire a celle de cette derniere et, est constituée des protéines FenC, FenD, FenE, FenA et

FenB (Lin et al. 1999).

2.3. Opéron des iturines

Contrairement aux autres synthétases impliquées dans la synthése des lipopeptides, les
synthétases d’iturines sont des produits issus d’une combinaison de deux systemes de syntheses
de métabolites secondaires différents: les Polykétides Synthases (PKS) et les NRPS (voir figure
14).

Plusieurs auteurs (Duitman et al. 1999, Leclere et al. 2005) ont décrit la synthétase de
mycosubtiline comme étant constituée de 4 protéines : FenF, MycA, MycB et MycC qui sont
respectivement codées par les genes fenF (1200 bp), mycA (11916 bp), mycB (16110 bp) et mycC
(7830 bp). La synthétase MycA (3971 aa, 449.3 kDA) permet I’incorporation dans la molécule
finale d’une L-Asn, la MycB (5369 aa, 612.3 kDA) une D-Tyr, un D-Asn, un L-GIn et un L-Pro
et MycC (2609 aa, 297.9 kDA) une D-Ser et une L-Asn.

La structuration des synthétases de I’iturineA (Tsuge et al. 2001) et de la bacillomycine D
(Moyne et al. 2004) est similaire a celle de la mycosubtiline.

En général, les synthétases impliquées dans la synthese de molécules d’'une méme famille ont
une organisation structurale semblable et une tres faible divergence au niveau des substrats
activés. Les différences au niveau des acides aminés constitutifs des molécules de lipopeptides
sont essentiellement le fait des changements intragéniques intervenus entre les domaines au
niveau des synthétases, ce qui induit par exemple 1’inversion des deux derniers acides aminés au

niveau de MycC et ItuC.
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- Conclusions

De par leur nature biologique, les lipopeptides constituent une alternative aux molécules
chimiques pour I’environnement, 1’agriculture et la médecine.

De nos jours, la production de lipopeptides est confinée a une petite échelle bien que de
nombreux essais pour leur production sélective a 1’échelle industrielle soient réalisés. Elle reste
néanmoins limitée du fait de la difficulté de la gestion de la mousse que les lipopeptides génerent

au cours de leur production et de leur purification.
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Chapitre 3 But du travail

Les applications potentielles des molécules d’origine non ribosomiale sont réelles et suscitent un
intérét croissant pour la recherche (mise en évidence de nouvelles structures peptidiques) et aussi
pour certaines industries notamment agro-alimentaire, pharmaceutique, chimique etc...

L’objectif de cette étude est d’une part, de mettre au point des méthodes de détection de souches
productrices de ces molécules par analyse moléculaire des genes impliqués dans leur synthese et
d’autre part, d’identifier les molécules associées.

La finalité de ce travail étant d’aboutir a terme, a la mise au point d’outils capables de renseigner
sur le potentiel NRPS des différentes souches de microorganismes.

Il s’avere alors intéressant de rechercher les molécules NRPS chez ces souches potentiellement
productrices par une stratégie permettant de pallier les difficultés de leur recherche par des
analyses biochimiques. En effet ces molécules non ribosomiales sont recherchées a partir des
surnageants de culture ou de colonies bactériennes.

Néanmoins, cette technique n’a pas toujours permis de détecter les capacités de synthese des
bactéries soit parce que les procédés de culture mise en ceuvre ne sont pas toujours optimis€s soit
parce que le seuil de détection des méthodes analytiques peut s’avérer étre une limite. Cela a été
le cas de la souche Bacillus subtilis S499, connue jusqu’alors uniquement pour sa production de
la surfactine S1 et de I'iturine A. L’optimisation des procédés de fermentation de cette souche
S499 a non seulement permis 1’augmentation de la production de cette surfactine mais a aussi
permis de révéler la présence d’une troisieme famille de lipopeptides: les fengycines produites
pendant la phase stationnaire de croissance (Jacques ef al. 1999).

Une autre limite de cette méthode est liée au phénotype bactérien. Lorsque la molécule recherchée
n’est pas exprimée ou I’est en faibles quantités par la souche, les analyses biochimiques s’averent
inefficaces. C’est le cas de B. subtilis 168 qui bien que possédant les opérons surfactine et
plipastatine est incapable de les synthétiser a cause d’une protéine Sfp non fonctionnelle.
L’alternative aux méthodes analytiques est le criblage moléculaire qui consiste a la mise en
évidence des genes impliqués dans la synthese de molécules non ribosomiales.

En effet, ces techniques permettent de mettre en évidence des molécules NRPS par la présence
de leurs genes. Elles permettent ainsi de contourner les difficultés liées aux méthodes analytiques
comme décrites précédemment.

Le cadre de ce travail consiste a rechercher des molécules non ribosomiales par la détection des

genes impliqués dans leur synthese par PCR. Il s’agira ainsi de définir une approche innovante
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par la détermination des amorces capables a la fois d’étre une alternative fiable aux difficultés
liées aux méthodes analytiques, mais aussi a ceux li€s a 1’utilisation des amorces définies a partir
des séquences consensus protéiques.

Nous présentons sous formes de chapitres, I’ensemble de nos travaux réalisés pour la recherche
de molécules non ribosomiales.

Les trois premiers chapitres des résultats sont consacrés a la mise au point de la technique de
détection de molécules NRPS a partir des genes de microorganismes modeles, de 'application de
cette technique a différentes collections de bactéries lactiques et de bacilles issus de produits
fermentés africains. Le quatriéme chapitre sera consacré a la conception d'un logiciel de
bioinformatique (PrimerDeg 0.1) qui permet 1’automatisation des procédures pour définir des
amorces spécifiques. Le dernier chapitre traitera de la combinaison de cette stratégie moléculaire
aux outils classiques biochimiques et bioinformatiques pour I’identification d’une nouvelle

molécule non ribosomiale.
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Chapitre 4 Matériels et Méthodes

I.  Matériels
1.1. Milieux de culture
Les milieux de culture ont été préparés dans des conditions définies selon les recommandations

des auteurs ou des différents fournisseurs.

1.1.1. Milieu de Man—-Rogosa—Sharpe ou MRS

Le milieu MRS est préparé en diluant 55,3 g de bouillon MRS (Biokar Diagnostics, Beauvais,
France) dans 1 L d’eau stérile. La solution ainsi obtenue est autoclavée a 121°C pendant 30 min.
Le milieu solide MRS est obtenu par 1’ajout de 1,7% d’agar dans le bouillon ainsi préparé avant

la stérilisation.

1.1.2. Milieu de Luria-Bertani ou LB

Le milieu Luria-Bertani (LB) est préparé avec 10 g de tryptone, 5 g d’extrait de levure et 10 g de

NaCl. Son pH est ajusté a 7.0-7.2 a 1"aide de NaOH puis stérilisé a 1’autoclave pendant 20 min a

121°C. Un ajout de 1,7% d’agar est effectué pour 1’obtention du milieu solide correspondant.

1.1.3. Milieu DSM
La réalisation du milieu DSM nécessite le mélange de deux solutions S1 solide et S2 liquide.
S1 est préparé dans un %2 L. d’eau MilliQ et contient 8 g de bouillon nutritif, 0,108 g de MgSOy4
heptahydraté, 1,8g de KCl et 8,5g d’agar.
La solution S2 contient 236,15 mg de Ca(NOs), tétrahydraté, 0,198 mg de MnCl, tétrahydraté et
0,0278 mg de FeSO,4 heptahydraté dans un %2 L d’eau MilliQ.
Les deux milieux sont autoclavés a 121°C pendant 30 min et mélangés stérilement avant
utilisation.

Le milieu DSM a €té mis au point pour la production sélective de certains lipopeptides.

1.1.4. Milieu Potato Dextrose Agar ou PDA

Le milieu PDA est constitué de 4 g de pomme de terre, 10 g de glucose et 15 g d’agar. Sa
préparation est réalisée par la dissolution de 20 g de bouillon déshydraté (Biokar Diagnostics,
Beauvais, France) dans 1 L de solution. Cette solution ainsi obtenue est stérilis€e pendant 30 min

a 121°C avant utilisation.
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1.1.5. Milieux 853 et 856

Le milieu 853 est composé de 10 g de tryptone, 5 g d’extrait de levure, 5 g de NaCl, 1 g de

/////

Le milieu 856 est préparé par 1’ajout de 1’agar a 1,7% dans le milieu 853.

1.1.6. Milieux 863 et 868

Le milieu 863 est constitué de 10 g de peptone, 10 g de glucose et 10 g d’extrait de levure
dissous dans 1 L d’eau. La solution ainsi obtenue est stérilisée a 121°C pendant 30 min.

Le milieu 868 est préparé a partir du milieu 863 avec 1’ajout de 1,7% d’agar.

1.1.7. Milieu SOC

Le milieu SOC est composé de 20 g de tryptone, 5 g d’extrait de levure, 0,5 de NaCl et 10 mL de
KCI 250 mM (1,86 g/100 mL) pour 1 L de solution.

min.

1.1.8. Milieu nutritif
Le milieu nutritif ou Bouillon Nutritif (BN) est préparé a partir de 20 g de bouillon nutritif
déshydraté (Biokar Diagnostics Beauvais, France) dissous dans 1 L d’H,O. Il est composé de 10

g de tryptone, 5 g d’extraits de viande et 5 g de chlorure de sodium.

Le milieu solide équivalent appelé Gélose Nutritive (GN) est complémenté avec 1,7% d’agar.

1.1.9. Eau peptonée

1 L d’eau peptonée est composé de 40 g de peptone, 20 g de NaCl et 1 mL de Tween 80.

1.2. Souches bactériennes

1.2.1. Souches de Lactobacillus

Lactobacillus plantarum WCSF1 est une souche dérivée de L. plantarum NCIMB8826 (Vesa et
al. 2000). Son génome est completement séquencé et annoté (Kleerebezem et al. 2003), avec un
numéro d’accession Genbank AL935263. L’analyse de ce génome montre la présence des genes
npsA et npsB codant pour des synthétases impliquées dans la syntheése non ribosomiale. Cette
souche a servi de référence pour I’étude des souches du genre Lactobacillus.

D’autres Lactobacillus d’origines diverses ont été utilisés. Ils sont présentés dans le tableau 3.
Jusqu’a présent, aucune autre souche de lactobacilles n’est connue comme possédant des genes

NRPS.
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Tableau 3. Caractéristiques des souches de Lactobacillus étudiées

Souches Origines
Lactobacillus plantarum WCSF1 NIZO, Pays-Bas
Lactobacillus plantarum NCIMB 8826 Offert par IBL, France
Lactobacillus plantarum NZ 1400 NIZO, Pays-Bas
Lactobacillus sakei-sakei 16 ProBioGEM
Lactobacillus plantarum ATCC 14917 BCCM/LMG, Belgique
Lactobacillus plantarum ATCC 8014 BCCM/LMG, Belgique

Lactobacillus sakei-sakei 16 (Lb16) de la collection de notre laboratoire a été isolé de hareng
fumé. Cette souche possede une activité antifongique (anti-Saccharomyces cerevisiae, anti-
Pichia pastoria, anti-Penicillium roquefortii et anti-Mucor rouxii) comparable a celle de L.
plantarum 8826 (dont est issu le clone WCSF1). La souche L. plantarum NZ 1400 est un clone
de la souche WCSF1, son geéne npsA a été inactivé.

Les souches de L. plantarum ATCC 14917, ATCC 8014 de la collection BCCM/LMG ont été
décrites comme ne possédant pas de génes NRPS (Moleenar ez al. 2005).

D’autres souches de bactéries lactiques ont été isolées dans cette étude. Elles proviennent de
Clupea harengus (hareng) fumé. Ces souches forment une collection composée de plusieurs
especes telles L. plantarum, L. casei, L. sakei-sakei, L. pentosis, L. sakei-curvatus, L. pentosus et
aussi d’autre genre tel Lactococcus lactis.

Les lactobacilles étant anaérobies facultatifs, leur croissance a été réalisée dans le milieu MRS a
30°C pendant 24 h, dans une jarre enrichie en CO; par la réaction entre 1’acide citrique et le

bicarbonate de sodium.

1.2.2. Souches de Bacillus

Les souches de Bacillus ont été choisies pour leur potentiel de production ou non de différents
lipopeptides. Elles ont été incubées dans le milieu Luria-Bertani (LB), en aérobiose pendant 24 h
a30°C.

- Bacillus subtilis 168
La souche de Bacillus subtilis 168 utilisée est issue de la collection « Bacillus Stock Genetic
Center », son génome est completement séquencé (Kunst ef al. 1997).
L’annotation du génome indique la présence des opérons srfA et pps codant respectivement pour

les synthétases de surfactine et de plipastatine. Cette souche a été utilisée comme souche de
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référence pour la présence des genes impliqués dans la synthése des lipopeptides : surfactine et

plipastatine.

- Bacillus subtilis ATCC 21332, ATCC 9943, ATCC 6633
Ces souches ont été utilisées car elles sont décrites comme productrices de peptides spécifiques:
La surfactine par les 3 souches (Kluge ef al. 1988; Duitman et al. 1999), I'iturine et la fengycine
par ATCC 9943 (Vater et al. 2002; Chollet-Imbert et al. 2009), la mycosubtiline par ATCC 6633
(Duitman et al. 1999; Leclére et al. 2005).

- Bacillus licheniformis ATCC 14580
Le génome de B. licheniformis ATCC 14580 a été completement séquencé et annoté (Rey et al.
2004). On le retrouve dans Genbank sous le numéro d’accession CPO00002. Il contient plusieurs
genes impliqués dans la synthése d’un lipopeptide : la lichenysine. D’autres espeéces comme
ATCC 10716 sont décrits pour la synthése de d’autres molécules NRPS comme la bacitracine
(Haavik 1974). Uniquement I’espece ATCC 14580 de la collection de notre laboratoire a été
utilisée lors de cette étude, elle nous a servi comme contrdle négatif pour la synthése de certains

lipopeptides.

- Bacillus thuringiensis
Une souche, Bacillus thuringiensis serovar berliner 1915 (Institut Pasteur de Paris, CRBIP
France) et une autre, Bacillus thuringiensis S 45 isolée de céréales, offerte par 1’université
d’Alger (Algérie), ont été utilisées pour rechercher d’éventuels potentiels génétiques NRPS car

elles possedent des activités biologiques.

- Bacillus cereus LMG 2098
La souche de B. cereus LMG 2098 nous a été fournie par le « Laboratorium voor
Microbiologie » de Ghent en Belgique. Elle nous a intéressé car elle n’est pas connue comme

étant capable de produire des NRPS de type lipopeptide.

A c6té de ces souches de bacilles décrites ci-dessus, d’autres souches d’origines diverses ont été
criblées pour la recherche de molécules NRPS.

En effet, différentes souches de Bacillus ont été isolées dans cette étude a partir de produits
fermentés a base de céréales provenant du Burkina-Faso (Afrique de 1’Ouest). Quelques-unes ont

été retenues sur la base de la présence d’activités biologiques.
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1.2.3. Autres souches

- Micrococcus luteus
La souche de Micrococcus luteus est une bactérie Gram+ a coques, mesurant 0,5 a 2 um de
diametre, appartenant a la famille des Micrococaceae généralement immobiles excepté I’espece

agilis. Elle a été utilisée pour des tests antimicrobiens.

- Moisissures et levures
Certains champignons ont été utilisés pour des tests antifongiques. Il s’agit des souches de
Rhizopus nigricans, Penicillium roquefortii, Mucor rouxii, Fusarium oxysporum et Aspergillus
niger comme moisissures, Saccharomyces cerevisiae comme levure. La croissance des souches
de moisissures a été réalisée sur milieu liquide et solide PDA (Potato Dextrose Agar) contenant
du chloramphénicol (concentré a 0,5 g/L.) a 20°C pendant une dizaine de jours. Les souches de

levures ont été incubées sur un milieu 868 pendant une nuit.

- Escherichia coli
Deux souches d’E. coli, I’espece E. coli IM109 de Promega Corp. (USA) et XL1-Blue de
Fermentas (France) ont été utilisées comme cellules compétentes pour 1’amplification et la
conservation des vecteurs plasmidiques.
Les génotypes sont:
JM109 : recAl, endAl, gyrA96, thi, hsdR17, supE44, relAl, A(lac-proAB)/F' [traD36, proAB”,
lacl%, lacZAM15],
XL1-Blue : recA, endAl, gyrA96, thi, hsdR17 (rk-,mk+), supE44, relAl, lambda-, lac-,[F’,
proAB, laclqZdeltaM 15, Tnl0(tet)].
Les cellules compétentes d’E. coli IM109 ont été acquises commercialement tandis que celles de
XL1-Blue ont été fournies gracieusement par 1’Institut de Recherches Microbiologiques Wiame
de Bruxelles (Belgique). Elles ont été incubées dans du milieu LB (complémenté ou non en
antibiotiques ou en composés spécifiques) pendant 24 h a 37°C dans un bain-marie sous

agitation (environ 20 g).

1.3. Vecteurs plasmidiques

Deux vecteurs commerciaux ont €été essentiellement utilisés lors des transformations:
pJET1/blunt a été utilisé pour le clonage avec E. coli XL1-Blue et pGEMT-easy pour E. coli

JM109 bien qu’ils soient tous deux adaptés a I’'une ou I’autre des cellules compétentes.
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Le vecteur pJET1/blunt (Fermentas) de taille égale a 3128 bp est utilisé pour le clonage des
produits PCR portant des bouts francs.
La figure 16 présente la carte génétique du vecteur plasmidique pJET1/Blunt et ses différents

sites de restrictions.

pJET1/blunt vector hmp

pJET1/blunt
3128 bp

DNA sequence of MCS region
Figure 16. Carte génétique de pJET1/Blunt (Source manuel Fermentas)

Il contient un gene 1€tal endonucléasique eco47IR responsable de la sélection des recombinants
positifs. La modification de I’expression du geéne eco47IR par le promoteur Pp,cyys est suffisante
pour la sélection des transformants positifs. Il possede de plus, un gene de réplication rep(pMB1)
et le géne bla (ApR) qui confere la résistance a I’ampicilline.

Le vecteur pPGEMT-Easy (Promega Corp., USA), de taille égale a 3015 Kb a été utilisé lors de
clonage des produits PCR ayant des extrémités non cohésives. Ce vecteur posseéde un gene de
résistance a 1’ampicilline (Amp"), une origine de réplication (ori), une partie du géne lacZ codant
pour l“a-peptide de la B-galactosidase et un site de clonage multiple inséré dans la partie N-
terminale du gene lacZ.

La carte génétique du vecteur pPGEMT-Easy est présentée a la figure 17.
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Figure 17. Carte génétique de pGEMT-Easy (Source manuel Promega)
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Contrairement au vecteur pJET1/Blunt, la sélection des transformants contenant un plasmide de
pGEMT-Easy nécessite de I'IPTG et de I’X-Gal dans le milieu de culture en plus de
I’ampicilline.

Le choix d’un vecteur au détriment d’un autre va alors dépendre de la nature cohésive ou non des
produits issus de la PCR. Cette nature dépend essentiellement du type d’enzyme polymérase
utilisée lors de la PCR.

Lors de cette étude, nous avons utilisé la MasterMix (Fermentas) comme Tag-polymérase pour la
PCR, qui est un mélange de produits nécessaire a la réalisation d’'une PCR. Cette enzyme produit

des fragments PCR avec des bouts cohésifs 3’-A ou 3’-T.

1.4.  Outils bioinformatiques

Les différentes fonctions des principaux outils utilisés lors de cette étude sont détaillées dans ce

paragraphe.

1.4.1. Logiciels d’analyses

- Logiciel Vector NTI Advance 10™

Le logiciel Vector NTI Advance 10™ a été mis au point par Invitrogen (USA) pour ’analyse de
séquences. C’est un outil qui nous a servi pour I’étude, I’analyse et le traitement des données de
séquences obtenues expérimentalement. Il se présente sous forme d’un portail ou Workflow et
offre plusieurs applications (alignement et assemblage de séquences, extraction de séquences de
genes et de protéines des banques de données, comparaisons de séquences etc..). Son utilisation

sera détaillée dans les chapitres ultérieurs.

- Logiciel AmplifX 1.4.4.

AmplifX a été mis au point par Jullien ef al. (2007) du Centre de Recherche en Neurobiologie et
Neurophysiologie de Marseille (France). Il est téléchargeable gratuitement via internet. Il a
permis de simuler des tests PCR sur ordinateur (test in silico), et a été utilisé comme banque pour
conserver les séquences des amorces définies. Les conditions générales d’utilisation sont celles
dites « standards » ou par « défaut ». Des conditions spécifiques sont mises au point a partir de
I’onglet ‘preference’ du menu Edition en modifiant dans la rubrique Match, les conditions par

défaut du logiciel.
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- Logiciel NRPS (Laboratoire ProBioGEM)

Le logiciel NRPS est un outil dédié a la reconnaissance des différents domaines de synthétases et
des sites actifs basés sur la signature des motifs protéiques conservés. Il a permis le découpage
des domaines obtenus par d’autres logiciels. Le logiciel NRPS-ProBioGEM n’est pas encore

accessible a tous car des améliorations sont en cours.

1.4.2. Sites Webs

- National Center for Biotechnology Information

Le National Center for Biotechnology Information (NCBI) est un institut américain dédié¢ a
I’information en biologie moléculaire. Il est I'un des sites les plus consultés par les biologistes
moléculaires car disposant de plusieurs et importantes banques de données. Selon ces auteurs,
deux nouvelles séquences sur trois sont d’abord soumises dans ces banques que sont Genbank,
RefSeq, dBSNP. Il développe des données de biologie calculatoire, met au point des logiciels
d’analyse et fournit des informations biomédicales.

C’est un portail gratuit qui offre plusieurs entrées et la plupart des logiciels d’analyses de

séquences sont reliés a ses bases de données. Il est accessible a partir du lien URL:

http://www.ncbi.nlm.nih.eov/.

- UniprotKB

C’est une banque de protéines regroupant deux groupes: SwissProt (protéines issues
d’expérimentations validées et annotées) et TrEMBEL (protéines provenant d’analyses
informatiques et non validées expérimentalement. Il est accessible a partir du lien URL:

http://www.uniprot.org/.

- Norine

Norine est une base de données publique, qui a pour but de répertorier I’ensemble des peptides
NRPS et des informations liées a leur structure, les monomeres les composant et aussi des
publications scientifiques se rattachant a ces molécules. Elle a été mise au point par la
collaboration entre deux équipes de recherche (ProBioGEM et le Laboratoire d’Informatique
Fondamentale de Lille) de I’Université de Lille 1, France. Norine contient un peu plus de 1070
peptides (Caboche et al. 2008).

Elle est accessible a partir du lien : http://bioinfo.lifl.fr/norine/.
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- Integrated Microbial Genome (IMG)

C’est un des portails que nous avons consulté pour 1’exploration des génomes bactériens
séquencés et annotés. Il a été crée par Joint Genome Institute (JGI), Californie, USA.

Il contient un peu plus de 5000 génomes séquencés et annotés, dont environ 500 qui I’ont été

partiellement (Markowitz et al. 2007).

- Bioinformatic ToolBox

C’est un portail bioinformatique qui contient plusieurs outils mais uniquement le logiciel NRPS
Predictor a servi lors de cette étude. NRPS Predictor permet la détermination de 1’acide aminé
activé par les domaines d’adénylation des synthétases (Rausch er al. 2005). 1l est accessible a
partir du lien URL : www-ab.informatik.uni-tuebingen.de/.

Plusieurs autres supports bioinformatiques ont été consultés et seront signalés a chaque fois
qu’ils auront été utilisés pour 1’analyse de résultats.

Chacun des outils précités nécessite un format particulier des séquences, mais le plus

généralement adapté est le format Fasta. Grace a RedSeq sur http://bioinfo.hku.hk/, il est

possible de convertir tous les fichiers au format désiré.
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II. Méthodes

2.1. Techniques moléculaires

La technique de PCR a été utilisée pour la recherche des geénes NRPS des souches de
Lactobacillus et de Bacillus, elle ’a aussi été pour I’identification moléculaire de certaines
souches lors de cette étude. Elle s’effectue sur des ADNs qui sont extraits de souches et de

colonies isolées.

2.1.1. Extraction de ’ADN

L’extraction a été réalisée a partir de cultures incubées pendant une nuit a 30°C dans différents
milieux notamment dans le milieu MRS pour les souches de Lactobacillus et le milieu LB pour
les souches de Bacillus. L’extraction est réalisée a 1’aide du Kit Wizard Genomic DNA en
suivant les instructions du fournisseur (Promega Corp., Madison, USA). Elle se déroule
généralement en 3 étapes décrites ci-apres :

- la lyse des cellules avec du lysozyme (10 mg/mL) et de 'EDTA (50 mM).

- la destruction des protéines et de I’ARN a I’aide d’une solution de protéase et ribonucléase.

- la précipitation par I’éthanol 70% et I’isopropanol, puis I’élution de I’ADN soit dans de 1’eau
ou dans un tampon approprié selon 1’usage prévu.

L’ ADN ainsi extrait est quantifié puis conservé a -20°C pour une utilisation future.

La quantification de I’ADN a été réalisée soit a ’aide du Nanodrop™ 1000 Spectrophotometer
(1,5 uL d’extrait d’ADN sont déposés sur la lunette optique de 1’appareil puis la concentration
est donnée automatiquement), soit une estimation par comparaison avec un marqueur de taille
(O’ Gene Ruler ou Track-It™ 100 bp ADN Ladder), acquis respectivement de chez Fermentas et

Invitrogen apres une migration dans un gel d’agarose.

2.1.2. Préparation des échantillons pour PCR sur colonies

La technique de PCR sur colonies a ét€ mise au point a la fois pour les souches Lactobacillus,
Bacillus et E. coli. Elle a été utilisée lors de criblage de collections de souches.

Un isolement sur boite de Pétri contenant le milieu spécifique de croissance de la souche a été
réalisé et incubé une nuit a la température appropriée. Ensuite, une colonie au choix est prélevée
et mise dans un tube (de préférence un tube Eppendorf) contenant 25 pL d’eau stérile.
L’échantillon est congelé a -20°C pendant 20 min et le tube est directement porté dans un bain-
marie bouillant a2 100°C pendant 2 min. Le mélange est centrifugé a 8978 g pendant 5 min et 1,5

puL du surnageant est utilisé pour réaliser la PCR.
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La variation de température (de -20°C a 100°C) détruit la paroi cellulaire et les insolubles sont
éliminés centrifugation.

Pour les vérifications de la présence des inserts, 1 uL des amorces spécifiques du vecteur
pJET1/Blunt (pJet FSP et pJet RSP) a été utilisé avec 10 uLL de MasterMix pour un volume total
de 20 pL de produit PCR. Entre 10-30 uM d’amorces spécifiques dans un volume final de 25 pL.

ont été utilisés pour le criblage de souches.

2.1.3. Conditions expérimentales de la PCR

Les conditions expérimentales ont été¢ déterminées pour trouver les conditions optimales des
composés constitutifs pour la réalisation d’une PCR :

- Détermination de la concentration optimale de I’ADN
La détermination de la concentration optimale de I’ADN a été effectuée en testant plusieurs
dilutions d’un ADN de concentration connue.

- Détermination de la température optimale d’hybridation
La température optimale d’hybridation des amorces a été déterminée en réalisant un gradient de
température autour d’une température d’hybridation théorique (+ 10°C). La température
d’hybridation théorique (Th) est déterminée en fonction de la melting température (Tm) qui est
généralement fournie par les fournisseurs pour chaque amorce. Cette Tm dépend de la taille de la
séquence, du % GC et de la concentration des cations présents dans la solution en particulier de
I’ion sodium (Na"). Elle est déterminée de deux maniéres différentes:

Lorsque la séquence de 1’amorce est comprise entre 14-20 bp (Formule de Wallace)
Tm(CC) =2 X(A+T)+ 4 x (C+G)

Lorsque la séquence de 1I’amorce est supérieure a 20 nucléotides (Formule empirique)

675
Tm (°C) = 60,31 X (%G + % C) = ()

N = taille de la séquence

La température optimale d’hybridation est obtenue expérimentalement a 1’aide de 1’appareil
MasterCycler PCR Gradient. Elle est généralement égale a :

Th=Tm £5°C
Les concentrations initiales des amorces ont été fixées a 20 uM pour toutes les PCRs réalisées.
Dans un tube PCR de volume 0,2 mL ou 0,5 mL, on a mis 1,5 pLL de la solution d’ADN (10-30

ng/uL), 1,5 pLL d’une solution de chacune des deux amorces (pour les brins direct et inverse) de
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concentration initiale de 20 uM, 12,5uL de la Tag-polymerase Master Mix 2x concentré et 8 uL.
d’H,O, I’ensemble constituant un volume de 25 pL.
Les programmes pour chacune des PCR ont été principalement définis en fonction de la nature

des amorces et de la taille des fragments a amplifier.

2.14. Electrophorese

La migration électrophorétique des produits PCR a été essentiellement réalisée dans des gels
d’agarose. Le gel horizontal dagarose a été préparé dans un tampon TBE 0,5x a pH 8.8 (pour 1
L: 53,9 g de Tris, 27,5 g d’acide borique, 3,65 g d’EDTA acide) additionné de 1% de bromure
d’éthidium (BET) a 1 mg/mL. Les échantillons sont additionnés d"1/ 10°™ de volume de solution
de chargement ADN ou bleu de charge (bleu de bromophénol 2,5 g/1, xyléne cyanol 2,5 g/l,
Ficoll 400 250 g/1).

La migration s’effectue dans le tampon TBE 0,5x sous une différence de potentiel de 50-100
volts a I’aide du Mupid-Ex, Japan. Les molécules dacides nucléiques sont ensuite visualisées
sous UV dans I'Illuminator/Digitally Recorder (GelDOC Bio-Rad, Hercule, USA), grace a la
fluorescence du BET qui s intercale entre les bases nucléotidiques.

Le gel d’agarose a été préparé a 0,5 % ou 1 % (w/v) selon que les fragments d’ADN a visualiser
sont de petite taille (inférieur a 1 Kb) et a 2% (w/v) pour des fragments de grande taille
(supérieur a 2 Kb).

Le logiciel Quantity One incorporé au GelDoc permet une annotation et une exportation de

I’image du gel sous format TIFF.

2.1.5. Purification des acides nucléiques

Cette opération consiste a débarrasser le fragment d’intérét des autres produits PCR (amorces,
sels, enzymes, dNTP restants). Elle a été effectuée a partir des produits directement issus des
PCR ou du fragment apres 1’électrophorese.

- A partir de gel d’agarose
Les morceaux de gels contenant les fragments désirés sont coupés a 1’aide d’un cutter stérilisé
sous flamme pour chaque bande et sont purifiés suivant le protocole QIAquick Gel Extraction
Kit (Qiagen, Hilden, Allemagne). Il est indispensable d’exposer le moins longtemps possible les

bandes a extraire aux U.V afin d’éviter la dégradation des ADN.

- A partir de produits PCR
Les produits issus de I’amplication PCR ont été purifiés suivant le protocole High Pure PCR

(Product Purification Kit, Roche, Allemagne).
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2.1.6. Ligation et clonage
Les fragments d’ADN issus d amplification par PCR sont clonés, apres purification, directement
dans le vecteur pPGEM-T Easy de Promega et apres adaptation des extrémités 3’cohésives dans le
vecteur pJET1/Blunt de Fermentas selon les instructions des différents fournisseurs.
Les produits de ligation sont laissés une nuit a 16°C en présence d ‘une unité de T4 DNA ligase,
dans le tampon de ligation fourni par le fournisseur correspondant.

La quantité d’ADN a ajouter au mélange de ligation se calcule selon la formule suivante:

[ng de vecteur] x [rapport de taille (kb) insert/vecteur] x [rapport molaire insert/vecteur]

2.1.7. Transformation et sélection des colonies

La transformation a consisté a transférer le vecteur d’intérét dans une cellule compétente. Alors
que les cellules compétentes E. coli IM109 ont été acquises commercialement (Promega Corp.,
USA), les cellules XL1-Blue ont été préparées selon le protocole suivant :

Une préculture d’E. coli XLL1-B est incubée durant une nuit dans du milieu 853 stérile. Ce milieu
est ensemencé avec au maximum 1/50°™ du volume soit 2 mL pour 100 mL de milieu 853 de la
préculture, puis incubé a 37°C pour atteindre une D.O a 600 nm de 0,4. Une centrifugation a
froid est réalisée pendant 10 min a 8217 g. Le culot est resuspendu dans la moitié du volume
d’ensemencement de CaCl, 50 mM froid (soit S0 mL) et laissé maintenu dans la glace.

Une nouvelle centrifugation de 10 min a 8217 g est réalisée et le culot obtenu est suspendu dans
1/10°™ du volume d’ensemencement soit 9 mL de CaCl, 50 mM + glycérol 15% et 1 mL de
CaCl, 50 mM froid.

Les cellules compétentes ainsi obtenues sont conservées a - 80°C pour une utilisation ultérieure.
La transformation s’effectue par choc thermique dans le milieu SOC selon les recommandations
du fournisseur.

Une partie de I’aliquot d’environ 200 pL de la suspension bactérienne contenant 2 pL. du produit
de ligation est étalée sur le milieu LB solide complémenté de 100 pg.mL’1 d’ampicilline, de X-
Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-f-D-galactopyranoside), puis de I'IPTG (isopropyl-B-D-
thiogalactopyranoside). Ces composés sont ajoutés stérilement apres une filtration sur membrane
de 0,45 um de porosité 2 une concentration de 200 pg.mL™" dans le cas d’utilisation du vecteur
pGEM-T Easy. La sélection des transformants est effectuée selon le test dit « blanc-bleu ».

En effet, X-Gal et IPTG permettent de détecter les bactéries contenant le vecteur avec I’insert
suite a une réaction entre X-Gal et le géne de la B-galactosidase présent dans le vecteur et induit

par 'IPTG:
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Substrat incolore chromogéne X-Gal Prealactosidase

Galactose + X (produit coloré bleu).

Pour les colonies possédant le vecteur et I’insert, le gene de la -galactosidase sera rendu inactif
par I'insertion du fragment d’ADN, ce qui conduira a des colonies blanches.

Les colonies bleues auront une (3-galactosidase fonctionnelle et ne posséderont donc pas 1’insert.
Lorsque le vecteur pJET1/Blunt a été utilisé, 200 uL. de la suspension bactérienne a été étalé sur
le milieu 856 complémenté d’ampicilline (100 pg.mL‘l). Les transformants sont sélectionnés
apreés une nuit d’incubation a 37°C car ’endonucléase 1étale empéche la croissance de celles
dépourvues d’inserts.

Pour éviter le choix de « faux positifs » ou mutants, des vérifications autres que ces caracteéres
biochimiques ont été réalisées. En effet, deux techniques ont été utilisées pour vérifier la
présence du fragment inséré dans le vecteur :

- soit la digestion par ’enzyme de restriction EcoRI (Fermentas, France) dans le cas du vecteur
pGEMT-Easy dans les conditions suivantes: 1uL d’enzyme de restriction EcoRI (10u/uL), 1uL
tampon EcoRI et 8 uL. de I’ADN plasmidique concentré a 30-60ng/uL. Le mélange est incubé a
37°C pendant 1 h 30 min.

- soit par PCR directement sur colonies comme décrit précédemment avec 1 puL. des amorces pJet

FSP/pJet RSP dans le cas du vecteur pJET1/Blunt.

2.1.8. Extraction de plasmides

L’ ADN plasmidique a été extrait des cellules transformées d’E. coli a 1’aide de QIAprep Spin
Miniprep Kit Protocol (Qiagen, Allemagne) apres culture d’une nuit dans le milieu 853 ou LB

complémenté en ampicilline (concentration finale a 100 pg/mL).

2.1.9. Séquencage
Le séquencage des fragments clonés a été effectué a la fois chez Cogenics S.A (Meylan, France)
et MWG Eurofins, Martinsried (Allemagne). Les échantillons ont été préparés selon les
recommandations de I’entreprise concernée. Les produits clonés sont s€quencés en utilisant les

amorces pUC-M13-R/F dans le systtme ABI PRISM DYE Terminator cycle sequencing Kkit.

2.2. Techniques bioinformatiques
Des techniques bioinformatiques ont été utilisées pour la définition des amorces spécifiques. En
effet, les amorces constituent un élément clef pour la détection de genes par PCR.
Ces techniques ont consisté principalement a 1’utilisation des logiciels comme Vector NTI

Advance 10™ et AmplifX 1.4.4 et des liens Webs cités précédemment.
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2.2.1. Détermination des amorces a partir des géenes NRPS de L. plantarum

L’objectif a été de définir des amorces capables d’amplifier des fragments de génes codant pour
des synthétases non ribosomiales.

Les amorces pouvant étre utilisées par PCR ont alors été concues a partir des génes NRPS (npsA
et npsB) du génome de L. plantarum WCSF1 (Kleerebezem et al. 2003). Ce génome a été
exploré a 1’aide du logiciel Vector NTI connaissant son numéro d’accession Genbank:

AL935263.

- Les amorces non dégénérées
Ce type d’amorces est composé uniquement de combinaisons d’acides nucléiques A, T, G et C
qui forment une séquence unique et n’est susceptible d’amplifier qu'un seul fragment. Deux
couples d’amorces non dégénérées (A7.1/T1.1 et A10.4/C3.4) ont été€ définies comme explicité

dans le Chapitre 5 suivant.

- Amorces dégénérées

Les amorces dégénérées comportent dans leurs séquences des bases nucléiques capables de
substituer 2, 3 voire 4 autres bases nucléiques. On parle de dégénérescence car la séquence
littérale est en réalité la résultante de plusieurs séquences, ce qui permet de reconnaitre plusieurs
fragments.
Le code DNA TUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) a été utilisé pour
introduire ces dégénérescences dans les séquences des amorces.
Des alignements des domaines d’adénylation et de thiolation du géne npsA ont été réalisés a
I’aide du logiciel Vector NTI et, selon les séquences consensus nucléiques obtenues, deux
couples d’amorces ont été définis :

- le couple d’amorce A7.d1/A10.d1 a été obtenu a partir des alignements de séquences
nucléiques des 6 modules composant les génes npsA et npsB.

- le couple Albl-F/TIb1-R a été déterminé a partir des alignements des séquences nucléiques
des domaines d’adénylation et de thiolation composant le gene npsA.
Les motifs les plus conservés de ces alignements sont choisis a I’aide de Vector NTI qui permet
de déterminer en pourcentage la position la plus consensuelle des nucléotides formant un motif.
Le choix des motifs conservés nucléiques utilisés pour ces amorces s’est fait selon les criteres ci-
apres :
- le degré de consensus exprimé en pourcentage qui dépend du taux de similarité

- le sens d’orientation des amorces : sens (5°3”) ou non sens (3°5’).
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- le niveau de dégénérescence qui tient compte de la stabilité de la sonde par détermination du
coefficient d’hybridation.

Ainsi, deux couples respectivement d’amorces non dégénérées et dégénérées ont été définis a
partir des genes NRPS de Lactobacillus plantarum WCSF1 pour la recherche de molécules non

ribosomiales.

2.2.2. Détermination des amorces pour la détection de géne NRPS de Bacillus

La définition des amorces spécifiques tient compte de la grande diversité des opérons impliqués
dans la synthese de molécules non ribosomiales. Les bacilles sont connus pour leurs synthéses de
diverses molécules NRPS.
Des séquences nucléiques des domaines A et T des opérons de synthétases impliqués dans la
synthése de lipopeptides de Bacillus ont servi pour définir les amorces selon des critéres ci-
apres:

- Sélectivité
Les amorces doivent amplifier uniquement des genes de type NRPS, c'est-a-dire que tous les
fragments détectés doivent appartenir a des genes codant uniquement pour des synthétases de
type NRPS. C’est pourquoi la région formée par les domaines A et T exclusifs aux NRPS selon
Schwarzer et al. (2001) seront utilisés.

- Spécificité
Les amorces doivent amplifier des fragments de genes pour lesquels elles sont définies en
priorité. Le cas échéant, en absence du fragment recherché, elles pourraient amplifier d’autres
genes de types NRPS en particulier ceux impliqués dans la synthése des geénes dont les
synthétases sont proches du gene ayant servi a leur détermination.

- Efficacité
Les genes amplifiés par ces amorces doivent avoir une forte homologie avec des genes NRPS
existant. Cette efficacité des amorces est évaluée par I’expect value ou E. value des séquences
amplifiées par les amorces. La E. value est la probabilité d’avoir un meilleur résultat que celui
obtenu apres une analyse Blast (Basic Local Alignement Search Tools). En effet, plus la E. value
est proche de 0.00, plus le pourcentage d’identité du fragment affiché est bon, ce qui atteste de
I’efficacité des amorces. Certains définissent la « E. value » comme un indice de confiance, une
valeur probabilistique inverse.
Cinq couples d’amorces ont été ainsi déterminés : les amorces Asl-F/Tf1-R et Apl-F/Tpl-R
respectivement a partir des opérons de la surfactine et de la plipastatine de B. subtilis 168, les

amorces Af2-F/Tf1-R et Am1-F/Tm1-R respectivement a partir des opérons de la fengycine de
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B. subtilis F29-3 et de la mycosubtiline de B. subtilis ATCC 6633 enfin les amorces Abll-
F/Tbl1-R a partir de la bacillomycine de B. subtilis AU195.

Le choix des motifs conservés nucléiques utilisés pour ces amorces s’est fait selon les criteres
définis dans le cas des amorces lactobacilles.

Puisque ces amorces devront étre capables de détecter des fragments de genes appartenant aux
opérons ayant servi a leur définition mais aussi aux autres opérons des lipopeptides de la méme
famille protéique, une étude sur la similarité des opérons de molécules issues de la méme famille

a €té réalisée.

Conditions de comparaison des synthétases
L’étude de la comparaison des opérons a été réalisée par des alignements multiples a I’aide de
EMBOSS (Needle, Global) Pairwise Alignment Algorithms (Needleman and Wunsch 1970),
disponible sur http://www.ebi.ac.uk. L alignement des séquences s’est fait dans les conditions
suivantes : Protéines : Matrix : Blosum62, Open Gap: 10, Extend Gap: 0.5. ADN: Matrix : ADN
full, Open Gap: 10, Extend Gap: 0.5.
Les synthétases des principaux lipopeptides qui constituent chacune des 3 familles ont ainsi été
comparées entre elles au niveau protéique et nucléique.
Les séquences des différentes synthétases ont été extraites dans la banque Genbank de NCBI
avec les numéros d’accession: surfactine (CAB12142.1, CABI12143.1 et CAB12145.1),
plipastatine (CAB13717.1, CAB13716.1, CABI13715.1, CAB13713.1 et CABI13714.1),
mycosubtiline (AAF08795.1, AAF08796 et AAF08797), fengycine (AAB80955, AAB00093,
CAA09819 et AAB8(0956.1) et bacillomycine (ABS 74181.1, ABS74180.1 et ABS74179.1).
La reconnaissance des séquences nucléotidiques des modules et des domaines correspondant a
chaque synthétase a été réalisée a 1’aide de Vector NTI Advance 10™, en complément du

logiciel NRPS-ProBioGEM.

Vérification des amorces
Pour déterminer la stabilité des amorces, un Coefficient d’Hybridation (HyC) a été mis au point
par une approche mathématique rendant compte du niveau de dégénérescence de 1’amorce
(Chapitre 5). A chaque acide nucléotidique dégénéré selon le code IUPAC, un coefficient a été
affecté comme présenté dans le Tableau 4.
Le coefficient affecté est fonction du nombre de nucléotides que peut substituer chaque base

dégénérée.
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Tableau 4. Coefficients affectés a chaque acide nucléique dégénéré

Coefficient
affecté

Bases
substituables
AouG
CouT
CouA
TouG
TouA
CouG
C, TouG
A, TouG
A, TouC
A, CouG

Acide nucléique
dégénéré

\S}

< TS = »n R Z|~<=
W W] W W] N N N N N

La validation des amorces a nécessité 1’utilisation du logiciel AmplifX 1.4.4, a I’aide duquel des
tests PCR ont été réalisés. On parlera de tests in silico. Ce logiciel a permis de déterminer
plusieurs autres caractéristiques de ces amorces, notamment leur position sur les opérons,
I’hybridabilité ou la capacité a amorcer et surtout la taille théorique des fragments a amplifier.
Les amorces ainsi définies ont été testées in vitro avec les souches de références pour déterminer
les conditions optimales de températures pour la réalisation des tests de PCR.

Elles ont été ensuite utilisées in vitro sur les souches étudiées pour la recherche de geénes de type

NRPS.

- Conditions expérimentales d’utilisation des amorces par PCR

Les conditions générales pour les PCR ont été€ effectuées pendant 30 cycles avec une température
d’extension finale de 72°C pendant 10 min.

Les conditions spécifiques de températures optimales des étapes principales (dénaturation,

hybridation et élongation) pour chacune des amorces sont présentées dans le tableau 5.

Tableau 5. Conditions expérimentales de programmation de I’appareil PCR pour I’ utilisation des amorces

Etapes Amorces Lactobacillus Amorces Bacillus
94°C pendant 4 min pour toutes les amorces | 94°C pendant 3 min pour toutes les amorces
Dénaturation (étape initiale) puis pendant 1 min pour les | (étape initiale) puis pendant 1 min pour les
autres cycles autres cycles
43°C pendant 30 s pour Asl-F/Ts2-R,
Hybridation 45°C pendant 30 s (A7.d1/A10.d1, Alb1/TIbl- | 45°C pendant 30 s pour Aml-F/TmI-R, Af2-
R, A7.1/T1.1 et A10.4/C3.4) F/Tf1-R et Abl1-F/Tbl1-R
58°C pendant 30 s pour Apl-F/Tpl-R
72°C pendant 45 s pour Asl-F/Ts2-R, Aml-
Elongation 72°C pendant 45 s (A7.d1/A10.d1, Alb1/TIbl- | F/Tml-R, Af2-F/Tf1-R et Abl1-F/Tbl1-R
R, A7.1/T1.1 et A10.4/C3.4) 72°C pendant 75 s pour Apl-F/Tpl-R
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Les amorces spécifiques PrBacl et Prbac2 (Rupf et al. 1999) ont été utilisées comme témoin-

contrdle de la qualité des PCR dans les conditions expérimentales de chaque amorce utilisée.

2.3. Identification des souches

L’identification des souches a €été réalisée de deux maniéres : identification moléculaire et

biochimique.

2.3.1. Identification moléculaire

- Condition d’utilisation des amorces pour I’identification moléculaire
Des amorces ont été utilisées in vitro pour I’identification des souches isolées des condiments
fermentés africains (Tableau 6).

Tableau 6. Caractéristiques des amorces utilisées pour I’identification des souches isolées

Amorces Séquences Fragments Genres et especes concernés
attendus

B-K1/F TCACCAAGGCRACGATGCG 1114 bp Bacillus, Paenibacillus, Brevibacillus

B-K1/R1 CGTATTCACCGCGGCATG

Bsub5F AAGTCGAGCGGACAGATGG 595 bp Groupe « Bacillus subtilis » (subtilis,

Bsub3R CCAGTTTCCAATGACCCTCCCC licheniformis, amyloliquefaciens,

pumilus, atrophaeus)
BalF TGCAACTGTATTAGCACAAGCT 533 bp Groupe « Bacillus cereus » (cereus,
BalR TACCACGAAGTTTGTTCACTACT thuringiensis, mycoides, anthracis)

Wu et al. (2005) ont défini les amorces K-BIF/K-B1R1 capables d’amplifier le géne de I’ARN
16S de souches appartenant au genre Bacillus, Paenibacillus, Brevibacillus.

Les amorces Bsub 5F/Busb 3R, mises au point par Wattiau et al. (2001) sont spécifiques pour la
détection du gene de I’ARN 16S, permettant ainsi d’identifier 5 especes du groupe « Bacillus
subtilis » (B. subtilis, B. pumilus, B. atrophaeus, B. licheniformis et B. amyloliquefaciens).
Chang et al. (2003) ont déterminé les amorces BalF/BalR pour I'identification du géne groEL
présent chez le groupe « B. cereus ».

Ces amorces ont été utilisées pour caractériser les souches issues des collections de lactobacilles

et de bacilles.
2.3.2. Identification biochimique

Les galeries API 50 CHB (Biomérieux SA, Marcy-1’Etoile, France) ont été utilisées et inoculées
selon les recommandations du fournisseur. L'incubation est réalisée a 30°C et la lecture est
effectuée apres 24 et 48 h d'incubation.

Le logiciel APIWEB a été utilisé pour le traitement des données en vue de déterminer I’espece.
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2.3.3. Détermination d’activités biologiques

Les activités biologiques ont été déterminées pour des souches de Lactobacillus et de Bacillus.

- Tests antifongiques
Deux techniques (double couche et puits) ont été effectuées pour le test antifongique. Elles
consistent a observer la capacité de la souche testée a provoquer une inhibition de différentes
levures et de spores de moisissures.
Les spores de moisissures ont été préparées de la maniere suivante :
Quelques pL de moisissures ont été déposées sur une gélose PDA 17 gL' additionnée de
chloramphénicol (0,5 g.L‘l). Ces boites ont été€ incubées a 20°C pendant une dizaine de jours.
4,5 mL d’eau peptonée contenant du tween a 0,1% stérile sont répartis a la surface de la boite de
Pétri contenant la moisissure. La surface de la gélose est alors raclée a 1’aide d’un rateau afin de
récupérer les spores. Apres filtration sur fibres de verre stériles, la concentration en spores de la
suspension est déterminée par numération en cellule de Malassez.

La détermination des spores est calculée a I’aide de la formule suivante :

N_[n.uT D
T luv ]

N : nombre spores par mL ; u : nombre d’unités comptées ; uT : nombre total d’unité de comptage
n : nombre de cellules comptées V : volume de I’hématimetre. FD: facteur de dilution.
Dans la cellule de Malassez, une unité correspond a un grand carré soit a un champ optique.

- La technique de la double couche

Elle consiste a inoculer une gélose MRS a 1,7 % d’agar (Magnusson et al. 2002) par une strie
tres fine de suspension bactérienne a 1’aide d’une pipette Pasteur. Pour les lactobacilles, le milieu
est ensuite incubé pendant 48 h sous atmosphere enrichie en CO,.

Apres incubation, les boites de Pétri sont séchées a 1’étuve pendant 1 h, inoculées en double
couche par 4 mL de gélose PDA 2 0,7 % contenant 10* spores de moisissure par mL.

Les boites sont ensuite ré-incubées durant 24 a 48 h a température ambiante ou dans une étuve a

20°C. La lecture s’effectue en mesurant la largeur du halo d’inhibition présent autour de la strie.

69

© 2011 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1.fr



Thése d'Arthur Tapi, Lille 1, 2010

- La technique des puits

Elle consiste a inoculer des boites de Pétri contenant 20 mL de milieu PDA a 1,5 % d’agar par 4
ml de gélose 4 0,7 % d’agar contenant 10" spores par mL de milieu. Aprés séchage des boites 2
I’étuve (37° C pendant 1 h), 4 puits sont réalisés dans le milieu a 1’aide de tube a hémolyse
stérile. 100 ul de surnageant de culture de culture concentré 10 fois sont déposés dans les puits.
Un contréle (puits vide) et un témoin négatif, contenant le milieu non inoculé et concentré au
méme titre que le surnageant de culture, sont réalisés. Les boites sont ensuite incubées a 30°C
pendant 24 a 48 h sous atmosphere enrichie en COs.

La lecture s’effectue en mesurant le diametre du halo d’inhibition présent autour du puits.
L’inhibition est traduite par un score : - : pas d’inhibition, + : zone d’inhibition entre 0,1 et 0,5

cm, ++ : zone d’inhibition entre 0,5 et 1 cm, +++ : zone d’inhibition supérieure a 1 cm.

- Test de compétitions cellulaires

Le test dit « de compétition cellulaire » consiste a inoculer sur une boite gélosée contenant un
milieu d’incubation approprié, une colonie de souche dont on veut déterminer 1’activité
antifongique en présence de 2 uLL de spores de moisissure sur une distance de 2 cm. L’incubation
se fait pendant 24 h a température optimale de croissance de la souche. La lecture s’effectue par

observation d’une inhibition de croissance de la moissisure par la colonie.

- Test hémolytique
L’hémolyse, ou lyse des hématies, est due a la rupture de leur membrane plasmique, souvent
sous l’action de phosphatidyl-choline estérase des bactéries et sous I’action de molécules
provoquant la formation de pores membranaires (hémolysine).
Ce phénomene libere de I’hémoglobine qui est ensuite plus ou moins digérée. Si la digestion est
totale, la couleur rouge disparait et on observe une zone éclaircie (hémolyse partielle), voire
incolore (hémolyse compléte) autour de la colonie. On parle alors d’hémolyse . La digestion
peut étre incomplete s’il se forme des produits verdatres ou marron (dont la méthémoglobine), on
parle alors d’hémolyse o
On distingue donc :

- Les germes a hémolyse 3 compléte et hémolyse [ partielle

- Les germes a hémolyse o

- Les germes non hémolytiques (parfois appelée hémolyse ¢)
Dans 100 mL de milieu LB gélosé, 5 mL de sang de cheval y sont ajoutés. Ces boites sont

ensemencées par repiquage de 100 pL de culture de souches puis incubées a la température
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optimale de croissance de la souche pendant 24 h. Les zones d’inhibition ou auréoles sont

observées.

2.3.4. Caractérisation des souches isolées des condiments fermentés africains

- Echantillonnage
e Soumbala
Le Soumbala est un condiment fermenté fait a partir des graines du fruit de Parkia biglobos.
La figure 18 présente une photographie de Soumbala en boulettes vendues sur les marchés du

Burkina-Faso.

Figure 18. Photographie de soumbala

Il est présent sur la quasi-totalité des marchés ouest-africains. Les ménageres s'en servent pour la
confection de mets comme condiments pour 1’assaisonnement des sauces locales.

On le consomme de diverses fagons: soit sous forme de sauce (les graines sont grillées, brisées et
fermentées dans de l'eau pour sa confection), soit sous forme pelée (une pate obtenue par
broyage des graines apres fermentation).

Des échantillons ont été récupérés dans différents endroits du Burkina-Faso (Peni, Bobo-

Dioulasso, Yaar de 1200 Ouaga, Toussiana et de Sala).

e Bikalga
Le Bikalga est un condiment fermenté fait a partir des graines d’oseille (Hibiscus sabdarifa). Ce
condiment est connu comme contenant plusieurs souches de Bacillus jouant un réle lors de la
fermentation pour la fabrication du produit (Parkouda et al. 2008).
Cinq échantillons de Bikalga (Yaar 1200, Ouaga A, Ouaga B, Ouaga C, Ouaga D) ont été
utilisés.
Les souches ont été isolées a I’aide du milieu MRS pour les bactéries lactiques, de la gélose

nutritive pour la flore aérobie totale. Les différentes dilutions et solutions meres ont été
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effectuées dans de I’eau peptonée. L’identification a été effectuée a 1’aide des tests biochimiques
et moléculaires.

Pour éviter les redondances, une sélection a été effectuée sur la base des caractéres
morphologiques des colonies (forme, couleur et taille), sur la capacité des colonies a dismuter le
H,O; (test catalase) et sur leurs diverses activités biologiques. Le genre Bacillus responsable

d’activité biologique a été retenu pour la recherche de lipopeptides.

- Codification des souches
Des codes spécifiques ont été attribués a chaque colonie isolée en fonction de sa température
optimale de croissance, du milieu d’incubation, de I’échantillonnage et du type d’aliment.
Exemple : 0XaB0YZ signifie que la souche a été isolée a 30°C, X correspond au type d’aliment
(S pour Soumbala et B pour Bikalga), a au numéro de 1’échantillon, 0Y au numéro de la colonie

lors du premier isolement et Z lorqu’elle a été réisolée.

2.4. Recherche de lipopeptides non ribosomiaux

2.4.1. Mesure de la tension de surface

La présence de molécules biosurfactantes telles que les lipopeptides est mise en évidence par la
mesure de la tension de surface des surnageants de culture. Elle permet de déterminer la teneur
relative du milieu en biosurfactant: plus la mesure est élevée, plus le milieu est pauvre en
biosurfactant. Au contraire, plus le milieu est riche en biosurfactant, plus la tension de surface est
faible, jusqu’a une Concentration Micellaire Critique (CMC). 1l peut donc étre nécessaire de
diluer I’échantillon afin d’étre en dessous de la CMC.

Les cultures bactériennes incubées de 24 h a 120 h a la température optimale de croissance des
souches utilisées sont centrifugées (15000 g pendant 5 min). La mesure s’effectue selon la
méthode de Du Nouy a I’aide du tensiometre (Lauda, Konigshofen, Allemagne) sur un volume
de 20 ml du surnageant placé dans une cupule en verre préalablement traitée a la potasse
alcoolique. Elle s’exprime en mN.m"".

L’interprétation des résultats se fait par rapport a la tension de surface mesurée sur le milieu de

culture. Des valeurs inférieures a cette derniere indiquent la présence de biosurfactants.

2.4.2. Recherche de lipopeptides par HPLC

La technique chromatographique HPLC est basée sur la différence d’affinité des molécules vis-
a-vis de la phase stationnaire hydrophobe et de la phase mobile hydrophile. Elle a été utilisée

pour la recherche de lipopeptides dans les surnageants de culture.
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Le détecteur est réglé a des longueurs d’onde de 215 nm pour la détection des liaisons
peptidiques. Une colonne C18 VYDAC 218 TP de dimensions 4,6 x 250 mm (Hesperia, CA) est
utilisée 2 un débit de 1 mL.min™",

Les solvants utilisés sont le mélange acétonitrile-eau-acide trifluoroacétique (TFA) : 40/60/0,5
v/vlv et 80/20/0,5 v/v/v respectivement pour les fengycines, les iturines et les surfactines.

Les échantillons de lipopeptides ont été obtenus a partir des surnageants purifiés comme décrit
ci-apres :

La souche a été incubée pendant 24 h a 30°C dans le milieu de culture approprié. 1 mL de
surnageant récupéré apres centrifugation (15000 g pendant 10 min a 5°C) est chargé sur une
colonne C18 900 mg Altech (Grace-Darison, Templemars, France) puis purifié a 1’aide d’un
dispositif constitué d’une cartouche, de la colonne C18 et d’'un manometre (Savant Instrument,
New York, USA) mis sous faible pression selon le procédé suivant.

La colonne est d’abord conditionnée par 20 mL de méthanol 100%, puis rincée par 8 mL d’eau
ultrapure. 1 mL de surnageant est ensuite déposé sur la cartouche et rincé par 8 mL d’eau
ultrapure puis avec 8 mL de méthanol 50%. La cartouche est séchée pendant 2 min puis 1’élution
des lipopeptides s’effectue avec 8 mL de méthanol 100%.

Le filtrat est enfin recueilli dans un tube a hémolyse, puis évaporé a 1’aide du SpeedVac qui
permet un séchage des échantillons par un procédé de sublimation.

Les échantillons ainsi séchés sont repris dans 200 uL de méthanol 100%, et 10 ul de chaque

échantillon ont été injectés pour €tre analysés.

2.4.3. Recherche de lipopeptides par Maldi-TOF/LC-MS/MS-MS

N

Des échantillons ont ét€é analysés par spectrométrie de masse a 1’aide de 1’appareil Bruker
Ultraflex tof (Bruker Daltonics) selon la méthode décrite par Leenders et al. (1999) et Vater et
al. (2002). C’est une méthode analytique qui permet de déterminer la masse moléculaire des
lipopeptides de Bacillus a partir d’une colonie ensemencée sur milieu solide et a partir de
surnageants de culture.

Ces tests ont été réalisés dans le Laboratoire Chimie Biologie du Pr. Whatelet, Gembloux
AgroBioTech en Belgique.

Les échantillons ont été préparés soit a partir de surnageants de culture filtrés sur colonne C18
Altech comme décrit précédemment, soit a partir de géloses nutritives. Dans ce dernier cas, la
gélose des boites ensemencées et incubées pendant 24 h, 48 h, 72 h et 96 h a 30°C est broyée
dans de I’eau physiologique (9 g/LL NaCl) a I’aide de ’homogénéiseur (Equipements Industriels,
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Paris, France). Apres centrifugation (15000 g pendant 10 min, répété 3 fois), le surnageant est
filtré sur une membrane de diametre 0,2 um de pores en vue de réaliser les analyses.

Les échantillons ainsi obtenus sont dilués 10 fois dans une solution saturée d’acide o-cyano-4-
hydroxy-cinnamique (3:1 v/v de CH3;CN et H,O contenant 0.1% d’acide trifluoroacetique).

0.5 pL de cette solution est déposée sur la lunette d’analyse puis la mesure s’effectue en mode

reflectron avec une tension de I’analyseur fixé a 20 kV.
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Chapitre 5 Définition d’amorces spécifiques pour I’amplification de génes non

ribosomiaux par PCR a partir des genes NRPS de Lactobacillus

Le premier objectif a été de déterminer des amorces capables de détecter des genes codant pour
des synthétases peptidiques non ribosomiales dans des lactobacilles. En effet, la présence de ce
type de gene a ét€ mis en évidence pour la premiere fois en 2003 dans le genre Lactobacillus lors
du séquencage du génome de I’espece plantarum WCSF1. Par ailleurs, le laboratoire
ProBioGEM possede une collection de souches de bactéries lactiques et il était intéressant de
vérifier si ces souches avaient un potentiel de synthese de molécules peptidiques d’origine non-
ribosomiale. Dans un premier temps, tous les génomes des lactobacilles séquencés partiellement
et/ou completement, répertoriés dans la banque IMG (Integrated Microbial Genomes) ont été
explorés afin de vérifier la présence de geénes susceptibles d’étre impliqués dans le mécanisme
NRPS. Seule la présence des genes NRPS, npsA et npsB, a été montrée dans le génome de
Lactobacillus plantarum WCSF1 parmi les 17 génomes séquencés de lactobacilles.

Des amorces ont donc été élaborées a partir de ces genes dans le but de rechercher des geénes
NRPS dans la collection des souches de Lactobacillus du laboratoire apres que celles-ci aient été

validées sur des souches modeles.
I. Elaboration des amorces a partir des genes NRPS de Lactobacillus

1.1. Organisation des genes NRPS de Lactobacillus

Les genes npsA et npsB codent pour des NRPS qui seraient impliquées dans la synthese de
molécules non ribosomiales. Le gene npsA code pour la synthétase NpsA (numéro d’accession :
CADG63192.1, 5289 aa) composée de 5 modules, npsB code pour la synthétase NpsB (numéro
d’accession : CAD63194, 330 aa) formant un module unique.

A ce jour, aucun auteur n’a encore montré de facon expérimentale la nature de la molécule
synthétisée par les synthétases NpsA et NpsB de la souche WCSF1, mais les outils de prédiction
(NRPS Predictor et NRPS/PKS) permettent par la détermination des acides aminés

potentiellement activés, de donner des informations sur sa structure globale.
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La figure 19 présente 1’organisation modulaire de ces synthétases NpsA et NpsB et des acides

aminés activés obtenus par 1’utilisation d’outils bioinformatiques.

npsA N npsB
Maodule 1 Module 2 Mnodule 3 Madiile 4 Module 5 Madile &
CAXTX AT AT A TEXSA D (AXTDTe
NRPS Predictor X X Ala D-Ser Gly X
NRPS/PKS ACol Leu Ala Ser Gly Y

Figure 19. Organisation des modules et domaines des synthétases non ribosomiales de Lactobacillus
plantarum WCSF1, acides aminés activés par les genes npsA et npsB, X : Subtrat activé non reconnu; Y :
module non reconnu comme étant de type non ribosomial, ACol : monomere non identifié

Il reste toutefois difficile malgré ces prédictions de déterminer la nature et la fonction de la

molécule car plusieurs acides aminés restent non déterminés par les logiciels utilisés.

1.1.1. La définition des amorces

Deux types d’amorces ont été déterminés a partir des séquences nucléiques des synthétases

NpsA et NpsB.

- Extraction des séquences nucléiques
A partir des numéros d’accession CAD63192.1 et CAD63194, les séquences protéiques ont été
extraites de la banque Genbank de NCBI et les CDS (CoDing Sequence) ont été récupérées a
I’aide du logiciel commercial Vector NTI Advance 10™. Ce logiciel est en effet capable
d’extraire de la banque Genbank la séquence de la protéine et, il permet I’affichage de ces
synthétases avec les différentes régions correspondant aux domaines principaux non

ribosomiaux.
- Choix des amorces

e Amorces non-dégénérées
Cingq couples d’amorces ont été déterminés a 1’aide du logiciel AmplifX 1.4.4, sur la base
qu’elles hybrident le gene npsA. Les couples permettant d’obtenir des amplicons de taille
inferieure a 1000 bp, et qui ne s’auto-hybrident pas ont été retenus. Ainsi, deux couples parmi les
cing, nommés A7.1/T1.1 et A10.4/C3.4 ont été retenus. L’étude comparative des correspondants
protéiques montre que les amorces sens A7 et AlO proviennent des séquences consensus

d’adénylation respectivement des modules 1 et 4, les amorces reverses T1.1 et C3.4 sont issues
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des séquences consensus protéiques respectivement du domaine de thiolation du module 1 et de

condensation du module 4 de NpsA (Tableau 1).

e Amorces dégénérées

Amorces A7.d1/A10.d1

Un couple d’amorces dégénérées a été défini a partir des alignements de séquences nucléiques
des modules des synthétases NpsA et NpsB. On les a nommé A7.d1/A10.d1.

Les 5 modules de NpsA et le module unique de NpsB ont été alignés a I’aide du logiciel Vector
NTI. Ensuite a partir des motifs les plus conservés issus de ces alignements, le couple d’amorces
a été obtenu comme décrit dans le § 2.2.1 du Chapitre Matériels et Méthodes. La figure 20
présente les alignements réalisés des 6 modules (5 de NpsA et 1 de NpsB) et les motifs conservés

qui ont abouti a I’obtention du couple dégénéré A7.d1/A10.d1.
A7.d1

Module 1 NpsA... c : 12\

Module 2 NpsA... | BERTTATETATGATACCGGIGA

Module 3 NpsA... | BEAGGCTCTATAGAACAGGGGA

Module 4 NpsA... | GTAGAATTTATAAAACGEGTGA

Module 5 NpsA... | GEICGAATETATAAGACTGETGA

Module 1 NpsB... | ---ARATSCTGAARACTCT GAS
A

s§ GTAGAATTTATRVDACNGGDGAT] 3- AATGCHAARHTBGATCGACG

¥[TTACCDTTYDAVCTAGCTGC| &

Figure 20. Représentation schématique des alignements de séquences nucléiques et des motifs conservés
obtenus par le logiciel Vector NTI (A : motif ayant servi a définir A7.d1, amorce sens, B : motif ayant
servi a définir A10.d1, amorce non sens), les séquences des amorces étant dans le sens 5° 3’

Les positions respectives des deux amorces par rapport aux signatures protéiques ont montré
qu’elles se situent toutes les deux dans des domaines d’adénylation des modules alignés. En
effet, le motif ayant servi a la définition de I’amorce sens A7.d1 (Figure 20 A) se situe au niveau
du motif conservé protéique A7 (voir Tableau 1) alors que le motif ayant servi a la définition de
I’amorce non sens A10.d1 (Figure 20 B) se situe au niveau du motif conservé protéique A10

(voir Tableau 1) d’ou leurs noms respectifs A7.d1 et A10.d1.
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Amorces Albl-F/Tlb1-R

Parallelement aux amorces précédentes, un autre couple a été défini a partir des alignements de

séquences nucléiques des domaines A et T du gene npsA. Le gene npsB a été exclu des
alignements car ces domaines n’ont pas été reconnus par les logiciels utilisés (figure 19).

Les domaines A et T du géne npsA ont été extraits et alignés a 1’aide du logiciel Vector NTI. A
partir des motifs conservés comme montré a la figure 20 précédente, les amorces sens Albl-F
ont été définies a partir des domaines d’adénylation et les amorces inverses TIb1-R a partir des
domaines de thiolation.

Le tableau 7 présente toutes les amorces obtenues a partir des génes NRPS de L. plantarum
WCSF1 et leurs caractéristiques apres avoir été testées in silico a I’aide du logiciel AmplifX
1.4.4. Cet outil a permis de déterminer la taille et le nombre des amplicons.

Deux couples d’amorces non dégénérées (A7.1/T1.1 et A10.4/C3.4) et deux couples d’amorces

dégénérés (A7.d1/A10.d1 et Alb1-F/TIb1-R) ont ainsi été retenus.

Tableau 7. Caractéristiques des amorces spécifiques NRPS Lactobacillus (Vector NTI et AmplifX 1.4.4)

Nom Séquence des amorces *Position sur | Taille des
des npsA et npsB | amplicons

amorces attendus (bp)
Amorces A7.1 TGCGCAACTGGTGATTTAGT 1063-1082 468
non TI.1 ATTTCTTTCAATTGGGTGCT 1511-1530
dégénérées | A10.4 ATTGGTAAATTGGACCGC 10119-10140 680

C3.4 GTCATCATCTGATAATTGATAC 10799-10820

A7.d1 GTAGAATTTATRVDACNGGDGAT | 3663-3686 334, 331, 310,
Amorces A10.d1 | CGTCGATCVADYTTDCCATT 3393-3413 331, 343,334
dégénérées [ AIb]-F | TYTYTGTTGGCACTATTMTTCCA | 1046-1067 791,981

TIbl-R | TGAYCYGSTAGCGACWTMCTT 37-57

*La position des amorces non dégénérées a été obtenue par le logiciel AmplifX 1.4.4 alors que celle des amorces
dégénérées a été obtenue par le logiciel Vector NTL.

Les amorces non dégénérées amplifient un unique amplicon sur npsA tandis que les amorces
dégénérées en détectent plusieurs, a la fois sur les genes npsA et npsB.

De tous les couples définis a partir des séquences consensus, seul le couple A7.d1/A10.d1 a
permis d’amplifier in silico un fragment dans chacun des 6 modules que constituent les

synthétases NpsA et NpsB.
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1.1.2. Calcul du Coefficient d’Hybridation

Une valeur mathématique qui rend compte du niveau de dégénérescence des amorces a été mis
au point. Elle a été appelée Coefficient d’Hybridation (HyC), et s’exprime sans unités. Ce
coefficient a été déterminé pour chacune des amorces composant un méme couple pour la PCR.
Du niveau de dégénérescence des amorces dépendra la valeur du HyC, qui renseigne sur la
stabilité théorique de celles-ci.

Selon le code DNA-IUPAC, des coefficients ont été affectés a chaque nucléotide dégénéré selon
qu’il substitue 1, 2 ou 3 nucléotides non dégénérés (Tableau 4). Le HyC étant le produit des
coefficients de tous les nucléotides présents dans une séquence d’amorces, une formule a été
définie :

HyC = 1™ x CRR x CP¥ X CIM X CPE x ¢V x €M x CPB x M x cpP x ¢V

ni : nombre de nucléotides non dégénérés présent dans la séquence de I’amorce

nR
C r Coefficient du nucléotide dégénéré R, nR : nombre de R dans la séquence

De cette formule se déduit alors,

HyC — lni X 2(nR+nY+nM+nK+nW+nS) X 3(nB+nD+nH+nV)

Exemple de calcul du HyC d’une séquence dégénérée (Seq deg) :
Seqdeg: SCGCGGMTACCGVATYGAGC®
HyC = 16 x 20+141+04040) , 3(040+1)
=1x 2'x2'x 3!

HyC (Seq deg) = 12
Les amorces non dégénérées ou dites simples ont alors un HyC = 1.
Les coefficients d’hybridation des amorces dégénérées ont ainsi été déterminés :

HyC (A7.d1) =18 HyC (A10.d1) =141
HyC (Albl-F)=8  HyC (TIb1-R) =32

Plus le HyC est élevé, plus ’amorce est dégénérée et donc moins stable et plus inefficace. Les
tests PCR réalisé€s in silico ont montré que lorsque le HyC est supérieur a 200, cela affecte
I’hybridabilité des amorces. Par conséquent, toutes les amorces dégénérées qui seront définies au
cours de ce travail auront un HyC en dessous de 200.

Il est toutefois aussi possible qu’une tres grande variation entre les différents HyC (AHyC) d’un
méme couple puisse avoir un effet sur I’efficacité des amorces lors d’une PCR. Le AHyC étant le
différentiel entre les HyC de I’amorce 1 et I’amorce 2.

Les amorces ainsi définies ont été testées in vitro sur des souches modeles de lactobacilles.

79

© 2011 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1.fr



Thése d'Arthur Tapi, Lille 1, 2010

1.2. Application sur des souches modeles du genre Lactobacillus

1.2.1. Tests PCR in vitro

Quatre souches du genre Lactobacillus décrites dans le § 1.2.1 du Chapitre Matériels et
Méthodes ont été utilisées : la souche de référence L. plantarum WCSF1 c'est-a-dire celle dont
I’ADN a servi pour la définition des amorces, la souche mere (L. plantarum NCIMB8826,
souche ayant servi pour obtenir la colonie WCSF1, la souche de référence) ont été utilisées
comme souches témoins positifs, la souche Lactobacillus sakei-sakei 16 ayant exprimée une
activité biologique semblable aux témoins positifs (voir Chapitre 7) et les souches Lactobacillus
plantarum ATCC 14917 et ATCC 8014 de la collection LMG qui ont été décrites comme ne
possédant pas de genes NRPS (Moleenar et al. 2005), comme témoins négatifs.

Les extractions des ADNs ont été réalisées comme décrites dans le § 2.1.1 du Chapitre Matériels
et Méthodes. Les concentrations des ADNs ont été harmonisées entre 10-30 ng.uL™" pour la
PCR.

Un test PCR sera dit positif lorsque, pour un couple d’amorce, la taille des fragments amplifiés
sera similaire a celle obtenue lors des tests effectués in silico.

La figure 21 présente les résultats des PCR réalisés in vitro sur ’ADN des souches témoins
positifs avec les amorces A7.1/T1.1, A10.4/C3.4 et A7.d1/A10.d1 et le tableau 8, I’ensemble des

amplicons obtenus y compris avec les souches utilisées comme témoin négatif.
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A. A7.1T11 B. A7.d1/A10.d1

A10.4/C3.4

T50bp
450bp

C. Alb1-F/TIb1-R

Figure 21. Détection sur gel d’agarose des fragments amplifiés par PCR sur les ADNs des souches témoin
positif (Gel A: TO témoin amorces sans ADN, Puits 1: ADN L. plantarum WCSF1 avec amorce
A7.1/T1.1, Puits 2: ADN L. plantarum 8826 avec amorce A7.1/T1.1, Puits 3: ADN L. plantarum
WCSF1 avec amorce A10.4/C3.4, Puits 4 : ADN L. plantarum 8826 avec amorce A10.4/C3.4) (Gel B :
Puits 1 : ADN L. plantarum WCSF1 avec amorce A7.d1/A10.d1, Puits 2 : ADN L. plantarum 8826 avec
amorce A7.d1/A10.d1) (Gel C. Puits 1 : témoin sans ADN, Puits 2 : DNA L. sakei-sakei 16 avec les
amorces Albl-F/TIb1-R, Puits 3: DNA WCSF1 avec les amorces Albl-F/TIbl1-R) M : Marqueur de
Taille O’ Geéne Ruler
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Tableau 8. Taille des fragments obtenus par PCR avec les 4 couples d’amorces définies sur I’ADN de 5

souches de lactobacilles

Souches de lactobacilles Amorces testées | Tailles obtenues (bp)
A7.1/T1.1 350, 468
Lactobacillus plantarum WCSF1 A10.4/C3.4 680, *trainée
A7.d1/A10.d1 300
Alb1-F/TIb1-R 750
A7.1/T1.1 350, 468
Lactobacillus plantarum 8826 A10.4/C3.4 680, *trainée
A7.d1/A10.d1 300
Albl1-F/TIb1-R 750
A7.1/T1.1 380, *trainée
Lactobacillus sakei-sakei 16 A10.4/C3.4 Pas de bandes
A7.d1/A10.d1 300, 400
Alb1-F/TIb1-R 450
Lactobacillus plantarum ATCC 14917 | A7.1/T1.1 Pas de bandes
A10.4/C3.4 350, 450, 800, 1400
A7.d1/A10.d1 800, 1200
Alb1-F/TIb1-R > 1500
Lactobacillus plantarum ATCC 8014 | A7.1/T1.1 Pas de bandes
A10.4/C3.4 180, 350, 450, 800, 1400
A7.d1/A10.d1 800, 1200
Alb1-F/TIb1-R > 1500

*trainée = étalement non séparable de bandes, > = supérieur a

Le couple d’amorce A7.1/T1.1 a amplifié des fragments de tailles attendues (468 bp) dans les
deux souches témoins positifs L. plantarum WCSF1 et NCIMB 8826. Ces mémes amorces ont
aussi amplifié des fragments de tailles non attendues de 350 bp respectivement chez les souches
témoins positifs et de 380 bp chez la souche Lactobacillus sakei-sakei 16. Aucun fragment n’a
été détecté par ces amorces chez les souches témoins négatifs L. plantarum ATCC 14917 et 8014
comme attendu.

Le couple A10.4/C3.4 a détecté des fragments de tailles attendues (680 bp) dans les deux
souches témoins positifs et, en plus une trainée de bandes. Aucun fragment n’a été amplifié par
ces mémes amorces chez Lactobacillus sakei-sakei 16. Elles ont, en outre, détecté des amplicons
de tailles variant de 180 bp a 1500 bp chez les souches témoins négatifs L. plantarum ATCC
14917 et 8014 alors qu’on n’attendait aucune détection de bandes.

On peut affirmer que les amorces non dégénérées A7.1/T1.1 et A10.4/C3.4 ont été non-
sélectives car elles ont amplifié des bandes non attendues chez la souche de référence L.
plantarum WCSF1 (ayant servi a définir ces amorces).

Le couple d’amorce dégénérée A7.d1/A10.d1 a amplifié des fragments de tailles attendues (300
bp) respectivement dans les deux souches témoins positifs et chez la souche Lactobacillus sakei-

sakei 16. Elles ont, en outre, détecté un autre fragment non attendu de 400 bp chez Lactobacillus
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sakei-sakei 16. Des fragments non attendus ont été aussi amplifiés par les amorces A7.d1/A10.d1
chez les souches témoins négatifs.

La bande de 750 bp a été amplifiée par les amorces Albl-F/TIbl-R comme prévue dans la
souche témoin positif L. plantarum WCSF1. Ces amorces ont aussi détecté un fragment
d’environ 450 bp différent de la taille attendue avec I’ADN de la souche L. sakei-sakei 16.

Au regard de ces résultats, les amorces dégénérées A7.d1/A10.d1 et Albl-F/TIbl-R sont
spécifiques lorsqu’elles sont appliquées sur les souches témoins positifs alors que celles non
dégénérées, par I’amplication de fragments non attendus sur les souches témoins positifs

apparaissent moins spécifiques.

1.2.2. Séquencage de fragments amplifiés par PCR

Des fragments amplifiés par les amorces dégénérées ont été clonés puis séquencés comme décrit
dans les § 2.1.6 2 2.1.9 du Chapitre Matériels et Méthodes.

Les amplicons de 750 bp et 450 bp détectés par les amorces Alb1-F/TIb1-R respectivement chez
L. plantarum WCSF1 et L. sakei-sakei 16, puis le fragment de 300 bp mis en évidence par les
amorces A7.d1/A10.d1 chez L. sakei-sakei 16 ont ét€ séquencés.

Le choix de séquencer le fragment de 750 bp permettra de confirmer 1’amplification de genes
NRPS de WCSF1 par les amorces Albl-F/Tlb1-R. L’amplification des amplicons de 450 bp
(fragment de taille non attendue avec les amorces Albl-F/TIb1-R) et de 300 bp (fragment de
taille attendue avec les amorces Albl-F/Tlb1-R) permettra de savoir si ces amplicons sont issus
de génes NRPS.

La figure 22 présente les séquences nucléiques des trois fragments décrits ci-dessus.
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A.

TIb1-R
TGACCCGCTAGCCGACATCCTTCCCTGCCAATTGAAAAGATTGAAGATAGTGTAGGACTATAT
ATTCGAACGCTACCAATTCAATTTAGTCACACTGATAAGTCGATTAACTATCAATTGCATAA
ATTGCAGGATATTAATAATGAGTGCATGTGGCTGGCTTACAGAGAAATGGAACGCGATTATT
TCGACACATTGTTTGTTTATGAAAACTATCCGGTATCTACTGATAGTTCGAGCAGTATGCTAA
AGGTGCACAATTTTCGTGCACAAGAAAAACTAGATTATCCCTTAACTGTTATGTTGT CAGAG
TTATCAGATAGTTTAAGTTTTAGTTTAATGTTTGCTGGTGAAATTTTTGCGGAAGCGACAAT
TGATCACCTATTTGCGATGGTTCAGCGGTTAGTATCACAGATTGTARAGGGAGTCAATAGCT
TTACCTTTATTGAAAAGGCTCCAAACTTTGGTACTGCTTATTATCCTGAGAAGACTATCGCT
GAAGAATTTGAGCAGCAGGTCCGTGAACATCCTAATAATATTGCCCTTGATTTCAAGAATAT
CCGTTATACCTTTGAAGAGTTAAATCAAAGAGCAAATAGGGTGGCACATACGCTGGTTGAAG
ATTATGATATTAAGCTAGGTGATCGAGTACCGTTACTGCTGCCTAARAAGTGAGAATACCATT
ATTGCCATTTTGGCGATTTTGAAAGCGGGCGCAGTTTACGTTCCGATGGCAGGCTAAGATTG
CTCGAACAGCAAAATANGCTACTGGAATAATAGTGCCAACAGAGA

Alb1-F

B.

TIb1-R

TEATCTGECTACCCACATCCTT CCCTGTAATTATGGT TAAATATCATTATACCCAACTAGATC
CGTTAGAAATGAAATGATACCCTTTATTAATACCGGTAACAGTCTAAAAAGTCCAGAACGCG
CAATTTCATCAACGTTCTGGATCTTCAACCGAATTATTTCGTTTGCTTCTGCTTACTGAATC
GTTGTCGTCCCCAAACAAACAGCAGGACATAAATAACGATAATCACCAAATTATAAACTAAA
CTAATTATCAGTTTCCGAACGCCTTTACCCGGTACCAGTACAAAGACTAATCAGACAATAAA
GTAACCAACTGGTATAACACTACCGACTATGACAATATTAGTCCATGTGTCGTAGTTTGTGT
CATCACAGCTAAAATTGCCCGAACGACAAAGTAAGCTATICCARCAATACTGCCANCAGHAR

Alb1-F

C.

A7.d1

GTAGAATTTATRVDACNGGDGAT CGTCGATCAGCTTACCATTTAACTTCCGTCGGCATTCTT
AAAACTAATTTTTTTCATCTCCTTTGGCTTCCTTTTCATATAGATGTTTAAATTCAATGTCA
TGACCATCTAGCCGGCCTTCTACCTTAATGACCCGATTTTCAATCGCATTCATTGCTTCAGC
ATTTTGCTGCCTCACTTTTAAACTTTCATCGGTAARATGGCTCAGCCGCTTGCCTAAATCGT
TAAGCGGAATACGAACCGTTTTATTTAAAATCCAATTAGCCAATACACAAATACTAGTGACA
ATGGCAAACTCGATCGACGTCGATCVADYTTDCCATT

Al0.d1

Figure 22. Séquences des fragments amplifiés par les amorces dégénérées (A. Fragment 750 bp de L.
plantarum WCSF1 avec les amorces Albl-F/TIb1-R, B. Fragment 450 bp de L. sakei-sakei 16 avec les
amorces Alb1-F/TIb1-R, C. Fragment 300 bp amplifié par les amorces A7.d1/A10.d1 chez L. sakei-sakei
16)

Les fragments ainsi séquencés ont été analysés par Blast N afin de déterminer les homologies
avec les genes présents dans la banque Genbank de NCBI.

Le fragment 750 bp (figure 22 A) amplifié€ par les amorces Alb1-F/T1b1-R a une taille de 789 bp.

Il est identique a 100% avec une E. value = 0.0 a un fragment du geéne npsA de Lactobacillus
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plantarum WCSF1. On peut conclure sur I’efficacité de ces amorces a reconnaitre le géne npsA
comme attendu.

Le fragment de 450 bp (figure 22 B) séquencé mesure en réalité 435 bp, une taille différente de
celle attendue qui oscille autour de 750 bp. L’analyse Blast N montre qu’il a un pourcentage de
similarité de 85% avec une E. value = 8e-101 a un geéne codant pour une protéine membranaire
de L. plantarum WCSF1. Ce gene est non NRPS. La détection de ce geéne corrobore la taille de
I’amplicon détecté non attendu pour ces amorces. En effet, I’amplification de fragments de taille
non attendue augure de la nature non NRPS du gene détecté. Une des hypothéses de
I’amplification de génes non NRPS pourrait s’expliquer par I’absence de géne NRPS dans cette
souche et de la nature dégénérée de ces amorces. En effet lors d’une PCR, ce type d’amorces a
tendance a s’hybrider a d’autres génes lorsque ceux recherchés sont absents du génome.
L>amplicon de 300 bp (figure 22 C) amplifié par les amorces A7.d1/A10.d1 a une taille réelle de
338 bp. L’analyse par Blast N montre une similarité soit de 92% avec la protéine 59 du
prophage Lpl ou de sa protéine 60, soit a 84% avec la protéine 57 du prophage Lp2 de
Lactobacillus plantarum WCSF1.

Pour déterminer si les protéines 59 ou 60 de prophage Lpl obtenues avec une forte similarité
(92%) sont de type non ribosomial, nous avons comparé leurs séquences protéiques respectives
aux domaines d’adénylation protéique (zone d’amorcage des amorces A7.d1/A10.d1) de la
synthétase NpsA. A 1’aide du logiciel Vector NTI, nous avons réalisé un alignement local entre
ces protéines, puis a partir de leur position consensuelle, des pourcentages de similarité ont été

déterminés en considérant uniquement les séquences qui se sont appariées (Tableau 9).

Tableau 9. Pourcentage de similarité entre les domaines d’adénylation de NpsA et des protéines de

prophage détectées par les amorces A7.d1/A10.d1 (Vector NTI)

Séquences A1 NpsA  A2NpsA A3 NpsA A4 NpsA A5 NpsA
protéiques

Protéine 59 26,7% 23,5% 19,4% 17,9% 20,8%
prophage Lpl

Protéine 60 21,0% 26,1% 26,1% 21,4% 16,8
prophage Lpl

Cette analyse montre que le fragment amplifié de la souche Lactobacillus sakei-sakei 16 a un
pourcentage de similarité entre 26,66% et 27,44% comparativement aux domaines d’adénylation
de la synthétase NpsA. On peut affirmer que ce fragment de taille attendue détecté par les

amorces A7.d1/A10.d1 n’est pas de type NRPS au vu de cette faible similarité.
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Conclusion sur la définition des amorces

On peut conclure que les amorces non-dégénérées A7.1/T1.1 et A10.4/C3.4 n’ont pas permis de
détecter uniquement le gene npsA chez la souche de référence comme attendu car elles ont
conduit a une formation de trainées. Le couple dégénéré A7.d1/A10.d1, bien qu’ayant détecté
uniquement le gene npsA chez Lactobacillus plantarum WCSFI1, a mis en évidence d’autres
genes non NRPS (cas de Lactobacillus sakei-sakei). Méme si cette amplification au niveau de la
souche Lactobacillus sakei-sakei 16 peut s’expliquer par le fait que cette souche ne possede
probablement pas de genes NRPS, cela reste néanmoins confus quant a la sélectivité de ces
amorces.

On peut alors dire que les amorces dégénérées Albl-F/Tlb1-R qui ont été définies a partir de
I’alignement des séquences nucléiques des domaines d’adénylation et de thiolation par rapport
aux amorces A7.d1/A10.d1 (alignement des séquences nucléiques des modules de NpsA et
NpsB) ont été plus efficaces. En effet, a I'opposé du couple A7.d1/A10.d1, les amorces
Alb1/Tbll ont détecté un amplicon de taille non attendue confirmant que celui-ci serait non
NRPS apres le séquengage.

On peut alors affirmer que les amorces Albl-F/TIb1-R sont plus sélectives que les amorces
A7.d1/A10.d1, sachant que les deux couples ont mis en évidence le géne npsA dans la souche de
référence comme prévu.

La stratégie qui consiste a définir des amorces dégénérées a partir des séquences nucléiques des

domaines d’adénylation et de thiolation serait donc la plus intéressante.

II. Criblage de bactéries lactiques pour la recherche de molécules actives non ribosomiales

Les amorces Albl-F/TIb1-R ont alors été utilisées pour rechercher des génes NRPS dans une
collection de bactéries lactiques, au préalable, les activités biologiques de ces souches ont
cependant été déterminées afin de sélectionner les souches présentant un potentiel de synthese de

peptides actifs pouvant étre d’origine non ribosomiale.

2.1. Recherche d’activités biologiques

Une collection de bactéries lactiques composée de plusieurs souches isolées de Clupea harengus
fumé (collection ProbioGEM) a été criblée. On y retrouve les especes Lactobacillus plantarum,
L. casei, L. sakei-sakei, L. pentosis, L. sakei-curvatus, L. pentosus et Lactococcus lactis. A
chaque souche a été affecté un code spécifique.

Ces bactéries ont été criblées pour déterminer leurs éventuelles activités antifongiques.
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Les différentes souches ont été testées pour leur capacité a inhiber la croissance de spores de
moisissures.

Différentes suspensions de spores concentrées a 10* cellules/mL des souches de Penicillium
roquefortii, Mucor rouxii, Rhizopus nigricans et Fusarium oxysporum ont été réalisées comme
décrit dans le § 2. 3. 3 du Chapitre Matériels et Méthodes.

Ces suspensions de spores ont alors été€ utilisées pour cribler les souches issues de la collection
de poissons fumés et des souches témoins Lactobacillus sakei-sakei 16, Lactobacillus plantarum
WCSF1 et NZ 1400. En effet, des travaux antérieurs (non publiés) au sein de notre laboratoire
avaient montré que Lactobacillus sakei-sakei 16 et Lactobacillus plantarum WCSF1 ont des
activités antifongiques similaires vis-a-vis d’un certain nombre de moisissures.

Le tableau 10 présente les activités antifongiques de bactéries lactiques isolées du hareng fumé.
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Tableau 10. Activités antifongiques de bactéries lactiques isolées de Clupea harengus fumé

Souche  R. nigricans P. roquefortii M. rouxii F. oxysporum
Lb 16 +++ ++ + +++
LbWCSF1 + - + 4+
Lb NZ1400 +++ - + -
Lc Al12 + +++ - ++
Lb 51 + + + +
Lb 53 ++ ++ + ++
Lb 54 - - ++ +
Lb 57 + + + ++
Lb 62 ++ + ++ ++
Lb 63 + + + ++
Lb 65 - + - -
Lb 67 + + + +
Lb 68 + + + ++
Lb 70 ++ + + +
Lb71 + + + ++
Lb 94 - - - _
Lb 95 - - - -
Lb 96 +++ +++ + +4++
Lb 97 +++ +++ + +++
Lb 98 +++ +++ ++ +++
Lb 99 - - - 4+
Lb 100 - - - 4+
Lb 101 - - - -
Lb 102 +++ +++ ++ +++
Lb 104 - - + o+
Lb 106 - - - -
Lb 108 - - - -
Lb 110 +++ +++ + +++
Lb 111 +++ +++ - +++
Lb 112 - - +4++ ++
Lb113 - - - 4+

-: pas d’inhibition, + : zone d’inhibition entre 0,1 et 0,5 cm, ++ : zone d’inhibition entre 0,5 et lcm, +++ zone

d’inhibition supérieure a lcm, (Lb : Lactobacillus plantarum, Lc : Lactococcus).

L’inhibition par certaines souches de la croissance de certaines moisissures pourrait étre due a la

synthese de métabolites secondaires.
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La recherche des activités antifongiques dans cette collection montre que ces activités peuvent

différer fortement d’une souche a 1’autre.

2.2. Recherches de genes NRPS dans la collection de bactéries lactiques

Les amorces Alb1-F/TIb1-R définies au niveau du gene npsA de L. plantarum WCSF1 ont été
utilisées pour le criblage de la collection issue de poissons.
La souche Lactobacillus plantarum WCSF1 a été utilisée comme témoin positif. La figure 23

montre quelques fragments obtenus lors du criblage de ces souches par PCR.

750bp 450bp 1080bp

E
-

i

Figure 23. Détection sur gel d’agarose des fragments amplifiés par PCR effectués sur les ADNs des

souches 16, 65, 110 et 111 avec les amorces Alb1-F/TIb1-R (Témoin: L. plantarum WCSF1)

Chez la plupart des lactobacilles issus de poissons fumés, ces amorces ont conduit a un profil
presque similaire c'est-a-dire a I’amplification de deux fragments non attendus de 450 bp et 1080
bp. Ceci suggere 1’absence de genes NRPS chez les souches étudiées. On notera qu’aucun
fragment n’a été détecté chez ’espece L. lactis Al12.

Afin de vérifier la qualité non NRPS des fragments amplifiés, un d’entre eux a été séquencé

(fragment de 1080 bp de Lb 111, figure 24).
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lel—R

P T AT CRCATE TS CCAA T TGCAATTAGCCGEGACACTGATGCCCATEACCAGT
TA}TQAFHTTCAAJCCWRTT?GT;AACACTATTAAWgACI“GIT”ATPAPT“TAASCAS
T.,,-At,AAf CATGGCAGARCAAGTTETTEATGTACGGCCTGCTGAAGTCGCGEATGCAGCACAA
TTATTAGCGCTACTAGCTCAGCTIGGACGTGARAGTAATACTITCACTGTTGATGRAGGCAT
TGAGGATT' TCAGTGAAACGGATGAACAGGUGCAAATTGAGCGIATCAATGGCACAACGACCA
ACATTATTTTCGTTGCGACATTAGATTCACGGTTGATTGCTGTGAGCACCGTCCAAGCTAGT
ACGGATTTTAGT 'J‘IJ,;JJ GCAAGGIGAAGTTGGUGTAGCGETACTTARAGAATTTTGEGGECAL
GGGTC TJQGPQ””“C GATTGAGGAAGTCTTAGATTGCGCESCGTAACTATAGCTCATTGS
AACGUCTCGTGTTGAC -Jr-i'r‘n;p.';; [TACGAAATETGCGTGCCGIGAAGCTGTACCAGCATCTT
GGGTTCGAAAATTGTACCGGCAACGAGCTATGATGTCGTTCACCCAACCGGCARACGGGETTCC
AGCTATTGATATGEGAATCTEGE I TTGAAATCCGGEATTCGCTGAACTGACGECAAACAGET
TCTGATAGTAGATGGGCCGGAATTITAAGCEGTTGACGAACCAGETCTAACCGGCGACGGCTTG
TEAATGATTEEC TCATCTCCCAGTCEE T TEEEEEAAT TCATAAGC TG TCTACCAGTAT TGAT
AATCGGTAGCGATGCGTAAACAARAMMGT CCAG CATfTT‘m GCTGGAC ”EWATQAATTTA
ATTTTAACCCTGAACGCGEAACGARAGGETTTGAGT TGCTCAGTTCCAAARGCTTGCECTICGS
TCGAGTAAAATGCTTGGCGCA Tb“G:TuT”ATF”AbTU’ATIAT GATGATGCTGCAGGETCG
ATA L'L'u:;‘s-g‘lu; I"TGACAGAC LLJLAI CCAGUTTGTGATTAGGCAATTCTGCGATAGAACCETTG
ACTGETCTTGACGGTA CCATGFETAQqTaﬁh””GS GCCCTGATECCETAGTGGECAAGCT
TATTGCGTAACACACCAATATCAAAAGGCGCGTTGTGCGCAAT TACGAGGCEE 1r-.-r=r;1'rw
AATAATAGTGCCAACAGAAA
Albl-F

Figure 24. Séquences du fragment de 1080 bp amplifié par les amorces dégénérées Albl-F/TIbl-R de la
souche Lbl1l1

Ce fragment mesure 1180 bp et est similaire a 98% avec une E. value = 0.0 a celui responsable
de I’ATPase ou d’une kinase (putative) acétyltransferase (putative) de L. plantarum JDM1 ou de
WCSFI.

L’analyse comparative de la séquence protéique de cette acétyltransferase avec les différentes
zones d’hybridation dans les domaines A et T montre que la similarité oscille entre 19% et 25%.
Cette faible similarité indique que ce fragment n’est donc pas d’origine non ribosomiale et
confirme que lorsque la taille du fragment amplifié est non-attendue, la portion de gene amplifié
est non NRPS. Les amorces dégénérées conduiraient donc a une amplification d’autres types de

fragments lorsque celui recherché est absent.

Conclusion partielle sur le criblage des bactéries lactiques

Au terme de ce criblage moléculaire, on remarque que les amorces Albl-F/TIb1-R (définies a
partir du gene npsA de L. plantarum WCSF1) n’ont détecté aucun fragment de type non
ribosomial dans toutes les souches testées. Cela peut étre interprété par 1’absence du gene npsA
voire mé€me tres probablement de génes NRPS dans les souches de bactéries lactiques excepté

chez I’espece WCSF1, confirmant ainsi les travaux de Molenaar et al. (2005).
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L’absence des geénes npsA et npsB dans toutes les souches de Lactobacillus plantarum étudiées a
ce jour et la non-détermination de la fonction de la synthétase codée par ces genes sont
probablement le fait que ces génes aient été acquis par I’espece WCSF1 lors d’un phénomene de
transfert horizontal (THG). En effet, Daubin et al. (2003) ont montré que 70% des protéines
codées par des genes issus d’un transfert horizontal ont une fonction inconnue. De plus tout
récemment, Zhang et al. (2009) en séquencant Lactobacillus plantarum JDM1 (proche a plus de
90% au niveau nucléique de L. plantarum WCSF1), ont montré que celui-ci ne contient aucun
gene codant pour des synthétases non ribosomiales c'est-a-dire ni les genes npsA et npsB ni
aucun autre gene de ce type.

Une analyse bioinformatique a alors été réalisée a I’aide de 1’outil GEECEE Mobyle (Institut
Pasteur Paris, France) pour vérifier les proportions des nucléotides G et C des genes npsA et
npsB par rapport au génome de L. plantarum WCSF1. Le pourcentage en GC des geénes npsA et
npsB est respectivement de 36% et 37% alors que celui du génome de L. plantarum WCSF1 est
de 44%. 1l est tres fort probable au vu de cet écart de proportion, que la présence des genes npsA
et npsB chez L. plantarum WCSF1 pourrait étre le résultat d’un transfert horizontal de genes.
Ces résultats tendent a montrer que les activités biologiques de toutes les souches analysées
excepté Lactobacillus plantarum WCSF1 ne sont pas dues a des molécules NRPS. On peut
cependant affirmer que les activités antifongiques de WCSF1 notamment anti- (M. rouxii, R.
nigricans et A. niger) ne sont pas non plus le fait d’'une molécule qui serait induite par la
présence du gene npsA car la souche L. plantarum NZ 1400 (mutant npsA” de WCSF1) possede
les mémes propriétés. Il serait cependant hasardeux d’étendre ces résultats a 1’ensemble des
bactéries lactiques. En effet, la présence éventuelle de plusieurs enzymes impliquées dans la
biosynthese de molécules non ribosomiales ou de polykétides synthases a €té récemment
montrée chez certaines bactéries lactiques comme Lactococcus lactis str. KF282 (Siezen et al.
2008). Bien que préliminaire, I’identification de la molécule correspondante et 1’étude de leur
fonction par analyse comparative avec certains ORFs de molécules de bacilles fait conclure de
facon prédictive qu’il pourrait s’agir soit d’un sidérophore catécholate de type entérobactine (Tor

et al. 1992) ou soit de la bacillibactine (Dertz et al. 2006) avec une similarité variant de 33-53%.
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Conclusion et perspectives

Le criblage moléculaire d’une collection de bactéries lactiques présentant des activités
biologiques n’a pas permis de mettre en évidence des souches productrices de molécules non
ribosomiales. La différence de sélectivité des amorces ont démontré la difficulté de définition de
ces dernieres pour obtenir, par exemple, des amorces universelles qui serait alors capables de
détecter tous les genes de types NRPS dans tous les genres bactériens.

Une alternative pourrait étre de définir plusieurs couples d’amorces en tenant compte de I’espece
et du genre bactérien, des synthétases de type NRPS (séquences conservées) impliquées dans la
synthése de molécules connues, de 1’homologie entre les opérons notamment au niveau

nucléique mais aussi du niveau de dégénérescence de ces oligonucléotides.
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Chapitre 6 Détection par PCR des génes non ribosomiaux codant pour la

biosynthese de lipopeptides de Bacillus sp.

La définition d’amorces universelles pour la détection de genes NRPS apparait peu réaliste
comme le montre le chapitre précédent. Une nouvelle stratégie orientée vers la définition
d’amorces spécifiques de certains types de molécules a alors été mise au point.

Dans ce chapitre, nous présentons dans un premier temps, la mise au point de cette stratégie qui
consiste a déterminer des amorces a partir de séquences nucléiques des domaines d’adénylation
et de thiolation des synthétases de molécules connues et produites par des souches du genre
Bacillus, puis en deuxiéme partie, une procédure de validation de cette stratégie par 1’application
des amorces ainsi définies sur des souches de Bacillus connues ou non pour leur production de

molécules non ribosomiales.

I. Stratégie de la mise au point des amorces spécifiques
Dans le but de définir des amorces spécifiques, les opérons des 3 familles de lipopeptides NRPS
du genre Bacillus (voir Chapitre 2) ont été utilisés. Afin d’étudier les homologies entre les ORFs
qui codent pour les synthétases de lipopeptides de la méme famille, une comparaison a été

réalisée au niveau protéique et nucléique.

1.1. Comparaison des opérons

Ainsi, les ORFs de 1’opéron surfactine ont été comparés a ceux de la lichenysine, ceux de la
plipastatine a la fengycine et enfin les ORFs de mycosubtiline contre ceux de I’iturine A a I’aide
de Needle EMBOSS de EMBL-EBI (European Bioinformatics Institute).

Les résultats des comparaisons effectuées sont consignés dans le tableau 11.
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Tableau 11. Analyse comparative des synthétases de lipopeptides NRPS de souches de Bacillus par

Needle
Origines des séquences Genes de lipopeptides Similarité protéique (%)  Similarité nucléique (%)
srfA-A/lch A 77.2 64.7
Synthétases de la surfactine de B. srfA-B/lch B 77.1 65.5
subtilis 168 et de la lichenysine de srfA-C/lch C 75.1 62.9
B. licheniformis ATCC14580. srfA-D/lch D 75.6 62.8
ppsA/fen C 87.6 43.4
Synthétases de la fengycine de B. ppsB/fen D 89.6 443
subtilis F29-3 et de la plipastatine ppsCl/fen E 90.0 43.1
de B. subtilis 168 ppsD/fen A 88.1 429
ppsE/fen B 88.4 42.8
Synthétases de la mycosubtiline mycA/ituA 88.7 80.7
de B. subtilis 6633 et de I’iturine mycB/ituB 88.6 79.8
A de B. subtilis RB14 mycC/ituC 79.0 69.7

Protéines (Method: Emboss/ Matrix: Blosum62/Gap Open: 10, Gap Extend 0.5) DNA (Method: Emboss/ Matrix:
DNA full/Gap Open: 10, Gap Extend 0.5).

Au niveau protéique, les ORFs des différents opérons sont globalement similaires entre eux a
I’intérieur de chaque famille. Ils ont un pourcentage de similarité d’environ 76%, 88% et 86%
respectivement au niveau des familles de surfactines, de fengycines et d’iturines. Ces similarités
élevées entre les ORFs confirment que ces enzymes synthétisent des molécules de structures
similaires.

Au niveau nucléique, les synthétases de la famille des fengycines se distinguent des deux autres
familles par une similarité plus faible environ 43%, contre respectivement en moyenne 63% et
77% pour les ORFs des surfactines et des iturines. e pourcentage de similarité moyen entre les
ORFs des iturines masque la disparité entre ces ORFs. En effet, les ORFs mycC et iruC ont une
relative faible homologie (69,7%) contrairement aux autres ORFs de la méme famille (environ
88%). Cela peut s’expliquer par une inversion des modules 6 et 7 qui induit a une inversion des
acides aminés dans les peptides produits (Ser-Asn pour la mycosubtiline et Asn-Ser pour
I’iturineA) et démontrée par Tsuge et al. (2001) entre les domaines. Une comparaison au niveau
protéique des domaines d’adénylation activant a la fois les mémes acides aminés (Ser ou Asn)
ont montré qu’ils ont une tres forte homologie (>80%).

Les niveaux de similarité entre les ORFs des synthétases d’'une méme famille a conduit a la
définition de quatre couples d’amorces susceptibles de détecter la présence des 3 familles dans le
genre bactérien. En effet, la faible similarité observée au niveau des séquences nucléiques des

ORFs de la plipastatine et de la fengycine (environ 43%) ne permet pas de définir un unique
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couple d’amorce capable de détecter ces deux genes dans des souches bactériennes contrairement

aux autres genes issus des surfactines et des iturines.

1.2. Définition des amorces

Le principe est de définir des amorces spécifiques a partir des opérons séquencés de lipopeptides
NRPS produits par I’espece Bacillus subtilis décrits dans le Chapitre 2. Le tableau 12 présente le
potentiel de synthese de lipopeptides connus a ce jour chez les souches de Bacillus subtilis et les
opérons non ribosomiaux correspondants qui ont été déterminés.

Tableau 12. Potentiel de synthése de lipopeptides non ribosomiaux et présence de génes correspondants

mis en évidence chez les souches de Bacillus subtilis

B. subtilis B. subtilis B. subtilis 6633 | B. subtilis 9943 | B. subtilis F29-3
168 21332

Molécules aucune Surfactines Surfactines Surfactines Fengycine

synthétisées Plipastatine Mycosubtilines Fengycines
Iturines

Présence de Surfactine Non déterminé Mycosubtiline Non déterminé Fengycine

génes ou Plipastatine

opérons

Des amorces ont €té définies a partir des opérons surfactine et plipastatine de Bacillus subtilis
168, de I’opéron fengycine de Bacillus subtilis F29-3 et de I’opéron mycosubtiline de Bacillus
subtilis ATCC 6633 selon la démarche décrite dans le § 2.2.2 du Chapitre Matériels et Méthodes.
Ces lipopeptides représentent les trois familles de lipopeptides NRPS produites par le genre
Bacillus.

Les alignements de séquences nucléiques des domaines d’adénylation et de thiolation des ORFs
des synthétases SrfA-A et SrfA-B ont été effectués pour la définition des amorces Asl-F/Ts2-R,
des ORFs des synthétases MycA, MycB et MycC pour le couple Am1-F/Tm1-R, des ORFs des
synthétases PpsA, PpsB, PpsC, PpsD et FenB, FenD, FenE, FenA respectivement pour la
définition de amorces Apl-F/Tpl-R et Af2-F/Tf1-R.

Les ORFs des synthétases SrfA-C, de PpsE et FenC ont été exclues de ces alignements car la
présence de toutes les ORFs ne permet pas d’obtenir des motifs conservés susceptibles d’étre
utilisés pour définir des amorces spécifiques. Le choix d’éluder les domaines d’adénylation et de
thiolation issus de ces synthétases s’est fait sur le critere que leur délétion permet d’avoir des
motifs conservés selon le logiciel Vector NTI. En effet, le but des alignements est d’obtenir des

motifs conservés pouvant servir pour la définition des amorces.
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La figure 25 présente les alignements réalisés et les motifs qui ont servi a la définition des

couples d’amorces de la mycosubtiline.

A2 MycC | A : T MycA

A2MycB  11GGATGAGC ANGTCAA f SV SR T3 MycB

AMycA  TEGARGARCARGTCAA ' mmeds o T! MycB

A4 MycB TGGA TCAA

o :IE T cnn‘c acGarcHage T2MyeB
yc - T1 MycC

Al MycC l ACCAGGTGAA : B MycC

A3MycB ’-ICAGG AR

GATAAHTTYTTTGATSTHG
37 | CTATTDAARAAACTASADCC| 5

Iml-K

Figure 25. Représentation schématique des alignements de séquences nucléiques et des motifs conservés
(encadrés en bleu) qui ont servi a la définition des amorces spécifiques Am1-F et Tm1-R

A T’aide du logiciel Vector NTI, un degré de consensus ou ‘consensus position’ est déterminé sur
la sélection de la zone souhaitée. Ce dégré de consensus permet de jauger de la conservation du
motif choisi pour définir I’amorce. Il est exprimé en pourcentage. Le motif dit ‘idéal’ sera alors
celui qui aura un dégré de consensus le plus élevé comme ceux présentés dans la figure 25

précédente. Les autres couples d’amorces ont aussi été définis de la méme maniere.

1.3. Calcul du Coefficient d’hybridation (HyC)
Le coefficient d’hybridation (HyC) de toutes les amorces a été calculé comme décrit dans le §
1.1.2 du Chapitre 5. Le tableau 13 montre les caractéristiques des amorces qui ont €té
déterminées : la position sur les différents ORFs, la taille des séquences des amorces et les

numéros d’accession Genbank des synthétases utilisées puis leurs origines.
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Tableau 13. Caractéristiques des amorces spécifiques pour la détection des synthétases de lipopeptides de

Bacillus
Lipopeptides Abréviation Séquences Taille HyC *Positionnement Origine Numéro
53 (bp) des amorces sur  bactérienne accession
les séquences des genes Genbank
alignées des
synthétases
AF023464
Fengycines Af2-F GAATAYMTCGGMCGTMTKGA 20 34 1138 -1157 B. subtlis F29-  BACFENB
Tf1-R GCTTTWADKGAATSBCCGCC 20 72 75-94 3 CAA09819
AF023465
Plipastatines Apl-F AGMCAGCKSGCMASATCMCC 20 64 693-713 B. subtilis 168 CABI13717.1
Tpl-R GCKATWWTGAARRCCGGCGG 20 32 69-89 CAB13716.1
CAB13715.1
CAB13714.1
Surfactines Asl-F CGCGGMTACCGVATYGAGC 19 12 1182-1200 B. subtilis 163 D13262.1
Ts2-R ATBCCTTTBTWDGAATGTCCGCC 23 36 76-98 AF233756
Mycosubtilines ~ Aml1-F CAKCARGTSAAAATYCGMGG 20 32 1178-1197 B.subtilis AAF08795.1
Tml-R CCDASATCAAARAADTTATC 20 36 56-76 ATCC 6633 AAF08796.1
AAF08797.1

Code « IUPAC ADN »: Y=(CorT),M=(AorC),K=(GorT), W=(AorT),D=(G,AorT),S=(GorC),B=
(G, T or C), R = (A or G). *La position des amorces est déterminée sur la séquence consensus issues des séquences
alignées.

II. Validation des amorces

Les 4 couples d’amorces ainsi définies ont été testés par PCR in silico et in vitro afin d’évaluer

leur spécificité, donc leur capacité a détecter des genes NRPS.

2.1. Tests PCR in silico

Le logiciel AmplifX 1.4.4 a été utilisé pour réaliser des tests PCR in silico sur les différents
genes constituant les synthétases de chaque famille de lipopeptides.

Ce test a permis, en outre, de déterminer les différents ORFs amplifiables par chaque couple
d’amorces et la capacité de redondance entre elles pour les 4 couples d’amorces.

Le tableau 14 présente les caractéristiques des amorces, la nature et la taille des amplicons

obtenus in silico sur les différents genes des synthétases utilisées pour leur définition.
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Tableau 14. Tests PCR in silico réalisés avec les amorces lipopeptides de Bacillus sur les différents ORFs

ORFs mycosubtiline synthétase ORFs surfactine synthétase ORFs fengycine ef plipastatine synthétases
Amorces myed  mycB myeC sfd-A s#f4-B sfd-C  stfd-D  fendppsD  fonBppsE  fenCippsd  fenDipps  fenE/pps
B C
AplFTplR - b ab ab ab ab ab b ab/947959 ab/563-893  ab/929  ab/929  ab/893-
1152
ARFTIAR ab ab ab ab ab ab ab  443452/ab  455/ab ab ab ab
Asl-F/Ts2-R ab ab ab  419/425M431 41914191422 ab ab ab ab ab ab ab
Aml-F/Tml-R  ab  419/419/419 416 ab ab ab ab ab ab ab ab ab
ab: absence de bande * bp: base pair

Ces résultats montrent bien la capacité des amorces a hybrider les opérons qui ont servi a leur
définition. En général, les amorces détectent des fragments uniquement dans les ORFs des
opérons a partir desquels elles ont été€ définies. Ce qui se traduit par la non-redondance entre ces
différents couples.

Les amorces Apl-F/Tpl-R mis au point pour détecter des geénes de la plipastatine synthétase
amplifient différents fragments de tailles variables (563 bp, 893 bp, 929 bp et 1152 bp) dans les
synthétases, les amplicons des amorces Af2-F/Tf1-R (fengycine), Am1-F/Tm1-R (mycosubtiline
et iturine) et As1-F/Ts2-R (surfactine et lichenysine) ont une taille qui oscille entre 416 bp et 455
bp.

Cette variation de taille des amplicons est due essentiellement au positionnement des amorces A
et T comme montré dans le tableau 13.

Toutefois, les ORFs srfA-C, srfA-D et les ORFs fenD et fenE n’ont pu étre détectés
respectivement par les amorces Asl-F/Ts2-R et les amorces Af2-F/Tf1-R. Ceci est probablement
du aux conditions d’utilisation du logiciel utilisé. Il n’apparait pas exclu que ces amorces

puissent reconnaitre ces synthétases lors des tests in vitro.

2.2. Tests PCR in vitro

La température optimale d’hybridation a été déterminée pour chacun des couples d’amorces et
les conditions expérimentales pour leur utilisation sont présentées dans le § 2.1.3 du Chapitre
Matériels et Méthodes.

Un controle de la qualité de la réaction PCR et de I’ADN a été réalisé par 1’utilisation des
amorces (Prbacl/Prbac2) spécifiques des Eubactéries (Rupf et al. 1999). Toutes les amorces

ainsi définies ont été testées expérimentalement sur des souches de Bacillus subtilis, B.
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thuringiensis, B. cereus et B. licheniformis. Les souches de Lactobacillus plantarum ATCC
14917 et ATCC 8014 décrites comme ne contenant pas de genes NRPS par Molenaar er al.
(2005) ont été utilisées comme témoin négatif. La figure 26 présente 1’ensemble des fragments
obtenus sur des souches de Bacillus subtilis (B. subtilis 168, ATCC 21332, ATCC 9943 et

ATCC 6633) que nous disposons au sein de notre laboratoire.

4 Aml-FTml.E B. Asi-F[Tsl-R

k' r TL 1 2 | 4 i 3 1 i T n H

iy —» «— b

LBl b ®

Bbe 1899 bp
204 bp

ke 500 by

109 by

e 1006 kg
00 by

C. Apl-FTpl-R TLALTTAR

Figure 26. Résultats des réactions PCR in vitro sur I’ADN des souches de Bacillus subtilis en notre
possession (M: O’Gene ruler, T°: échantillon sans ADN, T1: ADN avec amorces PrBac, 1: ADN B.
subtilis 168, 2: ADN B. subtilis ATCC 21332, 3: ADN B. subtilis ATCC 6633, 4: ADN B. subtilis ATCC
9943)

Les tailles des amplicons obtenus par toutes les amorces correspondent aux tailles obtenues in
silico. Comme attendu, aucune bande n’a été obtenue avec les ADNs des souches témoin négatif.
Les amorces Asl-F/Ts2-R et Af2-F/Tf1-R ont amplifié des fragments de tailles attendues
respectivement autour de 420 bp et 450 bp (Tableau 14), suggérant la présence de geénes de la
surfactine et de la fengycine synthétases dans les souches testées. Les amorces Am1-F/Tm1-R
ont détecté des fragments autour de 420 bp chez les souches B. subtilis ATCC 9943 et ATCC

6633, signifiant une mise en évidence probable des geénes de synthétase de mycosubtiline ou
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d’iturine. De méme, les amorces Apl-F/Tpl-R ont détecté des fragments attendus chez B.
subtilis 168 et B. subtilis ATCC 21332. Comme démontré lors des tests in silico (Tableau 14),
I’obtention de divers fragments par les amorces Apl-F/Tpl-R correspond a la différence des
tailles des amplicons qu’elles sont susceptibles de détecter.

La trés forte intensité observée pour certains amplicons est alors le fait de la superposition de
plusieurs fragments de tailles similaires comme dans le cas des amorces Asl-F/Ts2-F sur ’ADN
de la souche 168. Les fragments ainsi amplifiés ont tous été clonés puis séquencés pour
confirmer ou non les résultats de ces tests.

Le tableau 15 présente les résultats des séquences obtenues par Blast N et Blast X sur des tests
réalisés sur les ADNs d’autres souches de Bacillus (B. licheniformis ATCC 14580, B.
thuringiensis serovar berliner 1915 et B. cereus LMG 2098) dont le potentiel NRPS est connu
ou non.

Tableau 15. Résultats de Blast des séquences de fragments obtenus par PCR avec les amorces dégénérées

Souches Nom des Taille N? acc. GenBank Match with probable proteins obtained by Identité du géne E. value*
amorces amplicons (bp) des protéimes BlastX correspondant de
obtenues par par BlastN I"identité
BlastX (%0) du géne
B. subtiliz AP FTH-R 449 ZP 03393830 Synthétase de la plipastatine de B rubslis NCIB 3610 93 2a-176
ATCC 21332 Asl.FTs2-R 431 CAB12142 Synthétase de la surfactine A de B. subnliz 168 29 0.00
Ami-FTml-R 0
Apl.FTpl-R 803 CABI3TI7 Synthétase de 12 plipastatne de B subrilis 168 99 0.00
B subtilis AD-F/Ti-R 432 TP 001421438 Fengveine C de B. annvloliguefinciens FZB42 #7 0.00
ATCC 9943 Asl-FTs2.R 419 TP 001419906 Surfactme B of B. annloliguefaciens FIBA2 97 0.00
AmiFTml R 418 ABYES499 Synthétase Irurind B de B. subsilis MH-25 87 0.00
Apl-FTpl-R 0
B. mibrilis ARFTH-R 464 CAB13589 Polyketide synthase type I de B. subrilis 168 £ 3e-14
ATCC 6633 Asl-FTs2-R 419 CAAS12S Surfactine A de B. subfilis 168 apC2 26 0.00
Aml-FTml R 419 QOR9J0 Sumthétase mycombtiline B de B. subnlis 6613 ] 0.00
Apl-FTpl R 0
B. subtilis 168 ARFTf-R 454 X72672.1 Opéron de la surfactine de B. subtilis 168 29 0.00
Asl FTs2.R 425 CAB12142 Surfactine A de B subnliz 168 100 0.00
Aml-F/Tml-R 0
Apl-FTpl-R 039 CAB13717 Plipastatine & de B. subslis 168 99 0.00
B. licheniformiz ATCC Af2-F/Til-R 332 TP (080976 Siderophore 2,3-DEHB de B. [icheniformiz 14380 96 0.00
14380 Asl-FiTs2-R 428 TP 077642 Lichenysine C de B. licheniformis 14380 99 0.00
Aml-FTml R 0
Apl-FTpl-R 931 TP 077640.1 Lichenysine A deB. licheniformiz 14380 99 0.00
B thuringiensiz berliner AD.FTA-R 0
1915 Asl-FTs2-R 416 ACC35434 Protéine NRPS de Acinercbacrer baumanii g3 8e-130
Aml-FTml-R
Apl F/Tpi R 0
B. ceraus IMG 2098 Af.FTf1-R 0
Asl.FTs2.R 418 CAASIIDD Surfactine ORF1 de B subidlis MH-23 81 8133
Aml-F/Tml-R 0
AplFTpl-R 0

*E. value (Expect Value); une mesure de la valeur représentant la probabilité d"avoar vn medleur résultat que celw affiché.

Toutes les amorces ont détecté des genes de type NRPS en particulier des lipopeptides, ce qui
permet d’affirmer qu’elles ont été€ sélectives.
Les résultats confinés dans le tableau 15 peuvent étre interprétés selon le criblage de trois

catégories de souches testées :
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= Les souches (B. subtilis 168, B. licheniformis ATCC 14580 et B. subtilis ATCC 6633)
dont le génome a été partiellement ou completement séquencé et dans lequel, la présence de
genes NRPS a déja été montrée
Comme attendu, les amorces Asl-F/Ts2-R ont détecté le géne des synthétases de la surfactine et
de la lichenysine respectivement chez B. subtilis 168 et B. licheniformis ATCC 14580 avec un
pourcentage d’identité de 100% et 99%. La détection par le méme couple d’amorce de ces deux
molécules confirme la capacité des ces amorces a détecter les genes codant pour des synthétases
des deux molécules. Les amorces Ap1-R/Tp1-R ont mis en évidence le géne de la plipastatine de
B. subtilis 168 avec une similarit¢ de 99% et E. value = 0.00 comme attendu. La mise en
évidence de la mycosubtiline de B. subtilis ATCC 6633 décrite par Duitman ef al. (1999) a été
détectée par les amorces Am1-F/Tm1-R avec un pourcentage d’identité de 99% et E. value =
0.00.

= Les souches connues pour leur production de molécules NRPS et dont les genes
correspondant sont non-séquencés.

Les amorces Asl-F/Ts2-R ont amplifié des fragments de tailles attendues similaire au géne de la
synthétase de la surfactine chez B. subtilis ATCC 6633 (96% et une E. value = 0.00), B. subtilis
ATCC 21332 (99%, E. value = 0.00) et chez B. subtilis ATCC 9943 (97%, E. value = 0.00),
toutes ces souches ayant été décrites comme productrices de la surfactine (Kluge er al.1988;
Duitman ez al. 1999).

La présence de la lichenysine a été aussi détectée chez B. licheniformis ATCC 14580 par les
amorces Apl-F/Tpl-R avec un pourcentage d’identité de 99%, E. value = 0.00. Des fragments
similaires a 97% (E. value = 0.00) aux geénes de 'iturine et de la fengycine ont été détectés
respectivement par les amorces Am1-F/Tm1-R et Af2-F/Tf1-R chez B. subtilis ATCC 9943. Ces
résultats sont en accord avec I’identification de la souche ATCC 9943 comme co-productrice des
trois familles de lipopeptides (Vater et al. 2002; Chollet-Imbert et al. 2009).

=  Les souches non connues pour la production des molécules NRPS détectées
Les amorces Apl-F/Tpl-R ont permis la détection d’un fragment similaire a 99% avec une E.
value = 0.00 chez B. subtilis ATCC 21332. Cette souche n’est pourtant pas connue comme
productrice de la plipastatine. Ces résultats confirment cependant les travaux de Gancel et al.
(2009) qui ont démontré récemment la présence d’une molécule de la famille des fengycines
chez la souche ATCC 21332.

Les amorces ont €té€ aussi utilisées pour le criblage de deux souches (B. thuringiensis serovar
berliner 1915 et B. cereus LMG 2098) inconnues comme arborant un géne NRPS ou produisant

une molécule NRPS. Seul le couple d’amorce Asl-F/Ts2-R a permis la détection d’un fragment
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soit similaire a 88% avec une E. value de 8e—130 a un geéne codant pour une « synthétase de
protéine non-ribosomiale » chez B. thuringiensis berliner 1915, soit a un geéne de la synthétase
de surfactine chez B. cereus LMG 2098 avec 91% de poucentage d’identité et une E. value =
8e—155.

Contrairement aux autres amorces qui ont a chaque fois amplifié des fragments de taille
attendue, les amorces Af2-F/Tf1-R ont détecté des fragments non attendus similaires soit a une
polykétide synthase de type I chez B. subtilis ATCC 6633 et soit a une surfactine synthétase chez
B. subtilis 168. Ce PKS de type I serait responsable selon Chen et al. (2006) de la synthese de la
bacillaene (une molécule hybride NRPS/PKS) chez B. subtilis 168. La détection de ce PKS de
type I montre que la souche ATCC 6633 est potentiellement productrice de la bacillaene. La
détection de ce PKS de type I par les amorces Af2-F/Tf1-R résulte principalement de I’absence
du geéne de la fengycine synthétase chez B. subtilis ATCC 6633. La mise en évidence d’un gene
codant pour la surfactine synthétase par ces mémes amorces chez B. subtilis 168 montre aussi
que ces amorces ont une affinité plus importante pour les genes de la surfactine synthétase que
pour ceux de la plipastatine de B. subtilis 168 (génome séquencé).

Nous avons alors voulu savoir, pourquoi les amorces Af2-F/Tf1-R censée détecter la présence
des génes de la synthétase de fengycine amplifient a priori la surfactine synthétase alors qu’elles
auraient pu détecter les genes de la plipastatine synthétase.

Une étude sur I’hybridabilité des amorces Af2-F/Tfl-R sur les séquences nucléiques de la
fengycine, la surfactine et de la plipastatine a été effectuée (Tableau 16). Elle a consisté a
déterminer a 1’aide du logiciel Vector NTI, la probabilité de I’hybridation de ces amorces sur la
zone d’accrochage du fragment de 454 bp amplifi€ in vitro chez B. subtilis 168 (similaire a 99%

a la surfactine) et les génes de fengycine, surfactine et de la plipastatine synthétases.
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Tableau 16. Détermination des pourcentages d’accrochage des amorces Af2-F/Tf1-R sur les geénes de la

fengycine, la surfactine et de la plipastatine

Geénes des Zone accrochage

synthétases amorces (%)
Af2-F Tf1-R

fen A 69.0 85.0
fen B 80.0 76.2
fen C 78.3 83.3
fen D 90.0 81.0
Séquence obtenue in fen E 783 85.7
vitro par les amorces srfA-A 69.6 81.0
Af2-.F./Tf1-R sur B. Siij-B 73.9 85.0
subtilis 168 sfA-C 73.9 69.6
PpSA 54.5 58.3
ppsB 70.8 57.7
ppsC 40.0 60.0
ppsD 57.1 52.6
ppsE 52.2 65.0

L’analyse du tableau comparatif montre qu’en dehors de la fengycine, les amorces Af2-F et Tf1-
R hybrident respectivement avec une moyenne de 72,46 et 78,53 le gene de la surfactine
synthétase, contre en moyenne 54,92 et 58,72 le gene de la plipastatine synthétase. Cela explique
le fait que ces amorces ont détecté plutot un fragment similaire a la surfactine synthétase qu’un
fragment similaire a la plipastatine synthétase.

Tout se passe comme si la fengycine de B. subtilis F29-3 est plus proche de la surfactine de B.
subtilis 168 que de sa plipastatine. Ceci confirme bien la différence de 25% entre les opérons de
fengycine et de plipastatine (Tsuey-pin et al. 1999), et le fait que nous ayons choisi de définir
deux couples d’amorces différentes pour hybrider ces deux molécules appartenant a la méme

famille protéique.

Conclusions et Perspectives

La technique consistant a définir des amorces a partir des domaines d’adénylation et de
thiolation par 1’alignement de leur séquence nucléique en tenant compte des différences au
niveau des opérons est une approche originale permettant de mettre en évidence la possible
expression de ces molécules.

L’application de cette méthode aux lipopeptides synthétases a permis la mise en évidence de

genes correspondants chez des souches de Bacillus.
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Ainsi pour pouvoir détecter d’autres genes NRPS sur d’autres genres, il faudrait tenir compte de
I’organisation des synthétases a I'intérieur de chaque genre en appliquant la technique comme
dans le cas des Bacillus.

L’un des inconvénients de I’utilisation des amorces définies a partir des opérons lipopeptides est
qu’elles peuvent ne pas mettre en évidence la présence d’autres genes NRPS lorsque le génome
bactérien contient un gene impliqué dans la synthése d’un lipopeptide. Cette défaillance pourrait

étre palliée lors des tests de criblage avec plusieurs couples d’amorces ou en multiplex PCR.
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Chapitre 7 Identification de souches du genre Bacillus productrices de
lipopeptides d’origine non ribosomiale isolées de deux produits fermentés

africains : le Soumbala et le Bikalga

Le Soumbala et le Bikalga sont des condiments fermentés fabriqués respectivement a partir de
Parkia biglobosa communément appelé néré et d’Hibiscus sabdariffa (Oseille de Guinée ou
roselle). Ces aliments sont décrits dans le § 2.3.4 du Chapitre Matériels et Méthodes.

Toutes les souches ont été isolées de ces aliments fermentés par le Dr. Aly Savadogo de
I’Université de Ouagadougou (Burkina-Faso). En collaboration avec celui-ci, nous nous sommes
intéressés exclusivement a celles appartenant au genre Bacillus. Le but de cette étude est de
sélectionner les souches capables de synthétiser des lipopeptides non ribosomiaux.

Dans ce chapitre, nous présentons la combinaison des techniques classiques d’identification
biochimiques et moléculaires pour, dans un premier temps caractériser les souches de Bacillus
puis dans un deuxiéme temps, mettre en application les techniques de détection de genes NRPS
avec les amorces développées dans les chapitres précédents associées aux techniques de Maldi-

TOF pour déterminer les souches possédant la capacité de synthétiser des lipopeptides.

I. Identification des souches issues des produits fermentés

Toutes les souches ont été isolées sur des milieux spécifiques aux bactéries lactiques et non
lactiques en fonction de leur température optimale de croissance, puis elles ont été caractérisées

par des tests d’identification biochimique et moléculaire.

1.1. Isolement des souches

Une centaine de souches de bactéries lactiques et non lactiques ont été isolées des aliments
fermentés (Soumbala et Bikalga).

Des codes spécifiques ont été attribués et des échantillonnages ont été effectués comme décrits
dans le § 2.3.4 du Chapitre Matériels et Méthodes.

Les souches isolées des différents échantillons sont présentées dans les tableaux 17, 18 et 19 en
fonction du milieu de culture, de la température optimale de croissance et du condiment de
provenance de la souche.

Le tableau 17 présente les souches isolées a partir de 6 échantillons de Soumbala (S), sur

Bouillon Nutrive (BN) a 30°C et 37°C.
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Tableau 17. Souches isolées sur BN (a 30°C et 37°C) a partir du Soumbala

Echantillons Souches a 30°C Souches a 37°C

S1 0S1B012, 0S1B023, 0S1B022, 0S1B021 7S1B012, 7S1B011, 7S1B032, 7S1B031

S2 0S2B051, 0S2B021, 0S2B052 7S2B041, 7S2B042
0S2B022, 0S2B031

S3 0S3B011, 0S3B021, 0S3B042 7S3B012, 7S3B011, 7S3B041
0S3B061, 0S3B032, 0S3B041

S4 0S4B031, 0S4B022, 0S4B032, 0S4B021 7S4B012, 7S4B011, 7S4B021,

7S4B022, 7S4B041

S5 0S5B041, 0S5B012, 0S5B011, 7S5B041, 7S5B031
0S5B042

S6 *0S6B021 7S6B021, 7S6B0O11

*Photographie figure 27
42 souches différentes ont été isolées des différents échantillons selon leur température de

croissance. La figure 27 montre une photo de la souche 0S6B021 isolée du Soumbala.

Figure 27. Photographie de la souche 0S6B021
Le tableau 18 présente les souches qui ont été isolées sur milieu BN a 30°C et 37°C des

échantillons issus de Bikalga (B).

Tableau 18. Souches isolées sur BN (a 30°C et 37°C) a partir du Bikalga (B)

Echantillons Souches a 30°C Souches a 37°C
B7 0B7B011, 0B7B032, 0B7B031, 7B7B031, 7B7B032,
0B7B041, 0B7B042 7B7B021, 7B7B011, 7B7B041
B8 0B8BO11, 0B8B0O12, 0B8B021 7B8B011
B9 0B9BO11 7B9B021
B10 0B10BO11, 0B10B022, 7B10B011, 7B10B021, 7B10B031

0B10B031, 0B10B021

23 souches différentes ont été isolées des échantillons de Bikalga selon leur température de

croissance.
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La recherche de souches dans ces aliments a été aussi réalisée a partir du milieu MRS a 30°C et
37°C (Tableau 19).
Tableau 19. Souches isolées du Bikalga (B) et du Soumbala (S) sur le milieu MRS (30°C et 37°C)

Echantillons Souches a Souches a
30°C 37°C
S1 abs abs
S2 abs 7S2M021,
7S2M022
S3 abs abs
S4 0S4M021 7S4MO021,
7S4MO022
S5 abs abs
S6 abs 7S6MO041
B7 abs abs
B8 0B8MOI11, abs
0B8MO12
B9 0BOMO12, abs
0BIMO11
B10 0B10MO11 7B10MO021,
7B10M022

abs : absence de souches

De nombreuses souches ont été isolées sur les deux types de milieu d’incubation (MRS et BN)
dans les deux types d’aliments. Bien que des redondances a partir des 2 milieux et des 2
températures d’incubation (malgré la sélection basée sur des critéres morphologiques et
culturaux) ne puissent étre écartées, ces résultats montrent la diversité de la population
bactérienne dans ces aliments fermentés, ce qui souligne I’intérét de les étudier.

La répartition des souches en fonction du milieu de culture, de la température de croissance et
des aliments est présentée dans le tableau 20.

Tableau 20. Distribution du nombre de souches isolées en fonction de la température et des aliments

BN MRS

30°C 37°C | 30°C | 37°C
Soumbala 24 18 1 5
Bikalga 13 10 5 7

Au total 83 souches ont été isolées des ces échantillons selon le milieu d’incubation et la
température de croissance, puis de 1’aspect visuel des colonies. On remarque qu’il y a plus de
colonies isolées sur bouillon nutritif que sur milieu MRS ce qui suggere que la flore lactique est

peu présente dans ces condiments.
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1.2. Identification des souches isolées

Pour affiner I’identification des souches et sélectionner celles ayant un profil Bacillus, des tests
de biochimie classique et moléculaire ont été effectués sur celles ayant exprimées une ou
plusieurs activités biologiques. Ces dernieres sont en effet susceptibles de présenter un intérét lié

a leur potentiel NRPS.

1.2.1. Tests biologiques et physico-chimiques

Le potentiel biologique des souches isolées a été analysé a travers ’activité antibactérienne,
antifongique, antilevure et hémolytique selon les techniques décrites dans le § 2.3.3 du Chapitre

Matériels et Méthodes.

- Activités antibactériennes
La recherche d’activités antibactériennes a été effectuée a I’aide de la bactérie cible du genre
Micrococcus par la technique des puits. La présence de certaines Micrococcus dans le sang
provoque une bactéremie et une infection grave. On la retrouve parfois dans de I’eau et dans
certains aliments comme le fromage. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 21

suivant.

- Activités antifongiques

Le potentiel antifongique des souches a été recherché par des tests de rapprochement cellules-
champignons ou dits de compétition cellulaire. Quatre souches de moisissures (Aspergillus niger,
Penicillium roquefortii, Mucor rouxii et Rhizopus nigricans) et une souche de levure
(Saccharomyces cerevisiae) décrites dans le § 1.2.3 du Chapitre Matériels et Méthodes, ont été
utilisées pour ces tests. Ces moisissures ont été choisies d’une part, parce qu’elles sont connues
pour leur innocuité vis-a-vis du genre humain (germe de classe 1) mais aussi parce qu’elles sont
capables d’infecter des plantes ou que certaines especes de méme genre sont proches de germes
pathogenes comme Aspergillus fumigatus, responsable d’aspergillose chez les humains (Kac et
al. 1995).

Les résultats sont confinés dans le tableau 21, présentant pour chacun des germes cibles, les

souches ayant réagi positivement en fonction de leurs milieux d’isolement.
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Pour vérifier I’activité hémolytique éventuelle de ces souches, des tests sur géloses au sang ont

également été réalisés (Tableau 21). En effet, certaines souches du genre Bacillus sont décrites

comme synthétisant des lipopeptides (comme la lichenysine et la surfactine) qui possédent un

potentiel hémolytique (Deleu ez al. 2003).

Tableau 21. Activités antifongiques et antimicrobiennes des souches isolées de condiments africains

Tests Tests antifongiques Tests Tests

antimicrobiens hémolytiques antilevures
Micrococcus Penicillium Mucor rouxii Rhizopus Gélose au Saccharomyces
Tuteus roquefortii nigricans sang cerevisiae

Code (*NA) Code (NA) Code (NA) Code (NA) Codes (NA) Code (NA)

0S5B011 0B10B021 (21) 0B10B021 (21) 7B7B041 7S2B041 0S4M021 (1)
0S1B012 (2) 0B9BO11 (10) 0B10B022 (13) 7S6B021 (4) 0S1B022 7S5B041
7S6B021(4) 0B10B022 (13) 0S1B023 7S1B032 (21) | 7S3B041
7S6M041 7S6BO011 (16) 0B7B042 0S4B021 (5)
0S2B052 (6) 0B10B021 (21) 0B9B021
0B7B031 (7) 0B9BO11 (10) 0B7B041
0B7B032 (8) 0S4B021 (5) 7S2B042
0B8B021 (9) 0B7B032 (8) 0S1B021
0BYBO11 (10) 0B10MO11 (14) 0S2B052 (6)

0B10B021(11)
0S6B021 (12)
0B10B022 (13)
7B8BO11
7S4B011
0B10B031
0B10MO11
7S1B031(15)

0S6B021 (12)
0S3B032
0S5B011
7B10B021 (19)
0B10B022 (13)
0S1B012
0B8MO11 (18)
7B7B021
0BOMO1 1

7B7B021 (19)
7S1B031 (15)
0S1B021
0B8MO12
7B7B021
7S1B031 (20)
0B8MO12 (22)
0BSMO11 (18)

*NA: numéro affecté

Parmi toutes les souches isolées des échantillons de Soumbala et Bikalga, quelque soit le milieu

d’incubation, nous en avons sélectionné 22 qui ont exprimé au moins une activité biologique

pouvant étre un indicateur de la présence de lipopeptides NRPS. Ces souches ont alors été

numérotées de 1 a 22 (Tableau 21).

17 souches ont exprimé une activité contre Micrococcus luteus. Aucune des souches testées n’a

été capable d’inhiber la croissance d’Aspergillus niger. Certaines d’entre elles comme

0B10B022 (souche 13) ont exprimé plusieurs activités antifongiques (contre P. roquefortii, M.

rouxii et R. nigricans). Ces tests ne permettent pas de savoir si ces activités antifongiques sont la

conséquence d’une ou de plusieurs molécules synthétisées. D’autres souches ont exprimé une

activité hémolytique et/ou anti-levure.

Les souches numérotées de 1 a 22 ont fait I’objet d’une caractérisation approfondie.
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Les caractéristiques morphologiques (diametre des colonies, couleur et aspect) des 22 souches

ont été répertoriées. Le Tableau 22 présente les résultats obtenus.

Tableau 22. Caractéristiques morphologiques des 22 colonies de souches sélectionnées

Souches Numéro Couleur Taille Forme
(mm)
0S4M021 1 blanche 1 ronde
0S1B012 2 blanche 0,5 ronde
7S5B041 3 blanche 2,5 ronde
7S6B021 4 blanche 2 ronde
0S4B021 5 blanche 2,2 dentelée
0S2B052 6 blanche 0,6 ronde
0B7B031 7 blanche 3 ronde
0B7B032 8 blanche 1 dentelée
0B8B021 9 blanche 2 dentelée
0B9BO11 10 blanche 3 dentelée
0B10B021 11 blanche 3 ronde
0S6B021 12 blanche 2 dentelée
0B10B022 13 blanche 1 dentelée
0B10MO11 14 blanche 1,5 ronde
7S1B031 15 blanche 2 ronde
7S6B0O11 16 blanche 1 ronde
7B10B021 17 blanche 0,2 ronde
0B8MO11 18 blanche 1,5 ronde
7B7B021 19 blanche 2 dentelée
7B10B031 20 blanche 2 dentelée
7S1B032 21 blanche 1 ronde
0B8MO12 22 blanche 3 ronde

Les colonies volumineuses, plates et opaques, a surface chagrinée et a bord légerement dentelées

montrent des caractéristiques morphologiques semblables a celles appartenant au genre Bacillus.

Une coloration de Gram et un test de la production de catalase ont été réalisés sur les 22 souches.

Le tableau 23 récapitule les résultats de tous les tests réalisés. Ces souches sont majoritairement

des bacilles catalase +, suggérant une appartenance au genre Bacillus. Ceci semble confirmer les

travaux de Parkouda et al. (2008) qui ont montré que la majeure partie des souches retrouvées

dans le Soumbala et le Bikalga sont de type Bacillus.
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Tableau 23. Divers caractéristiques des souches d’intérét

Souches N° Gram  Catalase Morph Antibact Antifongique Hémolytique

0S4M021 1 + + bacille - +/- -
0S1B012 2 + + coque + + +
7S5B041 3 - + coque - + -
7S6B021 4 + + bacille + + +
0S4B021 5 - + bacille - + -
0S2B052 6 + + bacille + +/- +
0B7B031 7 - + bacille + . +
0B7B032 8 + + bacille + + B
0B8B021 9 + + bacille + - +
0B9BO11 10 - + bacille + + -
0B10B021 11 +/- + bacille + + -
0S6B021 12 + + bacille + + +
0B10B022 13 + + bacille + + R
0B10MO11 14 + + bacille + + .
7S1B031 15 - + bacille + +/- -
7S6B011 16 + + bacille - + +
7B10B021 17 + + bacille - + +/-
0B8MO11 18 - + bacille - + +
7B7B021 19 - + coque - + +
7B10B031 20 + + bacille - + +
7S1B032 21 +/- + bacille - + +
0B8MO12 22 - + bacille - +/- +

+ : positif, - :négatif

1.2.3. Tests moléculaires d’identification

Des analyses moléculaires a I’aide d’amorces spécifiques du genre Bacillus, du groupe Bacillus
cereus et du groupe Bacillus subtilis ont permis de compléter 1’ identification des 22 souches.
Les résultats sont dits positifs lorsque les fragments obtenus par PCR sont similaires (taille et
intensité des bandes) a ceux attendus comme présenté dans le tableau 6.

Les amorces B-K1-F/ B-K1-R1 (identification du gene ARN 16s de Bacillus, Paenibacillus,
Brevibacillus) utilisées dans les conditions prédéfinies dans le § 2.3.1 du Chapitre Matériels et

Meéthodes ont permis de vérifier si les souches appartenaient au genre Bacillus.
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La figure 28 montre un exemple de résultats obtenus par PCR.

A I- 18 1% 20 11 2 23

2072bp __»

1100bp

S00bp ;

Figure 28. Résultats PCR sur gel d’agarose de I’ADN de souches testées avec les amorces B-K1-F/ B-K1-
R1 (M = Trak-/t 100 DNA Ladder, T- : témoin négatif avec DNA sans amorces, les puits 18, 19, 20, 21 et
22 sont des souches d’intérét testées), le puits 23 une souche témoin de Bacillus subtilis.

Ce couple d’amorces a conduit a ’amplification de fragments de tailles attendues (environ 1100
bp) chez 15 des 22 souches testées. Il s’agit des souches 1, 3,5, 6, 9, 10, 11, 13, 14, 15, 16, 18,
20, 21, 22. Le couple d’amorces Bsub5F/Bsub3R (spécifique du groupe Bacillus subtilis) a
généré des fragments de tailles attendues (595 bp) avec 8 souches sur les 22 souches d’intérét. 1l
s’agit des souches 2, 3, 6, 9, 18, 20, 21, 22. Seule la souche 1 a répondu positivement au couple
d’amorce balF/balR (pour le groupe des Bacillus cereus) sur les 22 souches testées. Cependant
aucun profil génétique n’a pu étre établi pour les souches 4 et 17.

Le tableau 24 résume les résultats des tests PCR obtenus sur les souches testées.

Tableau 24. Profil génotypique pour I’identification moléculaire des souches criblées

Amorces Souches positives Genre ou espéce
B-K1/F 1,3,5,6,9,10,11,13, 14 Bacillus (subtilis, cereus,
B-K1/R1 15, 16, 18, 20, 21, 22 thuringiensis, licheniformis)
Bsub5F 2,3,6,9, 18, 20, 21, 22 Groupe subtilis group (subtilis,
Bsub3R licheniformis,  amyloliquefaciens,
pumilus)

BalF 1 Groupe Bacillus cereus group
BalR (thuringiensis, anthracis et cereus)

En couleur les fragments qui ont été séquencés

Nous avons séquencé les fragments obtenus pour les souches 6, 11, 13, 16 et 21 avec les amorces
spécifiques BK1-F/BK1-R1 pour vérifier s’ils correspondaient bien a des fragments similaires a

ceux appartenant au genre Bacillus.
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Les figures 29 et 30 présentent les séquences respectives des fragments d’environ 1100 bp

amplifiés avec les amorces BK1-F/BK1-R1 chez les souches 13 (S13) et 21 (S 21).

BK1-F

FCACEAAGEEEACEATEEE TAGCCGACCTGAGAGGGTCGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACG
GCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGC
AACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTAC
CGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGC
AGCCGCGGTAATACGTAGGTCGCAAGCGTTGTCCGGAATTAT TGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGC
GGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAA
CTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGG
AACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAG
CGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTT
TCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACT
GAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGETGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAA
CGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTCCCCTTCGG
GGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTTGGGTTAAGTC
CCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGC
CGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTA
CACACGTGCTACAATGGGCAGAACAAAGGGCAGCGAAGCCGCGAGGCTAAGCCAATCCCACARA
TCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGGAAGCTGGAAT CGCTAGTAATCGC

C0ATCAGEATGCCGCOGTCAATAS

BKI1-R1
Figure 29. Séquence du fragment de 1100 bp amplifié par les amorces BK1-F/BK1-R1 de la souche S 13

BK1-F

Iy ( : LGCCCGACCTGRAGAGCGTCATCGGCCACACTGGCGACTGAGACACG
CCCCACACTCCTACCCCACCCACCACTACCCAATCTTCCCCAATCCACCAAAC ICTCGACCCALCT
BAACGCCGCSTGAGTGATCAAGGTTTTCGGATCGTARAAGCTCTGTTGTTAGSGAAGAACARGTALT
CETTCCAATAGGS CGETACCTTGACGETACCTAACCAGARAACGCCACGGCTAACTACGTGCCAGT
AGCCGCGGTAATACGTACCTGGCAAGCCTTCTCCCGAATTATTGGGCCTAAAGGGCTCGCAGGT
GETTTCTTAAGTCTGATCTGARAGCCCCCGECTCAACCGGGGAGGGTCATTGGARACTGEGGAR
CTTGACTGCAGAAGAGGAGAGTGEGANATTCCACGTCTAGCGETGAAATCGCGTAGAGATGTGGAGE
RACACCAGTGGCGRAGCLCGACTCTCTGCTCTGTAACTCACGCTCAGGAGCCAMACGCCTGCCGGAG
CGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTT
TCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGEAGTACGGTCGCARGACT
CAAACTCAARCGAATTGACGGGCGCCCGCACAAGCGGTCGCAGCATGTCCTTTAATTCGARAGCAA
CGCGAAGALCCTTRACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGG
GGGCACGAGTCGACAGGTGETGCATGGTTIGTCCTCACGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGCTTARGTCC
CGCAACGAGCGCARCCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGCTGACTGCC
GETGACARACCGERGGARGGTGGGGATGACGTCAMATCATCATGCCCCTTATGACCTGGECTAL
ACACGTGCTACAATCGGACAGAACAANGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAAT
CAGTCTGCAACTCGACTGCGTGARGCTGCAATCGCTAGTARTCGC

CTGTTCTCAGTTCGGATCG

GGATCAGI;
BKI-R1

Figure 30. Séquence du fragment de 1100 bp amplifié par les amorces BK1-F/BK1-R1 de la souche S 21

Le fragment amplifié chez la souche 13 (figure 29) mesure en réalité 1114 bp (similaire a la taille
du fragment attendu pour les amorces BK1-F/BK1-R1). L’analyse de ce fragment par Blast N
montre qu’il est similaire (99% avec une E. value = 0.00) a un fragment de Bacillus

licheniformis.
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Celui détecté par les mémes amorces chez la souche S 21 (figure 30) mesure 1113 bp, est
similaire a la taille du fragment attendu et identique a 100% (E. value = 0.00) a un fragment de
Bacillus subtilis.

Les autres souches (6, 11 et 16) ont été identifiées apres le séquencage comme appartenant
respectivement a des souches de B. subtilis pour la S 6 et S 16 alors que la S 11 correspondrait a
une B. licheniformis.

L’identification des fragments détectés par PCR apres le séquencage confirme donc que toutes

les souches testées correspondent bien au genre Bacillus excepté les souches 4 et 17.

Conclusions sur les tests d’identification

Le croisement des deux types d’identification (biochimique et moléculaire) des 22 souches a
permis de sélectionner certaines souches (5, 6, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 15, 16, 20 et 21) selon des
criteres spécifiques aux genres Bacillus (bacilles Gram+, catalase +, culture en aérobiose sur
milieu ordinaire profil Api 50 de Bacillus (Dr Savadogo). Celles-ci ont été retenues pour la suite
de I’étude.

Ces souches appartiennent a plusieurs especes telles que Bacillus subtilis, B. cereus et B.
licheniformis. Ces especes sont bien connues pour leur production de molécules non
ribosomiales en particulier les lipopeptides. Notre attention s’est donc portée sur ces 12 souches

pour rechercher celles susceptibles de produire des lipopeptides non ribosomiaux.

II. Recherche de lipopeptides non ribosomiaux

Trois techniques ont été mises en ceuvre pour rechercher les lipopeptides: la mesure de la tension
de surface des surnageants de culture, une analyse MALDI-TOF sur les surnageants de culture et
sur colonies enfin des analyses par PCR pour détecter des genes NRPS. Les analyses
biochimiques sont appliquées sur des surnageants de culture et sur des colonies obtenues sur
milieu solide, les analyses par PCR ont été effectuées a l’aide des amorces dégénérées

spécifiques NRPS mis au point dans les chapitres précédents.

2.1. Analyses biochimiques

2.1.1. Tension de surface des surnageants de culture

La tension de surface peut se définir comme étant la capacité d’adhérence a I’interface entre des
liquides non miscibles. Ces liquides vont subir deux forces: une attraction vers l'intérieur "eux-
mémes" et une répulsion par rapport aux molécules. On parle de forces d'attraction intra-liquide

et de forces de répulsion inter-liquide. La tension de surface est aussi influencée par la pesanteur.

115

© 2011 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1.fr



Thése d'Arthur Tapi, Lille 1, 2010

La production de lipopeptides par des bactéries en milieu liquide va provoquer une baisse de la
tension de surface de I’eau.

Nous avons déterminé dans les surnageants de culture des souches isolées, la tension de surface
par la méthode de Du Nouy décrite dans le § 2.4.1 du Chapitre Matériels et Méthodes par rapport
au milieu d’incubation.

La figure 31 présente un graphique de la mesure des tensions de surface obtenues pour les

souches testées.
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Figure 31. Détermination de la tension de surface des souches issues des condiments fermentés

Les souches 6, 12, 16 et 21 ont une tension de surface faible (< 33 mN.m™) par rapport a celle du
milieu BN (49,5 mN.m™), ce qui traduit qu’elles produisent des métabolites ayant une activité
biosurfactante élévée contrairement aux autres souches testées qui ont exprimé une faible
activité. Les souches 6, 16 et 21 ont été identifiées comme étant du genre B. subtilis et la souche
12 comme de ’espece licheniformis. A ces dernieres, pour la suite de I’étude, ont été associées
les souches 11 et 13 identifiées comme Bacillus licheniformis et ayant une tension de surface

proche de celle du milieu BN.

2.1.2. Recherche de lipopeptides par Maldi-TOF

Des analyses de détection de lipopeptides par Maldi-TOF ont été effectuées sur des colonies
selon la technique décrite dans le § 2.4.3 du Chapitre Matériels et Méthodes. Les surnageants ont
été obtenus a partir de filtrats de lipopeptides a I’aide de colonnes Altech C18 comme décrit dans

le § 2.4.2 du Chapitre Matériels et Méthodes.
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Les figures 32A et 32B présente les spectres des masses obtenus avec la souche 6 respectivement

a partir des milieux solide et liquide.
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Figure 32. Spectres obtenus a partir de la souche S 6 (A. colonie sur milieu solide GN, B. surnagent sur

BN)
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Les spectres des 6 souches ainsi obtenus ont été analysés a la fois pour les surnageants de culture
et pour les colonies par rapport aux masses connues de lipopeptides de Bacillus. En effet, les
masses de lipopeptides de Bacillus sont rangées en trois classes distinctes: m/z = 850-950
correspondant aux kurstakines, m/z = 1000—1100 correspondant aux surfactines et iturines, m/z =
1450-1550 correspondant aux fengycines (Price et al. 2007).

En général, les pics détectés en milieu solide sont différents de ceux du milieu liquide pour la
méme souche. On note la présence de la surfactine C15 ou de pumilacidine C15 (m/z = 1058)
chez les souches 6 et 12. Cette molécule a été détectée uniquement sur milieu solide ce qui est
probablement en relation avec son adhérence a la paroi cellulaire. D’autres spectres de masses
ne correspondant pas a des lipopeptides connus ont été aussi mis en évidence.

On remarque des spectres de masses proches de celles des kurstakines (877, 892 et 906) dans les

souches 6, 12, 13 et 16 (figure 32 B).

Conclusion sur les techniques d’analyses biochimiques

La combinaison des tests de mesure de la tension de surface et de 1’analyse Maldi-TOF confirme
la présence de la surfactine dans les souches 6 et 12. Toutefois, les analyses Maldi-TOF n’ont pu
montrer la présence de lipopeptides dans les souches 11, 13, 16 et 21 contrairement a la faible
tension de surface obtenue dans ces dernieres.

Des analyses au niveau moléculaire ont donc été effectuées pour confirmer la présence de genes

connus ou séquencés pour ces souches.
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2.2. Recherche de genes de lipopeptides synthétases

Des tests pour I’identification de peptides bioactifs produits par les 6 souches d’intérét ont été
réalisés a 1’aide des amorces dégénérées spécifiques du genre Bacillus (Tapi et al. 2009). Trois
couples d’amorces (As1-F/Ts2-R, Am1-F/Tm1-F et Af2-F/Tf1-R) ont été utilisés.

Les résultats sont dits positifs lorsque la taille et I’intensité des bandes sont similaires a celles
décrites pour chacun des couples d’amorces.

Le résumé des tailles de bandes obtenues pour chaque souche pour les 3 couples d’amorces est

représenté dans le tableau 25.

Tableau 25. Taille des bandes amplifiées par couple d’amorce

Souches As1-F/Ts2-R (bp) | Aml-F/Tml1-F(bp) | Af2-F/Tf1-(bp)

S6 420 450 450
S11 420 pb 450
S12 420 400 pb
S13 420 *pb 450
S16 420 400 pb
S21 420 450 pb

*pb : pas de bandes

Uniquement les amorces Asl-F/Ts2-R ont amplifié des fragments de tailles proches de celles
attendues dans toutes les souches testées.
Certains des fragments (surligné du tableau 25) issus de ces tests ont alors été clonés puis

séquencés en vue de déterminer leur identité (figure 33).

119

© 2011 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1.fr



Thése d'Arthur Tapi, Lille 1, 2010

GTTCAGCACGTCCTGCCAAATGGCTGCGATTGCTTTTTCAGTCTCATTTCGCGGCGCTGTAT
AGGCAGTGCCGCTGACAGCCTTCACCTCTAGCGCAAACAGCTTGCGGCGGTCGACTTTGCCG
CTTGGCGTAAGCGGAATTTCTGTCACTTCTGTAAAGTAAGCCGGCACCATATAGTCAGGAAG
CTGTCTGGCCGCATGCTCCCTCAAGCCGGCTGGCGCAAATTCGCTTCCAGGCTTCTGCACAA
CATATGCGCAAACCTCAAGATTTCCCTGTTCGTCAGGGCGTGCCAAAACAACGGCTTTTGCA
ACGTCTGGCGCCTGCTGAATCACGGCCTCAATTTCCCCARAE

AMJ?

B.

Ts2-R

RS TSR GTEeEE8 A TCATAAAGAAGTTATCGGTAACGCCTGCTTTGACGCC

GAGTATTCCTTCCCAGATCTCCGCTAATTTCTTTTCACTCTCTGTTTCTGGTGCTGCGTATT
CCGGCTGCACGGCTTCTGATTGCGGTGCAGGCAGTTCTTTTTTGTTGATTTTCCCGTTTGGC
GTGAGCGGCAGACTGTCCATTTGAATCAGGTGGGCAGGGACCATATAGTCAGGCAAAGACTG
AGACAGTGTTTTTCTCAGCTCACTCACAACCACTTCACGATCCGCCGTGAAGTACGCGCAAA
TTTCATTTTCATCTGCTTTGTTCTTGCGGATGATC CACCGCAGCCTCTGTCACATGCTCAGCC

ATGTTCAGTTTTGTTTCAATTTCGCCAAGCICARICCEETAGEOEE
Asl-F

.

Tml-R

OGRS RRRTATOGAN C 2. C TTGCAAGGCTATATCGCCGCARATTGGAAACAAACG

CTTGACGATCATCGCGAAGCTCTTTTAAAGGTGTTTCCCGAATTGGAAGACGCGACTTACGG
GGTCTACCTGGACCACCTGCTGCCTCCTGTATTTGAAAGTCTCGAACAGTCCGGCTTTACAA
CGATTCAAAATGCGGGARAAAGGCGATTTTTTTATCGGAAAGGGCTTGAACTTTAGACAGTCC
ATGGAAARAATGGGGAGCTGACAACTGCCGCTCACGTGTGTTTTGGGTTGTCATCTCCGATCA

GCAAAAACAGCCGGCCGGGACGCTGCT Cl IR AT CACTE A
Aml-F

Figure 33. Séquence des fragments PCR (A. souche 6 avec Asl1-F/Ts2-R, B. souche 21 avec Asl-F/Ts2-
R, C. Souche 21 avec Am1-F/Tm1-R)

Les analyses Blast N et Blast X de ces séquences dans Genbank (NCBI) ont ainsi été réalisées et

présentées dans le tableau 26.
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Tableau 26. Résultats de Blast des séquences de fragments obtenus par PCR avec les amorces dégénérées

Souches Abréviation Taille BlastN et X Identité
amplicons (%)
6 Asl-F/Ts2-R 431 bp Surfactine synthétase de B. subtilis 98
Aml1-F/Tml-R 445 bp 2-deoxy-5-kéto-D-gluconic acid 6-phosphate 98
aldolase de B. subtilis 168
11 Asl-F/Ts2-R 428 bp Lichenysine C synthétase de B. licheniformis ATCC 99
14580
Af2-F/Tf1-R 476 bp G3P perméase de B. licheniformis ATCC 14580 99+
12 As1-F/Ts2-R 419 bp Surfactine synthétase de B. subtilis 168 96
425 bp 97
13 Asl-F/Ts2-R 419 bp Surfactine synthétase de B. subtilis 168 98
Af2-F/Tf1-R 476 bp G3P perméase de B. licheniformis ATCC 14580 99+
16 Asl-F/Ts2-R 419 bp Surfactine synthétase de Bacillus subtilis 168 96
Aml-F/Tml-R 403 bp Protéine hypothétique de Bacillus licheniformis 99
ATCC 14580
21 Asl-F/Ts2-R 419 bp Surfactine synthétase de B. subtilis 168 97
Aml-F/Tml-R 445 bp 2-deoxy-5-kéto-D-gluconic acid 6-phosphate 98
aldolase de B. subtilis 168

* Pourcentage d’identité ayant des E. value # 0.00

Comme attendu, les amorces Asl-F/Ts2-R ont mis en évidence la présence de genes de la
surfactine synthétase chez les souches 6, 12, 13, 16 et 21 avec une homologie avoisinant 98%.
Elles détectent aussi la présence des genes de la lichenysine synthétase chez la souche 11 avec
une homologie de 99%.

Par contre, les amorces Am1-F/Tml-F et Af2-F/Tfl-R n’ont pas permis de détecter des genes
NRPS comme espéré. Elles ont par contre amplifié des fragments identifiés comme présents

dans des souches de Bacillus et qui seraient impliqués dans le métabolisme des carbohydrates.

Conclusions sur le criblage moléculaire des lipopeptides

Ces amorces montrent la présence de genes impliqués dans la synthese de lipopeptides
(surfactine ou lichenysine) dans les souches d’intérét (6, 11, 12, 13, 16 et 21).

Malgré 1’amplification de fragments de taille proche des tailles attendues par les amorces
spécifiques Am1-F/Tm1-F et Af2-F/Tf1-R, aucun gene impliqué dans la synthese de fengycine
et d’iturine n’a pu €tre mis en évidence. En effet, lors d’une PCR, lorsque le gene recherché est
absent du génome bactérien exploré, les amorces de nature dégénérée, hybrident d’autres

fragments non spécifiques qui pourraient avoir une taille proche ou totalement différente de celle
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attendue. Le séquencage alors des amplicons est alors le moyen ultime d’identifier la nature de

ce fragment.

Conclusions et Perspectives

La combinaison des méthodes analytiques classiques (activités biologiques et recherche de
molécules spécifiques) et des méthodes moléculaires de criblage par PCR a permis la mise en
évidence de bacilles producteurs de surfactines dans les aliments exotiques: Soumbala et
Bikalga. Le croisement de ces analyses confirme la présence de ces lipopeptides dans les souches
6 et 12. En effet, les analyses biochimiques par Maldi-TOF n’ont pas permis de détecter des
lipopeptides dans les souches 11, 13, 16 et 21 alors que le criblage moléculaire a permis leur
mise en évidence, et cela en conformité avec les tests d’activités biologiques et la mesure des
tensions de surface. Le pouvoir antifongique exprimé par la plupart de ces souches n’est alors
pas le fait de molécules iturines ou fengycines puisqu’aucune des techniques n’a permis leur
détection. Celui-ci pourrait étre dii a la surfactine qui a été aussi décrite comme possédant un
faible pouvoir antifongique (Ullrich et al. 1991).

Ces travaux montrent pour la premiere fois la présence de souches productrices de lipopeptides
de type non ribosomial dans ces aliments.

Ces molécules si elles sont présentes dans le Soumbala et le Bikalga pourraient en outre étre

impliquées dans la bioconservation de ces aliments.
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Valorisation

v' Aly Savadogo, Arthur Tapi, Marléne Chollet-Imbert, Bernard Wathelet and
Philippe Jacques (2009) Detection of surfactins producing strains in Soumbala and Bikalga
fermented condiments using Polymerase Chain Reaction and Matrix Assisted Laser
Desorption/lonization-Mass Spectrometry methods (Soumis dans International Journal of Food

Microbiology)
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Chapitre 8 Mise au point du logiciel PrimerDeg 0.1

Dans le but d’accélérer la procédure fastidieuse et consommatrice de temps dans la définition des
amorces dégénérées présentée dans le Chapitre 6, un outil bioinformatique a été développé et
nommé PrimerDeg 0.1 (numéro 1 de la version 0).

Le logiciel PrimerDeg 0.1 comporte deux parties essentielles qui permettent I’exécution des deux
actions principales mises en ceuvre dans la définition des amorces dégénérées. La premiere partie
du logiciel, nommée ProtRegion2DNA est consacrée a I’extraction et 1’alignement des domaines
nucléiques a étudier. Le second volet appelé PrimerDeg fournit a 1’utilisateur, la région la plus
appropriée qui pourra servir dans la définition des amorces.

Il s’agit a terme de mettre au point soit sous forme d'un logiciel téléchargeable, soit sous forme
d'une application web, une interface conviviale qui permette de réaliser les 4 différentes étapes

critiques présentées dans la figure 34 pour la définition des amorces dégénérées spécifiques.

Récupération des séquences } Découpage des domaines
et positions des domciines ' - nucléicues ¢ analyser 2
1
-\:—;
Genération de sequences ) Alignement multiples des
consensus + choix des amorces ) séquences nucléiques 3

4

Figure 34. Protocole général de fonctionnement du logiciel PrimerDeg 0.1 (en chiffre rouge, les

différentes étapes critiques mises en ceuvre pour définir des amorces)

Dans ce chapitre, nous présentons la conception de I’outil, son état d’avancement par rapport aux
points critiques mentionnés dans la figure 34, son utilisation et I’interprétation des résultats qu’il
génere. Le but final étant que le logiciel regroupe sur une seule interface, I’ensemble de ces
procédures pour définir des amorces dégénérées capables de détecter des genes en particulier de

type NRPS.
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I. Protocole général du fonctionnement de PrimerDeg 0.1

La récupération de la séquence nucléique correspondant a la protéine non ribosomiale et la
détermination des positions des séquences nucléiques correspondant aux domaines NRPS a

utiliser constituent la premiere étape dans la définition des amorces.

1.1. Récupération des séquences

Il est possible, connaissant le numéro d’identification (numéro d’accession) ou le nom littéral
d’une protéine (exemple : surfactine synthetase C) d’avoir acces a sa séquence protéique et
nucléique dans la banque Genbank de NCBI (Benson et al. 2008).

L’ utilisateur doit accéder a ces informations qui sont nécessaires pour 1’utilisation du logiciel. En
effet, NCBI référence des domaines NRPS lorsqu’ils sont présents dans une protéine sous forme
de régions et mentionne les différentes positions de début et de fin de celles-ci. Il référence aussi
d’autres domaines non NRPS. L’analyse des fonctions afférentes et la nature de chacune des
régions a permis d’établir une corrélation entre les domaines NRPS et les régions proposées par
NCBI. Ainsi, la région condensation correspond au domaine de condensation, la région LuxE au
domaine d’Adénylation, la PP-binding au domaine de Thiolation. L’utilisateur choisit selon le
découpage proposé, les positions des domaines NRPS qu’il souhaite utiliser ou peut méme
choisir d’autres découpages provenant d’autres outils comme le logiciel NRPS-ProBioGEM (non
publié). L’acces a la séquence nucléique correspondant a la protéine découpée dont les régions
vont servir a définir des amorces se fait en cliquant sur le bouton CDS au bas de la séquence
protéique.

Ce travail de récupération des positions des domaines spécifiques et de la sélection des

séquences n’est pas effectué par PrimerDeg 0.1.

1.2. Détermination de la position et découpage des séquences

Connaissant les positions de début et de fin de chaque région sur la séquence protéique, il est
possible de déterminer sa séquence nucléique correspondante sur la CDS.

Lors de la définition des amorces dégénérées dans les chapitres précédents (absence du logiciel
PrimerDeg), 1’obtention de la séquence nucléotidique correspondante s’est faite en multipliant
par 3 (chiffre correspondant au nombre d’acides nucléiques codant un acide aminé selon le code
génétique) les différentes positions d’une région protéique donnée par simple translation des

valeurs obtenues sur la CDS.
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La figure 35A montre un exemple des positions des domaines A et T sur la protéine de la

synthétase de surfactine A et leur correspondant en séquences nucléique sur la CDS (Figure

35B).

A. Séquence protéique et position de début et de fin des domaines A et T

gi|225184732 |emb|CAB12142.2| surfactine =ynthétaze [B. subtilis
str. 168]

301 NIDGGQAFSE FVEDEMEDLM ETLREHQEYPY NLLINDLRET ESSLTELFTV SLEYQVMOWQ

361 EEEDLAFLTE PIFSGSGLND VSIHVEDEWD TGELTIDFDY RTDLFSREEI NMICEBRMITM

Domaine d’adénylation (478-956)

421 LENALTHPEH TIDELTLISD AEEEELLARA GGESVSYRED MTIPELFQOEE AELLSDHEAV

481 VFEDRTLSYR TLHEQSARTA NVLEKQKGVGP DSPVAVLIER SERMITATIMG ILKAGGAYVP

541 IDPGFPAERI QYILEDCGAD FILTESKVAA PEADAELIDL DOQATEEGAEE SLNADVNARN

601 LAYIIYTSGT TGRPEGVMIE HROVHHLVES LOQTIYQSGS QTLEMALLAP FHFDASVKQI

661 FASLLLGQTL YIVPEKTVTN GAALTAYYRK NSIEATDGTP AHLOMLAAAG DFEGLEKLKHM

721 LIGGEGLSSV VADKLLKLFK EAGTAPRLTN VYIGPTETCVD ASVHPVIPEN AVOSAYVPIG

781 KALGNNELYI LDQKGRLQPE GVAGELYIAG DGVGRGYLHL PELTEEKFLQ DPFVPGDRMY

841 RTGDVVEWLP DGTIEYLGRE DDOVEVREGYR IELGEIEAVI QQAPDVAKAV VLARPDEQGN

901 LEVCAYVVQK PGSEFAPAGL REHAARQLPD YMVPAYFTEV TEIPLTPSGK VDRREKLFALE

Domaine de Thiolation (978-1040)

961 VEAVSGTAYT APRNETEKAI AATWQDVLNV EKAGIFDNFF ETGGHSLKAM TLLTKIHKET

1021 GIEIPLOFLF EHPTITALAE EADHRESEAF AVIEPRAEEQE HYPLSLAQQOR TYIVSQOFEDA

1081 GVGYNMPAAA ILEGPLDIQE LERAFQGLIR RHESLERTSFV LENSTPRQOEI HDSVDFNIEM

1141 IERGGRSDEA IMASFVRTFD LAFRAPLFRIG LLGLEENRHM LLFDMHHLIS DGVSIGIMLE

1201 ELARIYEGEQ LPDLELOYED YAVWQSRQAAR EGYEEDQAYW KEEVFAGELPV LOLLSDYFRF

B.
1034 1868 2934 3120
ADN | S .
,-' i -
) VA X3
Protéines | N — - 1
478 256 978 1040

Figure 35. A. Un extrait de la séquence protéique de la surfactine synthétase A (en bleu: le domaine
d’adénylation débute a la position 478 et prend fin a I’acide aminé en position 956, en rouge : le domaine
de thiolation débute a la position 978 et prend fin a I’amino-acide en position 1040)

B. Représentation schématique et positionnement des domaines d’adénylation et de thiolation sur la
séquence protéique et la s€équence nucléotidique correspondante

Une formule de Conversion Des Positions (FCDP) a été déterminée pour calculer le début et la

fin de la séquence nucléique correspondante au domaine protéique:

FCDP (Début de la séquence nucléique) = début de la CDS + (début de région protéique — 1) x 3
FCDP (Fin de la séquence nucléique) = début de la CDS + fin de région protéique x 3 - 1

126

© 2011 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1.fr



Thése d'Arthur Tapi, Lille 1, 2010

Le logiciel dans sa conception utilisera alors cette formule pour extraire la séquence nucléique
d’intérét lorsque 'utilisateur lui aura donné les différentes positions au niveau protéique des
domaines a utiliser. Cette formule permet au logiciel de gérer une séquence pour laquelle la CDS
serait inclus dans une séquence nucléique plus grande.

Le découpage de la CDS pour I'obtention des séquences nucléiques qui serviront pour les

alignements (étape 2 du protocole général de la figure 34) est entierement automatisé.

1.3. Alignements multiples des séquences nucléiques

Aprés extraction des séquences nucléiques correspondant aux domaines protéiques, la 3™

étape
consiste a les aligner.

Des logiciels webs et libres (Clustal, Mafft, etc...) permettent de réaliser des alignements
multiples de séquences nucléiques dans le but de déterminer des régions conservées. Les
alignements de séquences sont des comparaisons entre des séquences primaires (ADN ou
protéines) pour identifier les zones de concordance qui traduisent des similarités ou des
dissemblances.

Compte tenu de la multiciplicité des logiciels existants déja dédiés aux alignements de
séquences, cette 3eme étape sera réalisée par un logiciel extérieur appelé Jalview (Waterhouse et
al. 2009) par une applet permettant son acces directement sur PrimerDeg 0.1. Le logiciel Jalview
est un éditeur qui permet a la fois de lancer directement des logiciels d’alignements, de visualiser
et de corriger manuellement ces alignements.

Le motif conservé ainsi obtenu sera utilisé pour définir une séquence consensus différente de

celle générée par Jalview selon les calculs ci-apres.

1.4. Calcul du consensus

La séquence consensus est une représentation de 1’alignement sur la base des regles établies par
Cavener (1987).

Nous présentons dans ce paragraphe, le principe du calcul du logiciel pour exécuter 1’étape 4 du
protocole général de la figure 34 pour générer une séquence consensus.

Pour exemple, un alignement est réalisé avec 15 séquences différentes de 10 nucléotides chacune

et présenté a la figure 36.
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Seq, G C C @G A A T

S@Qa..rn A C C @G A A cC a
SeQs...sie G ¢ ¢ 6 6 A T G T A
S€Qy.ie A C C G G A A G C T
Seqs A C C 6 G A T A T A

Seqs c ¢ ¢ 6 6 A A GG T G
Seqy A C A G G A A G T C
Seqs G ¢ € 6 G A T G C A
Sedy...eee T €C € G G A A G T A
SeQ10.. A C A G G A A G C @G
Sequ1. A C A G G A T A T G
Sedia.. T ¢ C 66 G A A A C cC
Sedus...e A C A G G A T A G C
Seq14.. c A A G G A C G Ao cC
Seq;s.... T ¢ T GG G A C Cc c T

Figure 36. Alignement multiple de séquences nucléiques

La séquence consensus est construite par l'analyse des colonnes de l'alignement multiple. Les
séquences de l'alignement sont conservées au sein d'une colonne si celle-ci contient une
proportion importante de nucléotides identiques.

Dans notre exemple de la figure 36, le nombre total de nucléotides par colonne (N) est égal a 15.
L’ensemble de toutes les colonnes forme un motif.

Le Nombre de chaque Nucléotide par Colonne (NNC) est le nombre de fois ou un nucléotide est
présent dans une colonne. Le tableau 27 présente les NNC de notre exemple d’alignement de la

figure 36.
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Tableau 27. Répartition du nombre de nucléotides par colonne

Colonnes
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
" A7 |1 |5 1]0 |0 [15]8 (4 |1 |5
)
Z2/C|2 (1419 |0 |0 |O |2 |1 |6 |4
‘% G[3 |0 |O [15|15|0 (O |10 |1 |4
2 T({3 (0 |1 [0 |0 |O (5|0 |7 |2

La séquence consensus sera déterminée par la fréquence selon laquelle un nucléotide donné
apparait dans une colonne. On parle de Fréquence De Nucléotides (FDN) ou Position Frequency
Matrix (PFM) qui est le rapport entre le NNC et le nombre total de nucléotides par colonne (N).
Le tableau 28 présente la détermination des FDN dans le cas de notre exemple de la figure 36.

Tableau 28. Exemple de la détermination des FDN

Colonnes
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
" A | 047 [}0,07 ) 0,33/ | O 0 1 0,53 111 0,27} 1|} 0,07 0,33
3 é C | 013 {1093} 0,6 0 0 0 |/0,13[|1 0,07]|f 0,4 0,27
g ?i; G| 02 0 0 1 1 0 0 0,67 || 0,07 0,27
E Zl T 0,2 0 0,07/ | O 0 0 |/0,33 0 0,47 0,13
Séquence consensus N C H G G A H G Y N

Le calcul de la FDN est exécuté par le logiciel et les nucléotides sont affichés pour former la
séquence consensus selon les criteres ci-apres:

a. Un seul nucléotide (A, C, G ou T) est affiché si sa fréquence est supérieure a 50% et au
moins deux fois plus élevée que celle du deuxieme nucléotide le plus fréquent.
C’est le cas des colonnes 2 et 8 du tableau 28 (encadrées en bleu), le logiciel affichera
respectivement les nucléotides C et G car ayant des FDN égale a 0,93 et 0,67 dans la séquence
consensus.
Par contre, dans la colonne 7 par exemple, le nucléotide ‘A’ a une FDN supérieure a 50% mais
pas 2 x 0,33 (double de la FDN plus proche), la régle « a » ne s’applique pas mais plutot la regle

« ¢ » décrite par la suite.
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b. Une double-dégénérescence (R, Y, K, M, S ou W) indiquera que deux nucléotides ont
une fréquence cumulée supérieure ou égale a 75% et chacun d'eux a une FDN inférieure a 50%.
C’est le cas de la colonne 9 du tableau 28 (encadrée en rouge), le logiciel utilisera les nucléotides

C et T puis affichera le nucléotide dégénéré Y correspondant, selon le code IUPAC-DNA

¢. Une triple-dégénérescence (B, D, H ou V) est affichée si un seul des nucléotides (A, C,
G, T) n’est pas présent dans la séquence
C’est le cas de la colonne 3 (encadrée en vert dans le tableau 28), le logiciel utilisera les

nucléotides A, C et T et affichera H dans la séquence consensus selon le code IUPAC-DNA

d. Toutes les autres distributions de fréquence sont représentées par la lettre "N" lorsqu’elles
ne correspondent a aucune des trois premieres reégles comme le cas de la colonne 10 encadrée en

orange du tableau 28.

La séquence consensus qui sera générée par le logiciel sur base de ces critéres précédents dans le
cas de notre exemple est présentée dans le tableau 28.

Cette séquence consensus sera considérée comme la séquence consensus brute par le logiciel.
D’autres criteres (calcul du HyC, niveau de dégénérescence de I’extrémité 3°) en complément de
ceux définissant les nucléotides dégénérés ou non, seront prises en compte par le logiciel pour

choisir la séquence consensus qui servirait d’amorce.
II. Présentation et utilisation du logiciel

2.1. Présentation de PrimerDeg 0.1

Le logiciel PrimerDeg 0.1 est une interface constituée de deux onglets correspondant aux deux
fonctions principales: les étapes 2 et 4 du protocole général de la figure 34. La figure 37 présente

la page d’accueil de I’outil.

ém ProtRegion2DMNA & PrimerDeg EI@

File Calculate 72

ProtRegion2DNA PrimerDeg

Paste an alignement in FASTA or Clustal format

ﬂ

Figure 37. Interface montrant les deux onglets du logiciel PrimerDeg 0.1.

130

© 2011 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1.fr



Thése d'Arthur Tapi, Lille 1, 2010

Le premier onglet est ProtRegion2DNA qui permet d’exécuter la deuxieme étape, c'est-a-dire
I’extraction des différentes séquences nucléiques correspondant aux domaines protéiques.
Accessoirement, il permet d’utiliser le logiciel Web Jalview (étape 3) soit directement via
internet, soit a 1’aide de sa version téléchargeable préalablement installée pour effectuer les
alignements multiples.
Le second onglet appelé PrimerDeg génere des séquences consensus qui peuvent étre utilisées
comme amorces, donc de 1’étape 4 du protocole général.
L’interface de PrimerDeg 0.1 présente aussi trois autres menus :

File : permet de lancer le logiciel d’alignement Jalview ou de quitter le logiciel

Calculate : permet d’extraire les séquences nucléiques et les alignements réalisés

? : renseigne sur I’outil en général (aide, mises a jour, auteurs)

2.2. Utilisation du logiciel

2.2.1. Utilisation de ’onglet ProtRegion2DNA

Les positions des domaines d’intérét sont copiées par 1’utilisateur a partir des données de la
banque Genbank (surlignée en jaune, ici les positions de début et de fin d’'un domaine A de la
synthétase SrfA-A: CAB12142.1, figure 38) puis collées dans la zone de saisie 3 de
ProtRegion2DNA (Figure 39). Pour obtenir la séquence nucléotidique du CDS dans NCBI, il
faut cliquer sur le lien hypertexte (surligné en vert dans la figure 38).

La séquence et les positions du CDS au niveau nucléique sont respectivement collées dans les

zones de saisie 1 et 2 en les séparant par une virgule comme présenté dans la figure 39.

Region 478..956
/region_name="LuxE"
/note="Acyl-protein synthetase, LuxE; cl10450"
/db_xref="CDD:142560"
Region 978..1040
/region_name="PP-binding"
/note="Phosphopantetheine attachment site; cl09936"
/db_xref="CDD:142335"
Region 1058..1346
/region_name="Condensation"
/note="Condensation domain; cl1l09290"
/db_xref="CDD:142200"
Region 3429..3564
/region_name="NRPS-para261l"
/note="non-ribosomal peptide synthase domain TIGR01720"
/db_xref="CDD:130781"
cDS 1..3587
/gene="srfAA"
/locus_tag="BSU03480"

Figure 38. Exemple de découpage en domaines par NCBI (protéine SrfA-A)
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o ProtRegionIDNA & PrimerDeg E=REcH =
File Calculste 7

ProtegionZONA | PrimerDeg

'gr|2 5!?‘-‘-1!3-11) ITBIES ]5’7“ Bacillus subblie subsp. sublilie s 168 [JmnIPrll QEnorne

,Af,ﬂ- f\hGCA‘I'I'""“WT TTG 030G 5T 5 C
MHAGCAGGCGATTCARGAGTTTATTC O A GACGCCATGC GCCTTCOGTTOC AL TAGATE
BOGGAGC CTi -ﬂcﬁ.ﬂ.mmf'rm" nr-r-‘-Tr'”u TGTTGATATARAACATAC TGAC nr‘r--.'*ew:-ATc
C : ARG GAANC GRAAGAAAD CTTTECC GCTATACGATTS
TTTTTCCTTATTCACLE, -lTWH AAAATGRAGTGTGETTTTAC GUAAATGTTCATCAC
GATBGTATCTE CATGAATATTC TCGOGARTGOGAT CATGLACATTTATTTAGARTTAGCCA
3 AOAGRC AR AR GGRATC TCGCATTCATTTATC GATCATOTTTTATC THAAC AGGAATAT G
e :w[- CRAGCGOTTTOAMMAGGACAAGCCOTTTTGRAAC ARAC RATTTOAATC GOTECC TORAC TTGTT
FOETHEMANE D MAEOEAN; COOMIEOMARINT TANTOE HIMORONY G IC TAMMSTOCE TR
CTT AT CAGCAGATTCTGTC GTTT TG TGAGGL GAAT ARG TCAGTOTTCTTTC GG TATT TCAATCGCT
uf.TL GCCGCCTATTTOTACAGGATCAGCAOL CAGRATOATGTT T GACAGGAACATTTAT GGG CARC Eﬂll =z

CODS postions (g ; 265, 11640 110764 +-— )
REQnn 1o sIract, Coordinates m proten ieg 399,745, 144418457} 8 950.1510 Ty 3

demainl, 1432 2874 -
CCAGCOGTTOTATTTOAAGATC GCACATTOTC CTATCGAAC O TTACAT GAGCAATC TRCAC BCATCGICAAT] |
dnmaing, 4528 5988

CTETTTGAGGAGCAMGC GO COMMTAC GCCAGACCACACTGCGCTTC AATAT GAAGGC GAATCACTCACTTAL

< 5

6 T

I Arwcinr | lahand

Figure 39. Interface de 1’onglet ProtRegion2DNA du logiciel PrimerDeg 0.1

Ensuite en cliquant sur le bouton 4 °‘Extract’, ProtRegion2DNA va extraire les domaines
souhaités et les afficher dans la zone de saisie rectangle 5.

Le logiciel trouve alors la séquence nucléique de tous les domaines en exécutant le calcul
nécessaire effectué pour afficher la séquence nucléique pour chacun des domaines. Ainsi, cette
étape fastidieuse et source d’erreurs n’est plus effectuée manuellement.

Le bouton 6 permet de lancer Jalview de facon automatique. Elle permet de réaliser les
alignements des domaines extraits.

Les alignements des séquences nucléiques ainsi obtenus vont servir de matrice pour la définition

des séquences consensus par 1I’onglet PrimerDeg.
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2.2.2. Utilisation de I’onglet PrimerDeg

Les alignements de séquences nucléiques obtenus a I’aide de Jalview sont copiés dans le format
Fasta ou Clustal puis collés dans la zone de saisie 1 de PrimerDeg (Figure 40). La premicre étape
consiste a déterminer la taille de I’amorce souhaitée dans 1’onglet 2 ‘Window size’ (la taille par

défaut est de 20 bp).

e Calowlate

[ ProwRegionZDHA | FrimerDeg

Foarnaind M1 247 422 2874 =]
(3 O ESTT GG CAC A AAT S CTAT GO S ETTT TEATT GAASG CTETOARCOCATERTTAZATG CTATCATE
ATT TTASAAES CEEC GEAGCE TATATHI CEAT T A#TCC A5 G7T

1 — a2 fA-106 4528 5032

G GAGCTCGrECASGECAG M CTCCGGEC TG T TATGE GAGCGETCAATGGATATGA TTGTGTCGATCTTC G
TATTAARA T AGRTTCGR CTTAT AT TG RATGEATO GGG WA

-
< I [1s]

| GEt 0% HyC reglons wandow siza: (70 4 2

Low K regions :
ndire: 17 GRCAGAMCTEYSACHRGTYTT Hx 170~

LERCIE (R0 wopy

dice: 52 ATGATTRYFICCIA TCWTGGS HyC: 120 Gonsensus — 4
milice: A5 TRATTRYRKCEATCWTRASL Hyd: 128

ndice: B RHCKATCATGGSARTWITAA C: 420 I et

flice: 51 KCKATOWTGESARTWT TAAA HyC: 64 5
. . i L L

ndice: B7 CKATCAMGRSARTWITTARAA HyC: 79 | Cooenerts B | 3

[ i - ] Gt alioned sequances - 6

Figure 40. Interface de 1’onglet PrimerDeg du logiciel PrimerDeg 0.1

Les séquences consensus sont générées par un clic sur le bouton d’application ‘Get Low Hyc
regions’. En effet, le logiciel détermine les séquences consensus en tenant compte a la fois des
criteres de sélection des nucléotides dégénérés (§ 1.1.4 de ce Chapitre) et du Coefficient
d’Hybridation (HyC) en utilisant le motif le plus conservé. Le HyC est déterminé selon la

formule suivante décrite dans le § 1.1.2 du Chapitre 5.

HyC — lni % 2(nR+nY+nM+nK+nW+nS) % 3(nB+nD+nH+nV)

Le HyC de chaque séquence consensus dite brute doit €tre inférieur a 200.

Plusieurs séquences consensus sont ainsi affichées dans I’espace 3 ‘Start Consensus HyC’ et
représentent chacune une proposition d’amorce. Le choix de la séquence consensus qui servira
d’amorce est basé€ sur le HyC le plus faible et une extrémité 3’ la moins dégénérée (possede le

moins de nucléotides dégénérés).
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La séquence consensus est affichée dans la barre consensus 4 en cliquant dessus. Elle peut étre
copiée et analysée pour vérifier son efficacité.

Parfois, le HyC de la séquence la plus consensuelle est supérieur a 200, les boutons 5’ et 3’
recalculent les FDN en éliminant en priorité les nucléotides de I’extrémité 3’ de 1’amorce qui
permettront au logiciel d’utiliser un autre criteére. Par exemple, lorsque le nucléotide présent dans
une séquence consensus I’a été avec 'utilisation de la régle « ¢ », le logiciel supprimera un
nucléotide de la colonne d’alignement pour utiliser la regle précédente (soit dans ce cas la regle
«b» soit la regle «a» du § 1.1.4 de ce Chapitre) pour afficher un autre nucléotide. Cela

diminue de facto le HyC de la séquence consensus.

Conclusion et Perspectives

A T'opposé de plusieurs logiciels connus (Primer3’, Oligo 6, PerlPrimer, etc...) permettant la
définition d’amorces non dégénérées pour la PCR, tout comme CODEHOP (Rose et al. 2003)
qui est spécialis€é dans la définition des amorces dégénérées a partir des alignements de
séquences d’acides aminés conservés, PrimerDeg 0.1 est un outil aidant a la définition des
amorces dégénérées a partir des séquences nucléiques, en particulier des synthétases non
ribosomiales.

La version zéro (0) de PrimerDeg 0.1 bien qu’étant une application fonctionnelle reste encore a
améliorer a la fois dans sa conception et dans ses fonctionnalités. En effet, le type de découpage
des domaines utilisés par le logiciel a partir de 1’extraction sur NCBI pourrait constituer une
faiblesse car ne permettant pas 1’affichage de certains domaines dits secondaires.

D’autres fonctionnalités doivent €tre rajoutées pour atteindre les objectifs fixés notamment pour

assurer ’autonomie de cet outil c'est-a-dire sans avoir recours a d’autres plateformes comme

JalView. Il devra aussi a terme permettre le stockage et la validation des amorces.
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Valorisations
v' Tapi A, Pupin M, Chollet M, Jacques Ph PrimerDeg 0.1: Software to define

degenerated primers for PCR. Mis a disposition du logiciel sur la plate forme

bioinformatique du Laboratoire ProBioGEM.
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Chapitre 9 Identification d’un nouveau lipopeptide non ribosomial chez

Bacillus thuringiensis serovar berliner : 1a kurstakine

Un fragment de geéne codant une synthétase a été détecté lors des chapitres précédents par les
amorces NRPS-lipopeptides dans le génome de la souche de Bacillus thuringiensis serovar
berliner 1915 (Institut Pasteur de Paris, CRBIP, France).

Dans ce chapitre, nous combinons a la fois les méthodes moléculaires que nous avons mises au
point pour la détection de molécules non ribosomiales, et des techniques d’identification par
HPLC et spectrométrie de masse, dans le but de déterminer la nature de la molécule issue de
cette synthétase. Le potentiel de synthése de molécules non ribosomiales par cette souche n’est
en effet pas connu. A cette étude, nous ajoutons une autre souche, Bacillus thuringiensis S 45,
isolée de céréales et offerte par I’Université d’ Alger (Algérie), car décrite comme possédant des
activités biologiques notamment antifongique. L’objectif est de vérifier si le gene détecté dans la
souche berliner 1915 est également présent dans la souche S 45 et si celui-ci coderait pour les

molécules responsables des activités biologiques.

I. Analyses biologiques et biochimiques

Les activités antifongiques ont été confirmées pour les deux especes de B. thuringiensis (BT S
45 et BT 1915), comme décrit dans le § 2.3.3 du Chapitre Matériels et Méthodes. La figure 41

présente une photographie des tests antifongiques réalisés.

Figure 41.
Photographie
des tests
antifongiques
BT S45et
BT 1915
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Les résultats des tests antifongiques obtenus pour les deux souches sont résumés dans le tableau

29.

Tableau 29. Activités antifongiques des souches de Bacillus thuringiensis

Souches M. rouxii  P. roquefortii R. nigricans A. niger A. flavus

cibles
BT S 45 + -
Souches ['BT 1915 + -
testées

— absence d’inhibition, + activité inhibitrice de la souche

Les deux souches ont exprimé une activité antifongique similaire contre les moisissures testées.
La détection de fragment par des amorces spécifiques définies a partir de géenes NRPS de
lipopeptides et, les activités antifongiques indiquent que les molécules synthétisées par les

souches de B. thuringiensis pourraient étre de type lipopeptidique.

1.1. Recherche de lipopeptides

Des analyses biochimiques (détection apres séparation par chromatographie en phase inverse ou
par spectrométrie de masse) ont été réalisées pour caractériser dans les surnageants de culture ou

directement sur colonie, la présence de lipopeptides.

1.1.1. A partir de surnageant de culture

- Par HPLC

Des surnageants de culture des deux souches dans le milieu DSM ont été purifiés sur colonnes
Altech C18 comme décrit dans le § 2.4.2 du Chapitre Matériels et Méthodes.

Les échantillons purifiés ont ensuite été analysés par chromatographie liquide a haute
performance sur phase inverse dans des conditions d’analyse permettant de détecter les trois
familles de lipopeptides produits par Bacillus subtilis.

Les chromatogrames obtenus montrent qu’aucun pic n’a été détecté lors de 1’utilisation des
gradients spécifiques de surfactines et de fengycines pour les deux souches.

La figure 42 présente les pics obtenus avec le gradient iturine pour les deux souches comparé a

un standard d’iturine.

137

© 2011 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1.fr



Thése d'Arthur Tapi, Lille 1, 2010

— 7847 —

9.229 657

U

=

(]

-
L

X
763
13.480
14.769

6.7

=

=

=

I|I

|
B
- ==

=1

<3

1B
=
-
[

+-15-17.784

T T T | T T T
15.00 20.00

T I T T T I T
25.00 30.00

Minutes

0.0307
0.028]
0.026
0.024]
0.022]
0.020
0.018%
0.016

AU

0.014
0.012
0.010

0.008

0.006

0.004

0.002 E x 100

0-0007“‘\“‘\“‘\“‘\“‘\“‘\“‘\“‘\“‘\“‘\“‘\“‘\‘

0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00
Minutes

0.030-
0.025-|

0.0201

AU

0.015

0.0101

0.005

T E x 100

0.0007 L L L L L L L L B L A BN B

000 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 18.00 20.00 2200  24.00
Minutes

Figure 42. Détection de la présence d’iturines dans des surnageants de culture des souches B.

thuringiensis serovar berliner 1915 et S 45 (A. Témoin standard iturine A concentré 4 500 mg.mL"'; B.

souche 1915; C. souche S 45)
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Les figures 42B et 42C montrent la présence d’un pic (avec un temps de rétention autour de 16
min) dans la zone de rétention des iturines dans les surnageants des deux souches. Ce pic
pourrait correspondre a la présence d’une molécule proche de la famille des iturines. Toutefois,
la concentration est trop faible pour confirmer au travers d’une analyse spectrale la nature

iturinique du composé élué.

- Par Maldi-TOF

Une analyse par spectrométrie de masse Maldi-TOF a été réalisée en collaboration avec le Pr.
Bernard Wathelet de Gembloux Agro Bio Tech (Lenders et al. 1999) soit directement a partir
des colonies ensemencées sur milieu DSM solide soit a partir de surnageants de culture réalisé
dans du milieu DSM liquide.

Le tableau 30 et la figure 43 présentent respectivement les molécules correspondant aux masses
des pics détectés en milieu solide et quelques spectres qui ont été obtenus a partir des souches

testées en milieux solide et liquide.

Tableau 30. Masses des pics détectés sur colonie (C) et dans les surnageants de culture (S) de souches B.

thuringiensis S 45 et 1915 obtenus par Maldi-TOF

Molécules Kurstakines Surfactines Iturines Fengycines
détectées
Souches *S *C S C S C S C
BT S 45 Abs Cl1 Abs Abs Abs Cl4 Abs Abs
Cl12
C13
BT 1915 Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs

Abs : absence de pics, S : surnageant, C : colonies

Un massif de pics et un pic isolé correspondant a des rapports m/z de lipopeptides connus ont pu
étre identifiés : m/z 878-944 correspondent a la région des kurstakines et m/z 1065 correspond a
I’ion M+Na" de I'iturine C14.

La présence des molécules de masses similaires a celles des kurstakines a été mise en évidence
chez la souche S 45. En effet, les m/z des pics correspondant aux masses de la kurstakine et a ces
homologues C11, C12 et C13 ont été détectés dans la souche S 45 en milieu solide. Des masses
des pics proches de celles de la kurstakine ont été mises en évidence dans les surnageants des
deux souches.

Cette molécule avait déja été mise en évidence lors d’un criblage de lipopeptides dans le genre

Bacillus (Hathout et al. 2000, Price et al. 2007).
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La figure 43 présente les spectres obtenus en milieux solide et liquide des deux souches.
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Figure 43. Spectres obtenus sur milieux DSM solide (A. B. thuringiensis S 45 ; B. B. thuringiensis 1915)
et liquide (C. B. thuringiensis S 45 ; D. B. thuringiensis berliner 1915)

Des analyses moléculaires seront donc effectuées pour rechercher les genes de la molécule de la
famille des iturines détectée chez BT S 45 (figure 43 A). Ce travail ne pourra pas €tre réalisé
pour la kurstakine car cette molécule n’est pas connue comme étant de type non ribosomial et de
plus les génes qui sont impliqués dans sa synthése ne sont pas séquencés. Les analyses pour la

confirmation de la kurtakine ont alors été faites au moyen d’outils bioinformatiques.
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1.1.2. Analyses moléculaires

- Recherche du gene de la molécule de la famille des iturines
Les analyses par chromatographie et spectrométrie de masse ont montré la présence éventuelle
d’une molécule proche des iturines chez B. thuringiensis S 45.
Trois lipopeptides (iturines, mycosubtilines et bacillomycines) constituent la famille des iturines.
L’objectif est d’utiliser des amorces spécifiques pour détecter le gene de la synthétase des
iturines qui aurait été mis en évidence. Outre les amorces Am1-F/Tm1-F (§ 1.1.2 du Chapitre 6)
précédemment définies pour détecter les mycosubtilines et les iturines, de nouvelles amorces ont
été mises au point sur les génes codant la bacillomycine D synthétase chez Bacillus subtilis
AU195 (Moyne et al. 2004).
En effet, une analyse comparative a été réalis€e au niveau nucléique et protéique des genes
codant des synthétases des iturines, des mycosubtilines et de la bacillomycine D et de leur
produit. Cette analyse révele que les geénes codant pour les iturine synthétases et les
mycosubtiline synthétases ont plus de similarité entre eux que par rapport a ceux codant les
bacillomycine synthétases (Tableau 31).

Tableau 31. Analyse comparative des synthétases de la famille des lipopeptides ituriniques

Lipopeptides | Similarité protéique Similarité

NRPS (%) nucléique
(%)
mycA/ituA 88,7 80,7
mycB/ituB 88,6 79,8
mycC/ituC 79,0 69,7
mycA/BmyA 88,9 42,6
mycB/BmyB 82,5 43,0
mycC/BmyC 85,2 43,9

De nouvelles amorces ont donc été déterminées a partir de 1’opéron bacillomycine (AAN07012,
AANO7013, AANO7014) de B. subtilis AU195 comme décrit dans le Chapitre 6. Les

caractéristiques de ces amorces sont présentées dans le tableau 32.

Tableau 32. Caractéristiques des amorces spécifiques de bacillomycine déterminées a 1’aide du logiciel

AmplifX 1.4.4 (conditions de match par défaut)

Nom Séquences HyC Taille des fragments
amorces 53 attendus (bp)
ADbI1-F [ GATSAWCARGTGAAAATYCG 16 428,431,434

Tbll-R [ ATCGAATSKCCGCCRARATCRAA | 32
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Les amorces Am1-F/Tm1-R ont été utilisées pour la recherche des iturines et des mycosubtilines
puis le couple Abl1-F/Tbl1-R pour détecter le gene de la bacillomycine synthétase par PCR avec
I’ADN des deux souches S 45 et 1915. Ces différentes amorces spécifiques augmenteront nos
chances de détecter les génes de toutes les molécules appartenant a la famille des iturines.

Les conditions expérimentales d’utilisation de ces amorces sont présentées dans le tableau 5.

Les deux couples d’amorce (Am1-F/Tm1-R et Abl1-F/Tbl1-R) ont été testés in vitro sur I’ADN
des souches de B. subtilis 168, ATCC 6633, B. thuringiensis S 45 et 1915. Les souches B.
subtilis ATCC 6633 et B. subtilis 168 ont servi respectivement de controle positif et négatif.

Le tableau 33 présente les résultats obtenus par PCR.

Tableau 33. Résultats PCR in vitro par les amorces Am1-F/Tm1-R et Abl1-F/Tbl1-R (- pas de bandes, +

présence de bandes)

Souches BT S45 | BT 1915 | B.S 6633 B.S 168
Aml-F/Tml-R - - + -
Abl1-F/Tbl1-R + + + +

Aucun geéne de type iturine ou mycosubtiline n’a été détecté chez les souches de B. thuringiensis
étudiées. Ces résultats tendent a démontrer 1’absence des geénes codant les synthétases de la
mycosubtiline et de I'iturine dans les souches B. thuringiensis serovar berliner 1915 et B.
subtilis 168, et confirment la présence de mycosubtiline synthétases chez B. subtilis ATCC 6633
(Tableau 15).

Les amorces Abll-F et Tbl1-R ont mis en évidence des fragments de tailles attendues dans
toutes les souches testées, cela semble indiquer que ces souches contiennent des genes de
bacillomycine. L’ensemble des fragments ainsi amplifiés par les amorces Abl1-F/Tbl1-R ont été
clonés, séquencés puis identifiés par Blast dans la banque Genbank (NCBI). Les séquences

obtenues sont présentées a la figure 44.
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Tbll-R
TGAATCTTGAATTCCGATGTTTTCCATACCTAAAAC
TTCATGCCATATCGAAACGATTGTTTTTTCCGTAGACGTACGAGGAGCAATATAACCACTTG
CTATCTCCTGTCTCTCTGGTGCTGGTAAGGCCTTCCTATCAATTTTCCCATTAGGAGTGAGT
GGAAATGCATTTAATCCAACAAAATAGGCTGGAATCATATAATTTGGTAGTTGATCCTTGAG
ATAATCACGCCACTTTTGAGCATCCCCGTCTCCTACAACATAGGCGATCAAACGCGGATCGC
CAGGATAATCTTCCTGCACCATCACAATAACTTCGTTAACCAGTGTATGCCTTTGTAATGTC

GCTTCAATTTCTCCTAGTTCAATCCGGAACCCACGARTTTTCACTTGATGATC

ADblL-F

Tbl1-R
AT CEAATETCCECCEACATCAAA AL ACCAATCTTGAATTCCGATGTTTTCCTTACCTAAAAC
TTCATGCCATATCGAAACGATTGTTTTTTCCGTAGACGTACGAGGAGCAATATAACCACTTG
CTATCTCCTGTCTCTCTGGCGCTGGTAAGGCCTTCCTATCAATTTTCCCATTAGGAGTGAGT
GGAAATGCATTTAATCCAACAAAATAGGCTGGAATCATATAATTTGGTAGTTGATCCTTGAG
ATAATCACGCCACTTTTGAGCATCCCCGTCTCCTACAACATAGGCAATTAAACGTGGGTCGC
CAGGATAATCTTCCCGCACCATCACAATAGCTTCGTTGACTAGTGTATGCCTTTGTAATGTC
GCTTCAATTTCTCCTAGTTCAATCCGGAACCCA
AbILF

CC

Tbll-R
ATCGARTGEECEECEAGATCGAA AL AGT TATCTTTCACGCCTACTTGTTCTAACTTCAATAC
TTCTTTCCAGATGAGAACTAACTGCTCTTCCAGTCTCGTTCTTGGAGCAACATGGTCAATCC
CGGTTTGCATGCCTGCTGCGGGCAACGGTAATGCACTGCGATTCACCTTTCCATTTGATGTT
AACGGCATTTGCTCCAGCTGCATGAGGTATGAAGGTATCATGTAGCCAGGTATTTGCTGAGC
AAGCTTTTCTTTGAATTGATTGATTGGCAGTGCTTGCTCCGCTACAARAATAAGCATACAAAT
CGCTTTGCCCTTCTGTGTTTTCTCTGGCCAGAACAACTGCTTCCTGTACATGCTCAATGTTG

AGAAGAGCGGCCTCGACCTCGTTTAGTTCGATACGGTAACCGC
Abl1-F

D.
Abll-F

GATCARCAGETGAARATTCEGGGGAT TCCGGATTGAATTGGGAGAAATTGAAGCCGCGCTTGT

TCAGCATCCGCAGCTTGAAGATGCGGCAGTGATCGTTCGTGAGGATCAGCCGGGAGATAAAC
GGTTAGCAGCTTATGTCATCCCTTCGGAAGAAACATTTGATACGGCGGAACTGCGCAGATAT
GCTGCTGAGAGACTGCCGGATTACATGGTGCCTGCTGCCTTTGTGACGATGAAAGAATTGCC
GCTGACACCGAATGGAAAGCTTGATCGTAAAGCGCTGCCCGCTCCGGATTTCGCAGCGGCAG
TGACAGGACGAGGACCGAGAACGCCGCAGGAAGAAATTCTCTGTGACCTCTTTATGGAGGTG

CTTCACTTGCCGCGTEGTCGGCATTGATGAC CGTTT_

Tbl1-R
Figure 44. Séquences des fragments amplifiés par les amorces Abll-F/Tbl1-R (A. ADN S 45, B. ADN
1915, C. ADN 6633, D. ADN 168)
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La taille des fragments amplifiés chez les souches de B. thuringiensis ne correspond pas a la
taille des fragments déterminés in silico ce qui signifie que ces amorces n’ont pas détecté des
genes de bacillomycine.

L’identification de ces fragments a été effectuée par Blast N et Blast X dans la banque Genbank
(NCBI). Le tableau 34 présente la nature des fragments amplifiés par PCR a I’aide des amorces

Abl1-F et Tbl1-R et les prédictions des protéines correspondantes.

Tableau 34. Résultats Blast des amplicons obtenus par PCR avec les amorces Abl1-F et Tbl1-R

Souches Taille des BlastN E. BlastX
amplicons Identité (%) value probable protéines
BT S 45 425 bp NRPS a 94% ou 96% 0.00 Peptide synthétase de B. thuringiensis
respectivement de B. cereus serovar pulsiensis BGSC 4CCl ou B.
G9842 ou B. cereus ATCC 14579 cereus Rockl1-15
NRPS a 97% de B. cereus G9842 0.00  Peptide synthétase de B. thuringiensis
BT 1915 425 bp ou 94% a la gramicidine linéaire serovar berliner ATCC 10792

synthétase D de B. cereus B4264.

BS 6633 434 bp Mycosubtilin opéron a 99% de B. 0.00  Mycosubtiline de B. subtilis ATCC 6633
subtilis 6633 ou a 85% a BmyB
de B. amyloliquefaciens FZB42

BS 168 431 bp dhbF géne a 99% de B. subtilis 0.00  Sidérophore 2,3-dihydroxybenzoate (DHB)
168 de B. subtilis 168

© 2011 Tous droits réservés.

Aucun gene de type bacillomycine n’a été détecté, ce qui indique 1’absence de cette molécule
dans les souches de B. thuringiensis S 45 et 1915. A priori, les souches de B. thuringiensis S 45
et 1915 ne contiennent pas de genes de molécules de la famille des iturines car les deux couples
d’amorces AmI1-F/Tm1-R et Abl1-F/Tbl1-R n’ont détecté aucun fragment correspondant a des
iturine synthétases. Ces amorces ont par ailleurs détecté un fragment similaire respectivement a
94% et 97% a une peptide synthétase de B. thuringiensis serovar pulsiensis ou berliner dans les
deux souches étudiées.

Les deux fragments amplifiés par le couple Abl1-F/Tbl1-R respectivement chez B. thuringiensis
1915 et S 45 ont été comparés entre eux a I’aide de Needle Emboss (EBI, Cambridge, UK), ils
ont montré un pourcentage d’identité égale a 96%.

La mise en évidence par les amorces Abll-F/Tbl1-R de la mycosubtiline et d’un sidérophore a
99% avec une E. value = 0.00 respectivement chez les souches de B. subtilis ATCC 6633 et B.
subtilis 168 confirme les travaux réalisés sur ces souches par certains auteurs (Duitman et al.

1999; Kunst ef al. 1997).
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Conclusion sur le criblage biochimique et moléculaire

Les analyses effectuées tant au niveau des activités antifongiques, qu’au niveau des analyses
HPLC et Maldi-TOF et enfin au niveau moléculaire montrent que les deux souches de Bacillus
thuringiensis S 45 et 1915 sont treés proches. Ces résultats montrent la présence d’une molécule
d’une masse identique a I’iturine C14 dans le surnageant de la souche S 45. Cependant, I’analyse
par HPLC du surnageant de culture montre un pic avec un temps de rétention différent de
I’iturine C14 et il n’a pas été possible de mettre en évidence les genes codant pour des iturines
synthétases. Par ailleurs, la mise en évidence d’un lipopeptide de masse similaire a celle des
kurstakines chez B. thuringiensis S45 et la détection de genes NRPS a la fois par les amorces
Albl-F/TIb1-R chez les deux souches puis enfin par les amorces Asl-F/Ts2-R chez la souche
1915 (Tableau 15) nous indiquent que ces souches synthétisent un lipopeptide NRPS.

Il s’avere treés probable que les genes NRPS détectés soient impliqués dans la syntheése de la
molécule détectée et proche des kurstakines.

Il demeure toutefois d’€tre prudent car ces tests moléculaires ne permettent pas de corréler le
gene de cette peptide synthétase a la kurstakine détectée par Maldi-TOF car le gene qui coderait
pour la kurstakine synthétase n’est pas connu (banques consultées en Aolt 2009). En effet,
Hathout et al. qui ont découvert cette molécule ne I’ont pas décrite comme étant un lipopeptide

synthétisé€ par voie non ribosomiale.

II. Analyses bioinformatiques des protéines détectées par les amorces spécifiques de
lipopeptides

Les amorces Asl-F/Ts2-R ont amplifié un fragment de 416 bp similaire (88%, E. value = 8e-
130) a celui de I’aminoacide adénylation chez B. thuringiensis serovar berliner 1915 (voir
tableau 15). Cette synthétase serait responsable de la syntheése d’un peptide non ribosomial. Le
pourcentage d’identité et la « E. value » montrent que la similarité entre ces deux fragments n’est
pas parfaite, donc cela ne permet pas de confirmer la présence de ce gene.

En revanche, les amorces Abl1-F/Tbl1-R ont amplifié deux fragments respectivement chez B.
thuringiensis 1915 et S 45 similaire a plus de 94% (E. value = 0.00) a une peptide synthétase.
L homologie élevée semble indiquer que ce gene est bien présent dans les souches étudiées.
Cette peptide synthétase est décrite comme étant une synthétase non ribosomiale de Bacillus
cereus G9842 (numéro d’accession : ACK94377, Dodson et al. 2008; Read et al. 2009, non
publié). L analyse de cette peptide synthétase montre qu’elle est composée de 2156 aa formant
deux modules. La recherche des acides aminés activés par ces différents modules par le logiciel

NRPS Predictor a montré que cette protéine active la glutamine (70%) en position 1 et I’alanine
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(100%) en position 2. Ces résultats sont confirmés par le logiciel NRPS/PKS (Ansari et al. 2004)
qui précise que I’alanine située en position 2 serait de conformation D.

L’exploration du génome de Bacillus cereus G9842 ou a été détecté la peptide synthétase, a
montré la présence de deux autres phases de lecture ouverte codant des NRPS et annotées:
synthétase de la gramicidine C (1518 aa, numéro d’accession : ACK95097) et synthétase de la
bacitracine 1 (4960 aa, numéro d’accession : ACK95336). L’analyse de la structure de cette
synthétase de la gramicidine C montre qu’elle est composée d’un module unique de type NRPS
alors que la synthétase de la bacitracine 1 est constituée de 4 modules.

Selon le logiciel NRPS Predictor, le module unique de la gramicidine active une Thr (100%), les
deux premiers modules de la synthétase de la bacitracine activent respectivement une Ser (100%)
et une Pro (70%), les deux derniers incorporent deux molécules de Gln respectivement a 100% et
90%.

Le logiciel NRPS/PKS montre que la synthétase de la gramicidine C incorpore une Thr alors que
celle de la bacitracine 1 incorporerait successivement les acides aminés suivants: Ser, Tyr, D-GIn
et Gln.

Les différents outils de prédiction, a quelques nuances pres, corroborent les résultats obtenus par
I’un ou I’ autre des logiciels.

Une des hypotheses probable est que ces 3 ORFs constituent un opéron impliqué dans la
synthese d’une molécule non ribosomiale. En effet, les 3 synthétases (gramicidine C, NRPS et
bacitracine 1) seraient responsables de la syntheése d’une molécule unique.

Les amorces Abl1-F/Tbl1-R auraient mis en évidence un fragment de cette molécule présente
dans les souches étudiées.

La séquence peptidique de cette molécule serait alors: Thr-Gln-D-Ala-Ser-Tyr(Pro)-D-GIn-Gln.
La figure 45 présente une proposition de la configuration de I’opéron responsable de cette
molécule ainsi que les acides aminés activés obtenus a 1’aide des logiciels NRPS/PKS et NRPS

Predictor.
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ORF3 (Bacl)

-

B
i

I
-

CATE | CAT CATE | CAT CAT CATE CAT Te
Logiciel NRPS/PKS Thr Gln D-Ala Ser Tyr  D-GIn Gln
Logiciel NRPS Predictor Thr Gln Ala Ser Pro  Gln Gln
1 2 3 4 5 6 7

Figure 45. Proposition d’un schéma de I’opéron responsable de la molécule détectée chez B. thuringiensis

serovar berliner a partir des génes de la souche B. cereus G9842

L’introduction de cette composition dans la base de données NORINE ne permet pas de détecter

un peptide NRPS connu. En comparant les acides aminés constitutifs de la séquence de la

molécule avec tous les lipopeptides existants de Bacillus, on remarque qu’elle est trés proche de

celle des kurstakines. La figure 46 présente la structure de la chaine peptidique des kurstakines.
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Figure 46. Structure de la kurstakine de B. thuringiensis kurstaki HD-1 (Hathout ez al. 2000).
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masse moléculaire de 891.5 Da
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La séquence en acides aminés de la molécule prédite differe de celle des kurstakines par les

acides aminés en position 2 et 5 (figure 46). En effet, la glycine des kurstakines est remplacée

par une glutamine et 1’histidine par une tyrosine ou une proline.

Cette différence pourrait étre le fait des marges d’erreurs liées aux outils de prédictions.

Les deux outils (NRPS/PKS et NRPS Predictor) prédisent le méme acide aminé en position 2

(GlIn), celui en position 5 est reconnu comme une Pro avec une faible homologie par le logiciel

NRPS Predictor alors que le logiciel NRPS/PKS I'identifie comme étant une Tyr.

Nous avons alors analysé la différence de prédiction des deux logiciels par I’analyse des

signatures protéiques du site actif du domaine d’adénylation concerné.
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Le tableau 35 présente les signatures protéiques du site actif du domaine A codant 1’acide aminé
en position 5 selon les logiciels NRPS Predictor et NRPS/PKS.

Tableau 35. Signatures protéiques des sites actifs de la protéine codant I’acide aminé en position 5 de la

kurstakine (protéine cible)

Selon NRPS Selon NRPS/PKS
Predictor
*Code NRPS | DALSVGEVVK DSQFIGQVVK
pour I’acide
aminé prédit
Code NRPS DVQFIAHVVK DSQSIGQVVK
du domaine
d’adénylation
étudié
Acide aminé Pro Tyr
prédit

* Signature protéique du site actif présent dans la base de données
du code Stachelhaus

Pour le méme domaine d’adénylation, les deux logiciels trouvent deux signatures différentes
pour le site actif et les comparent aux signatures du code Stachelhaus. Celle obtenue par le
logiciel NRPS Predictor est similaire a 70% a la signature protéique codant la proline alors que
celle obtenue par le logiciel NRPS/PKS a une homologie de 90% a celle de la Tyr. La différence
au niveau de I’acide aminé prédit par les deux logiciels est le fait de leur fonctionnement
différent pour la détermination de la signature protéique du site actif d’un domaine A.

On remarque cependant que le pourcentage de similarité est plus élevé pour le logiciel
NRPS/PKS que celui obtenu par le logiciel NRPS Predictor. Cela pourrait s’expliquer par le fait
que le logiciel NRPS/PKS (basé sur la comparaison entre la séquence cible et 2223 domaines
différents et plusieurs structures de molécules) permet d’avoir une meilleure prédiction pour tous
les acides aminés par rapport au logiciel NRPS Predictor qui lui est basé sur la comparaison de la
séquence cible de 1230 domaines A (§ 6.2.1. et 6.2.2 du Chapitre 1).

Néanmoins, ces différentes prédictions montrent la présence de la kurstakine ou d’une molécule

proche dans les souches de B. thuringiensis testées.

Conclusions et Perspectives

Ces analyses bioinformatiques confirment les resultats des analyses Maldi-TOF réalisées sur ces
souches. En effet, ’analyse comparative des masses de la molécule détectée par Maldi-TOF en
milieu solide de S 45 avec celles des kurstakines (878,47; 892,41; 906,51) mises en évidence par

Hathout et al. (2000), la composition en acides aminés des chailnes peptidiques respectives, les
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N

activités antifongiques observées chez les deux souches étudiées comparées a celles des
kurstakines (anti-Stachybotrys charatum) montrent que la molécule détectée est une kurstakine.
Les kurstakines sont des lipopeptides qui ont été déja décrits en outre comme possédant une
activité antifongique. Leur chaine acyl gras est reliée a I’extrémité N-terminale d’un résidu
d'aminoacide via une liaison amide. Chaque molécule a une liaison lactone entre 1'aminoacide C-
terminal et le groupement hydroxyl du résidu sérine. Selon Hathout ef al. (2000), les kurstakines
sont composées de 4 molécules qui different uniquement sur la chaine d’acides gras.

La structure de la kurstakine est proche de celle des autres lipopeptides synthétisés par les
especes de Bacillus (exemple des surfactines). Cependant, sa composition en aminoacides
présente un résidu His, qui est absent dans les lipopeptides de Bacillus (Tableau 2).

Cette étude montre que les souches de B. thuringiensis serovar berliner 1915 et S 45 produisent
un métabolite secondaire de type NRPS: une kurstakine.

Ces travaux soulignent pour la premiere fois que les kurstakines sont des molécules non
ribosomiales et proposent un schéma de 1’organisation de 1’opéron qui serait impliqué dans leur
synthese.

Bien que cette étude permette de classer la molécule parmi dans la famille des kurstakines
(lipopeptide de Bacillus), il est toutefois nécessaire que des travaux supplémentaires soient
réalisés pour déterminer de facon expérimentale la composition en acides aminés, le séquencage
complet de I'opéron et d’autres tests d’activités biologiques pour déterminer la kurstakine

détectée.
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Discussion générale

L’objectif principal de ce travail était la mise au point d’une technique de sélection a 1’aide
d’outils moléculaires de souches potentiellement productrices de molécules non ribosomiales. La
littérature montre en effet de nombreux exemples de geénes codant pour des NRPS pas ou peu
exprimés ou encore des synthétases non fonctionnelles. La sélection basée uniquement sur la
détection de la présence d’un peptide NRPS dans le surnageant de culture d’une souche par des
techniques de spectrométrie de masse, par exemple, est donc souvent limitée. Différentes
stratégies ont déja été proposées dans la littérature pour amplifier des génes codant pour des
NRPS, elles sont principalement basées sur la définition d’amorces non dégénérées ou
dégénérées sur une base protéique. L’originalité de notre travail se situe dans un premier temps
dans 'utilisation des genes comme base de définition des amorces dégénérées et I’exploitation
des séquences des domaines d’adénylation et de thiolation pour améliorer la sélectivité des
amorces utilisées.

Le choix de la réaction en chaine de la polymérase, technique tres sensible, génere parfois des
difficultés sur I’interprétation des résultats obtenus.

En effet, en I’absence de genes cibles, la nature dégénérée des amorces peut conduire a
I’amplification de genes non NRPS. Parfois, I’obtention d’un amplicon résulte de 1’hybridation
d’une seule et méme amorce. Différents criteres d’analyse sont donc indispensables pour détecter
les vrais résultats positifs. Tout d’abord I’observation, sur des gels d’électrophorese, de
I’intensité des bandes et de ’estimation de la taille des fragments par rapport a un marqueur est
une indication qui peut permettre un premier tri sur le criblage d’une collection. Ensuite le
séquencage du fragment amplifié et la recherche de son identité par Blast ou la comparaison avec
d’autres genes déja existants et présents dans une banque d’ADN permettent une interprétation
fiable de résultats PCR.

Les différences au niveau nucléique des synthétases impliquées dans la synthése de molécules
non ribosomiales, n’ont pas permis la mise au point d’un couple d’amorce capable d’amplifier
par PCR tous les genes NRPS.

Une nouvelle stratégie alors basée sur la détection de familles de molécules au sein d’especes
ciblées a été mise au point. Dans un premier temps, les analyses comparatives au niveau
nucléique et protéique, des genes et des synthétases qu’ils codent, respectivement, ont permis de
montrer que des protéines tres similaires telles que la fengycine et la plispastatine synthétase
(85% d’homologie) sont codées par des genes ne présentant que 42% d’homologie. De plus les

genes de la plipastatine sont plus proches de ceux de la surfactine, une molécule appartenant a
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une autre famille, que de ceux codant pour la fengycine. Enfin les geénes des bacillomycines sont
moins similaires (environ 42%) aux geénes codant pour les synthétases de molécules de la méme
famille (iturines et mycosubtilines) qui ont une homologie entre eux de plus de 70%. Cette
stratégie a permis de détecter des lipopeptides au sein de souches du genre Bacillus.

Les différences des nucléotides observées au niveau des molécules pourraient s’expliquer par la
grande flexibilité de lecture du 3% codon dans un triplet nucléotidique ou des préférences de
lecture des codons au niveau de chaque espece. Certains auteurs 1’attribueraient a la
dégénérescence du code génétique. En effet, la nature dégénérée du code génétique fait que la
plupart des acides aminés peuvent étre codés par plusieurs codons (triplets de nucléotides), que
’on appelle codons synonymes. Grantham ez al. (1980) ont montré que les codons synonymes ne
sont pas utilisés a la méme fréquence, et que chaque espece a sa propre signature de 1’usage du
code.

Cette premiere stratégie de criblage a conduit a un autre résultat intéressant. Elle a permis de
révéler la présence du gene de la plipastatine chez Bacillus subtilis ATCC 21332. Jusqu'il y a
peu, cette souche était considérée, dans la littérature, comme productrice uniquement de
surfactine. Des travaux récents réalisés dans le laboratoire ProBioGEM par le Dr Gancel (Gancel
et al. 2009) et par le Dr Francgois Coutte (2009) ont mis en évidence de la plipastatine dans
différents surnageants de culture de cette souche. Nos travaux apportent donc pour la premiere
fois, la preuve moléculaire de la présence des genes codant pour la plipastatine synthétase chez
B. subtilis ATCC 21332.

Au vu des résultats générés, cette approche pour la définition des amorces spécifiques a alors été
automatis€ée au moyen d’un logiciel mis a la disposition de notre laboratoire et permettra le
criblage de nouvelles molécules. Elle est actuellement étendue au laboratoire a la sélection de
souches de cyanobactéries productrices de NRPS en collaboration avec une entreprise.

Utilisées pour le criblage de deux collections de souches (collection de souches de Bacillus
isolées de produits fermentés du Burkina-Faso par le Dr Aly Savadogo, post-doctorant et une
collection de souches de Bacillus thuringiensis d’Algérie isolées et identifiées par Ahmed
Abderrahmani, Doctorant), ces amorces ont mis en évidence :

- des souches productrices de surfactines, pour la premiere fois, dans ce type de produits
fermentés en complément des techniques de spectrométrie de masse. Il s’agira en perspectives de
vérifier la présence de la surfactine dans le produit lui-méme et d’évaluer les avantages liés a
cette présence.

- la synthese de kurstakines dans une souche de B. thuringiensis isolée de céréales.
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Cette étude nous a permis également de confirmer que cette molécule de kurstakine est
synthétisée par voie non ribosomiale et de proposer par une analyse bioinformatique,
I’organisation de ’opéron qui code pour les kurstakine synthétases. Nos résultats sont en
conformité avec ceux publiés trées récemment par Bumpus et al. (2009) sur la détection
d’homologues de kurstakines chez Bacillus sp. NK2018. Les kurstakines, en effet, constituent
une nouvelle classe de lipopeptides proche de la famille des iturines et des fengycines par leurs
activités antifongiques décrites dans la littérature mais aussi des surfactines par leur poids
moléculaire et le nombre des acides aminés constituant leur chaine peptidique.

Nous postulons alors que les lipopeptides non ribosomiaux de Bacillus ne sont pas classés en
trois familles comme 1’ont suggéré plusieurs auteurs et que nous avons décrits dans le chapitre 3
mais plutdt en quatre familles (surfactines, fengycines, iturines et kurstakines).

Il s’agira dans la suite des travaux sur cette molécule d’améliorer sa productivité soit par la
recherche d’un milieu spécifique approprié soit par génie moléculaire pour déterminer les
potentialités biologiques lies a cette molécule. Il est, par ailleurs, probable que la présence
éventuelle de I’histidine (acide aminé chargé positivement) dans sa chaine peptidique augmente
son adsorption sur des membranes cytoplasmiques de cellules.

L’identification des molécules pendant ces travaux a été possible grace a la combinaison de la
stratégie moléculaire que nous avons mise au point avec des techniques d’identification
classiques de spectrométrie et de chromatographie. Cela n’a pas toujours été possible,
notamment lorsque le gene détecté est muet comme chez Lactobacillus plantarum WCSF1. En
effet, un des inconvénients de cette approche comme toutes les techniques moléculaires
similaires réside dans le fait que la taille des fragments s€quencés ne permet pas de les identifier.
Une solution pour déterminer 1’identité du gene dont le fragment a été détecté serait de combiner
des variants de la technique PCR: I’'Inverse et la Long Range Polymerase Chain Reaction (LR-
IPCR). Cette combinaison de techniques moléculaires de PCR connait un essor important depuis
qu’elle a permis a certains auteurs de caractériser des genes codant pour des protéines impliquées
dans le métabolisme de certaines maladies humaines. En effet, Domenighini ef al. (1990) ont
caractérisé le gene de ’hémagglutinine filamenteuse de Bordetella pertussis, une glycoprotéine
responsable de la toux chez I’adulte lorsqu’elle est activée. Khairatkar-Joshi et Ahmao (1998),
ont aussi, par cette technique, séquencé le gene GAD (Acide Glutamique Décarboxylase),
responsable de la synthese d’un antigene lors du développement primaire du diabete de type I

chez ’homme.
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Conclusions générales

Cette étude, par les résultats générés, contribue de facon significative a 1’amélioration des
connaissances sur les métabolites secondaires en particulier les molécules non ribosomiales par
I’apport d’outils moléculaires pour leur détection et aussi par I’apport d’outils bioinformatiques
pour accélérer les techniques de criblage.
Ces travaux ont alors permis de corriger les difficultés du criblage de molécules non
ribosomiales dans les surnageants de culture lorsque celles-ci ne sont pas produites pour diverses
raisons. La combinaison de cette stratégie moléculaire et des méthodes classiques pour
I’identification de molécules s’avere étre un atout majeur.
En perspectives, il s’agira d’approfondir la stratégie actuelle de définition des amorces en se
basant sur la phylogénie des domaines d’adénylation et ce afin de définir des amorces capables
d’amplifier des genes codant pour des familles de molécules produites par des especes proches.
En effet, ces travaux ont montré que les phénomenes de transferts horizontaux de génes peuvent
expliquer la différence des monomeres activés par des synthétases pourtant proches au niveau
nucléotidique et protéique. Cela est particulierement le fait des domaines intergéniques.
D’autres travaux pourraient porter sur la détection spécifique de certains domaines :

- épimérisation pour détecter des peptides contenant des résidus de type D
En effet, la présence d’acides aminés de conformation D dans une séquence peptidique est une
indication sur l’origine non ribosomiale de la molécule. La mise au point d’une stratégie
moléculaire détectant les domaines d’épimérisation permettra de signaler la présence de
molécules de type non ribosomiale lors d’un criblage

- condensation (starter) pour détecter des lipopeptides
Rausch et al. (2005) ont montré la spécificit¢é du domaine C starter responsable de
I’incorporation de 1’acide gras dans la formation des lipopeptides NRPS par rapport aux autres
domaines de condensation. Une étude actuelle sur la phylogénie de ces domaines C starter
permettra a terme de mettre au point une stratégie moléculaire pour détecter de fagon spécifique
le potentiel de synthese de lipopeptides.
En outre, une identification de la kurstakine détectée chez B. thuringiensis sera effectuée par le
séquengage de I’opéron de sa synthétase. De plus, la détermination des activités biologiques par

des tests in vitro et in vivo seront réalisées afin d’envisager une production a grande échelle.
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Annexe 1: Publication 1

Article publié concernant le chapitre 6 sur la mise au point d’amorces dégénérées spécifiques au
genre Bacillus.

Annexe 2 : Publication 2

Extrait Article soumis concernant 1’utilisation d’outils moléculaires et de spectrométrie pour la
détection des surfactines dans les souches isolées de Soumbala et de Bikalga

Annexe 3 : Séquence protéique de la kurstakine synthétase

Annexe 4 : Code génétique, Acides aminés et masse molaire (g/mol)

Annexe S : Quelques spectres Maldi-TOF
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Abstract Bacillus strains produce non-ribosomal lipopep-
tides that can be grouped into three families: surfactins or
lichenysins, iturins and fengycins or plispastatins. These
biosurfactants show a broad spectrum of biological activ-
ities. To detect strains able to produce these lipopeptides. a
new polymerase chain reaction screening approach was
developed using degenerated primers based on the intra-
operon alignment of adenylation and thiolation nucleic acid
domains of all enzymes implicated in the biosynthesis of
each lipopeptide family. The comparative bioinformatics
analyses of each operon led to the design of four primer
pairs for the three families taking into account the differ-
ences between open reading frames of each synthetase
gene. Tested on different Bacillus sp. strains, this technique
was used successfully to detect not only the expected genes
in the lipopeptide producing strains but also the presence of
a plispastatin gene in Bacillus subtilis ATCC 21332 and a
gene showing a high similarity with the polyketide synthase
type 1 gene in the B. subtilis ATCC 6633 genome. It also
led to the discovery of the presence of non-ribosomal
peptide synthetase genes in Bacillus thuringiensis serovar
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berliner 1915 and in Bacillus cereus LMG 2098, In
addition, this work highlighted the differences between
the fengycin and plipastatin operon at DNA level.

Keywords Bacillus sp. - Non-ribosomal peptide synthetase -
PCR - Lipopeptide - Degenerated primers

Introduction

Non-ribosomal peptide synthetases (NRPS) are multi-
modular enzymes that make atypical peptides through a
thiotemplate mechanism independent of ribosomes.
These peptides have a broad spectrum of biological
activities and are used in medicine and biological
research. They also have a lot of potential applications
in the agricultural and environmental fields (Ongena and
Jacques 2008). These compounds are produced by a large
variety of microorganisms such as bacteria and fungi
{Caboche et al, 2008).

Among them, the lipopeptides constitute a well-known
class of amphiphilic membrane-active biosurfactant peptides
with potent antimicrobial activities. Surfactin, fengycin and
iturin families are representative of lipopeptide compounds
produced by Bacillus subtilis. Surfactin and iturin com-
pounds are cyclic lipoheptapeptides, which contain a
f-hydroxy fatty acid and a [f-amino fatty acid respectively.
as their lipophilic component (Bonmatin et al. 2003: Ongena
and Jacques 2008). Fengycin is a lipodecapeptide with a
[-hydroxy fatty acid in its side chain (Steller et al. 1999;
Schneider et al. 1999). These agents can be classified in
families of closely related isoforms, which differ in the
length and branching of their fatty acid side chains and in the
amino acid substitutions in the peptide rings (Ongena and
Jacques 2008).
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The synthelases involved in their synthesis are composed
of modularly arranged enzymatic domains, which catalyse
all of the necessary steps in peptide biosynthesis (Marahiel
1997; Ongenz and Jacques 2008). A minimal NRPS
madule is composed of an AMP-hinding or adenylation
(A) domain and a thiolation (T, also called peptidyl carrier
protein) demain. The A domain (500-600 amino acid
residues) is required for amino seid substrate recogniticn
and activation. Located afier the A domam, the T domain
(%0100 amino acid residues). activated by the binding of
the 4-phosphopantetheine cofactor. covalently binds as
thinester amincacyl and peptidy] substrates. A condensation
(C) dumain (450 amino acids) is Lypically Tound aller cach
A-T medule and functions in the peptide bond formaticn
and elongation of the nascent peptide (Schwarzer et al.
2003; Sieber and Marahiel 200%).

The operons of surfactin tamily coatained four open
reading frames (ORFs) coding for surfactin and lichenvsin
synthetases, which are designated srfd-A, srfd-8, sifd-C
and srfd-D or lchd, icqB, IchC and (chD, respectively
(Peypoux et al. 1999; Yakimov et al. 1998), They present a
linear amray of seven modules (one module per residue).
Three modules are present in the products of sif4-4 or Ich4
and s774-8 or ichB and the last one in s#f4-C or lchC. The
[ourth gene srj4-D codes for a thioesterase/acy luanserse
(Te/At) domain (Steller et al. 2004). Similarly, plipastatin or
fengycin are synthesised by NRPSs encoded by an operon

Plipestatin operon

with live ORFs ppsd, ppsB, ppsC, ppsD and ppsE (or jenC,
JenD, fenk, fend and fenB; Kunst et al, 1997 Steller et al.
1999), The first three enzymes contain two modules, the
fourth one contaims three modules, znd the lzst contains one
maodile (Ongena and Jacques 2008). linlike surfactin and
fengycin, irin derivatives are synthesized by a PKS-
NRPS hybrid complex (Duitman et al. 1999: Tsuge et al.
2001). This operon consists of four ORFs called fenF,
myed, myeB and myeC or ituD, itud, ituB and inC for
mycosubtilin or iturin, respectively. The last three genes
code for tae NRPSs responsible for the incorporation of the
first residue for myeA (or iiud), the following four residues
for myeB (or imB), and the (wo last residues Tor myeC (or
iuC’). The difference between structures of iturin A and
mycosubtilin (in which the last two aminc acids are
inverted) can be explzained by an intragenic domain change
in myveC and itwC. Fenk (itul)) encodes & malonyl-CoA
mansacyvlase (MCT domain), and the myed gene also
contains domains wlaled w polyketide (Duitman el al.
1999). The organisation of cach operon is illustrated in
Fig. 1.

Different species of Bacillus (B subnlis, Bacillus
coaguians, Bacillus amyloliguefaciens. Bacillus pumilus.
Bacillus cereus, Bacillus thuringiensis, Bacillus brevis and
Bacillus licheniformis) could produce surfactins or their
varianis such as lichenysin (Grangemard et al. 2001),
plipastatin or fengycin (Umezawa et al. 1986; Vanittanakom

Flipasiatn of B. subiill; 168 Fergyoin of B. suprilis F29-3

H - 3 4 L L T 8 2 10
Glu O Tyr a-Thr Glu Ala or Val Pro Glin/Glu Tyr lle
CAT CATE CAT CATE CAT CATE CAT CAT CATE CATT:
mpA (fer) ppsB ifenld pprC | fenkl ppsll (fend) npk (fenlt)
Surtactin operon . Y 4
Surfactin of 8. subtdis 168/Lichenysin of B lichengorms 14586
1 2 3 4 5 i 7
Lilu Leu Leu Val Asp  Leu Leu /lle
I CAT CAT CATE I CAT CAT CATE I CATTe l TelAt |
arfA-A (lekA arfd-it (lenlt) wrfd-i (lehi) sefA-LNlehiD
Tturin operon
oR 1 2 3 4 5 A 7
Asn Tyr Asn Gln Pro Asn Ser lwnn Aol B subfitiz KB 14
Asn Tyr Asn Gln  Pro Ser Asn Mycosubtilin of B subiilis €633
I&IE‘T' I AL AP KS ACP AMT CTOC ATC ATFEC ATERC ATC ATC ATFC ATTe
ferF (i)} nveA (imA) rveR (ituB) myeC (imC)

Fig. 1 Schemstic representation of operons (ORFs, domains of
NRPSs or PKSs and amino acid ircomporated by the dilferent
modules) encoding catalytic machinery respansible for the hinsyn-
thesis of representative members of cach family of lipopeptides
produced by Bacillus subtilis strains. MCT malonyl-CoA trans-
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ctal. 1986), iturin A and C (Tsuge et al. 2001), bacillomyein
D. F and L (Moyne et al. 2004), bacillomycin Le (Eshita et
al. 1995) and mycosubiilin (Leclére et al. 2005). Compared
to chemical agents, lipopeptides are safer for the eaviron-
ment (Vanittanakom et al. 1986), and severzl reports have
deseribed their valuable wole m the use of Bacillus stains as
biocontrol agents of plant diseases (Ongena et al. 2005;
Ongena and Jacques 2008: Chen et al. 2009).

However, the search for molecules in the supematant of
culhres does not always make it possible to highlight the
capacity of synthesis of the bacteria either because the
processes of culture implemented are not optimised or
because the lack of an essential gene prevents the
expression of this phenotype. Indeed, the presence of a
fengyein lipopeptide was shown in B subrilis S499, which
had previously been characterised for its ability to produce
only two lamilies of lipopeptides: ilunin A and surfactin S1
(Jacques et al. 1999; Ongensz et al. 2005). Another well-
known example is the case of 5. subtilis 168, which shows
in its genome, the complete and functional operons of
surfactin and plipastatin but which is unable to produce
either of these lipopeptides because of the presence of a
frame-shifted sfp gene, which usually encodes a phospao-
pantetheinyl transferase responsible for the transformation
of the apo form of synthewmses in holo form (Lee et al.
2005; Tsuge etal. 2007). The introduction of this gene from
B. subtilis ATCC 21332 in the JH 642 strain. a derivative of
the standard B. subilis 168, confirmed the production of
surfactin lipopeptides (Nakmno et al. 1988)

For these reasons. the study of the genetic potential
could be uselul w deteet lipopepide producer sirains, The
aim of this study is to set up a polymerase chain reaction
(PUR) strategy for the screening of Bacillus strains that
could be producers of non-ribosomal peptides and paric-
ularly lipopeptide compounds.

Several techniques or methods to design primers are
commonly used to identify bacterial and fungal genes by
PCR. The choice of the primers is the key elemen: when
screening for specific gene fragments. Until now, two
straregies were used to detect NRPS genes. The fisst one
defined degenerated PCR primers based on the consensus
amino zcid sequences inside NRPS domains from B. subtilis
(Turgay and Marahiel 1994). In this method, two sets of
primers based on highly conserved adenvlation and
thiolation regions ol B, subtilis were used W identily and
clone peptide synthetase genes in different Bacillus species
(Glacomodonato et al. 2001 Wu et al. 2006) or other
bactenial genera as Psewdomonas (Rajendran 1999). This
method was also applied to other microorganisms such as
filamentous fungi (Nikolskaya et al. 1995) and cyanobacteria
(Neilan et al. 1999; Barrios-llerena et al. 2007). This strategy
is hased on hack translation (reverse translation from protemn

o DNA) of the consensus sequence. When applied w

microorganisms other than the ones in which the consensus
sequence weas determined, codon bias was takea into
account

A second approach is based on the consensus region that
was determined by aligning the nucleotide sequence of the
adenylation domains ol NRPS coding genes.

Out of a collection of 210 actinomycetes strains,
Avusc-Sacido and Genilloud [2005) specifically amplified
NRPS sequences not only from the well-known productive
Streptamyees hit alse from other genera not vet known to
date as Ddioactive compound producers. More recently,
Ramarathnam ct al. (2007 sereened bacteria (isolazed from
canola and wheat) that exhibii antifungal activity. They
looked Tor the presence of fengycin D1 and bacillomycin D
using two specific, non degenerated PCR primers based on
the adenylation domains of the corresponding genes.
Because their primers were nol degenersted and their design
was limited to two modules from each operon, this method
does not take mto account the possible differences between
synthetases in each Bacillus. It follows that the use of this
method would not be appropriate for sereening the genes of
these peptides in all Bacilli. Moreover, other lipopeptides
cannot be detected with this approach.

In this paper, we demonstrate the use of degenemed
primers based on an alignment of domains inside 5. subiilis
synthetases involved in the synthesis of lipopeptide family.
This technique will allow us to specifically screen for.
amplify and clone surfactin, iturin or fengycin synthetase
genes as well as other NRPS genes in different Bacillus
strams.

Materials and methods
Bacterial strains, plasmids and culture conditions

The strains used in this work are presented in Table [
Bacillus sp. and Fscherichia coli sirains were grown
aerobically in Luria-Bertani (LB) medium. Lactobacillus
strains were grown in de Man-Rogosa-Sharpe medium,
The Petri-dish cultures used the same media containing
1.7% (w/vi agar (SO.BLGEL, Hendave, France). The
strains were grown 24 h, a: 30°C for Bacillus and
Lactobacillus and at 37°C for £ coli.

For PCR. experimens, wo Lactobacilluy stwains exploted
by Molenaar et al. (2005) were used as a negative NRPS
control because Baciilus genus was known to harbour
NRPS.

DNA isolation

Genomic DNA was prepared vsing the Wizard Genomie
DNA Purification Kit and protocol (Promega Corp.,
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Table 1 Properties of bacteria used in this study

Strains Genotype Sequenced lipopeptide  Lipopeptide Sources
aperon produced
Bacillus subtilis Wild type Not determined Surfactin ATCC
ATCC 21332
Bacillus subtilis Wild type Not determined Surfactin, iturin A, ATCC
ATCC 9943 fengycin
Bacillus subtilis 168 rpC2, sfp"” Srf. Pli No lipopeptide Bacillus stock
genetic Center
Bacillus subtilis Wild type Myc Surfactin, mycosubtilin -~ ATCC
ATCC 6633
Bacillus licheniformis Wild type Lech Lichenysin ATCC
ATCC 14580
Bacillus thuringiensis Wild type Not determined Not determined CRBIP, Instinm
berliner 1915 Pasteur. Paris.
France
Bacillus cereus Wild type Not determined Not determined LMG, Ghent,
LMG 2098 Belgium
Lactobacillus plantarum ~ Wild type Not determined No lipopeptide LMG, Ghent,
ATCC 14917 Belgium
Lactobacillus plantarum  Wild type Not determined No lipopeptide LMG, Ghent,
ATCC 8014 Belgium
Escherichia coli IM 109 recAl, endAl, gyrAY6, thi, hsdR17 Promega Com.
(rK—, mK+), relAl, supEM, AlacproAB), Madison, USA

[F', traD36, proAB, laclgZAMIS]

Madison, USA). DNA concentration was established using
a Nanodrop™ 1000 Spectrophotometer. DNA was used
directly as genomic DNA for PCR amplification or stored
at —20°C for further utilisation.

Primer design

Known nucleic sequences of NRPS biosynthetic clusters
characterised in B. subtilis strains that are involved in the
synthesis of these three families of lipopeptides (surfactins,
mycosubtilins and fengyeins) were analysed with Needle
online software (Needleman and Wunsch 1970) and ORF
Finder (NCBI, USA). We designed four primer pairs based
on the conserved motifs obtained after alignment of the
nucleic acid sequences identified as adenylation (A) or

Fig. 2 Schematic representation 5
of conserved motifs from the

thiolation (T) domains using the Vector NTI Advance 10™
software (Invitrogen, Carlsbad, USA). It was decided to use
the mathematical approach called “coefficient of hybridiza-
tion” (HyC) to calculate the hybridization capacities of the
primers. Using International Union of Pure and Applied
Chemistry (IUPAC) code, a coefficient 3 or 2 was affected
when the nucleotide code was B, D, Hor Vor R, Y, S, W,
K or M, respectively. HyC was calculated by multiplying
the different values of the nucleotides making up each
primer. Only primers with a HyC wvalue below 200 were
retained because the hybridization of the oligonucleotides
was affected beyond. Degenerated forward primers were
Asl-F, Am|-F, Apl-F and Af2-F, and the reverse ones were
Ts2R, Tml-R, Tpl-R and Tfl-R. One example of primer
design is illustrated in Fig. 2.

¥ : - i

AlMyeC CATCAGGTGAAAGTCCGAGG

alignment of adenylation and TMycA CATTICTTCGATCTTGGAGGG

thiolation domains from

mycosubtilin synthetase gene AZMycB GAGCAAGTCAAAATCAGAGG TiMywB GACTTTTTTGATATCGGTGG

used for the design of AMycA GAACAAGTCAAAATCCGAGG TIMwB GATTTCTTTGATTTTGGCGG

degenerated primers by Vector

NTI 10™ Advance Software AdMycB CATCAAGTCAAAATTCGCGG TIMyeB GATAATTTCTTTGATCTTGG
AlMycB CATCAAGTGAAAATCCGCGG TiMygcC CATCAATTGTTTGAGGAACA
AlMypcC CACCAGGTGAAAATTCGGGG  12MyeC  GATAACTTCTITGACGTTGG
AWED CATCAGGTOAAASTICATGE [ R GATARCTTETTICOATCICOG
Aml-FE CAKCARGTSAAAATYCGMGG Tt e s A A s At
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Another primer pair Prbacl/Prbac2 (Rupf et al. 1999)
reported to be eubacteria-specific PCR primers was used to
ensure the quality of the template DNA in the PCR. The
oligonucleotide primers were ordered commercially (Euro-
geniec S.A, Liege, Belgium) Primer sequence was tested
against numerous DNA sequences available in GenBank
databases with AmplitX | 4.4 Sottware (Jullien 2007) to
determine their theoretical properties and specificities.

PCR. conditions

The PCR conditions were cxperimentally determined and
were differen: for each pair of primers. To find the correct
anncaling temperatures for cach pair of primers, a PCR
using an annealing tfemperature gradient was carried out in
an Eppendorf AG (Hamburg, Germany; Mastercycler
gradient. The amount of crude DNA extract in each PCR
mixture was between 10 and 30 ng pl™".

The PCR thermal cyele programme included an initial
denaturation at 94°C tor 3 min, followed by 30 cycles, with
a denatusation step at 9Y4°C for | min, an annealing siep of
30 s, at 43°C with Asl-F/Ts2-R, at 45°C with Am|-F/Tml-
R and Af2-F/TfI-R and at 58°C with Apl-F/Tpl-R,
followed by extension step during 43 s at 72°C except
with Apl-F/Tpl-R prumers (75 s at 72°C). Final extension
was performed at 72°C for 10 min. Annealing temperature
for the Prbacl/Prbac2 primers used as positive contrel was
identical to the one used for the different primers pairs
tested.

The Taq polymerase enzyme used was “Master Mix”
(Fermentas GMBH, St-Leon, Rot, Germany) with a final
primer concentration of 1.2uM

Ten miemlbifres ot the amplitied products were anzlysed
by electrophoresis m 1% (w/v) agarose gels stained with
ethidium bromide (0.5 mg ml™"), The gels were visualised
with an Ultaviolet Huminator and Digitally recorder
(GelDOC Bio-Rad, Hercule, USA). PCR was scored
positive when a band of the appropriate size was visualised.
The size of DNA fagments were estimated using the O
Gene Ruler DNA ladder Mix (Fermentas GMBH, St-Leon,

Rot, Germany).
Cloning and sequencing conditions

The desired bands after PCR amplification were cut from
the gel and purified with QlAguick Gel Extraction Kit
((hiagen, Hilden, Germany). The PUR products were eloned
ino pGEM-1 Easy Vector (Promega Corp.), and the
plasmids were introduced into £ coli IM109 cells by heat
shock, following the manufacturer’s protocol. Transform-
ants were selected on LB agar madium complemented with
ampicillin, isopropyl-3-D-thiogalactopyranoside and 5-
bromo-4-chlore-3-indolyl-3-D-galactopyranoside at a con-

centration of 100, 200 and 200pg ml™, respectively, White
colonics were picked and grown 24 h at 37°C in LB
medium complemented with ampicillin at final concentra
tion of 100pg ml™'. Plasmids were isolated from the
transformad cells using the QiaPrep Spin Miniprep kit
(Qiagen, Germany).

Restriction analysis of “he plasmids was performed using
EcoR1 (Fermentas, Germany) to check for inserts. Cloned
products were sequenced using Universal primers pUC-
MI13-R/F in an ABI PRISM dye terminator cycle sequencing
kit (Cogenics S A, France; MWG Ewoflins, Martinsried,
Germany ).

The determined sequences were compared with the
GenBank dambascs using the basie local alignment scarch
tools (BLAST) software provided online by the National
Center for Biotechnology Information (LUSA).

Silico tools

The nueleotide sequences nsed in this paper, which were
extracted for GenBank accession numbers, are surfactin
synthetases (CABI2142.1, CABI2143.1 and CABI12145.1),
mycosudtilin synthetases (AAFO8795.1, AAFD8796 and
AAF08797), plispastatin syntherases (CAB13717.1,
CABI13716.1, CABI3715.1, CAB13713.] and CAB13714.1)
and fengycin syathetases (AABS0955, AABO0D93,
CAAQ9819 and AADBRNY56.1).

Results
Comparative analysis of the NRPS lipopeptides operons

In order to design specific primers from a lipopeptide
femily, we compared the similarity rates of synthetzses in
cach family from B. subrifis at amino acid and nucleic acid
levels (Teble 2). The comparative analysis of lipopeptides
at protein level showed a strong homology comprised
between 75% and 90% [ur all synthetases conlivming their
membership of a same lipopeptides family. The nucleic
sequences compared with those of the known lipopeptides
of the same family showed a strong difference from one
family to the other: DNA similarity was on average 63%
for lichenysin and surfactin, 76% for mycosubtilin and the
itirinA and only 43% for fengvein and plipastatin. The
percentzge of similarity is in the same range for different
(IRFs ot each operon in the three hipopepnde tamilies
except for mycC/ituC where the similarity was 69.7/%
compared to the levels of homology for other ORFs of the
same lipopeptide family (80%). This can be explained by
the positions 6 and 7 of the amino acids: a sequence Ser-
Asn is found in the mycosubtilin, while in iturinA, these
amino acids are inverted ( Asn-Ser).
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Table 2 Comparative ana yses of non rbosomal lipopeptides synthetases of Beeillws strains using Needle (Global) software

Sequence Driging Lipopeptdes NRPS genes Protein similarity (%) DNA similarty (%)

© 2011 Tous droits réservés.

Surfactin synthetases of B. subsilis 168 and lichenysin srfd-A/dehA 71.2 64.7
synthetases of B, lickeniformis ATCC14550 ARk 771 65 %
srfd-CilehC 751 62.9

sefA-Llehi) 5.6 628

Fengycin synthatases of B, subulis F29-3 aml ppsAfenC 87.6 434
plipastatin synthetases of A aheilic 168 ppsBfend 89 6 443
ppsClfent: 90.0 431

ppsl)fend 881 420

ppskEifen 884 42 8

My cosubtilin synthetases of B subtilis 6633 and myeA/iud 88.7 80.7
iturind synthetases of 8 subeiliz RB14 mvel il 5.6 79.8
mycCAmC 79.0 69.7

Fur protein (Method: EmbossMatrix: Blosun62/Gap Open: 10, Gap Exwend 0.5) For DNA iMehod: Emboss/Matrx: DNA full/Gap Open: 10,

Gap Fxterd 0°5)

Because of the low similarity of the nucleic sequences
insides the fengyein family, two types of primers were
designed, whereas only one was retained for tae other families.

PCR primer design and in silico lesls

Nucleotidic sequences encoding the A and T domains of the
modules of different synthetases were separately aligned for
surfactin, plipastatin, fengyein and myeosubtilin genes. PCR
primers were designed from the highly conserved nucleic
acids motifs. A domains were used to design forward primers
and T domains for the reverse ones. For example, the forward
primer from mycosubtilin synthetase was designed from the
alignment of the adenylation domain sequences of myed,
myeB end peC; the reverse one from the alignment of all
thiclation domains o7 the same sequences as detemuned by
Vector NTI Advance 10" software (Fig. 2). The same
approach was used lor the design ol surlactin, fengycm and
plipastatin synthetases primess. To ensure the highest
aybridization criterions and 10 be able 1o amplify cll the
desired fragments after the choice of the most conserved
regions, we degenerated only when needed and hy
nreference the 3° end of the primers. IUPAC DNA codes
were used to substitute nucleic acids that were not identical
n the alignment. Other critenia were to balance the melting
remperature (Ty) of a primer pair and ‘o obain amplicons
between 300 and 1,200 bp. The HyC was determined, and
all primer characteristics are presented in Table 3. To
validate these primers. in silico amplification was camied
out, using AmplifX 1.4.4 software, on the NEPS genes of
the different Bacillus stains (see Electronic supplementary
material, Table 1).

£ Springer

The size of each fragment varied for each primer pair:
for Asl-F/Ts2-R, 410, 422 425 431: for Aml-F/Tml-R,
416 and 419; for AfZ-F/IT1-R, 443, 452 and 455 bp; and
for Apl-F/Tpl-E, 563, 893, 929, 947, 959 and 1.152 bp.
The primer position in each aligned sequence can explain
the difference of length of amplified products. The
sequences obtained in silico were searched against NCBI's
aon-redundant database by using the BLASTX or
BLASTN algorithms. The four primer pairs led to the
selection of NRPS genes, and each primer pair amplified its
corresponding sequences with 100% of homology. They
also detected genes from the same lipopeptides family as
lichenysin or iturin A synthetase genes by Asl-F/Ts2-R and
Aml-FTml-R primer pairs (<100% homology). All results
proved the possible detection of NRPS genes with these
DITMErs,

Screening ol lipopeptide NRPS genes

To assess the range of PCR tests specificity, the four primer
pairs were checked with different Bacillus species and two
NRPS non-producing Lactohacillus (Table 1). As expected,
10 amplification was obtamed with the Lactobacillus
strains tested. All fragments obtained were cloned and
sequenced as described in “Materials and methods”, and the
BLAST results obtained with the different sequenced
fragments are presented in Table 4. For each DNA isolated
from B. subtilis. the size of the bands was similar to the size
obtamed 11 sibico when the amplhficadons were positive
(Fig. 3 and Table 3), A different intensity was observed for
each primer pair and for each strain. A high intensity could
correspond to @ high number of fragments with a similar
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size as determined by in silico tests; likewise, the number of
bands obtained with the Apl-F/Tpl-R primer pair is
probably due to the different size of amplified products
confirming results obtained by in silico amplification.

Primer pairs were first tested with B. subtilis 168,
B. licheniformis ATCC 14580 and B. subtilis ATCC 6633,
which are partially or completely sequenced and are known
to contain NRPS genes encoding synthetases involved in
the biosynthesis of the three families of lipopeptides.
Secondly, B. subtilis ATCC 21332 and ATCC 9943, which
are described as lipopeptide producers, were used and
finally B. thuringiensis serovar berliner 1915 and B. cereus
LMG 2098 for which it is unknown whether or not they are
NRPS producers. Prbacl/Prbac2 primers were used as a
positive control.

¥l
6.1
1.3
4.1
756

T S

BACFENB
CAAD9819
AF023465
CABI137

CABI37

numbers of synthetases
62
233

AF 184956

GenBank accession

CABI13715
CABL37
2
AF

Bacilluy subtilis F29-3  AF023464
ATCC 6633

Bacillus subtilis 168

Bacilluy subiilis

origins strains

Detection of previously sequenced NRPS genes involved
in lipopeptide biosynthesis

419, 422, 425, 431 bp  Bacillus subtlis 168

Amplified products size Operon/gene

443,452 bp
455 bp

893, 059, 920 bp
416, 419 bp

As expected. NRPS genes involved in lipopeptide biosyn-
thesis were detected by the primer pairs in B. subtilis 168,
ATCC 6633 and B. licheniformis ATCC 14580, Indeed the
As|-F/Ts2-R primers amplify a fragment of expected size,
100% identical to the surfactin synthetase gene in £
subtilis 168 and also detected the lichenysin synthetase
gene in B. licheniformis ATCC 14580 with a high
homology (99% and e value equal to 0.00). The detection
of surfactin and lichenysin synthetase gene by Asl-F/Ts2-R
primers in Bacillus strains can be interpreted by the high
similarity between them and explained by the membership
to the same family of these peptides (Ongena and Jacques
2008). Apl-R/Tpl-R primers highlighted the plipastatin
synthetase gene in B. subtilis 168 strain (99% of homology
with e value equal to 0.00) as expected. The detection of
the mycosubtilin gene as described by Duitman et al
(1999) has been carried out by Aml-F/Tml-R primers in
ATCC 6633 with 99% of homology and ¢ value=0.00.

G, TorC,R=A or G

7594

sequences (vector NTI) (amplification, %1 .4.4)
694 713
70 -89

1,182 1,200
76 98
1,178 1,197
57 76

1,138-1,157

64
32
12
36
34

6

3
T2
G,AorT,S=GorC,B

Length (bp) HyC" Position in alignment

20
20
20
20
19
23
20
20

Detection of non-sequenced NRPS genes
in lipopeptide-producing strains

AorC.K=GorT.W=AorT. D

As|-F/Ts2-R primers amplify fragments of expected size,
similar to the surfactin synthetase gene in B. subtilis
ATCC 6633 (96% of homology with e value=0.00),
B. subtilis ATCC 21332 (99%, e value=0.00) and
B. subitilis ATCC 9943 (97%, e value=0.00), which are
all characterised as surfactin-producing strains (Kluge et al.
|988; Duitman et al. 1999). The presence of the lichenysin
synthetase gene was also detected in B. licheniformis ATCC
14580 by the Apl-F/Tpl-R primer pair with 99% of
homology and e value=0.00.

The iturin synthetase gene was detected in B. subtilis
ATCC 9943 with a homology of 97% (e value=0.00) by the

GAATAYMTCGGMCOGTMTKGA
GCTTTWADKGAATSBCCGCC
AGMCAGCKSGCMASATCMOCC
GCKATWWTGAARRCCGGCGG
COGCGGMTACCGVATYGAGC
ATBCCTTTBTWDGAATGTCCGCC
CAKCARGTSAAAATY CGMGG
CCDASATCAAARAADTTATC

Primer name Primer sequences” 5' 3

As]-F
Ts2-R
Tml-R

2
Tf1-R
Apl-F
Tpl-R
Mycosubtiling  Am1-F

Table 3 Characteristics of specific primers developed for the detection of the lipopeptide biosynthetic genes and results of the in silico tests

“Using IUPAC DNA code: Y=C or T. M

" Coefficient of hybridization

Lipopeptides
Fengycins
Plipastatins
Surfactins
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subtilis ATCC 21332, DNA

Fig. 3 PCR amplification by
degenerated primers pairs with i n o1
B. subiilis. a Am1-F/Tm1-R. b
Asl-F/Tf1-R. ¢ Apl-F/Tpl-R. d
AR2-F/Tf1-R. M O’Gene ruler,
1" sample without DNA, T DNA
with Prbac primers, / DNA

B. subiilis 168, 2 DNA B.

B subtilis ATCC 6633, DNA
B. subtilis ATCC 9943

3200 by
1660 bp
60 bp

C. AplFIpiR

Aml-F/Tml-R pair in this strain, the Af2-F/Tfl-R primer
pair enabled us to detect the fengycin synthetase gene with
97% of homology and e value equals to 0.00. These results
are in agreement with the identification of B. subtilis ATCC
9943 as a coproducer of the three families of lipopeptide
(Vater et al, 2002; Chellet-lmbert et al. 2009),

Detection of unexpected genes

Apl-F/Tpl-R primers amplify a fragment similar (99%,
e value=0.00) to the plipastatin synthetase gene in B. subrilis
ATCC 21332, which has not yet been identified as a
producer of plipastatin molecules. This result confirms the
detection of a fengycin family peptide in the supematant of
B. subtilis ATCC 21332 by Gancel et al. (2009).

All the primers were also used on two strains (B.
thuringiensis serovar berliner 1915 and B. cereus LMG
2098) for which no NRPS gene or product was known. Only
the Asl-F/Ts2-R primer pair led to the detection of fragments
similar to a “non-rihosomal peptide synthetase protein™ gene
in B. thuringiensis berliner 1915 (88% of similarity with an
e value of 8¢—130) and to a surfactin synthetase gene in
B. cereus LMG 2098 (similarity of 91% with an ¢ value
8e—155). These NRPS molecules could thus be new ones.

In addition, Af2-F/Tfl-R primers can detect several NRPS
genes other than those of the family for which they are
defined. Indeed, with this pair, surfactin synthetase gene (99%
homology) and a siderophore 2,3-dihydroxybenzoate (96%
homology) could be detected in B. suwbrilis 168 and in
B. licheniformis ATCC 14580, respectively. This would
suggest that the absence of fengycin family genes in a strain
could lead to the detection of NRPS genes other than those
for which primers were defined. Moreover, the Af2-F/Tfl-R

A imlFTelR

B. asi#/TsiR
2 ] 4 4 3 3 i r T M

- 300Dy

1060 bp

500 bp

3560 bp

1000 bp
200 by

D aprmar

primer pair amplified in B. subtilis ATCC 6633, a fragment
homologous to a polyketide synthase type I of 8. amyloli-
quefaciens FZB42 (88%) which is similar to bacillaene
synthetase of B. subtilis 168 (Chen et al. 2006, 2009).
Recently, Chen et al. (2009) confirmed the hybrid NRPS/
PKS structure of bae gene cluster, which encodes the
bacillaene synthetase. This hybrid complex includes two
NRPS modules (suggesting the presence of two amino acid
building blocks). The Af2-F/Tfl-R primer would detect the
NRPS portion of this hybrid.

Discussion

This approach, using degenerated primers designed using
the alignment of adenylation or thiolation domains that
compose lipopeptide synthetases, led to the detection of the
presence of NRPS genes as confirmed for all amplified
sequence fragments. When the result was positive, the
sequencing of PCR products confirmed the presence of
lipopeptide NRPS genes or other NRPS genes in the
Bacillus genus. To summarise, in B subtilis strains, the
sequences of the PCR products showed a very high
homology to the sequence of surfactin synthetase family
genes when the primers Asl-F/Ts2-R were used. Whereas
the presence of surfactin molecules were described by
many authors within B, subtilis species, it was surprising to
detect surfactin gene in B. cereus LMG 2098, Until now,
the only known lipopeptide molecule in B. cereus was the
plipastatin (Umezawa et al. 1986). However, recently,
Xiong et al. (2008) noticed in B. cereus Q1 (most similar
to B. cereus LMG 2098) the presence of a dhb operon,
encoding the biosynthetic template for the catecholic
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siderophore, and a sfp gene, encoding a phosphopante-
theinyl transferase required for the production of surfactin
They also detected the mbif gene involved in mycobactin
synthesis and a gene (BC2300) with unknown function
between the hh operon and the sfp gene. Whereas they did
not find a surfactin synthetase gene (s#f4A4, sifAB or s1fAC),
they speculated that the three genes (mbifd, BC2300 and
sfp) are located downstrearn of the dhbF gene and might
belong to the dhb operon that is involved in antibiotics/
siderophore/surfactin biosyntacsis, a speculation that is
wrong, as ¢hb was never involved in surfactin bicsynthesis,

However, our results, by the detection of a fragment
similar to surfactin syathetase in 8. ecerens LMG 2008,
could reinforce the hypothesis of the presence of the SrfA
operon in some B. cereus strains,

Use of the Apl-F/Tpl-R and Aml-FTm1-R primers led
to the amplification of plipastatins and iturins synthease
family genes, respectively. whereas AfZ-F/Tfl-R primers
detected fengycin, surfactin and polyketide synthetase
genes The observation that the Af2-F/Tf1-R Hyc is greater
than 50 confinned that these primers are more degenerated
than the other primer pairs, and this could explain their
lower specificity compared to the others, In addition, the
amplification of the surfactin synthetase gene instead of
plipastatin synthetase gene by Af2.-F/Tf1 R in B. subtilis
168 was also confirmed by in silico analysis.

Overall, in other Bacillus species, primers amplify
lipopeptide NRPS synthetase genes, such as the lichenysin
synthetase gene n B ficheniformis ATCO 14580, or other
NRPS genes, such as an ammo acid adenylation synthease
in B. thuringiensis serovar beriiner 1915. These results
suggest that primers will preferentially detect the NRPS
synthetase genes for which they are defined and, secondly,
that. when these genes are not present, cther genes
containing adenylation and thiolation domains are detected
as observed by primers from other species.

To date, to our knowledge, this is the first repor: that
confinms the presence of the NRPS lipopeptides synthe-
tase genes in the B. subtilis strains listed in Table 1,
except for B. subtilis 168, which was completely
sequenced by Kunst et al. 1997, This paper alse eenfirms
the fengyein production potential recently detected in our
lahoratory for B subtilis ATCC 21332, Our PCR approach
also highlighted the probable presence of polykende
synthase in B, subnilis ATCC 6633 similar to a Pks type |
synthase in 5. subdlis 168,

In conclusion, the design of degenerated primers on
comserved nueleic sequence motils aller shigmment of the
adenylation and thiolation domains could be used to screen
non-ribosomal synthetases genes in Bacillus spp. and could
lead to the detection of new NRPS molecules. Thiz method
could also prove to be highly useful in multiplex PCR and

In metagenomic screening.

@ Springer

Finally, our previous knowledge of the genetic potential of
Bacillus srains for the synthesis of non-ribosomal metabo-
lites could he greatly enhanced by the design of molecular
wools for the rapid detection of NRPS genes hy PCR.
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Detection of surfactins producing strains in Soumbala and Bikalga fermented
condiments wusing Polymerase Chain Reaction and DMatrix Assisted Laser

Desorption/Tonization Mass Spectrometry methods
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ABSTRACT

Bacillus spp. are the predominznt microorganisms in fermented African locust bean called
Sowmubala and Bikalga. The combination of PCR wilh wou ribosowal specilic pruvers and
Matrix-assisted Laser Desorption lonization-lume of Flight (Maldi-10F) to ideatify non
ribosomal peptides in these Bacillus strains which isolated from exotic foods has been

reported.
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Annexes 3 : Séquence Kurstakines

>readseq.input(1), 8634 bases, AY9B30F8A checksum.

MTNEECYRLSHPQRRIWYTEVIHSDKGICNLRFLFKLHRKMNY SKLNQVYV
NRVISENDGLCIRLKENGHQEPKQYFIKHEEQEFEFFDFSNVENTNLLEE
WIEQKTKDTFTLFNSDLYYFALIKLNDNECAVFGNVHHIIMDGLSIQIFT
EQIAKYYYEMHNENEEGEIKNSYVQFLTNEQTYLNSSRFQKDQKFWLEEF
KTLPSVTGLKPYNTYQVSTKASRETFILTEHLKRKIEKFSEDYKISLYTF
FVAAFSLSMYRWTSSLDIGLGMAYGNRMTKMERKL IGMMVSTVPLRMDID
PEEEVLSFISRVSRKQSKLLRHQKYPFDLLLKQINKENNSNVRLFGTTID
YRDRDESGDSLWIPNHEEVQDFAVHIENLIDIDSLHVHIDYREELFSKEE
IKRFFNVMLAIMENTFEKPKQKVAEIEI ISEEDKRISLVEFNNPKLNVPP
QVTIHEIFEQQAMIYPNTIAVTYEQEKITYKELNERANQLAHYLOKKGVG
PDTLVGICVERSLEMIVGILGVLKAGGAYVPLDPTYPEQRLQYILEDAST
QLFVTQESLKELKWLPENVESICLDRDQDEIGKESKTLPLSNVGPKNLAY
VIYTSGSTGNPKGVMIEHHNVIRLFKSTDCWYQFNEKDTWTLFHSYAFDF
SVWEIWGALLYGGKLVVVPYWISRSPKDFYQLLVEEEVTVLNQTPSAFRQ
LIRVCEQEDKNKNLQLRYVIFGGEALEPISLLPWFQRYGEKNPQLINMYG
ITETTVHVTYYPITLDDVQHASRSNIGKRIPDLEVYILDAYQQPVPIGVD
GELYIGGAGLARGYLNRPELTAERFISHPFSSDPKARLYRTGDLARYLPD
GNLDYRGRIDYQVKIRGFRIEIGEIESTLHTYVYVKEAVVIVREDQPGDK
RLVAYVVGDGNVDGWREYLKAKLPSYMVPSGFVAMEAI PLTANGKVDREA
LPMPEEKQINSECVGPRNSNEQILTTIWKRVLGVKKVGIYDNFFEIGGDS
ILSIQIISQASQVGLKLTPKQMFECPTIAELAQVAIETQGVQAEQGIVIG
DVPLTPIQCWFFEQEHPHTEHWNQSMLLRVKERLDVKLLEGAILNLLKHH
DALRFRYEQLPNGTWRQRNEETDELSVLHVVKRNQVNEKEWNT I IQEEMN
INQASFNLVTGPLMRVVYFEDNLTGNDRIFWVIHHLVVDGVSWRILLEDL
QVVYNQMKQGQEVRLPAKSTSFKEWSERLQTYSDSGISKEVQONYWNQQOVE
KETMKIPMDYPIQETTEESIDQVTRTLGIEETHELLHEVPVTHKTRIDEV
LLTALGQAIVDCTNQQTVSIHLEGHGREEVIEGIDLSRTVGWFTSIYPVH
LNFQGTQTPIEGLKSVKEQLRRIPNRGVDYGILRYLNKGLLPFYQQKPST
SFNYLGQFDQVFSRESLFMQETGFTFLDHAPDSKPSHLIDVIGMVKDEKL
HFVWMYSREQF SKLKIQLIADGMLRHLRQLINKPTTESAFTVSDFADAED
LTEESLSKVLLKLKKKRVMGDVIDIYGLSPLOKGILFHTLYDQDDEHSFS
YIVQVGFLLGGQLDIATFEKAWEYVIHRHEVLRSVFVWEEVEKPLQAVYQ
RLPFTIHQEDWSTYPHDERAKKLQQFLNVDRRKGFLLDEAPLMRVTAIKE
AKEETRIIWTHHHILLDGWSVSLVFSEVMEVYLKMIKGELLNLPKPLPYK
KYIQWINKQDQSQAEEFWKEELKGFYAPTPLAMERKEQGQEKGYGECAYQ
VSEELTESLQEWVRNSRLTLNTLVQGAWAYLMSRY SGDSDVVFGVTSAGR
PTDLMGAENMVGLF INTLPTRIRLTDNTSVVDWLRKIQMKEMERRQYEYN
SLIDIQGWSEVPRNSSLFHTLYVFENYPIQGERNDDLRLLDVTSTEQTNY
PLTLIVMPGKKITLKLMYDRSYFNEETINLIQNHLLQILIQMTKSLDSKL
FEITHLTEEEQIQLLEEWNHTQVNYSAEGMIHTMFEEQVKKTPEAIAASY
ENEQITYKELEKRANQLAHYLQKHGVGPESLVGVYMERSLOMMIALLGIL
KSGAAYVPLDPTYPESRLRYILEDAGIEVLVTEENSKNLFVSENIETICM
NKDYTAIEKEESTPCISGVTGENLAYVMYTSGSTGNPKGVMIEHHSVINY
LEWMQHKYPLSEKDVVLQKTPFSFDVSVWELFWGIHVGASVSFLPPGGEK
DPSIIAEVIKQHQVTIVQFVPSMLSVFLDHFNRIELNMNCSSVRHVFSGG
EELSSGLVRRFQQKWNYSGQVKLTNFYGPTEATIYVNAFDIQPNQEFVST
GQPIQNTQLYVLDQONQRLQSIGIEGELYIGGAGLARGYLNRPNLTAEKFV
SHPFQLGERLYRTGDSVRYLTDGNIEFIGRMDHQVKMRGFRIELGEIEAT
LEKCSFIKEAVVLVREDRPGDQRLVAYVISDENTEEWREYLQKQLPNHMI
PAHFVELEHFPLTPNGKIDRKALPIPDEQAIGDLNVLPRTPSEELIASVI
GQVLGIENIGIQDSFFERGGHSLLATQIVSRLQELFQIKIPLRELFKHDT
VEALAKRVDQLRKEDKEREVAPLVPMKREEV I PLSYAQKRLWF IDQLMPN
SAMYNIHAACRLTGKWSIEALEVGWNQLLERHESLRTTILEQEDEPFQQV
QSHVFRHIPQTNLTDLSLEDREREMKRLIQNEAEEPFHLGQGPLIRTRIL
KVDREEWVLICTMHHI ISDGWSMGILLEEWMAFYEGALTGKPVELKELST
QYADFVMWQKEWQKEENLNQHLQYWKEELSGELPVLQLPMDRPRPAVQTH
RGASQSLIVANSLQEKLKDLSLQEGCTLFMTLMAAYQSFLSRYTGQDDI T
VGSPIANRNVKEIEGLIGFFANTLVYRADFSENPTFQELLSQVRKKALKA
YEYQDIPFEKVVESVKPERNTSHSPIFQTMFTLONTKQEFLQOLSERQMEL
MESHASVAKFDLSLFASETEEGLSLTFEYNTDLFNDTTIERMASHFKHWL
NQIVSHPKCVLSELNMLSKVEYKQLLEEWNKSRVIDMEESTIHTMFEEQV
KKTPEAIAVVCEDEELTYRELDERSNQLAHYLQKNGVTCESLVGVCVTRS
SEMIVGLLGIMKAGGAYVPIDPAYPESRLQYILEDAQIKVLVTQEKLQQK
MVIPKFVNVICIDRNRAEIEQEVTTVCTSEVTGDNLAYIIYTSGSTGNPK
GVMIEHRNTVTMIHWAHHTYSRKELAGVLASTSLSFDLSVFEVFVPLTMG
GKVIVTENALHLEKLSSKGVTLVNTVPSAAKELVRAKTIPSSVKVMNLAG
EPLPYSLVQDLYERNTIEKVYNLYGPSEDTTYSTYMELEKGVMHRVPPIG
KPIFNTEVYVLSAEQKMVPIGVVGELYIGGSGLARGYLKRPDLTKNRFIP
HPFKEGERIYRTGDLVRYLPDGNLEYVGRIDHQVKIRGFRIELGEIEAIL
QRHTLVNEAIVMVREDYPGDPRLIAYVVGDGDAQKWRDYLKDQLPNYMIP
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AYFVGLNAFPLTPNGKIDRKALPAPEKQEIASGYIAPRTSTEKTIVSIWH
EVLGMENIGIQDSFFEIGGHSLLATQAVSNLKEAFAIDIPLHDLFMFHTV
EQLAEQIDQLLDNKNQEMONGSKENVSLQODY IQKEAEVSNDEELLELLKQ
LEELSEEEAQGIFESNLIEEGVKKMRSDLLAKLSSLSPEKRAWLOKQMOQK
KENKEALPLSYAQQRLWFMDRFNPNSSLYNI PTVWHLKGNWI PEALEKGF
NRLIERHESLRTVFKEVGEQPVQQIVEFLPRALPVRDYSQLPLEVKEKEV
DSLIAREAQEPFNLMNGPLVRNQLVQLEKDEWLLLCTMHHI ISDAWSIGT
FMNELLAFYEEETGGNPAKLSSLSIQYADFAKWQKEWLQGDVLNRQLTYW
QEELSGELPILQLPVDRPRPVKQTYSGATHHVIFPYKLLSQLKDISRQEG
STLFMTLMAAYQSFLARYTGQKDILVGSPIANRNHKGVEGLIGFFVNTLYV
YRSDLSGIPTFREILNQTKKKALKAYEYQDIPFEKVVEAVQPERSTSHSP
IFQTMFTLONIKQERLDLPNRSIEMVESNMSIAKFDLSLTAYEVEEGLFV
SFEYNTDLFDSSTIARMAGHFENWLNEITYHPDESYTKLSMLSDTEQKQL
LEEWNDTDVVYGHDCMIHELFEQQVARTPNAVAVVYEGGKLTYQELNEKS
NQLAHFLQKRGIGPESLVGICIERSPDMIIGLFGILKAGGAYVPLDPSYP
ENRLRYILENSQIQVLLTKEALQDWLPKDIRAICLDRDQVMISKESNLAP
VSGVTANNLAYIIYTSGSTGNPKGVMIEHHSVINRLOWMQKKYPLSEDDT
ILQKTPFSFDVSVWELFWWSFVGARVCLLPPGGEKDPVVIEEYIERYRVS
TMHFVPSMLSTFLDYMELYNSKRDVSSLIQVFTSGEALNTEQVRRFKGIF
YNVQQTKLINLYGPTEATVDVTYYDCDLEKEAMLIPIGRPIDNTELYVLD
QYQQVVPIGVAGELYLGGVGLARGYFNRPDLTTERFIPHPFKDGERLYRT
GDLVRYMNDRNLEYIGRIDNQVKIRGFRIELGEIEAALHDHSSVKEAVVL
VKEDRPGDKQLVAYVVGEGDTGEWREYLKKQLPHYMVPAYFFQIEGMPLT
PNGKVNRKALLELEEQFISEDITSSRTPVEELIVSVWSQVLGIKNISVQD
SFFEIGGHSLLATQVVSRLQEIFQIELPVRELFEYTTVESLAKRLEQLRK
GDKKREIPPLIPMERGEAIPLSYAQQRLWFIDQFTPNSALYNMPMVCRLT
GNWLLEALETGWNQLIERHESLRTVFQEVNGQPVQQIKSYAFQSIPKTDL
TMLSSEDREEEVKRFIQQETEVPFDLTEGPLIRTSILHVGEEEWILLCTL
HHIISDGWSMGILLEEWMAFYEKATDGKVAELEPLPVQYADFAQWQKGWL
KEEVLDQQLQYWREELSGELPVLQLPMDRPRPAIQTHHGSTYTLVLPSTL
HDKLNELSRKEGATLFMTLLAAYQSFLSRYTGQEDILVGSPIANRNYRET
EGLIGFFVNTLVYRTNLSGGPTFQDVLYQVRQKALKAYEYQDIPFEKIVE
VVQPERSTSHSPIFQTMFILONMKQEFPVLSSRSIEMIESHSPIAKFDLS
VMAVETEEGLLFTFEYNKDLFNATTIERMAGHFEKWLYEVSHRPONPLHD
LSMLSEPERNLLLETWNDTVMEMSHQGLICERFEEQVAMRPDAIAIVDQT
KQWTYGELDIQANQLANVLQRKGVAPESVVGVYLPRSAELMASLLGILKA
GGAYVVLDPLYPKSRLEYMIEDAGIQFVVTAEVQEGHFAHVEMVRLEELT
VESVIAPTRQINPENLAYIVYTSGSTGKPKGVMVEYRSLMNMVSWHQEVY
RISAEDRATQIAGVAFDSAVQEIWPYLTAGAALYLSTEELRINPEALRDW
LIDSRITASFAPTPILERLLKLSWPDKTDLRFIITGGDQLTQYPSNDIPF
AVINQYGPSENTVVTTDCYVPVGVTTGTPSIGRPIANTEVYVLDSHLQLYV
PIGVIGDLYIGGKSLARGYANRPDLTKEKFIPHPFKSGERLYYTGDKASY
LSDGNLQFHGRIDDQVKIRGFRIELGEIEAVLQAHSSVKEAVVLVREDNQ
GDKRLVAYVVGEGSVHEWREHLQTHLPNYMVPTNFIEMEFLPLTPNGKLD
LKALPILSEQSAENTVYPRTPLEELIASVWSQVLGIRDIDVQDSFFELGG
HSLLATQVVSRLQEVFQIKLPVRELFEYSTVEALSKRIDQLRKGSEKRET
PPLMPIERGGNIPLSYAQQRLWFIDQFAPNSALYNMPMACRLTGNWLPEA
LELGWNQLIERHESLRTVFYEEDGHPIQQIQPYVFRPLLOMDLTKLSLEE
RERKLEQWIQTEVESPFDLEQGPLFRGKLIRISEEEWILLCNMHHIISDG
WSMEILLQEWMAFYENAIGEKQAELEPLPVQYADFAQWQREWLKDELLYQ
QLAYWKEELSGELPVLMLPMDRPRPPVQTHHGLTHNVLLSRSLLDKLNEL
SRQEGATLFMTLLAAYQSFLARYTGQTDIIVGSPIANRNYREIEGLIGFF
VNTLVYRADLSNAPAFQELLSQVRIKALKAYEYQDVPFEKIVEVIQPERN
TSHSPIFQTMFTLONTGQKLPELHGRNIEVMESNAPIAKFDLSLTAAEVE
EGLLLTFVYRTDLFDSLTIESMAEHFGNWLNVIVENPDKSLAKLPILSGL
QOKQLEEWNNDAVAYLQESTIHQLFEEQVNRTPDAVAVVDEKQQLTYREL
NEKANQLAHYLQQCGIGNESLVGLCFERSVEMVVSIMGIWKAGAAYVPLD
PSYPESRLRYILEDTGIQVLVTNESLEDWIPKEMKIVCLDRDQAMISQES
ILSPKCEVTGETLAYVIYTSGSTGNPKGVLIQHHSVLNLSHGLQKEVFEH
EIPSNMHVGLNASIAFDASIQQLOMLLYGSSLYIIPNEVRSDPEQFVAYI
RENKLEIFDITPSLLQLLIDVGLLETCDGIHVPSKVLVGGEAIMPSLWEQ
LVETDKIQFYNVYGPTECTVDATCYHIKKDSKRVTIGRPLPNVQTYVLDR
NRLPVPVGVMGELY IGGAGLARGYLNRPELTSERFISHPFKEGERLYRTG
DLVRYLPDGNIDYLGRMDNQVKIRGFRIELGEIESTLQEHDLVKEVVVIV
RENQSGDKRLVAYVVGEGSLEEWREYLKTKLPIHMIPSYFVEMKELPLTI
NGKVDRKSLPIPDYQGTQEGYAAPRNEREHKLSIIWERVLGSKRIGIYDN
FFEIGGDSILSIQIVSRAKQAGLQLTPKQLFEHQTIAELAQVVKEEQGVQ
AEQGIITGETILTPIQQRFFAQNHPNPHHWNQSMFFRTKEKLDIGSLEKA
ARSLLLHHDALRLRYERLPNGTWEQWNEGIKEQLMLTVISLDEVPEADWH
EVIQKEINVAQERLNLHDGPLMRMVYFDEDEKTGRLFWT IHHLAVDGVSW
RILLEDLQTAYTQAVQGQKIQLPMKSTSFKEWSEKLQHYAETGISKEVLH
YWEQQAEQDVVILPVDGTISNPVSAVTEEITVVLNENETRMLLQETLSTH
RVQINEVLLAALVQATAACTGQPILSVDLEGHGREEI IEDVDLSRTVGWF
TSIYPVHLNITNANTPIAALKAVKEQVRKIPNKGVDYGVLCYMNATMCEQ
LSFQYTPSISFNYLGQFDQLFSSDAMFIPENEFKRLDHAAGSKRSHVIDV
IGVVTDGKLQFTWVYNVGQFAKSTIQSIAQNMLYQLSTLIQFSDRESALT
ISDFAMANLSQEGLTNVLNKMHRGKNNQITDLYPLSPLQEGMIFHTLHDQ
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GDEHVAPYIVQLSFMIRGKMNIPTFEQAWKSVIQRHEIFRTAFVWDEIEE
PVQVVYENIPFKVNKEDWRTMTSEEIEEKRKVFLELDRKQAFQFDEAPLM
RVIVIQEGEEEYRIVWTHHHILLDGWSLPLVFNELLTVYQKRMNGEAVKL
PKSSPYKKYIQWLREQDKEQAEQFWREKLKGFTAPTLLGLESKEEEKGYT
EKVTYLSEEQTQALQGWAKRNKLTLSTVIQGAWAYLMSRYSGENDIVFGV
TSSGRSTEIIDVENIVGPFITTSPTRIQLMDDIKLIDWLOQKIQEEEIERR
QYEYASLTEIQAWSEVPRGIPLFNSLYVFENYPVKEESSENLEIGELEGV
EETHYPLGLAVVPGIQLSLKLMYDRSKFNRVTIERMLGHLHKVLMQOMLKN
IDONLSELVYITEAEQRKLLEEWNNNTISYPRENAIHQLFEEQVNRTPDA
LAVVDEKQQLTYRELNERANQLAHHLOKCGIGTESLVGLCFDRSVEMVVG
LMGIWKAGAAYVPLDPSNPESRLRYILEDTDIQVLVTNEVLVGWIPKETIK
VVCLDRDQAMISRESKLSPTCEVTGENLAYVIYTSGSTGNPKGALVQHHS
VINLSYGLQKEVFSHEIPNNMRVGLNASTIAFDVSIQQLOMLLYGSSLYIT
PSEVRTNPEQFVSYIRENKLEMFDMTPSLLOLLIDGGLLEISADVHVPSK
ILVGGEAIMPSLWEQLVETEKIDFYNVYGPTECTVDATCYHIKKDSKRVT
IGRPLPNVQTYVLDKNLLPVPVGVTGELYIGGAGIARGYLNRPELTAERF
IRHPFNEEERLYRTGDLVRYLPDGNLDYLRRIDNQVKIRGFRIELEEIEA
NLERHPLVKEAVVLVTEDKLGEQRLVAYVVGDGSMHDWREYLKTQVPNYM
VPAHFIKVDEIPLTTNGKVDRKALNNLTILRENNFSTPIIPRDEIEYQLT
KIWQDVLQIEDVYVNDDFFNRGGHSLLVIKLVSKIREKFGKEIKVSTLIK
NPTVEGIACLIRDKHDMTKSVAALVPLQESEKRPFFCVHPFMGNVFCYIQ
LARLLKSRCSFYGLONPLIEKKEIDELTLPEVIQLYMEEIKRVQPEGPYR
LGGWSLGGTIAYETATVLKNQGEEVELLVLMDTKVPSKQDHKTSEDMLSY
IYEHFIPRDLTEQEGDLVHKQDMLVEQLIMEGVLTPDADLINLKQVINAH
RKCLNIMAEHDLIPYSGEVLYFSAEEGKELFTDWGPLLKGRVNRYSVPGS
HEEIVDSPAVEKIAMYLLNEFEGIKEKSILLTEK
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Annexes 4 :
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Dans le tableau suivant, la rangée indique la premiere lettre du codon, la premiere colonne

indique la seconde et la derniere colonne indique la derniere lettre du codon.

uuuy
phénylalanine

uuc

leucine

CUG

isoleucine

méthionine

valine

SErine

proline

Coe
o

thréanine

alanine

Acides aminés et masse molaire (g/mol)

© 2011 Tous droits réservés.

histidine

glutamine

asparagine

que

acide
glutamique

uGuU

UGC

arginine

arginine

glycine

Acides Code MW (g/mol)
aminés

Alanine Ala 89
Arginine Arg 174
Asparagine Asn 132
Aspartate Asp 133
Cystéine Cys 121
Glutamate Glu 147
Glutamine Gln 146
Glycine Gly 75
Histidine His 155
Isoleucine Ile 131
Leucine Leu 131
Lysine Lys 146
Méthionine Met 149
Ornithine Orn 132
Phénylalanine Phe 165
Proline Pro 115
Sérine Ser 105
Thréonine Thr 119
Tryptophane Trp 204
Tyrosine Tyr 181

186
http://doc.univ-lille1.fr



Thése d'Arthur Tapi, Lille 1, 2010

Valine Val 117

Annexe 5

187

© 2011 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1.fr



Thése d'Arthur Tapi, Lille 1, 2010

S11

LSSEVE

885 ¥LL

[ne] susj

5000

40004

3000

2000

0

S12

LE9°PL L

608 w201

0€8'8501-
588 ¥¥O )

BELLOOL

EPOLLI6—
052 606

LA
OFeLLi8
905’108

L29ere

125662
£28'ELL
LS L
042084

i T —
06€'289
0E' 999
08Y'050———
60169
CEB LIS
B58'€00

691605
LLG7TSS
89V GEG

904 1eS
9.0°80%

_u,
&

['ne] “susju|

2000+

1500
00

R0

miz

0

188

http://doc.univ-lille1.fr

© 2011 Tous droits réservés.



© 2011 Tous droits réservés.

Thése d'Arthur Tapi, Lille 1, 2010

E
@, 4 @
1 <
2 A
3 4 -
E ©
3000 |
=t
[=)]
1 iy
© =
2~
1 oi
M~
©w«
2000 |
[}
1000 8 9
4 ©
o =
3
| T | T T I I T
600 800 1000 1200 1400 1600
m/z
by
p=J
L] T2
n &
w *
=
® 3
£ 6000 b
]
2 &
» P
* %
4000
f=]
™
© >
o o™
© G
™
P~
‘to
w
el
3 ‘ @ 2 o
d o | o o
| o o |8 A
" - @ =3 IR o
2000 - 0 2 @ © TS =
8 o el s o & = o o
= =8 2 P = 3
I ~ - | o —
iz 3 . |
oA

T T T T T T [ T T T T T T T T T T T T
800 900 1000

T T T T T
) 600 700 1100 1200 1300

189

http://doc.univ-lille1.fr



Thése d'Arthur Tapi, Lille 1, 2010

Résumé
Les synthétases non ribosomiales sont des complexes multienzymatiques qui synthétisent des peptides
atypiques par un mécanisme de thiotemplate indépendant des ribosomes. Ces peptides possedent un large
spectre d’activités biologiques et sont utilisés dans les domaines de la médecine et de la recherche
biologique. Leur application dans d’autres domaines comme I’agriculture et I’environnement est de plus en
plus envisagée a cause de leurs fonctions diverses et surtout de leur innocuité par rapport aux analogues
chimiques. Plusieurs microorganismes posséderaient la capacité de synthétiser ces molécules particulieres.
Nos travaux se sont concentrés sur la mise au point d’une nouvelle approche moléculaire de criblage par la
réaction de polymérisation en chaine, dans le but de détecter des souches de Lactobacillus et de Bacillus
capables de produire ces peptides particuliers. Ainsi, plusieurs couples d’amorces dégénérées spécifiques
(As1-F/Ts2-R, Am1-F/Tm1-R, Af2-F/Tf1-R, Apl-F/Tpl-R et Abl1-F/Tbl1-R) ont été définis a partir des
geénes connus de synthétases impliquées dans la biosynthése de ces molécules. Ces amorces ont permis de
révéler le potentiel de synthése de molécules non ribosomiales des souches de Bacillus cereus LMG 2098
et de Bacillus thuringiensis serovar berliner, puis ont confirmé la présence de génes NRPS dans d’autres
bacilles déja connus pour la synthése de ces molécules.
La combinaison de ce criblage moléculaire avec les analyses biochimiques classiques a permis de montrer
que la kurstakine présente chez B. thuringiensis est synthétisée par voie non ribosomiale.

Mots clés : Lipopeptides non ribosomiaux, amorces dégénérées, PCR, kurstakines.

Abstract
Non-ribosomal peptide synthetases are multimodular enzymes that make atypical peptides through a
thiotemplate mechanism independent of ribosomes.
These peptides have a broad spectrum of biological activities and are used in the fields of medicine and the
biological research. They also have a lot of potential applications in the agricultural and environmental
fields because of their various functions and especially their harmlessness compared to the chemical
analogues. Several bacteria would have the capacity to synthesize these particular molecules.
Our works concentrated on the development of a new molecular approach to screen by PCR Lactobacillus
and Bacillus strains able to produce these particular peptides. Thus, several specific degenerated primer
pairs (As1-F/Ts2-R, Am1-F/Tm1-R, Af2-F/Tf1-R, Ap1-F/Tp1-R and Abl1-F/Tbl1-R) were defined starting
from known genes of synthetases implied in the biosynthesis of these molecules. These primers reveal the
potential of synthesis of non ribosomal molecules by Bacillus cereus LMG 2098 and Bacillus thuringiensis
strains, and then confirmed the presence of NRPS genes in other Bacillus already known for the synthesis
of these molecules.
The combination of this molecular screening tool with the traditional biochemical analyses made it possible

to show that the kurstakin presents in B. thuringiensis is synthesized by non ribosomal pathway.

Keywords: Non ribosomal lipopeptides, degenerated primers, PCR, Kurstakins.
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