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Résumeé

Role du phosphorelais EnvZ/OmpR chez la bactérie phytopathogéne Dickeya dadantii

Au cours de leur vie, les bactéries pathogénes sont confrontées a de nombreuses variations
environnementales souvent appelées stress, notamment au cours du processus infectieux.
Pour survivre et coloniser avec succes son héte, la bactérie doit percevoir ce nouvel et hostile
environnement pour s'y adapter rapidement. C'est le rble principal assigné aux phosphorelais.
Ces systemes sont composés d'un couple capteur/régulateur. Sous I'action d'un stimulus, le
capteur s'autophosphoryle et transmet son phosphate au régulateur, qui module I'activité d’'un
ensemble de génes cibles permettant I'adaptation au nouvel environnement. Notre modéle
expérimental Dickeya dadantii est une bactérie phytopathogéne nécrotrophe responsable de
la maladie de la pourriture molle chez un large spectre de plantes hbtes. Les variations de pH
et d'osmolarité sont deux des stress souvent rencontrés et combattus par les bactéries
pathogénes. Les phosphorelais EnvZ/OmpR et RcsCDB sont deux systéemes majeurs
répondant a ces stress. Le laboratoire avait précédemment démontré que le niveau
d'activation du systéme RcsCDB dépendait de la concentration en glucanes périplasmiques
osmorégulés (OPG). Leur concentration est d’autant plus élevée dans le périplasme que
'osmolarité du milieu est basse ce qui fait des OPG un intermédiaire essentiel dans la
perception de lI'osmolarité. Cela nous a poussé a éclaircir la relation entre EnvZ/OmpR et les
OPG. Jai montré que, contrairement a l'activation du systéme RcsCDB, I'activation du
systeme EnvZ/OmpR ne dépend pas de la concentration des OPG, tout en nécessitant leur
présence pour I'activation correcte de ce phosphorelais. Pour mieux comprendre le réle du
systéme EnvZ/OmpR chez D. dadantii, I'activité de ce systéme a été étudiée in vivo et
in planta. Alors que le systeme EnvZ/OmpR est activé dans un milieu a pH acide et a une
osmolarité élevée chez E. coli, mes travaux montrent que seule la variation du pH active ce
phosphorelais. De plus, contrairement a E. coli qui posséde deux porines majeures, il ne
semblait exister qu'une seule porine majeure chez D. dadantii. Mes études ont cependant
révélé I'existence d’'une seconde porine apparaissant a pH acide in vivo et in planta. Ces deux
porines de type OmpF sont régulées par le pH via OmpR. Passée une adaptation de quelques
heures dans I'héte, le profil de ces porines dans I'enveloppe ne change plus durant I'infection.
Pourtant, le niveau d’activation d’EnvZ/OmpR durant cette méme période fluctue. Ainsi, au
moins un autre parameétre environnemental module l'activation de EnvZ/OmpR in planta.
Enfin, 'absence de variation des porines dans I'enveloppe durant cette méme période suggére

qu’un autre régulateur, peut-étre RcsCDB, permettrait le maintien de leur niveau d’expression.
Mots Clés : Dickeya dadantii; phosphorelais EnvZ/OmpR ; stress environnementaux ;
virulence ; glucanes périplasmiques osmoreégulés ; porines
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Summary

Role of EnvZ/OmpR phosphorelay in the phytopathogen bacterium Dickeya dadantii

During their lifetime, pathogenic bacteria are confronted with numerous environmental
variations often referred to stress, particularly during infection. In order to survive and
successfully colonize its host, the bacterium must perceive this new and dangerous
environment to adapt quickly. This is the main role assigned to phosphorelays. These systems
are composed of a sensor and a cognate regulator. Under the action of a stimulus, the sensor
autophosphorylates and transmits the phosphate group to its regulator, which in turn
modulates the activity of a set of target genes allowing adaptation to the new environment. Our
experimental model Dickeya dadantii is a necrotrophic plant pathogen bacterium responsible
for soft rot disease in a wide range of plant species. The variation of pH and osmolarity are
two stresses often faced and fought by pathogenic bacteria. EnvZ/OmpR and RcsCDB
phosphorelays are two major systems known to respond to these stresses. The laboratory had
previously demonstrated that the level of activation of the RcsCDB system was dependent on
the concentration of periplasmic osmoregulated glucans (OPG). Their concentration in the
periplasm increases as the medium osmolarity decreases, making OPGs a major intermediate
in the perception of osmolarity. This prompted us to decipher the relationship between
EnvZ/OmpR and OPGs. | showed that, unlike for the activation of the RcsCDB system, the
activation of EnvZ/OmpR doesn’t depend on the concentration of OPGs, but still requires its
presence for proper activation of the phosphorelay. To go deeper into the EnvZ/OmpR system,
activities of this system have been studied in vivo and in planta. While the EnvZ/OmpR system
is activated in a medium with an acidic pH and a high osmolarity in E. coli, my work shows that
only pH variation activates this phosphorelay in D. dadantii. In addition, only one major porin
(versus two in E. coli) was previously detected in D. dadantii. My studies revealed the
existence of a second porin expressed at acidic pH in vivo and in planta. These two OmpF-
like porins are regulated by the pH via OmpR. After adaptation for a few hours in planta, the
pattern of these two porines remains the same over the rest of the infection. However, the level
of OmpR activation during the same period fluctuates indicating that at least one other
environmental parameter modulates the activation of EnvZ/OmpR in planta. The steady state
level of the porines in the envelope during this same period suggests that another regulatory

system, perhaps RcsCDB may maintain their expression level.

Keywords : Dickeya dadantii ; phosphorelay EnvZ/OmpR ; environmental stress ; virulence ;

osmoregulated perisplasmic glucans ; porins
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1. Dickeya dadantii, notre modele d'etude

1.1. Taxonomie de Dickeya spp

La classification des entérobactéries phytopathogénes a beaucoup évolué au cours du
temps. Initialement, toutes les bactéries a GRAM négatif phytopathogénes ayant une forme
de bacille, anaérobies facultatives et possédant une ciliature flagellaire péritriche sont
regroupées dans un seul et unique genre : Erwinia (Winslow et al., 1920). Dans ce genre, on
distingue quatre sous-divisions : les Erwiniae nécrosantes, les Erwiniae pectinolytiques, les
Erwiniae a pigments jaunes et les Erwiniae atypiques. A la fin des années 1990, des études
de séquences d’ADNr 16S chez différentes espéces d’Erwiniae sont menées par Hauben et al.
(1998), ce qui permet la formation de quatre nouveaux genres :

- Erwinia ou on retrouve les Erwiniae nécrosantes tels que Erwinia amylovora.

- Pectobacterium ou on retrouve les Erwiniae capables de fortes activités pectinolytiques

tels que Pectobacterium carotovorum.

- Brenneria ou on retrouve une partie des Erwiniae parasites des plantes lignifiées tels

que Brenneria salicis.

- Pantoea ou on retrouve les Erwiniae produisant un pigment jaune tels que

Pantoea agglomerans.

Jusqu’en 2005, Dickeya dadantii, également appelée Erwinia chrysanthemi, appartenait
au genre Pectobacterium. Une étude menée par Samson et al. a remis en question cette
classification. En effet, des études génotypiques et phénotypiques réalisées sur 75 souches
différentes d’'Erwinia chrysanthemi ont entrainé la création d’'un nouveau genre : Dickeya. Six
espéces ont été mises en évidence: Dickeya dieffenbachiae, Dickeya zeae,
Dickeya dianthicola, Dickeya chrysanthemi, Dickeya paradisiaca et Dickeya dadantii (Samson
et al., 2005). En 2012, Brady et ses collaborateurs classifient D. dieffenbachiae en I'associant
a D. dadantii sous I'appellation de D. dadantii subsp dieffenbachiae, créant également de ce
fait D. dadantii subsp dadantii. Récemment, de nouvelles espéces ont rejoint le genre
Dickeya: Dickeya solani (isolée de pommes de terre infectées en 2014), Dickeya aquatica
(isolée des nappes phréatiques en 2014) et Dickeya fangzhongdai (extraite de I'écorce de
poiriers Pyrus pyrifolia en 2016) (Van der Wolf et al., 2014 ; Parkinson et al., 2014 ; Tian et al.,
2016). Peuvent étre ajoutées a cette liste deux autres espéces ne possédant pas encore de
dénomination : une souche isolée de la macération de feuilles d’orchidées Phalaenopsis et

une souche isolée de plants d’Ananas comosus (Ali¢ et al., 2017 ; Marrero et al., 2013).
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1.2. Expansion géographique de Dickeya spp

Dickeya dadantii est responsable de la maladie de la pourriture molle sur un large spectre
d’hétes. Ce dernier comprend prés de 35% des plantes issues du clade des angiospermes
(Ma et al., 2007). Les espéces du genre Dickeya sont capables d’infecter aussi bien les
monocotylédones que les dicotylédones regroupant dans ses cibles 21 familles réparties sur
15 ordres de plantes angiospermes (Ma et al., 2007). A I'origine tropicale, D. dadantii émerge
dans les pays tempérés et se retrouve désormais dans tous les pays du monde (Source :
European and Mediterranean Plant Protection Organization). Accompagnée de
Dickeya dianthicola et Dickeya solani, elle est notamment de plus en plus présente en Europe
et en Israél causant des dégats considérables que ce soit sur les plantes potagéres comme
Solanum tuberosum (pomme de terre), Cichorium intybus (endive) et Vanilla planifolia (vanille)
ou ornementales avec Saintpaulia ionantha et Pelargonium (Toth et al., 2011 ; Charkowski,
2018) (Figure 1). Les Dickeya spp sont responsables de nombreuses épidémies sur les
cultures de pomme de terre notamment en Israél en 2005 (D. solani et D. dadantii), en Irlande
en 2011 ou encore aux Etats-Unis en 2014 (D. dianthicola principalement mais D. solani et
D. dadantii sont retrouvées également) (Toth etal., 2011 ; Charkowski, 2018). L’impact
économique majeur de cette dégradation se chiffre en milliards d’euros de pertes.

Figure 1 : Hotes de Dickeya spp présentant la maladie de la pourriture molle

A : Solanum tuberosum (Pomme de terre) ; B : Cichorium intybus (Racines d’endives) ;

C: Arabidopsis thaliana ; D : Daucus carota subsp. sativus (Carotte); E: Solanum lycopersicum
(Tomate) ; F & G : Capsicum annuum (Poivrons) ; H : Brassic oleracea (Chou). (Reverchon et Nasser,
2013)
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Pourquoi D. dadantii et les Dickeya spp en général sont-elles présentes désormais dans
tous les pays du monde ? La principale hypothése repose sur la hausse des échanges
commerciaux cumulée a I'exportation de plants contaminés de maniére latente (Toth et al.,
2011). D’autres hypothéses sont également avancées. On dénote notamment de mauvaises
pratiques de culture comme la monoculture ou encore I'absence de méthodes prophylactiques
(Charkowski, 2018). Le réchauffement climatique est également mis en avant pour expliquer
'expansion des Dickeya spp. En effet, ces derniéres sont dotées d'un grand pouvoir
d’adaptation notamment en ce qui concerne la température : D. dadantii a un pouvoir
infectieux plus important a 28°C mais elle reste capable de se développer jusqu’a 39°C
(Charkowski, 2018). D. dadantii est également capable d'utiliser certains insectes comme hoéte
alternatif, notamment le puceron des bois Acyrthosiphon pisum. D. dadantii est la seule
bactérie phytopathogéne capable de sécréter des toxines Cyt qui lui permettent de coloniser
le puceron. Cette enzyme, retrouvée chez les zoopathogénes, permet aux bactéries de
perforer I'épithélium intestinal permettant ainsi sa dissémination. Une fois colonisé, I'insecte

peut infecter de nouvelles plantes saines (Grenier et al.,2006 ; Costechareyre et al., 2012).

Il n'existe actuellement aucune méthode efficace pour éliminer les bactéries de la
pourriture molle ; il N’y a donc pas moyen de guérir les plantes infectées. De nombreuses
recherches sont effectuées pour contrer ce fléau. En Amérique du Nord, des solutions sont
mises en place notamment le traitement des semences ou des cultures par des procédés
biologiques, physiques ou chimiques comme la pulvérisation de cuivre. La sélection végétale
est également mise en avant afin d’obtenir des plants ayant une meilleure tolérance aux
pathogénes en optimisant par exemple la sécrétion de peptides antimicrobiens (Charkowski,
2018). En paralléle, I'utilisation de bactéries antagonistes et de bactériophages offre de
possibles solutions. Des bactéries antagonistes comme Serratia plymuthica ont été testées
pour limiter I'infection en pommes de terre par Dickeya spp avec des résultats prometteurs
lors d’essais en serre (Czajkowski et al., 2012). Les bactériophages offrent la possibilité la plus
importante de ces derniéres années avec un séquengage complet des génomes des phages
de Dickeya spp depuis 2012. Il existe notamment des phages a larges spectres d’hotes
touchant a la fois Pectobacterium et Dickeya, réduisant ainsi la maladie de la pourriture molle

chez la pomme de terre (Czajkowski, 2016).
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1.3. La pathogénicité de D. dadantii, un processus multifactoriel

1.3.1. Les différentes étapes de l'infection

Principalement retrouvée dans les sols, D. dadantii est une bactérie saprophyte qui a la
capacité de devenir pathogéne lorsque son héte est blessé. Le processus débute avec une
phase de vie qualifiée d’épiphyte. Durant cette phase, la bactérie est présente a la surface de
la plante et cherche a entrer dans les tissus végétaux. Pour cela, elle a besoin d’'une lésion de
la plante. Une plante blessée produit une molécule d’alerte qui est également un
chimioattracteur puissant : I'acide jasmonique (Antunez-Lamas et al., 2009 [A]). D. dadantii
reconnait cette molécule et se dirige vers elle, notamment grace a ces capacités de motilité et

de chimiotactisme (Antunez-Lamas et al., 2009 [B]). La phase asymptomatique débute alors.

Une fois entrée, la bactérie colonise I'apoplaste, espace formé par les interstices
cellulaires permettant le passage d’eau et de solutés dans la plante. Elle est alors confrontée
a de nombreuses variations de son environnement, notamment en se retrouvant dans un
milieu acide (pH 4 a 6,5 selon les espéces) et de basse osmolarité (Reverchon et Nasser,
2013 ; Figure 2). Dés I'entrée de la bactérie, la plante active ses systémes de défense, I'acide
jasmonique servant également de médiateur dans cette réponse (Taurino et al., 2014). Une
fois dans l'apoplaste, la bactérie entame sa phase de multiplication alors que la plante
commence a synthétiser des ROS (Reactive Oxygen Species ou Espéces Réactives de
'Oxygéne), entrainant un stress oxydatif, ainsi que des peptides antimicrobiens et des
phytoalexines (composés phénoliques végétaux appartenant aux flavonoides) pour combattre
l'infection (Reverchon et Nasser, 2013 ; Figure 2). Afin de contrer ces réactions de défenses,
la bactérie produit de nombreuses molécules qui lui permettent de résister au stress oxydatif
comme l'indigoidine, molécule capable de piéger les ROS (Reverchon et al., 2002), ou encore
différentes enzymes anti-oxydantes telles que les superoxydes dismutases ou les catalases
(Reverchon et Nasser, 2013). A ce stade-la, deux scénarios sont possibles : soit la réponse
de la plante est suffisamment forte et stoppe l'infection, soit la bactérie parvient a surmonter

ces attaques et passe a la derniere phase de l'infection : la phase symptomatique.

Durant la phase symptomatique, grace entre autres a I'alcalinisation du milieu causée
par la réponse immunitaire de la plante (Mathieu et al., 1998 ; Jiang et al., 2016), la bactérie
secrete une batterie de PCWDE (Plant Cell Wall Degradation Enzymes ou Enzymes de
Dégradation de la Paroi Cellulaire Végétale) : cellulases, protéases et surtout pectinases qui
vont hydrolyser les différents composants de la paroi végétale et conduire a la lyse des cellules
(Hugouvieux-Cotte-Pattat et al., 1996). Cette lyse cellulaire entraine une augmentation de

I'osmolarité du milieu et permet & la bactérie de se nourrir, se multiplier et se disséminer de
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proche en proche, contaminant ainsi les tissus sains de la plante. La macération, signe visible
de l'infection, s’étend a travers la plante jusqu’a sa mort (Figure 2).

Phase asymptomatique Phase symptomatique

Dickeya
dadantii

Vie épiphyte Pénétration Début de la Colonisation Macération
dans I'apoplaste Colonisation

ROS
Défenses de la Plante {Phénols
PAM

Stress pH  pH 5/6 pH>8

Stress Osmotique  Basse Haute

Osmolarité Osmolarité

Figure 2 : Cycle infectieux de D. dadantii et stress pergus par la bactérie durant les différentes
étapes d’infection.

Adapté de Reverchon et Nasser, 2013

L'entiéreté de ces phénoménes n’est possible qu'a l'aide de nombreuses fonctions
bactériennes. Parmi les processus impliqués, on peut citer entre autres :
- La motilité et le chimiotactisme (Jahn et al., 2008) ;
- La sécrétion d’exopolysaccharides (Condemine et al, 1999)
- La capture du fer notamment grace a la présence de deux sidérophores: la
chrysobactine et 'achromobactine (Franza et al., 2002) ;
- Les systemes de sécrétion de type Il permettant la sécrétion des PCWDE (Tran et al.,
2013) ;
- Les systemes contrant les défenses de la plante comme les systémes de protection
contre les peptides antimicrobiens (Lopez-Solanilla et al., 1998) ...
La sécrétion d'un large éventail d’enzymes (pectinases, cellulases, protéases ...) est
également essentielle pour parfaire le processus de macération car ce sont elles qui vont
permettre le démantélement de la paroi cellulaire végétale (Hugouvieux-Cotte-Pattat et al.,
1996)
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1.3.2. Le processus de dégradation de la paroi végétale

1.3.2.1.  La composition de la paroi végétale

La paroi végétale forme un squelette externe entourant la bicouche lipidique permettant
de donner a la cellule sa forme et de supporter des pressions de turgescence élevées. Cette
barriére physique protége les cellules végétales contre I'infection et les dommages causés par
les agents pathogénes. En plus de son action protectrice, la paroi permet également d’assurer
une certaine rigidité au tissu végétal. Elle est composée de plusieurs niveaux : la paroi
primaire, la paroi secondaire et la lamelle moyenne (Figure 3). Au niveau de cette paroi sont
retrouvés de petits orifices de communication appelés plasmodesmes permettant les
échanges aqueux. La paroi primaire et la paroi secondaire sont constituées des mémes
composants mais dans des proportions différentes. La cellulose, 'hémicellulose, la pectine et
les protéines structurelles représentent en moyenne respectivement 30%, 30%, 35% et 5% de

la paroi (Cosgrove, 1997)

La cellulose, premier composant de la paroi, est constituée de molécules de D-glucose
lites entre elles par des liaisons B(1->4) formant ainsi des microfibrilles de longueur
indéterminée. Le deuxiéme composant est I'hémicellulose. C’est un polymére de glucose sur
lequel sont branchées des chaines latérales courtes composées de xylose, galactose,
arabinose ou encore fucose. Le dernier composant des parois est la pectine. La pectine est
un polysaccharide hétérogéne dont le monomere de base est le D-galacturonate. Ces derniers
sont liés en a(1->4). Le galacturonane est généralement estérifié et lié a des molécules de
rhamnogalacturonanes s’intercalant entre les différentes chaines. Certains monoméres de
galacturonate sont méthylestérifiés ou acétylestérifies (Harholt et al., 2010). En plus de ces

trois composants, diverses protéines sont intercalées dans la paroi (Figure 3).
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Figure 3 : Composition de la paroi des cellules végétales.
La paroi végétale est constituée d’une lamelle moyenne, composée de pectines, et des parois primaire
et secondaire représentant la paroi cellulaire, composées toutes deux de microfibrilles de cellulose,

hémicellulose, pectine et protéines solubles.

La paroi primaire, produite a partir de la lamelle moyenne, posséde une certaine flexibilité
favorisant la croissance cellulaire. A la différence de la paroi primaire, la paroi secondaire est
enrichie en lignine ce qui permet de rigidifier la structure. La lamelle moyenne, quant a elle,

est composée uniquement de pectine et permet d’assurer une cohérence dans le tissu végétal.

1.3.2.2. L’action des enzymes de dégradation sur la paroi végétale

Afin de pouvoir dégrader efficacement le tissu végétal, la bactérie doit démanteler la paroi
cellulaire et pour cela, elle doit produire une multitude d’enzymes. Parmi celles-ci, on retrouve :
- Deux cellulases CelV et CelY : CelV est sécrétée par le systéme de sécrétion de type I
tandis que CelY est périplasmique. Elles permettent la dégradation de la cellulose et
de I'hémicellulose des parois primaires et secondaires (Py et al., 1991 ; Boyer et al.,

1987).

- Des protéases PrtA a PrtG : Elles sont sécrétées par le systéme de sécrétion de type |
et permettent la dégradation des protéines des parois (Létoffé et al., 1990 ; Delepelaire
etal., 1991).

- Des pectates Iyases, pectines méthylestérases, pectines acétyestérases,
polygalacturonases, pectines lyases : Certaines sont sécrétées par le systéme de
sécrétion de type Il dans le milieu externe alors que d’autres sont périplasmiques voire

intracellulaires. Cependant, toutes ces enzymes interviennent dans la dégradation de
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la pectine, composant retrouvé dans les trois couches de la paroi cellulaire
(Hugouvieux-Cotte-Pattat et al., 1996).

Comme précisé précédemment, la pectine peut étre estérifiée et porter des groupements
méthyles ou acétyles. La premiére étape de la dégradation consiste a éliminer ces
estérifications afin d’obtenir un polygalacturonate (PGA) accessibles aux enzymes. C’est le
rble des pectines estérases PaeY et PemA (Kazemi-Pour et al., 2004). Une fois ces
groupements soustraits, le PGA est dégradé par les pectates lyases (PelA a PelE, Pell, PellL,
PelN et PelZ). Ces neuf enzymes clivent les liaisons glycosidiques du PGA afin de former des
oligomeéres (Hugouvieux-Cotte-Pattat et al., 1996). Ce rble sera également assuré par une
pectine lyase mineure PnlA. Toute cette premiére phase est extracellulaire. Les oligoméres
péneétrent alors dans le périplasme grace aux porines KdgM et KdgN (Condemine et Ghazi,
2007). Une fois dans le périplasme, les oligoméres donnent place a des digalacturonates
grace a l'action d’'un ensemble d’enzymes périplasmiques comme I'exopolygalacturonate
PehX ou la pectate lyase PelX. Pour finir, ces digalacturonates passent dans le cytoplasme
grace a différents transporteurs TogT, TogMNAB, ExuT et KdgT (Hugouvieux-Cotte-Pattat et
Reverchon, 2001) ou ils sont clivés par I'oligogalacturonate lyase Ogl en monomeére, donnant
alors le galacturonate et le 5-céto-4-désoxyuronate (DKI). Ces deux composants une fois
catabolisés deviennent du 2-céto-3-désoxygluconate (KDG), un intermédiaire du métabolisme

général (Figure 4).
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Figure 4 : Voie de dégradation de la pectine.

Les différentes pectinases nécessaires a la dégradation de la pectine sont sécrétées par le systeme de
sécrétion de type Il. Les polygalacturonates sont clivés par une multitude d’enzymes dans I'espace
extracellulaire. Une fois clivés, les oligogalacturonates passent dans le périplasme par les porines KdgM
et KdgN ou ils seront clivés en digalacturonates. Ces derniers sont transportés par ExuT, TogT,
TogMNAB et KdgT dans le cytoplasme pour étre clivés en monomeéres : le galacturonate et la 5-céto-

4-désoxyuronate (Adapté de Hugouvieux Cotte-Pattat et al., 2014).

1.3.3. La réqulation d’un processus multifactoriel

Comme précisé précédemment, le processus infectieux se divise en plusieurs phases : la
phase épiphyte ayant lieu jusqu’a I'entrée dans I'héte, la phase asymptomatique consistant en
la colonisation de I'h6te et la phase symptomatique durant laquelle se développe la maladie.
Les différentes phases, aussi importantes soient-elles, n‘'ont pas été étudiées de la méme
maniére. En effet, alors que la phase symptomatique est la plus étudiée a I'’heure actuelle,
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notamment en ce qui concerne la régulation du processus de macération, I'analyse des
premiers stades de la virulence bactérienne péche encore a I'échelle génomique méme si elle

a tendance a se développer ces derniéres années.

Le passage d’'une phase a l'autre nécessite des réseaux de regulation sophistiqués
permettant la coordination de I'expression des nombreux génes nécessaires au processus
infectieux que ce soit pour la dispersion du pathogéne, I'évasion face aux défenses de I'hbte
ou encore le développement de la maladie (Pédron et al., 2018). Ces réseaux reposent sur un
ensemble de régulateurs globaux répondant a différents signaux environnementaux (produits
de dégradation végétale, température, privation d’azote et de fer, limitation en oxygene,
répression catabolique ...) ainsi qu’'a la densité cellulaire (Kazemi-Pour etal., 2004 ;
Sepulchre et al., 2007 ; Mole et al., 2007 ; Charkowshi et al., 2012).

Parmi les régulateurs globaux se trouve PecS qui est un régulateur majeur. Suite a des
études transcriptomiques, il apparait que ce régulateur se situerait au sommet d’'une régulation
majeure avec un rble prépondérant lors des premiers stades de l'infection (Mhedbi-Hajri et al.,
2011 ; Pédron et al., 2018). En effet, il empécherait I'expression prématurée des genes de
virulence, PecS activant ou réprimant environ 13% des génes de D. dadantii. Parmi ses cibles
les plus connues, on retrouve les génes codant les pectinases, la cellulase celZ, les génes du
systeme Out ou encore de la motilité avec le géne fliC (Reverchon et al., 1994 ; Hommais
et al., 2008). Ces génes sont réprimés pendant les premiéres heures de l'infection de méme
que les génes de la voie de biosynthése de I'indigoidine (Reverchon et al., 2002). Au contraire,
PecS active le gene hrpN dont le produit participe a I'induction de la réponse hypersensible et
a la formation du biofilm, biofilm important pour la vie épiphyte (Hommais et al., 2008 ;
Chapelle et al., 2015).

Pédron et ses collaborateurs ont montré, par une étude transcriptomique dans laquelle
sont comparés les profils géniques de D. dadantii aprés 6H (phase asymptomatique) et aprés
24H (début de phase symptomatique) d’infection d’Arabidopsis thaliana, que certains
régulateurs ont une expression modulée dans le temps. C’est le cas du régulateur PecT dont
I'expression baisse a 24H comparativement a 6H (Pédron et al., 2018). Le régulateur PecT
est principalement connu comme étant impliqué dans la thermorégulation (Herault et al.,
2014). Il réprime de nombreux génes tels que les genes pel, le géne weaP intervenant dans
la synthése des exopolysaccharides, le gene fliC, dernier géne de la cascade de régulation de
la motilité mais aussi les génes celZ et prtC, codant cellulase et protéase respectivement
(Condemine et al., 1999). PecT semble donc bien agir dans les premiers stades comme PecS

en réprimant les facteurs essentiels a la phase symptomatique.
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En plus de PecS et PecT, de nombreux régulateurs permettent un passage d’'une phase
a l'autre et il serait trés long de tous les aborder. Certains jouent un réle important pour
I'établissement de la phase asymptomatique comme les régulateurs Fis (Reverchon et Nasser,
2013), Fur (Franza et al., 2002) ou KdgR (Hugouvieux-Cotte-Pattat et al., 1996), d’autres pour
la mise en place de la phase symptomatique comme le régulateur CRP (Cyclic AMP Receptor

ou Récepteur de 'AMP Cyclique) (Reverchon et al., 1997).

Durant la phase asymptomatique, Fis réprime la production de cellulose nécessaire a la
formation du biofilm et active la production de flagelles pour permettre la colonisation de
'apoplaste de I'héte (Prigent-Combaret et al., 2012). En paralléle, il active le systéeme SAP,
systeme de défense contre les peptides antimicrobiens, et le systéme de sécrétion de type I
(T3SS), permettant la délivrance de molécules effectrices (Lopez-Solanilla et al., 1998 ;
Charkowshi et al., 2012). Les génes pel sont eux réprimés. Ces genes sont également
réprimés par les régulateurs KdgR et Fur en phase asymptomatique par des mécanismes
différents. En effet, KAdgR répond a la présence de pectines. En présence de KDG, produit de
dégradation des polygalacturonates, la répression exercée par KdgR sur les pectates lyases
est levée (Hugouvieux-Cotte-Pattat et al., 1996). Le régulateur Fur utilise Iion ferreux Fe?*
comme corépresseur (Franza et al., 2002). L’action de ce régulateur est donc modulée par la
disponibilité du fer, une carence en fer induisant la transcription des génes pelD et pelE
(Masclaux et al., 1996 ; Franza et al., 2002). Pour finir, la protéine CRP est connue pour étre
impliquée dans la répression catabolique (Reverchon et al., 1997) et a la différence des
régulateurs cités en amont, n’agit qu’en tant qu’activateur des génes codant les pectates
lyases (Hugouvieux-Cotte-Pattat et al., 1996). Elle régule également les génes liés au
métabolisme et a la réponse aux stress (comme les génes alal ou proK) (Reverchon et al.,
1997 ; Gosset et al., 2004).

Le processus infectieux est un processus complexe qui nécessite des réseaux de
régulations sophistiqués et millimétrés afin de permettre le passage de la vie épiphyte a la
phase infectieuse et de la phase asymptomatique a la phase symptomatique. Toutefois, pour
faire fonctionner tous ces réseaux, il est primordial pour la bactérie de percevoir son
environnement. C’est la mission prépondérante des systémes a deux composants ou

phosphorelais dont la composition et le réle seront décrits par la suite.
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2. L'enveloppe bactérienne, une barriére face

a 'environnement

Afin de survivre aux conditions environnementales qui les entourent, les bactéries doivent
s’isoler pour préserver leur intégrité. Elles sont entourées d’'une enveloppe composée de
plusieurs couches. Cette derniere posséde a la fois un role structural, en définissant la forme
de la bactérie, mais également un réle protecteur en formant une barriére biologique. Elle
assure les échanges de matiére, d’énergie et d’informations entre la bactérie et le milieu

extérieur.

2.1. Structure de I'enveloppe bactérienne chez les Protéobactéries

2.1.1. La membrane externe

La membrane externe fait directement face a I'environnement. Elle joue un role trés
important de barriere physique en limitant I'entrée de composés nocifs comme les
antibiotiques ainsi que la perte de composés périplasmiques. Associée aux peptidoglycanes,
elle contribue en prime a la rigidité mécanique de la bactérie. La membrane externe est
composée d’une bicouche lipidique asymétrique. En effet, cette membrane est composée de
phospholipides au niveau du feuillet interne et de lipopolysaccharides (LPS) au niveau du
feuillet externe. Le LPS, principal constituant de la membrane externe, est composé de trois
entités : le lipide A, le noyau et I'antigéne O. Ce dernier représente une région hypervariable
au contraire des deux autres qui sont trés conservées d’'une espéce a une autre. Cette

composition asymétrique est trés importante pour la perméabilité de la membrane.

La membrane externe comporte deux types de protéines principales : les porines et les
lipoprotéines. Les porines appelées aussi OMP (Outer Membrane Protein ou Protéine de la
Membrane Externe) sont généralement organisées en homotrimére et permettent le passage
de petites molécules hydrophiles de moins de 600 Da (Decad et Nikaido, 1976). Parmi les
porines les plus connues, on retrouve les porines OmpC et OmpF d’E. coli, connues pour étre
osmorégulées (Kawaiji et al., 1979 ; Misuno et Mizushima, 1990) (Figure 5). La lipoprotéine la
plus présente dans la membrane est la lipoprotéine de Braun (Lpp). Considérée comme la
protéine la plus abondante chez E. coli (Asmar et al., 2017), elle est ancrée dans la membrane
mais s’étend également dans I'espace périplasmique ou elle se lie de maniére covalente avec

le peptidoglycane, permettant alors le maintien de l'intégrité de la membrane (Figure 5). En
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plus des porines et des lipoprotéines, d’autres protéines sont retrouvées comme celles des

systémes de sécrétion ou du flagelle.

LPS OmpC or OmpF  ,OmpA

Cytoplasmic membrane

Cytoplasm

Nature Reviews | Microbiology

Figure 5 : Composition de I’enveloppe bactérienne d’'une entérobactérie a GRAM négatif.
L’enveloppe bactérienne se compose de deux membranes : la membrane externe (outer membrane) et
la membrane cytoplasmique (cytoplasmic membrane). La membrane externe est composée d’'une
bicouche asymétrique composée de lipopolysaccharides (LPS) et de phospholipides tandis que la
membrane interne est constituée d’'une bicouche de phospholipides. Entre les deux se situe un
compartiment aqueux : le périplasme (periplasm) constitué de peptidoglycane (PG) (Schwechheimer et
Kuehn, 2015).

2.1.2. La membrane interne

Contrairement a la membrane externe, la membrane cytoplasmique est composée d’une
bicouche phospholipidique classique. Parmi les phospholipides majeurs chez E. coli, on
retrouve la phosphatidyléthanolamine, le phosphatidylglycérol ou encore le cardiolipide dans
des proportions d’environ 70%, 20% et 5% respectivement (Raetz et Dowhan, 1990). La
membrane interne joue un rdle vital dans la bactérie, notamment en permettant le transport
de petits composés, en jouant sur le processus énergétique ou encore en détectant des
variations environnementales physiques ou chimiques (température, pH, osmolarité)
permettant alors a la bactérie d’activer une réponse adéquate. Les protéines intégrées dans
la membrane interne sont diverses dans leurs structures comme dans leurs fonctions. Ces
protéines agissent entre autres dans la biosynthése des lipides, le transport (ex : transporteur
ABC), la sécrétion de protéines (ex : systeme SEC) ou encore la respiration avec les protéines

intervenant dans la phosphorylation oxydative.
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2.1.3. Le périplasme

Le périplasme, situé entre les deux membranes, est un compartiment aqueux représentant
20 a 40% du volume total de la bactérie (Stock et al., 1977), ce volume dépendant des
conditions environnementales. En effet, il a été montré que le volume du périplasme pouvait
varier selon l'osmolarité (Cayley etal., 2000). Le principal glycane retrouvé dans ce
compartiment est le peptidoglycane. Composé de résidus de N-acétylglucosamine (NAcGIc)
et N-acétylmuramique (NAcMur) reliés en B1-4, ce glycane a une longueur de chaine variable
et posséde un branchement de quatre acides aminés sur le NAcMur. Ce tétrapeptide est

composeé d’acides aminés D et L alternés et varie selon I'espéce.

Le peptidoglycane que I'on pourrait également qualifier d’exosquelette bactérien a un role
fondamental dans le maintien de la forme cellulaire et dans la résistance mécanique
notamment face aux pressions osmotiques subies par la bactérie (Typas et al., 2012). En plus
du peptidoglycane, le périplasme contient des protéines. Parmi celles-ci sont retrouvées des
protéines de liaison, de dégradation (comme les pectinases, les cellulases) ou encore des
protéines de signalisation cellulaire ... Une deuxiéme sorte de glycanes est présente : les
glucanes périplasmiques osmorégulés (OPG), connus pour étre impliqués dans la perception

de I'environnement (Bontemps-Gallo et al., 2017).

2.1.4. L’enveloppe bactérienne dans le processus infectieux

Comme mentionné plus haut, 'aboutissement de la macération dans le processus
d’infection de D. dadantii est réalisable uniquement grace a de nombreuses fonctions
bactériennes dont les systémes sont, pour la plupart, localisés au niveau de I'enveloppe
bactérienne. Le flagelle et les systémes de sécrétion s’étendent a travers toute la paroi
bactérienne. On y retrouve également certains des éléments nécessaires a la détection de
l'environnement : les OPGs au niveau périplasmique et le capteur des systémes a deux
composants au niveau de la membrane interne qui sont tous deux essentiels au bon

déroulement du processus infectieux.

2.2. Composition et régulation de la synthése du flagelle bactérien

2.2.1. Structure du flagelle bactérien

La motilité bactérienne est essentielle pour la bactérie que ce soit pour sa croissance ou
sa pathogénicité (Page et al., 2001). Méme si différents systémes de locomotion existent, la
motilité par le flagelle est la plus répandue. Le nombre et la disposition des flagelles varient
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d’'une bactérie a une autre. lls permettent a la bactérie de se diriger vers I'endroit souhaité
notamment grace aux chimioattracteurs et au phénoméne de chimiotactisme (Rio-Alvarez
et al., 2015).

Cet organe de locomotion présent sur la paroi bactérienne est constitué de trois parties

distinctes (Figure 6) :

- Le filament est la partie externe du flagelle. Mesurant entre 5 et 10 um de long, il est
responsable du mécanisme de propulsion. Le filament est constitué d’'une seule
protéine : la flagelline FIiC. Toutefois, certaines espéces peuvent incorporer d’autres
sous unités protéiques. Le filament est généralement terminé par un anneau composé
d’'une douzaine de protéines FliD formant la coiffe.

- Le crochet est une structure plus courte en forme de courbe. Il posséde un diametre
un peu plus important que le filament et assure le relais entre celui-ci et le corps basal.

- Le corps basal constitue le moteur flagellaire. Il est composé d’environ 15 protéines
réparties en plusieurs anneaux : 'anneau MS, 'anneau C, 'anneau P et 'anneau S.
L’anneau C est constitué de plusieurs copies de FliG, de FliM et de FIiN et constitue le
rotor du moteur flagellaire. Les protéines MotA et MotB constituent la partie fixe : le
stator (Pallen et Matzke, 2006).

Tip

Filament

Hook-filament
junction

Figure 6 : Structure d’un flagelle bactérien.

Le flagelle est constitué de trois parties : le corps
basal constitué de plusieurs anneaux (MS, L, P et
C) et du complexe moteur, le crochet (hook) et le
filament. (Pallen et Matzke, 2006)
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2.2.2. Cascade de régulation de la synthése du flagelle

Les génes de synthése du flagelle sont gouvernés par une cascade de régulation trés
ordonnée. Au sommet de cette cascade, on retrouve I'opéron maitre flThDC qui code un
activateur transcriptionnel FIhD2C2 (Komeda, 1986). Cet activateur déclenche la transcription
d’'une majorité de génes de classe Il et de quelques génes de classe lll intervenant notamment
dans la mise en place du corps basal, du crochet et du systéme d’exportation flagellaire. Le
gene fliA, également activé, code le facteur 628. Durant toute cette étape, un anti-sigma FigM
séquestre la protéine FliA (Ohnishi et al., 1990 ; Ohnishi et al., 1992 ; Hugues et al., 1993).
Une fois la structure correctement mise en place, FIgM est exportée et FliA libérée ce qui
permet I'activation de la transcription de génes de classe Il et de classe Ill codant les
composants du filament (la flagelline FIiC), du moteur (MotA et MotB) et les génes nécessaires

au phénomeéne de chimiotactisme (Figure 7).

Cette cascade trés ordonnée est régulée aussi bien par des régulateurs positifs tels que
H-NS, CsrA ou AMPc-CAP que par des phosphorelais répondant a des modifications de
'environnement (température, pH, osmolarité) (Figure 7 ; Soutourina et Bertin, 2003). Une
température élevée, une hausse de la concentration en NaCl ou un pH extréme vont moduler
la cascade de régulation. Cette régulation se fait notamment par le biais de phosphorelais,
variables selon I'espéce, tels UvrY/BarA, RcsCDB, CpxAR, QseCB ou encore EnvZ/OmpR
(Suzuki et al., 2002 ; Bouchart et al., 2010 ; Bontemps-Gallo et al., 2015 ; PraB, 2017 ; Shin
et Park, 1995).

FigM
Facteur
anti-sigma Gene de classe Il
Ex : motA
!
J_ Protéines du moteur et du
chimiotactisme
Geéne de Classe Il
H-NS  UvrY/BarA CpxAR QseCB f”lA Géne de classe Il
Facteur 628 Ex: fliC
Fur !
\/ Protéines du filament
CRP ~——— 7 | cénedeClassel Géne de Classe Il
Opéron flhDC " ¥
/ ! Protéines de structure

CsrA Activateur FIhD2C2 du corps basal

et du crochet
PecT ~
Gene de Classe IlI
DnaA v
EnvZ/OmpR RcsCDB Protéines du systéme
d’exportation
flagellaire

Figure 7 : Cascade de régulation du flagelle bactérien.

L’opéron maitre flhDC code un activateur FIhD2C2 qui active la transcription de genes de classe Il et

classe lll. Le géne fliA, codant le facteur 628, est régulé négativement par FIgM. Une fois le systeme
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formé, FIgM est exporté et FliA activé ce qui permet I'activation des derniers génes de la cascade. Toute
cette cascade est modulée par des régulateurs agissant soit au niveau transcriptionnel (fleche verte) ou
post-transcriptionnel (fleche rouge) mais également par des phosphorelais (fleche bleue) permettant

'adaptation aux variations environnementales. Adapté de Soutourina et Bertin, 2003 et PriB, 2017.

2.3. ROole des exopolysaccharides dans la bactérie

Les exopolysaccharides entourent la bactérie et peuvent participer a I'élaboration de la
capsule. Les exopolysaccharides sont souvent hydrophiles et anioniques en raison de la
présence de groupements hydroxyles. Leur composition varie en fonction de I'espece
bactérienne. Alors que chez D. dadantii, ils sont composés de molécules de L-rhamnose,
D-galactose et d’acides glucuroniques (Condemine et al., 1999), les Psl et les Pel chez
Pseudomonas aeruginosa sont composés de molécules de D-mannose, D-glucose et L-
rhamnose (Wang et al., 2014). La majorité des exopolysaccharides est produite dans le
cytoplasme et est ensuite transloquée a travers la membrane cytoplasmique et la membrane
externe (Rehm, 2010).

Les exopolysaccharides ont différents roles fonctionnels. Tout d’abord, ils protegent contre
les variations de conditions environnementales. Par exemple, leur présence permet de résister
a la dessiccation, a I'exposition aux UV, a la pression osmotique ou encore a des températures
extrémes (Sathiyanarayanan et al., 2017). lls sont également trés importants chez les
bactéries pathogenes. En effet, les exopolysaccharides sont notablement antigéniques,
induisant une réponse inflammatoire ciblée. lls peuvent dans le méme temps masquer les
bactéries aux défenses de I'héte. Par exemple, les bactéries d’E. coli riches en antigéne K
montrent une forte capacité d’échappement a la phagocytose (Howard et Glynn, 1971). Les
exopolysaccharides jouent également un réle important dans la formation du biofilm ainsi que
dans I'adhérence (Danese et al., 2000 ; Li et al., 2019) et peuvent aussi agir face aux défenses
de I'h6te notamment en séquestrant certaines molécules toxiques comme les ROS
(Bontemps-Gallo et Lacroix, 2015). Toutes ces données permettent de classifier la sécrétion
d’exopolysaccharides comme facteur de virulence. Condemine et ses collaborateurs ont
d’ailleurs montré qu'un mutant de D. dadanti dont la voie de biosynthése des
exopolysaccharides a été interrompue n’est plus capable d’infectier des plants de Saintpaulia
(Condemine etal., 1999). L’analyse du déroulement de linfection a montré que les
exopolysaccharides ne sont utiles que dans les premiéres étapes de colonisation (Bontemps-
Gallo et Lacroix, 2015 ; Li et al., 2019).

Comme pour les flagelles, la régulation de la synthése des exopolysaccharides dépend a
la fois de régulateurs comme PecT, déja connu pour réguler la synthése des flagelles et des
pectinases, mais également des conditions environnementales (température, osmolarité).
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Encore une fois, cette régulation dépendante de I'environnement passe notamment par les
phosphorelais comme RcsCDB ou CpxAR (Bouchart et al., 2010 ; Bontemps-Gallo et al.,
2015).

2.4. Structure, synthese et régulation des Glucanes Périplasmiques

Osmorégulés

Découvert a lorigine chez Agrobacterium tumefaciens comme une sous-classe
d’exopolysaccharides (Mclntire et al., 1942), les glucanes périplasmiques osmorégulés (OPG)
sont présents chez presque toutes les protéobactéries a, B et y (Bontemps-Gallo et Lacroix,
2015). En 1973, ces oligosaccharides solubles périplasmiques sont de nouveau observés lors
du renouvellement du phosphatidylglycérol de la membrane cellulaire mais cette fois-ci chez
E. coli (VanGolde et al., 1973). Ces oligosaccharides périplasmiques prennent alors le nom
de MDO (Membrane-Derived Oligosaccharides ou Oligosaccharides Dérivés de la Membrane)
puis le nom d’OPG (Osmoregulated Periplasmic Glucans ou Glucanes Périplasmiques
Osmorégulés) quand il fut montré que leur quantité variait en fonction de I'osmolarité
(Kennedy, 1982 ; Miller et al., 1986).

2.4 .1. Structures et synthése des OPG

Les OPG présentent des structures assez diverses selon I'espéce mais tous possédent
les caractéristiques suivantes : des oligosaccharides composés de 5 a 24 unités de D-glucose
reliées entre elles par des liaisons B-glucosidiques (Bontemps-Gallo et al., 2017). Les OPG
sont répartis en quatre familles (Figure 8) :

- Les OPG de la premiére famille possédent un squelette composé de 5 a 12 molécules

de glucose. Ces molécules sont reliées linéairement entre elles par des liaisons 1-2
et sont ramifiées par une molécule de glucose en 1-6 de fagon aléatoire. Les OPG
d’E. coli et de D. dadantii appartiennent a cette famille.

- Les OPG de la deuxieme famille possedent un squelette cyclique composé de 17 a 25
unités de glucose reliés en B1-2. On retrouve dans cette famille les OPG issus des
genres Agrobacterium ou encore Rhizobium.

- Les OPG de la troisieme famille sont composés d’un squelette cyclique de 10 a 13
glucoses reliées par liaison $1-3, 1-4 et B1-6. lIs sont rencontrés notamment chez les
Bradyrhizobium spp.

- Les OPG de la quatrieme famille sont représentatifs entre autres des
Ralstonia solanacearum. lls possédent un degré de polymérisation peu variable : 13,

16 et 18 résidus de glucose. lIs sont cycliques, reliés en 1-2 et fermés en a1-6.
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En plus de la diversité structurale, il existe également une diversité dans la substitution
des OPG. En effet, sur le squelette glucosidique vont se greffer d’autres molécules appelées
substituants. Chez E. coli, la substitution se fait avec des phosphoglycérols, des
phosphoéthanolamines ou encore des résidus succinyles (Kennedy et al., 1976) alors que
chez D. dadantii, les OPG sont substitués par des groupements acétyles ou succinyles (Cogez
etal., 2001).
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Figure 8 : Représentation structurale des quatre familles d’'OPG
(Bohin, 2000)
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D. dadantii étant notre modéle d’étude, seule la biosynthése des OPG de la famille | sera
détaillée. La biosynthése a été mise en lumiére grace aux travaux effectués chez E. coli. Chez
cette bactérie, six protéines au total sont impliquées dans la biosynthése des OPG (Figure 9).
Pour commencer, I'opéron opgGH code deux protéines : OpgG, qui est périplasmique, et
OpgH, qui est transmembranaire. Ces deux protéines sont essentielles a la synthése des
OPG. En effet, l'inactivation de 'opéron entraine une perte de leur synthése (Bontemps-Gallo
etal., 2017).

La protéine OpgH, possédant une activité glucosyltransférase, permet la synthése des
chaines linéaires B1-2 a partir du précurseur UDP-Glucose (Weissborn et Kennedy, 1984). La
protéine ACP (Acyl Carrier Protein ou Protéine porteuse d’acyl), connue pour son rdle dans la
biosynthése des acides gras, est nécessaire au bon transfert des résidus de glucose (Therisod
et al., 1986). La fonction d’'OpgG n’a pas encore été trouvée. L’hypothése posée est qu'OpgG
permettrait le branchement en B1-6 des molécules de glucose (Loubens et al., 1993) et
interagirait avec OpgH afin de transposer les molécules naissantes dans le périplasme. La
protéine OpgD, elle, n’agit pas sur la synthése du squelette mais est impliquée dans son
contréle organisationnel. En effet, en absence d’OpgD, le squelette OPG est plus long et
présente moins de branchements (Lequette et al., 2004). Pour finir, les protéines OpgB, OpgC
et OpgE jouent toutes trois un réle dans la substitution des OPG avec I'ajout des groupements
phosphoglycérol, succinyles et phosphoéthanolamine respectivement (Jackson et al., 1984 ;
Lacroix et al., 1999 ; Bontemps-Gallo et al., 2013) (Figure 9).

Chez D. dadantii, seules trois des six protéines sont présentes: OpgG et OpgH,
permettant comme chez E. colila synthése des glucanes, et OpgC permettant la succinylation
des OPG (Page et al., 2001 ; Bontemps-Gallo et al., 2016). Le géne codant 'enzyme de

substitution par des reésidus acétyles est encore inconnu.
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Figure 9 : Modéle de biosynthése des OPG chez E. coli.
(Bontemps-Gallo et al., 2017)

2.4.2. Régulation de la synthése des OPG

Comme mentionné précédemment, les OPG sont principalement régulés en fonction de
l'osmolarité. Toutefois, cela dépend des espéces. En effet, méme si la grande majorité des
especes (D. dadantii, E. coli, Pseudomonas aeruginosa) ont une concentration dOPG qui
diminue lorsque I'osmolarité augmente ( Cogez et al., 2001 ; Kennedy, 1982), ce n’est pas le
cas de toutes les bactéries. Certaines espéces présentent une régulation inverse comme
Pantoea alhagi, chez qui les OPG augmentent en méme temps que I'osmolarité (Li et al.,
2019). D’autres espéces encore ne présentent pas du tout de modifications selon 'osmolarité.

C’est le cas par exemple de Brucella abortus (Briones et al., 1997).

Les OPG sont plus précisément régulés a plusieurs niveaux. En effet, on peut tout d’abord
observer chez E. coli une transcription d'opgGH modulée en fonction de 'osmolarité (Lacroix
etal.,, 1991). Cette adaptation se fait de fagon lente avec parfois plusieurs générations de
bactéries nécessaires pour ajuster la teneur en OPG (Bohin, 2000). Un rétrocontrole négatif a
également été mis en avant suggérant qu’OpgH pergoit directement les OPG (Bohin et
Lacroix, 2006). De plus, il existe également une régulation enzymatique. En effet, il a été

montré que I'activité d’'OpgH était sensible a la force ionique (Bohin et Lacroix, 2006) ce qui
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entraine une baisse de synthése d’'OPG a une osmolarité élevée causée par I'accumulation
d’ions. Cette régulation enzymatique se fait de fagon rapide contrairement a la régulation

transcriptionnelle.

2.4.3. L’absence d’'OPG s’associe a un phénotype pléiotrope

Les mutants dépourvus d’OPG, quelle que soit I'espece, présentent des phénotypes
pléiotropes variables d’une espéce a une autre. Parmi ces phénotypes, on retrouve entre
autres la surproduction d’exopolysaccharides, la perte de motilité causée par une baisse du
nombre de flagelles, une baisse de la sécrétion d’exoenzymes, une hausse de la sensibilité
aux antibiotiques ou aux sels biliaires ou encore la perte de la capacité a former un biofilm
(Page et al., 2001 ; Li et al., 2019 ; Fiedler et Rotering, 1988 ; Mah et al., 2003).

Une perte totale ou partielle du phénomeéne de virulence est également fréquemment
observée que ce soit chez les organismes phytopathogénes ou zoopathogénes. A titre
d’exemple, Pseudomonas aeruginosa, qui est un zoopathogéne, voit sa virulence sévérement
altérée sur Caenorhabditis elegans quand le géne opgH est interrompu (Mahajan-Miklos et al.,
1999). Si on prend le cas de D. dadantii, notre modéle phytopathogéne, un mutant opgG est
incapable d’infecter 'endive ou la pomme de terre (Page et al., 2001). Toutefois, la virulence
de certains organismes n’est pas impactée par la perte des OPG ; c’est notamment le cas

pour Yersinia pseudotuberculosis (Quintard et al., 2015).

Pour finir, une étude protéomique réalisée sur D. dadantii en 2007 a permis de mettre en
avant une perturbation importante de divers processus cellulaires dans une souche dépourvue
en OPG (Bouchart et al., 2007). En effet, dans une souche opgG, de nombreuses voies sont
modifiees comme celles dédiées au repliement et a la dégradation des protéines, au
métabolisme des glucides ou encore des lipides, améliorant de ce fait le métabolisme
énergétique ainsi que I'expression de protéines de réponse au stress. Cela suggére donc
gu’'une souche dépourvue en OPG est altérée dans la perception de son environnement,

phénotype que 'on pourrait qualifier d’« autisme bactérien ».
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3. Les systemes a deux composants ou

phosphorelais

3.1. Généralités

Afin de s’adapter a un environnement changeant, les micro-organismes ont développé
des systémes permettant une régulation précise de I'expression de leurs génes. Les systémes
a deux composants, appelés aussi phosphorelais, ont un réle prépondérant dans I'adaptation
aux variations environnementales en modulant de trés nombreux génes tels que ceux
intervenant dans le métabolisme ou la virulence. Cette adaptation génique permet a la bactérie
de s’accomoder et de survivre aux nouvelles conditions environnementales qui I'entourent.
Découverts a la fin des années 1980 chez les bactéries, les phosphorelais sont retrouvés chez
de nombreux organismes comme les archées, les plantes ou les eucaryotes unicellulaires
(Stock et al., 2000). Le nombre de phosphorelais chez les bactéries varie selon I'espéce,
dépendamment de leur environnement. En effet, le nombre de phosphorelais serait plus
important chez des bactéries évoluant dans des milieux variés que chez des bactéries
possédant un environnement stable. A titre d’exemple, D. dadantii, notre modéle, posséde
trente-deux phosphorelais alors que Borrelia burgdorferi, responsable de la maladie de Lyme,

en possede seulement deux (Caimino et al., 2011).

La dénomination de systéeme a deux composants vient du fait qu’il est constitué de
deux protéines : un capteur et un régulateur dont les génes correspondants se trouvent
généralement en opéron (Mizuno, 1997 ; Hoch, 2000). Le capteur histidine kinase (HK), le
plus souvent situé dans la membrane interne, percoit les signaux environnementaux alors que
le régulateur de réponse cytoplasmique (RR) associé permet une réponse adaptée aux
variations. La transduction du signal entre les deux protéines se fait par une réaction de
phosphotransfert. Le capteur HK pergoit un stimulus et s’autophosphoryle sur un résidu
histidine. Le phosphate est alors transmis a un résidu aspartate situé sur le régulateur (Figure
10). Ce dernier, phosphorylé, module un ensemble de génes cibles appelé régulon (Stock
et al., 2000). Celui-ci est composé de genes intervenant dans la mise en place de la réponse
bactérienne face a I'environnement. Cette régulation fine et minutieusement controlée est
possible grace a un état d’équilibre entre les activités kinase et phosphatase du capteur.
Certains phosphorelais possédent un domaine supplémentaire voire une protéine
supplémentaire dans le processus de phosphotransfert (Figure 10). Cependant, la
transmission du phosphate se fera par une alternance histidine — aspartate, débutant toujours
par un résidu histidine et se terminant toujours par un résidu aspartate (Figure 10) (Hoch,

2000).
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Figure 10 : Représentation schématique de la transduction du signal par les phosphorelais.

Le module senseur du capteur permet la perception des signaux environnementaux. Une
autophosphorylation du capteur s’effectue sur le résidu histidine situé dans le module transmetteur. Le
phosphate est alors transmis différemment selon que I'on soit dans un phosphorelais classique ou
hybride. Dans le cas d’un systéme a deux composants ou phosphorelais classique, le phosphate est
directement transmis au niveau d’un résidu aspartate localisé sur le module receveur. Dans le cas des
phosphorelais hybrides, des étapes intermédiaires sont nécessaires car le capteur posséde un domaine
REC et un domaine HPt, ce dernier pouvant également se situer sur une protéine intermédiaire. Le
phosphate est donc transmis sur un résidu aspartate du domaine REC, sur une histidine du domaine
HPt et pour finir sur un résidu aspartate localisé sur le module receveur. Les transferts du groupement
phosphate sont indiqués par des fléches.

3.1.1. Le capteur

Le capteur d’'un phosphorelais permet la perception des variations environnementales. Les
capteurs sont a 75% dits « classiques » ou « orthodoxes » et sont composés d’'un module
senseur et d’'un module transmetteur (Figure 10) (Gao et Stock, 2009).

Le domaine senseur posséde deux domaines transmembranaires délimitant une partie
périplasmique. Cette derniére semble jouer un rble sensoriel chez certains phosphorelais,
permettant ainsi la perception de stimuli extracellulaires. D’autres domaines du capteur sont
connus également pour percevoir les signaux a la place ou en complément du domaine
périplasmique. lls sont situés dans la partie cytoplasmique dans le cas du domaine HAMP
(Histidine kinase, Adenylyl cyclase, Methyl-accepting chemotaxis protein, and Phosphatase)
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ou peuvent étre situés dans le périplasme ou dans le cytoplasme dans le cas du domaine PAS
(Per Arnt Sim ; nom des trois protéines sur lesquelles le domaine a été identifié). Le domaine
PAS, contenu dans 33% des HK comme PhoQ, peut lier de petits ligands et détecter entre
autres des changements de la concentration en oxygéne ou du potentiel redox (Zhulin et al.,
1997 ; Repik et al., 2000 ; Gao et Stock, 2009). Le domaine HAMP, observé chez environ 31%
des HK, se situe généralement entre le deuxiéme domaine transmembranaire et la partie
cytoplasmique du capteur, comme chez le phosphorelais EnvZ/OmpR (Appleman et al., 2003 ;

Gao et Stock, 2009). Il joue un rble dans la transmission du signal.

La partie cytoplasmique du capteur contient deux domaines majeurs : un domaine DHp
(Dimerization and Histidine phosphorylation) et un domaine CA (Catalytic ATP binding). Le
domaine DHp contient le résidu His, localisé dans une courte zone trés conserveée, qui regoit
le groupement phosphate. Le domaine CA contient I'activité catalytique du capteur permettant
le transfert du phosphate de I'ATP a I'histidine. Plusieurs zones sur la partie cytoplasmique du
capteur sont fortement conservées entre les espéces : les boites H, N, G1, F et G2 (Figure
10). La boite H est la seule se situant sur le domaine DHp, les autres se localisant sur le
domaine CA. La boite H contient I'histidine phosphorylable. Une cavité permettant la liaison
de 'ATP est définie par des résidus des boites N, G1, F et G2. L’autophosphorylation se fait
grace a une réaction dans ’homodimére ou l'activité kinase du premier monomeére catalyse la
phosphorylation de I'histidine du second monomeére (Stock et al., 2000). De plus, la spécificité
du phosphotransfert de I'histidine kinase est dictée presque uniquement par son domaine
DHp, cette spécificité limitant le phénomene de diaphonie entre les différents voies (Skerker
et al., 2008).

Comme précisé ci-dessus, 25% des phosphorelais possédent un domaine supplémentaire
comme le capteur BarA du phosphorelais BarA/UvrY, voire une protéine intermédiaire telle
que RcsD dans le phosphorelais RcsCDB. Les capteurs avec un domaine complémentaire
sont appelés capteurs « hybrides » ou « non orthodoxes » (Gao et Stock, 2009). Ces capteurs
comportent, en plus des domaines classiques, un domaine receveur REC ainsi qu’'un domaine
HPt (Histidine containing Phosphotransfert domain), ce dernier pouvant également se trouver
sur une protéine intermédiaire. Suite a I'autophosphorylation de I'histidine, le phosphate est
transmis sur le domaine receveur puis sur le domaine HPt afin d’étre transmis in fine sur

I'aspartate du régulateur (Figure 10).

3.1.2. Le réqulateur

Les régulateurs de réponse sont des protéines solubles cytoplasmiques composées de

deux domaines distincts : un module receveur N-terminal qui recgoit le groupement phosphate
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du capteur et un module effecteur C-terminal qui permet la fixation a I'ADN et ainsi la

modulation génique face aux variations environnementales (Figure 10).

Le domaine receveur est fortement conservé alors que le domaine effecteur est tres
variable, ce qui permet a la bactérie de proposer une trés large gamme de réponses face aux
modifications de son environnement. Le régulateur catalyse le transfert du groupement
phosphate du résidu histidine phosphorylé du capteur vers son résidu aspartate localisé dans
le domaine receveur. Quand le régulateur recgoit le phosphate, un changement de
conformation s’opere ce qui lui permet de passer d’'une forme inactive a une forme active. Le
domaine N-terminal receveur est composé d’environ 120 acides aminés et posséde au niveau
de la poche de phosphorylation, en plus de I'aspartate phosphorylable, deux résidus aspartate
et glutamate qui se lient a un cation divalent Mg®* essentiel ainsi qu’un résidu lysine, impliqué

dans le transfert du phosphate.

63% des régulateurs ont un réle de facteur de transcription et sont donc capables de se
lier a 'ADN grace a leur domaine C-terminal. Ce domaine, variable d’'un phosphorelais a
lautre, présente de multiples structures. Ces différents types de domaines sont nommés
d’aprés les membres chez qui ils ont été largement étudiés, la sous-famille OmpR/PhoB avec
sa structure wHTH (wingled-helix-turn-helix ou Motif Hélice-Tour-Hélice ailé) étant la plus
représentée (30% des RR) (Gao et Stock, 2009).

Si la phosphorylation par le capteur est la voie majeure pour les régulateurs, ces derniers
peuvent étre phosphorylés de fagon indépendante de I'histidine kinase. En effet, il a été
démontré que les régulateurs peuvent catalyser le transfert de phosphate grace a des
donneurs de phosphate tels que [l'acétylphosphate, le phosphoramidate, le
carbamylphosphate ou encore le phosphoimidazole (Lukat et al., 1992 ; Laub et Goulian,
2007). De ce fait, une partie des analyses in vitro effectuées sur les régulateurs ces dernieres
années sont réalisées grace a ces molécules. L’analyse de la phosphorylation in vivo est
complexifiée par I'extréme labilité de la liaison du phosphate avec le résidu aspartate (Gao et
Stock, 2009).

Ci-dessus sont présentés des cas simples de phosphorelais, répondant a des stimuli
précis ce qui entraine une cascade de phosphorylation qui permet de ce fait une régulation
génique fine. Cependant, des aménagements plus complexes existent, par exemple par
I'intervention de protéines auxiliaires agissant sur I'activation du phosphorelais. Ces protéines
auxiliaires ou modulateurs peuvent étre situées en différents points : au niveau cytoplasmique
(Ex : PII pour NtrBC), au niveau périplasmique (Ex : CpxP pour CpxAR) ou au niveau des
membranes externe (Ex : RcsF pour RcsCDB ; NIpE pour CpxAR) et interne (Ex : IgaA pour
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RcsCDB, MzrA pour EnvZ/OmpR) (Jiang et al., 2000 ; Zhou et al., 2011 ; Castanié-Cornet
et al., 2006 ; Vogt et Raivio, 2012 ; Cho et al., 2014 ; Gerken et al., 2009).

Dans la suite de ce manuscrit seront développés le phosphorelais EnvZ/OmpR, sujet
principal de cette étude, ainsi que les phosphorelais CpxAR et RcsCDB, tous deux déja

étudiés chez D. dadantii et présentant des comportements différents comparativement aux

phosphorelais « classiques ».

3.2. Quelques exemples de phosphorelais

3.2.1. Le phosphorelais EnvZ/OmpR

Le systeme EnvZ/OmpR est considéré comme le paradigme des systémes a deux
composants. Il a été mis en évidence lors d’études génétiques réalisées sur deux des porines
majeures d’E. coli : OmpF et OmpC. L'expression de ces porines varie selon I'osmolarité du
milieu. Alors que la porine OmpF est préférentiellement exprimée a basse osmolarité, la porine
OmpC est présente a haute osmolarité (Kawaji et al., 1979). Les études génétiques mettent
en avant plusieurs mutants causant une altération de cette expression différenciée (Sarma et
Reeves, 1977) et permettent ainsi la localisation des loci ompC, ompF mais également ompB
(Sarma et Reeves, 1977 ; Hall et Silhavy, 1979). Les différents mutants obtenus d’ompB sont
responsables de nombreux phénotypes (OmpF OmpC-, OmpF*OmpC- et OmpF OmpC™)
posant I'hypothése que ce locus comporte plus d’'un géne et que le produit d’'ompB joue un
rble de régulateur transcriptionnel sur ompF et ompC (Hall et Silhavy, 1981 [A]). Suite a des
expériences de complémentations, les scientifiques déterminent que le locus ompB est en
réalité composé de deux génes : le géne ompR, dont les mutations entrainent les phénotypes
OmpF - OmpC- et OmpF* OmpC- et le géne envZ dont les mutations causent un phénotype
pléiotrope (Hall et Silhavy, 1981 [B]). Ces deux génes sont groupés en opéron avec le géne
ompR localisé en amont du géne envZ et codent les deux composants du phosphorelais :
EnvZ, capteur transmembranaire, et OmpR, régulateur cytoplasmique (Mizuno et al., 1982 ;
Waurtzel et al., 1982).

3.2.1.1.  Composition du systéme EnvZ/OmpR

EnvZ/OmpR est un phosphorelais « classique » composé d'un capteur et d'un
régulateur. EnvZ est un capteur histidine kinase transmembranaire composé de 450 acides
aminés (AA) et peu présent dans la bactérie avec seulement une centaine d’exemplaires de
monomeres (Cai et Inouye, 2002 ; Motz et Jung, 2018). Plusieurs domaines sont distinguables

dans la protéine EnvZ. Elle présente deux domaines transmembranaires s’étendant des
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acides aminés 16 a 35 et 159 a 179 (Forst et al., 1987 ; Kenney et Anand, 2020). Entre ces
deux domaines se trouve une région périplasmique composée de 124 AA et présentant une
forte diversité selon les espéces. Dans la large région cytoplasmique essentielle a I'activité
d’EnvZ, on retrouve deux domaines fonctionnels : le domaine DHp (Dimerization and Histidine
Phosphorylation ; AA 269 a 279) et le domaine CA (Catalytic ATP binding domain ; AA 290 a
450) (Park et al., 1998). Le domaine DHp est relié au deuxiéme domaine transmembranaire
par un linker HAMP. Ce linker joue le réle de module dans la transduction du signal
intramoléculaire (Appleman et al., 2003). Le domaine DHp, composé de deux hélices a,
intervient dans le processus de phosphorylation ainsi que dans le processus de dimérisation
(Park et al., 1998). C’est dans ce domaine que se situe la séquence trés conservée HDLRTP
au sein de laquelle se trouve I'histidine phosphorylable (Roberts et al., 1994). Le domaine CA,
région trés conservée chez les histidines kinases (Tanaka etal., 1998), est quant-a lui
composé d’'un feuillet B et de 5 hélices a. Ce domaine posséde une certaine conformation
permettant la création d’'une poche de liaison a 'ATP. Cette poche est formée par quatre
acides aminés Asp347-Asp373-1e378-Phe387 (Kenney et Anand, 2020). La partie
cytoplasmique composée des domaines DHp, CA et HAMP est montrée comme étant

essentielle et indispensable a I'autophosphorylation et a la perception de I'osmolarite.

OmpR est un régulateur cytoplasmique de 239 AA qui, contrairement a EnvZ peu
présent dans la cellule, compte prés de 3500 copies dans la bactérie (Cai et Inouye, 2002).
OmpR est composé d’un domaine récepteur en N-terminal (AA 1 a 124) et d’'un domaine de
liaison a '’ADN en C-terminal (AA 137 a 239). Le domaine récepteur est un domaine trés
conservé constitué de cing hélices a et des cinq feuillets B paralléles. Au niveau de I'hélice a3
et du feuillet B3 est localisé I'aspartate 55, résidu recevant le phosphate d’EnvZ. Le domaine
de liaison a 'ADN a été mis en évidence par des expérimentations d’empreintes a la DNAse
sur les régions promotrices des génes ompF et ompC (Tate et al., 1988). Il présente une

structure wHTH essentielle pour la liaison a ’ADN.

En plus du capteur et du régulateur, un modulateur de ce systéme appelé MzrA (Modulator
of EnvZ and OmpR A ou Modulateur d’EnvZ et OmpR A) a été mis en évidence a la fin des
années 2000. En effet, en 2009, Gerken et ses collaborateurs découvrent une protéine de 127
acides aminés localisée dans la membrane interne et jouant un réle dans I'activation du
systeme EnvZ/OmpR. Ce modulateur MzrA est composé d’'un domaine transmembranaire et
d’une partie C-terminale exposée dans le périplasme (Gerken et al., 2009). L’interaction avec
EnvZ se fait grace a leurs domaines périplasmiques respectifs (Gerken et Misra, 2010 ; Motz
et Jung, 2018). lls montrent que son effet ne varie pas ni en fonction de 'osmolarité ni en
fonction du pH. Toutefois, MzrA appartient au régulon du phosphorelais CpxAR et est activé
par le régulateur CpxR dans son état phosphorylé lors d’'un stress de I'enveloppe (Vogt et

Raivio, 2012). Gerken et ses collaborateurs établissent donc un modéle selon lequel MzrA et
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EnvZ maintiennent une interaction constante dans des conditions normales de croissance et
que ces interactions fluctuent lors d’'un état de stress de I'enveloppe, et peut étre par d’autres

signaux environnementaux encore méconnus (Gerken et Misra, 2010).

3.2.1.2.  Activité du systéme EnvZ/OmpR

Le systeme EnvZ/OmpR répond a de nombreux stimuli. L’osmolarité est le plus connu
car le plus étudié a travers les porines OmpF et OmpC (Mizuno et Mizushima, 1990). Toutefois,
d’autres stimuli ont été mis en évidence comme le pH acide ou la carence nutritionnelle.
Comme pour I'osmolarité, ces deux stimuli ont été découverts grace a une expression
différenciée des porines. En effet, il est montré dans un milieu a pH acide que le géne ompF
est réprimé par OmpR tandis que le géne ompC voit son expression légérement augmentée
(Heyde et Portalier, 1987 ; Sato et al., 2000). De méme, dans des conditions ou la disponibilité
en glucose est limitée, une activation de la transcription du géne ompF par OmpR est visible

alors que I'expression de la porine OmpC ne varie pas (Liu et Ferenci, 1998).

Lors de la perception d’un de ces stimuli, EnvZ s’autophosphoryle sur le résidu His243
grace a la présence d’ATP (Roberts et al., 1994 ; Aiba et al., 1989). Ce processus s’appelle
une trans-phosphorylation (Park et al., 1998). Le processus de dimérisation est essentiel pour
cela et la phosphorylation s’effectue entre les monoméres EnvZ. La molécule d’ATP se lie au
niveau du domaine CA qui, par la conformation d’EnvZ, se retrouve proche des hélices a du
domaine DHp. On a donc phosphorylation du premier monomére par le second monomere.
Une fois le résidu histidine d’EnvZ phosphorylé, le groupement phosphate est transféré sur
I'aspartate en position 55 d’'OmpR (Delgado et al., 1993 ; Aiba et al., 1989). OmpR, selon son
état de phosphorylation, peut moduler son régulon auquel appartiennent les génes ompF et

ompC.

L’état de phosphorylation d’OmpR dépend d’une balance équilibrée entre l'activité
phosphatase, prédominante a basse osmolarité, et l'activité kinase, activée a haute
osmolarité, du capteur EnvZ. En effet, ce dernier a la capacité de déphosphoryler le régulateur
OmpR méme si ce processus est encore assez mal compris a I’heure actuelle. L’hypothése
posée est que la déphosphorylation se ferait a I'inverse de la phosphorylation. Cependant,
plusieurs scientifiques montrent que la réaction de déphosphorylation n’est pas l'inverse de la
réaction de phosphotransfert et que le résidu histidine 243 n’est pas requis pour l'activité
phosphatase (Skarphol et al., 1996 ; Hsing et Silhavy, 1997).

Alors que le régulateur OmpR sous sa forme phosphorylée voit son affinité accrue pour
'’ADN, il a été montré récemment que la régulation peut se faire aussi indépendamment de la
phosphorylation. Ce mécanisme est appelé « activation non canionique ». OmpR, en
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interagissant avec le capteur EnvZ peu phosphorylé, se dimérise. La dimérisation mime alors
un état activé qui permet la modulation de certains génes cibles (Chakraborty et al., 2017 ;
Kenney et Anand, 2020). Bien qu’OmpR sous sa forme non phosphorylée n’intervienne pas
dans la régulation des porines, d’autres génes cibles ont été mis en évidence comme I'opéron
cadBD lors d’'un stress acide (Chakraborty et al., 2015 ; Chakraborty et al., 2017).

3.2.1.3. Régulation des porines OmpF et OmpC par EnvZ/OmpR

Dans le régulon d’OmpR, les génes ompF et ompC sont les plus connus et les plus
étudiés car a l'origine de la découverte du phosphorelais. Les porines possédent un réle trés
important dans la bactérie, permettant la diffusion passive de petites molécules hydrophiles
de moins de 600 Da au travers de la membrane (Decad et Nikaido, 1976). Auparavant
considérée comme une seule et méme porine, OmpF et OmpC different par la taille de leur
pore. OmpF présente un pore plus large qu'OmpC (1,16 nm contre 1,09 nm) et génére donc

un débit plus important.

Comme précisé précédemment, les porines OmpF et OmpC sont principalement
osmorégulées par le systeme EnvZ/OmpR. Cette régulation est basée sur la variation de la
quantité de protéines OmpR phosphorylée (OmpR-P) ainsi que sur la présence de sites de
faible et forte affinité en amont des genes ompF et ompC (Figure 11). Quatre sites de fixation
ont été définis en amont d’'ompF (F1, F2, F3 de forte affinité et F4 de faible affinité) contre trois
dans la région régulatrice dompC (C1 a C3) (Harlocker et al., 1995 ; Huang et Igo, 1996 ;
Yoshida et al., 2006).
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Séquence Régulatrice d'ompF d’'E. coli

GATCATCCTETTACCCAATATTACATTCCAJACATTTACCCCCAARAACTAATCCGCATTCTTATTCCGE
F4
ATTAGTTTTTTCTTAGCTAATAGCACAATT TTCATACTAT TTTTTGGCAT TC TGGATCTC TGAAAGAAGA

T TGTGCCAGCTCCATARAGTTTCCATCACAAACAAAATTTCCCTTTACTTAATTTARATATAAGGARR

AT AT A A A AT T AR AT T CCTCTAAATATCATCACGTCTCTATCCAAATATCACCETCTTCACAAAC
F1 F2 F3
TTCCTTAAATTTTRCTTTTGCTTACATATTTI TIPCTTTTTGAAACCAAATCI T[TATCT TTGTAGCACTT]

1
@AC CGTAGCGAAACGTTAGTTTGAATGCARACATGCCTGCACGACACATARACACACCAAACTCTCATCA

ATAGTTCCGTAAATTTTTATTGACAGAACTTATTGACGGCAGTGGCAGGTCTCATAAARAARACCATCGAG

GCTAATARATAATG

Séquence Régulatrice d'ompC d’'E. coli

TTCTCGAAATAGT TAACAAGCGTTATAGTTTTTCTCTCGGTAGCACAGAATAATCGAARAGTGTCTAAACGAAG
CCTAAMAMAANCCCAATCCCAGCCATCCCCTTCAAATAGCCETAAACACACATT CACGAAATCAATCGACGE
TAATARATAAACTTAATGATCATACCCCCACT TATTCTACTTCCCACTCAACCTTTTGCTTTTCACATTCA
CICC TG CAAATAC T T AACAA T AR CTTAT TCATTTTAACCTTCAATTATTATTCCTTGATCTTACGGTGCT

C1
TATTTCGCCATTCCGCAATAATCTTAAARAGTTCCCTTGCATTTACATTT TGAAACATCT ATIAGC

C2 C3
[PAAATGAAACATCTTA|AAACTTTTAGTATCATATIC|GTGTTGCATTAT TCTGCATTTT TGGGGAGAATG
+1
GACTTGCCGACTGATTAATGAGGGTTAATCAGTATGCAGTGGCATAAAAAAGCAAATAAAGGCATATAAC

AGAGGGTTARATAACATG

Figure 11 : Sites de fixation du régulateur OmpR en amont des génes ompF et ompC chez E. coli.

Les sites F1 a F4 pour ompF et C1 a C3 pour ompC sont indiqués et surlignés en gris.

Voici le modéle proposé : a basse osmolarité, EnvZ présente principalement une
activité phosphatase ce qui entraine une proportion d’OmpR phosphorylé trés faible. De ce
fait, OmpR-P, sous forme de dimére (Harlocker et al., 1995), se fixe préférentiellement aux
sites F1, F2, F3 et C1 ce qui entraine la transcription du géne ompF mais pas du gene ompC
(Huang et Igo, 1996). La bactérie présente donc un phénotype OmpF* OmpC- (Figure 12). Lors
d’'une hausse de I'osmolarité, le systéme est activé et OmpR est phosphorylé en quantité
importante. OmpR-P se fixe alors sur tous les sites qu’ils soient de haute ou de basse affinité
(Huang et Igo, 1996). La fixation sur les sites d’'ompC permet alors la transcription du géne.
La fixation sur le site F4 (-364 a -351) du géne ompF provoque une courbure de 'ADN au
niveau d’un site IHF entrainant ainsi la répression du géne (Figure 12).
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Figure 12 : Régulation de la transcription des génes ompF et ompC par le régulateur OmpR.

A basse osmolarit¢, OmpR est faiblement phosphorylé. Les protéines OmpR-P se lient alors
préférentiellement au niveau des sites de fixation de faible affinité ce qui entraine la transcription du
géne ompF. A haute osmolarité, OmpR est fortement phosphorylé ce qui permet une fixation de la
protéine sur les sites de faible et forte affinité ce qui entraine une transcription du géne ompC mais
également la répression du géne ompF causée par la courbure de ’ADN formée au niveau du site IHF.
Parallelement a cela, 'ARN anti-sens MicF est exprimé et se fixe au niveau de 'TARNm OmpF,

contribuant ainsi a sa répression.

En plus de la courbure de I'ADN, la répression se fait également de maniéere post-
transcriptionnelle par ’ARN non-codant MicF (mMRNA-interfering complementary RNA) (Figure
12). Le géne micF, situé en amont du géne ompC, est transcrit dans la direction opposée de
ce dernier, partageant les sites de fixation dOmpR (Pratt et al., 1996 ; Delihas et Forst, 2001).
Il code un ARN de 93 nucléotides possédant la capacité de former un duplex au niveau du site
de liaison ribosomique de 'ARN du géne ompF ce qui empéche sa traduction. Encore
aujourd’hui, le réle de MicF face aux variations de 'osmolarité est assez controversé (Pratt
et al., 1996).
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Cette régulation OmpF/OmpC par le régulateur OmpR a été mise en évidence chez
E. coli. Toutefois, les porines ne sont pas forcément présentes ni régulées de la méme fagon
chez toutes les espéces bactériennes. En effet, chez Salmonella enterica sv typhimurium, la
porine OmpF est bien régulée selon 'osmolarité comme chez E. coli mais ce n’est pas le cas
pour la porine OmpC qui est exprimée a un niveau constant quelle que soit 'osmolarité
(Martinez-Flores et al., 1999). Chez D. dadantii, notre modele d’étude, seule la porine OmpF

est présente.

3.2.1.4. Lerégulon dOmpR

La régulation des porines est énormément mise en avant pour la compréhension du
systeme EnvZ/OmpR. Néanmoins, le régulateur OmpR contréle un régulon composé de plus
d’'une centaine de génes (Oshima et al., 2002). Parmi eux, on retrouve de nombreux génes
codant des composants de I'enveloppe bactérienne, notamment les systémes intervenant

dans le mécanisme de virulence (flagelle, curli, pili de type | ...).

L’opéron maitre flhDC, premiére étape de la cascade de régulation de la motilité, est
réprimé par OmpR-P qui se fixe sur deux sites dans la région promotrice (Shin et Park, 1995).
Un site IHF entre les sites de fixation semble favoriser une répression comme pour le géne
ompF avec une courbure de 'ADN (Kenney et Anand, 2020). OmpR est également connu
pour réguler la synthése des curli, structures jouant un réle important dans la formation du
biofilm. Ces curli sont codés par I'opéron csgBA lui-méme régulé par un activateur
transcriptionnel CsgD codé par I'opéron csgDEFG. Ce dernier est activé par OmpR (Prigent-
Combaret et al., 2001). Tout comme fIhDC, ompF ou ompC, des sites de fixation sont
retrouvés en amont du géne (Gerstel et al., 2003). En plus de réguler ces deux opérons
essentiels au phénomene de virulence, la régulation d’OmpR sur d’autres génes est mise en
évidence. OmpR régule entre autres les génes vir nécessaire a l'invasion de I'héte par
Shigella flexneri, la synthése du polysaccharide Vi, élément de la capsule de
S. enterica sv typhimurium ou encore la synthése du systéme de type Il en régulant un autre
phosphorelais : SsrAB (Bernardini et al., 1990 ; Perkins et al., 2013 ; Lee et al., 2000).

3.2.2. Le phosphorelais RcsCDB

3.2.2.1.  Composition du systéme RcsCDB

Le systéeme RcsCDB (Regulation of Capsular Synthesis ou Régulation de la synthése de
la capsule) fait exception a ce que l'on peut appeler les systemes a deux composants

« classiques ». Découvert chez E. coli en tant que régulateur des génes cps codant les

49

© 2020 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Marine Caby, Université de Lille, 2020

exopolysaccharides de la capsule (Gottesman et al., 1985), les scientifiques pensérent tout
d’abord qu’il était composé uniquement d’'un capteur RcsC et d’'un régulateur RcsB.
Cependant, en 2001, Takeda et ses collaborateurs mettent en avant une troisi€me protéine
dans cette voie de régulation : le phosphotransmetteur RcsD. RcsD présente des similitudes
structurelles avec RcsC. Cependant, il ne posséde pas de site histidine permettant
'autophosphorylation ni le motif HELRTP (Mizuno, 1997 ; Takeda et al., 2001 ; Wall et al.,
2018). En réponse a des stimuli précis, le passage du résidu phosphate s’effectue dans I'ordre
suivant : 'autophosphorylation se réalise sur le résidu histidine en position 479 de RcsC, le
phosphate est alors transmis a I'aspartate 875 de RcsC, puis a I'histidine 842 de RcsD pour
finir sur 'aspartate 56 de RcsB (Figure 13) (Majdalani et Gottesman, 2005).

En plus des trois protéines RcsCDB, il existe deux modulateurs, IgaA et DjlA ainsi qu'un
transmetteur intermédiaire RcsF. RcsF est une lipoprotéine ancrée dans la membrane externe
connue pour activer le systeme RcsCDB (Castanié-Cornet et al., 2006). Formant un complexe
avec les protéines BamA ou OmpA, RcsF est nécessaire a la détection des dommages de
'enveloppe bactérienne (Cho etal, 2014 ; Asmar etal., 2017). Découvert chez
S. enterica sv typhimurium, 1gaA est une protéine transmembranaire ayant un role
d’atténuateur du systéeme RcsCDB. Cette protéine est essentielle. En effet, un mutant igaA
n’est pas viable chez E. coli (Cho et al., 2014). Les modulations de RcsCDB par IgaA et RcsF
sont étroitement liées. En effet, lors d’un stimulus, RcsF se désolidarise de la machinerie Bam
et interagit directement avec le domaine périplasmique d’lgaA ce qui léve la répression
exercée sur le systeme RcsCDB (Cho et al., 2014 ; Hussein et al., 2018) (Figure 13). En plus
de cette voie régulatrice, DjlA, protéine membranaire, régule négativement le phosphorelais
en intervenant sur le domaine périplasmique de RcsC ou RcsD (Shiba et al., 2006). Cette

régulation se fait indépendamment de la voie RcsF/IgaA (Majdalani et Gottesman, 2005).
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Figure 13 : Représentation du systéme RcsCDB.

Le systéme RcsCDB répond a de nombreux signaux. IgaA est une protéine transmembranaire régulant
négativement le systeme RcsCDB. RcsF, lipoprotéine de la membrane externe, percoit les défauts de
la membrane externe ou du périplasme comme des modifications au niveau des lipopolysaccharides
ou du peptidoglycane. RcsF agit directement sur IgaA afin d’activer le phosphorelais RcsCDB. RcsC
s’autophosphoryle sur son résidu histidine 479. Le phosphate est alors transmis sur son résidu
aspartate en position 875, sur I'histidine 842 de RcsD puis pour finir sur I'aspartate 56 du régulateur
RcsB. Ce dernier peut alors se dimériser avec lui-méme ou avec la protéine co-régulatrice RcsA.
(Adapté de Cho et al., 2014).

3.2.2.2. Laréponse de RcsCDB face aux stimuli

Comme tout phosphorelais, RcsCDB répond a un certain nombre de signaux. Parmi eux,
on retrouve la variation d’osmolarité et de pH ainsi que la déstabilisation de la membrane
causée par des modifications des lipoprotéines ou du peptidoglycane (Sledjesk et Gottesman,
1996 ; Wall et al., 2018 ; Parker et al., 1992 ; Majdalani et Gottesman, 2005). Face a ces
stimuli, la cascade de phosphorylation RcsCDB est activée ce qui conduit a la régulation de
plus de 150 genes cibles chez E. coli (Ferrieres et Clarke, 2003).
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RcsB agit sur le régulon en tant que dimére. Il se retrouve sous forme homodimére ou
sous forme hétérodimére. La forme hétérodimére la plus courante est RcsA-RcsB mais on
retrouve aussi RcsB en couple avec GadE, BglJ et MatA (Wall et al., 2018). RcsA est une
protéine co-régulatrice qui se lie avec RcsB phosphorylé tandis que les trois autres agissent
avec RcsB non phosphorylé (Figure 14). Chacun de ces couples répond a des stimuli
différents. Parmi les génes cibles de I'hétérodimére RcsA-RcsB, on retrouve les génes wza
codant les exopolysaccharides ou encore le gene rcsA lui-méme (Ebel et Trempy, 1999)
(Figure 14). L’homodimére RcsB régule lui aussi un ensemble de génes dont font partie osmC
codant une peroxydase périplasmique, osmB codant une lipoprotéine osmoregulée de
fonction inconnue, ftsZ essentiel dans la division cellulaire, bdm important pour la formation
du biofilm mais également le géne rprA codant un petit ARN activant la traduction de RpoS
(Sturny et al., 2003 ; Boulanger et al., 2005 ; Madjalani et Gottesman, 2005). L’opéron flhDC
présente une particularité. En effet, il peut étre régulé a la fois par 'lhomodimeére RcsB et par
I'hétérodimére RcsA-RcsB car il posséde les deux boites de fixation nécessaires en amont du
site de transcription (Francez-Charlot et al., 2004).

osmB gadA

osmCp; e
bdm rcsA
ftsZ

Dépendant de la

rA
Phosphorylation P

+RcsA

flhDC

Indépendant de la
Phosphorylation bglGFB

hi
matABCDEF o

gadA

Figure 14 : Une partie du régulon de RcsB chez E. coli.

RcsB peut agir en homodimére ou en hétérodimére avec diverses protéines auxiliaires. RcsB
phosphorylé se lie a lui-méme (+RcsB) ou a RcsA pour réguler positivement (—) ou pour réprimer (-)
I'expression des génes cibles. Les protéines auxiliaires MatA, GadE et BgjJ utilisent RcsB non

phosphorylé pour activer ou réprimer I'expression des génes cibles (Adapté de Wall et al., 2018).
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3.2.2.3. Le systéme RcsCDB chez D. dadantii

Chez D. dadantii, Bouchart et ses collaborateurs ont mis en avant une relation particuliere
entre les OPG et le phosphorelais RcsCDB. En effet, suite a une mutagenése a la
nitrosoguanidine, un mutant RcsC2 a été obtenu. Ce dernier présentait une substitution du
résidu alanine en position 463 en résidu valine, la mutation se situant prés de l'histidine
phosphorylable en position 479. Cette mutation dominante entraine un rétablissement de la
motilité et de la virulence dans une souche dépourvue en OPG (Figure 15) (Bouchart et al.,
2010). Cette restauration phénotypique est causée par une activation constitutive du
phosphorelais RcsCDB. Cette activation varie en fonction de la concentration d’'OPG dans
'espace périplasmique (Bontemps-Gallo et al., 2013). Tout d’abord mis en avant par I'étude
de génes cibles comme flhD ou ftsA, I'activation constitutive de RcsB a été confirmée quelques
années plus tard grace a la technique du PhosTag permettant I'observation directe de I'état
de phosphorylation du régulateur RcsB dans différents contextes géniques (Figure 15). lls
montrent alors que RcsB présente un taux de phosphorylation de 36% en absence d’'OPG

contre un niveau basal de 20% dans une souche sauvage (Madec et al., 2014).

20% RcsB-P

Qe [
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/

Motilité / \

Exoenzymes Virulence

Figure 15 : Activation du systéme RcsCDB dans une souche dépourvue d’OPG.

L’absence d’'OPG dans une souche de D. dadantii entraine une activation constitutive du phosphorelais
RcsCDB. RcsB, qui est phosphorylé a un taux de 36%, régule négativement les genes de la motilité et
d’exoenzymes causant de ce fait une perte de virulence et active les genes de synthése des

exopolysaccharides.
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3.2.3. Le phosphorelais CpxAR

3.2.3.1.  Composition du systéme CpAR

Tout comme RcsCDB, CpxAR (Conjugative Pilus Expression ou Expression du pilus
conjugatif) est un des phosphorelais les plus étudiés a I'heure actuelle. Le locus cpxAcpxR a
été découvert pour la premiere fois en 1980 chez un mutant d’E. coli K12 présentant une
baisse d’expression du pilus conjugatif du plasmide F (McEwen et Silverman, 1980). CpxAR
est un phosphorelais constitué d’'un capteur CpxA et d’un régulateur CpxR. Lors d’un stimulus
précis, CpxA s’autophosphoryle sur le résidu histidine en position 248 puis transmet le
phosphate sur le résidu aspartate du régulateur en position 51 (Raivio et Silvahy, 1997) (Figure
16). Contrairement aux autres phosphorelais, le capteur CpxA posséde non pas une activité
kinase prédominante mais une activité principalement phosphatase que ce soit chez les
bactéries zoopathogénes ou phytopathogenes (Raivio et Silvahy, 1997 ; Wolfe et al., 2008 ;
Bontemps-Gallo et al., 2015).

3.2.3.2. Laréponse du systeme CpxAR face aux stimuli

CpxAR répond a de multiples stimuli causant des stress de I'enveloppe tels que le pH
alcalin, une concentration élevée en NaCl, le mauvais repliement des protéines, les défauts
dans le transport des lipoprotéines ou encore I'attachement aux surfaces hydrophobes méme
si ce dernier stimulus a été remis en question recemment (Wolfe et al., 2008 ; Tschauner et al.,
2014 ; Delhaye et al., 2019 ; May et al. ; 2019 ; Vogt et Raivio, 2012 ). CpxAR posséde un
régulon trés important composé de plusieurs centaines de génes divers et variés (Figure 16).
Toutefois, on peut regrouper certains génes selon leurs roles (Raivio et al., 2013) :

- Les génes codant les facteurs de repliement et de dégradation des protéines de
'enveloppe. Ex : degP codant une protéase, dsbA codant une enzyme catalysant les
liaisons disulfures, spy codant une protéine chaperon ou cpxP codant une protéine
adaptative de DegP (Danese et al., 1995 ; Raivio et Silhavy, 1997 ; Vogt et Raivio,
2012).

- Les génes impliqués dans le métabolisme et la structure des composants de
'enveloppe bactérienne. Ex : ompF codant une porine de la membrane externe, amiA
et amiC codant des enzymes essentielles a la dégradation du peptidoglycane
(Batchelor et al., 2005 ; Vogt et Raivio, 2012)

- Les génes nécessaires a I'adhérence, le biofilm et la pathogenése. Ex : opéron flhDC,
opéron motABcheAW codant des composants nécessaires a la motilité, ydeH jouant

un réle important dans la formation du biofilm (Raivio et al., 2013 ; De Wulf et al., 1999).
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Une partie du régulon de CpxAR est commun aux deux autres voies intervenant dans la
réponse au stress de I'enveloppe : le phosphorelais BaeSR et le facteur oE (Raffa et Raivio,
2002 ; Raivio et al., 2013). Etonnamment, CpxAR réprime le facteur oE lorsqu'’il est activé. Au
contraire, il régule positivement son propre opéron (De Wulf et al., 1999). L’hypothése posée
est que CpxAR est utile lors des premiers stades de I'infection (adhésion, invasion) alors que

la voie OE joue plutdt un réle dans la survie et le maintien post-invasion (Raivio, 2005).

pH alcalin
Osmolarité élevée
Mauvaise conformation des protéines
Défauts dans le transport des lipoprotéines
Attachement aux surfaces hydrophobes

o: A ompF
amiA
W

fIRDC \r// amic
motAB \
cheAW // \ degP
dsbA
poE X ydeH spy
rseABC cpxP
CpxAR

Figure 16 : Représentation du phosphorelais CpxAR.

CpxAR répond a de nombreux stimuli provoquant un stress de I'enveloppe. CpxP et NIpE sont des
modulateurs de CpxAR, réprimant et activant respectivement le systéme. Lors de l'activation du
systéme, CpxA s’autophosphoryle sur I'histidine 249 puis le phosphate est transféré sur I'aspartate 51
du régulateur. CpxR agit sur de nombreux génes cibles intervenants entre autres dans la mise en place

de I'enveloppe bactérienne et dans la pathogenése.

En plus de CpxA et CpxR, le phosphorelais requiert deux modulateurs
supplémentaires : NIpE et CpxP (Figure 16). NIpE joue un réle d’activateur auprés de CpxAR
alors que CpxP a un role répresseur. A l'origine utilisé en excés pour activer CpxAR, le role
de NIpE, qui est une lipoprotéine de la membrane externe, a été défini plus précisément. En
effet, il a été montré depuis que NIpE percoit des stimuli multiples : 'adhésion aux surfaces
hydrophobes, les protéines oxydatives mal conformées et les défauts du trafic des

lipoprotéines vers la membrane externe réalisé grace au systéeme LolABCDE (Delhaye et al.,
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2019 ; May etal.; 2019 ; Vogt et Raivio, 2012). NIpE, par son domaine N-terminal, agit
directement sur le domaine périplasmique du capteur CpxA afin d’activer le phosphorelais
(Delhaye et al., 2019) (Figure 17). CpxP, protéine périplasmique, a pour role de réprimer le
phosphorelais CpxAR en interagissant avec CpxA. En effet, la surface concave chargée
positivement de CpxP se fixe au niveau du domaine périplasmique de CpxA chargé
négativement pour le réprimer (Zhou etal., 2011; Tschauner etal., 2014). CpxP,
contrairement a NIpE, ne détecte pas les modifications de I'enveloppe bactérienne mais
répond au pH alcalin, au NaCl et aux sous-unités du pilus PapE mal conformées (Tschauner
et al., 2014). Méme si le mécanisme de réponse au pH alcalin et NaCl n’est pas encore connu,
le processus en cas de mauvais repliement de PapE est bien décrit. En présence de protéine
PapE mal conformée, CpxP se fixe a cette derniére afin de 'amener a DegP, une protéase
périplasmique qui dégrade PapE et CpxP (Isaac et al., 2005). CpxAR, n’étant plus réprimé par
CpxP, peut s’activer (Figure 17).

Mauvais Repliement de la sous unité PapE Défaut du systéme de trafic des lipoprotéines |

Figure 17 : Représentation des voies d’activation du phosphorelais CpxAR.

CpxP est un répresseur périplasmique de CpxA (gauche). Un de ces signaux d’activation est le mauvais
repliement de la sous-unité du pilus PapE. Dans ce cas, CpxP se lie a PapE et 'emmeéne a DegP qui
clive alors les deux protéines. CpxA est ainsi activée. NIpE, lipoprotéine de la membrane externe, est
un activateur de CpxAR agissant entre autres lors d’'un défaut du systéme de trafic des lipoprotéines
(Droite). En cas de stress, NIpE, habituellement transféré dans la membrane externe par le systeme
Lol, reste ancré dans la membrane interne. Elle interagit alors directement avec CpxA afin d’activer le

systéeme.
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3.2.3.3. Le systéme CpxAR chez D. dadantii

Jusqgu’en 2015, les études réalisées sur CpxAR portent uniquement sur les bactéries
zoopathogénes. En 2015, Bontemps-Gallo et ses collaborateurs étudient le réle de CpxAR
dans la bactérie phytopathogéne D. dadantii. lls montrent qu’une bactérie présentant une
phosphorylation constitutive de CpxR, causée par une délétion de cpxA, et une bactérie
dépourvue du régulateur présentent toutes deux des phénotypes semblables. En effet, dans
les deux cas sont observées une perte de motilité et une perte de sécrétion d’exoenzymes
causant de ce fait une perte de virulence (Bontemps-Gallo et al., 2015). lIs mettent également
en avant le réle important de CpxAR dans la réponse aux défenses de la plante. CpxAR est
donc impliqué durant les premiéres étapes de l'infection de I'hdte. Cela est confirmé par des
analyses de PhosTag in planta présentant une hausse de la proportion de CpxR phosphorylé

durant les deux premiers jours d’infections (Bontemps-Gallo et al., 2015).

4. Obijectifs de la these

Les bactéries interagissent continuellement avec leur environnement ce qui nécessite
de leur part une adaptation constante. Les phosphorelais, présents dans une trés grande
majorité de bactéries, sont les facteurs clefs de la perception et de [I'adaptation

environnementale.

Ma thése porte sur la compréhension du réle biologique du phosphorelais EnvZ/OmpR
chez notre bactérie modeéle D. dadantii. Plusieurs problématiques ont été abordées. Pour
commencer, je me suis intéressée aux relations entre le phosphorelais et les OPG, connus
pour activer et moduler d’autres systéemes. Cette étude a débouché sur de nombreux
questionnements concernant les stimuli activant le phosphorelais et le régulon d’OmpR ainsi
que sur son implication dans la virulence. J'ai donc poursuivi mes travaux en étudiant
l'activation du phosphorelais EnvZ/OmpR face aux variations de pH et de 'osmolarité, deux
stress majeurs identifiés lors de l'infection, et en étudiant I'expression d’'ompF, un des génes
cibles du régulon, face a ces différents stress. Pour finir, je me suis intéressée a la capacité
de virulence de mutants du phosphorelais EnvZ/OmpR et plus globalement a son niveau

d’activation lors du processus infectieux.
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Resultats
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1. Les glucanes périplasmiques osmorégules
(OPG) sont nécessaires a l'activation du
phosphorelais EnvZ/OmpR mais ne

modulent pas son activité.

Les analyses en qRT-PCR ont été réalisées par le Dr Sébastien Bontemps-Gallo (UMR8204,).

Précédemment, le laboratoire a pu mettre en avant une relation forte entre le
phosphorelais RcsCDB et les OPG, notamment en établissant le contrble du niveau
d’activation du phosphorelais par la variation de la concentration d’OPG (Bontemps-Gallo
et al., 2013). Sur les 32 phosphorelais de D. dadantii, nous nous sommes demandé si d’autres
systémes, connus pour répondre a 'osmolarité, pouvaient étre modulés par les OPG. Nous
avons choisi de nous concentrer sur le systéme EnvZ/OmpR. En effet, le laboratoire a montré
que ce dernier, associé a RcsCDB, joue un réle dans la régulation de la succinylation des
OPG (Bontemps-Gallo et al., 2016). Cette régulation, associée au fait que les deux systéemes
sont activés par 'osmolarité et que I'inactivation d’EnvZ/OmpR chez E. coli restaure la motilité
dans une souche dépourvue d’'OPG (Fiedler et Rotering, 1988), nous a conduit a nous
intéresser a cette relation. En paralléle, nous nous sommes également intéressés a la relation
du phosphorelais CpxAR avec les OPG car ce phosphorelais répond a 'osmolarité et aux

stress causés par une modification de I'enveloppe bactérienne (Raivio et al., 2013).

1.1. L’inactivation du systéeme EnvZ/OmpR entraine un rétablissement

des pectinases dans une souche dépourvue d'OPG.

Afin de définir les interactions entre les OPG et le phosphorelais, les génes envZ et ompR
sont inactivés par insertion d’'une cassette de résistance a la gentamycine en contexte
sauvage et en contexte opgG. L’interruption des génes cpxA et cpxR étant déja réalisée
(Bontemps-Gallo et al., 2015), les mutations sont transférées dans une souche dépourvue
d’'OPG.

Une souche opgG présentant une altération de nombreux facteurs de virulence, nous
avons cherché a savoir si I'inactivation du systéme EnvZ/OmpR entraine une modification de
ces phénotypes. Différents tests phénotypiques sont réalisés en commengant par
'observation de la sécrétion des différentes exoenzymes (cellulases, pectinases, protéases)

et la mucosité. En effet, il est avéré qu’'une souche dépourvue en OPG est altérée dans sa
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production d’exoenzymes et posséde un aspect muqueux causé par un excées de sécrétion
d’exopolysaccharides (Page et al., 2001). La sécrétion des différentes exoenzymes est
évaluée sur boites de Petri CMC (qui contient du carboxyméthylcellulose), PGA (qui contient
du polygalacturonate) et LB Lait afin d’observer la sécrétion de cellulases, pectinases et
protéases respectivement. La sécrétion des exopolysaccharides est testée sur milieu

minimum M63 complémenté avec du glycérol 0,2%.

Comme précédemment décrit dans la littérature, les mutants cpxA et cpxR présentent une
altération de leur capacité a sécréter les cellulases et les pectinases (Bontemps-Gallo et al.,
2015). En effet, on observe une baisse du diamétre du halo de dégradation du CMC et du
PGA chez une souche cpxA et cpxR comparativement a une souche sauvage. Ce niveau de
sécrétion est semblable que 'on soit en contexte sauvage ou en contexte opgG (Figure 18).
Au contraire, aucune différence de phénotype n’est observée en ce qui concerne la production
de protéases et la mucosité quand le phosphorelais CpxAR est inactivé quel soit le contexte
génique (Tableau 1). Cette similarité phénotypique est visible également lors de I'inactivation
du phosphorelais EnvZ/OmpR. Les mutants envZ et ompR présentent une sécrétion de
protéases et un aspect non muqueux semblable a la souche sauvage tandis que les clones
envZ opgG et ompR opgG ne sécrétent pas de protéases et ont un aspect muqueux semblable

a une souche opgG (Tableau 1).

Wild- envZ ompR CPXA cpxR
opgG envZ ompR CPXA cpxR
Type opgG opgG opgG opgG
Protéases + 5 + - + - + - + -
Mucosité - + - + - + - + - +

Tableau 1 : Activité des protéases et aspect des colonies des différentes souches.
La capacité a sécréter des protéases ainsi que I'aspect muqueux ou non des colonies sont observés
sur milieu LB Lait 10% et milieu M63 glycérol aprés 48H d'incubation a 30°C. La présence ou I'absence

de ces phénotypes est représentée par le signe + ou —.

De méme, en ce qui concerne la production des cellulases, les mutants envZ et ompR
présentent un niveau similaire a la souche sauvage et les mutants envZ opgG et ompR opgG
montrent une baisse de sécrétion semblable a ce qui est observable chez la souche opgG. En
revanche, en ce qui concerne la sécrétion de pectinases, des différences sont visibles. Si
l'inactivation d’EnvZ/OmpR n’entraine pas de différences en contexte sauvage (WT : 2,55 cm ;
envZ: 2,59 cm; ompR: 2,79 cm), on observe un rétablissement de la production de
pectinases en contexte opgG quand le phosphorelais EnvZ/OmpR est inactivé (Figure 18). En
effet, les doubles mutants envZ opgG et ompR opgG montrent une restauration quasi-totale
de la production avec un niveau similaire a celui observé dans la souche sauvage (WT : 2,55

cm, opgG : 1,55 cm, envZ opgG : 2,45 cm, ompR opgG : 2,61 cm ; Figure 18).
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Figure 18 : Effet des mutations des phosphorelais EnvZ/OmpR et CpxAR sur I'activité des
cellulases (A) et des pectinases (B).

La capacité a sécréter des cellulases et des pectinases a été observée sur milieu M63 complémenté
avec du glycérol 0,2% ainsi que de carboxyméthylcellulose (CMC) ou polygalacturonate (PGA) aprés
48H d'incubation a 30°C. L’activité est estimée en mesurant le diamétre du halo de dégradation. Les
données représentent la moyenne de vingt expériences indépendantes. Les astérisques indiquent une

différence significative avec la souche sauvage (*) et la souche opgG (*) respectivement (*p < 0,0001).

Prises ensemble, ces données nous montrent que le phosphorelais EnvZ/OmpR est
impliqué que dans la régulation des pectinases. En effet, nous montrons qu’un défaut du
phosphorelais permet la restauration de la sécrétion des pectinases dans un mutant dépourvu
d’OPG. Pour rappel, les pectinases jouent un réle majeur dans la dégradation de la paroi

végétale et de ce fait dans le phénoméne de virulence.

61

© 2020 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Marine Caby, Université de Lille, 2020

1.2. Le phosphorelais EnvZ/OmpR est impliqué dans la régulation de la

motilité.

Une fois I'analyse de la sécrétion des exoenzymes et exopolysaccharides effectuée,
I'étude est poursuivie par I'analyse de la motilité, facteur de virulence essentiel a la colonisation
de I'héte (Antunez-Llamas et al., 2009 [B]). Elle est évaluée sur milieu M63 faiblement gélosé
(0,4% d’agar). Comme publié précédemment, les mutants cpxR et cpxA présentent une
altération de la motilité en contexte sauvage (Bontemps-Gallo et al., 2015). Ce phénotype
reste semblable en contexte opgG avec des halos de nage similaires pour les différents
mutants opgG, cpxA, cpxA opgG, cpxR et cpxR opgG (0,97 cm +/- 0,1 cm ; Figure 19). Comme
pour le phosphorelais CpxAR, linactivation du phosphorelais EnvZ/OmpR entraine une
réduction de la motilité (Figure 19). En effet, cette diminution représente une baisse d’environ
25% du diamétre du halo de nage par rapport a la souche sauvage. Alors qu’une restauration
de la motilit¢ dans une souche dépourvue d’'OPG est observée chez E. coli (Fiedler et
Rotering, 1988), ce n’est pas le cas chez D. dadantii. En effet, pour les mutants envZ opgG et
ompR opgG, le diamétre du halo est semblable a celui observé dans une souche opgG (0,97

cm pour opgG, 1,06 cm pour envZ opgG, 0,99 cm pour ompR opgG ; Figure 19).
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Figure 19 : Effet des différentes mutations des phosphorelais EnvZ/OmpR et CpxAR sur la
motilité.
La motilité a été observée sur milieu M63 complémenté avec du glycérol 0,2% et 0,4% d’agar apres
48H d'incubation a 30°C. La motilité est estimée en mesurant le diameétre du halo de nage. Les données
représentent la moyenne de vingt expériences indépendantes. Les astérisques indiquent une différence

significative avec la souche sauvage (*) et la souche opgG (*) respectivement (*p < 0,0001).

Afin de confirmer ces données, une qRT-PCR est réalisée sur deux génes impliqués
dans la cascade de régulation de la motilité : le géne flhD appartenant a I'opéron maitre flhDC
se situant a la base de la régulation et le géne fliC codant la flagelline, constituant du filament
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du flagelle. La souche sauvage, la souche opgG et les différents mutants du phosphorelais
EnvZ/OmpR sont cultivés en milieu M63 complémenté avec du glycérol 0,2% a différentes
osmolarités (M63 dilué au %2, M63, M63 + 0,1M NaCl et M63 + 0,2M de NaCl correspondant
respectivement a 170, 330, 500 et 700 mOsm). Pour commencer, on peut observer qu’une
inactivation du systéme EnvZ/OmpR entraine une diminution de 20 a 30% de I'expression du
gene flhD et par conséquent du géne fliC (Figure 20). Cela correspond aux données obtenues
lors des tests semi-solides. Les résultats obtenus aux différentes osmolarités montrent
également une variation de I'expression des genes flhD et fliC. En effet, plus 'osmolarité
augmente, plus I'expression des génes diminue dans les souches sauvage, ompR et envZ
(Figure 20).
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Figure 20 : Expression des génes flhD et fliC a différentes osmolarités.

Les bactéries sauvage, opgG, envZ, envZ opgG, ompR et ompR opgG sont cultivées a 170, 330, 500
et 700 mOsm. L’expression des génes flhD et fliC est analysée par qRT-PCR. L’expression relative des
geénes est calculée en utilisant le gene ipxC comme geéne de référence (Hommais et al., 2011). Les
données représentent la moyenne de trois expériences indépendantes. Le symbole astérisque* indique
une différence significative avec la souche sauvage (****p < 0,0001 ; ***n <0,001;**p<0,01;*p<
0,05).
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Ces résultats nous montrent donc que le régulateur OmpR joue un réle d’activateur
dans la régulation de 'opéron maitre flhDC, entrainant une baisse visible de la capacité de
nage des bactéries. La variation des génes observée selon I'osmolarité peut dépendre en
partie de I'état de phosphorylation d’OmpR, 'osmolarité étant un stimulus du phosphorelais
chez E. coli.

1.3. L’inactivation du phosphorelais EnvZ/OmpR dans une souche

dépourvue d’OPG rétablit une virulence partielle en pomme de terre.

L’inactivation du phosphorelais entrainant une baisse de la motilité en contexte
sauvage (Figure 20) et une restauration des pectinases en contexte opgG (Figure 18B), nous
nous sommes interrogés sur la virulence des différentes souches. Des tests de virulence sont
donc réalisés sur deux modéles d’étude distincts connus comme cible de D. dadantii : 'endive
(Cichorium intybus) et la pomme de terre (Solanum tuberosum). Pour commencer,
l'inactivation du phosphorelais en endive entraine des phénotypes semblables soit a la souche
sauvage (pour envZ et ompR) soit a la souche opgG (pour envZ opgG et ompR opgG) (Figure
21). En revanche, lorsqu’on infecte la pomme de terre, on observe des phénotypes différents.
Si I'infection est similaire pour EC3937, ompR et envZ, ce n’est pas le cas en contexte opgG.
En effet, alors qu'une absence de virulence est observable dans une souche opgG, un
rétablissement de macération est visible pour les mutants envZ opgG et ompR opgG. Afin
d’observer la séverité de la maladie, la macération est prélevée et pesée pour toutes les
souches. Bien qu’un rétablissement de la macération soit observé dans les souches
envZ opgG et ompR opgG, la quantité de macération obtenue est significativement différente
de la souche sauvage (Figure 22). Ce rétablissement est donc partiel.

Wild-
Type opgG opgG

ompR envZ opgG ompR envZ

Figure 21 : Pathogénicité de la souche sauvage et des mutants opgG, ompR, ompR opgG, envZ
et envZ opgG sur feuilles d’endive.
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Les feuilles d’endive sont inoculées avec 107 bactéries. L’'apparition de la macération est observée suite

a une incubation a 30°C pendant 72H.
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Figure 22 : Masse de la macération obtenue sur tubercule de pomme de terre suite a I'infection
de la souche sauvage et des mutants opgG, ompR, ompR opgG, envZ et envZ opgG.

Les tubercules de pomme de terre sont inoculés avec 107 bactéries. L’apparition de la macération est
observée suite a une incubation a 30°C pendant 72H. La pomme de terre est coupée en deux afin
d’observer le phénoméne de macération. La pourriture molle est récupérée et pesée (g). Les données
représentent la moyenne d’au moins dix expériences indépendantes. Les symboles astérisque* et *
indiquent une différence significative avec la souche sauvage et la souche opgG respectivement (*p <
0,0001).

Ces données montrent que le phosphorelais EnvZ/OmpR n'est pas impliqué dans la
virulence chez D. dadantii. La restauration partielle observée dans les tubercules de pomme
de terre peut étre corrélée avec la restauration de la production de pectinases comme cela a

déja été démontré au laboratoire (Bontemps-Gallo et al., 2014).

1.4. L’activation du systeme CpxAR ne dépend pas des OPG

contrairement au phosphorelais EnvZ/OmpR.

Afin de voir si I'activation du systéme EnvZ/OmpR dépend de la présence des OPG
comme cela a été montré pour RcsCDB, nous avons choisi d’observer deux génes
appartenant a son régulon. Notre choix s’est porté sur les génes ompF et kdgN codant tous
deux des porines. La porine OmpF permet le transport de molécules hydrophiles de moins de
600 Da (Decad et Nikaido, 1976) tandis que KdgN intervient dans le transport

65

© 2020 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Marine Caby, Université de Lille, 2020

d’oligogalacturonates a travers la membrane externe suite a la dégradation de la pectine
(Condemine et Ghazi, 2007). L’expression de ces génes est analysée par qRT-PCR aprés

culture des différentes souches a diverses osmolarités : 170, 330, 500 et 700 mOsm.

L’analyse des résultats montre que I'expression des génes ompF et kdgM est minime
en absence d'un des deux membres du systeme confirmant bien le rble activateur du
régulateur OmpR dans I'expression des porines. Dans la souche sauvage, on observe des
données semblables pour les deux génes avec une courbe en cloche en fonction de
'osmolarité. Cette courbe est semblable a celle déja observé chez E. coli (Lan et Igo, 1998).
A 170 mOsm, le niveau d’expression approche celui qui est observé dans une souche
dépourvue du capteur ou du régulateur. L’expression est multipliée 16 fois pour ompF et 22
fois pour kdgM quand on passe de 170 mOsm a 330 mOsm pour ensuite diminuer de moitié
lorsque I'osmolarité passe de 330 mOsm a 500 mOsm puis de nouveau de moitié quand
l'osmolarité atteint 700 mOsm (Figure 23). Les génes ompF et kdgN semblent donc bien
régulés par EnvZ/OmpR en fonction de 'osmolarité. De plus, on peut observer dans un mutant
opgG une perte de régulation de ces deux génes avec une expression semblable quelle que
soit 'osmolarité (Figure 23). Cette expression est similaire a celle observée a 700 mOsm dans
une souche sauvage ce qui semble indiquer que les OPG sont requis pour l'activation du

systeme EnvZ/OmpR.
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Figure 23 : Expression des génes ompF et kdgN a différentes osmolarités.

Les bactéries sauvage, opgG, envZ, envZ opgG, ompR et ompR opgG sont cultivées a 170, 330, 500
et 700 mOsm. L’expression des génes ompF et kdgN est analysée par qRT-PCR. L’expression relative
des génes est calculée en utilisant le géene ipxC comme gene de référence (Hommais et al., 2011). Les
données représentent la moyenne de trois expériences indépendantes. Le symbole astérisque* indique

une différence significative avec la souche sauvage (p**** < 0,0001).

Afin de voir si le dysfonctionnement des phosphorelais causé par la perte d’OPG est
une généralité ou un cas particulier, la méme expérience est réalisée sur le phosphorelais
CpxAR. Les génes choisis pour I'expérience sont spy et degP codant respectivement une
protéine chaperon et une protéase périplasmique (Vogt et Raivio, 2012). Tout d’abord, nous
pouvons observer une surexpression de ces deux génes dans le mutant cpxA, causée par la
phosphorylation constitutive de CpxR (Figure 24). Dans une souche dépourvue du régulateur
CpxR, spy est régulé a la baisse tandis que degP présente un niveau semblable a la souche
sauvage. Si on se concentre sur la souche sauvage, on peut observer une expression
semblable des génes spy et degP quelle que soit 'osmolarité (Figure 24). On peut également
remarquer que cette expression est semblable a celle observée dans une souche opgG
(Figure 24). Nous pouvons donc conclure que l'activation du phosphorelais CpxAR se fait

indépendamment de la présence des OPG.
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Figure 24 : Expression des génes spy et degP a différentes osmolarités.

Les bactéries sauvage, opgG, cpxA, cpxA opgG, cpxR et cpxR opgG sont cultivées a 170, 330, 500 et
700 mOsm. L’expression des génes spy et degP’ est analysée par gqRT-PCR. L’expression relative des
geénes est calculée en utilisant le gene ipxC comme geéne de référence (Hommais et al., 2011). Les
données représentent la moyenne de trois expériences indépendantes. Le symbole astérisque* indique

une différence significative avec la souche sauvage (***p < 0,001 ; **p < 0,01).

L’ensemble de ces données nous permet donc d’affirmer que les OPG possédent une

relation spécifique avec un nombre limité de phosphorelais (RcsCDB, EnvZ/OmpR).

1.5. Le niveau d’activation d’EnvZ/OmpR ne dépend pas de Ila

concentration en OPG.

Les OPG étant nécessaires au phosphorelais EnvZ/OmpR pour son activation, nous
nous sommes demandé si son activité varie en fonction de leur concentration comme cela est
le cas pour le systtme RcsCDB (Bontemps-Gallo et al.,, 2013). Afin de répondre a cette

question, une souche comportant 'opéron opgGH sous le contrle du promoteur de I'opéron
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araABD est utilisée. En effet, chez E. coli, il est montré que ce dernier est finement régulé par
la concentration en L-arabinose présent dans le milieu (Guzman et al., 1995). Les mutants
envZ Pgap-opgGH et ompR Pgap-opgGH sont construits et toutes ces souches ainsi que les
souches sauvage et opgG sont mises en culture dans du milieu M63 complémenté avec des
concentrations croissantes d’arabinose (0 a 1 g/L). Les ARN sont alors extraits pour observer

I'expression des génes ompF et kdgN.

Dans un premier temps, l'efficacité de la construction est vérifiée en suivant
'expression des génes opgG et opgH. Comme attendu, I'expression des deux génes est
constante dans une souche sauvage et nulle dans une souche opgG. On observe également
une expression croissante des genes opgG et opgH dépendante de la concentration
d’arabinose (Figure 25). En effet, plus la concentration en arabinose dans le milieu augmente,
plus le géne est induit jusqu’a I'obtention d’'un niveau similaire a la souche sauvage a 1 g/L

d’arabinose (Figure 25).
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Figure 25 : Expression des génes opgG et opgH a différentes concentrations de L-arabinose.
Les bactéries sauvage, opgG, Psap-opgGH, envZ Peap-opgGH et ompR Psap-opgGH sont cultivées en
M63 (330 mOsm) complémenté avec des concentrations de L-arabinose croissantes (0 a 1 g/L).

L’expression des génes opgG (A) et opgH (B) est analysée par gqRT-PCR. L’expression relative des
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génes est mesurée en utilisant le gene ipxC comme géne de référence (Hommais et al., 2011). Les

données représentent la moyenne de trois expériences indépendantes.

Une fois le systeme vérifié, I'expression des génes ompF et kdgN, tous deux
rapporteurs du systeme EnvZ/OmpR, est analysée dans ces mémes conditions. Sans ajout
d’arabinose dans le milieu de culture, on observe une expression semblable a celle d’'une
souche dépourvue en OPG. Dans la souche Pgap-0pgGH, le niveau d’expression génique est
constant quelle que soit la concentration (de 0,1 a 1 g/L) (Figure 26). Lorsque le phosphorelais
EnvZ/OmpR est inactivé dans une souche Psap-0pgGH, I'expression des génes ompfF et kdgN

est minimale et une nouvelle fois indépendante de la concentration en arabinose (Figure 26).
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Figure 26 : Expression des génes ompF et kdgN a différentes concentrations de L—-arabinose.
Les bactéries sauvage, opgG, Psap-opgGH, envZ Peap-opgGH et ompR Peap-opgGH sont cultivées en
M63 (330 mOsm) complémenté avec des concentrations de L-arabinose croissantes (0 a 1 g/L).
L’expression des génes ompF (A) et opgH (B) est analysée par qRT-PCR. L’expression relative des
génes est mesurée en utilisant le gene ipxC comme géne de référence (Hommais et al., 2011). Les
données représentent la moyenne de trois expériences indépendantes. Le symbole astérisque* indique
une différence significative avec la souche PsapopgGH cultivée sans arabinose (****p < 0,0001).
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Ces résultats semblent donc indiquer que les OPG sont uniquement nécessaires a
I'activation du systéme sans avoir un quelconque impact sur son niveau d’activation. On peut

donc penser que les OPG jouent un réle dans la transmission du signal.

1.6. Discussion

Il'y a quelques années, le laboratoire avait mis en avant une relation forte entre le systeme
RcsCDB et les OPG en montrant que ces glucanes étaient essentiels a I'activation et a la
modulation du phosphorelais (Bontemps-Gallo et al., 2013). Le phosphorelais EnvZ/OmpR
présentant des stimuli et des régulons communs avec RcsCDB, nous nous étions demandé si
ce systéme pouvait également étre associé aux OPG. C’est ce qui nous a amené a réaliser

une étude sur le phosphorelais EnvZ/OmpR.

Dans ces travaux, nous avons d’abord pu montrer que linactivation du systéme
EnvZ/OmpR n’a pas d’effet sur la virulence de D. dadantii que ce soit en pomme de terre ou
en endive (Figures 21, 22). La production d’exoenzymes et d’exopolysaccharides d’un mutant
envZ ou ompR est semblable a celle d’'une souche sauvage EC3937 alors qu’une baisse de
motilité causée par une baisse de I'expression de I'opéron maitre flhDC est visible quand le
phosphorelais est inactivé (Figures 18, 19 ; Tableau 1). On a également pu observer des
différences lorsque la mutation est réalisée dans une souche dépourvue d’'OPG. En effet,
quand le systéme est inactivé dans une souche opgG, une restauration de la sécrétion des
pectinases et de la virulence en pomme de terre est visible (Figures 18, 22). Cette restauration
de macération est partielle et n’est pas visible dans le second modéle qu’est I'endive. On peut
toutefois remarquer que la restauration partielle en pomme de terre coincide avec la
restauration des pectinases, événement que le laboratoire avait déja pu mettre en avant lors
d’études antérieures (Bontemps-Gallo et al., 2014). On peut imaginer que I'activation des
mécanismes de défenses face a la bactérie pathogene est I'une des différences entre la feuille
d’endive et les tubercules de pomme de terre. On peut également penser que la différence de
composition entre le tubercule de pomme de terre et la feuille d’endive joue un réle dans la

restauration de la virulence.

Cette étude nous a également permis de mettre en avant la relation spécifique entre le
phosphorelais EnvZ/OmpR et les OPG, facteurs de virulence essentiels de D. dadantii. Le
laboratoire avait déja mis en avant la relation de ces derniers avec le phosphorelais RcsCDB.
De la méme fagon, nous montrons ici qu’EnvZ/OmpR requiert la présence des OPG pour son
activation (Figure 23). En revanche, contrairement a RcsCDB, leur concentration ne module
pas le niveau d’activation du systéme (Figure 26). En 2017, Asmar et ses collaborateurs
mettent en évidence une activation du systéme RcsCDB dépendante de la taille du périplasme

d’E. coli, montrant alors qu’un espace périplasmique plus restreint permet le rapprochement
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du modulateur RcsF du capteur RcsC et ainsi I'activation du phosphorelais. Les OPG étant
des composants majeurs du périplasme, nous nous sommes demandé si leur absence pouvait
modifier la taille périplasmique et ainsi inactiver le phosphorelais EnvZ/OmpR. Toutefois, en
se basant sur des analyses de microscopie électronique effectuées précédemment par le
laboratoire sur les souches sauvage et opgG, cette hypothése est réfutée. En effet, aucune
différence de taille du périplasme n’est visible en absence d’OPG (Bontemps-Gallo, 2013).

L’activation du phosphorelais se fait donc indépendamment de la taille du périplasme.

Cette étude a amené de nouveaux questionnements notamment sur la régulation du géne
ompF. En effet, chez E. coli, 'expression du géne ompF varie en fonction de la quantité de
régulateur phosphorylé qui lui-méme varie selon 'osmolarité du milieu dans lequel se situent
les bactéries. A basse osmolarité, OmpR, peu phosphorylé, active le géne ompF alors qu’a
haute osmolarité OmpR fortement phosphorylé réprime ce géne. Chez E. coli, dans une
souche dépourvue du capteur EnvZ, OmpR est peu phosphorylé ce qui active la transcription
du géne ompF et donc un profil protéique de type OmpF® OmpC". Chez D. dadantii, ce n’est
pas le cas. En effet, on peut remarquer une faible expression du géne ompF dans une souche

envZ. |l semble donc qu'ompF soit régulé difféeremment de ce qui est établi chez E. coli.

Cette étude nous a également amenés a nous questionner sur le réle d’EnvZ/OmpR dans
le phénoméne de virulence. Cela semble trés étonnant que la délétion d’EnvZ/OmpR n’affecte
pas le phénoméne de virulence que cela soit au niveau de 'apparition de la pourriture molle
ou au niveau de la chronologie de la maladie. En effet, EnvZ/OmpR est le phosphorelais
essentiel dans la perception de 'osmolarité qui est 'un des paramétres les plus variables
durant l'infection. Pour rappel, durant I'étape d’infection, la bactérie se retrouve confrontée a
un changement important de I'osmolarité provoqué notamment par la lyse des cellules
végétales et le déversement de leur contenu cellulaire. On pourrait donc penser que
linactivation du systeme provoque des modifications importantes dans I'adaptation de la

bactérie a son hoéte influengant de ce fait la virulence.
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2. L'activité du phosphorelais EnvZ/OmpR est
modulée en fonction du pH, affectant de ce

fait 'expression des porines OmpF.

Les analyses phylogénétiques ont été réalisées par le Dr Michael Marceau (UMR8204). La
spectrométrie de masse a été effectuée par Valérian Hausard de I'équipe du Pr Jérbme Lemoine
(UMR5280, Lyon 1).

Comme déja énoncé précédemment, chez E. coli, le régulateur OmpR se comporte a la
fois comme un activateur et un répresseur de I'expression du géne ompF, I'activant a basse
osmolarité et le réprimant a haute osmolarité alors qu’il ne fait qu’activer I'expression du gene
ompC (Huang et Igo, 1996). Cette régulation dépend de I'état de phosphorylation du régulateur
OmpR. Suite aux études effectuées, nous avons pu remarquer que le géne ompF ne semble
pas étre régulé de la méme maniere chez notre bactérie modele D. dadantii. En effet, le
régulateur OmpR semble agir uniquement en tant qu’activateur. Nous posons donc
I'hypothése suivante : OmpR fortement phosphorylé a basse osmolarité active la transcription
du géne ompF chez D. dadantii. J'ai donc entrepris I'étude de la régulation du géne ompF par

le systeme EnvZ/OmpR chez D. dadantii.

2.1. Le géne ompF de D. dadantii présente des boites de fixation

similaires a celles observées pour le géne ompC d’E. coli.

La régulation différente des génes ompF et ompC chez E. coli est causée par la
présence de boites de fixation d’OmpR distinctes de basse et haute affinité en amont de ces
géenes. Pour rappel, chez E. coli, le géne ompF posséde quatre boites de fixation : deux a
haute affinité (F1 et F2) pour le régulateur OmpR et deux a faible affinité (F3 et F4) dont une
est située beaucoup plus en amont du géne que les trois autres (-364 a -351) (Harlocker et al.,
1995 ; Huang et Igo, 1996). Afin de comprendre la régulation du géne ompF chez D. dadantii,
j'ai entrepris une comparaison des séquences régulatrices en amont de ces différents génes.
Pour commencer, aucune séquence ressemblante aux boites de fixation d’OmpR chez E. coli
n’est visible dans la région régulatrice de D. dadantii. Le site IHF favorisant la courbure de

I’ADN et la répression d’ompF chez E. coli n’est pas non plus retrouvé (Figure 27).

Chez E. coli, le géne ompC posséde pour sa part trois boites de fixation d’OmpR
situées en amont du géne ompC : une de forte affinité (C1) et deux de faible affinité (C2 et C3)
(Huang et Igo, 1996). En comparant avec D. dadantii, deux sites semblables sont identifiés
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dans la région régulatrice du géne ompF : le site C1 qui présente 83,4% d’identité avec le site
d’E. coli et le site C3, qui lui montre 73,4% d’identité (Figure 27). Additionné a cela, on peut
remarquer que la distance séparant les sites C1 et C3 est équivalente chez D. dadantii et
E. coli avec 30 et 31 nucléotides respectivement (Figure 27). En revanche, aucun site

semblable au site C2 du géne ompC n’a été localisé entre les sites C1 et C3 de D. dadantii.

E. coli, région 500 pB en amont du géne ompF

CGATCATCCTGTTACGGAATATTACATTGCAACATTTACGCGCARAAACTAATCCGCATTCTTATTGCGGATTAG
TTTTTTCTTAGCTAATAGCACAggTTTCATACTATTTTTTGGCATTCTGGATGTCTGAAAGAAGATTTTGTGCCA
GGTCGATARAGTTTCCATCAGAAACAAAATTTCCGTTTAGTTAATTTARATATARGGAAATCATATAAATAGATT
AAAATTGCTGTAAATATCATCACGTCTCTATGGAAATATGACGGTGTTCACAAAGTTCCTTARAATTTTACTTTTG
GTTACATATTTTITCTTTTTGAAACCAAATCTTTATCTTTGTAGCACT TTCACGGTAGCGAAACGTTAGTTTGA

ATégAAAGATGcCTGCAGAcggATAAAGACACCAAACTCTc;¥EAATAGTTCCGTAAATTTTTATTGACAGAACT
TATTGACGGCAGTGGCAGGTGTCATARAARAAACCATGAGGGTAATARATAATG

E. coli, région 500 pB en amont du géne ompC

TTGTGAAATAGT TAACAAGCGTTATAGTTTTTCTGTGGTAGCACAGAATAATGAARAAGTGTGTAAAGAAGGGTAA
AAAAAACCGAATGCGAGGCATCCGGTTGAAATAGGGGTAAACAGACATTCAGAARATGAATGACGGTAATAAATAA
AGTTAATGATGATAGCGGGAGTTATTCTAGTTGCGAGTGAAGGTTTTGTTTTGACATTCAGTGCTGTCAAATACT
TAAGAATAAGTTATTGATTTTAACCTTGAATTATTATTGCTTGATGTTAGGTGCTTATTTCGCCATTCCGCAATA
ATCTTAAAAAGTTCCCTTGCATTTACATTTTGAAACATCTATAGCGATAAATGAAACATCTTAAAAGTTTTAGT

ATCATATTCGTGTTGGATTATTCTGCATTTTTG%EGAGAATGGACTTGCCGACTE%TTAATGAGGGTTAA?gAGA

TGCAGTGGCATAAAAAAGCARATAAAGGCATATAACAGAGGGTTAATAACATG
D. dadantii, région 500 pB en amont du géne ompF

GTCTGGAACAGTTGGATATCCGCCTGGAAGAAATGGGACTCAGTAAGGAAGATTACTGGTGGTACCGTGATCTGC
GTCGTTATGGCACCATTCCTCACTCTGGTTTCGGTCTTGGTTTTGAACGTTTGATTGCTTATGTAACCGGTGTAC
AAAATGTGCGCGATGTCATTCCGTTCCCGCGCACACCGCGCAGCGCCACCTTCTAAGCGAAARATAACATARGAA
AAACAGATATATGTAATARAGAAGGGCACCTTATGGGTGCCCTTCTTTTTTTATTTTAGAGTTTGCTCACAAAGTT
CCGTAAATTTTACAATTTGAAACACATATT TTCCAATGGTTACTCGAATTAGAAATTAGTATCATT TAAAGAGT

AGATTAACGGGCGGGTGAATGGAAAACTGCGTTCAGACACAGGAAGACAACTGGATTCACATTAARAGTTCCGTCA

GAATTCTTTTACTGTGATCCAGCTGTCTTAATAACACCAATGAGGGTAATAATG

Figure 27 : Comparaison et localisation des boites de fixation d’OmpR dans les régions
régulatrices d’ompF et ompC d’E. coli et d’ompF de D. dadantii.
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Les boites connues et avérées chez E. coli sont surlignées en gris et annotées. Les boites suspectées
chez D. dadantii sont surlignées en jaune. Les bases soulignées sont identiques entre E. coli et
D. dadantii.

Afin de confirmer ces observations, des retards sur gel de la protéine OmpR sur les
régions régulatrices d’'ompF et ompC d’E. coli ainsi que sur la région régulatrice d’'ompF de
D. dadantii sont effectués. Les régulateurs OmpR des deux espéces, présentant une
homologie de 100%, sont purifiés grace a I'ajout d’'une queue poly-histidine en Nter. Ces
protéines sont utilisées pour cette expérience et la région codante du géne opgC est choisie
en tant que témoin négatif (Bontemps-Gallo et al., 2016). Des expériences de retards sur gel
avec les deux protéines a différentes concentrations ont permis de déterminer qu’une
concentration de 400 ng de protéines est nécessaire pour observer un retard. Cette

concentration est donc utilisée par la suite (Données non présentées).

400 ng de protéines OmpR de D. dadantii sont mis en contact avec les différentes
régions régulatrices des deux espéces. La protéine OmpR entraine un retard de migration
quelle que soit la région régulatrice alors qu’aucune bande retardée n’est visible au niveau du
témoin négatif opgC. Le retard observé est le méme quelle que soit la région régulatrice testée
(Figure 28). La méme expérience est effectuée avec la protéine OmpR d’E. coli. Une nouvelle
fois, des bandes retardées sont observables pour toutes les régions régulatrices que ce soit
celles d’E. coliou celle de D. dadantii. Toutefois, on remarque cette fois-ci une différence selon
les régions. En effet, on observe pour la région régulatrice dompF d’E. coli deux bandes
retardées alors que les régions régulatrices d'ompC d’E. coli et d'ompF de D. dadantii n’en

présentent qu’une seule (Figure 28).

75

© 2020 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Marine Caby, Université de Lille, 2020

Protéines
D. dadantii Sonde Sonde Sonde Sonde
(400 ng) Seue OmMPR  BSA g le OMPR  BSA goe OMPR  geue OMPR
. N
. | i J
A 1 u U u u ’ .
I‘ ‘l 1. ‘l I. .l \‘ ‘!
| | | |
Région promotrice Région promotrice Région promotrice  Région codante
ompF ompF ompC opgC
de D.dadantii d’E.coli d'E.coli de D. dadantii
Protéines
E. coli Sonde Sonde Sonde Sonde
(400 ng) Seule OmpR B5A Seue  OMPR BS54 Seue OMPR Seule OMPR

s
v

be o
M u
I‘ ,l ‘. ‘I I, ,l '. ‘!
| | | |
Région promotrice Région promotrice Région promotrice  Région codante
ompF ompF ompC opgC
de D.dadantii d’E.coli d'E.coli de D. dadantii

Figure 28 : Retard sur gel des protéines OmpR d’E. coli et de D. dadantii sur les différentes
régions promotrices ompF et ompC des deux espéces.

400 ng de protéines OmpR de D. dadantii, d’E. coli ou de BSA sont incubés avec 100 ng d’ADN durant
30 min. La suspension est déposée sur gel acrylamide 6%. La région codante opgC de D. dadantii est

utilisée en tant que témoin négatif (Bontemps-Gallo et al., 2016).

La présence de deux bandes retardées pour la région régulatrice d'ompF d’E. coli est
probablement due a la fixation d’OmpR sur un nombre de sites plus important que pour les
deux autres régions régulatrices. Le fait que les régions d'ompC d’E. coli et dompF de
D. dadantii présentent le méme retard semble indiquer une fixation de la protéine OmpR

similaire dans les deux cas.

2.2. Phosphorylé, le régulateur OmpR se fixe plus efficacement a la

région régulatrice d’'ompF.

Les comparaisons de séquences couplées aux données obtenues lors des différents
retards sur gel semblent nous indiquer une régulation du géne ompF plus proche de celle

d’ompC que d’'ompF d’E. coli. La différence de régulation de ces deux génes chez E. coli est
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corrélée a I'état de phosphorylation du régulateur OmpR. Nous nous sommes donc demandé
si la fixation dOmpR sur la séquence régulatrice du géne ompfF varie en fonction de
'osmolarité. Afin de répondre a cette question, nous avons choisi de réaliser des retards sur
gel comprenant la région régulatrice ompF de D. dadantii et la protéine OmpR phosphorylée
(OmpR-P) ou non (OmpR). La protéine OmpR est phosphorylée in vitro grace au donneur de
phosphate : le phosphoramidate. L’efficacité de cette phosphorylation a été testée auparavant
grace ala technique du PhosTag in vitro. Les données obtenues nous montrent une trés bonne
capacité de phosphorylation par la phosphoramidate avec un pourcentage de protéines

phosphorylées aux alentours de 37 % (Données non présentées).

Une fois le traitement au phosphoramidate effectué, les protéines OmpR, OmpR-P
ainsi que le témoin BSA sont mis au contact de la région régulatrice d’ompF (promompF) et
de la région codante d’opgC (opgCmil). Cette expérience est réalisée avec des quantités de
protéines allant de 100 ng a 400 ng, cette derniére étant considéré comme quantité idéale
(Figure 29). L’analyse des gels permet d’observer une absence de retard dans le puits
contenant le témoin BSA ainsi que sur la région codante opgC. Une trés nette différence est
visible dans les puits comportant OmpR phosphorylée et non phosphorylée. En effet, le gel
montre un retard beaucoup plus important lorsque la protéine est phosphorylée et cela dés
100 ng d’'OmpR-P (Figure 29).

' \
' . ' V D — 100 ng
N — promompF

th—nuuﬂﬂﬂhm’,&,

400 ng

Protéines 100 ng OmpR 200 ng OmpR 300 ng OmpR 400 ng OmpR BSA

PA - + - + - + - +

Figure 29 : Retard sur gel des protéines OmpR et OmpR-P sur la région promotrice d’ompF.
100 a 400 ng de protéines OmpR (-), OmpR phosphorylée (+) par le phosphoramidate (PA) ou de BSA
sont incubés avec 100 ng d’ADN durant 30 min. La suspension est déposée sur gel acrylamide 6%. La

région codante opgC de D. dadantii est utilisée en tant que témoin négatif (Bontemps-Gallo et al., 2016).

Ces résultats semblent donc indiquer que le régulateur OmpR sous sa forme

phosphorylée se fixe plus efficacement au niveau des sites de fixation du géne ompF. En
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couplant ces résultats aux données de qRT-PCR, nous pouvons donc penser que OmpR-P
active la transcription du géne ompF et que cette phosphorylation a bien lieu a basse

osmolarité.

2.3. OmpR est nécessaire pour la transcription du géne ompF mais

n’intervient pas dans sa modulation lors d’une variation d’osmolarité.

Une fois les sites de fixation déterminés, I'analyse du niveau de phosphorylation du
régulateur OmpR a basse et haute osmolarité est réalisée in vivo. Jusqu’a encore récemment,
I'étude du niveau d’activation d’'un phosphorelais se faisait de fagon indirecte par I'analyse des
genes de son régulon et non par I'analyse in vivo du ratio régulateur phosphorylé versus
régulateur non phosphorylé. En effet, cette derniére se révéle étre trés compliquée a cause
de I'extréme labilité de la liaison phosphoester. En 2008, Barbieri et Stock développent la
technique du PhosTag afin d’observer directement la phosphorylation des régulateurs
bactériens. Cette technique repose sur un gel polyacrylamide sur lequel une partie des
molécules d’acrylamide sont greffées a des molécules de PhosTag™. Lors de la migration,
les protéines phosphorylées sont retenues par les molécules de PhosTag™ entrainant un

retard de migration par rapport a la méme protéine non phosphorylée.

Afin de réaliser le PhosTag in vivo, la souche sauvage est cultivée en milieu M63
complémenté avec du glycérol 0,2% aux différentes osmolarités choisies précédemment pour
la gqRT-PCR (170, 330, 500 et 700 mOsm). Les souches ompR et envZ sont toutes deux
choisies en tant que témoins. Les suspensions en phase exponentielle sont lysées par
sonication et 100 ug de lysats cellulaires sont déposés par puits. Pour la détection, un
anticorps dirigé contre le régulateur OmpR est utilisé. Tout d’abord, le profil de migration du
mutant envZ présente une unique bande correspondant a la protéine OmpR non phosphorylée
tandis qu’aucune bande n’est observable chez le mutant ompR. Dans la souche sauvage,
quelle que soit 'osmolarité, on observe la présence de la protéine OmpR phosphorylée.
Toutefois, le Western blot montre un ratio OmpR-P / OmpR similaire quelle que soit
'osmolarité du milieu (Figure 30). Plus précisément, le taux de phosphorylation passe de
10,9% a 170 mOsm a 7,4% a 700 mOsm. Cette Iégere différence n’est pas considérée comme
significative d’aprés le test statistique ANOVA utilisé. Ce résultat est inattendu, le

phosphorelais s’activant a haute osmolarité chez E. coli.
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Figure 30 : Quantification des protéines OmpR et OmpR-P par PhosTag in vivo de la souche
sauvage a différentes osmolarités.

100 pg des lysats cellulaires des souches ompR, envZ et EC3937 cultivées a différentes osmolarités
(170, 330, 500 et 700 mOsm) sont déposeés sur gel polyacrylamide 10% PhosTag 35 uM. Le Western
blot est effectué grace a un anticorps dirigé contre le régulateur OmpR. Les proportions d’'OmpR et
OmpR-P sont déterminées a l'aide du logiciel Fusion. Les données représentent la moyenne de trois

expériences indépendantes.

Ces données indiquent donc que le phosphorelais EnvZ/OmpR ne répond pas a la
variation de 'osmolarité chez D. dadantii. La variation d’'ompF en fonction de 'osmolarité ne
semble donc pas étre due a une modification de I'activité de ce phosphorelais. EnvZ/OmpR
est donc essentiel a I'activation de la transcription du géne ompF mais n’intervient pas dans

sa régulation face aux variations d’osmolarité.

2.4. Le régulateur RcsB est capable de se fixer en amont du gene ompF.

Le fait que le phosphorelais EnvZ/OmpR ne soit pas modulé en fonction de I'osmolarité
est trés étonnant car la qRT-PCR présentait bien une variation du géne ompF en fonction de

'osmolarité (Figure 23). Cependant, comme cette expérience est réalisée a partir d’ARN
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totaux extraits de la souche sauvage EC3937 en phase exponentielle, cette variation peut étre
causée par un autre phosphorelais que le systeme EnvZ/OmpR. En effet, les données de qRT-
PCR nous montrent juste que ce dernier est nécessaire a l'activation. On peut donc se
demander si d’autres phosphorelais tels que CpxAR ou RcsCDB, connus tous deux comme

répondant a 'osmolarité, possédent la capacité de moduler I'expression d’ompF.

Dans un premier temps, je me suis intéressée au phosphorelais CpxAR. En effet, en
2005, Batchelor et ses collaborateurs mettent en avant chez E. coli I'implication du
phosphorelais CpxAR dans la régulation des génes ompF et ompC. lls montrent notamment
que CpxR phosphorylé (CpxR-P) active la transcription du géne ompC et réprime le gene
ompF en se fixant sur la région régulatrice de ces génes au niveau des sites de fixation
d’OmpR.

Afin de voir si on retrouve une régulation similaire chez D. dadantii, j'ai réalisé des
retards sur gel avec les protéines CpxR, CpxR phosphorylée au phosphoramidate et le témoin
BSA sur la région régulatrice du géne ompF ainsi que sur la région codante du géne opgC qui
nous sert de témoin négatif. Aucune fixation de la protéine, qu’elle soit phosphorylée ou non,
n’est visible sur le gel retard (Figure 31A). Cela semble étonnant car le laboratoire a montré
en 2015 que le gene ompF est quatre fois plus exprimé dans un mutant cpxA (CpxR fortement
phosphorylé) que dans la souche sauvage (Bontemps-Gallo et al., 2015). Le phosphorelais
CpxAR semble donc agir indirectement sur I'expression de la porine. Bien qu’indirecte, on peut
se demander si cette régulation dépend de I'osmolarité environnante. Afin de vérifier cela, un
gel PhosTag in vivo est réalisé avec un anticorps dirigé contre le régulateur CpxR. Les
souches EC3937, cpxR et cpxA sont cultivées a basse et haute osmolarité (330 et 700 mOsm),
lysées par sonication et 100 ug de lysats cellulaires sont déposés sur gel. Le Western Blot
nous montre un taux de phosphorylation semblable que I'on soit a basse (5,6%) ou a haute
osmolarité (6,4%) (Figure 32A).
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Figure 31 : Retard sur gel des protéines RcsB, RcsB-P, CpxR, CpxR-P sur la région promotrice
d’ompF.

100 a 400 ng de protéines RcsB (-), RcsB-P (+), CpxR (-), CpxR-P(+) BSA sont incubées avec 100 ng
d’ADN durant 30 min. La suspension est déposée sur gel acrylamide 6%. La région codante opgC de

D. dadantii est utilisée en tant que témoin négatif (Bontemps-Gallo et al., 2016).
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Figure 32 : PhosTag in vivo de la souche sauvage a 330 et 700 mOsm

100 pg des lysats cellulaires des souches cpxR, cpxA, rcsB et EC3937 cultivées a 330 et 700 mOsm
sont déposeés sur gel polyacrylamide 10% PhosTag 35 pM. Les Western blot sont effectués grace a des
anticorps dirigés contre les régulateurs CpxR (A) et RcsB (B). Les proportions de régulateurs
phosphorylés ou non sont déterminées a l'aide du logiciel Fusion. Les données représentent la

moyenne de deux expériences indépendantes.

Dans un second temps, je me suis demandé si le phosphorelais RcsCDB pouvait jouer
un réle dans la régulation d'ompF. En effet, le systéeme réagit a des stimuli semblables a
EnvZ/OmpR et les deux phosphorelais partagent une partie de leur régulon. Tout d’abord, le
retard sur gel de la région promotrice d’ompF avec les protéines RcsB et RcsB phosphorylée
au phosphoramidate est réalisé. Alors qu’aucun retard n’était visible avec la protéine CpxR,

on voit ici un retard important avec 400 ng de RcsB. Ce retard est semblable que la protéine
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soit phosphorylée ou non (Figure 31B). Le régulateur semble donc se fixer en amont du gene
ompF indépendamment de son état de phosphorylation. RcsCDB répondant a 'osmolarité
chez E. coli, nous avons choisi d’observer son activit¢ aux différentes osmolarités
précédemment utilisées. Un PhosTag in vivo est effectué avec un anticorps dirigé contre le
régulateur RcsB. Les souches sauvage et rcsB sont cultivées a 330 et 700 mOsm, lysées par
sonication et 100 ng de lysat sont déposées sur gel. Une faible hausse du taux de
phosphorylation est observée lorsque I'osmolarité augmente. En effet, le taux passe de 5,2%
a 330 mOsm a 9,5% a 700 mOsm (Figure 32B, Données non présentées). Toutefois, cette
faible variation n’est pas jugée comme significativement différente par le test statistique
ANOVA utilisé.

Prises ensemble, ces données semblent donc indiquer que le phosphorelais RcsCDB
régule le géne ompF. En effet, le régulateur est capable de se fixer au niveau de la zone
régulatrice d'ompF. De méme, en recoupant avec les études effectuées en 2015 au
laboratoire, on montre que le régulateur CpxR est capable de moduler I'expression d’ompF.
Toutefois, cette régulation semble étre indirecte. On a également pu observer que le taux de
phosphorylation du régulateur RcsB varie trés peu entre 330 et 700 mOsm comme pour le
phosphorelais EnvZ/OmpR. Le taux de phosphorylation de CpxR, lui, ne varie pas en fonction
de I'osmolarité. On peut donc penser que cette modulation du géne ompF observée lors de la
gRT-PCR n’est pas provoquée par ces deux phosphorelais seuls. Des analyses
complémentaires telles que de la qRT-PCR dans les souches rcsB et resC seront nécessaires

afin de valider ces hypothéses.

2.5. La transcription du géne ompF varie selon 'osmolarité mais pas la

quantité de porines OmpkF.

Précédemment, nous avons donc montré que la transcription du géne ompF varie
selon 'osmolarité mais que cette variation n’est pas due au phosphorelais EnvZ/OmpR, bien
que celui-ci soit essentiel pour I'activation, ni aux phosphorelais CpxAR et RcsCDB. La porine
ayant un réle important dans I'adaptation a I'environnement bactérien, il était intéressant de
voir si la production de la porine OmpF était en adéquation avec son expression génique et,

de ce fait, si la quantité d’OmpF varie en fonction de I'osmolarité.

Pour cela, les protéines membranaires sont extraites de cultures bactériennes en
phase stationnaire. La souche EC3937 est choisie et incubée a différentes osmolarités (170,
330, 500 et 700 mOsm). Le mutant ompR est également utilisé comme témoin car dont on sait
que l'expression génique d’'ompF dans cette souche est minimale (Figure 23). 150 pg de

protéines sont déposés sur un gel acrylamide 12% coloré au bleu de Coomassie. Alors que
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I'on observe une courbe en cloche pour la régulation génique avec un pic d’expression a 330
mOsm et une expression faible a 170 et 700 mOsm (Figure 23), le gel montre au contraire une
expression protéique d’OmpF similaire quelle que soit 'osmolarité (Figure 33). En revanche,
le mutant ompR exprime trés faiblement OmpF (1/20°™ de la quantité de la souche sauvage).
La présence d’une nouvelle protéine, migrant un peu plus haut qu’'OmpF, est visible sur le gel
de porine. Cette protéine est absente dans la souche sauvage qui présente une pleine

expression de la porine OmpF (Figure 33).

R
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Figure 33 : Profils protéiques des membranes de la souche EC3937 a différentes osmolarités.
150 pg de protéines membranaires des souches ompR et EC3937 cultivées a différents osmolarités
(170, 330, 500 et 700 mOsm) sont déposés sur gel polyacrylamide 12%. Les profils protéiques sont

révélés par coloration au bleu de Coomassie. Cette expérience a été réalisée en triplicata.

Ces données nous indiquent donc que la porine OmpF est exprimée de fagon
constante quelle que soit I'osmolarité, bien que le géne ompF soit régulé différemment.
L’émergence d’'une nouvelle protéine quand OmpF diminue laisse supposer que la perte de

cette derniére est compensée par une autre porine.

2.6. Le génome de D. dadantii code deux autres porines.

Suite a cette observation, nous nous sommes interrogés sur la différence observée
entre les profils transcriptomique et protéique d’OmpF. Plusieurs hypothéses peuvent étre
formulées. Parmi celles-ci, nous avons émis la possibilité de I'existence d’autres porines
possédant une régulation inverse d’OmpF et migrant au méme endroit sur les gels
polyacrylamides. Pour rappel, il est connu que D. dadantii posséde une porine majeure OmpF

mais ne posséde aucune protéine homologue d’OmpC.

Pour répondre a cette question, nous avons collaboré avec le Dr Michael Marceau
(UMR8204) qui, grace au logiciel Magda, a réalisé une recherche d’orthologues sur les génes

ompF et ompC d’E. coli. Cette recherche est réalisée sur le genre Dickeya mais également
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sur Pantoea, Erwinia et Pectobacterium, qui sont des genres proches de Dickeya. Tout
d’abord, I'analyse montre que le géne ompC ne posséde pas d’orthologues chez Dickeya. Ce
dernier est également absent chez Pantoea et Pectobacterium mais est présent chez le genre
Erwinia (Tableau 2). En revanche, le géne ompF est retrouvé chez toutes les espéces étudiées
(Dda3937_03660). Chez toutes les especes du genre Dickeya, il existe un second orthologue
ompF (Dda3937_03661) qui est absent chez les Pantoea, Erwinia et Pectobacterium. Pour
finir, une troisieme porine semblable a OmpF (Dda3937_03657) est présente chez les espéces

D. dadantii subsp dadantii, D. solani, D. zeae et D. dadantii subsp dieffenbachiae (Tableau 2).

Genres Espéces ompC | ompF1 | ompF2 | ompF3
dadantii subsp dadantii v v v
dadantii subsp dieffenbachiae v v v
zeae v v v
chrysanthemi v v
Dickeya
dianthicola v v
paradisiaca v v
solani v v v
aquatica v v
Erwinia V4 v
Pectobacterium v
Pantoea v

Tableau 2 : Récapitulatif de la présence d’orthologues des génes ompC et ompF chez les genres

Dickeya, Erwinia, Pectobacterium et Pantoea.

La présence d’un orthologue est indiquée par le symbole V.

Cette analyse se basant sur le BLAST, les génes environnants et le respect de la
synthénie a mis en évidence non pas un mais trois génes ompF (Tableau 2). Lorsque nous
avons cherché a localiser ces génes sur le génome de D. dadantii, nous avons pu observer
que ces trois génes se situent les uns a la suite des autres sans pour autant étre sous forme
d’'opéron. Le géne ompF a, semble-t-il, été dupliqué chez D. dadantii. Pour la suite de cette
étude, les différents génes sont donc renommés : ompF1 (Dda3937_03661 ; géne étudié
depuis le début de cette étude), ompF2 (Dda3937_03660) et ompF3 (Dda3937_03657). Les
deux porines OmpF2 et OmpF3 présentent respectivement 82% et 68% d’homologies avec la

porine OmpF1.
Afin de vérifier que les différentes copies du géne ompF produisent des porines,
l'interruption des trois génes ompF par insertion de cassette de résistance a la gentamycine
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ou a la kanamycine est entreprise. Des délétions au niveau de ces génes pour obtenir les
doubles mutants ompF1F2, ompF1F3, ompF2F3 et le triple mutant ompF1F2F3 sont

également réalisées.

Les différents mutants sont cultivés en milieu M63 a 330 et 700 mOsm afin d’en extraire
les protéines membranaires et ainsi se faire une idée des différents profils protéiques. Tout
d’abord, on peut voir que, quelle que soit la souche étudiée, le profil protéique est identique a
330 et 700 mOsm. Il n’y a donc pas de variations causées par 'osmolarité. Si on regarde
maintenant les profils des différents mutants, on observe une disparition de la bande
majoritaire au niveau des souches ompF1, ompF1F2, ompF1F3 et ompF1F2F3. En revanche,
les mutants ompF2, ompF3 et ompF2F3 présentent un profil semblable a celui de la souche
EC3937 (Figure 34). Ces données nous permettent donc d’identifier la protéique majeure
comme étant la porine OmpF1. En absence de cette derniére, il est observé une nouvelle fois
une expression plus importante d’'une autre protéine localisée un peu plus haut dans le gel
polyacrylamide, ce qui pourrait suggérer I'induction d’'une porine de substitution pour pallier
'absence d’OmpF (Figure 34).

43 kDa ¢ OmpF1

34 kDa

EC3937 EC3937 ompF1 ompF1 ompF2 ompF2 ompF3 ompF3 ompF1F2F3
330 mOsm 700 mOsm 330 mOsm 700 mOsm 330 mOsm 700 mOsm 330 mOsm 700 mOsm 330 mOsm

43 kDa

<+«——OmpF1
34 kDa

EC3937 EC3937 ompF1F2 ompF1F2 ompF1F3 ompF1F3 ompF2F3 ompF2F3 ompF1F2F3
330 mOsm 700 mOsm 330 mOsm 700 mOsm 330 mOsm 700 mOsm 330 mOsm 700 mOsm 330 mOsm

Figure 34 : Profils protéiques des membranes de la souche EC3937 et des divers mutants de
porines a 330 et 700 mOsm.

150 pg de protéines membranaires des souches EC3937, ompF1, ompF2, ompF3, ompF1F2,
ompF1F3, ompF2F3 et ompF1F2F3 cultivées a différentes osmolarités (330 et 700 mOsm) sont
déposés sur gel polyacrylamide 12%. Les profils protéiques sont révélés par coloration au bleu de
Coomassie. Cette expérience a été réalisée en triplicata.

Ces données semblent donc contredire I'hypothése posée qui était qu’'une des porines
OmpF2 ou OmpF3 était régulée a l'inverse de OmpF1 lors d’'une variation d’osmolarité et
migrait au méme endroit sur un gel polyacrylamide. Les conditions expérimentales testées ne
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permettent pas de localiser ces deux porines qui, pourtant, possédent une poids moléculaire
proche de la porine OmpF1 (40 kDa). On peut donc penser que soit les génes ne sont pas

exprimés, soit les conditions expérimentales ne sont pas favorables a leur expression.

2.7. L’activité du phosphorelais EnvZ/OmpR est modulée lors de la

variation du pH.

Les données rassemblées lors de cette étude semblent bien indiquer que le
phosphorelais EnvZ/OmpR chez D. dadantii ne répond pas au changement d’osmolarité
contrairement a ce qui est montré chez de nombreuses espéces. On peut penser qu’il répond
a un autre stimulus lui permettant ainsi de participer a I'adaptation bactérienne. Outre
'osmolarité chez E. coli, deux autres stimuli sont connus pour l'activer : le pH et la carence
nutritionnelle (Heyde et Portalier, 1987 ; Liu et Ferenci, 1998 ; Sato et al., 2000). Nous avons
choisi d’observer 'effet du pH sur le systeme EnvZ/OmpR, le pH étant 'un des parameétres les
plus variables lors de l'infection de I'héte. En effet, il est décrit que la bactérie passe d’'un milieu

a pH 4,5/6 a I'entrée de I'apoplaste a un pH8 en fin d’infection (Jiang et al., 2016).

Pour cela, la technique du PhosTag in vivo est utilisée. La souche sauvage est cultivée
en milieu M63 complémenté avec 0,2% de glycérol adapté a différents pH (pH 5, 6, 7 et 8).
Les souches ompR et envZ sont utilisées en tant que témoin afin de localiser la protéine
phosphorylée et non phosphorylée. Les suspensions en phase exponentielle sont lysées par
sonication et déposées sur gel. Alors qu’aucune variation d’activité n’était visible a différentes
osmolarités (Figure 30), on observe ici une modulation du profil de phosphorylation du
régulateur dépendante du pH. Tout d’abord, le gel montre aux pH7 et pH8 un profil de
phosphorylation similaire avec une proportion dOmpR-P aux alentours de 10,5% (Figure 35).
Ce taux de phosphorylation augmente avec l'acidité du pH. En effet, a pH6, 27% des
régulateurs OmpR sont phosphorylés contre 49% a pH5 (Figure 35). Le Western-Blot montre
également une hausse de la quantité globale de régulateurs OmpR dans les bactéries a pH

acide.
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Figure 35 : Quantification des protéines OmpR et OmpR-P par PhosTag in vivo de la souche
sauvage a différents pH.

100 ug des lysats cellulaires des souches ompR, envZ et EC3937 cultivées a différents pH (pH5 a pH8)
sont déposés sur gel polyacrylamide 10% PhosTag 35 uM. Le Western blot est effectué grace a un
anticorps dirigé contre le régulateur OmpR. Les proportions d’'OmpR et OmpR-P sont déterminées a
I'aide du logiciel Fusion. Les données représentent la moyenne de trois expériences indépendantes. Le
symbole astérisque* indique une différence significative avec la souche sauvage a pH7 (* p < 0,01 ; ***
p <0,001).

Ces données indiquent donc que le phosphorelais EnvZ/OmpR répond au stimulus pH
avec une activation importante du systéeme dans un milieu a pH acide. Cette activation du
phosphorelais entraine une hausse du nombre de monomeres d’'OmpR dans la bactérie ce
qui suggére un rétrocontréle du systéme sur lui-méme. Le phosphorelais régulant la porine
OmpF et s’activant a pH5 et 6, nous nous sommes donc demandé si cette modulation affecte
'expression de la porine OmpF1 mais également si les porines OmpF2 et OmpF3, non

exprimées a pH7, sont exprimées dans I'une de ces conditions.

2.8. L’expression des porines OmpF1 et OmpF2 dépend du pH.

Afin de savoir si la variation de pH affecte I'expression de la porine OmpF1, les
protéines de membranes sont de nouveau extraites de la souche sauvage mais cette fois ci a
différents pH (pH 5, 6, 7 et 8). 150 ug de protéines extraites sont déposées sur un gel
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acrylamide 12%. Alors qu’aucune différence en quantité de protéines OmpF n’était visible
lorsque l'on faisait varier 'osmolarité (Figure 33), on observe, a l'instar des résultats du
PhosTag, des profils divergents selon le pH du milieu de culture. On observe a pH7 et pHS8 le
méme type de profil protéique avec une expression majoritaire de la porine OmpF1 (Figure
36). Ce profil avait été déja observé lors des variations d’osmolarité qui avaient été effectuées
a pH7 (Figure 33). En revanche, a pH5 et pH6 apparait une seconde protéine majoritaire
inconnue. Cette protéine, migrant plus bas que la porine OmpF1, prendra ici le nom de porine
X (Figure 36). Le gel nous montre également une régulation inverse des porines OmpF1 et X
en fonction du paramétre pH. En effet, plus le pH est acide, moins la porine OmpF1 est

exprimée a l'inverse de la porine X (Figure 36).
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Figure 36 : Profils protéiques des membranes de la souche EC3937 a différents pH.

150 pg de protéines membranaires des souches ompF1, ompF1F2F3 et EC3937 cultivées a différents
pH (pH5 a pH8) sont déposés sur gel polyacrylamide 12%. Les profils protéiques sont révélés par
coloration au bleu de Coomassie. Les proportions de protéines sont déterminées a I'aide du logiciel
Imaged. Les données représentent la moyenne de trois expériences indépendantes. Le symbole

astérisque* indique une différence significative avec la souche sauvage a pH7 (*** p < 0,001).

Suite a ces résultats, nous nous sommes questionnés sur l'identité de la porine X. Cette
derniere peut-elle étre OmpF2 ou OmpF3 ? Afin de répondre a cette question, les bandes du

gel sont extraites, traitées a la trypsine et analysées en spectrométrie de masse. La

88

© 2020 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Marine Caby, Université de Lille, 2020

spectrométrie de masse a été réalisée par Valérian Hausard de I'équipe du Pr Jérbme
Lemoine (UMR 5280, Lyon 1). Plusieurs bandes extraites du gel de porines sont testées
(Figure 37) : la bande établie comme étant OmpF1, celle représentant la porine X, la bande
apparaissant lors de I'absence d’'OmpF1 ainsi que la bande localisée au méme niveau que la
porine X dans un mutant dépourvu des trois porines OmpF1, OmpF2 et OmpF3. Tout d’abord,
les résultats obtenus lors de la spectrométrie de masse confirment la présence d’OmpF1,
porine dont la concentration diminue lorsque le pH s’acidifie. Ces données permettent
également d’identifier la porine X qui est la porine OmpF2. Cette porine est exprimée
uniquement a pH5 et pH6. La fine bande visible a pH7 et pH8 que I'on retrouve également
dans un mutant ompF1F2F3 se trouve étre une toute autre protéine : la protéine OmpA,
protéine majeure de la membrane externe chez E. coli. Pour finir, nous avions remarqué qu’en
absence de la porine OmpF1, une autre protéine était exprimée. Cette derniére a été identifiée
comme étant GanL, une porine spécifique au passage des molécules de galactane (Delangle
et al., 2007).

OmpF1
Couverture de 92%

- GanL
Couverture de 89%

e “,.L../
34 kDa %u |—|'\ OmpA

Couverture de 62%

43 kDa
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Figure 37 : Bandes du gel de porines analysées en spectrométrie de masse.
Le gel est découpé au niveau des bandes, les protéines sont traitées a la trypsine et les peptides
obtenus sont analysés en spectrométrie de masse. La couverture représente le pourcentage de la

protéine qui est couvert par les peptides identifiés.

L’ensemble de ces données mettent en avant un profii membranaire variable
dépendant du pH environnant avec I'apparition de la porine OmpF2 lorsque la porine OmpF1
diminue. Grace aux données du PhosTag, on peut en déduire que cette variation protéique
est corrélée a I'activité du phosphorelais EnvZ/OmpR. Tout d’abord, on observe bien un profil
semblable que ce soit au niveau des porines ou du taux de phosphorylation a pH7 comme a

pH8. Les résultats nous montrent également que plus le phosphorelais EnvZ/OmpR est active,
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plus la porine OmpF2 est exprimée et OmpF1 réprimée. Alors que nous pensions que la
transcription d’'ompF1 était activée par une phosphorylation importante d’OmpR, nous

montrons ici que nous sommes dans une répression du géne par OmpR-P.

2.9. Phosphorylée, OmpR se fixe plus efficacement a la région

régulatrice d'ompF2.

Les données obtenues suggerent une régulation des porines OmpF1 et OmpF2
similaire au mécanisme OmpF/OmpC chez E. coli. Afin de vérifier que le régulateur OmpR
régule directement le géne ompF2, un retard sur gel est effectué sur la région régulatrice
d’ompF2 (promompfF2) et de la région codante d’'opgC (opgCmil) avec 100 a 400 ng protéines
OmpR, OmpR-P et le t¢émoin BSA. Comme pour le géne ompF1, la protéine OmpR entraine
un retard de migration de 'ADN promompF2 ce qui annonce une fixation de la protéine sur la
zone régulatrice de ce géne. On remarque aussi une différence de retard lorsque I'on met au
contact de 'ADN OmpR ou OmpR-P avec une fixation plus efficace de la protéine

phosphorylée (Figure 38).
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Figure 38 : Retard sur gel des protéines OmpR et OmpR-P sur la région promotrice d’ompF2.
100 a 400 ng de protéines OmpR, OmpR phosphorylée par le phosphoramidate (PA) ou de BSA sont
incubées avec 100 ng d’ADN durant 30 min. Le mélange est déposé sur gel acrylamide 6%. La région

codante opgC de D. dadantii est utilisée en tant que témoin négatif (Bontemps-Gallo et al., 2016).

Ces données semblent bien indiquer une intervention du régulateur OmpR dans la
régulation du géne ompF2. OmpR sous sa forme phosphorylée semble se fixer plus
efficacement au niveau de la zone régulatrice du gene ompF2. Afin de compléter ces résultats,

une gRT-PCR devra étre effectuée a différents pH sur les deux génes ompF1 et ompF2.
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2.10. Discussion

Lors de I'étude de la relation entre le phosphorelais EnvZ/OmpR et les OPG, nous avons
pu observer que I'expression du géne ompF, codant la porine majeure de D. dadantii, varie en
fonction de 'osmolarité du milieu environnant avec une expression génique plus forte a 330
mOsm. Un mutant envZ présentant une faible expression du géne ompF, nous avions émis
'hypothése que, chez D. dadantii, OmpR est fortement phosphorylé a basse osmolarité

entrainant de ce fait une activation de la transcription du géne ompF.

Notre hypothése reposant sur I'état de phosphorylation du régulateur OmpR, I'activité du
phosphorelais EnvZ/OmpR est une des premiéres données que nous avons cherché a obtenir.
Pour cela, la technique du PhosTag in vivo permettant I'analyse du ratio régulateur
phosphorylé versus régulateur non phosphorylé est utilisé. Alors que I'on s’attendait & observer
une baisse de la phosphorylation a 700 mOsm comparée a 330 mOsm, ce n’est pas le cas.
En effet, une trés faible variation de la phosphorylation est visible (environ 4% de différence
entre 170 et 700 mOsm) (Figure 30). Cette différence n’est pas considérée comme significative
selon le test ANOVA utilisé. Nous avons donc conclu de ces expérimentations que le
phosphorelais EnvZ/OmpR ne répond pas a lI'osmolarité et que, de ce fait, I'expression
différentielle d’ompF en fonction de 'osmolarité n’est pas due a ce systéme. Toutefois, on peut
se questionner sur ce résultat. En effet, méme si le pourcentage de différence est tres faible,
on observe tout de méme une baisse de la phosphorylation lorsque I'osmolarité augmente. La
régulation de génes cibles par les phosphorelais étant minutieusement contrélée, on peut donc
penser que cette Iégére différence dans le ratio de phosphorylation est suffisante pour réguler
le géne ompF. On peut également supposer qu’un autre phosphorelais travaille en coopération
ou en compétition avec EnvZ/OmpR pour réguler ompF en réponse a des stimuli comme
I'osmolarité. Chez E. coli, trois autres phosphorelais sont connus pour activer ou réprimer les
génes ompF et ompC : RstBA, PhoBR et CpxAR (Futai, 2014 ; Meyer et al., 1990 ; Batchelor
etal., 2005). Nous nous sommes focalisés sur deux phosphorelais: CpxAR ainsi que

RcsCDB pour son lien étroit avec EnvZ/OmpR.

Nous montrons ici que le régulateur RcsB du phosphorelais RcsCDB est capable de
se fixer au niveau de la région promotrice du géne ompF1 qu’il soit sous sa forme
phosphorylée ou non phosphorylée. Alors que chez E. coli RcsCDB répond comme
EnvZ/OmpR a 'osmolarité (Sledjesk et Gottesman, 1996), aucune différence significative de
phosphorylation n’est visible a basse et haute osmolarité chez D. dadantii. Encore une fois, la
variation de phosphorylation est trés faible avec une différence d’environ 4% entre 330 et 700
mOsm (Figure 32A). Ce pourcentage est trés proche de ce qui est observé pour le
phosphorelais EnvZ/OmpR. Dans la littérature, les relations entre ces deux phosphorelais sont
souvent mises en évidence notamment en ce qui concerne leur régulon (Bontemps-Gallo
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etal.,, 2016). Ces données peuvent donc nous amener a penser que ces derniers vont
travailler de concert pour réguler le géne ompF en réponse a I'osmolarité. Des analyses plus

approfondies seront nécessaires afin de répondre a cette hypothese.

Parallélement au systéme RcsCDB, le phosphorelais CpxAR a également été étudié. En
2005, le laboratoire montrait qu’une surphosphorylation du régulateur CpxR entrainait une
hausse de I'expression d’ompF (Bontemps-Gallo et al., 2015). Or, chez E. coli, CpxR sous sa
forme phosphorylée est connu comme réprimant ompF et activant ompC (Batchelor et al.,
2005). Ces données vont dans le sens d’'une régulation inverse d’'ompF chez D. dadantii par
rapport a E. coli. Ensuite, alors que CpxR-P se fixe au niveau de sites en amont du géne chez
E. coli, nous montrons ici que cette régulation ne semble pas se faire de fagon directe chez
D. dadantii. En effet, CpxR est incapable de se fixer en amont d’'ompF quel que soit son état
de phosphorylation (Figure 31B). On peut donc penser qu’un régulateur ou une protéine
intermédiaire est nécessaire pour permettre a CpxAR de jouer un role dans I'expression de la
porine. Dans les années 2010, la protéine auxiliaire MzrA a été mise en évidence chez E. coli.
Elle appartient au régulon du phosphorelais CpxAR et permet de contrbler le niveau d’activité
du phosphorelais EnvZ/OmpR, notamment suite a des stress de I'enveloppe bactérienne (Vogt
et Raivio, 2012). Cette protéine est également retrouvée chez D. dadantii avec une partie
périplasmique, permettant la liaison a EnvZ, qui présente une forte homologie (63%) avec la
protéine d’E. coli. Il est possible que l'effet de CpxAR sur ompF passe par la modulation
d’EnvZ/OmpR par MzrA.

La variation de 'osmolarité n'étant pas le seul paramétre environnemental entrainant une
activation du systéme EnvZ/OmpR chez d’autres espéces bactériennes comme E. coli ou
S. enterica sv typhimurium, nous nous sommes intéressés a un autre de ces paramétres : le
pH. Lors de l'infection, le pH est décrit comme passant de 4,5 a 6 a I'entrée dans I'héte a un
pH de 8 en fin d’infection (Jiang et al., 2016). Alors qu'aucun changement de l'activité du
phosphorelais n’est visible lorsque 'osmolarité varie, un changement drastique du taux de
phosphorylation est observé quand le pH varie. En effet, a pH 5, prés de la moitié des
régulateurs OmpR sont phosphorylés contre approximativement 10% a pH 7/8 (Figure 35).
Nous montrons donc ici que le pH acide est bien un des stimulus activant le phosphorelais
EnvZ/OmpR chez D. dadantii ce qui n’est pas le cas de 'osmolarité. Afin de compléter cette
étude, un autre stimulus connu d’EnvZ/OmpR pourrait étre intéressant a étudier : la carence
nutritionnelle. Chez les zoopathogénes comme E. coli ou Yersinia pestis (Liu et Ferenci,
1998 ; Bontemps-Gallo et al., 2019), il a été montré que le systéme EnvZ/OmpR est activé
suite a une limitation des nutriments de l'environnement. Dans des circonstances ou la
concentration en nutriment est limitée, les bactéries doivent piéger les molécules dans la

cellule afin de garantir leur croissance ce qui va jouer sur la perméabilité membranaire. Dans
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la plante, on peut décemment penser que la concentration de nutriments est différente en tout

début et en toute fin d'infection avec la lyse des cellules végétales.

Parallelement a I'étude de l'activité du phosphorelais en réponse aux divers stimuli,
nous nous sommes intéressés a I'expression protéique des différentes porines de D. dadantii.
Alors que nous nous attendions a observer une quantité protéique d’'OmpF1 variant en fonction
de 'osmolarité, nous avons constaté que cela n’était pas le cas avec une quantité constante
de la porine de 170 a 700 mOsm. Comment expliquer cette différence ? Chez les
entérobactéries, il est connu que de nombreux ARN non codants permettent un affinage de la
composition de la membrane externe au niveau post-transcriptionnel (Vogel et Papenfort,
2006). Parmi ces ARN, MicF et MicC sont les plus connus car régulant les porines OmpF et
OmpC chez E. coli en se fixant au niveau de la région d'initiation de la traduction (Delihas et
Forst, 2001). L’expression de ces ARN dépend également de facteurs environnementaux
comme la température ou 'osmolarité (De la Cruz et Calva, 2010). En plus de MicF et MicC,
deux autres ARN non codants sont connus pour réguler les porines OmpF et OmpC : RybB,
activé lors des stress de I'enveloppe, et IpeX. On peut donc tout a fait penser que I'un ou
plusieurs de ces ARN non codant existent également chez D. dadantii et entrainent de ce fait

une variation entre I'expression génique et I'expression protéique observée.

De fagon surprenante, ce travail a également permis d’identifier une seconde porine
induite dans un milieu a pH acide. Dans la littérature, il était annoncé chez D. dadantii la
présence d’une seule porine OmpF, OmpC ne possédant aucun homologue chez cette
espéce. Les analyses phylogénétiques, réalisées par le Dr Michael Marceau, ont mises en
évidence I'existence de deux porines supplémentaires, OmpF2 et OmpF3, proches d’OmpF1.
Parmi ces derniéres, la porine OmpF2 est exprimée a pH acide et régulée a l'inverse d’OmpF1.
En effet, quand le pH s’acidifie, I'expression d’'OmpF1 est réprimée tandis que I'expression
d’'OmpF2 est activée. Cette régulation semble corrélée a lactivit¢ du phosphorelais
EnvZ/OmpR. Le régulateur OmpR-P semble réprimer ompF1 a pH acide et au contraire activer
le géne ompF2. Pour confirmer ces résultats, des analyses de qRT-PCR aux différents pH

pour les génes ompF1 et ompF2 seront nécessaires.

Ce type de régulation n'est pas sans rappeler celle observée pour les porines OmpC
et OmpF chez E. coli (Heyde et Portalier, 1987 ; Sato et al., 2000). Il serait donc intéressant
pour la suite de ce projet de se focaliser sur les porines OmpF1 et OmpF2 afin de comprendre
leurs réles chez D. dadantii. Ces porines permettent-elles le passage de petites molécules
solubles ? Le diamétre de leur pore varie-t-il ? On peut se demander également si la porine
OmpF2 est présente dans un milieu a pH acide afin de compenser I'absence d’'OmpF1 et ainsi
maintenir le fitness de la bactérie. On a aussi pu remarquer la présence d’'une autre porine
subsidiaire GanL, spécifique au passage des galactanes (Delangle et al., 2007), en absence
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de la porine OmpF1. Cette porine joue un réle important en permettant le passage dans la
membrane externe de chaines de galactanes issus de la dégradation de la pectine. Son réle
est semblable a celui des porines KdgM et KdgN. On peut donc se demander si la hausse
d’expression de la porine GanL n’est pas due également a une perte de I'expression de KdgN,

son géne étant régulé de la méme maniére qu’OmpF.
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3. Le phosphorelais EnvZ/OmpR joue un role
Important lors des premieres étapes de

I'infection.

Les mutants ponctuels ont été réalisés par Clémence Cochard (Master 2, UGSF). Les mesures de pH

dans la plante héte ont été effectuées par le Dr Sébastien Bontemps-Gallo (UMR8204,).

Les phosphorelais, facteurs clefs dans I'adaptation de la bactérie a son environnement,
sont en nombre variable chez différentes espéces bactériennes. Notre modéle, D. dadantii,
posséde vingt-huit capteurs et trente-deux régulateurs, quatre de ces derniers étant
considerés comme orphelins c’est-a-dire que ces régulateurs ne possédent pas de capteurs
affiliés. Sur ces trente-deux régulateurs, seuls quatre sont montrés comme essentiel au
phénoméne de virulence. Il s’agit des phosphorelais RcsCDB, CpxAR, GacAS et PhoPQ
(Bouchart et al., 2010 ; Bontemps-Gallo et al., 2015 ; Yang et al., 2008 ; Llama-Palacios et al.,
2003). Dans la littérature, on observe en moyenne sur les différentes espéces étudiées 10%
de phosphorelais impliqués dans la virulence (Jean-Marie Lacroix Communication
Personnelle). Ce chiffre semble faible lorsque I'on connait la complexité et le nombre de stress
rencontrés par les bactéries pathogénes durant le processus infectieux. Cette constatation ne
semble pas en accord avec la faible quantité de phosphorelais connus comme participant
activement a la virulence. Dans la grande majorité des laboratoires, les tests de pathogénicité
sont réalisés a fort inoculum bactérien (10" bactéries) avec des souches dont les génes du
capteur et/ou du régulateur sont délétés. Cette forte concentration bactérienne permet
d’obtenir, pour une souche sauvage, un taux d’infection réussie de 100%. En effet, la plante
est submergée par la bactérie ce qui 'empéche de se défendre efficacement. De ce fait,
lorsque 'on mute un géne essentiel au phénoméne de virulence, on observe une disparition
des symptdomes (macération). Ces tests nous permettent donc uniquement de prévoir les
genes absolument nécessaires a la virulence et non les génes dont 'absence entraine des

effets trop subtils pour étre remarqués.

Dans la premiére partie de cette étude, je m’étais intéressée a la conséquence d'une
inactivation du phosphorelais EnvZ/OmpR sur la virulence de D. dadantii. Aucune différence
n’était visible entre les souches sauvage, envZ et ompR (Figure 21). On en avait déduit que
le phosphorelais EnvZ/OmpR n’intervenait pas dans le phénoméne de virulence. Toutefois,
cela semble extrémement étonnant. En effet, nous avons montré que le phosphorelais est
activé differemment selon le pH. Or, durant I'infection, la bactérie se retrouve confrontée a un

stress acide au début de linfection pour ensuite se trouver face a un pH 7/8 en fin de
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processus. J'ai donc choisi d’étudier dans cette troisiéme partie le réle du phosphorelais

EnvZ/OmpR de D. dadantii lors de I'infection de son héte.

3.1. Le phosphorelais EnvZ/OmpR participe au phénomene de

virulence.

Au laboratoire, nous avons pour habitude d’effectuer les tests de pathogénicité a fort
inoculum bactérien (107 bactéries) afin de combattre les défenses de la plante et ainsi
déterminer les génes essentiels a une pleine virulence. Cette technique nous empéche
toutefois de prédire les génes ayant un rdle plus subtil dans I'établissement de la virulence. |l
serait plus intéressant de réaliser ces mémes expériences a faible inoculum bactérien afin de
voir si l'infection est abortive ou non. Afin de déterminer la concentration bactérienne idéale
pour ces expérimentations, des tests de pathogénicité avec 10° a 107 bactéries sont réalisées
sur feuilles d’endives. Le nombre d’endives macérées ainsi que I'expansion de la macération
sont observés au bout de cinq jours. Tout d’abord, une diminution du taux d’infection est
observée aux concentrations bactériennes 10°, 10* et 10° comparativement aux
concentrations 10° et 107 qui présentent toutes deux un taux parfait de 100% d’endives
macérées. 42,5% des endives infectées a 10° sont macérées contre 53,75% a 10* et 83,33%
a 10° (Figure 39). Les phénotypes observés a 120H ne varient plus par la suite. En effet, les
endives sont observées dix jours supplémentaires et I'aspect des feuilles d’endives n’est pas

modifié (Données non présentées).
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Figure 39 : Pathogénicité sur feuilles d’endives a différents inocula.

Les feuilles d’endives sont inoculées avec 10% & 107 bactéries. L'apparition de la macération est
observée suite a une incubation a 30°C pendant 120H. Plusieurs phénotypes sont observables, ces
phénotypes dépendant de 'avancée de la macération.

Pour la suite des expérimentations, nous avons donc choisi de nous baser sur la dose
létale 50 (DL50). Cette DL50 est atteinte a 10* bactéries. Si on observe les profils de
maceération obtenus, on observe une forte hétérogénéité au niveau des feuilles d’endives a
10° bactéries avec des macérations localisées au niveau du lieu d’incision, des macérations
recouvrant la totalité de la feuille mais également des profils intermédiaires (Figure 39). Cette
hétérogénéité n’est pas visible & partir de 10* bactéries. En effet au bout de 5 jours, la feuille
est soit totalement macérée soit dépourvue de macération. Les tests d’infection & 10* bactéries
sont donc choisis pour la suite pour son pourcentage d’endives macérées et pour ce type de
réponse « tout ou rien ».

Une fois cette concentration déterminée, les tests de pathogénicité sont effectués sur
les mutants envZ et ompR qui, & une concentration de 107 bactéries, présentaient un
phénotype semblable a la souche sauvage. Le mutant ompF1, géne codant une des porines
principales, est également testé. Alors qu'aucune différence n’était observée a 10" bactéries
(Figure 21), on peut voir a 10* une baisse du taux d’endives macérées pour les différents
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mutants comparativement a la souche sauvage. En effet, on a un taux de 18,33% d’endives

maceérées pour I'entiéreté des mutants contre 48,33% dans une souche sauvage (Figure 40).
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Figure 40 : Pathogénicité sur feuilles d’endives a une concentration bactérienne de 10* bactéries.
Vingt feuilles d’endives sont inoculées avec 10* bactéries de la souche sauvage, envZ, ompR et ompF1.
L’apparition de la macération est observée suite a une incubation a 30°C pendant 120H. Les données
représentent la moyenne de trois expériences indépendantes. Le symbole astérisque* indique une

différence significative avec la souche sauvage (*** p < 0,001).

On a 2,5 fois moins d’endives macérées en absence de la porine OmpF1 ou lors de
l'inactivation du phosphorelais. Ces données indiquent donc que le phosphorelais EnvZ/OmpR

joue un role important dans le mécanisme infectieux sans toutefois étre indispensable.

3.2. Une surphosphorylation d’OmpR entraine une perte de virulence.

Le phosphorelais EnvZ/OmpR étant important dans le processus infectieux, nous nous
sommes demandé si un déréglement de I'activité du phosphorelais peut entrainer, tout comme
la suppression du systéme, une conséquence sur la virulence. En effet, la communauté
scientifique a montré par ses études qu’une régulation fine des phosphorelais de la bactérie
est essentielle au bon déroulement du processus infectieux et a la survie bactérienne. La perte
ou un exces de phosphorylation peuvent générer des modifications géniques entrainant des
conséquences drastiques sur différents processus (infectieux, métabolique ...). A titre
d’exemple, CpxAR, phosphorelais intervenant dans les étapes précoces de l'infection chez
D. dadantii, a besoin d’une régulation fine de sa phosphorylation in planta. En effet, un excés
de phosphorylation du régulateur CpxR entraine un effet délétére sur la bactérie (Bontemps-
Gallo et al., 2015).
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Deux types de mutants sont réalisés par mutagenese dirigée : un mutant non
phosphorylable et un mutant constitutivement phosphorylé. Pour le mutant non
phosphorylable, I'aspartate en position 55 recevant le phosphate du régulateur OmpR est
remplacé par une asparagine (ompR-55). En ce qui concerne la phosphorylation constitutive,
deux acides aminés entourant I'histidine phosphorylable en position 243 du capteur EnvZ ont
été ciblées : la valine en position 241 et la thréonine en position 247. La valine est substituée
par une glycine (envZ-241) tandis que la thréonine est modifiée en arginine (envZ-247). Chez
E. coli, ces deux mutations provoquent une hausse du taux de phosphorylation du régulateur
OmpR (Waukau et Forst., 1992 ; Aiba et al., 1989). Une fois la mutagénese effectuée, les

mutations sont introduites par conjugaison hétérologue dans la souche ompR de D. dadantii.

Avant d’étudier 'impact de la variation de phosphorylation sur la virulence, nous avons
commenceé par vérifier I'effet des mutations sur la phosphorylation. Pour cela, des PhosTag in
vivo sont effectués avec les souches sauvage, envZ-241, envZ-247, ompR-55 et les souches
envZ et ompR comme témoins. Les bactéries, cultivées en milieu M63 complémenté avec du
glycérol 0,2%, sont lysées par sonication une fois en phase exponentielle. 100 pug de lysats
cellulaires sont déposeés par puits dans un gel PhosTag™. Comme déja vu précédemment, la
souche sauvage présente un taux de phosphorylation d'OmpR d’environ 10%. En ce qui
concerne le mutant ompR-55, on observe un profil semblable a notre témoin envZ (Figure
41B, 41C). En effet, une seule bande représentant la protéine OmpR non phosphorylée est
visible. Cette souche posséde donc bien un régulateur non phosphorylable. Pour les deux
mutants constitutivement phosphorylés, nous nous attendions a avoir un taux de
phosphorylation plus important que ce qui est observé dans la souche sauvage. C’est
uniquement le cas du mutant envZ-241. Ce mutant présente une phosphorylation trés
importante avec un peu plus de 90% de régulateurs phosphorylés (Figure 41A, 41C). La
quantité de protéines OmpR dans ces mutants est également trés importante montrant encore
une fois un rétrocontréle du régulateur sur le systeme. Contrairement a envZ-241, le régulateur
OmpR du mutant envZ-247 est phosphorylé a 13,83% ce qui est semblable a la souche
sauvage (Figure 41A, 41C). Cette mutation ne semble pas, chez D. dadantii, permettre une
phosphorylation constitutive du régulateur. Le mutant envZ-241 est donc choisi pour la suite

de ces travaux.
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Figure 41 : Quantification des protéines OmpR et OmpR-P par PhosTag in vivo des mutants du

phosphorelais EnvZ/OmpR

A. 100 ug des lysats cellulaires des souches sauvage, envZ, ompR, envZ-241 et envZ-247 sont
déposés sur gel polyacrylamide 10% PhosTag 35 uM. Le Western blot est effectué grace a un
anticorps dirigé contre le régulateur OmpR. Les deux images représentent un unique gel dont le
contraste a été modifié.

B. 100 pg des lysats cellulaires des souches sauvage, envZ, ompR, envZ-241 et ompR-55 sont
déposés sur gel polyacrylamide 10% PhosTag 35 uM. Le Western blot est effectué grace a un
anticorps dirigé contre le régulateur OmpR.

C. Les proportions dOmpR phosphorylé ou non sont déterminées a I'aide du logiciel Fusion. Les
données représentent la moyenne de trois expériences indépendantes. Le symbole astérisque*

indique une différence significative avec la souche sauvage (** p < 0,01 ; *** p < 0,001).

confirmés. La souche ompR-55 présente un taux de macération aux alentours de 28% ce qui
est semblable au taux observé dans une souche dépourvue d’'un des deux membres du
phosphorelais. En ce qui concerne le mutant envZ-241, il ne cause absolument aucun
symptéme au niveau des feuilles d’endives (Figure 42). En effet, aucune macération, méme

localisée au niveau du lieu d’incision, n’est visible.
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Figure 42 : Pathogénicité sur feuilles d’endives a une concentration bactérienne de 10 bactéries.
Vingt feuilles d’endives sont inoculées avec 10* bactéries de la souche sauvage, envZ, ompR,
ompR-55 et envZ-241. L'apparition de la macération est observée suite a une incubation a 30°C
pendant 120H. Les données représentent la moyenne de trois expériences indépendantes. Le symbole

astérisque* indique une différence significative avec la souche sauvage (** p < 0,01 ; *** p < 0,001).

Le mutant envZ-241 ne présentant aucun symptdme a faible inoculum bactérien, nous
nous sommes donc demandé si cette surphosphorylation du régulateur OmpR venait
également perturber le processus de virulence a une concentration de 10 bactéries. Les tests
de pathogénicité sont donc également effectués a cette concentration et, comme a faible
inoculum bactérien, on observe une baisse drastique du taux d’'infection pour le mutant envZ-
241 (100% pour EC3937 vs 18,33% pour envZ-241) (Figure 43). Afin d’essayer d’expliquer
cette perte de virulence, les différents facteurs de virulence (sécrétion d’exoenzymes, motilite,
synthése d’exopolysaccharides) sont vérifiés. Ce mutant semble uniquement affecté dans sa
sécrétion de pectinases avec une baisse d’'un facteur 1,5 au niveau du diamétre de
dégradation du polygalacturonate par rapport aux souches sauvages, ompR et envZ (Données

non présentées). Aucune différence n’est visible pour les autres facteurs de virulence.
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Figure 43 : Pathogénicité sur feuilles d’endives des souches sauvage et envZ-241 a des
concentrations bactériennes de 10* et 107 bactéries.

Vingt feuilles d’endives sont inoculées avec 10* et 107 bactéries de la souche sauvage et envZ-241.
L’apparition de la macération est observée suite a une incubation a 30°C pendant 120H. Les données
représentent la moyenne de trois expériences indépendantes. Le symbole astérisque* indique une

différence significative avec la souche sauvage (*** p < 0,001).

Ces données semblent indiquer qu’une régulation fine de I'activité du phosphorelais
EnvZ/OmpR est importante et nécessaire pour permettre le bon déroulement du processus

infectieux, une suractivation du systéme étant plus néfaste que son inactivation.

3.3. Le phosphorelais EnvZ/OmpR joue un réle important durant les

premiéres étapes de l'infection.

Nous avons montré ci-dessus que le phosphorelais EnvZ/OmpR joue un réle important
lors du processus infectieux et qu’une suractivation du systéme entraine un effet délétére sur
la virulence. Le phosphorelais EnvZ/OmpR, comme tous les autres, doit donc étre trés
finement régulé afin de permettre a la bactérie de contrer efficacement les défenses de son
hbéte et ainsi entamer sa colonisation. En 2015, Bontemps-Gallo et ses collaborateurs
montrent, par la technique du PhosTag in planta, que le phosphorelais CpxAR est activé lors
des étapes précoces de linfection en réponse aux défenses de la plante. Une fois la
maceration étendue, le systéme est inactivé et retourne ainsi & un niveau de phosphorylation
basal. Nous nous sommes donc demandé quel était la chronologie d’activation du

phosphorelais EnvZ/OmpR lors de l'infection.

Pour comprendre la chronologie in planta, un PhosTag est réalisé a partir de bactéries

extraites de feuilles d’endives macérées aprés 24H, 48H et 72H d'infection & 30°C. Etant
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donné que les endives sont inoculées avec des bactéries cultivées en LB jusqu'en phase
stationnaire, la phosphorylation avant inoculation est observée dans ces mémes conditions.
Une fois extraites, les bactéries sont lysées par sonication et 100 ug de lysats cellulaires sont
déposées sur un gel PhosTag™. Avant inoculation dans la feuille d’endive, le régulateur OmpR
présente un taux de phosphorylation de 7,5%. Cette proportion d’OmpR phosphorylé
augmente durant les premiéres heures de I'infection avec une quantité d’OmpR phosphorylé
aux alentours de 13% a 24H d’incubation. Suite a cette hausse est observée une baisse
importante du niveau de phosphorylation a 48H et 72H avec des taux inférieurs a 7,5% (3,5%

et 5,1% respectivement) (Figure 44).
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Figure 44 : Quantification des protéines OmpR et OmpR-P par PhosTag in planta

Les macérations des feuilles d’endives causées par I'inoculation de la souche sauvage a 107 bactéries
sont extraites a 24H, 48H et 72H. Les souches sauvage et envZ sont cultivées en milieu LB en tant que
témoins. 100 ug des lysats cellulaires sont déposés sur gel polyacrylamide 10% PhosTag 35 pM. Le
Western blot est effectué grace a un anticorps dirigé contre le régulateur OmpR. Les proportions
d’OmpR phosphorylée ou non sont déterminées a I'aide du logiciel Fusion. Les données représentent
la moyenne de trois expériences indépendantes. Le symbole astérisque* indique une différence

significative avec la souche sauvage a 24H d’incubation (** p < 0,01 ; *** p < 0,001).
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Ces données semblent donc indiquer que le phosphorelais EnvZ/OmpR est activé a
un stade précoce de l'infection. Couplées aux données in vivo obtenues ci-dessus, cela peut
nous amener a penser quUEnvZ/OmpR joue un réle prépondérant contre les défenses de
I'héte. En effet, cette derniére engendre pour la bactérie un stress acide (Jiang et al., 2016),
stress auquel le phosphorelais répond. La baisse de phosphorylation observée a 48H et 72H
laisse supposer que la bactérie a gagné contre les défenses de I'héte. De ce fait, elle peut

commencer sa colonisation.

Toutefois, certains phosphorelais ne répondent pas a un seul et unique stress mais a
plusieurs. Il se peut donc que linterprétation du pH de la plante en fonction de I'activité du
phosphorelais OmpR ne soit pas bonne, d’autres stimuli pouvant moduler également son
activité. Nous avons alors voulu savoir comment évoluaient le pH et I'osmolarité dans

I'environnement de la bactérie au cours du processus infectieux.

Tout d’abord, le pH in planta est mesuré grace a une électrode pH MicroOrion™
(ThermoScientific). Les mesures sont réalisées a OH, 24H, 48H et 72H au lieu d’incision dans
des feuilles endives infectées et non infectées. Au moment de l'incision permettant le dép6t
bactérien, le pH est aux alentours de 7,5. Le lieu de l'incision s’acidifie durant les premieres
48H d’infection jusqu’a un pH d’environ 6,2 pour ensuite s’alcaliniser pour revenir a un pH de
7,3 (72H aprés infection) (Figure 45). Alors qu’une variation du pH est visible lors de I'infection,
ce n'est pas le cas dans les endives non infectées ou le pH est stable durant les 72H aprés

I'incision (pH entre 7 et 7,3) (Figure 45).
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Figure 45 : Mesure du pH dans des endives infectées ou non a OH, 24H, 48H, 72H.
Huit feuilles d’endives sont incisées au scalpel stérile puis infectées ou non avec la souche sauvage
EC3937 a une concentration de 107 bactéries. A différents temps (OH, 24H, 48H et 72H), le pH est

mesuré grace a une électrode pH MicroOrion™ (ThermoScientific) au niveau du lieu de I'incision. Les
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données représentent la moyenne de deux expériences indépendantes. Le symbole astérisque* indique

une différence significative avec le pH a OH (*** p < 0,001).

Aprés les mesures de pH, le degré d’'osmolarité est également observé. Pour cela,
50 pL d’extrait de macération sont récupérés au voisinage du lieu d’incision a différents temps.
On observe avant infection une osmolarité dans la feuille d’endives aux alentours de 310
mOsm. Alors que nous nous attendions a observer une hausse de I'osmolarité consécutive a
la lyse des cellules végétales provoquées par les PCDWE sécrétées par D. dadantii, ce n'est
pas le cas. En effet, on observe que, quel que soit le temps d’infection, 'osmolarité reste

constante dans la plante avec une moyenne aux alentours de 250 mOsm (Figure 46).
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Figure 46 : Mesure de I'osmolarité dans des endives infectées a OH, 24H, 48H, 72H.

Seize feuilles d’endives sont incisées au scalpel stérile puis infectées avec la souche sauvage EC3937
a une concentration de 107 bactéries. A différents temps (OH, 24H, 48H et 72H), 50 uL de macération
sont récupérés au niveau du lieu d’incision et 'osmolarité est mesurée grace a 'osmometre Roebling

Type 13. Les données représentent la moyenne de trois expériences indépendantes.

L’hypothése de départ était que, lors de son entrée dans I'héte, la bactérie rencontrait
un environnement acide et de basse osmolarité pour ensuite évoluer dans un milieu a pH 7/8
et a haute osmolarité. Or nos travaux indiquent que ce n’est pas le cas avec I'héte modéle
C. intybus. Effectivement, ces données montrent bien une acidification durable s’étalant sur
les 48h premiéres heures d’infection. En revanche, 'osmolarité reste constante tout du long
de linfection. Couplées aux données de phosphorylation d’EnvZ/OmpR, ces résultats
semblent indiquer que le systéme répond aux variations de pH mais également & un ou
plusieurs autres stimuli indéterminés permettant une répression de son activité aux alentours
de 48H.
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3.4. Une fois installé, le profil des porines OmpF1 et OmpF2 ne varie

plus lors de l'infection de la plante.

Le phosphorelais EnvZ/OmpR réagit au pH acide mais semble également répondre a
d’autres stimuli non identifiés, entrainant un profil de phosphorylation in planta différent de
celui observé in vivo. Je me suis donc questionnée sur la régulation des porines OmpF1 et
OmpF2 in planta. Ces dernieres présentent-elles un profil dépendant de l'activité d’OmpR
uniquement ou un profil différent causé par l'intervention d’autres régulateurs ? Afin de vérifier
cela, un gel de porines est réalisé en paralléle du PhosTag in planta. Les bactéries localisées
dans la macération des feuilles d’endive a 24H, 48H et 72H sont extraites puis lysées afin d’en
extraire les protéines membranaires. 150 pg d’extraits protéiques sont déposés sur un gel
acrylamide 12% qui est ensuite coloré au bleu de Coomassie. Alors que I'on s’attendait a
observer une différence de la concentration des porines en réponse aux stress subis lors du
processus infectieux, I'expression des porines est stable quel que soit le moment de
l'infection : on observe une expression d’OmpF1 et dOmpF2 constante durant toute I'infection
(Figure 47).
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Figure 47 : Profil des porines OmpF1 et OmpF2 in planta
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Les macérations des feuilles d’endives causées par I'inoculation de la souche sauvage sont extraites a
24H, 48H et 72H. La souche ompF1 est utilisée en tant que témoin. 150 pg d’extraits protéiques sont
déposés sur gel polyacrylamide 12%. Les profils protéiques sont révélés par coloration au bleu de
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Coomassie. Les proportions de protéines sont déterminées a I'aide du logiciel Imaged. Les données
représentent la moyenne de trois expériences indépendantes. Le symbole astérisque* indique une

différence significative avec les quantités de porines détectées a TO (*** p < 0,001).

Ces données montrent que le profil des porines n’est pas en adéquation avec I'activité
du phosphorelais EnvZ/OmpR. L’activité du phosphorelais diminue tout au long du processus
infectieux tandis que le profil protéique ne varie pas avec une quantité constante des porines
OmpF1 et OmpF2. Cette constatation nous ameéne a penser que des régulateurs globaux ou
phosphorelais autre que le systtme EnvZ/OmpR interviennent dans la régulation de ces
porines, probablement afin de maintenir l'intégrité de la membrane externe et ainsi permettre

la survie de la bactérie.

3.5. Discussion

Lors de I'étude de la relation entre le phosphorelais EnvZ/OmpR et les OPG, nous avons
pu observer que la délétion d’EnvZ/OmpR n’affecte pas le phénomeéne de virulence que cela
soit au niveau de I'apparition de la pourriture molle ou au niveau de la chronologie de la
maladie. EnvZ/OmpR étant un phosphorelais essentiel a la perception de plusieurs facteurs
environnementaux comme le pH, il nous semblait étonnant que ce dernier ne joue pas un role
important dans I'adaptation de la bactérie a son héte. De plus, EnvZ/OmpR est essentiel a la
virulence de certaines espéces comme Yersinia pestis (Bontemps-Gallo et al., 2019). Ces
réflexions nous ont amenés a nous focaliser plus spécifiquement sur le réle du phosphorelais

durant 'infection.

Les tests de pathogénicité effectués au laboratoire sont habituellement réalisés a fort
inoculum bactérien afin de combattre efficacement les défenses de la plante et ainsi
déterminer les genes essentiels a une pleine virulence. Cette technique ne permet pas de
déterminer les génes ayant un réle plus subtil, ce qui expliquerait le faible nombre de
phosphorelais considérés comme impliqués dans le processus infectieux. Des tests a faible
inoculum bactérien sont réalisés sur la souche sauvage ainsi que sur les différents mutants.
Alors qu’aucune différence n’était visible a fort inoculum, les mutants envZ et ompR affichent
une baisse de 30 % du pourcentage d’infection comparativement a la souche sauvage (Figure
40). Sachant qu’OmpR est essentiel a I'activation de la transcription du géne ompF1, le mutant
est également testé et montre une diminution du pourcentage d’infection semblable aux
mutants envZ et ompR (Figure 40). Puisque que nous avons montré précédemment dans cette
étude que I'absence d’'OmpF1 est compensée par d’autres porines comme GanL, nous
pouvons nous interroger sur un réle autre que le passage de solutés pour cette porine. Chez
certaines bactéries zoopathogénes, certaines porines possédent un réle d’adhésine et
permettent donc l'attachement a I'héte. C’est le cas des porines OmpF et OmpC chez les
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E. coli APEC ou encore OmpD chez S. enterica sv typhimurium (Hejair et al., 2017 ; Hara-
Kaonga et Pistole, 2004). Nous pouvons nous interroger sur un possible réle dOmpF1 dans
'adhésion. Des premiers tests d’adhésion sur graines de luzerne et sur lentilles ont été
effectués. Les premiers résultats obtenus montrent une baisse d’un facteur 10 du nombre de
mutants ompF ayant adhérées aux graines de luzerne comparativement a la souche sauvage.
Ce test a pour le moment été réalisé une seule fois. D’autres expériences sont nécessaires

pour confirmer ce résultat.

Nous montrons donc ici un effet de l'inactivation du systétme EnvZ/OmpR sur le
phénoméne de virulence da certainement a I'inactivation de génes cibles jouant un réle dans
les premieres étapes de l'infection comme I'adhésion ou encore la motilité (Figures 19 ; 20).
Cette inactivation peut toutefois étre considérée comme extréme car l'entiéreté du
phosphorelais est inactivée par 'absence d’'un des deux composants du systéme. Dans la
littérature, il est décrit qu’une régulation fine des genes cibles passe par une activation minutée
du phosphorelais, cette activation étant traduite par son état de phosphorylation. C’est pour
cette raison que I'étude des mutants non phosphorylable et constitutivement phosphorylé est
réalisée. Le mutant non phosphorylable ompR-55, dans lequel I'aspartate récepteur du
phosphate a été modifié en asparagine, présente des phénotypes semblables a ceux obtenus
dans une souche envZ ou ompR (Figure 42). Le mutant envZ-241, présentant une
phosphorylation constitutive du régulateur, montre des phénotypes différents. Tout d’abord, la
mutation EnvZ-V241G provoque une baisse de la sécrétion de pectinases ainsi qu’une perte
de virulence a fort inoculum (Figure 43). Cependant, de fagon assez étonnante, la perte de
virulence n’est pas totale avec I'apparition de macération avancée sur 18% des feuilles
d’endives infectées. Ces résultats suggérent donc que la suractivation du phosphorelais
EnvZ/OmpR provoque des conséquences plus importantes sur le processus infectieux que
son inactivation. Ces données montrent une nouvelle fois que l'activation du phosphorelais
doit étre parfaitement minutée. L’activation doit avoir lieu a des moments clefs, I'activation
prolongée ou trop importante du systéme pouvant provoquer des conséquences néfastes sur

la virulence ou encore la survie bactérienne.

Sachant que le phosphorelais EnvZ/OmpR est important dans le processus infectieux,
nous nous sommes focalisés sur son activité in planta. Le phosphorelais joue un réle
considérable lors des premieres étapes de linfection. En effet, au bout de 24H, une hausse
de la phosphorylation du régulateur est visible avec un taux de phosphorylation aux alentours
de 13%. Ce taux diminue ensuite pour atteindre 4-5% a 48H (Figure 44). Afin de mieux
comprendre ces observations, les paramétres pH et osmolarité ont été vérifiés dans notre
plante héte tout au long du processus infectieux. Alors que le pH passe de 6,5 en débuta 7,5
en fin d’infection, 'osmolarité, elle, ne varie pas et reste aux alentours de 250 mOsm (Figures
45/46). Si 'on compare les données in vivo et les données in planta, nous pouvons voir une
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phosphorylation & 24H semblable a celle observée a pH6. En revanche a 48H, alors que la
bactérie se situe toujours dans un environnement a pH6,5, le taux de phosphorylation d'OmpR
diminue. Cela laisse penser a la présence d’un stimulus supplémentaire jouant sur I'activité
du systéme comme la carence nutritionnelle. En effet, il est possible que la disponibilité en
nutriments soit différente en début et en fin d’infection avec la lyse des cellules végétales.
Parallelement a cela, bien que le phosphorelais EnvZ/OmpR régule les porines OmpF1 et
OmpF2 en fonction du pH, le profil protéique de la membrane externe ne varie pas. Cela laisse
supposer une regulation par d’autres régulateurs globaux ou phosphorelais permettant un

maintien de ces deux porines majeures de la membrane externe.
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Les bactéries comme Dickeya dadantii rencontrent tout au long de leur vie des
environnements multiples et variés. Elles sont confrontées a de nombreuses variations
environnementales et subissent notamment des stress multiples (acide, osmotique,
oxydatif ...). Par conséquent, il est indispensable que la bactérie puisse s’adapter a ces

modifications afin de pouvoir y survivre.

Les phosphorelais constituent le mécanisme de transduction du signal le plus répandu
chez les procaryotes. lIs possédent un réle prépondérant dans la perception et 'adaptation a
'environnement. Présents chez la grande majorité des bactéries, ces phosphorelais peuvent
présenter des différences majeures selon les espéces que ce soit au niveau des stimuli

ressentis ou du régulon modulé.

Le systeme EnvZ/OmpR est I'un des phosphorelais les plus étudiés par son implication
dans la régulation des génes de porines. Découvert chez E. coli, ce systéme est
principalement étudié chez les bactéries zoopathogénes comme Yersinia enterocolitica,
S. enterica sv typhimurium ou encore Shigella flexneri (Racskowska et Brzostek, 2004 ;
Perkins etal., 2013 ; Bernardini etal, 1990). D’abord, trés peu étudié chez les
phytopathogénes, cela semble se développer ces derniéres années comme sur Erwinia
amylovora (Li et al., 2014). Toutefois, quelle que soit I'espéce, EnvZ/OmpR joue un rdle
important dans la régulation de nombreux génes cibles notamment de génes de virulence ce

qui en fait un régulateur clé dans les réseaux de régulation.

Les OPG, composants majeurs du périplasme, jouent un rdéle important dans
I'activation et la modulation du systeme RcsCDB ce qui nous a amené a nous intéresser aux
relations entre les OPG et EnvZ/OmpR (Bontemps-Gallo et al., 2013). Nous montrons que
l'activité du systeme EnvZ/OmpR dépend de la présence des OPG sans pour autant étre
modulée par leur concentration (Figures 23 / 26). En nous basant sur I'expression minimale
des deux génes rapporteurs ompF et kdgN en condition opgG (Figure 23), nous avons conclu
que le systeme EnvZ/OmpR est inactivé en absence d’OPG. Toutefois, les analyses
effectuées par la suite sur la porine OmpF1 nous aménent a réviser notre position. En effet,
nous montrons ci-dessus qu’une hausse du taux de phosphorylation d’'OmpR est corrélée a
une diminution de la quantité de porines OmpF1 (Figures 35 / 36), laissant penser a une
suractivation du systéme EnvZ/OmpR dans une souche dépourvue en OPG et non a une
inactivation du phosphorelais. Nous montrons également dans un mutant surphosphorylé
OmpR une perte de la sécrétion de pectinases (Données non présentées). Or, quand le
phosphorelais EnvZ/OmpR est inactivé dans un contexte opgG, une restauration de la
sécrétion des pectinases est visible (Figure 18B). Cela laisse donc penser que, dans une
souche opgG, la perte de sécrétion de pectinases est causée non pas par la suractivation du
systtme RcsCDB comme cela était supposé mais par une suractivation du systéeme
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EnvZ/OmpR. Afin de vérifier cette hypothése, il serait donc intéressant de réaliser un PhosTag
in vivo sur une souche opgG ce qui permettrait d’'observer le taux de phosphorylation d'OmpR
et ainsi conclure sur le réle des OPG dans l'activation de ce systéme. Parallélement a cela,
nous pouvons nous questionner sur le mode d’action des OPG sur le systéme. Les OPG
agissent-ils directement sur le phosphorelais ? Ou, au contraire, leur absence provoque-t-elle
des modifications de I'enveloppe bactérienne, se répercutant de ce fait sur I'activité du

systeme ?

Les OPG modulant I'activité du systéme EnvZ/OmpR, nous nous sommes focalisés sur
d’autres stimuli potentiels de ce phosphorelais. Lorsque la bactérie entre dans son hoéte, elle
est confrontée a un nouvel environnement hostile. La fluctuation d’osmolarité et de pH sont
deux des stress environnementaux les plus rencontrés par les bactéries lors du processus
infectieux et sont connus tout deux comme modulant I'activité du phosphorelais EnvZ/OmpR
(Heyde et Portalier, 1987 ; Mizuno et Mizushima, 1990). Chez E. coli comme chez
S. enterica sv typhimurium, le phosphorelais est activé dans un milieu pH acide et/ou a haute
osmolarité (Chakraborty et Kenney, 2018). Chez notre modéle D. dadantii, nous mettons en
évidence une activation du phosphorelais uniquement en milieu a pH acide. En effet, aucune
modulation de l'activité n’est visible lorsque I'osmolarité du milieu varie (Figure 30). Cela nous
a semblé trés surprenant, le phosphorelais EnvZ/OmpR étant principalement décrit pour sa
réponse a I'osmolarité de I'héte. En suivant celle-ci lors du processus infectieux, nous avons
pu observer quelle est stable que I'on soit en début ou en fin d’infection alors que nous
pensions que la lyse des cellules végétales entrainait une hausse de ce parameétre, (Figure
46). Cette observation effectuée sur la feuille d’endive a été confirmée sur un autre modéle
héte : le tubercule de pomme de terre qui présente une osmolarité constante aux alentours de

350 mOsm tout du long de l'infection (Données non présentées).

Parallélement, nous montrons une activation in planta du phosphorelais EnvZ/OmpR
durant les premiéres étapes de l'infection. En effet, le taux de phosphorylation du régulateur
OmpR augmente durant les premiéres 24H pour ensuite redescendre a un niveau basal. Cette
activation n’est pas en adéquation avec ce que I'on observe in vivo. A 24H, le pH in planta est
de 6,5. A ce pH, le niveau d’activation d’'OmpR est de 13% ce qui correspond a un niveau
intermédiaire a ce que I'on observe a pH6 et pH7 in vivo (Figures 35 / 44 / 45). En revanche,
a 48H, une diminution de la phosphorylation du régulateur OmpR est visible alors que le pH
dans la plante reste aux alentours de pH6,5 (Figures 44 / 45). Nous pouvons nous interroger
sur la présence d’un autre stress in planta entrainant une modulation du systéme EnvZ/OmpR.
Nous pensons que ce stress pourrait étre la carence nutritionnelle. En effet, la bactérie peut
étre confrontée lors du processus infectieux a des concentrations variables en nutriments. On
peut logiquement penser qu'au début de linfection, la bactérie a peu de nutriments a sa

disposition. Puis, lors de la lyse des cellules végétales et donc du déversement du contenu
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intracellulaire, la disponibilité en nutriments augmente fortement. Ce stress étant un stimulus
activateur d’EnvZ/OmpR connu chez E. coli (Liu et Ferenci, 1998), il serait intéressant
d’observer la phosphorylation du régulateur OmpR par PhosTag in vivo lors du passage d’'un

milieu minimum complémenté en glycérol a un milieu minimum non complémenté.

Chez E. coli, le phosphorelais EnvZ/OmpR régule plus d’'une centaine de génes cibles
(Oshima et al., 2002). Parmi ces génes sont retrouvés les génes codant les deux porines
majeures de la bactérie ompF et ompC ainsi que des génes impliqués dans le phénomeéne de
virulence comme I'opéron maitre de la motilité lhDC (Shin et Park, 1995 ; Huang et Igo, 1996).
Durant cette étude, nous nous sommes intéressés a certains génes cibles du phosphorelais
chez D. dadantii. Pour commencer, la régulation de deux facteurs importants de la virulence
par le régulateur OmpR est mise en évidence. Nous montrons tout d’abord que le
phosphorelais EnvZ/OmpR est impliqué dans le phénoméne de motilité en jouant un réle
activateur sur 'opéron maitre flhDC (Figure 20). L’implication du systéme dans la sécrétion de
pectinases est également mise en évidence grace au mutant constitutivement phosphorylé
envZ-241 qui présente une perte de sécrétion de pectinases (Données non présentées). Le
régulateur OmpR semble jouer un réle de répresseur sur un ou plusieurs génes intervenant
dans la voie de dégradation du polygalacturonate. Ces données confirment le réle du
phosphorelais EnvZ/OmpR durant les premiers stades de I'infection notamment en réprimant

les facteurs essentiels de la phase symptomatique.

Le régulateur EnvZ/OmpR est un élément essentiel dans la régulation des porines de
la membrane externe chez de trés nombreuses especes. Ces porines, variables selon les
espéces, ont une importance capitale dans I'ajustement de la composition de la membrane
externe et de ce fait dans le maintien de l'intégrité de I'enveloppe bactérienne. Les porines
OmpC et OmpF sont les deux porines les plus étudiés pour leur régulation chez E. coli par le
systeme EnvZ/OmpR (Mizuno et Mizushima, 1990). Ces porines intervenant dans la diffusion
passive de petites molécules hydrophiles different par leur taille de pore et leur vitesse de
diffusion (Decad et Nikaido, 1976). Alors que la porine OmpF est retrouvée chez toutes les
espeéces bactériennes, la porine OmpC n’apparait que chez certaines espéces. En effet, cette
porine n’'est retrouvée ni chez le genre Dickeya ni chez les genres proches tels que
Pectobacterium ou Pantoea (Tableau 2). Les études phylogénétiques effectuées mettent en
avant chez le genre Dickeya la présence d’'une seconde porine qui semble provenir d’'un
événement de duplication du géne ompF1. Cette porine nommée OmpF2 est exprimée in vivo
lorsque la bactérie est confrontée a un stress acide. Sa régulation se fait a l'inverse de la
porine OmpF1 dont I'expression protéique est diminuée dans un milieu a pH acide (Figure 36).

Cette régulation est similaire au mécanisme OmpF/OmpC chez E. coli.
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Alors que I'expression protéique des porines OmpF1 et OmpF2 varie en fonction de du
pH, elle ne varie pas selon 'osmolarité (Figure 33). Quelque que soit cette derniére, OmpF1
est pleinement exprimée tandis qu’'OmpF2 est a son niveau d’expression minimal. En
revanche, au niveau transcriptionnel, le géne ompF1 est modulé en fonction de I'osmolarité.
Nous montrons dans cette étude que Iactivité des deux phosphorelais RcsCDB et
EnvZ/OmpR varie trés peu a basse et haute osmolarité avec seulement 4 a 5% de différence
du taux de phosphorylation (Figure 30). Nous montrons également que les deux phosphorelais
sont capables de se fixer en amont des régions régulatrices des génes ompF1 mais aussi
ompF2 (Figures 29/38), ce qui peut nous amener a penser qu'il existe une coopération entre
les régulateurs OmpR et RcsB dans la régulation de ces génes. Des expériences
complémentaires sont nécessaires pour comprendre cette régulation. Les données obtenues
lors des expériences de retards sur gel nous indiquent que la régulation de ces deux génes
ompF semblent se faire directement par fixation de la protéine OmpR sur les séquences en
amont des promoteurs (Figures 29 / 38). Alors que les sites de fixation de la protéine OmpR
sont bien identifiés chez E. coli, il est trés difficile de les définir chez D. dadantii. Deux sites
présentant des fortes homologies avec les sites C1 et C3 sont visibles en amont du géne
ompF1 (Figure 27). Cependant, aucune séquence similaire aux boites de fixation d’E. colin’est
présente dans la séquence régulatrice d'ompF2 (Données non présentées). Il pourrait étre
intéressant pour la suite de localiser les sites de fixation d’OmpR par la technique d’empreinte
a la DNase mais également de situer les sites de fixation de RcsB afin de voir si les deux
régulateurs se fixent au méme niveau. Le suivi de I'expression d’autres génes cibles des deux
phosphorelais en fonction de 'osmolarité pourrait également étre intéressant afin de voir si le
peu de différence visible a basse et haute osmolarité est suffisante pour induire un effet sur la

modulation de ces genes.

Pour finir, lors des études réalisées in planta, nous montrons que le profil protéique des
porines OmpF1 et OmpF2 ne varie pas lors de l'infection (Figure 44). Les proportions restent
les mémes que I'on soit en début ou en fin du processus infectieux ce qui semble indiquer une
régulation trés stricte de ces deux porines. Cela laisse penser que d'autres régulateurs
globaux ou d’autres phosphorelais tels que CpxAR interviennent dans cette régulation pour
permettre entre autres un maintien de l'intégrité membranaire essentielle a la survie de la
bactérie. Il serait intéressant par la suite de comprendre le role de ces deux porines dans la
bactérie. Laissent-elles passer le méme type de molécules que chez E. coli? Ces deux
porines montrent-elles une variation dans leur taille de pore comme OmpC et OmpF ? Trés
peu d’études sur la modification des porines a pH acide ont été menées. Todt et ses
collaborateurs suggérent qu’une modification de la taille des canaux des porines pourrait se
produire lors d’une variation de pH. lls suggérent plus particulierement une diminution de la

taille de canaux dans un environnement acide (Todt et al., 1992).
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Le travail que jai effectué durant ma thése permet donc d’appréhender le systéeme
EnvZ/OmpR chez D. dadantii par 'analyse de ses stimuli, de son régulon ou encore de son
interaction avec les OPG. De nombreuses questions restent cependant en suspens
notamment concernant I'activation du systéme par d’autres stimuli et la régulation des porines
OmpF1 et OmpF2 par d’autres phosphorelais. Cette étude nous montre une nouvelle fois que
'adaptation de la bactérie a son environnement repose sur un important et complexe réseau
de régulation qui se met en place suite 8 de multiples stress. Les phosphorelais comme
EnvZ/OmpR, éléments essentiels de ce réseau, nécessitent une régulation fine de leur
phosphorylation. Avoir une phosphorylation adéquate a un instant T semble important pour le
fitness, le métabolisme ou encore la virulence de la bactérie. Quelques pourcentages de
différence dans le taux de phosphorylation peuvent causer un déséquilibre dans la régulation
avec pour conséquence une modification dans la modulation des génes cibles. Un des
problémes majeurs des phosphorelais est I'absence de connaissance concernant leur
dynamique de phosphorylation. Etablir la dynamique de phosphorylation de 'ensemble de 32
phosphorelais de D. dadantii et étudier les variations des paramétres physico-chimiques ou
les mécanismes de la plante au cours de l'infection serait intéressant pour permettre une

meilleure compréhension de la pathogenése de notre bactérie hdte D. dadantii.
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1. Souches, Plasmides et Milieux

1.1. Génotypes des souches et des plasmides utilisés

Les génotypes des souches et les plasmides utilisés durant cette étude sont décrits dans le

tableau 3.
Souches de Dickeya dadantii
EC3937 Sauvage Collection du laboratoire
NF3723 opgG :: Cm Collection du laboratoire
NF3835 miniTn5-Sp PsabopgGH Bontemps-Gallo et al., 2013
NF7199 rcsB:: Cm Bouchart ef al., 2010
NF7422 ompR :: Gm Bontemps-Gallo et al., 2016
NF7423 ompR ::Gm , opgG ::Cm Caby et al., 2018
NF7440 ompR :: Gm , miniTn5-Sp PsapopgGH Caby et al., 2018
NF7515 cpxA :: Gm Bontemps-Gallo et al., 2015
NF7521 envZ :: Gm Bontemps-Gallo et al., 2016
NF7524 envZ :: Gm, opgG ::Cm Caby et al., 2018
NF7532 cpxR :: Gm Bontemps-Gallo et al., 2015
NF7534 cpxR :: Gm, opgG ::Cm Caby et al., 2018
NF7632 cpxA:: Gm , opgG ::Cm Caby et al., 2018
NF7731 envZ :: Gm , miniTn5-Sp PsabopgGH Caby et al., 2018
NF7850 miniTn5-Sp ompR-55 ; ompR :: Gm Cette étude
NF7894 ompF2:: Gm Cette étude
NF7895 ompF1:: Kan Cette étude
NF7896 ompF1F2F3 :: Kan Cette étude
NF7897 ompF1F2 :: Gm Cette étude
NF7898 ompF2F3 :: Kan Cette étude
NF7899 ompF3:: Gm Cette étude
NF7906 ompF1 ::Kan ; ompF3:: Gm Cette étude
NF7911 miniTn5-Sp ompR-envZ T247R ; ompR :: Gm Cette étude
NF7916 gl:nTminiTnS-Sp ompR-envZ V241G ; ompR :: Cette étude
Souches d’E. coli

BL21 ompT, hsdSB, gal, dcm Invitrogen
S17-13Pir oon T, rf’;’ ot hisdR-M+, RP4:2-Te:Mu- De Lorenzo et Timmis, 1994

F-, mcrA, A(mrr-hsdRMS-mcrB),
Top10F’ ®80lacZAM15, AlacX74, deoR, recA1, Invitrogen

araD139, A(ara-leu)7697, galU, galK, rpsL,

endA1, nupG

Plasmides

pET100/D-Topo | AmpR Life Technologies
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pUC18Not

AmpR

Yanisch-Perron et al., 1985

pUTminiTn5-Sp

SpR, Amp®

De Lorenzo et al., 1990

pNFW410 pET100 rcsB Madec et al., 2014
pNFW444 pET100 cpxR Collection du laboratoire
pNFW480 pET100 ompR (D. dadantii) Bontemps-Gallo et al., 2016
A446-1B pET100 ompR (E. coli) E-Zyvec

pl. 214.2 pUC18Not ompR-envZ Cette étude

pl. 225.2 pUC18Not ompRD55N-envZ Cette étude

pl. 241.2 pUTmIiniTn5-Sp ompRD55N-envZ Cette étude

pl. 265.1 pUC18Not ompF3 Cette étude

pl. 266.4 pUC18Not ompF1 Cette étude

pl. 267.8 pUC18Not ompF2 Cette étude

pl. 271.2 pUC18Not ompF1 Nhel + K7 Kan Nhel Cette étude

pl. 272.4 pUC18Not ompF2 Hpal + K7 Gm Hpal Cette étude

pl. 273.2 pUC18Not ompF1ompF2 Cette étude

pl. 274.2 pUC18Not ompF2ompF3 Cette étude

pl. 275.3 pUC18Not ompF1ompF2ompF3 Cette étude

pl. 280.1 33&1 g{\é(;tN%rglpr(o?m}fafolrgglF3 délété entre Cette étude

pl. 281.1 &%31;Nﬁgaﬁnzp£71%nrf5f):l%2§ entre les sites Cette étude

pl. 282.7 pUC18Not ompR-envZ T247R Cette étude

pl. 283.8 pUC18Not ompR-envZ /241G Cette étude

pl. 284.2 pUC18Not ompF3 Nrul + K7 Gm Hpal Cette étude

pl. 285.1 giltJe? Srl:lé)lt_'-?(n;p;:nozzgf délété entre deux Cette étude

pl. 286.3 pUTmIniTn5-Sp ompR-envZ T247R Cette étude

pl. 287.16 pUTmIiniTn5-Sp ompR-envZ V241G Cette étude

Tableau 3 : Souches et plasmides utilisés lors de cette étude

Gm : gentamycine, Cm : chloramphénicol, Kan : kanamycine, Amp : ampicilline, Sp : spectinomycine,

miniTn5 : mini transposon 5.

1.2. Milieux de culture, conditions de croissance et conservation des

bactéries

Les bactéries sont cultivées a différentes températures selon I'espéce. Les souches

d’E. coli sont incubées a 37°C sous une agitation de 140 rpm tandis que les souches de

D. dadantii sont incubées a 30°C sous une agitation de 125 rpm. La croissance de ces

bactéries est suivie par mesure de la turbidité a une longueur d’onde de 620 nm, une densité

optique (DO) de 1 correspondant & 1 X 10° bactéries/mL environ. Les bactéries sont

conservées a -80°C dans du glycérol 25% pour D. dadantii et 20% pour E. coli.
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Durant cette étude, de nombreux milieux sont utilisés. Leur composition est décrite ci-

dessous :

- Le milieu LB ou Lysogeny Broth est un milieu complexe (Bertani, 2004)

- Le milieu M63 est un milieu minimum complémenté par des métabolites nécessaires a
la croissance des bactéries. Sont ajoutés au milieu une source de carbone a 0,2% ainsi
que parfois des acides aminés et bases azotées a 40 mg/mL ou de la thiamine a 2
mg/mL. Durant cette étude, différentes quantités de NaCl seront ajoutées afin de faire
varier I'osmolarité de 330 mOsm a 500 et 700 mOsm respectivement. Afin d’obtenir
une osmolarité de 170 mOsm, le milieu M63 est dilué d’un facteur deux.

- Le milieu Bas-Phosphate est un milieu carencé en phosphate ce qui favorise la perte
des plasmides introduits chez D. dadantii (Torriani, 1968). Il est composé de Tris HCI
(120 mM), NaCl (90 mM), KCI (40 mM), NH4CI (21 mM), CaClz (0,1 mM), MgCl2 (1
mM), Na2S04 (25 uM), KH2PO4 (0,5 mM) ainsi que 0,25% de bactopeptone. Le milieu
est utilisé a pH7,4 et est complémenté par une source de carbone a 0,2% ainsi que
par I'antibiotique nécessaire.

- Le milieu PGA, permettant I'observation des pectinases, est un milieu minimum M63
auquel sont ajoutés 0,4% de polygalacturonate (PGA) ainsi que 0,2% de glycérol.

- Le milieu CMC, permettant I'observation des cellulases, est un milieu minimum M63
auquel sont ajoutés 0,2% de carboxyméthylcellulose (CMC) ainsi que 0,2% de glycérol
et 7 mM de MgSOs..

- Le milieu protéase permettant leur observation est un milieu LB complémenté avec 1%

de lait écrémé en poudre.

Tous ces milieux, hormis le Bas-Phosphate, peuvent étre solidifiés par I'ajout d’agar a
1,5%. Un milieu fait exception : le milieu motilité qui est un milieu M63 faiblement gélosé par

ajout de 0,4% d’agar.

Durant cette étude, de nombreux antibiotiques sont utilisés a des concentrations variables
selon le type d’antibiotique et 'espéce bactérienne. Les antibiotiques pour E. coli sont ajoutés
aux concentrations finales suivantes :

- Ampicilline (Amp) ; Kanamycine (Kan) : 50 ug/mL

- Chloramphénicol (Cm) ; Tétracycline (Tet) : 25 ug/mL

- Streptomycine (Str) ; Spectinomycine (Sp) : 100 ug/mL

- Gentamycine (Gm) : 4 yg/mL

Pour les souches de D. dadantii, la concentration d’antibiotiques utilisée est divisée par deux.
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2. Techniques Génétiques

2.1. Transformation chimique d’E. coli

Les cellules d’E. coli sont rendues compétentes et transformées d’aprés la technique

au chlorure de rubidium d’Hanahan (1983).

2.2. Electroporation de D. dadantii

L’électroporation est utilisée pour la construction de mutants par insertion de cassette
de résistance aux antibiotiques chez D. dadantii. Les cellules de D. dadantii sont rendues
compétentes et transformées par électroporation d’aprées Sambrook etal. (1989). Les
bactéries sont sélectionnées sur milieu LB complémenté par I'antibiotique qui dépend de la
cassette de résistance interrompant le géne d’intérét. Les clones obtenus sont cultivés
successivement en milieu Bas-Phosphate, milieu carencé en phosphate. Ce milieu va ainsi

favoriser la perte de plasmides et permettre la recombinaison homologue (Torriani, 1968)

2.3. Conjugaison

La conjugaison est utilisée pour l'insertion des mini-transposons Tn5 contenant un
fragment d’ADN dans le génome de D. dadantii. Les bactéries réceptrices de D. dadantii sont
mises en contact avec les bactéries donatrices d’E. coli, possédant le plasmide pUT-mini-Tn5,
selon un ratio de 1: 10. La suspension est déposée sur boite LB gélosé a 30°C. Apres 1H
d’incubation, les bactéries sont reprises dans du M63 et étalées sur du milieu M63
complémenté avec du saccharose 0,2% et I'antibiotique nécessaire a la sélection (résistance
portée par le miniTn5). Les clones obtenus sont repiqués et seuls les clones sensibles a

'ampicilline (résistance du pUT) sont utilisés par la suite.
2.4. Transduction

Les transductions chez D. dadantii sont effectuées a partir du phage ®EC2 d’apres
Résibois et al. (1984)
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3. Techniques de Biologie Moléculaire

3.1. Extraction et purification dADN génomique, plasmidique et
d’ARN

L’extraction des plasmides est effectuée a partir du kit Nucleospin® Plasmid (Macherey
Nagel™) tandis que 'ADN génomique est extrait en utilisant le kit Nucleospin® Tissue

(Macherey Nagel™).

Afin d’extraire les bandes d’ADN obtenues lors d’une électrophorése, le kit Nucleopsin® Gel &
PCR Clean Up (Macherey Nagel™) est utilisé.

L’extraction d’ARN est effectuée a partir du kit Nucleospin® RNA plus (Macherey Nagel™).

3.2. PCR (Polymerase Chain Reaction)

Les deux ADN polymérases utilisées sont la Q5° High-Fidelity Polymerase (New
England Biolabs™), choisie pour I'inactivation de génes cibles, et la OneTaqg DNA polymerase
(New England Biolabs™), choisie pour vérifier I'insertion des mutations dans le génome. Ces
deux enzymes sont utilisées selon les conditions standards préconisées par NEBiolabs™. Les
PCR sont réalisées avec 100 ng d’ADN dans un volume de 50 uL pour la Q5 High-Fidelity
Polymerase ou de 25 pL pour la OneTaq DNA polymerase.

3.3. Enzymes de restriction et de modification

Les endonucléases de restriction (New England Biolabs™) sont utilisées a raison de
10 U/ug d’ADN selon les recommandations fournies par I'entreprise. Les fragments obtenus
suite a la digestion sont séparés par électrophorése en gel d’'agarose 1% dans du TAE (Tris
40 mM, acétate 20 mM, EDTA 1 mM, pH8,3) auquel est ajouté du SybrSafe® (dilution

1/10000°™). Le marqueur de masse moléculaire utilisé est le SmartLadder (Eurogentec™).

La FASTAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase (ThermoFisher Scientific™)
permettant la déphosphorylation des plasmides est utilisée a raison de 1 U/ug d’ADN selon

les conditions standard préconisées par le fournisseur.
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La T4 DNA ligase (New England Biolabs) permettant la recircularisation des plasmides
est utilisée dans le tampon fourni par NEBiolabs selon les conditions préconisées. La réaction

a lieu pendant la nuit a 16°C.

3.4. Constructions des mutants

Les constructions sont réalisées chez E. coli puis sont insérées dans la souche EC3937
chez D. dadantii par électroporation. A cela s’ensuit des cultures successives en bas
phosphate. Les différentes amorces utilisées durant les clonages sont répertoriées dans le
tableau 4 (page 122).

3.4.1. Mutants ompF1, ompF2 et ompF3

La PCR146, contenant le géne ompF1, est clonée dans un plasmide pUC18Not (pl. 266.4).
Une cassette de résistance a la kanamycine digérée par 'enzyme Nhel est insérée au niveau
d’un site Nhel pour former le plasmide 271.2.

La PCR147, contenant le géne ompF2, est clonée dans un plasmide pUC18Not (pl. 267.8).
Un site Hpal est ajouté dans le géne grace a une mutagenése dirigée (PCR147Hpal) réalisée
a partir du kit Q5® Site-Directed Mutagenesis NEB. Une cassette de résistance a la
gentamycine digérée par 'enzyme Hpal est insérée au niveau de ce site pour former le
plasmide 272.4.

La PCR145, contenant le géne ompF3, est clonée dans un plasmide pUC18Not (pl. 265.1).
Un site Nrul est ajouté dans le géne grace a une mutagenése dirigée (PCR145Nrul) réalisée
a partir du kit Q5® Site-Directed Mutagenesis NEB. Une cassette de résistance a la
gentamycine digérée par 'enzyme Hpal est insérée au niveau de ce site pour former le
plasmide 284.2.

3.4.2. Mutants ompF1F2, ompF2F3 et ompF1F3

La PCR148, contenant les géne ompF1 et ompF2, est clonée dans un plasmide pUC18Not
(pl. 273.2). Un site Hpal a été ajouté dans le géne ompF2 grace a une mutagenése dirigée
(PCR148Hpal) réalisée grace au kit Q5® Site-Directed Mutagenesis NEB. Le fragment situé
entre les sites Nhel du géne ompF1 et Hpal du géne ompF2 est délété pour permettre
l'insertion d’une cassette de résistance a la gentamycine digérée par les enzymes Hpal/Nhel
(pl. 281.1).

La PCR149, contenant les géne ompF2 et ompF3, est clonée dans un plasmide pUC18Not
(pl. 274.2). Un site Nhel a été ajouté dans le géne ompF2 grace a une mutagenése dirigée
(PCR149Nhel) réalisée grace au kit Q5® Site-Directed Mutagenesis NEB. Le fragment situé
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entre les deux sites Nhel des génes ompF2 et ompF3 est délété pour permettre l'insertion
d’une cassette de résistance a la kanamycine digérée par I'enzyme Nhel (pl. 285.1).

Afin de réaliser le mutant ompF1ompF3, le plasmide 284.2 contenant le géne ompF3
interrompu par une cassette de résistance a la gentamycine est inséré dans une souche

ompF1 devenue compétente par électroporation.

3.4.3. Mutant ompF1F2F3

La PCR150, contenant les trois génes ompF, est clonée dans un plasmide pUC18Not (pl.
275.3). Le fragment situé entre les deux sites Nhel du géne ompF1 et du géne ompF3 est
délété pour permettre l'insertion d’'une cassette de résistance a la kanamycine digérée par
'enzyme Nhel (pl. 280.1).

3.4.4. Mutant envZ-241, envZ-247 et ompR-55

La PCR127, contenant 'opéron ompRenvZ, est clonée dans un plasmide pUC18Not (pl.
214.2). Les différentes mutagenéses ont lieu sur ce plasmide. L’'opéron muté obtenu est
transféré sur le pUTminiTn5-Sp afin d’étre introduit par la suite dans la souche NF7422 de

D. dadantii par conjugaison hétérologue

La mutagenese dirigée permettant le changement de la valine en glycine sur le géne envZ
est effectuée par le biais du kit Q5® Site-Directed Mutagenesis NEB (PCR-V241G) formant le
plasmides 282.7. L’opéron portant la mutation est ensuite inséré dans le vecteur pUTminiTn5-
Sp formant ainsi le plasmide 286.3.

La mutagenése dirigée permettant le changement de la thréonine en arginine sur le géne
envZ est effectuée par le biais du kit Q5® Site-Directed Mutagenesis NEB (PCR-T247R)
formant le plasmides 288.8. L’opéron portant la mutation est ensuite inséré dans le vecteur
pUTmIiniTn5-Sp formant ainsi le plasmide 287.16.

La mutagenése dirigée permettant le changement de I'aspartate en glutamate sur le géne
ompR est effectuée par le biais du kit Q5® Site-Directed Mutagenesis NEB (PCR-D55N)
formant le plasmides 225.2. L’opéron portant la mutation est ensuite inséré dans le vecteur

pUTminiTn5-Sp formant ainsi le plasmide 241.2.
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Amorces utilisées lors des clonages
PUCOMER- CATAAAGCTTCCACTTGCAGGCGTTTACGC | Cette étude
PCR127
pUCE”;Z'SaC' AACTGAGCTCGATCCGCGCGACACCTATG Cette étude
PCR145 ompF-Sal-F GGATGTCGACCCTGGCGGAGTTCTGGAT Cette étude
ompF-Xba-R AACGTCTAGAGCTACGACCAGTAAAGCTGTTG Cette étude
PCR145 ompF3-Nrul-F TCGCGACTTGATAAATACGCTAGC Cette étude
Nrul ompF3-Nrul-R TGCTTCATCATTCGCATTAC Cette étude
PCR146 ompF2-Xba-F AACCTCTAGACCAATCGCTCCGAAACTCA Cette étude
ompF2-Kpnl-R ATATGGTACCACTTCTTTCTGGCGGCAA Cette étude
PCR147 ompF3-Xba-F GGATTCTAGATGCATAAAGCCGAGGCATAG Cette étude
ompF3-Kpnl-R AACGGGTACCTAAGAGCTGGCGACGACTAA Cette étude
PCR147 ompF2-Hpal-F GTTAACGTAATATTCTGGCAGTGG Cette étude
Hpal
P?_’R1718 ompF2-Hpal-R GCTTCATCATTATCAATACC Cette étude
pa
PCR148 F1F2-Sal-F GGAAGTCGACGAACCGGAAGTGGCATTTG Cette étude
F1F2-Xba-R AACGTCTAGACCCATCAGCAGTCTCACATC Cette étude
PCR149 F2F3-Sal-F GGAAGTCGACCGAAACTCAAATTGCCGATGG Cette étude
F2F3-Xba-R GTAATCTAGATAAGAGCTGGCGACGACTA Cette étude
PCR149 ompF2-Nhel-F GCTAGCGTAATATTCTGGCAGTGG Cette étude
Nhel ompF2-Hpal-R GCTTCATCATTATCAATACC Cette étude
PCR150 F1F2-Sal-F GGAAGTCGACGAACCGGAAGTGGCATTTG Cette étude
F2F3-Xba-R GTAATCTAGATAAGAGCTGGCGACGACTA Cette étude
PCR- envZV241G-F ATGGCCGGCGGCAGCCACGAT Cette étude
V241G envZV241G-R CAGCAGCGTACGGTCATCCGC Cette étude
PCR- envZT247R-F GATCTGCGCAGGCCGCTGACC Cette étude
T247R envZT247R-R GTGGCTGACGCCGGCCAT Cette étude
PCR- ompR-D55N-F | CCATCTGATGGTGCTGAATCTGATGTTGCCGGGG | Collection
D55N ompR-D55N-R | CCCCGGCAACATCAGATTCAGCACCATCAGATGG | Collection

Tableau 4 : Liste des amorces utilisées lors des différents clonages

3.5. gRT-PCR (quantitative Reverse Transcriptase Polymerase Chain

Reaction)

Les ADNCc sont rétrotranscrits en utilisant le kit Superscript IV First-Strand Synthesis
(ThermoFisher Scientific) a partir des ARN, préalablement traités avec de la DNase |. Ces
rétrotranscriptions sont effectuées selon les instructions du fabricant. La qPCR est réalisée en
utilisant la méthode SYBR Green décrit par Hommais et ses collaborateurs en 2011. Les
amorces utilisées sont regroupées au sein du tableau 5. Le gene ipxC, codant une
UDP-N-acétylglucosamine désacétylase, est utilisé en tant que géne de référence (Hommais
etal., 2011).
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Amorces utilisées lors des expériences de qRT-PCR
ompF-F CGTAAC TCTGGT GTTGCTACT T Cette étude
ompF-R AGT CGC TAT GTG CTG ATT GG Cette étude
kdgN-F CCTGCGTTATCGTCCTTTCTAC Cette étude
kdgN-R CAG CAC GCT GGT AAT GGT ATAG Cette étude
ompR-F GCTCGATTGATGTGCAGATTTC Cette étude
ompR-R ACA AAG ACG TAG CCC AACC Cette étude
envZ-F CTG GCG GAG TCG ATC AAT AA Cette étude
envZ-R GCC ACTTCCATCTGCATTTC Cette étude
spy-F CGG AAG GCG TAG TCA ATC AA Cette étude
spy-R TTT CTG TTC CGG CGT CAA Cette étude
degP-F CCA GAT TGT CGAATACGG AGA G Cette étude
degP-R GCATCCACTTTCATGGCTTTAG Cette étude
opgG-F CCG GAA CAG GCT TAT GTG AT Cette étude
opgG-R AAT CGA CCA GGA ATG CAG TAG Cette étude
opgH-F GGA ACT GGC GAT AGC TTT GT Cette étude
opgH-R CCA CTC CGC CGT ATG ATT TAG Cette étude
flnD-F TCG GTT GGG TAT CAATGA AGA A Cette étude
flnD-R TCA CTG AAG CGG AAATGA CAT A Cette étude
fliC-F CAC GGC TCATGT TGG ATACT Cette étude
flic-R CATTGACAACCTGAGCAACAC Cette étude
ipxC-F AAA TCC GTG CGT GAT ACC AT Cette étude
ipxC-R CAT CCA GCA GCA GGT AGA CA Cette étude

Tableau 5 : Liste des amorces utilisées lors des expérimentations de qRT-PCR

3.6. Retard sur Gel

Les régions promotrices d'ompF1 et ompF2 ainsi que la région codante d’opgC sont

amplifié¢es par PCR (Tableau 6). 100 ng d’ADN sont mis en présence de différentes

concentrations de protéines purifiees OmpR, RcsB ou CpxR dans du tampon Binding (Tris pH
7,5 10 mM, NaCl 50 mM, DTT 0,5 mM, 1mM MnCl. et glycérol 2,5%). Aprés incubation

pendant 30 minutes a température ambiante, du tampon de charge est ajouté (Tris pH7,5

25 mM, glycérol 4% et bleu de bromophénol 0,2 %). L’échantillon est alors déposé sur un gel
TBE d’acrylamide/ bisacrylamide 6% (Tris-borate EDTA : 89 mM Tris-borate pH8, 2 mM

EDTA). Aprés migration a 100V pendant 1 heure, I’ADN est visualisé par coloration au bromure

d’éthidium (1 pg/mL).
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Amorces utilisées lors des expériences de retard sur gel
ompF-EMSA-F CGT GAA GAA CGT CTG GAA CA Cette étude
ompF-EMSA-R GCC GTC TTTATT GTACACTTC Cette étude
ompF2-F GTATAG TTT ATC AGT TCT AAT CG Cette étude
ompF2-R GAA TAT TAC GCT TCATCATTATC Cette étude
opgCmil-F AAC TGA CCAGCATGG GATTC Bontemps-Gallo et al., 2016
opgCmil -R GGG GTTGCG TTG TAG CAG G Bontemps-Gallo et al., 2016

Tableau 6 : Liste des amorces utilisées lors des PCR effectuées pour les expériences de retard

sur gel.

3.7. Séquencage

Le séquengage des produits PCR ainsi que des plasmides a été réalisé par la société

Eurofins.

4. Techniques de Biochimie

4.1. Purification des protéines OmpR, RcsB et CpxR

Les plasmides pNFW410, pNFW444, pNFW480 sont insérés dans une souche BL21 d’E. coli.
Les cellules transformantes sont sélectionnées et mises en culture. Une fois que la culture a
atteint une DO de 0,5, la protéine recombinante est induite par ajout d'IPTG 1mM (Isopropyl
B-D-1-thiogalactopyranoside) durant 2h30. La culture est centrifugée et le culot remis en
suspension dans du TNTi (Tris 25mM pH8, NaCl 300 mM, Triton 0,05 %, Imidazole 20mM).
La suspension est lysée par sonication 5 fois durant 1 min. Le surnageant récupéré aprées
centrifugation est mis au contact de billes Ni-NTA (Qiagen) préalablement lavées 2 fois avec
1 mL de TNTi. L’échantillon est incubé a 4°C sur roue pendant 2h. Les billes sont alors lavées
8 fois avec 1mL de TNTi puis les protéines sont éluées a deux reprises par ajout de 500uLde
TNi (Tris 25mn ph8, NaCl 300 mM, Imidazole 500 mM). La concentration en protéines de la
fraction obtenue est déterminée par la méthode de Bradford (1976) (BioRad Protein Assay)
avec une solution de BSA (Bovin Serum Albumine ou Albumine de Sérum Bovin) comme
référence. La pureté de I'échantillon est vérifiée sur un gel d’acrylamide 12% coloré par la suite

au bleu de Coomassie.
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4.2. Extraction des protéines membranaires

Les bactéries en phase stationnaire sont centrifugées, lavées dans du tampon
phosphate 20 mM pH7,2 puis de nouveau centrifugées. Le culot est resuspendu dans 2 mL
de tampon phosphate 20 mM pH7,2 puis la suspension est lysée par sonication 4 X 45 sec.
Les bactéries intactes sont éliminées par centrifugation 10 000 g durant 30 min a 4°C et le
surnageant est incubé 30 min a température ambiante avec du N-lauroylsarcosine 0,5% (Beis
et al., 2006). La suspension est ultracentrifugée a 100 000 g durant 1H et le culot obtenu est
resuspendu avec du tampon phosphate 20 mM pH7,2. 150 ug de protéines sont déposeées sur
un gel d’acrylamide 12% (375 mM Tris pH8,8 ; 0,1% SDS ; 1% APS et 0,08% Temed). Du
tampon de charge 2X (250 mM Tris pH6,5; 15% glycérol ; 2,5% SDS, 0,025% Bleu de
Bromophénol) est ajouté aux échantillons avant d’étre mis a chauffer a 100°C durant 5 min.

La migration s’effectue a 25 mA et le gel est coloré au bleu de Coomassie.

4.3. PhosTag

La séparation des protéines est réalisée sur un gel SDS-PAGE 10% acrylamide auquel
sont ajoutés 35 yM de PhosTag™ et 35 yM MnCl,. Une partie des molécules d’acrylamide
sont greffées a des molécules de PhosTag™, ce qui permet une séparation des protéines
dépendante de leur niveau de phosphorylation. En effet, le PhosTag™ retarde la migration de
toute protéine phosphorylée par rapport a la méme non phosphorylée, permettant ainsi de les

séparer.

4.3.1. PhosTagq in vitro

Le PhosTag in vitro est réalisé a partir de protéines purifiées. Ces derniéres sont
phosphorylées a partir de différents donneurs de phosphate : 'ATP, 'acétylphosphate et le
phosphoramidate. 5 ug de protéines OmpR et OmpD55N sont incubés avec du tampon 5X
(50 mM Tris/HCI pH 7,5, 100 mM NaCl, 10 mM MgCI2 et 2mM B-mercaptoéthanol). 25 mM de
donneur de phosphate sont ajoutés afin de phosphoryler la protéine purifiée et la suspension
est mise a incuber a température ambiante durant 30 min. Les échantillons sont déposés

dans le gel PhosTag™ qui est mis a migrer a 15 mA. Le gel est coloré au bleu de Coomassie.

4.3.2. PhosTagq in vivo

Le PhosTag in vivo est réalisé a partir de cultures en phase exponentielle. Ces cultures
sont centrifugées et les culots remis en suspension dans du milieu M63 sans source de
carbone. Les suspensions sont lysées par sonication deux fois pendant 30 sec. 100 ug de
lysats cellulaires sont déposés dans le gel PhosTag™. La migration se fait a 12 mA. Le gel
est ensuite incubé dans du Tris Glycine EDTA 1 mM afin de chélater les ions Mn?* puis dans
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de I'éthanol 20% durant 10 min avant d’étre transféré sur membrane nitrocellulose grace au
Trans-Blot® Turbo™ Blotting system (BioRad) a une intensité de 2,5 A durant 7 min. Le
blocage de la membrane se fait a 4°C dans du PBS-Tween 0,5% BSA 5% lait écrémé en
poudre 5%. Le Western-blot est réalisé contre les régulateurs RcsB, CpxR et OmpR a partir
de protocoles standards en utilisant des anticorps polyclonaux de lapin CpxR, dilué au
1/1000°™, RcsB, dilué au 1/1000°™ et OmpR, dilué au 1/300°™. L’anticorps secondaire anti-
lapin couplé a de la péroxydase de raifort est utilisé & une dilution au 1/10000°™. Les protéines
d'intérét sont détectées par chimioluminescence grace au kit Supersignal™ West Dura

(ThermoScientific).

4.3.3. PhosTagq in planta

Le PhosTag in planta est réalisé a partir des bactéries extraites de la macération de
feuilles d’endive a 24H, 48H et 72H. La macération extraite de la plante est ajoutée a 20 mL
de M63 sans source de carbone. La suspension est filtrée puis centrifugée. Le culot est
resuspendu dans du M63 sans source de carbone. Les suspensions sont soumises a deux
cycles de sonication de 30 sec et 100 pg de lysats cellulaires sont déposés dans le gel

PhosTag™. La suite du protocole est identique a ce qui est effectué in vivo.

4.4. Spectrométrie de Masse

Les protéines extraites des gels de porine sont préalablement digérées a la trypsine. Les
peptides résultants sont analysés sur un systéme chromatographie nano RSLC couplé a un
spectromeétre de masse Q Exactive HF (Thermo Scientific). La méthode utilisée est le Top20
HCD DDA (Data Dependant Acquisition opéré grace a de la Higher-energy Collisional
Dissociation). Les données brutes sont traitées avec le logiciel "Proteome Discoverer 2.4",
avec le moteur de recherche Sequest HT contre une base de données Uniprot Dickeya

dadantii.
5. Analyses Phénotypiques

5.1. Sécrétion d’exoenzymes et d’exopolysaccharides

5.1.1. Sécrétion de pectinases

10’ bactéries sont déposées sur milieu PGA. Aprés 48H d’incubation a 30°C, les boites
sont recouvertes d’'une solution d’acétate de cuivre 10% jusqu’a I'apparition d’un halo
translucide correspondant a I'hydrolyse du PGA. Le diamétre du halo de dégradation est alors

mesuré.
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5.1.2. Sécrétion de cellulases

107 bactéries sont déposées sur milieu CMC Aprés 48H d’incubation & 30°C, les boites
sont recouvertes d’une solution de Rouge Congo a une concentration de 1 mg/mL durant 15
min puis rincées deux fois avec du NaCl 1M jusqu’a I'apparition d’'un halo translucide jaune

causée par I'hydrolyse du CMC. Le diamétre du halo de dégradation est alors mesuré.

5.1.3. Sécrétion de protéases

107 bactéries sont déposées sur milieu Lait. Aprés 48H d’incubation & 30°C, un halo
translucide sur fond trouble correspondant a I'hydrolyse du lait apparait si la bactérie est

capable de sécréter des protéases.

5.1.4. Sécrétion d’exopolysaccharides

107 bactéries sont déposées sur un milieu M63 complémenté avec 0,2% de glycérol. Aprés

48H d’incubation a 30°C, I'aspect muqueux ou non des colonies est observé.

5.2. Motilité

10" bactéries sont déposées sur un milieu LB faiblement gélosé (0,4%). Aprés 48H

d’incubation a 30°C, les souches motiles forment un halo de nage qui est alors mesuré.

5.3. Tests de pathogénicité

5.3.1. Infection sur feuille d’endive

Une entaille d’environ 1 cm est réalisée sur une feuille d’endive a I'aide d’un scalpel stérile.
10°® & 107 bactéries sont déposées au niveau de l'incision et les feuilles sont incubées pendant

24H a 122H a 30°C en atmosphére humide. La macération est ensuite observée.

5.3.2. Infection sur tubercule de pomme de terre

Les tubercules de pomme de terre variété Amandine sont stérilisées par du NaOCl a 0,5%
puis rincées deux fois avec a I'eau stérile. Une fois les tubercules séchés, on réalise un puits
de 3,5 cm de profondeur dans lequel 107 bactéries sont inoculées. Les tubercules sont alors
incubés pendant 72H a 30°C en atmosphére humide. Les pommes de terre sont ouvertes et

la macération récupérée afin d’étre pesée.
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5.4. Mesure du pH et de 'osmolarité dans la feuille d’endive

Une entaille d’environ 1 cm est réalisée sur feuilles d’endive a l'aide d’'un scalpel stérile.
Les feuilles sont infectées ou non avec 107 bactéries et sont incubées pendant 24H a 72H a
30°C en atmosphére humide. Le pH est mesuré chaque jour au niveau du lieu d’incision grace
a une électrode pH Micro Orion (ThermoScientific) connectée a un pH-métre FiveEasy (Mettler
Toledo). L'osmolarité est mesurée chaque jour au niveau du lieu d’incision grace a

'osmomeétre Roebling Type 13.

6. Analyses Statistiques

Les tests statistiques sont réalisés a partir du logiciel Graph-Prism 7. Le test One-Way

ANOVA est utilisé afin d’analyser les données collectées.
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Role du phosphorelais EnvZ/OmpR chez la bactérie phytopathogéne Dickeya dadantii

Au cours de leur vie, les bactéries pathogenes sont confrontées a de nombreuses variations
environnementales souvent appelées stress, notamment au cours du processus infectieux. Pour
survivre et coloniser avec succés son héte, la bactérie doit percevoir ce nouvel et hostile environnement
pour s'y adapter rapidement. C'est le rdle principal assigné aux phosphorelais. Ces systéemes sont
composés d'un couple capteur/régulateur. Sous I'action d'un stimulus, le capteur s'autophosphoryle et
transmet son phosphate au régulateur, qui module I'activité d’'un ensemble de génes cibles permettant
I'adaptation au nouvel environnement. Notre modéle expérimental Dickeya dadantii est une bactérie
phytopathogéne nécrotrophe responsable de la maladie de la pourriture molle chez un large spectre de
plantes hétes. Les variations du pH et d’osmolarité sont deux des stress souvent rencontrés et
combattus par les bactéries pathogénes. Les phosphorelais EnvZ/OmpR et RcsCDB sont deux
systémes majeurs répondant a ces stress. Le laboratoire avait précédemment démontré que le niveau
d'activation du systtme RcsCDB dépendait de la concentration en glucanes périplasmiques
osmorégulés (OPG). Leur concentration est d’autant plus élevée dans le périplasme que I'osmolarité
du milieu est basse ce qui fait des OPG un intermédiaire essentiel dans la perception de I'osmolarité.
Cela nous a poussé a éclaircir la relation entre EnvZ/OmpR et les OPG. Dans ce travail, j’ai montré que,
contrairement a l'activation du systéme RcsCDB, I'activation du systéme EnvZ/OmpR ne dépend pas
de la concentration des OPG, tout en nécessitant leur présence pour I'activation correcte de ce
phosphorelais. Pour mieux comprendre le role du systéme EnvZ/OmpR chez D. dadantii, I'activité de
ce systéme a été étudiée in vivo et in planta. Alors que le systéme EnvZ/OmpR est activé dans un milieu
a pH acide et a une osmolarité élevée chez E. coli, mes travaux montrent que seule la variation du pH
active ce phosphorelais. De plus, contrairement a E. coli qui posséde deux porines majeures, il ne
semblait exister qu’'une seule porine majeure chez D. dadantii. Mes études ont cependant réveélé
I'existence d’'une seconde porine apparaissant a pH acide in vivo et in planta. Ces deux porines de type
OmpF sont régulées par le pH via OmpR. Passée une adaptation de quelques heures dans I'héte, le
profil de ces porines dans I'enveloppe ne change plus durant I'infection. Pourtant, le niveau d’activation
d’EnvZ/OmpR durant cette méme période fluctue. Ainsi, au moins un autre paramétre environnemental
module I'activation de EnvZ/OmpR in planta. Enfin, 'absence de variation des porines dans I'enveloppe
durant cette méme période suggere qu’un autre régulateur, peut-étre RcsCDB, permettrait le maintien
de leur niveau d’expression.

Mots Clés : Dickeya dadantii ; phosphorelais EnvZ/OmpR ; stress environnementaux ; virulence ;
glucanes périplasmiques osmorégulés ; porines

Role of EnvZ/OmpR phosphorelay in the phytopathogen bacterium Dickeya dadantii

During their lifetime, pathogenic bacteria are confronted with numerous environmental variations often
referred to stress, particularly during infection. In order to survive and successfully colonize its host, the
bacterium must perceive this new and dangerous environment to adapt quickly. This is the main role
assigned to phosphorelays. These systems are composed of a sensor and a cognate regulator. Under
the action of a stimulus, the sensor autophosphorylates and transmits the phosphate group to its
regulator, which in turn modulates the activity of a set of target genes allowing adaptation to the new
environment. Our experimental model Dickeya dadantii is a necrotrophic plant pathogen bacterium
responsible for soft rot disease in a wide range of plant species. The variation of pH and osmolarity are
two stresses often faced and fought by pathogenic bacteria. EnvZ/OmpR and RcsCDB phosphorelays
are two major systems known to respond to these stresses. The laboratory had previously demonstrated
that the level of activation of the RcsCDB system was dependent on the concentration of periplasmic
osmoregulated glucans (OPG). Their concentration in the periplasm increases as the medium
osmolarity decreases, making OPGs a major intermediate in the perception of osmolarity. This prompted
us to decipher the relationship between EnvZ/OmpR and OPGs. | showed that, unlike for the activation
of the RcsCDB system, the activation of EnvZ/OmpR doesn’t depend on the concentration of OPGs,
but still requires its presence for proper activation of the phosphorelay. To go deeper into the
EnvZ/OmpR system, activities of this system have been studied in vivo and in planta. While the
EnvZ/OmpR system is activated in a medium with an acidic pH and a high osmolarity in E. coli, my work
shows that only pH variation activates this phosphorelay in D. dadantii. In addition, only one major porin
(versus two in E. coli) was previously detected in D. dadantii. My studies revealed the existence of a
second porin expressed at acidic pH in vivo and in planta. These two OmpF-like porins are regulated
by the pH via OmpR. After adaptation for a few hours in planta, the pattern of these two porines remains
the same over the rest of the infection. However, the level of OmpR activation during the same period
fluctuates indicating that at least one other environmental parameter modulates the activation of
EnvZ/OmpR in planta. The steady state level of the porines in the envelope during this same period
suggests that another regulatory system, perhaps RcsCDB may maintain their expression level.
Keywords : Dickeya dadantii; phosphorelay EnvZ/OmpR; environmental stress ; virulence;
osmoregulated perisplasmic glucans ; porins
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