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Ayant une formation d'ingénieur centrée sur les aspects 

appliqués des technologies concernant les matériaux d'origine 

biologique, j ' ai cherché à obtenir une format ion en 

Microbiologie suffisamment diversifiée pour me permettre 

d'acquérir une connaissance approfondie des principaux 

systèmes utilisés en biotechnologie. 

Je me suis d'abord intéressé à l'étude de Clostridium 

acetobutvlicum étant donné que la fermentation Acétone- 

Butanol est l'une des plus anciennes bioconversions utilisées 

en industrie (Weizmann, 1914) encore opérationnelle 

aujourd'hui en Chine. J'ai tenu également à me familiariser 

avec l'étude des levures, étant donné que Saccharomvces 

cerevisiae est le microorganisme le plus important d'un point 

de vue industriel, tant au niveau des applications 

biotechnologiques qu'agroalimentaires. Par ailleurs, j'ai 

étayé ma connaissance des techniques actuelles d'analyse par 

l'étude de la Biologie Moléculaire de Bacillus subtilis, 

organisme d'importance primordiale étant donné que c'est, 

après Escherichia coli, le microorganisme dont la physiologie 

et la biologie moléculaire sont les mieux connues. B. 
subtilis est en outre l'organisme modèle pour l'étude de la 

régulation de l'expression génétique chez les bactéries à 

gram(+) ainsi que pour l'étude de la sporulation ; et surtout 

c'est avec E,_ coli, S, cerevisiae, et les cellules de 

mammifères, l'un des systèmes de choix pour diriger la 

sécrétion des protéines homologues (enzymes dégradatives) ou 

hétérologues. 



La formation que j 'ai reçue m'a donc permis d'utiliser 

les connaissances accumulées dans les domaines de la biologie 

de Ç, acetobutvlicum, S, cerevisiae, et B. subtilis pour 

aborder des problèmes nouveaux et obtenir des résultats 

originaux. Cette formation se révèle en outre bien adaptée 

aux besoins de mon prochain poste de travail qui comprend une 

part importante de recherche fondamentale sur les 

Çorvnebactéries en vue de la production industrielle d'acides 

aminés. 



Ce travail a été réalisé dans plusieurs laboratoires 

dont les thèmes de recherche incluent l'étude de trois 

organismes représentatifs des principaux systèmes utilisés en 

biotechnologie : Clostridium ~cetobutvlicum, Saccharomvces 
. . çerevisiae, et Bacil'lus subtilis. 

Au cours de cette étude, un phage filamenteux défectif 

de Ç, acetobutvlicum qui existe sous forme simple brin a été 

isolé, et une méthode d'isolement d'ADN spécifique pour la 

forme simple brin a été mise au point à partir des techniques 

d'électroporation. Ceci devrait permettre la détermination 

d'un système efficace de transformation génétique pour Ç, 

acetobutvlicum. 

L'utilisation de levures marquées de S, çerevisiae pour 

le levurage de jus de fermentation a été vérifiée en 

conditions réelles de vinification (50 hl). Quatre 

technologies différentes de vinification ont été étudiées ; 

il apparait que seule la fermentation par macération 

carbonique pose le problème de l'établissement de la souche 

de levure sélectionnée. 

L'intérêt du séquençage intégral du génome de B. 
subtilis a été illustré. Les résultats significatifs que j'ai 

obtenus lors de l'étude de B. subtilis incluent le clonage 

des gènes narA et thiC par des moyens génétiques et 
l'isolement de plusieurs phages h~ix11 recombinants 

contenant des inserts chromosomiques de B. subtilis. L'un de 

ces phages a été séquencé qui contient les gènes narA et 

spoIID, une ORE identique à 50% à l'ORE R (rev-4) de B. 
subtilis, les sous-unités b, 6, a, @, Y, E de llATPase, et un 

gène qui pourrait être celui de la sous-unité Y de l'uréase. 

Ce travail a également permis le clonage d'une protéine 

biotinylée de B. subtilis, la détection d'une nouvelle 



protéase, et l'identification d'une tyrosine tRNA synthétase 

secondaire (yrs). Il est de plus intéressant de noter que les 

gènes narA et spoI ID sont situés à proximité l'un de l'autre 

sur le chromosome de B. subtilis. 



1) LA FERMENTATION ACRTONO - R U W O L I O U E  
La découverte que le butanol pouvait être produit par 

fermentation a été faite par Pasteur en 1861. Toutefois, ce 

n'est qu'en 1914 que Weizmann a isolé Clostridium 

acetobutvlicum, un microorganisme capable de produire et 

d'accumuler de l'acétone, du butanol, et de l'éthanol. 

Le début de la première guerre mondiale a 

considérablement accru l'intérêt pour la fermentation 

Acétono-Butanolique (ABE) pour la manufacture de cordite. 

Après l'armistice, l'acétone n'étant plus nécessaire en aussi 

grandes quantités, la plupart de usines de fermentation 

fermèrent. Néanmoins, le butanol a trouvé un regain d'intérêt 

avec l'extension de l'industrie automobile. De nouvelles 

usines de fermentation furent même construites et des souches 

capables d'utiliser les molasses sélectionnées. 

Le début de la deuxième guerre mondiale a de nouveau 

accru l'intérêt pour la fermentation ABE destinée à couvrir 

les besoins en acétone pour la manufacture de munitions. Plus 

encore, la fin de la guerre a également sonné le déclin de la 

fermentation ABE. De plus, le développement rapide de 

l'industrie pétrochimique et l'utilisation de molasses pour 

l'élevage ont fait que cette bioconversion n'était plus 

rentable d'un point de vue économique. En 1960, la plupart de 

usines de fermentation fermèrent et seule celle d'Afrique du 

Sud était encore en activité du fait de l'abondance de 

molasses bon marché. Cette dernière cessa néanmoins ses 

activités en 1982 (Walton and Martin; 1979 ; Jones and Woods, 

1986), mais la Chine produit de nos jours de l'acétone et du 

butanol à l'aide de cette bioconversion (communiqué au GIM 

Meeting 1990). 

Néanmoins, le choc pétrolier de 1970 a induit un 

renouveau d' intérêt pour cette bioconversion . En effet, les 



u t i l i s a t i o n s  du b u t a n o l  s o n t  nombreuses  e t  l e  marché du 

b u t a n o l  a r e p r é s e n t é  e n  1987 300 m i l l i o n s  d e  d o l l a r s  (Shamel 

a n d  C ~ O W ,  1 9 8 8 ) .  I l  a e n  o u t r e  é té  r a p p o r t é  que l e  mélange 

a c é t o n e - b u t a n o l - é t h a n o l  es t  un m e i l l e u r  c o m b u s t i b l e  que n e  

l ' e s t  l ' é t h a n o l  (Daneman, 1981) ; m a i s  l a  f e r m e n t a t i o n  ABE 

c o n n a i t  e n c o r e  d e  s é r i e u x  o b s t a c l e s  q u i  d o i v e n t  ê t r e  

surmontés  pour  r e n d r e  c e  p rocédé  c o m p é t i t i f  d ' u n  p o i n t  de vue 

économique.  L 'une  des p r i n c i p a l e s  v o i e s  d e  r e c h e r c h e  de l a  

f e r m e n t a t i o n  ABE conce rne  l ' e x t r a c t i o n  d e s  s o l v a n t s  du m i l i e u  

d e  f e r m e n t a t i o n .  D e s  mu tan t s  c a p a b l e s  d e  p r o d u i r e  uniquement 

du b u t a n o l  o n t  é t é  i s o l é s  ( J a n a t i - I d r i s s i  e t  a l . ,  1 9 8 7 ) .  

D ' a u t r e  p a r t ,  é t a n t  donné que l e  b u t a n o l  e s t  un p r o d u i t  t rès 

t o x i q u e  p o u r  Ç, g c e t o b u t y l i c u m ,  d e s  m u t a n t s  r é s i s t a n t s  a u  

b u t a n o l  o n t  éga lemen t  é t é  i s o l é s  ( L i n  and  Blaschek ,  1983 ; 

Hermann e t  a l . ,  1985 ; Blaschek,  1986) . L ' é t u d e  d e s  f a c t e u r s  

i n d u c t e u r s  d e  l a  s o l v a n t o g é n è s e  a  d e  même s u s c i t é  u n e  

a t t e n t i o n  c o n s i d é r a b l e  (Bahl  e t  a l . ,  1986 ; T e r r a c i a n o  a n d  

K a s h k e t ,  1986  ; B r y a n t  and  B l a s c h e k ,  1988)  a i n s i  que l e  

p o t e n t i e l  d e  d i v e r s  e x t r a c t a n t s  u t i l i s é s  d u r a n t  l a  

f e r m e n t a t i o n  (Evans  and  Wang, 1988)  ou l a  p o s s i b i l i t é  d e  

r e c y c l e r  les  c e l l u l e s ,  d e  l e s  immobi l i se r ,  ou de  r é a l i s e r  une 

c u l t u r e  c o n t i n u e  (Bah l  e t  a l . ,  1982b, Monot and E n g a s s e r ,  

1983 ; A f s h a r  e t  a l . ,  1985) . 
La deuxième v o i e  d e  r e c h e r c h e  concerne  l ' u t i l i s a t i o n  d e  

s u b s t r a t s  m e i l l e u r  marché t e l s  que  l e s  d é c h e t s  des  i n d u s t r i e s  

a g r o a l i m e n t a i r e s  ou d e  l ' a g r i c u l t u r e .  T o u t e f o i s ,  il a p p a r a i t  

q u e  l e s  t e c h n i q u e s  d e  l ' A D N  r e c o m b i n a n t  d o i v e n t  ê t r e  

a p p l i q u é e s  à Ç, g c e t o b u t v l i c u m  pour  r e n d r e  c e  d e r n i e r  c a p a b l e  

d ' u t i l i s e r  un l a r g e  s p e c t r e  de s u b s t r a t s  ( B l a s c h e k ,  1986) . 
Deux a p p r o c h e s  d i f f é r e n t e s  s o n t  u t i l i s é e s  p o u r  a c c r o î t r e  l e  

p o u v o i r  c a t a b o l i q u e  d e  Ç, a c e t o b u t v l i c u m ,  à s a v o i r  l a  

mutagénèse chimique e t  l e  c l o n a g e  de  gènes  q u i  f a i t  a p p e l  aux  

t e c h n i q u e s  de t r a n s f o r m a t i o n  g é n é t i q u e .  



21 LA FERMENTATION ALCOOLIOUE EN OENOLOGIE 

Les applications biotechnologiques des levures sont 

nombreuses et incluent en particulier la production 

d'éthanol, de lipides, l'utilisation d'amidon, de lactose, 

d'inuline, de xylose, de cellobiose, la dégradation de 

composés aromatiques et la sécrétion de protéines 

hétérologues, sans oublier l'utilisation traditionnelle des 

levures en brasserie, en oenologie et dans l'industrie 

boulangère (Verachtert and de Mot, 1990) . 
Comme souligné par Peynaud (1983), l'oenologie est une 

science microbiologique et le devient du reste de plus en 

plus. En effet, la production de vin s'effectue en deux 

phases principales, à savoir la fermentation alcoolique 

réalisée par des levures, et la fermentation malolactique 

réalisée principalement par des souches de Leuconostoç et de 

Lactobacilli . Cette dernière fermentation correspond à 

1 'utilisation par des bactéries lactiques de 1 'acide malique 

produit par les levures lors de la fermentation alcoolique 

(Ribereau-Gayon et col1 . , 1975 ; Peynaud, 1983) . 
Il existe quatre différentes technologies de base pour 

la production des vins : le foulage, le pressurage, la 

thermovinification, et la macération carbonique. Le foulage 

consiste à rompre la pellicule du raisin de façon à en 

dégager la pulpe, et à en libérer le jus qui est légèrement 

aéré et simultanément mélangé avec les levures qui se 

trouvent à la surface des pellicules. Cette opération est le 

plus ancien traitement appliqué à la vendange rouge. La 

thermovinification a pour but d'améliorer la macération et 

1 'extraction des matières colorantes, ainsi que de détruire 

les enzymes oxydatives. Cette technique consiste 

principalement en un traitement thermique à 70°c pendant 

quelques minutes après foulage et égrappage de la vendange. 

Le principe de la macératon carbonique (cf. INRA, 1973) 

consiste au cours du premier stade de vinification à encuver 

sans foulage la vendange dans une atmosphère fortement 

enrichie en dioxyde de carbone afin de bénéficier des voies 



( d ' a p r è s  La v i n i f i c a t i o n  p a r  m a c é r a t i o n  c a r b o n i q u e ,  I N R A )  

F i g u r e  2 b i s  



métaboliques qui ont lieu dans les baies placées en 

anaérobiose. D'un point de vue organoleptique, l'originalité 

des vins de macération carbonique provient de la composante 

"kirsch" de 1 'arôme (Ribereau-Gayon, 1975 ; Peynaud, 1983) . 
La première phase fermentaire par les levures concerne le jus 

de goutte résultant de l'écrasement des baies sous le poids 

de la gravité. Il est particulièrement notable que le volume 

de ce jus de goutte augmente au cours du temps (cf. Figure 

2bis). La deuxième phase fermentaire débute après l'opération 

de pressurage et implique une fermentation alcoolique et une 

fermentation malolactique. 

Pour pallier l'irrégularité des départs et des durées de 

fermentation, le levurage est une technique qui est très 

largement employée de nos jours. En effet, comme souligné par 

Peynaud (1983), l'usage des levures sèches actives en 

vinification constitue un grand progrès dans la maîtrise des 

vinifications et dans la recherche de la qualité. Les 

principaux problèmes rencon-trés lors de 1 'opération de 

levurage sont les problèmes de la contaminaton initiale, la 

compétition entre la souche sélect ionnée et la population 

indigène, la préparation des levains. 

La pratique des fermentations alcooliques en souche pure 

(Barre and Vezinhet, 1984) permet de plus de bénéficier des 

techniques de génétique (mutagénèse, cytoduction, 

transformation) (Snow, 1982) pour améliorer la qualité des 

levures oenologiques (Vezinhet, 1981). L'implantation des 

levures sélectionnées peut du reste être suivie par 

1 'utilisation de levures marquées (Vezinhet et Lacroix, 

1984 ; Vezinhet et Loiseau, 1985 ; Loiseau et coll., 1985). 



NT ET 1 

L subtilis est une bactérie dont le potentiel pour 

1 ' industrie des bioconversions est immense (Workman et al., 
1986 ; Priest, 1989). En effet, B, subtilis , , est après E. coli 

le microorganisme dont la génétique et la physiologie sont 

les mieux connus, c'est aussi une bactérie non pathogène qui 

jouit du statut "GRAS" (Generally Recognized As Safe) aux 

Etats-Unis et dont l'usage en biotechnologie industrielle est 

déjà ancien, en particulier pour la production d'enzymes 

extracellulaires. On peut par exemple noter que la production 

d'amylase par B. subtilis était déjà étudiée en 1917 par 

Boidin et Effront, ou encore que la production de 2,3- 

butanediol à partir de B. subtilis était envisagée dès 1912 

(Lemoigne, cité par Prescott et Dunn, 1949). 

Les applications et les applications potentielles des 

enzymes dérivées de B. âubtilis sont nombreuses. On peut en 

effet retrouver l'utilisation de ces enzymes (protéases, 

amylases, lipases) dans l'industrie agro-alimentaire, dans 

l'industrie textile, dans l'industrie du cuir ou dans la 

papetterie (Priest, 1984 ; Hammes, 1987 ; Kula, 1987), ainsi 

que dans la production de détergents (Bahn and Schmid, 1987) . 
Il convient également de noter la production d'antibiotiques 

à partir de B. subtilis et d'autres Bacilli (Schaeffer, 

1969 ; Hopwood and Merrick, 1977 ; Katz and Demain, 1977 ; 

Shoji, 1978 ; Nakano and Zuber, 1990) qui peuvent trouver 

leur utilité non seulement en médecine, bien que leur intérêt 

en galénique soit limité, mais encore dans l'agriculture 

(Phae et al., 1990). Une liste relativement exhaustive des 

produits et usages de B. subtilis a pu être dressée à partir 

de la compilation publiée par Edwards (1988) (cf. Tableau 

13). Les procédés industriels relatifs à certaines de ces 

productions ont du reste été revus par Crueger et Cruger 

(1982). 

Outre la production d'enzymes, d'antibiotiques, ou de 

nucléosides puriniques, 1 ' intérêt industriel de B. subtilis 



PRODUITS ET UTILISATIONS DE BACILLUS S U B T I L I S  

Produits ou usage Souche ATCC 

acide 5' adenylique 
adhésifs 
AICAR (riboside 5 amino- 
dazolecarboxamide) 
amylase 
a-amylase 
L-arginine 
bacillomycine B 
citrulline 
deacylation de tetrazole 
de peniclline 
degradation de cyanide (eaux) 
degradation de' nitriles (eaux) 
detection de phenylketonuria 
diacetinase 
dosage et essai de : 
amoxicilline, cephalexine, 
cephaloglycine, cephalosidine, 
cetrimide, dihydrostreptomycine, 
gent amicine, hexachlorophene, 
kanamycine, kanamycine B, 
lasalocide A lastanax Q, 
mytocidine, monensine, 
neomycine, novobiocine, 
penicilline, rifampicine, 
dosage des sporocides 
dosage de streptothricine 
dosage tobramycine, vancomycine 
acide diaminopimolique 
difficidine 
additifs 
5 fluorouracileriboside 
a-1,6 glucosidase 
acide L-glutamique 
L-guanine 
guanosine 
acide 5' guanylique 
L-histidine 
hypoxanthine 

Tableau 13 



Produit ou usage Souche ATCC 

inos ine 

L-inosine 
acide 5' inosinique 

lactase 
6 mercaptopurineriboside 
orat idine 
pentosanases 
protease 
protease alcaline 
purines et derives 
Bsu1145 
Bsu6633 (FnuDIT) 
D-ribose 

SAICAR (riboside 5amino4imi- 
dazole-n-succinocarboxamide) 
L-sorbosone 
subt iline 
surfactant 
L-tryptophane 
urate oxidase (uricase) 
xanthos ine 

(d'après Edwards, 1988) 

leau 13 (suite) 



réside d a n s  l a  s é c r é t i o n  d e  p r o t é i n e s  h é t é r o l o g u e s ,  l a  

p r o d u c t i o n  d e  s u r f a c t a n t s  b i o d é g r a d a b l e s  (Cooper  e t  a l . ,  

1 9 8 1 ) ,  e t  l a  p r o d u c t i o n  d ' a c i d e s  aminés .  L e  p o t e n t i e l  d e  B, 

s u b t i l i s  comprend éga lemen t  l a  p r o d u c t i o n  e t  l a  s é c r é t i o n  

d ' enzymes  d ' a u t r e s  B a c i l l i  r é s i s t a n t e s  à d e s  c o n d i t i o n s  

ex t r êmes ,  t e l l e s  que  les enzymes d e s  Baci1l . i  t h e r m o p h i l e s  ou 

a l c a l o p h i l e s  ( F r i t z e  e t  a l . ,  1 9 9 0 ) .  I l  est e n c o r e  remarquable  

que B, s u b t i l i s  se p r ê t e  r e l a t i v e m e n t  b i e n  à l a  t e c h n o l o g i e  

d e s  c e l l u l e s  immobi l i sées ,  vu que  l a  p l u p a r t  d e s  p r o d u i t s  de 

B .  s u b t i l i z  s o n t  a s s o c i é s  a v e c  l a  f i n  d e  l a  phase  

e x p o n e n t i e l l e  d e  c r o i s s a n c e .  D e s  c e l l u l e s  i m m o b i l i s é e s  e t  

b l o q u é e s  à ce s t a d e  p o u r r a i e n t  donc se r é v é l e r  t rès  u t i l e s  

p o u r  l ' é l a b o r a t i o n  d e  p r o c é d é s  c o n t i n u s .  L ' u t i l i s a t i o n  de 

c e l l u l e s  i m m o b i l i s é e s  d e  B, s u b t i l i s  a  é t é  r a p p o r t é e  p a r  

Kokubu e t  c o l l .  (1978) p o u r  l a  p r o d u c t i o n  d e  b a c i t r a c i n e ,  e t  

p a r  Mosbach e t  c o l l .  (1983)  p o u r  l a  p r o d u c t i o n  d ' i n s u l i n e .  

Cependant ,  comme s o u l i g n é  p a r  C h i b a t a  e t  c o l l .  ( 1 9 8 6 ) ,  l e s  

t e c h n i q u e s  d ' i m m o b i l i s a t i o n  d o i v e n t  ê t r e  m i s e s  a u  p o i n t  

empi r iquement  p o u r  chaque  t y p e  d e  c e l l u l e  ; d e  p l u s ,  l a  

mé thode  d ' i m m o b i l i s a t i o n  o p t i m a l e  d é p e n d  é g a l e m e n t  d e s  

s u b s t r a t s  a i n s i  q u e  d e s  p r o d u i t s  i m p l i q u é s .  B i e n  q u e  

1 ' u t i l i s a t i o n  d e  c e l l u l e s  i m m o b i l i s é e s  d e  B. s u b t  ilis s o i t  

e n c o r e  t rès  l i m i t é e ,  l e  p o t e n t i e l  d ' u n e  t e l l e  t e c h n o l o g i e  

a p p a r a i t  t r ès  g r a n d ,  q u i  p e r m e t t r a i t  l e  p a s s a g e  d ' u n e  

p r o d u c t i o n  p a r  b a t c h  à une p r o d u c t i o n  en  c o n t i n u  d o n t  l e s  

a v a n t a g e s  i n d u s t r i e l s  s o n t  b i e n  é t a b l i s .  

b) DEVELOPPEMENT DES PROGRAMMES DE SEQUENCE DES GRANDS 

GENOMES : LE CAS DE BACILLUS SURTILIS 

D é v e l o p ~ e m e n t  d e s  Drogrammes d e  séauence  

L e  p r e m i e r  p r o j e t  i n t e r n a t i o n a l  d e  séquençage d ' u n  g rand  

génome a é t é  c e l u i  du génome humain e n  1987.  Cependant ,  une 

e n t r e p r i s e  d e  c e t t e  e n v e r g u r e  a r e n c o n t r é  e t  r e n c o n t r e  d e  

n o m b r e u x  o p p o s a n t s ,  t a n t  p o u r  d e s  r a i s o n s  d ' o r d r e  

s c i e n t i f i q u e  e t  é t h i q u e  q u e  p o u r  d e s  p r o b l è m e s  d e  



financement. Parmi les principaux arguments lancés à son 

encontre, on peut en particulier citer la très grande taille 

de ce génome -3 106 kb-, soit environ 1000 fois la taille d ' L  

coli (4750 kb, Bachmann, 1990) ou de B. subtilis (4250 kb, 

Amjad et al., 1990) . De plus, il apparait que 95% du génome 
des eucaryotes supérieurs sont constitués d'archives non 

fonctionnelles, ce qui pose un problème majeur de stockage, 

d'utilisation, et d'analyse des données. La présence 

d'introns au milieu des gènes exprimés complique également 

l'identification des séquences codantes et des protéines 

correspondantes. En outre, la détermination de la séquence de 

ces organismes est d'autant plus difficile à établir que le 

taux de polymorphisme qui y est observé est élevé. 

En fait, tout programme de séquençage exhaustif du 

génome d'un organisme ne peut prendre sa véritable dimension 

que s'il est possible d'analyser, et surtout de comparer, les 

séquences obtenues avec celles provenant d'autres organismes 

afin de pouvoir tisser un réseau inter-espèces de 

correspondances fonctionnelles. Une telle réalisation 

permettrait d'identifier rapidement les produits des 

nombreuses phases ouvertes de lecture découvertes, et ce, 

principalement chez les eucaryotes où le problème des introns 

est un inconvénient majeur qui peut rendre extrèmement 

difficile l'analyse des séquences ; en outre, une telle 

réalisation serait d'un prix inestimable quant à la 

compréhension générale de l'évolution. 

Il semble donc très important de pouvoir mener à bien de 

tels grands projets de séquençage pour chaque type 

d'organisme. Le choix d ' E ,  soli et de B, ~ubtilis est 

approprié vu que E, coli est une bactérie à gram(-) 

représentative du genre des entérobactéries, et que B. 
subtilis est une bactérie à gram(+) qui est le modèle de 

référence utilisé pour l'étude de la sporulation et l'étude 

des systèmes de régulation et d'expression des gènes chez les 

gram(+) en général. 



Le projet de séquençage qui à l'heure actuelle est le 

plus avancé est celui du génome de S, cerevisiae, ce qui 

apparait du reste très justifié au vu des nombreux intérêts 

que revêt ce microorganisme. En outre, de très nombreux gènes 

de S, cerevisiae, tels que les gènes RAS, CDC, . . . sont très 
fortement homologues à des gènes humains, ce qui explique en 

partie que la communauté scientifique qui s'intéresse à 

l'étude de cet organisme soit très large. De plus, S, 

cerevisiae est devenu l'organisme de choix pour l'étude des 

phénomènes qui régissent la vie de la cellule eucaryote, 

comme par exemple 1 ' expression des gènes, la différenciation 
cellulaire, la sécrétion, ou la modulation de l'activité des 

protéines, etc . . . Il n'est donc pas étonnant que l'un des 
attraits de la recherche fondamentale sur les levures réside 

dans les possibles, applications médicales contre les grandes 

maladies telles que le cancer ou le SIDA, et que la 

connaissance suivie de l'analyse fonctionnelle de la séquence 

nucléotidique de ce génome apparaisse logiquement comme un 

préalable obligé au séquençage du génome humain. En fait, S, 

cerevisiae semble être le candidat idéal pour un tel projet à 

plusieurs points de vue : la levure est l'eucaryote le mieux 

connu, il est de plus très facile d'y procéder à l'étude des 

gènes par génétique inverse. S, cerevisiae a en outre un 

génome relativement petit de 15 106 bp, soit 3 fois plus grand 

que celui d'E. coli, 10 fois plus petit que celui de la 

drosophile, et surtout 200 fois plus petit que celui de 

l'homme ou de la souris. Le plus important est peut-être 

l'observation que, tout comme chez les bactéries, il n'existe 

chez S, cerevisiae que très peu de séquences non codantes, 

ainsi que peu d'introns et peu de séquences répétées. 

Les programmes de séquençage des grands génomes ne 

seraient cependant pas complets sans un représentant du règne 

végétal, étant donné l'importance primordiale de 

l'agriculture dans tous les systèmes économiques. Le choix 

s'est porté non pas sur une plante de première importance 

économique comme le maïs, mais sur Arabidobsis thaliana qui 



est une  " p e t i t e  mauva i se  h e r b e  a n o d i n e " .  E, t h a l i a n a  est  en  

e f f e t  l e  v é g é t a l  q u i  a  l e  p l u s  p e t i t  génome, composé 

" u n i q u e m e n t 1 '  d e  1 0 0  1 0 6  d e  p a i r e s  de bases, e t  q u i  a  

l ' a v a n t a g e  de n e  comprendre que  peu  de séquences  r é p é t é e s ,  ce 

q u i  p e r m e t  e n  p a r t i c u l i e r  d e  c o r r é l e r  c a r t e  g é n é t i q u e  e t  

car te  p h y s i q u e .  En o u t r e ,  A. t h a l i a n a  es t  une  p e t i t e  p l a n t e  

t rès  p r o l i f i q u e  p o u r  l a q u e l l e  un s y s t è m e  de t r a n s f o r m a t i o n  

e x i s t e .  L e s  i m p l i c a t i o n s  de l a  r é a l i s a t i o n  d ' u n  t e l  programme 

d e  r e c h e r c h e  i n c l u e n t  t o u s  l e s  domaines  d e  l a  p h y s i o l o g i e  

v é g é t a l e ,  e t  e n  p a r t i c u l i e r  l e  métabol i sme,  les  r é p o n s e s  aux  

s t i m u l i  e x t é r i e u r s ,  l e  d é v e l o p p e m e n t ,  l a  d i f f é r e n c i a t i o n ,  

e t c  . . . 
L e  c a s  de B .  s u b t i l i s  

L ' idée de créer un programme i n t e r n a t i o n a l  de r e c h e r c h e  

p o u r  s é q u e n c e r  l e  génome d e  B. s u b t i l i s  a  p r i s  n a i s s a n c e  e n  

J u i n  1987 .  Basé s u r  une  c o o p é r a t i o n  i n t e r n a t i o n a l e  é t ro i t e ,  

ce p r o j e t  a d é b u t é  e n  1989  e n  Europe  a v e c  5 l a b o r a t o i r e s  

a u x q u e l s  l ' u n e  des r é g i o n s  s u i v a n t e s  a  é t é  a s s i g n é e  : 

a r g ~  ( 1 0 0 ° )  - n p r E  ( 1 3 0 ° ) ,  n p r ~ - p o l ~ ( 1 5 O ~ ) ,  pole-dna~ (165O) , 
i l v A ( 1 9 5 ' )  - l y s  ( 2 1 0 ° ) ,  g e r B ( 3 1 5 ' )  - s a c ~ ( 3 3 4 ~ )  . L a  s t r a t é g i e  

u t i l i s é e  p o u r  mener à b i e n  ce p r o j e t  c o n s i s t e  à c o u v r i r  d a n s  

u n  p r e m i e r  t e m p s  c h a q u e  r é g i o n  à l ' a i d e  de c l o n e s  

c h e v a u c h a n t s .  Q u a t r e  b a n q u e s  d i f f é r e n t e s  d u  génome de B. 

s u b t i l i s  o n t  é té  c o n s t r u i t e s  d a n s  3 v e c t e u r s  d i f f é r e n t s  : 

h ~ i x 1 1 ,  4>105, e t  YACs ( Y e a s t  A r t i f i c i a l  Chromosomes).  Deux 

banques  d e  h ~ i x 1 1  ( S t r a t a g e n e )  o n t  é té  créées, une a u  T r i n i t y  

C o l l e g e  ( D u b l i n )  e t  une à l ' I n s t i t u t  P a s t e u r  ( P a r i s )  ; ce t t e  

d e r n i è r e  a é t é  d i s t r i b u é e  aux  a u t r e s  l a b o r a t o i r e s .  Une banque 
d e  a 1 0 5  a é t é  créée à Oxford  e t  u n e  banque de YACs a  é té  

créée à Jouy-en-Josas  ( S e r r o r  e t  a l . ,  1 9 9 0 ) .  L ' a v a n t a g e  du 
p h a g e  h ~ i x 1 1  e n  t a n t  q u e  v e c t e u r  de c l o n a g e  es t  que  des 

f r a g m e n t s  a l l a n t  de 1 5  à 23 kb e n  t a i l l e  p e u v e n t  y ê t r e  

c l o n é s .  D e s  f r a g m e n t s  de ce t te  t a i l l e  s o n t  e n c o r e  c o m p a t i b l e s  

a v e c  une  s t r a t é g i e  de séquençage  e n  s h o t g u n .  D e  p l u s ,  du f a i t  

q u ' i l s  l y s e n t  les c e l l u l e s  q u ' i l s  i n f e c t e n t ,  l e s  v e c t e u r s  
d é r i v é s  du  phage  h  s o n t  c a p a b l e s  de t r a n s p o r t e r  c e r t a i n e s  



séquences toxiques qui seraient délétées rapidement dans un 

autre type de vecteur. 

Les standards de qualité retenus dans le cadre du 

programme de séquençage du génome de 13, subtilis sont très 

stricts et impliquent, au détriment de la vitesse 

d'acquisition, l'obtention d'un taux idéal de zéro erreur. En 

outre, préalablement au séquençage , la carte physique des 
clones à séquencer est vérifiée par rapport à l'ADN de la 

souche de départ afin de remédier à d'éventuels remaniements, 

comme la présence sur le même clone de fragments non 

adjacents sur le chromosome. Enfin, les séquences sont 

soumises aux banques de données EMBL ou GenBank par segments 

de 10 à 20 kb. 

L'intérêt direct d'un tel programme pour les 

applications biotechnologiques de B, subtilis en particulier 

inclue la détermination des gènes impliqués dans la 

sécrétion, l'identification des gènes régulateurs des enzymes 

dégradatives (système deg, . . . )  , de nouvelles protéases, de 
nouveaux antibiotiques, de gènes impliqués dans la régulation 

catabolique, ou de terminateurs de transcription efficaces 

afin de permettre l'utilisation de promoteurs forts tout en 

évitant le danger d'une amplification éventuellement toxique 

de la transcription des gènes adjacents ; sans oublier la 

découverte de nouveaux gènes non détectables par les 

techniques classiques de génétique ou de séquences enhancer 

impliquées dans la régulation traductionnelle, et sans 

oublier l'étude des mécanismes de la régulation 

traductionnelle ou de la répression catabolique (Miwa and 

Fujita, 1990 ; Henkin et al., 1991), ou encore l'étude des 

séquences d'attachement des ribosomes, comme illustré par 

Sharp et coll. (1990). On pourra par exemple mettre en place 

tout au long de ce projet des tests systématiques simples 

pour détecter la présence, sur les phages recombinants 

isolés, de gènes particulièrement importants tels que les 

protéases. 



II) ISOLEMENT DE LA FORME SIMPLE BRIN D'UN PHAGE 
FILAMENTEUX DEFECTIF DE LA SOUCHE NCIB 6444 DE 
( I L O S T w r n  S T O R U T U u M  

8 1  BIO~IOGIE DE CLOST-UM ACETORUTYZJCUM 

C. acetobutylicum est, d'après le "Bergey's Manual of 

Systematic Bacteriology", une bactérie sporulante à gram(+), 
mobile, et de dimensions 0,5-0,9 x 1,6-6,4 pm2. La présence de 

granulose, un polysaccharide non branché contenant des 

molécules de D-glucopyranose liées par une liaison a-1,4, est 

souvent observée dans les cellules de Ç, acetobutylicum. Ses 

produits de fermentation incluent 1 'acétate, le butyrate, le 

lactate, le butanol, l'acétone, 1 'éthanol, le dioxyde de 

carbone et l'hydrogène. Lors de la croissance en phase 

logarithmique, les produits principaux sont l'acétate et le 

butyrate, alors que durant la phase stationnaire, ce sont 

l'acétone et le butanol qui sont prédominants ( O'Brien and 

Morris, 1971 ; Jones et al., 1982) . 
L acetobutvlicu est un organisme saccharolytique 

(Mead, 1971) . La souche ATCC 824 de L acetobutvlicum (souche 
type) nécessite pour assurer sa croissance une source 

fermentable de carbone ainsi que de la biotine et de l'acide 

paraaminobenzoïque (Soni et al., 1987) . Bien que L 
acetobutvliciam soit une bactérie anaérobie stricte, de 

courtes expositions à l'oxygène ne sont pas léthales (O'Brien 

and Morris, 1971) . La fermentation de Ç, acetobutylicum 

s'effectue en deux phases : l'acidogénèse et la 

solvantogénèse. Les différentes voies métaboliques impliquées 

dans ces deux phases ont été résumées par Jones et Woods 

(1986). Le butyrate et l'acétate, produits de la phase 

d'acidogénèse, sont repris par les cellules lors de la 

solvantogénèse pour y être métabolisés en butanol et en 

acétone. Parmi les différents facteurs qui induisent la 

solvantogénèse, le pH externe joue un rôle central (Bah1 et 

al., 1982 ; Nishio et al., 1983 ; Jones and Woods, 1986) car 

un faible pH coïncide avec la transition du stade 



d'acidogénèse au stade de solvantogénèse, mais n'est pas pour 

autant le facteur inducteur (Long et al., 1984). Les 

mécanismes d'induction de la phase de solvantogénèse ont du 

reste suscité de nombreuses études mais sont encore mal 

connus. 

Les solvants produits par Ç, acetobutvlicum lui sont 

toxiques, mais il apparait que le butyrate est le produit de 

fermentation dont la toxicité est la plus grande. En effet, 

ce dernier détruit le gradient de protons et désénergétise la 

membrane (Bryant and Blaschek, 1988), la forme non dissociée 

de l'acide étant la forme capable de traverser la membrane et 

d'exercer l'effet inhibiteur (Wang and Wang, 1984). A faible 

pH, le butyrate est principalement sous la forme non 

dissociée, ce qui explique que la concentration inhibitrice 

décroît lorsque le pH décroît. Le début de la phase de 

solvantogénèse a pu .être relié à une baisse du pH et il est 

généralement admis que la solvantogénèse représente un 

mécanisme de détoxification qui tend à réduire la 

concentration du butyrate et d'autres acides organiques. 

Un autre aspect important de la biologie de L 
acetobutvlicum concerne le processus de sporulation. En 

effet, les cellules de Ç, acetobutvlicum évoluent 

spontanément, par l'intermédiaire d'un processus de 

dégénérescence, de cellules capables de produire des solvants 

en cellules capables uniquement de produire des acides 

organiques. Une perte de la capacité à former des solvants 

est du reste liée à une perte de la capacité à sporuler, ce 

qui a permis de mettre au point des tests visuels simples 

pour détecter les colonies susceptibles d'être des 

producteurs efficaces de solvants (Adler and Crow, 1987). 

Les modifications morphologiques qui surviennent lors de 

la solvantogénèse et lors de la sporulation ont été étudiées 

chez la souche PZ62 de Ç, acetobutvlicum étant donné que chez 

cette dernière, les modifications cytologiques associées avec 

les différentes phases de la fermentation sont beaucoup plus 

marquées que chez la souche ATCC 824 (Long et al., 198433) . 



Parmi c e l l e s - c i ,  on d is t ingue  l 'accumulation de granulose, l a  

production de l a  capsule, e t  l a  formation de l 'endospore.  

L'accumulation de granulose e s t  i n i t i é e  lorsque  des  

condi t ions  défavorables  pour l a  c ro issance  sont rencontrées  

( f o r t e s  concent ra t ions  d ' ac ides  organiques ou de s o l v a n t s ) ,  

en conjonction avec un excès de source de carbone. Le pool de 

granulose d é c r o î t  l o r s  de l a  maturation de l a  spore (P re i s s ,  

1984 ; Woods and Jones, 1986) . La production de l a  capsule  

e s t  un a u t r e  évènement associé  à l a  conversion de l a  c e l l u l e  

v é g é t a t i v e  en forme c l o s t r i d i a l e .  La c a p s u l e  e s t  

pr incipalement  composée d 'un polysaccharide e x t r a c e l l u l a i r e  

ayant  un haut degré d ' a c é t y l a t i o n .  Ce d e r n i e r  e s t  p rodu i t  

durant  l a  solvantogénèse e t  pour ra i t  représenter  un déversoir  

pour l e s  composés oxydés (Haggstrom and Forsberg, 1986) . Le 

début  de l a  format ion  de l ' endospore  e s t  généralement 

accompagnée de l a  product ion  de s o l v a n t s  ; t o u t e f o i s ,  

l ' i s o l e m e n t  de mutants asporogènes capables de produi re  de 

l ' a c é t o n e  e t  du butanol a  pe-rmis de démontrer que ces  deux 

évènements sont indépendants, de même que 1 'appar i t ion  de l a  

forme c l o s t r i d i a l e ,  l a  product ion de granulose,  ou de l a  

capsule  (Jones and Woods, 1986) 

BI THEMES ET BUTS DE RECHRRCW 

Comme i n d i q u é  précédemment ( p a r a g r a p h e  I), L 
a c e t o b u t v l i c u m  e s t  u t i l i s é  en b io techno log ie  depuis  de 

nombreuses  a n n é e s .  Cependan t ,  c e r t a i n e s  de  s e s  

c a r a c t é r i s t i q u e s  d o i v e n t  ê t r e  m o d i f i é e s  pour que l a  

fermentat ion Acétone-Butanol redevienne un procédé r e n t a b l e  

d 'un poin t  de vue économique. Le clonage de gènes dans L 
ç~ce tobu tv l i cum e s t  donc une é tape  c r i t i q u e  dans l a  mise au 

po in t  des procédés de production de so lvan t s  à p a r t i r  de l a  

biomasse. 

L'un des o u t i l s  nécessaires  pour permettre l e  clonage de 

gènes dans une b a c t é r i e  e s t ,  o u t r e  l a  d i s p o n i b i l i t é  d 'un 

système de t ransformation adéquat, 1 ' ex i s t ence  d'une méthode 

e f f i c a c e  pour i s o l e r  l ' A D N  plasmidique. Chez l e s  C l o s t r i d i a ,  



la génétique est difficile du fait de la présence de 

nucléases très actives (Blaschek and Klacik, 1984 ; Lin and 

Blaschek, 1984 ; Boosermsuwong and Blaschek, 1986) et du fait 

de l'absence d'une méthode efficace pour isoler de l'ADN 

provenant d'éléments génétiques extrachromosomiques. Le but 

de ce travail était donc de développer une telle méthode. 

Cl MATERIELS ET METHODES 

11 SOUCHES BACTERIENNES 

La souche de Ç, acetobutvlicum NCIB 6444 a été fournie 

par Rogers (Département de Microbiologie, Université du 

Minnesota) . 
Les plasmides contenus dans la souche d'E. coli V517 

ont été utilisés comme marqueurs de poids moléculaires 

(Macrina et al., 1978) . 

2) MUIEUX ET CONDITIONS DE CUTaTURE 

Ç, acetobutvlicum a été cultivé dans du milieu CBM (10 

g/l glucose, 4 g/l hydrolysat de caséïne, 0,2 g/l MgS04.7H20, 

0,01 g/l MnS04. 4H20, 0,01 FeS04. 7H20, g/l acide 

paraaminobenzoïque, 2 g/l biotine, g/l thiamine HC1, 

0,5 g/l K2HP04, 0,5 g/l KH2P04) (O'Brien and Morris, 1971) . L 
acetobutvlicum a été cultivé en anaérobiose (85% N2, 10% C02, 

5% Hz) dans une chambre anaérobie (Coy Laboratory Products, 

Inc., Ann Harbor, Michigan). L ~cetobutvlicum a été stocké à 

4OC à l'état de spores en suspension dans de l'eau distillée. 

31 ISOLEMENT D'ADN PAR ELECTROPORATION 

Les électroporations ont été réalisées à l'aide d'un 

Bio-Rad Gene Pulser connecté à un Pulse Controller (Bio-Rad 

Laboratories, Richmond, Californie). Les cellules ont été 

cultivées jusqu'à une densité optique adéquate, lavées dans 

de l'eau distillée, puis resuspendues dans de l'eau distillée 

à raison de 1/25 à 1/100 du volume initial. Après 



électroporation, les cellules ont été transférées 

quantitativement dans un tube Eppendorf et centrifugées 3 

min. Le surnageant a alors été transféré dans un nouveau 

tube et de l'EDTA, du SDS, et de la protéinase-K ont été 

ajoutés de façon à obtenir une concentration finale de 12,5 
rnM, O, 1%, et 0,l pg/ pl, respect ivement. Une extraction au 

phénol et au chlorofome a été réalisée après 15 min 

d'incubation à 37OC. L'ADN ainsi purifié a alors été 

précipité dans de l'éthanol et dissous dans du tampon TE (10 

rnM Tris pH 8, 0, 1 mM EDTA) . 

Dl RESULTATS ET DISCUSSION 

Comme indiqué Tableau 1, 1 'électroporation est un moyen 

très efficace pour isoler de l'ADN du phage défectif CAKl 

(pDM6) de la souche NCIB 6444 de Ç, acetobutvlicum (Kim and 

Blaschek, 1991). L'accroîssement observé de la quantité d'ADN 

isolé après l'étape de traitement au SDS-EDTA-protéinase k 

(Tableau 1) peut s'expliquer par la nécessité de détruire 

l'enveloppe protéique des particules de phages pour libérer 

l'ADN. 

L'ADN isolé par électroporation (cf. Figure 1) 

correspond à la forme simple brin du phage CAKl, comme 

démontré par la dégradation spécifique de ces molécules par 

la nuciéase S1 (Figure Ibis). Cet ADN est de plus exempt de 

toute contamination par de l'ADN chromosomique. Une 

explication plausible pour interpréter cette observation est 

que l'électroperméabilisation facilite 1 ' extrusion des 

particules de phages, alors que la forme réplicative double 

brin (forme m ou d, cf. Figure 1) demeure intracellulaire. En 

effet, le phage CAKl est un phage remarquablement homologue 

au phage Ml3 d'E. coli et est libéré des cellules de Ç, 

acetobutvlicum tout au long de la phase de croissance (cf. 

Figure 1, puits 4) (Kim and Blaschek, 1991). Cette 

possibilité semble en outre être confirmée par l'observation 

que divers plasmides de plusieurs souches de Clostridium 



ISOLEMENT D'ADN PAR ELECTROPORATION DE 
CLOSTRIDIUM ACETOBUTYLICUM NCIB 6 4 4 4  

E c h a n t i l l o n  C o n s t a n t e  de V o l t a g e  Q u a n t i t é  d ' A D N  

( a )  temps p.g/ml de c e l l u l e s  

E l e c t r o p o r a t i o n  1 8 . 6  m s  2 ,49  kV 2 , lO  
t r a i t e m e n t  a u  SDS, 
EDTA, p r o t é i n a s e - k  
e x t r a c t i o n  a u  p h é n o l  

C e l l u l e s  t émoin  
t r a i t e m e n t  a u  SDS, 
EDTA, p r o t é i n a s e - k  
e x t r a c t i o n  a u  phéno l  

E l e c t r o p o r a t i o n  27,O m s  
e x t r a c t i o n  a u  p h é n o l  

C e l l u l e s  témoin  
e x t r a c t i o n  a u  p h é n o l  

L e s  c e l l u l e s  o n t  é t é  c o n c e n t r é e s  25 f o i s  

Tableau  1 



F i n u r e  1 : I s o l e m e n t  d'ADN p a r  é l e c t r o p o r a t i o n  d e  

C l o s t r i d i u m  a c e t o b u t y l i c u m  N C I B  6 4 4 4  

1 )  m a r q u e u r  d e  p o i d s  m o l é c u l a i r e s  V517, 2)  A D N  d u  

p h a g e  CAKI i s o l é  p a r  u n e  m é t h o d e  d e  l y s e  a l c a l i n e  

e t  p u r i f i é  e n  g r a d i e n t  d e  c h l o r u r e  d e  c é s i u m ,  

3 )  A D N  d u  p h a g e  CAKI i s o l é  p a r  é l e ~ t r o ~ o r a t i o n ,  

4 )  m e m e  c e l l u l e s  q u ' e n  3 s a n s  é l e c t r o p o r a t i o n  

( l a  d i f f é r e n c e  d ' i n t e n s i t é  e n t r e  l e s  b a n d e s  d e s  

p u i t s  3 e t  4 r e f l è t e  l a  d i f f é r e n c e  e n  q u a n t i t é  

d'ADN i s o l é )  

a )  2 , 1  k b ,  b )  2,8 k b ,  c )  3 , 2  k b ,  d )  4 , l  k b ,  e )  5 ,3  kb 

f )  5,8 k b ,  g )  7 ,6  k b ,  h )  56,4 kb 

m) monomère du  p h a g e  CAKI, s s )  f o r m e  s i m p l e  b r i n  d u  

p h a g e  CAKI, d )  d i m è r e  d u  p h a g e  CAKI 



F i q u r e  I b i s  : I d e n t i f i c a t i o n  d e  l a  f o r m e  s i m p l e  b r i n  du 

p h a g e  C A K l  p a r  t r a i t e m e n t  à l a  n u c l é a s e  S I  

a )  m a r q u e u r  d e  p o i d s  m o l é c u l a i r e s  VS17, b )  A D N  d u  p h a g e  

C A K l  i s o l é  p a r  u n e  m é t h o d e  d e  l y s e  a l c a l i n e  e t  p u r i f i é  

e n  g r a d i e n t  d e  c h l o r u r e  d e  c é s i u m  ( t é m o i n ) ,  c )  i d e m  

i n c u b é  p e n d a n t  1 0  min  à t e m p é r a t u r e  a m b i a n t e  en  p r é s e n c e  

d e  1 4 , 3  IO-' u n i t é  K u n i t z  d e  n u c l é a s e  S I  p a r  u l ,  d )  idem 

e n  p r é s e n c e  d e  1 4 , 3   IO-^ U /  u l ,  e )  idem en  p r é s e n c e  d e  

1 4 , 3  l o w 3  U/ u l  

m)  monomère, s s )  f o r m e  s i m p l e  b r i n ,  d )  d i m è r e  
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F i q u r e  2 : I s o l e m e n t  d'ADN p a r  é l e c t r o p o r a t i o n  d e  

C l o s t r i d i u m  a c e t o b u t y l i c u m  NCIB 6 4 4 4  



perfrin~ens n'ont pas pu être isolés à partir des techniques 

d'électroperméabilisation. 

Des résultats préliminaires reportés Tableau 1 ont 

montré qu'un choc électrique unique permet d'isoler 6 fois 

plus d'ADN du phage CAK1, comparativement à l'échantillon 

témoin. Des expériences complémentaires ont été conduites 

pour optimiser cette méthode. Les cellules ont été récoltées 

à différents moments tout au long de la phase de croissance, 

lavées et concentrées 100 fois dans de l'eau distillée 

stérile. La quantité d'ADN ainsi isolée a été estimée par la 

détermination de la densité optique à 260 nm de l'échantillon 

purifié. La courbe de la densité optique à 260 nm en fonction 

de la densité optique à 600 nm indique que les plus fortes 

concentrations d'ADN sont obtenues au moment de la croissance 

où la densité optique à 600 nm atteint la valeur de 0,9 (cf. 

Figure 2) . 

El CONCLUSION 

Il apparait que la méthode d'isolement de l'ADN par 

électroporation est particulièrement efficace étant donné 
qu'elle permet d'obtenir des rendements de l'ordre de 2 pg 

d'ADN par ml de cellules, alors que les méthodes de lyse 

alcaline suivies d'une centrifugation en gradient de césium 
offrent des rendements de l'ordre de 0,01 à 0,08 pg d'ADN par 

ml de cellules. Il est possible que le succès de cette 

méthode réside dans une plus faible exposition de l'ADN aux 

nucléases. 
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The cryptic plasmid pDM6 was isolated from late exponential-phase cells of Clostridium acetobutylicum NCIB 
6444 by either aikaline lysis or electroporation. The application of high voltage during electroporation resulted 
in higher DNA yield than did the alkaline lysis procedure. However, eiectroporation-induced plasmid release 
generated high amounts of single-stranded DNA compared with the alkalie lysis procedure, which generated 
both double-stranded DNA (monomer and dimer forms) and single-stranded DNA. 

Interest in Clostridium acetobutylicum has been renewed 
because of the solvent-producing capability (acetone-bu- 
tan01 fermentation) of this microorganism. This has encour- 
aged the development of genetic systems for this microor- 
ganism in order to understand the metabolic pathway for 
solvent formation and thereby increase solvent production 
during fermentation (9, 18). Numerous C. acetobutylicum 
genes have been cloned in Escherichia coli, and genetic 
analysis has been camed out in this latter microorganism (6, 
9). In order to better understand the C .  acetobutylicum 
genetic system, the development of vector and transforma- 
tion systems continues to be an important area of research 
for this species. The development of an efficient means for 
isolation of plasmid DNA is also an important prerequisite 
for being able to cany out plasmid genetics in C. acetobu- 
tylicum. 

Plasmid DNA has been isolated from severai Clostridium 
species, including C .  perfringens, C. tetani, C .  cochlearium, 
C .  butylicum, and C.  acetobutylicum (18). However, most 
plasmid isolation procedures have been developed for C. 
perfringens (4, 18). Although indigenous plasmid DNA was 
previously isolated from C .  acetobutylicum NCIB 6444 (19), 
the recovered plasmid was not further characterized. 

The objective of this work was to develop an efficient 
plasmid DNA isolation procedure for C. acetobutylicum. 
This involved the preliminary characterization of the recov- 
ered pDM6 cryptic plasmid in preparation for the construc- 
tion of a versatile E. coli-C. acetobutylicum shuttle vector. 
Because of the potentiai instability of clostridial shuttle 
vectors (10, 17), the developed vector should contain a 
host-related replication origin (10) from an indigenous C. 
acetobutylicum plasmid instead of from a wide-host-range 
plasmid (15). 

MATERIALS AND METHODS 
Bacterial strains, media, and culture conditions. The bac- 

terial strains used in this study were C .  acetobutylicum 
ATCC 824, NCIB 6444, and P262. The latter two strains 
were provided by P. Rogers (Department of Microbiology, 
University of Minnesota, Minneapolis) and D. Woods (De- 
partment of Microbiology, University of Cape Town, South 
Africa), respectively. Al1 C .  acetobutylicum cultures were 
maintained in Cooked Meat Medium (10) (Difco Laborato- 
ries, Detroit, Mich.) or as a spore suspension in sterilized 
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distilled H,O at 4OC. For plasmid isolation, C. acetobutyli- 
cum was grown in either Trypticase Glucose Yeast Extract 
medium (10) or Clostridial Basal Medium (16) at 37°C under 
anaerobic conditions (85% N,, 10% CO,, 5% H,; Coy 
Laboratory hoducts, Inc., Ann Arbor, Mich.) and har- 
vested at late exponential phase (optical density at 600 nm, 
0.9 to 1.0). Growth was measured by monitoring the optical 
density at 600 nm by using a Spectronic 20 spectrophotom- 
eter (Bausch & Lomb, Inc., Rochester, N.Y.). 

Plasrnid isolation. (i) Alkaline lysis procedure. Plasmid 
DNA from C .  acetobutylicurn was isolated by using a 
modification of the alkaline lysis method previously reported 
(10). Ce11 cultures were washed with one-half volume of 
glucose-Tris-EDTA buffer (10) before lysozyme treatment. 
To reduce RNA contamination in the plasmid DNA prepa- 
ration, DNase-free RNase (50 &ml; Sigma Chemical Co., 
St. Louis, Mo.) was added during the lysozyme treatment. 

(ii) Electroporation-induced procedure. Electroporation 
was performed by using a Gene Pulser connected to a pulse 
controller (Bio-Rad Laboratories, Richmond, Calif.). Cells 
were grown to late exponential phase (optical density at 600 
nm, 0.9) and centrifuged for 10 min at 5,000 x g by using an 
RC-2 Centrifuge (Ivan Sorvall, Inc., Norwalk, Conn.). The 
ce11 pellet was washed with distilled water and suspended in 
1/25 to 11100 of the original cell culture volume. The cell 
suspension was kept in an ice bath for 5 min before electro- 
poration, and 0.8 ml was subjected to one or two electrical 
pulses with the Gene Pulser set at 2,500 V and 25 uF. The 
electroporated cells were quantitatively transfemed to a 
1.5-ml microcentrifuge tube and centrifuged for 3 min. The 
supernatant was transferred to a fresh tube, and EDTA, 
sodium dodecyl sulfate, and proteinase K (Sigma) were 
added to final concentrations of 12.5 mM, 0.1%. and 0.1 
&ml, respectively. The electroporated ce11 suspension was 
incubated for 15 min at 37°C in an Incu-Block (Denville 
Scientific, Inc., Denville, N.J.) and subsequently purified by 
using phenol and chloroform extraction (10). Plasmid DNA 
was precipitated by adding 2 volumes of cold ethanol 
(99.9%). and the pellet was subsequently suspended in 
Tris-EDTA buffer (10) containing RNase (20 pglrnl). 

Detection and analysis of plasmid DNA. Plasmid DNA was 
analyzed by 0.7% (wtlvol) agarose gel electrophoresis as 
described previously (10). Individual DNA bands in agarose 
were excised and recovered by using the procedure de- 
scribed by Benson (3). Al1 restriction enzymes, as well as 
BAL 31 and S1 nucleases, were purchased from Bethesda 
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FIG. 1. Plasmid DNA recovery from C. aceroburylicum NCIB 
6444 using various methods. Lanes: 1, molecular weight markers 
from E. col; V517 ( 13 ) ;  2, plasmid pDM6recovered by alkaline lysis; 
3, DNA recovered by electroporation; 4, DNA récovered without 
electroporation. d, Dimer form; ss. single-stranded DNA; m. mono- 
mer. 

Research Laboratories (Gaithersburg, Md.) or  Sigma, and 
digestions were carried out a s  described by the manufacturer 
or Maniatis et al. (14). Southern transfer was performed as  
described by Maniatis et al. (14) with modifications (1). 
Plasmid DNA was transferred to nitrocellulose by diffusion 
with or without a prior denaturation step. Biotin-labeled and 
32P-labeled probes were prepared by nick translation (Be- 
thesda Research Laboratories) using either Biotin-7-dATP 
or [a-32P]dCTP (Du Pont Chemicals, Inc., Wilmington, 
Del.), respectively. The filter was hybridized, and the DNA 
was detected by either the BluGENE Nonradioactive Nu- 
cleic Acid Detection System Kit (Bethesda Research Labo- 
ratories) or by autoradiography on X-ray film (Sigma). 

RESULTS 

Isolation of plasmid DNA from C. acetobutylicum by using 
the modified alkaline lysis procedure. Plasmid DNA could not 
he isolated from C. acetoblc~licrtm ATCC 824 or PZ62 by 
using the modified alkaline lysis procedure, which is in 
agreement with previously reported results (8, 12). The 
recovery of chromosomal DNA with the unmodified proto- 
col may be due to an insufficientiy alkaline pH during lysis. 
C. a(~~robtrty1icrtrn produces acetate and butyrate during 
growth (9, 12. 18). which may reduce the pH of the alkaline 
lysis solution. A washing of the ceil pellet with one-half 
volume of glucose-Tris-EDTA buffer reduced the amount of 
chrornosomal DNA recovered. An agarose gel of plasmid 
DNA isolated from C. acetobrtr.vlicurn NCIB 6444 using the 
modified alkaline lysis procedure showed three distinct 
bands (Fig. 1. iane 2). Truffaut and Sebald (19) suggested 
that C. <rcc~robutyIicum NCIB 6444 contained more than two 
plasmids. Restriction enzyme digestion analysis revealed 
that the upper band (Fig. 1, lane 2) corresponded to the 
double-stranded dimer form of plasmid pDM6, while the 
lower band corresponded to the double-stranded monomer 
forrn of plasmid pDM6 (data not shown). The intermediate 
band was initially believed to be a different species of 
plasmid. 

Electroporation-induced plasmid DNA recovery. Electro- 

TABLE 1. Electroporation-induced plasmid DNA release from 
C. aceroburylicum NClB 6444 

DNA recovered 
(pg of DNAIml 
of ceil input)* 

Electroporated cells' .......................................... 2.1 
Nonelectroporated cells' ..................................... 0.4 
Electroporated cellsJ .......................................... 0.6 
Nonelectroporated cells" ..................................... 0.1 

" Concentrated 25-fold. 
Determined by measuring the OD,,. 
Added to a solution containing 12.5 mM EDTA, 0.1% SDS, and 0.1 pg of 

proteinase K per ml and solvent extracted. 
Solvent extracted only. 

poration was a highly efficient method for the recovery of 
plasmid DNA from C. acetobutylicum. Plasmid DNA was 
recovered from C. acetobutylicum NCIB 6444 after electro- 
poration (Fig. 1, lane 3) as well as in the absence of 
electroporation (Fig. 1, lane 4). The DNA band recovered 
with or without electroporation corresponded to the middle 
(intermediate) plasmid band recovered from C. acerobutyli- 
cum NCIB 6444 when the modified alkaline lysis procedure 
was used (Fig. 1, lane 2). The application of a single pulse 
resulted in a five- to six-fold increase in recovered DNA 
compared with the nonelectroporated control (Table 1). 
Incubation of the ce11 suspension with EDTA, sodium dode- 
cyl sulfate, and proteinase K significantly increased the 
DNA yields from both electroporated and nonelectroporated 
cells. The effect of an additional high-voltage pulse on the 
recovery of plasmid DNA was not significant .(Fig. 2). It is 
interesting that the peak for DNA recovery corresponded 
with the stationary phase and the point at which the culture 
switches from acidogenesis to sol;entogenesis (9, 18). 

Characterization of D D M ~  single-stranded DNA. In order to 
characterize the D N ~  band present between the dimer and 
monomer configurations of pDM6 (Fig 1, lane 2), the lysate 
was subjected to digestion by BAL 31 exonuclease, which 
has a specificity for the linear form of double-stranded DNA 
(dsDNA), as well as linear and circular single-stranded DNA 
(ssDNA) (11). BAL 31 exonuclease digestion successfully 
removed the intermediate DNA band with covalently closed 
circular intact dimer and monomer dsDNA remaining (Fig. 

Cell Growth (0.0.600) 

FlG. 2. Effect of zero (O), one (O), or Iwo (A) high-voltage 
pulses on the release of DNA as measured by determining the 
optical density al 260 nm over the course of the growth curve of C. 
ucetobrr~licrrm 6444. 
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FIG. 3. (A)  Agarose gel electrophoresis of plasrnid'pDM6 DNA 
recovered by using the modified alkaline lysis method without BAL 
31 exonuclease digestion (lane 1) or with BAL 31 exonuclease 
digestion (lane 2). (B) Southern hybridization of DNA from an 
undenatured agarose gel probed with biotin-labeled pDM6 without 
BAL 31 exonuclease digestion (lane 1) or with BAL 31 digestion 
(lane 2) .  (C) Southern hybridization on the slot blot of undenaturated 
DNAs recovered by either electroporation or cell leakage and 
probed with a-"P-labeled pDM6. Lanes: 1. DNA recovered by 
electroporation; 2. DNA recovered from the supernatant of nonelec- 
troporated cells. 

3A, lane 2). A similar result was obtained when nuclease S1 
(a ssDNA-specific endonuclease) digestion of electropora- 
tion-recovered DNA was used (data not shown). On the 
basis of these results, the intermediate DNA band appears to 
be a single-stranded form of the pDM6 plasmid. In order to 
confirrn this, the DNA on the agarose gel was transferred to 
a nitrocellulose membrane without prior denaturation and 
subsequently probed with the dimer forrn of pDM6. Only the 
ssDNA band hybridized with the pDM6 probe (Fig. 3B. lane 
1). No hybndization was observed after digestion with BAL 
31 exonuclease (Fig. 3B, lane 2). In addition, the pDM6 
DNA recovered by electroporation or from the supernatant 
of nonelectroporated cells was transferred to a slot blotter 
without a heat denaturation step and probed with pDM6. 
The results can be seen in Fig. 3C. These results suggest that 
C .  acetobufylicurn NCIB 6444 contains ssDNA which has 
homology with double-stranded pDM6. However, the struc- 
ture and function of this ssDNA rernains unknown. 

DISCUSSION 

Plasrnid pDM6, the only known plasmid recovered to date 
from C. acetobutvlicum, appears to exist in both a double- 
stranded (dimer and monomer) as well as a single-stranded 
form. On the basis of results obtained elsewhere (7),  il is 
possible that the single-stranded forrn of pDM6 is a replica- 
tion intermediate. The ssDNA coliphage in E. coli replicates 
by a rolling-circle rnechanism, and many small gram-positive 
plasrnids (e.g., pC194, pT181. and pSL1) appear to replicate 
>y a similar mechanism (7). However, in the experiments 
reported herein, the ssDNA form of pDM6 demonstrated 
some charactenstics wh~ch differed from those of other 
ssDNAs. First, the dimer form of pDM6 predominates in the 
alkaline lysate. However, dimer formation is not commonly 
observed for other plasrnids that generate ssDNA (2). Sec- 
ond, analysis of the molecular weight of the ssDNA formed 
by other plasmids demonstrated that it was half the size of 
dsDNA, with the migration of rnonomeric closed ssDNA 
>eing greater than that of the corresponding dsDNA mono- 
mer (2). When analyzed by 0.7% agarose gel electrophoresis, 
the pDM6 ssDNA band is located at a position above that of 
the rnonomer form. In addition, the ability of ethidiurn 

brornide to bind with pDM6 ssDNA suggc\is thiii  i i  contirin.; 
some secondary structure (i.e.. inrernal doublc-siririidcd 
structure). The structurirl char:icteristics and replic;ition 
rnechanism of pDM6 require additional iiivestigation. 

Electroporation involves the gcneration of triiiisient pores 
in the outer membrane of the cell which allow for ditt'usion 
and exchange of intra- and extracellular componcnts during 
the life span of the pore (5 ) .  Electroporation techniques were 
recently used for transformation of C. ~~<,r:fiiri,grt~.r ( 1 .  10). :r 
microorganism which did not previously have an etficient 
means for genetic transformation. The successful isolation of 
plasmid DNA from E. (,oli by electroporation was reported 
by Calvin and Hanawalt ( 5 ) .  The recovery of plasrnid DNA 
together with cellular DNA and RNA suggest that eleciro- 
poration generated pores large enough to allow for the 
leakage of cellular materials. The greater recovery of plas- 
mid DNA cornpared with cellular DNA ( ï )  suggested that 
plasmid DNA may be weakly bound to the cell menibrane. 
and weakly bound plasmid DNA may he preferentially 
released during pore formation. During electroporation-rne- 
diated plasmid DNA recovery from C. ncr~tohrrrylic~rrrii 
NCIB 6444. only single-stranded pDM6 plasmid DNA rather 
than a mixture of double-stranded plasmid and genomic 
DNA were recovered (Fig. 1. lane 3).  These results suggest 
that single-stranded pDM6 is not tightly bound to the cell 
membrane and may easily pass through the transient pore. 
Electroporation-induced transformation data suggest that 
pore formation for gram-positive microorganisms is less 
efficient at a given electrical field strength than it is for 
gram-negative microorganisms. such as E. coli (10). Extra- 
cellular plasmid DNA transfer through the transient pore 
may be limited by ce11 wall structure. Also. cell wall struc- 
ture may lirnit cellular leakage during electroporation. How- 
ever. ssDNA may have a configuration which allows for 
its passage during electroporation. The increased level of 
ssDNA release during late exponential phase (Fig. 2) may be 
a consequence of cell wall structural changes that occur 
during the transition of C. ncetobutylicum from the aci- 
dogenic to the solventogenic phase. The structural proper- 
ties of pDM6 ssDNA and the C. acetobrrtylic~irn NCIB 6444 
cell wall require further examination. 

The isolation of pDM6 frorn C. ricetobrirylicurn NCIB 6444 
makes it possible to construct an E. coli-C. acetobrrtylicrtn~ 
shuttle vector based on this plasmid. Shuttle vectors for 
gram-positive microorganisms which have been based on 
ssDNA-generated plasmids have not been stable in E. c.oli 
because of their recombinatory activities during replication 
(7).  However. in C .  acetobutylicum such vectors are report- 
edly stable (20). The vectors for C. crcetobrrrvlicurn which 
have been constructed by using replication origins frorn 
heterogeneous species showed a high degree of segregational 
instability (20). On the other hand, the pAK2Ol C. perfrin- 
gens-E. coli shuttle vector (10) which contains a replication 
origin from an indigenous C. perfringens plasmid demon- 
strates a high degree of stability during segregation. The 
identification of the replication origin of plasmid pDM6 and 
the construction of an E. cd i -C .  acetobirtylicurn shuttle 
vector based on this plasmid is currently under way in this 
laboratory . 
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Une seconde voie de recherche portant sur la 

fermentation acétone butanol concerne les mécanismes 

d'induction de la phase de solvantogénèse. Une telle voie de 

recherche est illustrée dans le manuscript suivant, soumis 

pour publication en 1991. 
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PHYSIOLOGICAL CHANGES AND SOLVENT PRODUCTION IN 
CLOSTRIDIOM ACETOBUTYLICUM 

Henri-Charles DUBOURGUIER and Alain VERTES 

SUMMARY 
The objective of this work was to study the shift from 

acidogenesis to solventogenesis and to relate cellular form to 
solventogenesis under a given set of fermentation conditions. The 
cellular forms studied were obtained from two distinct 
fermentation using pH regulation at different stages of the 
fermentation. Experiments were carried out using resting cells. 
The kinetics of granulose accumulation appears to be a potentially 
useful criterion to characterize the solventogenic cellular form. 

INTRODUCTION 
Acidogenesis and solventogenesis characterize the two main 

phases in the fermentation pattern of Clostridiuni acetobutv . . licum 
and have been intensively studied. Butyrate and acetate, end 
products of the acidogenesis phase, are taken up by the cells 
during the solventogenic phase and then further metabolized into 
butanol and acetone. 

Among the different factors triggering solventogenesis, the 
external pH turns out to play a central role (Bah1 et al., 1982 ; 
Jones and Wood, 1986 ; Nishio et al., 1983 ; Ross, 1961) but is 
not by itself the triggering agent as demonstrated by the early 
induction of solvent production by the addition of acetate and 
butyrate to cultures of L acetobutvlicum maintained at pH 5.0 
(Gottschal and Morris, 1981) or the production of solvents by Ç, 

ncetobutvlicum cultures maintained at neutral pH (Holt et al., 
1984). At low pH, butyrate will be mostly in the undissociated 
form and therefore will be able to cross the membrane (Wang and 
Wang, 1984), .act as an uncoupler, and make the cells leaky to 
protons thereby collapsing the proton motive force (Herrero et 
al., 1985 ; Terraciano and Kashket, 1986). Butyrate being the 
product most inhibitory to L ~cetobutvlicum (Costa and Moreira, 
1983), it is thought that solventogenesis is a detoxification 
mechanism that tends to reduce the level of butyrate or other 
inhibitory organic acids. 

Solventogenesis appears nevertheless also linked to 
morphological and physiological changes (Long et al., 1984) that 
present three main stages, namely granulose accumulation, capsule 
production, and endospore formation. ~haracterization of the 
solventogenic cellular form under a given set of fermentation 
conditions appears to be a useful tool for a continuous 
fermentation process. The objective of this work was thus to study 
the shift from acidogenesis to solventogenesis and to determine a 
procedure for the identification of the cellular stage reponsible 
for solventogenesis. 



MATERIALS AND METHODS 
1) B a c t e r i a l  s t r a i n  

The b a c t e r i a l  s t r a i n  u s e d  w a s  L a- B6 which i s  a 
s p o n t a n e o u s  b u t a n o l  r e s i s t a n t  mu tan t  o f  s t r a i n  6XBD ( s o i 1  i s o l a t e  
s h o w i n g  a be t t e r  g l u c o s e  u t i l i z a t i o n  a n d  a h i g h e r  s o l v e n t  
p roduced /  g l u c o s e  consumed r a t i o  t h a n  L a c e t o b u t y l k u m  N C I B  8052 
(Zygmunt, 1 9 8 3 ) .  S t r a i n  B6 b u t a n o l  r e s i s t a n c e  i s  c h a r a c t e r i z e d  a s  
f o l l o w s  : 11 g / l  o f  b u t a n o l  w a s  n e c e s s a r y  t o  induce  a 50% d e c r e a s e  
i n  t h e  g r o w t h  r a t e  whereas  1 0  g / l  o f  b u t a n o l  was n e c e s s a r y  t o  
i n d u c e  a 50% d e c r e a s e  i n  t h e  growth  rate o f  s t r a i n  N C I B  8052. 

t i o n  
C e l l s  w e r e  s tored on R e i n f o r c e d  C l o s t r i d i a l  Medium ( 3  g / l  

y e a s t  e x t r a c t ,  1 0  g / l  Lab-Lemco, 10  g / l  p e p t o n e ,  1 g / l  s o l u b l e  
s t a r c h ,  5  g / l  d e x t r o s e ,  0 . 5  g / l  cysté ine-HC1,  5  g / l  NaCl, 3  g / l  
s o d i u m  a c e t a t e )  a n d  t r a n s f e r r e d  t o  F e r m e n t a t i o n  Medium ( 4 0  g / l  
d e x t r o s e ,  4 . 5  g / l  NHsC1, 0 . 5  g / l  KH2P04, 0 . 5  g / l  K2HP04, 0 . 0 1  g / l  
MnC12.4H20, 0 . 2  g / l  MgS04.7Hz0, 0 .08  g / l  CaC12.2H20, 0 .02  g / l  NaCl, 
0  . O 1  g / l  FeSO4.7H20, 0 . 5  g / l  asparagine.H20,  5  g / l  y e a s t  e x t r a c t ,  1 
m l / l  o f  0 . 2 %  r e s a z u r i n e  s o l u t i o n ,  pH 6 .2  w i t h  CaC03) f o l l o w i n g  
h e a t  s h o c k  t r e a t m e n t  (lOO°C f o r  1 0  min)  ; t h e  c u l t u r e  was t h e n  
t r a n s f e r r e d  on  t h e  same medium e v e r y  two d a y s  f o r  s e v e r a l  d a y s .  A 
f l a s k  o f  1 6 0  m l  o f .  f e r m e n t a t i o n  medium (pH 6 .2  n o  CaC03) was 
i n o c u l a t e d  1 2  h r s  b e f o r e  i n o c u l a t i o n  o f  t h e  f e r m e n t o r .  

3) F e r m e n t a t i o n  c o n d l t l o n ~  , . 
F e r m e n t a t i o n s  w e r e  pe r fo rmed  u n d e r  t h e  f o l l o w i n g  c o n d i t i o n s  : 

f e r m e n t o r  SETRIC (2  l ) ,  3 5 ' ~ ~  s t i r r i n g  a t  1 2 5  rpm, b u b b l i n g  w i t h  
N2/C02 ( 8 5 / 1 5 )  30 min b e f o r e  i n o c u l a t i o n  a n d  throughou; t h e  
f e r m e n t a t i o n ,  pH r e g u l a t e d  by a d d i t i o n  o f  4N NaOH. 

4 )  R e s t i n a  ce l ls  p r e ~ a r a t i o n  
A sample o f  180  t o  230 m l  w a s  c e n t r i f u g a t e d  a t  20 ,000  g  

(SORVALL RC-5), c e l l s  were washed i n  p h o s p h a t e  b u f f e r  ( 0 . 2  M 
KH2P04, 0 . 2  M K2HP04, 5  g / l  NaCl, 1 m l / l  o f  0 . 2 %  r e s a z u r i n e  
s o l u t i o n ,  2% ( v o l / v o l )  NazS, pH o f  f e r m e n t a t i o n  b r o t h  a t  t h e  t i m e  
o f  s a m p l i n g )  a n d  r e suspended  i n  40 m l  o f  p h o s p h a t e  b u f f e r .  Glucose  
( 6  g / l )  o r  b u t y r a t e  ( 2  g / l )  w a s  added  a s e p t i c a l l y .  R e s t i n g  ce l l s  

w e r e  i n c u b a t e d  u n d e r  a n a e r o b i c  a tmosphe re  (75% N2, 1 5 %  Con, 10% H2) 

a t  35OC i n  a n  a n a e r o b i c  chamber (FORMA SCIENTIFIC 1 0 2 4 ) .  

5 )  A n a l v t i c a l  method 
Growth w a s  m o n i t o r e d  by  f o l l o w i n g  a b s o r b a n c e  a t  600 nm. The 

ce11 mass ( d r y  w e i g h t )  w a s  e x t r a p o l a t e d  from a s t a d a r d  c u r v e  OD v s  
d r y  w e i g h t .  A c e t a t e ,  a c e t o n e ,  b u t a n o l ,  b u t y r a t e ,  a n d  e t h a n o l  
c o n c e n t r a t i o n s  were measured  b y  g a s  l i q u i d  chromatography  u s i n g  a  
VARIAN 370 g a s  c h r o m a t o g r a p h  e q u i p p e d  w i t h  a f l a m e  i o n i z a t i o n  
d e t e c t o r  a n d  a 2 . 5  m x  1 / 8  mm column p a c k e d  w i t h  100/200  mesh 
c h r o m o s o r b  / 2 5 %  NPGA, 2 %  H3P04. G l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  
d e t e r m i n e d  u s i n g  a  D g l u c o s e /  D f r u c t o s e  e n z y m a t i c  d e t e r m i n a t i o n  
k i t ,  UV method (Boehringer-Mannheim) . 



61 Carbon recoverv ca lcu la t ions  
The carbon recovery rl was determined a s  follows according t o  

t h e  respect ive  s toichiometr ies .  

glucose assay : 11 = 100(a+b/2+c) / (yo-yt) 

butyra te  assay : rl = 100x6 (b/2+c- (ao-at) ) 
assuming t h a t  a l 1  butyrate  consumed i s  reduced i n  butanol 

with a  = butyra te  concentration 
b  = ace ta te  concentration 
c  = buta01 concentration 

yo-yt = i n i t i a l  (glucose) - f i n a l  (glucose) 
ao-at = i n i t i a l  (butyrate)  - f i n a l  (butyra te)  

RESULTS 
1) Attainment of t h e  d i f f e r e n t  c e l l u l a r  f o m  

Phosphate b u f f e r  was chosen over  c i t r a t e  b u f f e r  ( 0 . 1  M 
c i t r a t e ,  0 . 1  M t r i sodium c i t r a t e ,  5  g / l  NaCl, 1 m l / l  of 0.2% 
resazur ine  so lu t ion ,  2 %  (vol /vol )  NazS) s i n c e  r e s t i n g  c e l l s  were 
oberved t o  give higher y ie lds  of butanol i n  phosphate buffer (data 
not shown) i n  good accordance with the  observat ion t h a t  phosphate 
concent ra t ion  of t h e  growth medium a f f e c t s  butanol  production by 
Ç, acetobutvlicum (Bah1 e t  a l . ,  1982 ; Bryant and Blaschek, 1988) .  

F ive  c e l l u l a r  forms were t e s t e d  f o r  t h e i r  a b i l i t y  t o  
incorpora te  glucose and bu ty ra te ,  and t h e i r  a b i l i t y  t o  produce 
s o l v e n t s .  These f i v e  forms were i s s u e d  from two d i f f e r e n t  
f e r m e n t a t i o n s  and t h e y  were mainta ined  a t  t h e  pH of t h e  
fermentation medium a t  t h e  time of sampling. 

The f i r s t  fermentation s t a r t s  a t  pH 6.2 and i s  maintained a t  
t h i s  l e v e l  f o r  11 h r s  a f t e r  inoculat ion where t h e  f i r s t  sample i s  
taken  and processed t o  produce r e s t i n g  c e l l s .  These c e l l s  were 
blocked i n  acidogenesis  and were showing a  high m o t i l i t y  a s  well 
a s  t h e  highest  growth r a t e .  

The pH r e g u l a t o r  i s  then  s e t  a t  pH 5 .1  (pH where so lvent  
production by s t r a i n  B6 s t a r t s  (Zygmunt, 1983) .  The second sample 
(vege ta t ive  c e l l s  type  1) i s  taken and processed when pH 5 .1  was 
reached .  A t  t h i s  s t a g e ,  c e l l s  were p o o r l y  m o t i l e ,  but  no 
c l o s t r i d i a l  form was observed. 

The second fermentation s t a r t s  in  a  medium a t  pH 6 . 2  but the 
pH r e g u l a t o r  i s  s e t  immediately a t  pH 5 .1 .  The t h i r d  sample 
( v e g e t a t i v e  c e l l s  t y p e  I I )  i s  taken 11 h r s  a f t e r  inocu la t ion .  
C e l l s  were then  poorly mot i le  t o  not mot i le  but  no c l o s t r i d i a l  
form was observed. 

The f o u r t h  sample i s  taken when 70 t o  80% of t h e  c e l l s  a re  
c l o s t r i d i a l  forms. No ce11 was mot i le  a t  t h i s  s t age .  The f i f t h  
sample was taken 32 h r s  a f t e r  i n o c u l a t i o n  and a l 1  c e l l s  were 
sporula t ing .  

Analysis of t h e  fermentation bro th  (Table 1) ind ica te  t h a t  
on ly  t h e  c l o s t r i d i a l  forms a r e  i n  s o l v e n t o g e n e s i s  and t h a t  
vegeta t ive  c e l l s  type 1 have a  s l i g h t  solventogenic a c t i v i t y  ( 0 . 8 1  
g / l  of butanol)  . 



2 )  Glucose and butvra te  u t i l i z a t i o n  bv t h e  r e s t i n a  tells 
The u t i l i z a t i o n  of glucose and butyra te  by t h e  f i v e  c e l l u l a r  

forms were followed f o r  8  h r s .  Data a r e  shown i n  Table I I  and 
Figure 1-8. 

Vegetative c e l l s  pH 6 . 2  a r e  c l e a r l y  i n  acidogenesis  : a l 1  
g lucose  i s  consumed i n  3 h r s ,  a c i d s  a r e  produced i n  l a rge  
q u a n t i t i e s  while  l i t t l e  b u t a n o l  i s  p r o d ~ c e d  ( 1 2 %  of carbon 
produced, CO2 excluded) . The carbon recovery i n d i c a t e s  furthermore 
t h a t  a l 1  glucose consumed i s  u t i l i z e d  fo r  product formation. 

Vegetative c e l l s  type 1 - pH 5 . 1  show a  slower k i n e t i c s  of 
glucose u t i l i z a t i o n  and u t i l i z e  only 80% of a v a i l a b l e  glucose, 
l a r g e r  q u a n t i t i e s  of butanol a r e  produced (48% of carbon produced, 
CO2 excluded) and a c i d  product.ion fol lows a slower k i n e t i c s .  
Moreover, t h e  carbon recovery i n d i c a t e s  once aga in  t h a t  a l 1  
glucose consumed i s  used f o r  product formation. 

Vegetative c e l l s  type II - pi4 5.1 show a very quick k ine t i c s  
of glucose consumption d u r i n g  t h e  f i r s t  hour t h a t  r eve r ses  
afterwards due t o  ce11 l y s i s .  Butanol represents  20% of the  carbon 
produced (CO2 excluded) and carbon recovery de terminat ions  on 
glucose i s  accumulated i n  t h e  ce11 as granulose (80%) .  Butyrate on 
t h e  o ther  hand i s  consumed a t  a quick Pace but only 55% of the 
a v a i l a b l e  b u t y r a t e  i s  consumed, I n t e r e s t  ingly ,  carbon recovery 
de te rmina t ions  on t h e  b u t y r a t e  a s say  suggest  t h a t  granulose 
synthetized during fermentation i n  thc  fermentor i s  u t i l i z e d .  

C l o s t r i d i a l  forrtis show on ihc cont rary  a  glucose u t i l i z a t i o n  
k i n e t i c s  9 f o l d  slower than  vegctzative c e l l s  type  I I  and the  
carbon recovery is  always 1-ower é h a n  20%. Very l i t t l e  t o  no acid 
i s  produced an@ butanol represents  58% of  a l 1  carbon produced (CO2 
excluded) . But y r a t e  i s  incorpoicafed 3 f o l d  slower but carbon 
recovery on bi l tyrate  exceeds 150% suggest ing t h a t  granulose i s ,  
again,  u t i l i z e d .  

The f i f t h  sample (spores)  was not showing, a s  expected, any l 

kind of enzymatic a c t i v i t y .  l 

DISCUSSION 
The r e l a t i o n s h i p s  between phys io logica l  changes and solvent 

product ion  a b i l i t y  of  t h e  f i v e  c e l l u l a r  forms s t u d i e d  a r e  
summarized i n  Table III. 

Solventogenesis appears t o  be induced very e a r l y  on s ince 
vegetat ive cel-1s a t  pH 6 . 2  a r e  ab le  t o  produce low concentrations 
of butanol  sugges t ing  t h a t  t h e  enzymes necessary f o r  solvent  
production (butyraldehyde dehydrogenase, butanol  dehydrogenase) 
a r e  a l r e a d y  induced i n  t h e  f e rmento r .  ~ h i s  hypo thes i s  i s  
furthermore supported by t h e  fi.nciings of Ballongue e t  a l .  (1989) 
who repor ted  t h a t  under t h e i r  a s say  c o n d i t i o n s  t h e  enzymes 
necessary f o r  solvent production a r e  present  both under conditions 
f o r  a c i d  product ion (pH 6.8)  and under condi t ions  f o r  solvent  
production (pl1 4 . 8 ) ,  but a r e  c o r r e l a t e d  with so lvent  production 
only i n  t h e  l a t t e r  case .  The i n a b i l i t y  of vegeta t ive  c e l l s  pH 6 . 2  
and vegetat ive c e l l s  type 1 t o  reduce butyra te  i n t o  butanol during 
t h e  butyra te  assay i s  l i k e l y  dile t o  t h e  lack of an energy source 
and a s  a  r e s u l t  of a  low pool ot reduced NAD. Moreover, a t  pH 6 . 2 ,  
very l i t t l e  bu ty ra te  w i l l  be protonated and be a b l e  t o  get i n t o  
t h e  ce11 t o  be reduced. The d i f f e r e n c e  i n  enzymatic a c t i v i t i e s  
between those two c e l l u l a r  forms could thus  be mainly ascr ibed t o  
t h e  d i f fe rence  i n  t h e  l e v e l  of uiidissociated b u t y r i c  ac id  present 
i n  t h e  medium and t h e  d i f f e r e n c e  i _ r i  i n t e r n a 1  pH, i n  good 



a c c o r d a n c e  w i t h  t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  ce l l s  m a i n t a i n e d  a t  n e u t r a l  
pH can  i n i t i a t e  s o l v e n t  p r o d u c t i o n  ( H o l t  e t  a l . ,  1 9 8 4 ) .  

V e g e t a t i v e  cel ls  t y p e  II r e p r e s e n t  a  more advanced  s t a g e  more 
o r i e n t e d  t o w a r d s  t h e  a c c u m u l a t i o n  o f  g r a n u l o s e ,  t h a t  l e a d s  
u l t i m a t e l y  t o  m o r p h o l o g i c a l  c h a n g e s  a n d  c l o s t r i d i a l  s h a p e  
f o r m a t i o n .  Both v e g e t a t i v e  ce l l s  t y p e  II and  c l o s t r i d i a l  forms a r e  
a b l e  t o  u t i l i z e  exogenous  b u t y r a t e  b y  t h e  r e q u i s i t i o n  o f  s t o r e d  
e n e r g y  ( g r a n u l o s e )  t o  r e p l e n i s h  t h e  p o o l  o f  r e d u c i n g  e q u i v a l e n t s .  
C l o s t r i d i a l  forms show a r a t h e r  low s o l v e n t o g e n i c  a c t i v i t y  t h a t  i s  
maximal d u r i n g  t h e i r  a p p e a r a n c e  a n d  n o t  when t h e y  r e p r e s e n t  t h e  
m a j o r i t y  o f  t h e  ce11 p o p u l a t i o n .  

A s  a r e s u l t ,  pH r e g u l a t i o n  a n d  r e s t i n g  c e l l s  f o r m a t i o n  
a p p e a r s  t o  b e  a s u c c e s s f u l  method t o  c h a r a c t e r i z e  t h e  main 
s o l v e n t o g e n i c  c e l l u l a r  f o r m  u n d e r  a g i v e n  se t  o f  f e r m e n t a t i o n  
c o n d i t i o n s .  Moreover, t h e  k i n e t i c s  o f  g r a n u l o s e  accumula t ion  ( c f .  
c a r b o n  r e c o v e r y  d e t e r m i n a t i o n s  and  T a b l e  III)  seems t o  be  a  good 
i n d i c a t o r  o f  t h e  s o l v e n t o g e n i c  a b i l i t y  o f  a p a r t i c u l a r  c e l l u l a r  
form.  I t  would b e  o f  i n t e r e s t  t o  q u a n t i f y  t h e  amount o f  g r a n u l o s e  
a c c u m u l a t e d  b y  t h e  c e l l s  a l o n g  t h e  f e r m e n t a t i o n  a s  w e l l  a s  t o  
f o l l o w  t h e  k i n e t i c s  o f  i t s  a c c u m u l a t i o n .  On a p r a c t i c a l  b a s i s ,  
s u c h  a c h a r a c t e r i z a t i o n  c o u l d  b e  o f  i m p o r t a n c e  t o  d e v e l o p  more 
e f f i c i e n t  c o n t i n u o u s  p r o c e s s e s .  
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Analysis of the fermentation broth 
a t  the time of sampling (gll) 

Ce11 type Ce11 mass Glucose Butanol Acetone Butyrate Acetate 
( d r y  weight) consumed 

vegetat  ive O .34 7.7 O. 17 - O. 60 2.00 
c e l l s  p H  6.2 

vegetat ive 0.62 , 9 .  O 0.81 0.05 1.73 1.76 
c e l l s  type I 

vegetat  ive O. 50 8.5 t r a c e s  - 1.71 1.46. 
c e l l s  type II 

c l o s t r i d i a l  2.26 13.7 7.32 0.86 1.36 0.72 
f orms 

spores O .  92 31.1 10.32 2.20 1.02 0.81 

Tableau 1 



Initial kinetics of utilization and production 
of main compounds : glucose assay 

(mM/ (g ce11 x hr)) 

Ce11 type Glucose Butyrate Butanol Acetate 

vegetat ive -4.55 2.19 0.35 3.21 
c e l l s  pH 6.2 

vegetat ive -3.57 0.55 0.99 O. 54 
c e l l s  type 1 

vegetat ive -5.06 0.26 0.21 0.69 
c e l l s  type II 

c l o s t r i d i a l  -0.57 0.02 0.11 O. 06 
forms 

spores - 0.00 O. O0 O. O0 



Initial kinetics of utilization and production 
of main compounds : butyrate assay 

(mM/ (g ce11 x hr) 

Ce11 type Glucose Butyrate Butanol Acetate 

vegetat ive 
c e l l s  pH 6 . 2  

vegetat ive 
c e l l s  type 1 

vegetat ive 
c e l l s  type II 

c l o s t r i d i a l  
forms 

spores 



Physiological Evolution of the different cellular 
forms. of Clostridiurn acetobutylicum 

Ce11 type Vegetative Vegetative Vegetative Clostridial Spores 
pH 6.2 type 1 type II forms 

Motility . +++ + +/- - - - 

Total activity +++ 
on glucose 

Acidogenesis +++ ++ + +/-  - 
Solventogenesis +/- + ++ +++ - 
Granulose 
synthesis 

Total activity - 
on butyrate 

Acidogenesis - 

Solventogenesis - 



Ficure L : Glucose assay .  Vegetative C e l l s  pH 6 . 2  

-2: Butyrate assay.  Vegetative C e l l s  pH 6 . 2  



Eiaure 1 : Glucose assay.  Vegetative C e l l s  type 1 PH 5.1 

TEI-1PS ( h )  

Eiaure 4: Butyrate assay.  Vegetative Ce l l s  type 1 pH 5 . 1  



fiaure5 : Glucose assay. Vegetative Cells type II pH 5.1 

fiaure 6: Butyrate assay. Vegetative Cells type II pH 5.1 
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Piuure 7 : Glucose assay. Clostridial forms pH 5.1 

w: Butyrate assay. Clostridial forms pH 5.1 



III) CONTROLE DE L'EFFICACITE DU LEWRAGE PAR LA MISE 
O E y V R E d  SOU- DE-WRES 

UT DE L'E- 

La pratique du levurage s'impose comme une étape 

nécessaire étant donné les impératifs économiques et de 

maintien de standard de la qualité actuels (Moulin et Valade, 

1983) ; mais la fermentation en souche pure est un objectif 

qui rencontre certains problèmes pratiques (Barre and 

Vezinhet, 1984). 

L'efficacité du levurage, facilité par la mise en oeuvre 

de levures sèches actives (Bidan and Maugenet, 1981), doit 

donc être contrôlée à l'aide de marqueurs qui permettent de 

distinguer si les souches isolées dans le moût de 

fermentation sont, identiques à celles apportées par le 

levurage ou si elles- correspondent au contraire à des souches 

de levures indigènes (Loiseau et col1 . , 1985) . Le marquage 
des souches de levures oenologiques au niveau des 

mitochondries (résistance au chloramphénicol, a 

l'oligomycine) (Vezinhet, 1985 ; Vezinhet et Loiseau, 1985) 

permet d'obtenir un marquage sélectif qui n'altère pas le 

potentiel oenologique de la souche et ne confère aucun 

désavantage sélectif à la souche mutée par rapport à la 

souche sauvage, le rôle des mitochondries dans la 

fermentation étant négligeable. La technique de l'utilisation 

de souches antibiorésistantes en fermentation alcoolique 

n'avait été testée qu'en laboratoire sur un mode unique de 

vinification. Il était donc indispensable de vérifier le 

comportement de ces souches en utilisant différents modes de 

vinification (vendange foulée, vendange foulée en cuve 

rotative, vendange chauffée, macération carbonique) . D 'autre 
part, il était indispensable de tester ces souches en 

conditions réelles d'utilisation (cave expérimentale et cuves 

de 50 hl). 



81 MATaIELS ET METHODES 

1 SOUCHE DE LEWRE 

L a  s o u c h e  u t i l i s é e  p o u r  l e  l e v u r a g e  é t a i t  l a  souche  K 1  

d e  S, c e r e v i s i a e  ( k i l l e r ,  r é s i s t a n t e  a u  c h l o r a m p h é n i c o l  e t  à 

l ' o l i g o m y c i n e )  

21 MIHEEUX DE CULTURE 

L e s  m i l i e u x  de  c u l t u r e  employés é t a i e n t  les  m i l i e u x  YEPD 

(10 g / l  y e a s t  e x t r a c t ,  20 g / l  pep tone ,  20 g / l  g l u c o s e ) ,  ou N 

(10 g / l  y e a s t  e x t r a c t ,  10 g / l  p e p t o n e ,  20 g / l  g l y c é r o l ,  100 

m l  de tampon p h o s p h a t e  de sod ium 0 , 5  M ,  p H  6 , 5 )  . L e  

c h l o r a m p h é n i c o l  e s t  a j o u t é  à r a i s o n  de 4 mg/ml e t  
l ' o l i g o m y c i n e  à r a i s o n  de  3 pg/ml.  

31 PROTOCOLE EXPERIMENTAL 

L e  l e v a i n  a é t é  p r é p a r é  e n  ensemençant  10  m l  de YEPD à 

l ' a i d e  d ' u n e  c o l o n i e  de l a  souche  K 1  de S, -. Après  

une  n u i t  d ' i n c u b a t i o n  à 37OC, l a  c u l t u r e  a é té  t r a n s f é r é e  

s u c c e s s i v e m e n t  dans  100 m l  de YEPD p u i s  8 1 de j u s  de r a i s i n  

q u i  o n t  e n s u i t e  é t é  u t i l i s é s  p o u r  ensemencer  une  cuve  de 50 

h l .  L e  l e v u r a g e  a  é t é  e f f e c t u é  d è s  l ' e n c u v a g e  a v e c  des 

ensemencements  c o m p a r a b l e s  e n  p o p u l a t i o n  à c e u x  p r a t i q u é s  

a v e c  des  l e v u r e s  s è c h e s  a c t i v e s .  L e s  c o n t r ô l e s  

m i c r o b i o l o g i q u e s  o n t  é t é  e f f e c t u é s  du d é b u t  à l a  f i n  de l a  

f e r m e n t a t i o n .  En o u t r e ,  l a  f l o r e  i n d i g è n e  p r é s e n t e  d a n s  l a  

c u v e  a i n s i  q u e  d a n s  l e  l e v a i n  a é t é  c o n t r ô l é e  a v a n t  

ensemencement.  L e s  d i f f é r e n t e s  numéra t ion  d e  l a  p o p u l a t i o n  d e  

l e v u r e  o n t  é t é  e f f e c t u é s  p a r  comptage s u r  d e s  b o î t e s  YEPD 

( d é t e r m i n a t i o n  d e  l a  p o p u l a t i o n  t o t a l e )  e t  p a r  r e p l i c a  

p l a t i n g  s u r  des b o î t e s  N supp lémen tées  de c h l o r a m p h é n i c o l  e t  

d ' o l i g o m y c i n e  ( d é t e r m i n a t i o n  du nombre de l e v u r e s  m a r q u é e s ) .  - 
L ' é v o l u t i o n  de l a  t e m p é r a t u r e  e t  de l a  d e n s i t é  d e s  j u s  

de f e r m e n t a t i o n  a  é t é  r e p o r t é e  F i g u r e s  3 e t  4 .  Le p o u r c e n t a g e  



Evolution de la température du moût 

1 O 

temps (jours) 

Fiqure 3 

Evolution de la densite du moût 

temps (jours) 

Fiqure 4 



z = 1 - l e v u r e s  marquées/  l e v u r e s  i n d i g è n e s  est  c h o i s i  comme 

i n d i c a t e u r  p o u r  a p p r é c i e r  l ' i m p l a n t a t i o n  de l a  s o u c h e  

s é l e c t i o n n é e  d a n s  l e  j u s  d e  f e r m e n t a t i o n .  L ' e x p é r i e n c e  a  é té  

c o n d u i t e  p e n d a n t  t o u t e  l a  d u r é e  d e  l a  f e r m e n t a t i o n ,  à p a r t i r  

d ' u n e  vendange  f o u l é e  e n  cuve  r o t a t i v e  ( V F 1 )  , d ' u n e  vendange 

f o u l é e  e n  cuve  s t a t i q u e  (VF2),  d ' u n e  vendange c h a u f f é e  ( J D C )  , 
e t  d ' u n e  m a c é r a t i o n  c a r b o n i q u e  ( M C ) .  La vendange  u t i l i s é e  

é t a i t  composée de 60% de Car ignan  e t  d e  40% de Grenache.  

L e s  v a l e u r s  d e  z p o u r  les  4 essais VF1, VF2, J D C ,  e t  MC 

o n t  é té  r e p o r t é e s  en  f o n c t i o n  du temps  dans  les F i g u r e s  5, 6, 

7,  e t  8, r e s p e c t i v e m e n t .  I l  a p p a r a i t  que les essais VF1, VF2, 

e t  JDC o n t  un  compor tement  r e l a t i v e m e n t  semblable d u r a n t  
t o u t e  l ' e x p é r i e n c e  : l e  t a u x  p de c o n t a m i n a t i o n  p a r  des 

l e v u r e s  i n d i g è n e s  est  maximal a u  d é b u t  de l ' e x p é r i e n c e  p u i s  

d é c r o î t  de f a ç o n  e x p o n e n t i e l l e  d è s  les  p r e m i e r s  j o u r s  pour  se 
s t a b i l i s e r  à une  v a l e u r  f a i b l e .  L e s  t a u x  p moyens s o n t  donc  

p e u  é l e v é s  : p v ~ l  = 0 , 3  % ; p v ~ 2  = 0 , 8  %, ~ J D C  = 1,8 % .  

L ' o p é r a t i o n  de p r e s s u r a g e  s u r v e n u e  a u  8ième j o u r  de 

f e r m e n t a t i o n  p o u r  l ' e s s a i  VF1 e t  a u  7ième j o u r  p o u r  l ' e s s a i  

VF2 e s t  r e s t é e  s a n s  c o n s é q u e n c e  s u r  l ' é v o l u t i o n  de 

l ' i n d i c a t e u r  z .  

P a r  c o n t r e ,  l a  f e r m e n t a t i o n  e n  m a c é r a t i o n  c a r b o n i q u e  

n ' e s t  p a s  réal isée  e n t i è r e m e n t  p a r  l a  souche  s é l e c t i o n n é e  e t  

u t i l i s é e  p o u r  r é a l i s e r  l e  l e v u r a g e .  On p e u t  e n  e f f e t  n o t e r  

F i g u r e  8 l a  p r é s e n c e  d e  deux  c o u r b e s  d e  c r o i s s a n c e  b i e n  

d i s t i n c t e s .  L a  souche  s é l e c t i o n n é e  s ' e s t  b i e n  i m p l a n t é e  d a n s  

l e  j u s  de f e r m e n t a t i o n  p e n d a n t  les 3  p r e m i e r s  j o u r s  mais  l a  

p o p u l a t i o n  t o t a l e  s ' e f f o n d r e  du 4ième au  6ième j o u r ,  c e  q u i  

r é s u l t e  p r a t i q u e m e n t  e n  un a r r ê t  d e  l a  f e r m e n t a t i o n .  En f a i t ,  

l a  f e r m e n t a t i o n  n e  r e p r e n d  q u ' a p r è s  l ' o p é r a t i o n  de 

p r e s s u r a g e ,  à p a r t i r  d ' u n e  souche  d e  l e v u r e  i n d i g è n e .  L e  t a u x  
p de c o n t a m i n a t i o n  p a r  des l e v u r e s  i n d i g è n e s  e s t  é g a l  à 2 , 5 %  

p o u r  les 5 p r e m i e r s  j o u r s  de f e r m e n t a t i o n  e t  à 69,3% pour  les 

9  d e r n i e r s .  

Un é c h a n t i l l o n  de s o u c h e s  i n d i g è n e s  i s o l é e s  a u  c o u r s  de 

l a  f e r m e n t a t i o n  en  m a c é r a t i o n  c a r b o n i q u e  a é t é  s t o c k é  s u r  
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Vendange fou& en cuve statique 
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Figure  6 
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des g é l o s e s  i n c l i n é e s  de YEPD.  L e  g e n r e  de ces d i v e r s e s  

s o u c h e s  a  é té  d é t e r m i n é  à p a r t i r  de cr i tères morpho log iques  

( t a i l l e  e t  fo rme  d e s  c e l l u l e s ,  fo rme  d e s  s p o r e s ,  mode d e  

bourgeonnement )  e t  de  cr i tères  b i o c h i m i q u e s  ( f e r m e n t a t i o n  du 

g l u c o s e ,  a s s i m i l a t i o n  d e s  n i t r a t e s ,  a s s i m i l a t i o n  d u  

g a l a c t o s e ,  r é s i s t a n c e  à l a  cyc lohexamide )  . Avant  1 ' o p é r a t i o n  

de l e v u r a g e  ( t o ) ,  11 s o u c h e s  o n t  é t é  a n a l y s é e s  p a r m i  

l e s q u e l l e s  8 K l o e c k e r a ,  2  p i c h i a ,  e t  1 Metschnikowia  o n t  é té  

dénombrées .  A l ' i s s u e  du p r e m i e r  j o u r  de f e r m e n t a t i o n ,  1 

S a c c h a r o m v c e s ,  1 K l o e c k e r a ,  e t  1 U e t s c h n i k o w i a  o n t  é t é  

i s o l é e s ,  t a n d i s  q u ' à  p a r t i r  du deuxième j o u r  de f e r m e n t a t i o n  

j u s q u ' a u  14ième, s e u l e s  des l e v u r e s  du g e n r e  Saccharomvces o n t  

é t é  i so lées  (1 à t 2 ,  4 à t 3 ,  22 à t 5 ,  1 9  à t s ,  30 à t 7 ,  36 à 

t i i )  . T o u t e s  ces s o u c h e s  de Saccharomvces  a i n s i  i s o l é e s  (131)  

s o n t  c a p a b l e s  d ' a s s i m i l e r  l e  g a l a c t o s e .  

Dl D I S C U S S I ~  

C e t  e ssa i  réa l i sé  s u r  p l u s i e u r s  m o i s  a  p e r m i s  de mettre 

e n  é v i d e n c e  l ' u t i l i s a t i o n  d u  l e v u r a g e  a i n s i  q u e  l a  

p o s s i b i l i t é  p r a t i q u e  d e  réa l i ser  une  f e r m e n t a t i o n  e n  s o u c h e  

p u r e  de l e v u r e .  En o u t r e ,  l e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  p o u r  les  

e s s a i s  q u i  c o n c e r n e n t  l e s  v e n d a n g e s  f o u l é e s  e t  l a  

t h e r m o v i n i f i c a t i o n  c o n f i r m e  e n  g r a n d e u r  r é e l l e  q u e  l e  

marquage m i t o c h o n d r i a l  d e s  l e v u r e s  est c o n s e r v é .  

La t e c h n o l o g i e  de  l a  m a c é r a t i o n  c a r b o n i q u e  es t  cependan t  

t rès  d i f f é r e n t e  d e  ces 3  a u t r e s  t y p e s  de  v i n i f i c a t i o n .  En 

e f f e t ,  il a p p a r a i t  que l a  souche  s é l e c t i o n n é e  s ' i m p l a n t e  b i e n  

d a n s  l e  m i l i e u  a u  débu t  d e  l a  f e r m e n t a t i o n ,  m a i s  que celle-ci 

est t e r m i n é e  p a r  une  souche  i n d i g è n e  g a l +  de  S, ç e r e v i s i a e .  

La p r e m i è r e  o b s e r v a t i o n  i m p o r t a n t e  est  que  l a  p o p u l a t i o n  

t o t a l e  c h u t e  t r ès  rap idemen t  e t  t rès  bas (2  106  c e l l u l e s /  m l )  

au  5ième j o u r  d e  f e r m e n t a t i o n  a lors  que  l e  j u s  de g o u t t e  n ' e s t  

p a s  e n t i è r e m e n t  f e r m e n t é  ( d e n s i t é  1 0 1 0 ) ,  ce q u i  es t  synonyme 

d ' u n  p o s s i b l e  a r rê t  de  f e r m e n t a t i o n ,  t o u j o u r s  p r é j u d i c i a b l e  à 

l a  q u a l i t é  du  v i n  dû a l a  p r o l i f é r a t i o n  d e s  b a c t é r i e s  



lactiques. L'augmentation progressive du volume du jus de 

goutte permet d'écarter l'hypothèse d'une carence nutritive 

pour rendre compte de cette observation. On peut en outre 

remarquer que la populaton totale de levures a toujours été 

très faible : 25 106 cellules/ ml au maximum contre I O 8  

cellules/ ml dans les autres types de vinification. Une 

hypothèse plausible est donc que les conditions d'anaérobiose 

sont directement responsables de ces différences entre les 

diverses techniques de vinification. En effet, d'après les 

travaux de Cochin (1880), Lafourcade (1954), et Cantarelli 

(1956) (cités par Ribereau-Gayon et coll., 1975) la 

multiplication des levures est impossible dans des conditions 

d'anaérobiose parfaite. Ceci s'explique par l'observation que 

la biosynthèse des stérols des levures (ergostérol, 

zymostérol, . . . )  à partir du squalène ainsi que la 

désaturation des acides gras à longue chaîne nécessitent de 

l'oxygène (accepteur final d'électrons). Le rôle 

physiologique des acides gras et des stérols est triple : ce 

sont des constituants cellulaires, des supports d'enzymes et 

des facteurs de perméabilité cellulaire. Néanmoins, 

l'ergostérol, le cholestérol, quelques stéroïdes et acides 

gras à longue chaîne dont certains se trouvent être des 

constituants de la pruine des raisins, permettant de pallier 

ces carences dûes à une insuffisance en oxygène. De plus, on 

trouve dans la pellicule des raisins des activateurs 

spécifiques des levures en anaérobiose. Il est cependant 

possible que les concentrations de ces molécules ne sont pas 

suffisamment élevées dans le jus de goutte de la macération 

carbonique pour permettre une croissance complète. 

L'hypothèse que le manque d'oxygène ou d'un accepteur final 

d'électrons est la cause de la chute de la population totale 

des levures est par ailleurs soutenue par l'observation que 

la population totale ne parvient à s'accroître qu'après 

l'opération de pressurage. Outre l'apport massif de sucres 

dans le milieu, cette dernière opération permet d'oxygéner le 

moût et de dissoudre les substances contenues dans la baie, 



l a  p e l l i c u l e ,  e t  l a  p r u i n e  p a r  augmenta t ion  d e s  s u r f a c e s  d e  

c o n t a c t  de m a c é r a t i o n  ; ce q u i  a u r a i t  pour  e f f e t  de r e n d r e  l e  

m i l i e u  à nouveau p r o p i c e  à l a  m u l t i p l i c a t i o n  d e s  l e v u r e s .  

L e  deuxième p rob lème  i m p o r t a n t  c o n c e r n e  1 ' i m p l a n t a t i o n  

d a n s  l e  m i l i e u  de  l a  souche  s é l e c t i o n n é e  e t  u t i l i s é e  dans  l e  

l e v a i n .  I l  est c l a i r  que cet te  d e r n i è r e ,  b i e n  q u ' a d a p t é e  a u x  

a u t r e s  t y p e s  d e  v i n i f i c a t i o n ,  n e  p a r v i e n t  p a s  à s ' é t a b l i r  

du rab lemen t  dans  l e  moût e n  m a c é r a t i o n  ca rbon ique ,  e t  que l a  

c o u r b e  de p o p u l a t i o n  o b s e r v é e  p o u r  ce t t e  f e r m e n t a t i o n  es t  

typ iquement  composée d e  l a  j u x t a p o s i t i o n  d e  deux c o u r b e s  d e  

c r o i s s a n c e .  Ce phénomène p e u t  ê t re  e x p l i q u é  p a r  l ' o b s e r v a t i o n  

que  l e  j u s  d e  g o u t t e  p r o d u i t  chaque j o u r  a p p o r t e  massivement 

d a n s  l e  j u s  de  f e r m e n t a t i o n  d e s  l e v u r e s  f e r m e n t a i r e s  non 

marquées ( l e  l e v u r a g e  du j u s  d e  g o u t t e  a é t é  e f f e c t u é  p a r  l e  

bas d e  l a  cuve  p o u r  des r a i s o n s  t e c h n i q u e s ) .  C e s  l e v u r e s  

f e r m e n t a i r e s  i n d i g è n e s  o n t  b é n é f i c i é  d e  t o u s  l e s  é l é m e n t s  

n u t r i t i f s  p r é s e n t s  d a n s  l e  j u s  de g o u t t e  a i n s i  que des 

a c t i v a t e u r s  s p é c i f i q u e s  q u i  s e  t r o u v e n t  dans  l a  p e l l i c u l e  ou 

l a  p r u i n e  des r a i s i n s .  I l  e s t  e n  o u t r e  p o s s i b l e  que les  

c o n d i t i o n s  d ' a n a é r o b i o s e  s o n t  moins  r i g o u r e u s e s  d a n s  l a  

m o i t i é  s u p é r i e u r e  d e  l a  c u v e  ( c u v e  non c l o s e ) .  Une 

e x p l i c a t i o n  p l a u s i b l e  es t  donc  que  ces s o u c h e s  d e  l e v u r e s  

i n d i g è n e s  é t a i e n t  moins c a r e n c é e s  ( g r â c e  à l a  p r o x i m i t é  d e  

s o u r c e s  d ' a c t i v a t e u r s ,  d ' o x y g è n e ,  . . . )  q u e  l es  l e v u r e s  

marquées .  C e c i  p e u t  s u f f i r e  pour  l e u r  c o n f é r e r  un a v a n t a g e  

c o m p é t i t i f  i m p o r t a n t ,  é t a n t  donné que  l e s  l e v u r e s  p o s s è d e n t  

d e s  enzymes r e s p i r a t o i r e s  à un s t a d e  é l e v é  d ' o x y d a t i o n  e t  q u i  

c o n s t i t u e n t  une r é s e r v e  d 'oxygène  s u f f i s a n t e  pour  a s s u r e r  e n  

a n a é r o b i o s e  q u e l q u e s  g é n é r a t i o n s  a v a n t  é p u i s e m e n t  t o t a l  

( C a n t a r e l l i ,  c i t é  p a r  Ribéreau-Gayon, 1 9 7 5 )  . I l  e s t  éga lement  

p o s s i b l e  que  l a  s o u c h e  d e  S, c e r e v i s i a e  i s o l é e  est  mieux 

a d a p t é e  a u x  c o n d i t i o n s  de l a  m a c é r a t i o n  c a r b o n i q u e  que n e  

l ' e s t  l a  souche s é l e c t i o n n é e .  Des e x p é r i e n c e s  complémenta i res  

s o n t  n é c e s s a i r e s  pour  é t ab l i r  c e  d e r n i e r  p o i n t .  
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Ce rrcr :.ail I I I O ~ : : I . ~  Q I !  !rc \'ers dc d[{f&-~nr:>.r c-ipil irrien!n!iori.~ i-&alisées et: Clitzwpagne. 
Beaujolais, Touraine er Languedoc-Roussillon, conlnierir I'trrilwarion cl'e soirclles a-nologiques 
marquées perrnet d'étudier dflférenfs aspects du leilrrrape : la concurrence entre souchc inrro- 
duite et flore indipèrte, le positionrlenlent du lel*irrape par rapporr air sir fitape, le levurage dans 
diffërents modes de vinification, le lerurage avec trne association de souches. 

Dans tous le3 cas, la contposifion des popularions lei~urier~nes a pu Qrre suivie fout a u .  
long de la fernienta:ion avec une précision de quelqt~es pour-cent. 

Mots clés : Levures - Levurage - Fermentation - Marquage génétique. 

Severial trials were per-rnled in Char?lpapne. Beairjolais, Toirraine and Languedoc- 
Roussillon, Hïrh enologicalyeas~ strains carc,.ing gerlcric r~larkers. 77icse evperirnentations allowed 
the s fudy of dixferen1 aspects of inocularion : conrprririon ber )c.ecn the inoculared sfrain and 
the wild populafion, tiniing of inocularion in relariorl wirh addirion qf SO,, inoculation rela- 
ted with wine nlakirlg processes, ir~oculation ri-itli ari associariori O-f sfrains. 

In al1 cases, yeasr popularior~ conlposirion cc~itld be follo\c-ed rlirouphoirt the fermenta- 
tion with a few percen f precision. 

Key \Yards : Yeast - Inoculation - Ferrrierttatiori - Gerietic rriarkers. 
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LSA LEVULINE CHP 

LSA BlX OEl -__-- - - - -  

double niutaiion au niveau de 
l'ADN mitochondrial lui confirant 
un pliénotype dc résistance h I'oli- 
goniycine et à I'ér'hromycine (G. ! 
Loiscau. 1986). Une vérification 
préalable des poudres dc LSA a 

1 

niantri  qu'clics contenaient envi- 
'ron 25.10' cellules revirifiables 
par gramme. Dans les deux POU- 

L'intérêt du levurage dans de très 
?ombreuses situations œnologiques 
l'est plus à démontrer et on cons- 
.aie dans les faits un développc- 
nent régulier de l'emploi des Icvu- 
.es sèches actives (KRAUS et coll.. 
1984). 

La diversité des souches prOp@- 

LSA LEVULINE CHP 

1. COhIPAR41SON 
1)E DEUX PHEi' A R A I  IONS 
DE LSA 

La souchc parentale utili<(c es1 
la LSA Leculinc CH)' (souche 
CIYC ne  8130) et la s~uc ) i e  mai- 
qu ie  est un clone 81 30 OE 1 idcnti- 
fiable grâce à I'acquisiti~n d'une 

L S A  8 IW OEl --_-- ---- 

d e s  sur le marché permet à l'œno- 
logue de choisir celle qui est le 
mieux adaptée au type de vin qu'il 
souhaite Clahorer (VAI-ADE et 
MOULIN, 1962 ; CUINIER CI 

coll., 1985). 

Toutefois, s'il veut faire une 
optimisation des conditions de 
levurage, il est gOné par le manque 
d'un moyen de contrôle simple el 
fiable de l'implantation de la sou- 
che ensemencée. 

Le marquage génétique de sou- 
ches de levures œnologiqui;. mis 
au point par 1'L.N.R.A. a I'lnstitut 
des Produits de la Vigne, peut 
apporter une réponse à cc prohléiiic 
O'EZINHET et LACROIX. 1984 ; 

1 VEZIKHET, 1985). 

Dans le présent article, nous 
décrirons un certain nonibre 
d'expérimentations réalisées avec 
des levures œnologiques identifia-. 
bles et qui avaient pour objectif 
d'étudier differents aspects du levu- 
rage : la concurrence entre souche 
introduite et flore indigène, le posi- 
t i o ~ e m e n t  du lewrage par rapport 
au sulfitage, le levurage dans dif- 
férents modes de vinification, la 
possibilité de réaliser une fermen- 
tation avec une association dc  
souches. 

EXPERIhlENTATlONS 
ET RESULTATS I 

1 

i Avant de réaliser des expérimen- 
tations avec une souche œnolopi- 
que marquée. nous avons vérifié 
que les LSA (levures sèches acti- 
ves). produites à partir de cette sou- 
che. donnaient les même$ résultats 
que les LSA produites à partir de 

, la souche parentale d'origine. 
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dres, cent pour cent des cellules 
avaient une activité killer (phé- 
notype de la souche parentale) et 
dans le cas de la souche 8 130 OE 1, 
cent pour cent des cellules étaient 
résistantes A I'oligomycirie et à 
I'érythromycine. 

1 La mise en œuvre de ces deux 
préparations a été faite sur des 
moûts de Champagne dans deux 
essais réalisés dans des conditions 
identiques : un même assemblage 
de moût a été réparti dans deux 
cuves semblables thermorégulées. 

Essai no  1 Cuves de 80 1 - Régu- 1 lation de la température d 2OoC. 

Essai no 2 Cuves de 12 hl - Régu- 
lation de la température A 18°C. 

Dans chaque essai les cuves ont 
été ensemencées A raison de 10 
g/hl, I'une avec la lcvuline C H P  et 
l'autre .avec la souche 813P OEl  . 

1 
1 La flore indigène des moûts était 

faible : 7.7.10' cellules par ml 
pour l'essai no 1 et 8.5.10' cellules 
par ml pour l'essai n o  2, 

La population ltvurienne a 
atteint 300.10' cellules par ml 
entre le troisième et Le quatrième 
jour de fermentation. Dans le cas 
où  cela a pu être vérifié (souche 
8130 OEl) ,  cette population i ta i t  
constituée, tout au long de la fer- 
mentation, à 100 % par la souche 
introduite lors du levurage. Les 
cinétiques de  fermentation ont été 
établies par un suivi journalier de 
la densité du  moût (figure no 1). I I  
n'y a aucune différence significa- 
tive entre les cuves ensemencees 
avec la Levutine C H P  et celles ense- 
mencées avec la souche 8 130 OEI . 

Les résultats analr-tiques en fin 

l 
de  fermentation (tableau no 1) 

1 montrent que  les vins obtenus avec 
j I'une ou l'autre souche sont très 
, semblables. 

Les tests de  dégustation (tableau 
no  2) n'ont pas davantage permis 
de  difiérencier les vins obtenus. En 
consequence. la preparation de 
LSA à partir de la souche ntodifiée 
8 130 0 5  1 a donné des résultat5 toiit 

Tablcnr~ no 1 - Résultats arialytiques 
en fit1 dc fcrnieritation alcoolique 

à fait comparables à ceiiu obtenus 
avec la souche parentale Levuline 
CHP. 

-- 
ANALYSE OWOLWIOUE 
-Dansdei N'C - Aimd t 20. Arma1-e 4 V 
- G!UW (97) 
- Fwtosc @7) \ 
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- kdtlk Tb& 3'1 
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- k Vdaik Da( (H,S3, $Y 
- so; (mpll 
- XI, Tc(al ( q r l  
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ABSORPTKm ATOUlOUE 
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AZOE 
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La modification de la souctie lors 
du marquage n'a donc introduit 
aucune perturbation apparente 
dans son coniportemerit technolo- 
gique et cela confirme tous les con- 
trôles qui avaient été réalisés à 
l'échelle du laboratoire et au niveau 
pilote (G. LOISEAU et coll., 1984). 

2.  EXPERIhlENTATIONS 
POC!R L'OP1'1,IllSATION 
1)U LEVURAGE 

---- 
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2.1. Concurrence 
entre la souche introduite 
el la flore indigène 
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L'efficacité d'un levurage était 
jusqu'alors impossible à contrôler 
par les méthodes microbiologiques 
classiques. Tout au plus pouvait-on 

Tableau n' 2 - Tests de digustation pour la comparaison 
des souclies LSA lebuline CHP et LSA 8130 OEl 

Test de d6gustalton 

E s u l  ne 1 - Test irianguiaire 
22 d~ustaleurs 
Seuil 1 5 % ' 12 

- Test p a r  paire 
22 dbgunateurs 
Seuil B 5 % :  17 

-- 

E s u l  n' 2 
- Test par paire 
25 d6gustalsurs 
Seuil 8 5 % 18 

L - ---..- .. - . 

LSA Levutine CHP i LSA 8130 OE1 
1 

9 remnses exactes 
Test non stgnificatif 

, 
I 

12 10 
Test non significatif 

I 

8 

14 1 1  
Test non significatif 



apprécier sa probabilité par Ic 
d4nombren1eni dc la populaiion 
indigéne du moûi au moment du  
levurage. 

Au moyen de la souche marquée 
8 130 OE 1' nous avons pu détermi- 
ner de façon fine et précise sa capa- 
cité de concurrence vis-à-vis d'une 
flore indigène plus ou moins 
iniporlante. 

Nous avons modulé le niveau de 
la flore indigène par l'introduction 
dans les cuves d'expérimeritation 
d 'un  volume variable d'un pied de 
cuve dont la fermentation avaii 

Tabltau ne 3 - Ertiniaiiori dcs populations indigène< 
ci des populaiions apporttes par le levain 

3a'- 
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Pa. le pied de cuve 

Populat~on levurienne 
aoportbe par le levain 
8130 OEt  lû'lml 

R '  

- 

démarré spontanément. 

L'expérimentation a été réalisée 
en Champagne sur un assemblage 
d e  moût de chardon lia^ simple- 

/ ment débourbé statiquenient pcn- 
dant 15-16 heures. II a Cté réparti 
dans quatre cu\es  de 12 hecioli- 
tres ; la températurc de fernnnta- 
lion a été régulée à 18°C. 

JOURS JOURS 

. = Nombre de levures apw08es par le levurage - 
Nombre de levures indigbnes 

Loi ne 1 

0.0085 

2.4 

282 
-- 

Dans le tableau no 3 s o n ~  indi- 
quées la population apportce par le 
levurage ei la populaiion iridigèiic 
ainsi que le rapport enire ces popu- 
laiions. Ce dernier varie de 280 à 
0.4. 

Lcr populations les uririiner ont 
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FIO no 2 - Evolulton d m  ~ ~ > ( > u l a l i ~ n ~  Irrurier~no~ IvncIicn du t ~ i i i  de I-;urage 

biotiques olipornycine a éryth- 
romycine dans des conditions sinii- 
laires a celles décrites precédem- 
rneni (LOISEAU et coll.. 1981) et 
ces observations ont permis dc  
dctcrniiner avec une précision de  
I'ordrc de 1 Qio le pourccntagc de la 
souclle introduite par le levurage. 

Lot  no 2 

0.2 

2.4 

12.1 

A 

eif analysees quotidieniicii~e~it i i r -  daris ia  populalion tutaie (fipurc 
à-\is  de la résistance ali\ deux anii- 1 i lC  2). 

Lot no 3 
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Loi no 4 
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Nous voyons que l'efficacité de 
l'ensemencement dépend Ctroite- 
ment du rapport de population 
entre flore apporlee par le levuragt 
er flore indigène. 

Dans I'experirnentation decrite 
ici, le levurage n'a conduit B une 
fermentation en souchc pure que 
dans  le cas de la cuve no 1 où le 
rapport entre les deux fiores est 
proche de 300. Pour un rappon de 
l 'ordre de 10 la souche introduite 
est majoritaire ; pour un rappon de 
1 ou inférieur à 1, moins de 50 90 
des cloncs isolés sont issus de la 
souche d'enseniencement. 

2.2. Positionnement du  levurage 
par  rapport au  sulfilage 

L'expérimentation menée en 
Touraine et décrite ici avait pour 
objectif de répondre à la question 
suivanle : dans le cas du sulfitage 
d'un moût à l'encuvape, faut-il réa- 
liser le levurage simultanrment et 
ce dans l'optique de limiter le déve- 
oppement de la flore indigène, ou 

bien es[-il preférable de  diffkrer le 
evurape de  quelques heures afin 
d'éviter une itihibition potentielle 
i e s  l evures  pa r  I 'anydride 
julfureux. 

1 Un moût de Piiieau d e  la Loire 
on tenant  18 mg de  SO, total 
prés débourbage a étC reparti en 
/inq recipients de  5 1. : 

-Témoin  non levuré, non sulfité. 
- SO, 3 g/hl levurage immédiat. 
- SOI 3 g/hl levurage différe de 

8 heures. 
- SO. 5 $/hl levurape immédiat. 
- SO; 5 g/hl levurage différe de ! heures. 

La  cinétique de  fermentation a 
par mesure de la densité 

milieu. 

l ~ a  fermentation du  ténioin 
lavait pas deniarré au bout de 8 

jours et l'addition d'un pied de 
cuve de levures indigirics a dû i t re  
réalisée pour coriduirc la fernicri- 
ration à son terme en 35 jours. 

. Dans les 4 autres lots la durée de 
la ferrnentation a été de 10 jours 
avec la dose de SO, de 5 g/hl et 

. de 8 jours avec la dose de 3 g/hl. 

La nécessilé du levurape dans ce 
cas es[ donc évidente. Une analyse 
des populations levuriennes vis-à- 
vis des résistances aux deul antibio- 
tiques a montre que la fcrrricritatiori 
a tté réaliséc dans les qiiatre lois 
exclusivenient par la souclic intro- 
duire lors du levurage. Celui-ci a 
donc-été efficace et dans les condi- 
tions de cet essai. I'iniplantation de 
la souche du levain s'est bien faite 
quel que soit le positionncrnent du 
levurage : immédiatement aprés le 
sulfi!age ou 18 heures aprèc cc der- 
nier (CUIEIER et col].. 198:). 

2.3. Le levurage 
dans différents modes 
de vinification 

Les essais décrits ci-dessous 
visaient à savoir si le leburagr a ;a 
rnëme efficaciti selon le modc de 
vinification mis en œuvre. 

Dans un prernicr essai nous 
avoris comparé une vinification 
avec foulage de la \endange. une 
vinification avec chauffage de la 
vendange (20 min a 70°C puis 
refroidissement B 20°C) et enfin 
une vinification avec mactration 
carbonique (macération 8 jours A 
35°C suivie d'un pressurage et 
d'une phase dc fermentation de P 
jours à 20-25°C). 

Le levurage a t té  rialisé dans les 
trois cas des I'encuvage avec un 
levain liquide d'unc souclie crrio- 
logique.VB52 (déri\ée de la souche 
ICV-K 1) rksistante au chloramphé- 
nicol et h l'oligomycine 3 un taux 
de 5.10' cellules par ml. 

Le suivi de la coniposition de la 
population levurienne a t té  réalisé 
en dénombrant quotidiennement 
sur 100 à 1 000 clones, le nombre 
d r  clones résistant à I'oligomycine 
et au chloranlphtnicc?l et donc 
apparterianf à la souche inoculée 
(tableau nc  4). 

Pour les vinifications en Jen- 
dange Coulée et en vendange ch;iuf- 
fée. la souche inoculée s'implante 
bien. Aux tous premiers jours de la 
fernientarion dans le cas de la iller- 

Tableau ne 4 - Evolution des populalions levuriennes dans 
différents modes de vinification 

(1)  N - Nombre de clones tes'os 
(2) 2 - Pourceniaae Je ctovs 82:'3.1f2.1iQI B la x?uc!ie inlfoduite par rappon B la Rore lolal~ 

Temps 
e n  jours 

O 
1 

2 
3 
4 
5 
6 
7 

30 

ND NO ND NO 976 
ND ND ND ND 1 002 

13 ND ND ND 53 1 
14 NP ND ND 403 23 

Vendange loulee 

N (1) 

118 
120 
469 
467 
421 
339 
469 
359 

Z (2! (a,) 

9C 
95 
90 
99 
100 
29 
1OQ 
10'2 

Thermov~nification 

N 

ND 
100 
457 
38 1 

601 
574 
ND 
359 

Mac6rahon carbonique 

2 (401 

ND 
13 
99 
9 7 
9 7 
99 
ND 
99 

N 

516 
693 
492 
237 
355 
416 
466 
350 

2 (Pb) 

76 1 
99 1 
99 
98 ' 
97 1 
94 ' 
n 
29 



motini fication, elle peut se trouver 
en prtsence d'une flore indigenc 
importante mais dans noire essai, 
cette dernière est mal adaptée A la 
fermentation alcoolique et est rapi- 
dement tliminbe. 

Les résultats sont assez différents 
dans le cas de  la vinification par 
maceration carbonique. Si la sou- 
che du levain s'implante bien dans 
le jus du fond de  cuve pcndant les 
premiers jours de  la macération ; 
par contre, elle se trouve ensuite Cli-  
minée en fin de macération alors 
que la fermentation du jus de 
goutte n'est pas achevée. L'Cvolu- 
tion de la population totale et sa 
composition (figure ne 3) montre 
nettement qu'un relais de flores 
s'établit. La souche introduite en 
début de macération sans doute 
mal adaptée aux conditions de cette 
macération (température, défi- 
cience en oxygène) est relayée par 
une nouvelle flore qui réalise la fer- 
men ta t i on  a lcool ique  ap rè s  
pressurage. 

II est bien Cvidcnt que de te l lc~  
informations qui n'ont pu être 
oblcnues que grâce au niarquape dc 
la souche utilisée, dc\.roni être Cori- 
firrnées par des répétitions de cet 
essai. 

Si I'tlimination de la souche 
DBS2 t ta i i  systéniatiquemenr 
observée, le problème de la sélec- 
tion de souches mieuh adaptées à 
la macération carbonique serait 
posc. 

En effet. dans l'essai décrit ci- 
dessus un  accident par arrêt de fer- 
mentation aurait pu se produire si 
une flore n'avaii pu prendre le 
relais de la souche initiale. Pour 
pallier I'étentualité dr  tels acci- 
dents. il serait iridispensable de 
sélectionner des souche' résistantes 
aux conditions drastiques de la 
macératiori carboiiiquc sur uri plari 
microbiolopique. 

Danc une sCrie d ' css~ i '  réalise' 
par CUINIER et coll. (1984) avec la 
souche 8130 OE2, l'efficacité du 

levurape a C t C  apprtcik dans le cas 
de la vinification beaujolaise CI 

dans le cas d'une vinification d ' m e  
vendange de Cabernet r t co l t k  
mécaniquement en Touraine. Dari5 
ces deux cas. le levurage s'est révtlt 
efficace 4 100 Va environ, que 
l'inoculation ait lieu au moment de 
I'encuvage ou d o w  heures après. 

Dans un autre essai concernant 
l'implantation de la souche en fonc- 
tion du mode de vinification, nous 
avons testé un système de fermeo- 
tatioii dc type continu, comprenant 
trois cuves (1. 2 et 3) de 800 hl et 
deus cuves (4 et 5) de 4 000 hl et 
5 000 hl. La cuve 1 est alimentée eo 
moût frais ; son trop plein coule 
dans la cuve 2, le trop plein de la 
cuve 2 dans la cuve 3 et le trop plein 
dc cette dernière dans la cuve 4 puis 
dans la cuve 5 après remplissage de 
la cuve 4. 

Le levurage avec la souche DB52 
a été réalisé au moyen d'un levain 
de 2 lil développé sur moût stérile. 
Ucs coriirôles de la composition 

JOURS 

Fag ne 3 - Evolul~on des populalions au cours d une vinilicatton en rna:Craiion carbonique 

4 Pressurage de la vendange . 1t.s p z  do goutte FI les jus de presse sont réunis i ;  l 



Tableau no 5 - Evolution de la composition de la population 
levurienne dans une chaine de fermentation continue 

Volume de msüt 
fermen16 Populat~on viable tolaie % muches indigenes 

th0 
nombre de celluleslml 

800 -48 1û' 2.5 

3000 42-44 1 f f  10-19 

8000 14-38 14 5-22 

Les résultats sont donnés en valeurs maximales et mininiales obser- 
vées sur les différentes cuves. 

levurienne A différents stades du 
fonctionnement de cette chaine ont 
été réalisés (tableau no 5). Nous 
corstatons qu'après passage de 800 
hl dans l'installation, le taux de 
flore indigène est négligeable mais 
par contre après passage de 3 000 
hl A 8 000 hl. une « contamiria- 
tion » signiricative pûr une flore 
indigène se produit. Les souches 
« contaminantes » ont un phé- 
notype killer et le niveau de leur 
populaticrn semble se stabiliser 
autour dti 20 90 de  la population 
totale. 

II est certain qu'avec une vinifi- 
cation de ce type, les volumes de 
moiit traités sont tels qu'il est dif- 
ficile de travailler en souche pure 
s ans  une  technologie t rès  
appropriée. 

2.4. Levurage avec association 
de souches 

Avec l'apparition sur le marché 
d'un nombre croissant de levures 
œnologiques ayant des sptcificités 
identifiées. il pourrait être iiitéres- 
sant d'associer plusieurs souches au 
cours d'une vinification et de béné- 
ficier ainsi des propriétés des unes 
et des autres. 

Toutefois, les cultures mixtes 
étant difficiles A réaliser. pour juger 

' d u  resultat obtenu, il est absolu- 
ment indispensable de pouvoir 
analyser I'etat d'équilibre des popu- 
lations en présence. 

Ceci a été réalise avec deux sou- 
ches marquées de façon différente 
lers d'unc cxgerimcntati~n çn 

Champagne qui a déjà fait l'objet 
d'une publication (LOISEAU et 
coll.. 1985). 

Nous ne décrirons donc pas cette 
expérinientation mais nous rappel- 
lerons simplenient les principaux 
résultats obtcnus : un eriscnience- 
ment siniultané en quantités égales 
(en population) de deus souches dz 
Socclraron~jces cerei.isiae I'une 
galactose ( + ). l'autre galactose ( - ) 
(anciennement appclée Saccha- 
ronrFces bajanus) a abouti a une 
population mixte tout au long de 
la fermentation sans niodification 
sensible du rapport entre les popu- 
lations des deux soucbes. 

L'expérimentation n'avait pas 
pour but de juger de I'ilitérèt de la 
culture mixte par rapport a la cul- 
ture pure de I'une ou l'autre des 
deux souches mais de vérifier la 
possibilité de réaliser une fermen- 
tation par une population mixte, ce 
qui a été fait. 

DISCUSSION 
ET CONCLUSIONS 

Les expérimentations décrites 
dans ce travail n'avaient pas pour 
objet d'apporter des conclusions 
définitives sur les conditions opti- 
males d'un levurage en œnologie. 

En effet. les résultats obtenus 
doivent être modulés en fonction 
des conditions de I'expirimen- 
tation. 

Dans le cas de la concurrence 
entre souche enseincncée et flore 
indigtnc, nous avons sbsçrvt la 

nécessite d'uri rapport élevé entre 
ces populations pour implanter 
totalement la souche du levain. 
hlais il faut noter que la « conta- 
mination » créée par des levures 
d'un pied de cuve en  fermentation 
ne peut être as.cimilée entièrement 
a une flore spontanée d'un milieu 
frais ,  en  général  moins 
concurrentielle. 

II est donc possible que dans la 
pratique courante la levure appor- 
tée puisse s'irnposer dans le moOt 
si le rapport des populations sou- 
che du levain sur flore indigène est 
supérieur B 10, voire même B 5 et 
ce en vinification en blanc. 

Dans le cas du positionnement 
du levurage par rapport au sulfi- 
tage, il est bien évident que les con- 
clusioris déperident de plusieurs fac- 
teurs : la dose de SO. utilisée, le 
taux de tt containination » initiale 
du moût par une flore spontanée,la 
scrisibilité de la souche introduite 
d I'arihgdride sulfureux. Tous ces 
facteurs n'ont pu être pris en 
compte dans la seule expérimenta- 
tiori décrite. Les conclusions de 
celle-ci sont donc p;~rtielles. 

Dans le cas de I'itudc des dif- 
férents modes de vinification. nous 
avons pu voir qu'en vinification 
classique (vendange récoltée méca- 
niquement, vendange foulée. vini- 
fication beaujolaise, thermovinifi- 
cation) I'iniplantation de la souche 
introduite se fait bien. Par contre. 
a\ec d'autres modes de vinifica- 
tions comme macération carboni- 
que ou fernientation de type con- 
tinu. des problémes microbiologi- 
ques ont pu être mis en Cvidence et 
devront être confirmés avant d'étu- 
dier des solutions pour y pallier. 

Plus que les conditions précises 
de réussite d'un levurage. nous 
voyons au travers des différents 
excmples dtcrits dans ce travail 
cornnient l'outil souches anolo-  
piques niarquées n peut être utilisé 
par l'œnologue. 

Cette technique peut être pour 
lui un rrioycri dc coritrJler les pou- 
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clusions sur les effets de celle-ci sur 
le produit final obtenu. 

• Les levures marquées son1 
aussi utilisables pour juger de 

+ - 
X 

dres de  LSA qui lui sont fournie; 
cl la pureté d'un levain lors de sa 
propagation. 

Le ' peut lui 
vir A tester les capacités de differen- 
tcs prkparations de LSA en condi- 
tions contrôlées. En effet, si l'on ne 
peut s'assurer de la pariicipation 
majoritaire d'une souche à la fer- 
mentation, comment tirer des con- 

dents microbiologiques avec ter- 

tains modes dc viriilication. 

L'ensenlblc de cc iraiail m o n ~ r c  
commeni les soucties crnolopiquer 

de Plan Elai-Région Languedoc- 
Roussillon. II a bénéficié de la col- 
laboratior~ du laboratoire départe- 
mental et rigional d'analyses et de 
reclierches de  Tours. 

i 'opponuni~é d'associriiionc de sou  
cher en ayant la possibiliie de deli- 
nir avec pricision (de l'ordre de 
quelques pourcenis) la participation 
der d i l fé ren ie r  f lores  à la 
fermentalion. 

Enfin. nous avons illustré ici 
]'utilisation de souches =riolori- 
ques marquées pour montrer 
limites ou les po5sibilitéc d'acci- 

i 1 . 
i 

\ 
! 

. - 
i i 

I 

I 
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marqutcs rentrent dans la panoplie 
des moyens doni I'crnolopue peut 
se doter pour accroitre toujours 
plus la maiirise de la'transforma- 
lion biologique qu'est la fermenia- 
lion alcoolique. 

Ce travail a Cté rkalisé avec l'aide 
d'une ATP-INRA n "4366, d'une 
aidc à I'innovalion de I'ANVAR et 
d'une aidc dans le cadre du contrat 

1 
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IV) CONTRIBUTION AU SEQUENCAGE DE LA REGION SACS-GERB 
DU -GENOME DE R-S S-S 

Lsubtilis 0 .  est  un bacille s p o r u l a n t  a é r o b i e ,  mobile ,  de 
2 d i m e n s i o n  0 ,7-0 ,8  x 2-3 p m  . Grâce à l a  r é s i s t a n c e  de  s o n  

endospore  à d i f f é r e n t s  t y p e s  de stress, B, subtiliç 
. . p e u t  ê t re  

i s o l é  à p a r t i r  d e s  s o u r c e s  les  p l u s  v a r i é e s .  L e s  c e l l u l e s  

v é g é t a t i v e s  s o n t  i m p l i q u é e s  d a n s  l a  d é g r a d a t i o n  d e  d i v e r s  

m a t é r i a u x  d ' o r i g i n e  v é g é t a l e  e t  a n i m a l e .  L e s  c o l o n i e s  de B, 
. a s u b t i l ~ s  s u r  m i l i e u  s o l i d e  s o n t  g é n é r a l e m e n t  r o n d e s  e t  

p e u v e n t  d e v e n i r  mar ron  l o r s  de l a  s p o r u l a t i o n .  L e  m i l i e u  
9 ,  minimum p o u r  l a  c r o i s s a n c e  v é g é t a t i v e  d e  B, s u b t  i l  1 s 

c o n t i e n t  d u  g l u c o s e  e t  des se l s  d'ammonium comme s e u l e s  

s o u r c e s  de c a r b o n e  e t  d ' a z o t e .  L s u b t i l i s  , . p o u s s e  e n t r e  pH 

5 , 5  e t  8 , 5  à une t e m p é r a t u r e .  pouvant  v a r i e r  de 1O0c à 50°c 

( S n e a t h  e t  a l . ,  1 9 8 6 ) .  L a  t e n e u r  en GC de l ' A D N  de  l a  souche  

t y p e  d e  EL s u b t i l i s  
m 0 (ATCC 6051) est de  42,9% (Fahnyet  e t  a l . ,  

1 9 8 5 ) .  

L e  c y c l e  c e l l u l a i r e  d e  B, s u b t i l 3 2  . . comprend 3  p h a s e s  

p r i n c i p a l e s ,  à s a v o i r  l a  c r o i s s a n c e  v é g é t a t i v e ,  l a  

s p o r u l a t i o n  e t  l a  g e r m i n a t i o n .  

L o r s  de l a  p h a s e  v é g é t a t i v e ,  l a  d i v i s i o n  c e l l u l a i r e  e s t  

c a r a c t é r i s é e  p a r  l a  f o r m a t i o n  d ' u n  sep tum a u  m i l i e u  de  l a  

membrane c y t o p l a s m i q u e  ( B u l l a  a n d  Hoch, 1 9 8 5 ) .  Duran t  l a  

c r o i s s a n c e  v é g é t a t i v e ,  l e s  a c i d e s  o r g a n i q u e s  s ' a c c u m u l e n t  

d a n s  l e  m i l i e u  d e  c u l t u r e  ( p y r u v a t e ) ,  ce q u i  r é s u l t e  e n  

l ' a b a i s s e m e n t  du pH j u s q u ' à  une v a l e u r  de  5  à 6 .  Lor s  de  l a  

t r a n s i t i o n  de l a  c e l l u l e  v é g é t a t i v e  à l a  c e l l u l e  s p o r u l a n t e ,  

l e s  acides o r g a n i q u e s  accumulés  d a n s  l e  m i l i e u  d e  c u l t u r e  

s o n t  r e p r i s  e t  m é t a b o l i s é s  p a r  les c e l l u l e s .  L e  c a t a b o l i s m e  

des a c i d e s  o r g a n i q u e s  accumulés  se t r a d u i t  a l o r s  p a r  u n e  

é l é v a t i o n  du pH du m i l i e u  d e  c u l t u r e  ( j u s q u ' à  pH 7 ) ,  e t  p a r  



l'accumulation dlATP et de NADH. L'initiation de la 

sporulation de B. subtilis est induite par une carence en 

source métabolisable de carbone, d'azote, ou de composés 

phosphorés (GTP) (Schaeffer et al., 196513 ; Sonenshein, 

1985). Toutefois, d'autres réponses sont également induites 

par de tels stress comme une mobilité accrue vers les plus 

hautes concentrations de substrats (Ordal et al., 1985), 

l'induction des enzymes du cycle de Krebs (Hanson et al., 

1963) et d'autres enzymes du catabolisme du carbone (Nihashi 

and Fujita, 1984 ; Doi, 1989), ou comme la dérépression des 

gènes codant pour les enzymes dégradatives extracellulaires 

telles que les protéases, les nucléases, les amylases, les 

phosphatases etc . . . afin de pouvoir utiliser les 

macromolécules présentes dans le milieu de culture 

(Schaeffer, 1969). . 
On distingue 7 stades différents dans la sporulation : 

les stades O, II, III, IV, V, VI, et VI1 (Schaeffer et al., 

1965a ; Ryter et al., 1966). ~a sporulation est un processus 

qui dure 6 à 8 heures, où chaque stade dure environ 1 heure 

(Doi, 1989). Il est également remarquable que certaines 

fonctions (compétence -cf. Dubnau, 1991-, . . . )  et enzymes 

(protéases, . . . )  qui apparaissent tout au long du processus 

de sporulation ne sont pas nécesaires à la sporulation 

(Warren, 1968; Kay and Warren, 1968 ; Waites et al., 1970 ; 

Kawamura and Doi, 1984 ; Yang et al., 1984). En outre, B. 
subtilis utilise de nombreux facteurs CT (holoenzymes de 1'ARN 

polymérase) durant la phase végétative, mais aussi et surtout 
durant la sporulation où des "cascades" de facteurs 0 

régulent 1 'expression de différents promoteurs (Losick and 

Pero, 1981 ; Moran et al., 1981a ; 1981b ; 1982 ; Doi, 

1982a ; Johnson et al., 1983 ; Chamberlin et al., 1985 ; Doi 

et al., 1985 ; Doi and Wang 1986 ; Stragier and Losick, 

1990). 

Le processus de germination se divise en 3 phases 

principales : l'activation, la germination et la croissance 

(outgrowth) (Keynan and Halvorson, 1965) . L'activation peut 



être induite par une courte exposition à une température 

élevée dans un milieu adéquat. La germination est le 

processus de conversion de la spore en une cellule active, et 

la croissance est le phénomène d'élongation de la cellule 

jusqu'à la formation d'une cellule végétative complète (Bulla 

et al., 1980 ; Setlow, 1981). L'importance des protéases au 

cours de la germination a été démontrée par Foster et 

Johnstone (1990) qui ont observé que des inhibiteurs de 

protéases pouvaient stopper la germination de Bacillus cereus 

ainsi que celle de Bacillus meaaterium à un stade précoce. 

B .  subtilis est un microorganisme d'intérêt 

biotechnologique bien établi. En particulier, B. subtilis est 
l'un des systèmes de choix avec L coli et S, cerevisiae pour 

diriger la sécrétion de homologues ou hétérologues. 

D'autre part, certaines de ses enzymes, dont les protéases, 

ont un intérêt industriel de tout premier plan. 

L'importance de l'étude de B. subtilis ne se borne pas 

aux seuls intérêts industriels. En effet, L subtilis est, 
après E. coli, le microorganisme le mieux connu du fait de 

l'intérêt porté à ses systèmes de recombinaison et de 

transformation génétique particuliers. En outre, cette 

bactérie est devenue le modèle principal pour l'étude de la 

sporulat ion. 

L'avènement et la banalisation de techniques efficaces 

permettant le clonage et le séquençage de l'ADN, ainsi que 

d'une technologie permettant le traitement des informations 

récoltées (informatique) rendent possible aujourd'hui l'étude 

du chromosome d'un organisme dans son entier. Ce changement 

d'échelle d'étude -de l'opéron au génome- s'avèrera 

certainement comme une étape importante de la Biologie. 



JJ SOU- 
L a  souche  t y p e  d e  B, s u b t ~ l i s  . # u t i l i s é e  d a n s  ce t te  é t u d e  

est  l a  souche  d e  B, s u b t i l i s  168 ( t r p C 2 )  ( S p i z i z e n ,  1958)  
u t i l i s é e  d a n s  l a  p l u p a r t  d e s  l a b o r a t o i r e s  ; cet te  souche  a 
é t é  f o u r n i e  p a r  Anagnos topou los  ( INRA,  J o u y - e n - J o s a s ) .  L e s  . . souches  d e  B. s u b t i l ~ s  QB692 (sacA321, n a r A l ) ,  QB6001 ( t rpC2 ,  
s a c T :  :aphA3) ( D e b a r b o u i l l é  e t  a l . ,  1990)  , QB25 ( s a c S 4 9 ,  
t r p C 2 )  ( L e p e s a n t  e t  a l . ,  1 9 7 2 ) ,  QB4238 ( t r p C 2 ,  
A ( d e g ~ d e g ~ )  : : aphA3) (Msadek e t  a l . ,  1 9 9 0 ) ,  e t  QB899 ( t h i C )  1 
p r o v i e n n e n t  d e  l a  c o l l e c t i o n  du l a b o r a t o i r e ,  l a  souche  BGSC 
1A486 ( l e u A 8 ,  r o d C 1 )  a é t é  f o u r n i e  p a r  l e  c e n t r e  BGSC 
( B a c i l  l u s  G e n e t i c  S t o c k  C e n t e r )  (Ohio  S t a t e  U n i v e r s i t y ,  
Columbus, O h i o ) .  L e s  s o u c h e s  d ' L  ç o l i  XL1-blue ( supE44 ,  

+ h s d R l 7 ,  r e c A 1 ,  endAl ,  gyrA46,  t h i ,  r e l A l ,  l a c - ,  F1 [p roAB 
1 a c 1 ~  laczhM15 TnlO ( te tR)  1 ) (Bul lock  e t  a l . ,  19871, TG1 (SupE, 

h s d 5 ,  t h i ,  A   lacp pro^^) , F' [ t r a D 3 6   pro^^+ l a c I q  l a c ~ A ~ 1 5 1  ) 

( G i b s o n  T .  J . ,  1984 ,  PhD t h e s i s ,  Cambr idge  U n i v e r s i t y ,  
A n g l e t e r r e ) ,  e t  FF283 E '  l acAx74,  a raD139,  [ a r a ~ ~ 0 1 ~ - l e u ]  l 

A7679, galU,  galK,  ~ P S L / F '  lac pro lac^^) (Brown and  F o u r n i e r ,  
1 9 8 4 )  p r o v i e n n e n t  d e  l a  c o l l e c t i o n  du l a b o r a t o i r e .  L e s  
s o u c h e s  d '  E .  c o l i  LE392 (supE44,  supF58 ,  h s d ~ 5 1 4  (=rk-mk-) , 
galK2, galT22,  metB1,  t r p R 5 5 ,  l acY1 ( = A ~ ~ c I z Y )  ) (Borck e t  a l . ,  
1976 ; Murray e t  a l . ,  1977)  e t  s o n  ly sogène  p o u r  l e  phage P2 
( P 2 3 9 2 )  o n t  é t é  f o u r n i e s  p a r  S t r a t a g e n e  ( L a  J o l l a ,  
C a l i f o r n i e )  . 

L e  phage h ~ i x 1 1  a  é té  f o u r n i  p a r  S t r a t a g e n e  e t  l e  phage 
M13mp8 (Mess ing  a n d  V i e i r a ,  1982)  p a r  Pha rmac ia  ( U p s a l l a ,  
S u è d e ) .  L e  p l a s m i d e  p B l u e s c r i p t  ( ~ m ~ ~ )  a é t é  f o u r n i  p a r  
S t r a t a g e n e  ; l e  p l a s m i d e  pJH101-NotI ( ~ m ~ ~ ~ m ~ ~ e t ~ )  a  é t é  
c o n s t r u i t  p a r  G l a s e r  ( U n i t é  de R é g u l a t i o n  d e  l ' E x p r e s s i o n  
G é n é t i q u e )  p a r  i n s e r t i o n  d ' u n  s i t e  N o t I  d a n s  l e  p l a s m i d e  
pJHlOl ( F e r r a r i  e t  a l . ,  1 9 8 3 ) ,  l e  p l a s m i d e  pAC5 (AmpRcmR) a 
é t é  c o n s t r u i t  p a r  M a r t i n - V e r s t r a e t e  ( U n i t é  d e  B i o c h i m i e  
M i c r o b i e n n e )  ; l e  p l a s m i d e  pMTL22 (AmpR) (Chambers e t  a l . ,  
1 9 8 8 ) ,  l e  p l a s m i d e  pSU21 ( c m R )  (Mar t inez  e t  a l . ,  1988)  e t  l e  
p l a s m i d e  pMK4 (&npRcmR) ( S u l l i v a n  e t  a l . ,  1984)  p r o v i e n n e n t  d e  
l a  c o l l e c t i o n  du l a b o r a t o i r e  ; l e  p l a s m i d e  pTCaphA3  a an^) 
(Trieu-Cuot  a n d  C o u r v a l i n ,  1983)  a é té  f o u r n i  p a r  Trieu-Cuot  
( U n i t é  des Agents  A n t i b a c t é r i e n s )  ; l e  p l a s m i d e  pMF2 (llrnpRcmR) 
a é t é  c o n s t r u i t  p a r  Kunst e t  D é b a r b o u i l l é  ( U n i t é  d e  Biochimie  
Mic rob ienne )  à p a r t i r  du p l a smide  pMFl ( D é b a r b o u i l l é  e t  a l . ,  
1987)  e n  p r o c é d a n t  à un échange  a l l é l i q u e  ( I g l e s i a s  e t  a l . ,  
1981)  du gène  sacY dans  l a  souche t y p e  de  B, s u b t i l i s  168.  



E;, coli a é té  c u l t i v é  sous  a g i t a t i o n  à 3i0C ou  4z0C ,  B, . , s a  é té  c u l t i v é  s o u s  a g i t a t i o n  à 37OC ou 45OC. L e s  
m i l i e u x  d e  c u l t u r e  u t i l i s é s  p o u r  L c o l i  s o n t  : l e  m i l i e u  
w L B w  (10 g / l  t r y p t o n e ,  5  g / l  Yeast E x t r a c t ,  5  g / l  N a C l ,  1 g / l  
g l u c o s e ) ,  l e  m i l e u  "SOBw (20 g / l  t r y p t o n e ,  5  g / l  Y e a s t  
E x t r a c t ,  0 , 5  g / l  N a C l ) ,  e t  l e  m i l i e u  "2YTW (16  g / l  t r y p t o n e ,  
10 g / l  Yeast E x t r a c t ,  5  g / l  N a C l ) .  B, s u b t i l i s  a  é t é  c u l t i v é  
s o i t  d a n s  du m i l i e u  "LB" , s o i t  d a n s  du  m i l i e u  " P e n a s s a y  
A n t i b i o t i c  Medium 3" ( D i f c o )  ( 1 , 5  g / l  Beef E x t r a c t ,  1 , 5  g / l  
Yeast E x t r a c t ,  5  g / l  p e p t o n e ,  1 g / l  d e x t r o s e ,  3 , 5  g / l  N a C l ,  
3.7 g / l  K 2 H P 0 4 ,  1 , 3  g / l  K H 2 P 0 4 ,  pH 7, 0 )  , s o i t  dans  du  m i l i e u  

- .  

minimum "MM" ( A n a g n o s t o p o u l o s  a n d  S p i z i z e n ,  1961)  (15  mM 
( N H 4 )  2S041  60 mM K 2 H P 0 4 ,  45 rnM K H , P 0 4 ,  1 , 5  mM MgS04, 1 g / l  
c i t ra te  de sodium t e t r a s o d i q u e ,  10 g / l  s o u r c e  de ca rbone ,  100 
m g / l  f a c t e u r  d ' a u x o t r o p h i e ) ,  s o i t  d a n s  du m i l i e u  de 
s p o r u l a t i o n  "SP" ( 8  g / l  N u t r i e n t  B r o t h ,  1 mM MgS04, 22 mg/ l  

c i t r a t e  amrnon ico fe r r ique ,  10  mM K C 1 ,  0 .5  mM CaC12, 10 pM 
MnC12). L e s  m i l i e u x  s o l i d e s  s o n t  o b t e n u s  e n  a j o u t a n t  a u  m i l i e u  

l i q u i d e  15 g / l  d ' a g a r  ( D i f c o ) .  L e s  c o l o n i e s  r é s i s t a n t e s  o n t  
é t é  s é l e c t i o n n é e s  chez  E. c o l i  e n  a j o u t a n t  s e l o n  les cas s o i t  
100 p g /  m l  d ' a m p i c i l l i n e ,  s o i t  5  pg /  m l  de  c h l o r a m p h é n i c o l ,  

s o i t  1 0 0  g  m l  d ' a m p i c i l l i n e  e t  2 , 5  p g /  m l  de 
c h l o r a m p h é n i c o l .  L e s  n i v e a u x  d e  s é l e c t i o n  u t i l i s é s  chez  B, . 0 s u b t i l i s  é t a i e n t  d e  5 pg/  m l  de  ch lo ramphén ico l ,  ou 5 pg/ m l  

d e  kanamycine,  ou 1 pg /  m l  d ' e r y t h r o m y c i n e  e t  25 p g /  m l  de 
l i n c o m y c i n e .  

L e s  souches  b a c t é r i e n n e s  o n t  é té  c o n s e r v é e s  à -70°C d a n s  
du m i l i e u  de  c u l t u r e  a d d i t i o n n é  d e  15% de  g l y c é r o l .  

51 CULTURE DU PHAGE & 
L e  phage h a  é té  c u l t i v é  s u r  l e s  souches  d l E .  ç o l i  LE392 

ou PZ392 ; ce t t e  d e r n i è r e  est  u t i l i s é e  p o u r  b é n é f i c i e r  du  
phénomène  d ' i n h i b i t i o n  d e  f e r t i l i t é  d e s  p h a g e s  h non 

r ecombinan t s  p a r  l e  phage P2 .  L e  phage h a  é t é  d i l u é  d e  f açon  
a d é q u a t e  dans  du tampon SM (50 mM T r i s ,  10 mM MgSO4, 100 mM 

NaCl, 0 ,01% g é l a t i n e ,  pH 8,O) ou dans  du m i l i e u  LB a d d i t i o n n é  
de 10  mM MgS04 (LBM) ,  p u i s  d e s  c e l l u l e s  d'IL_ c o l i  LE392 ou  

P2392 c u l t i v é e s  e t  d i l u é e s  dans  du m i l i e u  LBM à une d e n s i t é  
o p t i q u e  à 600 nm d e  0 , 4  o n t  é t é  i n f e c t é e s  à l a  m u l t i p l i c i t é  
d ' i n f e c t i o n  c h o i s i e  (moi) pendant  1 5  min à 37OC. L e s  c e l l u l e s  
i n f e c t é e s  o n t  é t é  d i l u é e s  d a n s  5  m l  d e  g é l o s e  m o l l e  fondue  
(10  g / l  t r y p t o n e ,  5  g / l  Yeas t  E x t r a c t ,  5  g / l  NaCl, 2  g / l  
MgS04, 5  g / l  a g a r o s e ) ,  e t  l e  mélange a  é t é  déposé  s u r  d e s  



b o î t e s  h ( 1 0  g / l  t r y p t o n e ,  5 g / l  NaCl, 2  g / l  MgSO*, 10 g / l  

a g a r o s e )  ou m g  (10  g / l  t r y p t o n e ,  1 g / l  Yeast E x t r a c t ,  8  g / l  
NaCl, 2  g / l  MgSOII 1 5  g / l  a g a r )  . Après s o l i d i f i c a t i o n  de l a  
g é l o s e  m o l l e ,  les b o î t e s  o n t  é té  i n c u b é e s  une  n u i t  à 3 7 ' ~ .  

6 )  P E W ' O N  D 'UN DE P m  

L e s  s t o c k s  d e  phages  h o n t  é t é  p r é p a r é s  e n  d é p o s a n t  5 m l  

de tampon SM s u r  u n e  b o î t e  h ou  RMg q u i  a  é té  i n c u b é e  à 37OC 
t o u t e  une n u i t  d a n s  d e s  c o n d i t i o n s  de l y s e  c o n f l u e n t e .  Après  
é l u t i o n  d e s  p a r t i c u l e s  d e  p h a g e s  ( d e  1 à 24 h  à 4OC), l e  
t a m p o n  SM a é t é  r é c u p é r é ,  p u i s  q u e l q u e s  g o u t t e s  d e  
c h l o r o f o r m e  y  o n t  é t é  a j o u t é e s  a f i n  d e  t u e r  t o u t e  c e l l u l e  
b a c t é r i e n n e .  La s u s p e n s i o n  a e n s u i t e  é t é  s t o c k é e  à 4OC 
j u s q u ' à  u t i l i s a t i o n .  

PHAGE M l ?  
La s o u c h e  XL1-Blue d ' E .  s o l i  a  é t é  t r a n s f e c t é e  a v e c  l e  

mélange  d e  l i g a t i o n  du phage  M13mp8 ( c l o n a g e  e n  shotgun)' p a r  
l a  mé thode  d e  Hanahan ( 1 9 8 3 ) .  L e s  c e l l u l e s  t r a n s f e c t é e s  
a d d i t i o n n é e s  de  200 p l  d ' u n e  c u l t u r e  d e  n u i t  o n t  é t é  d i l u é e s  
d a n s  3  m l  de RTop f o n d u  ( 1 0  g / l  t r y p t o n e ,  1 g / l  Y e a s t  
E x w t r a c t ,  8  g / l  NaCl, 8  g / l  a g a r ,  2  m l / 1  d ' u n e  s o l u t i o n  
m o l a i r e  de CaCl*, 5 m l / l  d ' u n e  s o l u t i o n  de g l u c o s e  à 2 0 % ) ,  

p u i s  l e  m é l a n g e  a  é t é  d é p o s é  s u r  des b o î t e s  L B .  A p r è s  
s o l i d i f i c a t i o n  du RTop, les b o î t e s  o n t  é té  i n c u b é e s  une  n u i t  
à 37OC. 

8 )  DETFLTION D E L ' A C T I V I T E  DE LA P - G a L B C T O S I D W  

L ' a c t i v i t é  d e  l a  p - g a l a c t o s i d a s e  ( c o u l e u r  b l e u e  = 

p o s i t i f )  a  é t é  détectée chez  G, en  a j o u t a n t  au  m i l i e u  de 

c u l t u r e  u t i l i s é  40 p l /  b o î t e  d ' u n e  s o l u t i o n  de 20 m g /  m l  d e  

Xga l  d a n s  de l a  d i m é t h y l f o r m a m i d e  e t  20 / L 1 /  b o î t e  d ' u n e  
s o l u t i o n  aqueuse  d e  100 mM dlIPTG. 

91 T W U F O W A T I O N  DE C E L L U L E  CCQMPETENES D ' E .  C O U  
L e s  e x p é r i e n c e s  de t r a n s f o r m a t i o n  d e s  c e l l u l e s  d ' L  c o l t  

o n t  é té  e f f e c t u é e s  s e l o n  l a  méthode d e  Hanahan (1983)  e t  
s e l o n  l a  méthode décri te p a r  Dage r t  e t  E h r l i c h  (1979) 

20) S F O U T I O N  DE B T a J a U L F S  COMPETENTES DE R . 
s Y E z u L s  

L e s  c e l l u l e s  compé ten te s  d e  B, s u b t i l i s  o n t  é t é  o b t e n u e s  
e t  t r a n s f o r m é e s  s e l o n  l e s  p r o t o c o l e s  d é c r i t s  p a r  
Anagnos topou los  e t  S p i z i z e n  (1961)  e t  Kunst e t  c o l l .  (1988) . 
L a  p é r i o d e  d ' e x p r e s s i o n  p h é n o t y p i q u e  a  é t é  r é a l i s é e  e n  
p r é s e n c e  de q u a n t i t é s  s o u s - i n h i b i t r i c e s  d ' a n t i b i o t i q u e  a f i n  
d e  l e v e r  l e s  phénomènes  d ' a t t é n u a t i o n  t r a d u c t i o n n e l l e  
(Bechhofe r ,  1990 ; L o v e t t ,  1990 ; Rogers  e t  a l . ,  1 9 9 0 ) .  



1 ISOLEMENTDADN 
a)  ADN chromoçomiaue 
L'ADN chromosomique a é té  p r é p a r é  s e l o n  l a  méthode  

décrite p a r  Msadek e t  c o l l .  (1990) . 
bl ADN pl- 

. . 
L'ADN p l a s m i d i q u e  a  é t é  p r é p a r é  e n  g r a n d  volume e n  

u t i l i s a n t  des c o l o n n e s  Q i a g e n  s e l o n  l e  p r o t o c o l e  décr i t  p a r  
l e  f o u r n i s s e u r .  L e s  m i n i p r é p a r a t i o n s  d ' A D N  p l a s m i d i q u e  o n t  
é té  e f f e c t u é e s  s e l o n  l a  méthode d é c r i t e  p a r  Sambrook e t  c o l l .  
( 1 9 8 9 ) .  

L e s  p r é p a r a t i o n s  e n  g r a n d  volume (1 1) d'ADN du phage h 
o n t  é té  réalisées e n  u t i l i s a n t  l a  méthode d e s  c o l o n n e s  Q i a g e n  
s e l o n  l e  p r o t o c o l e  décr i t  p a r  l e  f o u r n i s s e u r .  L e s  l y s a t s  de 
phage  u t i l i s é s  o n t  é té  o b t e n u s  en  m i l i e u  l i q u i d e  comme d é c r i t  
p a r  Sambrook e t  c o l l .  (1989) ,  ou e n  m i l i e u  s o l i d e  s u r  b o î t e  h 
comme d é c r i t  précédemment p o u r  l ' o b t e n t i o n  des s t o c k s  de 
p h a g e s .  
L e s  m i n i p r é p a r a t i o n s  de phages  h o n t  é té  réalisées e n  s u i v a n t  
u n e  m o d i f i c a t i o n  du p r o t o c o l e  décr i t  p a r  Sambrook e t  c o l l .  
(1989)  . Une p l a g e  d e  phage h . r ecombinan t  a  é té  m i s e  à é l u e r  

d a n s  200 p l  d e  tampon SM pendan t  4 à 6  h  à 4OC. Une c u l t u r e  
d l E .  c o l i  LE392 d i l u é e  à une d e n s i t é  o p t i q u e  à 600 nm de  0 , 4  
à 0 , 5  a é té  i n f e c t é e  (200 p l )  a v e c  50 p l  de l a  s u s p e n s i o n  de 
p h a g e s  ; les  c e l l u l e s  i n f e c t é e s  o n t  a l o r s  é té  d i l u é e s  dans  4 
m l  de g é l o s e  mol l e  fondue,  e t  l e  mélange a é té  déposé  s u r  une  
b o î t e  h ( o b t e n t i o n  d ' u n e  l y s e  c o n f l u e n t e ) .  Après  une n u i t  
d ' i n c u b a t i o n  à 37OC, 3  m l  de  tampon SM o n t  é té  d é p o s é s  s u r  l a  
g é l o s e  ' e t  l a  b o î t e  de P é t r i  a é t é  a g i t é e  à 4OC a f i n  de 
p e r m e t t r e  l ' é l u t i o n  du phage .  L e  s t o c k  de phages  a i n s i  ob tenu  
( 2  m l )  a é té  t r a n s f e r é  dans  un t u b e  Eppendorf p u i s  c e n t r i f u g é  
1 0  s a f i n  d ' é l i m i n e r  l es  bactéries.  Une s o l u t i o n  (2  p l )  de 
D N a s e  ( 0 , 5  mg/ m l )  e t  R N a s e  ( 0 , 5  mg/ m l )  a é t é  a j o u t é e  a u  
s u r n a g e a n t ,  p u i s  l e  mélange a  é té  i n c u b é  15  min à 37OC. Après  
a d d i t i o n  d ' u n  volume d ' u n e  s o l u t i o n  de 20% (w/v) de PEG60oo e t  
de 2  M N a C l ,  l e s  p h a g e s  o n t  é té  p r é c i p i t é s  p a r  i n c u b a t i o n  
p e n d a n t  1 h  à   OC. L e  s u r n a g e a n t  a  é t é  é l i m i n é  
q u a n t i t a t i v e m e n t  a p r è s  une c e n t r i f u g a t i o n  p e n d a n t  10  min à 
 OC, 10000 rpm. L e  c u l o t  d e  p h a g e s  a a l o r s  é t é  r e s u s p e n d u  
d a n s  250 p l  de  TE (10  mM T r i s ,  1 mM EDTA, pH 8 , 0 ) ,  p u i s  5  p l  
d ' u n e  s o l u t i o n  d e  SDS à 10% o n t  é té  a j o u t é s .  Après  5  min 
d ' i n c u b a t i o n  à 68O~,  10 p l  d ' u n e  s o l u t i o n  de NaCl 5 M o n t  é t é  
a j o u t é s  e t  une e x t r a c t i o n  a u  p h é n o l  s u i v i e  d ' u n e  e x t r a c t  i o n  
a u  c h l o r o f o m e  o n t  é t é  r é a l i s é e s .  L ' A D N  o b t e n u  a p r è s  



p r é c i p i t a t i o n  à l ' é t h a n o l  a  f i n a l e m e n t  é t é  d i s s o u s  d a n s  50 p l  
de TE e t  c o n s e r v é  à 4OC. 

d )  ADN s i m ~ l e  b r i n  du ~ h a a e  M l 3  
Les  m i n i p é p a r a t i o n s  d e s  matrices s i m p l e  b r i n  p r o v e n a n t  

des phages  r e c o m b i n a n t s  M13mp8 o n t  é té  r é a l i s é e s  à l ' a i d e  de 
m i c r o p l a q u e s  d e  96 p u i t s  (Nunc) e t  d ' u n e  c e n t r i f u g e u s e  GPR 
(Beckman) e n  u t i l i s a n t  l e  p r o t o c o l e  d é c r i t  p a r  Eperon  (1986)  
e t  Epe ron  e t  c o l l .  (1988)  e t  m o d i f i é  p a r  S m i t h  e t  c o l l .  
( 1 9 9 0 ) .  L e s  m a t r i c e s  d o u b l e  b r i n  p r o v e n a n t  des p h a g e s  
r e c o m b i n a n t s  M13mp8 o n t  é té  c u l t i v é e s  p e n d a n t  6  h  d a n s  l a  
souche  d ' L  c o l i  XL1-Blue (1 m l  d ' u n e  d i l u t i o n  au 1/100 d ' u n e  
c u l t u r e  d e  n u i t  d a n s  du 2YT) e t  i s o l é e s  s e l o n  l e  p r o t o c o l e  d e  
B i rnbo im e t  Doly (1979)  d o n t  l ' e x t r a c t i o n  a u  p h é n o l  e t  a u  
c h l o r o f o r m e  a  é té  r emplacée  p a r  une p r é c i p i t a t i o n  a u  c h l o r u r e  
de l i t h i u m  à une c o n c e n t r a t i o n  f i n a l e  de 2  M d o n t  l e  r ô l e  est 
de p r é c i p i t e r  ARN e t  p r o t é i n e s .  

e )  R a r a c t i o n  d ' A D N  a  g a y t i r  d'yn sel d l a a a r o s e  
L e s  e x t r a c t i o n s  d'ADN à p a r t i r  de f r a g m e n t s  d ' a g a r o s e  

o n t  é t é  c o n d u i t e s  e n  u t i l i s a n t  l e  k i t  GeneClean ( B i o l O l )  e n  
s u i v a n t  l e  protoco1.e  d é c r i t  p a r  l e  f o u r n i s s e u r .  

f )  E l e c t r o é l u t i o n  
L e s  f r a g m e n t s  à e l e c t r o é l u e r  o n t  é t é  p l a c é s  d a n s  des 

c u p u l e s  à é l e c t r o é l u t i o n  p l a c é e s  d a n s  un b a c  à é l e c t r o é l u t i o n  
c o n t e n a n t  du TAE 0 , 2 5  X .  L ' é l e c t r o é l u t i o n  a é té  e f f e c t u é e  à 
80 V p e n d a n t  1 h  30 ,  p u i s  l a  p o l a r i t é  a é té  i n v e r s é e  pendan t  
30 s a f i n  de d é t a c h e r  l ' A D N  d e  l a  membrane à d i a l y s e .  Après  
e x t r a c t i o n  du bromure d ' é t h i d i u m  à l ' a i d e  d e  b u t a n o l ,  l ' A D N  a 
é té  p u r i f i é  p a r  e x t r a c t i o n  a u  p h é n o l  e t  a u  c h l o r o f o r m e  p u i s  
r e s u s p e n d u  d a n s  du TE a p r è s  p r é c i p i t a t i o n  d a n s  de  l ' é t h a n o l  à 
1 0 0 % .  

171 S Y N ~ E  D T O ~ ~ O T I D M  
L e s  o l i g o n u c l é o t i d e s  u t i l i s é s  o n t  é t é  s y n t h é t i s é s  à 

l ' a i d e  d ' u n  s y n t h é t i s e u r  d'ADN " C y c l o n e  P l u s  D N A  
S y n t h e t i s e u r "  ( M i l l i g e n / B i o s e a r c h ,  D i v i s i o n  o f  M i l l i p o r e ,  
Bedford, M a s s a c h u s s e t s )  . 

P C R X M E U S P G E l U N  REUTION1 
L e s  r é a c t i o n s  d e  PCR o n t  é t é  c o n d u i t e s  e n  u t i l i s a n t  

1 'ADN po lymérase  d e  Thermus a a u a t i c u s  (Taq p o l y m é r a s e )  ( N e w  
Eng land  B i o l a b s )  s e l o n  les c o n d i t i o n s  d é c r i t e s  p a r  Msadek e t  
c o l l .  ( 1 9 9 0 )  e n  u t i l i s a n t  un b a i n  sec programmé ("Hybaid,  
Tedd ing ton ,  A n g l e t e r r e )  . 

1 4 1  ENZYMES 
L e s  enzymes  de r e s t r i c t i o n  o n t  é t é  f o u r n i e s  p a r  

Pha rmac ia  , N e w  Eng land  B i o l a b s ,  e t  Boehringer-Mannheim. L a  
l i g a s e  du phage  T 4  a  é t é  f o u r n i e  p a r  N e w  England B i o l a b s  ou  



par Pharmacia (clonage en shotgun dans M13), le fragment 
Klenow de l'ADN polymérase 1 a été fourni par Boehringer- 
Mannheim, l'ADN polymérase du phage T4 et l'ADN polymérase du 
phage T7 ont été fournies par Pharmacia. Toutes les enzymes 
ont été utilisées selon les recommandations du fournisseur. 

ON DE C- 
Les marquages par translation de césure (Rigby, 1977) 

ont été effectués à l'aide d'un kit de translation de césure 
(Boehringer-Mannheim) en ce qui concerne les sondes 
radioactives, et à l'aide du kit "Bionick Labeling Systemw 
(BRL) en ce qui concerne les sondes froides, en suivant les 
indications du fournisseur. Après 40 min d' incubation à 
température ambiante (sondes radioactives) ou 1 h 
d'incubation à 16OC (sondes froides), les réactions de 
translation de césure ont été stoppées par addition de 4 pl 

dlEDTA 250 mM pour 20 pl de mélange réactionnel. La sonde a 

été précipitée par addition (pour 20 pl de mélange 

réactionnel) de 20 pl d'acétate d'ammonium 5 MI 10 pg de 

Dextran T40 et 110 pl d'éthanol 100%, suivie d'une incubation 
pendant 15 min dans un bain de glace pour permettre à l'ADN 
de précipiter. 

16) TRANSFERT DE T l '  ADN SUR D E S  
Les Sou thern  b l o t  ont été réalisés comme décrit par 

Sambrook et coll. (1989) sur des membranes de nylon "Hybond 
N" type RPN203N (Amersham). L'ADN a été fixé à la membran par 
exposition aux rayons UV en utilisant un wFluolinkw (Vilber 

2 Lourmat, Torcy, France) réglé pour délivrer 3 J/ cm . 
Les transferts de l'ADN de phages Ml3 ou de phages h ont été 
réalisés selon un protocole standard. Des membranes de 
nitrocellulose (Référence 401144, Schleicher and Schuell, 
Dassel, Allemagne ; ou Hybond C type RPN82C, Amersham) ont 
été utilisées pour l'hybridation avec des sondes 
radioactives, et des membranes de nylon (Hybond N type 
RPN82N, Amersham) ont été utilisées pour l'hybridation avec 
des sondes froides. L'utilisation de membranes de nylon 
apparait nécessaire pour les détections des sondes froides, 
sans doute du fait de la faculté du nylon de modifier la 
longueur d ' onde du spectre de chemiluminescence (Tizard et 
al., 1990). Les membranes ont été déposées pendant 5 min à 
température ambiante sur les boîtes de Pétri, préalablement 
incubées à 4'~ pendant 30 min afin de raffermir la gélose. 
Elles ont ensuite été déposées pendant 5 min à température 
ambiante sur du papier Whatman imprégné de tampon de 
dénaturation (0,5 N NaOH, 1,5 M NaCl) puis neutralisées sur 
du papier Whatman imbibé de tampon de neutralisation (1 M 
Tris, 0,75 M NaCl, pH 7,O) pendant 5 min à température 
ambiante. Des repères (1 ng de la sonde dénaturée) ont 
ensuite été déposés (1 pl) afin de pouvoir déterminer la 



p o s i t i o n  r e l a t i v e  d e  l a  membrane p a r  r a p p o r t  à l a  b o î t e  de 
P é t r i .  L 'ADN a e n s u i t e  é té  f i x é  s u r  les membranes p a r  c u i s s o n  
pendan t  2  h  à 80°c. - 

L e s  membranes o n t  é té  p r é h y b r i d é e s  pendan t  1 5  min à 42OC 
d a n s  du tampon de p r é h y b r i d a t i o n  (SXSSPE, 50% formamide)  
(2OXSSPE = 174 g / l  N a C l ,  27 ,5  g / l  N a H 2 P 0 4 . H 2 0 ,  7 , 5  g / l  EDTA, 

pH du mélange dans  800 m l  d ' e a u  a j u s t é  à 6,55  p u i s  complé té  à 
1 1) .  L e s  s o n d e s  d'ADN o n t  é té  d é n a t u r é e s  d a n s  un ba in -mar i e  
p e n d a n t  5  min à 100°c ou dans  un b a i n  sec à 100°c pendan t  10  
min .  La s o n d e  d é n a t u r é e  (300000 à 350000 cpm/ m l  p o u r  les 
s o n d e s  r a d i o a c t i v e s ,  e t  d e  0 , 5  à 1 p.g d'ADN pour  les sondes  
f r o i d e s )  a e n s u i t e  é t é  r a j o u t é e  a u  tampon d ' h y b r i d a t i o n  
(5XSSPE, 50% formamide, 1 X  Denhard t )  (50X Denhard t  = 5 g / l  
f i c o l l ,  5  g / l  p o l y v i n y l p y r r o l i d o n e ,  5  g / l  a lbumine  b o v i n e  - 
BSA-) e t  p o u v a i t  ê t r e  c o n s e r v é e  d a n s  ce tampon à 4 O C  e t  
r é u t i l i s é e  p l u s i e u r s  f o i s  s a n s  a u t r e  é t a p e  de d é n a t u r a t i o n .  
L ' h y b r i d a t i o n  a é t é  r é a l i s é e  à 42OC p e n d a n t  1 5  h 
( é v e n t u e l l e m e n t  j u s q u ' à  65 h ) .  T r o i s  l a v a g e s  o n t  e n s u i t e  é t é  
e f f e c t u é s  à 42OC p e n d a n t  1 5  min d a n s  du  t ampon  d e  
p r é h y b r i d a t i o n ,  du .2XSSPE-O, 1% SDS, e t  du 0,5XSSPE-O, 1% SDS . 
L e s  membranes q u i  o n t  é t é  h y b r i d é e s  a v e c  une  s o n d e  f r o i d e  
m a r q u é e  à l a  b i o t i n e  o n t  é t é  t r a i t é e s  s u i v a n t  u n e  
m o d i f i c a t i o n  du p r o t o c o l e  f o u r n i  p a r  BRL p o u r  l e  k i t  
"Photogenel '  (BRL). Les membranes (10 membranes de  d i a m è t r e  85  
mm ou  1 b l o t  d e  180x160 mm2)  h y b r i d é e s  e t  l a v é e s  o n t  é t é  
r i n c é e s  p e n d a n t  1 min d a n s  100  m l  d ' u n e  s o l u t i o n  de TBS- 
Tween20 ( 1 0 0  mM T r i s ,  150 mM NaCl, 0 , 0 5 %  w/v Tween2O = 
p o l y o x y e t h y l e n e  s o r b i t a n  mono lau ra t e ,  pH 7 , 5  a  j u s t é  à 1 ' a i d e  
d ' a c i d e  c h l o r h y d r i q u e  4 M )  (Tween20 Sigma) p u i s  i n c u b é e s  à 
65OC pendan t  1 h d a n s  200 m l  d ' u n e  s o l u t i o n  d ' a l b u m i n e  bov ine  
( 6  g d e  BSA/ 200 m l  d e  TBS-Tween20) (BSA r é f é r e n c e  735086, 
Boehringer-Mannheim) . La s o l u t i o n  de BSA p e u t  ê t re  r é u t i l i s é e  
de nombreuses  f o i s  e t  s t o c k é e  à 4 ' ~  a p r è s  a d d i t i o n  d e  0 ,01% 
d ' a z i d e  de s o d i u m  d o n t  l e  r ô l e  e s t  d ' e m p ê c h e r  t o u t e  
p r o l i f é r a t i o n  b a c t é r i e n n e .  Après c e n t r i f u g a t i o n  pendan t  4 min 
a f i n  d ' é v i t e r  l ' a d d i t i o n  d e  m o l é c u l e s  p r é c i p i t é e s ,  l e  
c o n j u g u é  streptavidine-phosphatase a l c a l i n e  (SA-AP) e s t  
a j o u t é  à du tampon TBS-Tween20 (50 m l  t o t a l  e t  15  p l  d e  SA- 
A P )  d a n s  l e q u e l  l e s  membranes s o n t  i n c u b é e s  1 0  min à 
t e m p é r a t u r e  a m b i a n t e ,  p u i s  l a v é e s  deux  f o i s  d a n s  250 m l  d e  
TBS-Tween20 pendan t  1 5  min à t e m p é r a t u r e  ambian te .  Un d e r n i e r  
l a v a g e  e s t  e f f e c t u é  à t e m p é r a t u r e  a m b i a n t e  d a n s  d u  " F i n a l  
Wash B u f f e r "  1 X  ( f o u r n i  a v e c  l e  k i t )  p e n d a n t  1 h 45 à 2 h .  
Après  a v o i r  e n l e v é  l ' e x c è s  d e  l i q u i d e  d e s  membranes à l ' a i d e  
de p a p i e r  b u v a r d ,  l e  r é a c t i f  de d é t e c t i o n  (300 p l /  membrane 
ou 1 à 2 m l  p a r  b l o t )  est  r é p a r t i  d e  f a ç o n  homogène s u r  
chaque  membrane q u i  est  e n s u i t e  enve loppée  dans  u n e  f e u i l l e  
de s a r a n  p u i s  p l a c é e  dans  une cassette pour  a u t o r a d i o g r a p h i e .  
L e  s i g n a l  o b t e n u  est  s t a b l e  pendan t  24 h a p r è s  une p é r i o d e  de 
3 à 5 h d u r a n t  l a q u e l l e  il se déve loppe .  



1 AUTO-10- 
Les f i lms  u t i l i s é s  pour l ' au toradiographie  é t a i e n t  des f i lms  
Kodak X-OMAT AR ou DEF5 (Eastman Kodak), ou hyperf i lm 
(Arnersham) . Les autoradiographies  des g e l s  de séquence ont  
é t é  r é a l i s é e s  à l ' a i d e  de f i lms  Fu j i  X-Ray ( F u j i )  . Les f i lms  
ont  é t é  développés à l ' a i d e  d'une machine à développer Kodak 
X-OMAT "Processor Mode1 ME3" (Eastman Kodak) . 
s 

Les é lec t rophorèses  analy t iques  ont é t é  r é a l i s é e s  s u r  
g e l  d 'agarose  à 0,7% (1,5% pour l e s  produi t s  de PCR)  dans du 
tampon TAE ( 4  mM T r i s  acé ta te ,  1 mM EDTA, pH 8,O) a j u s t é  avec 
de l ' a c i d e  a c é t i q u e .  Des s o l u t i o n s  de b leu  de bromophénol 
(50% glycérol ,  0 , l  M EDTA, 0,3% bleu de bromophénol ; ou 25% 
g l y c é r o l ,  5% SDS, 0,025% b l e u  de bromophénol) ont é t é  
a joutées  aux échant i l lons  comme marqueur de migration. 
L 'ADN a  é t é  v i s u a l i s é  à l ' a i d e  de bromure d 'é thidium ( s o i t  1 

pg/ m l  dans l e  tampon de migration, s o i t  après  migration dans 

des  s o l u t i o n s  de 1 pg/ m l  de bromure d ' é t h i d i u m )  p a r  
i r r a d i a t i o n  aux rayons UV.  Les pho tograph ies  ont  é t é  
r é a l i s é e s  en u t i l i s a n t  des f i lms  Polaroïd type 665 à l ' a i d e  
d'un f i l t r e  rouge Kodak Wratten # 23A. 
Les é lec t rophorèses  en champs. pulsé  ont é t é  e f fec tuées  dans 
du tampon TBE (25 mM T r i s ,  90 rnM acide borique, 2 ,5  mM EDTA, 
pH 8 , 5 )  avec un F A  Rotor (Rotaphor t y p e  I V ,  Biometra, 
Gottingen, Allemagne) . L'angle du r o t o r  a  v a r i é  de 120 à 95O, 
l e  temps de pulsa t ion  a  v a r i é  de façon l i n é a i r e  de 30 à 3  s r  
l a  tens ion  de migration u t i l i s é e  é t a i t  de 200 V .  La migration 
s ' e s t  e f f e c t u é e  à 10°C s u r  g e l  d 'agarose  h o r i z o n t a l ' à  1% 
pendant 1 6  h .  

PROTEOUTIOUE 
L ' a c t i v i t é  pro téoly t ique  des phages recombinants i s o l é s  

a  é t é  dé tec tée  en in fec tan t  des c e l l u l e s  d 'G ,  LE392 avec 
l e s  phages à t e s t e r ,  e t  en déposant su r  des b o î t e s  h l e s  
c e l l u l e s  i n f e c t é e s  d i l u é e s  dans du T Y N M  agarose (10 g / l  
t ryptone,  5  g / l  Yeast Ext rac t ,  5  g / l  NaCl, 2 g / l  MgS04, 4 g / l  

agarose)  supplémenté de l a i t  écrêmé (80 g / l )  e t  de 2 mM de 
c h l o r u r e  de calcium. Un r é s u l t a t  p o s i t i f  e s t  c a r a c t é r i s é  
après  1 6  h  d ' incubat ion  à 37OC par  une c l a r i f i c a t i o n  du l a i t  
écrêmé . 
21) DETECTION DU CARACTERE CONSTITUTIF DE La 
SACCHARASE 

Les colonies  à t e s t e r  ont é t é  recouvertes  d 'un  mélange 
d ' a g a r  fondu à 7,5 g / l ,  de 25% de sucrose,  de 5  mg/ m l  de 
lysozyme, e t  de 250 pg/ m l  de chloramphénicol .  Après 
incubat ion  pendant 15 min à 37OC, l a  présence de glucose a  
é t é  d é t e c t é e  à l ' a i d e  du k i t  "God-Perid" de d é t e c t i o n  du 



glucose (Boehringer-Mannheim). Une coloration verte indique 
la présence de glucose et donc la présence de saccharase. 

L'encapsidation des phages h~ix11 recombinants a été 
réalisée en utilisant un kit d'encapsidation "Gigapack XL" de 
Stratagene selon les instructions du fournisseur. 

L'ADN des phages h recombinants a été soniqué à l'aide 
d'un sonicateur Vibra-Ce11 (Sonics and Materials, Danbury, 
Connecticut) . 

2 4 1  REPARATION DES S F- 
D'ADN 

Les extrémités 5' et 3' des fragments d'ADN ont été 
réparés à l'aide du fragment Klenow de l'ADN polymérase 1 
(Boehringer-Mannheim) ou à l'aide de l'ADN polymérase du 
phage T4 (Pharmacia) soit pour obtenir un remplissage pa'rtiel 
des sites de restriction, soit pour obtenir des extrémités 
franches . 

EN SHOTGUN DANS LE PHAGE M 1 3 d  
Le phage M13mp8 coupé par SmaI et déphosphorylé a été 

fourni par Pharmacia. L'ADN à cloner a été soniqué, les 
extrémités 5' et 3' ont ensuite été réparées à l'aide du 
fragment Klenow de la polymérase 1, puis l'ADN a été séparé 
par électrophorèse sur gel d'agarose à 1% en fragments de 500 
à 800 paires de bases (bp), 800 à 1000 bp, 1000 à 1500 bp. 
Les fragments ont ensuite été purifiés du gel d'agarose à 
l'aide d'un kit GeneClean (Bio 101) puis une deuxième 
réparation a été opérée à l'aide de l'ADN polymérase du phage 
T4 (Pharmacia) . Après avoir inactivé l'ADN polymérase par 
incubation pendant 15 min à 70°C, la ligation des fragments 
avec le phage M13mp8 a été effectuée à l'aide de la ligase du 
phage T4 (Pharmacia) en utilisant un rapport vecteur/ insert 
de 2/1. La souche d ' L  coli XL1-Blue a ensuite été 
transfectée par le mélange de ligation obtenu en utilisant le 
protocole décrit par Hanahan (1983) et les phages 
recombinants ont été détectés à l'aide d'IPTG et de Xgal. Les 
plages blanches ont été repiquées sur des boîtes LB fraîches, 
et les phages contenant un insert d'ADN chromosomique ont été 
détectées par hybridation des phages transferées sur des 
membranes de nitrocellulose, hybridées avec une sonde 

3 2 radioactive obtenue par marquage au P de l'insert d'ADN 
chromosomique de B,  subtil^ s . ,  séparé de l'ADN du phage h par 
digestion avec l'enzyme Sa11 et électrophorèse sur gel 
d' agarose. 



- 
L e s  s é q u e n c e s  o n t  é t é  o b t e n u e s  p a r  l a  mé thode  des 

d i d é o x y n u c l é o t i d e s  d é v e l o p p é e  p a r  S a n g e r  e t  c o l l .  (1977)  e n  
u t i l i s a n t  l ' A D N  po lymérase  du phage  T7 (Tabor  a n d  R icha rdson ,  
1 9 7 7 ) ,  f o u r n i e  p a r  Pha rmac ia .  L e s  amorces  u t i l i s é e s  é t a i e n t  
CAGCACTGACCCTTTTG ( p r i m e r  -40) e t  AACAGCTATGACCATG ( r e v e r s e  
p r i m e r ) ,  p o u r  l a  forme s i m p l e  b r i n  e t  l a  forme r é p l i c a t i v e  d u  
phage  M13, r e s p e c t i v e m e n t .  L e s  r é a c t i o n s  d e  séquence  o n t  é té  
réalisées automat iquement  en  u t i l i s a n t  un  r o b o t  " D i l u t o r  401" 
( G i l s o n  Medical E l e c t r o n i c s ,  Midd le ton ,  Wiscons in)  . L e s  g e l s  
d ' a c r y l a m i d e  o n t  é té  réalisés e n  c o n d i t i o n s  d é n a t u r a n t e s  ( 7  M 
u r é e )  e t  e n  g r a d i e n t  de tampon comme décr i t  p a r  B i g g i n  e t  
c o l l .  (1983)  a f i n  d e  p e r m e t t r e  une  r é p a r t i t i o n  des b a n d e s  

~ r e l a t i v e m e n t  u n i f o r m e  l e  l o n g  du g e l .  L e s  r é a c t i o n s  de 
s é q u e n c e  o n t  é té  réalisées a v e c  du 7-deaza-dGTP (Pha rmac ia ,  
a f i n  d ' é v i t e r  les  p r o b l è m e s  de c o m p r e s s i o n  e t  d ' a r t e f a c t s  
d a n s  les g e l s .  

271 TRUCWEN DES SEOUENCES 
L e s  s é q u e n c e s  d'ADN o b t e n u e s  o n t  é t é  c o m p i l é e s  e t  

a n a l y s é e s  à l ' a i d e  du programme éc r i t  p a r  S t aden  (1979,  1980)  
e t  m o d i f i é  p a r  Caudron  ( U n i t é  d ' I n f o r m a t i q u e  S c i e n t i f i q u e )  
p o u r  l ' u t i l i s a t i o n  d a n s  l ' o r d i n a t e u r  c e n t r a l  M V l O O O O  de 
l ' I n s t i t u t  P a s t e u r .  

L a  r e c h e r c h e  d ' i d e n t i t é  e n t r e  d e u x  p r o t é i n e s  a  é t é  
e f f e c t u é e  s e l o n  l e  t e s t  d e -  Lipman e t  P e a r s o n  ( 1 9 8 5 )  e n  
u t i l i s a n t  l a  m a t r i c e  Pam250 (ou  M u t a t i o n  D a t a  M a t r i x )  q u i  
p e r m e t  d e  t e n i r  compte d e s  m u t a t i o n s  s u r v e n u e s  a u  c o u r s  de 
l ' é v o l u t i o n  d e s  p r o t é i n e s .  La s i g n i f i c a t i o n  d ' u n e  r e l a t i o n  
t r o u v é e  l o r s  d ' u n e  r e c h e r c h e  d a n s  les  b a n q u e s - d e  d o n n é e s  
d é p e n d  de l a  g r a n d e u r  r e l a t i v e  du s c o r e  i n i t i a l ,  de l a  
v a r i a t i o n  de ce score a p r è s  o p t i m i s a t i o n  e t  de l ' a l i g n e m e n t  
e n t r e  l a  s é q u e n c e  t e s t  e t  l a  s é q u e n c e  de l a  b a n q u e  de 
d o n n é e s .  

Une e s t i m a t i o n  de l a  s i g n i f i c a t i o n  s t a t i s t i q u e  des 
r e l a t i o n s  t r o u v é e s  p e u t  ê t re  o b t e n u e  e n  comparant  l a  séquence  
t e s t  a v e c  l a  s é q u e n c e  r é s u l t a n t  d e  l a  r e c h e r c h e ,  p e r m u t é e  
p l u s i e u r s  f o i s  d e  f a ç o n  a l é a t o i r e .  Chaque s é q u e n c e  a i n s i  
g é n é r é e  g a r d e  l a  l o n g u e u r  e x a c t e  e t  l a  c o m p o s i t i o n  e n  a c i d e s  
a m i n é s  d e  l a  s é q u e n c e  o r i g i n a l e  d e  l a  banque  d e  d o n n é e s .  
L 'écar t  t y p e  z  des s c o r e s  o p t i m i s é s  d e  l a  compara i son  de  l a  
s é q u e n c e  t e s t  a v e c  l a  séquence  connue pe rmutée  p l u s i e u r s  f o i s  
es t  l a  g r a n d e u r  u t i l i s é e  p o u r  a p p r é c i e r  s i  l a  r e l a t i o n  e n t r e  
les  deux  p r o t é i n e s  est s i g n i f i c a t i v e .  Avec z  > 3  l e  r é s u l t a t  
e s t  p e u t - ê t r e  s i g n i f i c a t i f ,  a v e c  z  > 6 l e  r é s u l t a t  e s t  
p r o b a b l e m e n t  s i g n i f i c a t i f ,  a v e c  z  > 1 0  l e  r é s u l t a t  e s t  
s i g n i f i c a t i f  (Lipman and  Pea r son ,  1985) . 

L a  r e c h e r c h e  d e s  p r o f i l s  h y d r o p a t h i q u e s  d e s  p r o t é i n e s  a 
é té  e f f e c t u é e  s e l o n  l a  méthode d é c r i t e  p a r  Kyte  e t  Doo l i t t l e  
(1982)  e t  Hopp e t  Woods (1981) . 



281  CONCENTRATIONS D'ADN 
Les concent ra t ions  d'ADN ont é t é  estimées à l ' a i d e  d 'un 

spectrophotomètre "Ultrospec II" (Pharmacia). 

L'ADN du phage h recombinant a  é t é  hydrolysé à l ' a i d e  
d 'une enzyme de r e s t r i c t i o n  à 4 bases .  L'ADN a  e n s u i t e  é t é  
t r a i t é  à l a  protéinase-k (50 pg/ m l )  pendant 30 min à 37OC 
dans du tampon STE ( 0 , l  M NaCl, 20 mM T r i s ,  10 rnM EDTA, p H  
7 ,5 )  p u i s  p u r i f i é  deux f o i s  à l ' a i d e  de phénol e t  de  
chloroforme. Après p r é c i p i t a t i o n  de l ' A D N  e t  resuspension 
dans du tampon TE f a i t  avec de l ' e a u  t r a i t é  au DEPC 
(d ie thylpyrocarbonate)  ( l e  DEPC a  é t é  a j o u t é  à r a i son  de 
0 , 1 % ,  c h a u f f é  à 3 7 ' ~  pendant 8  h  p u i s  a u t o c l a v é ) .  La 
t r a n s c r i p t i o n  a  é t é  r é a l i s é e  en u t i l i s a n t  un k i t  de  
t r a n s c r i p t i o n  ( S t r a t a g e n e )  s e l o n  l e s  i n s t r u c t i o n s  du 
f a b r i c a n t .  Le nucléot ide marqué qui  a  é t é  incorporé é t a i t  l a  
biotine-21-UTP (Clontech) ; un i n h i b i t e u r  des r ibonucléases  
(RNaseBlockII, S t ra tagene)  a  également é t é  a j o u t é  dans l e s  
p ropor t ions  recommandées pa r  l e  f a b r i c a n t .  Les ARN a i n s i  
s y n t h é t i s é s  ont é t é  p r é c i p i t é s  à -20 '~  en a joutant  à 25 p l  de 

mélange réac t ionne l  : 6 p l  d ' a c é t a t e  ammonium 5 M, 7 p l  de 

Dextran T40 à 2 mg/ m l  e t  300 p l  d 'é thanol ,  puis  r e p r i s  dans 
du TE f a i t  avec de l ' e a u  t r a i t é e  au DEPC. 

301 H l  A I  
Les h y b r i d a t i o n s  des  sondes ARN ont  é t é  condu i t e s  

pendant 1 6  h  à 42'C dans du 5XSSPE, 50% formamide r é a l i s é  
avec de l ' e a u  t r a i t é e  au DEPC. Trois lavages ont é t é  r é a l i s é s  
dans du 1XSSPE à température ambiante pendant 10 min e t  un 
lavage dans du O ,  lXSSPE, 0,1% SDS à 50°C pendant 30 min. Les 
h y b r i d a t i o n s  ont  a l o r s  é t é  r é v é l é e s  à l ' a i d e  du k i t  
" ~ h o t o ~ e n e "  de BRL selon l e  pro tocole  d é c r i t  au paragraphe 
1 7 .  

F. DE P-N B a  
Les p r o t é i n e s  ont é t é  séparées  s u r  des g e l s  de S D S -  

polyacrylamide à 8% comme d é c r i t  p a r  Sambrook e t  c o l l .  
(1989) .  Les e x t r a i t s  b r u t s  de c e l l u l e s  d ' E .  c o l i  e t  de B. 

s u b t i l  1 s  
, 8 on t  é t é  obtenus par  rupture  à l ' a i d e  de b i l l e s  de 

v e r r e ,  se lon  l e  pro tocole  d é c r i t  par  Ribes e t  c o l l .  (1990).  
Après migration, l e s  p ro té ines  ont é t é  t r a n s f e r r é e s  s u r  une 
membrane Irnmobilon (Mil l ipore)  à 1 'a ide  d'un "Transblot-Cell" 
(Bio-Rad) en suivant l e  protocole d é c r i t  par l e  fournisseur .  



8 )  CONSTRUCTION D'UNE BANOUE DE B. SUBTILIS DANS ~ F I X I I  

La banque de phages h ~ i x 1 1  recombinants a  é t é  obtenue à 

p a r t i r  d'ADN chromosomique de B, s u b t i l i s  hydrolysé p a r  

1 'enzyme de r e s t r i c t i o n  Sau3A. Les condi t ions  optimales de 

d i g e s t i o n  p a r t i e l l e  ont é t é  déterminées pa r  des e s s a i s  de 

d iges t ion  ( c f .  Figure 1 6 )  comme é t a n t  c e l l e s  de l ' é c h a n t i l l o n  
# 2 ,  s o i t  48 pg d'ADN chromosomique dans 80 p l  de TEI  10 

u n i t é s  de Sau3A, dans un volume f i n a l  de 240 p l  obtenu p a r  

addi t ion  de 1 4 0  p l  de tampon 1X High (50 mM T r i s ,  10 mM MgS04. 

100 mM NaCl, pH 7 , 4 )  . Après incubation pendant 1 h à 3ï°CI l a  
r éac t ion  a  é t é  a r r ê t é e  en a joutant  10 p l  dlEDTA 0,5  M I  e t  en 

r é a l i s a n t  une e x t r a c t i o n  au phénol/ chloroforme s u i v i e  d 'une 

p r é c i p i t a t i o n  à 1 ' isopropanol . L'ADN chromosomique a  é t é  m i s  

en suspension dans du TE e t  a  e n s u i t e  é t é  t r a i t é  avec l e  

f r a g m e n t  Klenow d e  l a  p o l y m é r a s e  1 e t  l e s  

déoxyr ibonuc léo t ides  dATP e t  dGTP a f i n  de procéder  au 

remplissage p a r t i e l  des s i t e s  Sau3A. L ' A D N  chromosomique a  

a l o r s  é t é  déposé s u r  g e l  d ' aga rose  à 0 , 7 %  e t  l e  p o o l  

correspondant aux fragments de t a i l l e  9,s à 23 kb a é t é  

p r é l e v é ,  p u i s  l ' A D N  e x t r a i t  du g e l  d ' a g a r o s e  p a r  

é l e c t r o é l u t i o n .  Le poo l  obtenu a  e n s u i t e  é t é  c a r a c t é r i s é  

comme comprenant des fragments a l l a n t  de 8,5 à environ 30 kb 

( c f .  Figure 1 7 )  e t  dont l a  majori té  a  une t a i l l e  d 'environ 20 
kb. La l i g a t i o n  avec l e  vecteur  h ~ i x 1 1  d igé ré  pa r  XhoI e t  

dont  l e s  s i t e s  ont  é t é  p a r t i e l l e m e n t  rempl is  avec l e s  

déoxyribonucléot ides  dCTP e t  dTTP a  é t é  r é a l i s é e  par  Kunst 

(Unité de Biochimie Microbienne) se lon  l e  pro tocole  f o u r n i  
p a r  S t ra tagene  (Prediges ted  ~ F ~ X I I  vec tor  c loning  k i t ) .  La 

mixture de l i g a t i o n  a  ensu i t e  é t é  encapsidée par Kunst (Unité 
de Biochimie Microbienne) dans des enveloppes de phage h 

selon l e  protocole  fourni  par  Stratagene en u t i l i s a n t  l e  k i t  

Gigapack II XL q u i  permet d ' e n c a p s i d e r  d e s  phages 





F i q u r e  16 : D i g e s t i o n  p a r t i e l l e  d'ADN chromosomique 

d e  8, s u b t i l i s .  

1) marqueur  l a m b d a H i n d I I 1 ,  2)  A D N  chromosomique d e  B. 

s u b t i l i s  non h y d r o l y s é  ( 0 , 6  pg), 3) idem h y d r o l y s é  p a r  

0 , 0 5  u n i t é  d e  Sau3A p e n d a n t  I h  à 37012 d a n s  du  tampon 

" h i g h w ,  4 )  idem h y d r o l y s é  p a r  0 , 1  u n i t é  d e  Sau3A, 

5 )  idem h y d r o l y s é  p a r  0 , 2  u n i t é  d e  Sau3A, 6 )  idem 

h y d r o l y s é  p a r  0 , 4  u n i t é  d e  Sau3A 



F i q u r e  17 : C o n s t r u c t i o n  d 'une  banque d e  B. s u b t i l i s  
1 )  marqueur lambdaHindII1 ,  2) p o o l  d'ADN a p r è s  

p u r i f i c a t i o n  



recombinants de 4 7  à 51 kb. Des c e l l u l e s  d 'G ,  ç o l i  P2392 ont  

a l o r s  é t é  i n f e c t é e s  avec l a  banque a i n s i  obtenue a f i n  de 

l ' a m p l i f i e r  pour pouvoir  o b t e n i r  un t i t r e  s u f f i s a n t  e t  

permettre  s a  d i s t r i b u t i o n  aux d ive r s  l a b o r a t o i r e s  impliqués 

dans l e  p r o j e t .  Le t i t r e  des 5 m l  de l y s a t  obtenu é t a i t  de 10' 

phages/ m l .  

b) CONSTRUCTION D ' U N E  BANOUE DE B .  SUBTITIIS DANS UN PLASMIDE 

Une banque de B, s u b t i l i s  QB25 (sacS49, trpC2) ava i t  é t é  

c o n s t r u i t e  pa r  Débarbouillé (Unité de Biochimie Microbienne) 

(Débarbouillé e t  a l . ,  1987) dans l e  vecteur navet te  E. c o l i  - 
B, s u b t i l i s  pMK4 en l i g a t u r a n t  de l ' A D N  chromosomique de B. 

s u b t i l i s  coupé par  Sau3A e t  dont l e  poo l  correspondant aux 

p o i d s  m o l é c u l a i r e s  de 3 à 6 kb a v a i t  é t é  s é p a r é  p a r  

é l ec t rophorèse  en ,gel d 'agarose  pu i s  récupéré de l ' a g a r o s e  

pa r  é l e c t r o é l u t i o n .  Les fragments a i n s i  obtenus avaient  é t é  

l i g a t u r é s  au s i t e  BamHI déphosphorylé du plasmide pMK4, l a  

souche d ' E .  c o l i  TG1 a v a i t  e n s u i t e  é t é  transformée avec l e  

mélange de l i g a t i o n  e t  l ' A D N  plasmidique d'un pool  de 3000 

c lones  a v a i t  é t é  e x t r a i t .  Un é c h a n t i l l o n  de c e t  ADN a v a i t  

e n s u i t e  é t é  u t i l i s é  pour transformer à nouveau l a  souche T G 1  

a f i n  d ' a m p l i f i e r  l a  banque obtenue. Les clonages des  gènes 

thiC, narA e t  rodC ont é t é  conduits  en u t i l i s a n t  de l ' A D N  

plasmidique de c e t t e  banque a i n s i  amplifiée p lus ieu r s  f o i s .  

C )  CONSTRUCTION DE VECTEURS INTEGRATIFS 

Les plasmides i n t é g r a t i f s  disponibles  pour l ' é t u d e  de B. 

s u b t i l i s  n ' o f f r a n t  pas de p o l y l i n k e r  suffisamment r i che  en 

s i t e s  de r e s t r i c t i o n ,  il a é t é  nécessa i re  de cons t ru i re  deux 

nouveaux vec teurs .  Les plasmides pDIA5304 (4,3 kb, 2lrnpR, cmR) 
e t  pDIA5305 (3 ,8  kb, ~ m ~ ~ ,  cmR) ( c f .  Figure 18) ont é t é  

c o n s t r u i t s  à p a r t i r  des plasmides pBluescr ip t  e t  pMTL22, 

respectivement.  Le gène de l a  r é s i s t a n c e  au chloramphénicol 

(CATI a  é t é  e x t r a i t  du plasmide pAC5 par  une d iges t ion  EcoRI- 

Sa11 ; ce gène e s t  dér ivé  de pC194 e t  s 'exprime donc chez E. 

s o l i  e t  B. s u b t i l i s  ( B a l l e s t e r  e t  a l . ,  1990) . Après 
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séparation du gène CAT par électrophorèse en gel d'agarose, 

les extrémités 5' et 3' ont été remplies à l'aide du fragment 

Klenow de la polymérase 1 et des déoxyribonucléotides dATP, 

dCTP, dGTP, et dTTP. Le vecteur (pMTL22, pBluescript) a alors 

été linéarisé à l'aide de l'enzyme NaeI puis ligaturé au gène 

CAT ; le mélange de ligation ainsi obtenu a alors été utilisé 

pour transformer la souche d'E, coli TG1. 

Le fragment dérivé de pAC5 qui porte le gène CAT contient un 

segment EcoRI-Sa11 de 26 bp issu de pBR322 (coordonnées 4361- 

4323), un segment HpaII-Sau3A de 1036 bp issu de pC194, et un 

fragment BamHI-Sa11 de 276 bp issu de pBR322 (coordonnées 

375-651). Les plasmides pDIA5304 et pDIA5305 contiennent dans 

leur polylinker (cf .Annexes) une majorité de sites utiles 

pour l'étude de B. subtilis ; en outre, pDIA5304 a 

l'avantage de comprendre une copie fonctionnelle du gène 
lacZa. 

2 )  PREPARATIONS DES SONDES 

L'un des préliminaires à la construction d'une 
collection ordonnée de phages h recombinants est 1 'obtention 

de sondes adéquates qui permettent de recouvrir la région 

étudiée. 

Les marqueurs connus de la région gerB-sacs sont dans 

l'ordre (cf. Piggot, 1989) : sacs, epr, thiC, sacA, sacP, 

azpB, ahrB, bac, ebr, furC, furE, abrA, rpoE, rev-4, spoOF, 

tsr, ctrA, narA, glyC, alsR, divII, outF, spoIID, IssF, rodC, 

gerB (cf. Tableau 15) parmi lesquels seuls sacs, epr, sacA, 

sacP, sacT, rpoE, rev-4, SPOOF, tsr, ctrA, SPOIID, rodC, et 

gerB ont été clonés ou séquencés. 

Les gènes qui permettent la production de sondes par PCR 

(rpoE, SPOOF, spoIID, rodC, sacAPT, sacs, gerB) et les gènes 

clonés constituent des points de départs utiles pour la 

construction d'une collection ordonnée de phages 

recombinants. Toutefois, il est clair que les sondes 

disponibles actuellement sont très largement insuffisantes en 

nombre pour espérer cloner entièrement sur des phages 



MARQUEURS GENETIQUES DE LA REGION SACS-GERB 

Gène Position Phénotype Références 
(degré) (gènes clonés ou séquencés) 

s a c s  333 régulation de : Aymerich et Steinmetz, 1987 
p-fructofuranosidase Débarbouillé et coll., 1987 

ePr  protéase Sloma et coll., 1990a 

t h i C  331 auxotrophie pour 
la thiamine 

comM 330 compétence 

sacA  330 sucrase Fouet et coll., 1987 

sacP 330 enzyme I I  du Fouet et coll., 1986 
système PTS Fouet et coll., 1987 

sacT 330 régulation sacA Débarbouillé et coll., 1990 

azpB 329 résistance aux 
azopyrimidines 

ahrB 328 résistance à 
l'arginine hydroxymate 

b a c  327 bacilysine 

ebr 32 6 résistance au BET 

furC 326 résistance au 
5-fluorouracile 

furE 326 idem 

abrA  326 suppression de 
phénotypes spoO 

rpoE 325 sous-unité de Lampe et coll., 1988 
1'ARN polymérase 

rev-4  324 identique à abrA Trach et coll., 1985 ; 1988 

Tableau 15 



Gène Position Phénotype Références 
(degré) (gènes clonés ou séquencés) 

t s r  324 

sporulation Trach et coll., 1988 
stade O 

synthèse d'ARN Trach et coll., 1988 
thermosensible 

auxotrophie pour Trach et coll., 1985 
la cytidine 

utilisation du 
nitrate 

auxotrophie pour 
la glycine 

synthèse constitutive 
d'acétolactate 

division cellulaire 
thermosensible 

stade d'élongation 

sporulation Lopez-Diaz et coll., 1986 
stade II 

lyse thermosensible 

paroi cellulaire Honeyman et Stewart, 1989 

g e r B  314 germination Karamata, Smith, 
communication personnelle 



c h e v a u c h a n t s  l a  r é g i o n  a l l a n t  d e  sacs à g e r B .  I l  est d o n c  

n é c e s s a i r e  d a n s  un p r e m i e r  temps  de  c l o n e r  d ' a u t r e s  l o c i  de 

ce t t e  r é g i o n  e t  d e  mettre au  p o i n t  des t e c h n i q u e s  de marche 

ou  de s a u t  s u r  l e  chromosome. La marche s u r  l e  chromosome à 

p a r t i r  d ' u n  phage p r é a l a b l e m e n t  i s o l é  est  p o s s i b l e  g r â c e  à l a  

p o s s i b i l i t é  de s y n t h é t i s e r  d e s  sondes  ARN p a r  l ' i n t e r m é d i a i r e  

d e s  p r o m o t e u r s  T3 e t  T 7  d e  1 ' A R N  po lymérase  q u i  se t r o u v e n t  

de p a r t  e t  d ' a u t r e  d e  1 ' i n s e r t  chromosomique ( c f .  c a r t e  de 

~ F ~ X I I ) .  I l  est éga l emen t  p o s s i b l e  d e  c l o n e r  s u r  un p l a s m i d e  

une  e x t r é m i t é  du phage  c o n s i d é r é ,  à c o n d i t i o n  que  l a  c a r t e  de 

r e s t r i c t i o n  de ce phage  s o i t  connue .  L e s  t e c h n i q u e s  de  s a u t  

s u r  l e  chromosome o n t  é t é  décrites précédemment ( c f .  F i g u r e  

13)  e t  o n t  é t é  u t i l i s é e s  d a n s  ce p r o j e t  p a r  S c h n e i d e r  e t  

S a n t a n a  ( U n i t é  de R é g u l a t i o n  de l ' E x p r e s s i o n  G é n é t i q u e )  a f i n  

de p r o g r e s s e r  s u r  l e  chromosome à p a r t i r  du l o c u s  sacA.  Une 

a u t r e  a l t e r n a t i v e  c o n s i s t e  à c l o n e r  d e  nouveaux l o c i  à l ' a i d e  

d e s  t e c h n i q u e s  c l a s s i q u e s  de g é n é t i q u e .  

a )  CLONAGE PAR MOYENS GENETIOUES 

narA 

D e s  c e l l u l e s  c o m p é t e n t e s  de l a  s o u c h e  de B. s u b t i l i s  

QB692 (sacAZ1, narA1) o n t  é té  t r a n s f o r m é e s  à l ' a i d e  d e   AD-N 
de l a  banque  de  B, s u b t i l i s  QB25 d a n s  l e  p l a s m i d e  pMK4 e t  

o n t  é té  s é l e c t i o n n é e s  p o u r  l e  phéno type  narA+ e n  é t a l a n t  les  
c e l l u l e s  t r a n s f o r m é e s  s u r  des b o î t e s  MMnitrate  ( 4 4  mM KH2P04, 

60 mM K2HP04, 2 , 9  mM t r i s o d i u m  c i t r a t e ,  20 mM K N 0 3 ,  O ,  1% 

g l u c o s e ,  1,6 rnM MgS04, 4 m l / l  d ' u n e  s o l u t i o n  de c i t r a t e  de f e r  

ammoniacal à 2 , 2  mg/ml) .  Du m i l i e u  PAB ( 9  m l )  supplémenté  de 

0 , 2 %  Yeast E x t r a c t  a  é té  a j o u t é  à chaque  b o î t e  de P é t r i  e t  

les  c e l l u l e s  p r é s e n t e s  o n t  é t é  r é c u p é r é e s  e n  g r a t t a n t  l a  

s u r f a c e  d e  l a  g é l o s e  à l ' a i d e  d ' u n  r a t e a u  s t é r i l e .  L a  

s u s p e n s i o n  de c e l l u l e s  a  a l o r s  é t é  s u p p l é m e n t é e  de 

c h l o r a m p h é n i c o l  p u i s  m i s e  à i n c u b e r  à 37OC j u s q u ' à  ce q u ' u n e  

d e n s i t é  o p t i q u e  à 600 nm d e  1 à 1,5 a i t  é té  a t t e i n t e .  L 'ADN 

p l a s m i d i q u e  d e  ce p o o l  d e  c e l l u l e s  a é t é  e x t r a i t ,  p u i s  

u t i l i s é  p o u r  r e t r a n s f o r m e r  d e s  c e l l u l e s  c o m p é t e n t e s  de  B, 



fragment 
(391 kb) 

\ Bglll 
0,6, kb 

Bglll 



subtilis QB692, et les étapes décrites précédemment ont été 

répétées. L'ADN plasmidique obtenu à la fin du deuxième cycle 

de sélection a finalement été utilisé pour transformer des 

cellules compétentes d ' E .  coli TG1, la sélection des 

transformants ayant été réalisée en supplémentant les milieux 
de culture de 100 pg/ ml d'ampicilline. L'ADN plasmidique de 

quelques clones choisis au hasard a alors été extrait et 

utilisé pour retransformer des cellules de QB692. Une 

cinquantaine de colonies isolées ainsi obtenues ont alors été 

repiquées sur du milieu SPI incubée à 37O~ pendant toute une 

nuit, puis repiquées à nouveau sur du milieu SP supplémenté 

de chloramphénicol et.sur du milieu MMnitrate. L'obtention de 

clones narAt/cmS permet de témoigner de 1' intégration du 

fragment cloné au locus narA par l'intermédiaire d'un 

évènement de double recombinaison ; ce qui permet de vérifier 

que la complémentation observée est bien due à l'allèle 

sauvage du gène narA et non à un quelconque gène régulateur 

qui confère le phénotype n i r ~ +  lorsqulil est présent en 

multicopies . Deux plasmides différents, pNAR2 et pNAR4, ont 
ainsi été isolés qui confèrent le phénotype narAS à la souche 

QB692. Le plasmide pNAR2 est le plasmide qui a été choisi 

pour la suite de cette étude. La carte de restriction de ce 

plasmide est indiquée Figure 19. On peut en particulier noter 

que 1 ' insert d'ADN chromosomique de ce plasmide est de 3,l 
kb . 

thiÇ 

Le clonage du gène thiC de B. subtilis a été réalisé 

selon le même schéma que celui établi pour cloner le gène 

narA. Le milieu sélectif utilisé était le milieu SP. La 

majeure partie de ce clonage a été effectuée par Kunst et 

Rapoport (Unité de Biochimie Microbienne). Un plasmide, 

pthiC, a été isolé qui confère à la souche de B, subtilis . . 
QB899 (thiC) le phénotype thi~', l'insert chromosomique de ce 

plasmide a été caractérisé comme étant de 3 kb. 



F i q u r e  20 : A m p l i f i c a t i o n  d e  spoOE p a r  P C R .  

1 )  marqueur lambdaHindII1,  2 )  f r a g m e n t  a m p l i f i é  

h y d r o l y s é  p a r  S t u I ,  3 )  f ragment  a m p l i f i é  h y d r o l y s é  

p a r  S s p I ,  4 )  f ragment  a m p l i f i é  non h y d r o l y s é ,  

5 )  é c h e l l e  d e  123 bp 



rodC 
La souche BGSC 1A486 (leuA8, rodC1) qui montre un 

phénotype thermosensible a été utilisée pour cloner le l o c u s  

r o d C .  Des cellules compétentes de cette souche ont été 

transformées et traitées selon le protocole décrit pour le 

clonage du gène narA .  Les conditions de sélection relatives à 

l'identification des clones r o d ~ '  étaient déterminées par une 

croissance à 45OC. Les plasmides obtenus n'ont cependant pas 

été utilisés vu que la séquence nucléotidique de ce gène a 

été déterminée entre-temps par Honeyman et Stewart (1989). 

b) PREPARATION DES SONDES PAR PCR 

L'ADN chromosomique de la souche de L subtilis QB4332 

(souche 168 dont le gène yrs  a été interrompu avec une 

cassette kanamycine, voir paragraphe 7) a été utilisé comme 

matrice de PCR. 

Un fragment de 1 kb de la région codante de s p o O E  

séquence par Perego et Hoch (1987) a été synthétisé par PCR à 
5 '  partir des oligonucléotides : CTTCACCTGGGTATTGTTCTTCTAATCC~' 

5 '  
et GGCACAGAGGTGACGATCACCCTCCCCG~' . Les produits . de PCR ont 
été vérifiés comme appartenant à la séquence codante de spoOE 

par hydrolyse à l'aide des enzymes de restriction StuI et 

SspI qui ont fourni des fragments de 333 et 675 paires de 

bases, et 579 et 429 paires de bases, respectivement (cf. 

Figure 20). 

Un fragment de 1,4 kb de la région séquencée par Lopez- 

Diaz et coll. (1986) a été amplifiée à partir des 
5 '  oligonucléotides suivants : G C C G C T C T G G G C G C A G A C A T C G ~ '  et 

5 '  GACGGTCAGAAGCTCCTCTAAACCG~' . Le fragment de 1,4 kb obtenu a 
été vérifié comme correspondant à la région choisie de s p o I I D  

par hydrolyse à l'aide des enzymes de restriction PvuII et 

HindIII qui ont fourni des fragments de 279 et 1122 paires de 

bases, 860, 113 et 428 paires de bases, respectivement. 





c\ CLONAGE D'UN FRAGMENT TERMINAL DU PHAGE ~SACPT 

Un fragment de 6 kb du phage recombi,nant h s a c ~ ~  (cf. 

Figure 21) comprenant les loci sacP et sacT, isolé par Kunst 

(Unité de Biochimie Microbienne) a été cloné (pSal7sacPl) 

dans pSU21 par Schneider (Unité de Régulation de l'Expression 

Génétique) . L'établissement d'une carte de restriction de ce 
fragment (cf. Figure 21) a permis l'identification d'un 

fragment HindIII de 1 kb qui permet de marcher sur le 

chromosome du locus s a c T  vers le locus sacs. Le fragment 

HindIII de 1 kb ainsi identifié a été cloné par Glaser (Unité 

de Régulation de l'Expression Génétique) dans pJH101-Notl. 

d) PREPARATIONS DES SONDES ARN POUR LE PHAGE hnar~4.0 

L'ADN du phage hnar~4.0 a été hydrolysé par les enzymes 

de restriction RsaI ou AluI (Sau3A ne convient pas étant 

donné qu'il existe sur les phages recombinants de la banque 

de B. subtilis des sites Sau3A entre l'insert d'ADN 

chromosomique et les promoteurs des ARN polymérases T3 et 

T7). Les ARN obtenus ont été analysés sur gels d'agarose à 1% 

et la taille de 1'ARN obtenu à partir de l'ADN hydrolysé par 

AluI a été estimé par comparaison avec l'échelle d'ARN 0,24-9 

kb (BRL, Gaithersbrug, Maryland) comme étant d'environ 1,5 

kb . 

3)  CLONAGE DE GRANDS FRAGMENTS DU CHROMOSOME DE B .  

slEuL€s 
a )  hnar~ 

Les clonages des différents phages recombinants ont été 

réalisés selon le même protocole. La banque de B. subtilis 
dans le phage ~ F ~ X I I  a été étalée de façon à obtenir environ 

10000 phages/ boîte, ce qui d'après la formule de Clarke et 

Carbon (197 6) devrait fournir environ 7 phages recombinants 

positifs pour une sonde donnée et par boîte testée : 



avec p r e p r é s e n t a n t  l a  p r o b a b i l i t é  de t r o u v e r  une 

séquence unique d'ADN dans une c o l l e c t i o n  de N phages 

recombinants contenant chacun un i n s e r t  d'ADN chromosomique 

rep résen tan t  une f r a c t i o n  f du génome t o t a l .  En f i x a n t  l a  

va leur  de p à p = 0,99 e t  l a  va leur  de f  à f  = 15/4250, il 

v i e n t  que N = 1300 phages. Chaque c r i b l a g e  a  é t é  r é a l i s é  en 

u t i l i s a n t  10 b o î t e s  d i f f é r e n t e s .  Les sondes ont é t é  p u r i f i é e s  

s u r  g e l  d 'agarose  e t  e x t r a i t e s  du g e l  à l ' a i d e  du k i t  Gene 

Clean (Bio 101, La J o l l a ,  Ca l i fo rn ie )  . A l ' i s s u e  du premier 

c r i b l a g e ,  l e s  p l a g e s  hybr idan t  avec l a  sonde ont é t é  

pré levées  p a r  ca ro t t age  d 'un fragment de gélose d 'environ 5 

mm de diamètre qui  a  e n s u i t e  é t é  m i s  à é l u e r  dans du tampon 

S M  e t  soumis à 3 a u t r e s  é tapes  de p u r i f i c a t i o n .  La deuxième 

p u r i f i c a t i o n  a  c o n s i s t é  à é t a l e r  l e s  p lages  p ré levées  de 

façon à o b t e n i r  environ 1000 phages par  b o î t e  ; l e s  plages 

p o s i t i v e s  ont  a l o r s  é t é  pré levées  à l ' a i d e  d 'une  p i p e t t e  

Pasteur  par  ca ro t t age  d'un fragment de gélose d 'environ 1 à 

2 mm de diamètre,  p u i s  soumise à un t ro is ième c r i b l a g e  q u i  

c o n s i s t a i t  à hybrider  des plages d 'environ 10 mm de diamètre 
obtenues en déposant 5  p l  d'une suspension de phages sur  des  

b o î t e s  h ensemencées avec l a  souche P2392 d ' E  c o l i .  La 

dern ière  é t ape  de p u r i f i c a t i o n  c o n s i s t a i t  à é t a l e r  l e s  phages 

p o s i t i f s  a i n s i  i d e n t i f i é s  de façon à o b t e n i r  environ 100 

phages par  b o î t e  ; l e s  phages p o s i t i f s  formant des plages 

i s o l é e s  é t a i e n t  a l o r s  a m p l i f i é s  a f i n  d ' o b t e n i r  un t i t r e  

suf f i samment  é l e v é  pour c o n s t i t u e r  d e s  s t o c k s .  Des 

autoradiographies  typiques pour chacune de ces  é t a p e s  son t  

présentées  Figure 2 2 .  
3 2 Le plasmide pNAR2 a é t é  marqué au P par  t r a n s l a t i o n  de 

césure  à r a i s o n  de 2,59 10' cpm/ pg d'ADN pour l e s  deux 

premiers c r i b l a g e s ,  e t  1 , 3  10' cpm/ pg d'ADN pour l e s  deux 

d e r n i e r s .  La concentrat ion de sonde u t i l i s é e  é t a i t  de 300000 



Fiqure  2 2  : C r i b l a g e  d'une! banque de phages 

A )  ler c r i b l a g e ,  2ième c r i b l a g e ,  C )  3ième c r i b l a g e ,  

D) qième c r i b l a g e  



Fiqure 23 : Hybridation des phages lambdanarA avec le 

plasmide pNAR2 

1) lambdanarA3 hydrolysé par SalI e t  EcoRI, 

2) lambdanarA2.0 hydrolysé par SalI et EcoRI, 

3) lambdanarAl.0 hydrolysé par SalI e t  EcoRI, 

4) lambdanarA4.0 hydrolysé par BglII, 5) lambdanarA3. 

hydrolysé par BglII, 6) lambdanarA2.0 hydrolysé par BglII, 

7) lambdanarAl.0 hydrolysé par BglII, 8) lambdanarA4.0 

hydrolysé par SacI, 9) lambdanarA3 hydrolysé par SacI, 

10) lambdanarA2.0 hydrolysé par SacI, 11) lambdanarAl.0 

hydrolysé par SacI, 12) lambdanarA4.0 hydrolysé par SalI, 

13) lambdanarA3 hydrolysé par SalI, 14) lambdanarA2.0 

hydrolysé par SalI, 16) lambdanarAl.0 hydrolysé par SalI, 

17) marqueur de poids moléculaires réalisé par hydrolyse 

de pNK4 : 5 bandes d e  1,9 kb, 2,s kb, 3,3 kb, 3,s kb, et 

5,8 kb 



(promoteur) 

Carte des phages hnarAl .O ( h a u t )  et  hnarA4.0 ( b a s )  

T7 

(promoteur) 



cpm/ m l  d e  tampon d ' h y b r i d a t i o n .  A l ' i s s u e  d u  p r e m i e r  

c r i b l a g e ,  5 6  s i g n a u x  p o t e n t i e l s  o n t  é t é  i d e n t i f i é s  e t  4 

p h a g e s  d i f f é r e n t s  o n t  é t é  p u r i f i é s  : h n a r ~ l .  0,  h n a r A 2 . 0 ,  

hna rA3 ,  hna rA4 .  O ,  p a r m i  l e s q u e l s  l e s  p h a g e s  h n a r ~ l  . O ,  

hnarA2.0 e t  hnarA3 s o n t  p a r t i c u l i è r e m e n t  c h e v a u c h a n t s  . Comme 

i n d i q u é  F i g u r e  23, les 4 phages  i s o l é s  s o n t  t o u s  d i f f é r e n t s  

b i e n  q u e  r e l a t i v e m e n t  s e m b l a b l e s ,  ce q u i  s u g g è r e  que l es  

i n s e r t s  chromosomiques o b t e n u s  n ' o n t  p a s  s u b i  de remaniement 

p e n d a n t  o u  a p r è s  l ' é t a p e  de l i g a t i o n .  Une c a r t e  de 

r e s t r i c t i o n  d e s  deux phages  r ecombinan t s  a y a n t  l a  p l u s  p e t i t e  

r é g i o n  d e  chevauchemen t  e s t  p r é s e n t é e  F i g u r e  2 4 .  L e s  

p r o m o t e u r s  T3 e t  T7 du phage  hnarA4.0  o n t  pu ê t r e  p l a c é s  

r e l a t i v e m e n t  à c e t t e  c a r t e  d ' a p r è s  l e s  r é s u l t a t s  d ' u n e  
e x p é r i e n c e  d ' h y b r i d a t i o n  e n t r e  les d i f f é r e n t s  phages  h n a r ~  e t  

une  sonde  ARN o b t e n u e  p a r  t r a n s c r i p t i o n  à p a r t i r  de l ' A D N  du  
phage h n a r ~ 4 . 0  h y d r o l y s é  p a r  l ' enzyme A l u I .  On p e u t  éga lement  

n o t e r  que l e  gène narA  est s i t u é  s u r  une  e x t r é m i t é  d a n s  l e s  4 

phages  h n a r ~ ,  ce q u i  s u g g è r e  l a  p r é s e n c e  s u r  l e  chromosome de 

B. s u b t i l i s  d ' u n e  r é g i o n  p l u s  d i f f i c i l e  à c l o n e r  a u x  

a l e n t o u r s  du locus narA.  En o u t r e ,  ce r é s u l t a t  donne une idée 

d e  l a  r e p r é s e n t a t i v i t é  de  l a  banque é t a n t  donné que  t o u s  les 

phages  o b t e n u s  s o n t  d i f f é r e n t s  l es  uns  des a u t r e s .  

kl.Lkmm 
La sonde  d e  spoOE ob tenue  p a r  PCR a é té  marquée (de  0 , 5  

à 1 p g  d'ADN) à l a  b i o t i n e  p a r  t r a n s l a t i o n  d e  c é s u r e .  Les 

h y b r i d a t i o n s  o n t  é t é  r é v é l é e s  à l ' a i d e  du k i t  Photogene  d e  

BRL ( G a i t h e r s b u r g ,  M a r y l a n d ) .  Un t o t a l  de 20 p l a g e s  p o s i t i v e s  

o n t  é té  i d e n t i f i é e s  d o n t  4 o n t  é t é  p u r i f i é e s .  C e s  phages  se 

s i t u e n t  à l ' e x t é r i e u r  d e  l a  r é g i o n  sacs-gerB e t  o n t  donc é té  

t r a n s m i s  à Devine  ( T r i n i t y  C o l l e g e ,  D u b l i n ,  I r l a n d e )  p o u r  

ê t r e  séquencés  . 

c)  ~ S D O I I D  

La sonde  d e  spoIID ob tenue  p a r  PCR a  é té  marquée (de  0 , 5  
à 1 p g )  à l a  b i o t i n e  p a r  t r a n s l a t i o n  de c é s u r e  ; les  



Fiqure  27 : Hybridation des phages 1ambdaspoIID 

avec le fragment PCR spoIID 

1) marqueur lambdaHindII 1, 2) lambdaspoIID3 

hydrolysé par SalI, 3) 1ambdaspoIID hydrolysé par 

SalI, 4) lambdaspoIID10 hydrolysé par SalI, 

5) lambdaspoIID14 hydrolysé par SalI, 6) lambdaspoIID17 

hydrolysé par SalI, 7) 1ambdaspoIID hydrolysé par 

SalI, 8) lambdaspoIID3 hydrolysé par SacI, 9) 

lambdaspoIID6 hydrolysé par SacI, 10) lambdaspo11Dl0 

hydrolysé par SacI, 11) larnbdaspoIID14 hydrolysé par 

SacI, 12) lambdaspoIID17 hydrolysé par SacZ, 13) 

lambdaspoIID19 hydrolysé par SacI 



h y b r i d a t i o n s  o n t  é t é  r é v é l é e s  à l ' a i d e  du k i t  Photogene de 

BRL. Un t o t a l  de 20 p l a g e s  p o s i t i v e s  o n t  é té  i d e n t i f i é e s  don t  

6 o n t  é t é  p u r i f i é e s .  L ' h y b r i d a t i o n  d e  c e s  6  phages  avec  l a  

s o n d e  s p o I I D  ( c f .  F i g u r e  27)  s u g g è r e  q u ' i l s  s o n t  t r è s  

semblables ,  b i e n  que d i f f é r e n t s .  

5 L U  

La p r e m i è r e  r é g i o n  é t u d i é e  d a n s  ce p r o j e t  a  é t é  l a  

r é g i o n  s i t u é e  e n t r e  l e s  l o c i  s a c s  e t  s a c A .  L e s  phages  

comprenant les l o c i  s a c s ,  t h i C ,  sacPT e t  sacA o n t  é té  c l o n é s  

( K u n s t ,  U n i t é  d e  B i o c h i m i e  M i c r o b i e n n e ) ,  e t  l e s  
chevauchements e n t r e  l e s  phages h s a c s  e t  h t h i ~  d ' u n e  p a r t ,  e t  

h s a c ~  e t  h s a c ~ ~  d ' a u t r e  p a r t  o n t  é t é  m i s  en  é v i d e n c e .  Une 

e x p é r i e n c e  d ' h y b r i d a t i o n  e n t r e  l a  s o n d e  p r o v e n a n t  de 

l ' e x t r é m i t é  l a  p l u s  p roche  d e  t h i C  du phage h s a c ~ ~ ,  avec l e  

phage h t h i ~  a  p a r  a i l l e u r s  permis de démontrer  que les  phages 

h t h i c  e t  h s a c ~ ~  ne  s o n t  p a s  chevauchant .  Af in  d e  c l o n e r  l e  

f ragment  d'ADN chromosomique q u i  s é p a r e  h t h i c  e t  h s a c ~ ~ ,  l e  

f ragment  H i n d I I I  d e  1,l k b  provenant  de  l ' e x t r é m i t é  du phage 
~ S ~ C P T  ( sonde  "H" 

3 2 , v o i r  F i g u r e  25) a  é té  marqué a u  P à 

r a i s o n  de 9 , 6  1 0 6  cpm/ p.g d'ADN. Un t o t a l  de 22 p l a g e s  

p o s i t i v e s  o n t  é t é  i d e n t i f i é e s  d o n t  8 o n t  é t é  p u r i f i é e s .  
L ' h y b r i d a t i o n  avec  l e s  d i f f é r e n t s  h~ du phage h t h i c  marqué à 

l a  b i o t i n e  (Sou the rn  b l o t  d 'un  g e l  d ' a g a r o s e  c o n t e n a n t  les 8 

AH h y d r o l y s é s  p a r  Sa11 e t  S a c I )  a  cependant  permis  d e  m e t t r e  

e n  é v i d e n c e  l e  f a i t  qu 'aucun d e s  8 phages hH ne comporte une  

r é g i o n  commune avec  l e  phage h t h i c .  Une deuxième h y b r i d a t i o n  

e n t r e  l e s  d i f f é r e n t s  hH e t  l e  f ragment  H i n d I I I  d e  1,l k b  

( sonde  "H")  r é v è l e  en  o u t r e  que les  8 phages  i s o l é s  s o n t  

p a r t i c u l i è r e m e n t  s e m b l a b l e s  e t  que t o u s  chevauchen t  t rès  
la rgement  l e  phage h s a c ~ ~ .  En e f f e t ,  l a  sonde "H" a p p a r a i t  

s i t u é e  s u r  un fragment  Sa11 de  7  kb e t  s u r  d e s  f ragments  S a c I  

d e  3,O à 4 , 7  kb .  C e s  r é s u l t a t s  a i n s i  que  l a  c a r t e  d e  
r e s t r i c t i o n  du phage h s a c ~ ~  ( F i g u r e  21)  i n d i q u e n t  donc que  

les  8 p h a g e s  h~ i s o l é s  n ' o n t  p e r m i s  d e  marcher  s u r  l e  

chromosome que d e  4 ,7  - 2 , 9  = 1,8 kb. I l  semble donc que l a  



thlC epr sacs YRS 

lambda H 

F i q u r e  25 : C a r t o g r a p h i e  de l a  r é g i o n  sacs-sacA 

Les d i s t a n c e s  sont  données en kb 



r ég ion  s i t u é e  e n t r e  thiC e t  s a c P T  s o i t  p lus  d i f f i c i l e  à 
c loner  dans l e  phage h  que l e s  régions a l e n t o u r s ,  ce q u i  

suggère qu 'une a u t r e  approche de clonage,  t e l l e  que l e  

clonage dans un plasmide i n t é g r a t i f  de B. s u b t i l i s  ou dans l e  

phage <P105, doive ê t r e  envisagée .  I l  a p p a r a i t  également 

n é c e s s a i r e  d ' é t a b l i r  une c a r t e  physique p r é c i s e  de c e t t e  

région a f i n  de sé lec t ionner  l a  s t r a t é g i e  l a  plus  adéquate. 

e )  CLONAGE D ' U N E  PROTEINE BIOTINYLEE 

L'inconvénient du k i t  Photogene développé p a r  BRL e s t  

que l e s  hybridat ions de c r ib lage  de l a  banque r é a l i s é e s  avec 

des séquences r a r e s ,  vo i re  absentes  de l a  banque, conduit à 

l ' i s o l e m e n t  de phages recombinants dont l e s  plages de l y s e  

r évè len t  un s i g n a l  p o s i t i f  avec d i f f é r e n t e s  sondes (quoique 

l e s  signaux  obtenu,^ s o i e n t  p l u s  f a i b l e s  e t  p lus  f l o u s  que 

ceux des " v r a i s "  p o s i t i f s )  mais dont l ' A D N  (après  hydrolyse 

e t  t r a n s f e r t  pa r  l a  méthode de Southern) ne p résen te  pas 

d'homologie avec l e s  sondes u t i l i s é e s .  Ce t t e  observat ion a  

donc motivé une étude approfondie des phénomènes moléculaires 

q u i  ont  l i e u  l o r s  des expériences d 'hybr ida t ion .  De prime 

abord, il e s t  par t icul ièrement  remarquable que l e s  motifs de 

r e s t r i c t i o n  de tous  ces  phages sont singulièrement semblables 

( c f .  Figure 2 6 ) ,  ce qu i  suggère que l e s  phages recombinants 

i s o l é s  comportent un gène commun dont l e  produi t  r é a g i t  avec 

l e s  composants u t i l i s é s  pour l a  r évé la t ion  des hybr ida t ions .  

I l  é t a i t  donc envisageable que s o i t  l e  gène de l a  b i o t i n e ,  

s o i t  l e  gène de l a  phosphatase a l c a l i n e ,  s o i t  l ' é q u i v a l e n t  

chez B, s u b t i l i s  du gène de l a  s t r ep tav id ine  ou l e  gène d'une 

a u t r e  pro té ine  b io t iny lée  a v a i t  é t é  cloné.  

En c o l l a b o r a t i o n  avec Ribes (Unité  de Régulation de 

l 'Express ion  Génét ique) ,  un g e l  de p r o t é i n e s  en condi t ions  

déna tu ran tes  (SDS-polyacrylamide à 8 % )  a  donc é t é  r é a l i s é  

a f i n  de déterminer l a  t a i l l e  de l a  p ro té ine  qui  produi t  l e  

s i g n a l  d é t e c t é  par  autoradiographie.  Des e x t r a i t s  protéiques 
to taux (30 p l )  de l y s a t s  d l E .  ç o l i  P2392 i n f e c t é  par  2 phages 

recombinants  a i n s i  i s o l é s  (hT15, h ~ 2 2 )  ont  donc é t é  



Fiqure  26 : Clonage d 'une  p r o t é i n e  b i o t i n y l é e  

( A )  1 )  marqueur larnbdaHindII1, 2) à 8 )  lambdaSF3 à 
larnbdaSF10 h y d r o l y s é  par  S a c I ,  9 )  à 15 )  

lambdaSF3 à 1ambdaSFlO h y d r o l y s é  p a r  B g l I I  

( 0 )  5) marqueur lambdaHindII1,  6 )  à 12) lambdaSF3 à 
lambdaSFlO h y d r o l y s é  par  S a c I  e t  B g l I I  
14 )  marqueur lambdaHindIII 



a n a l y s é s ,  a i n s i  q u ' u n  e x t r a i t  p r o t é i q u e  t o t a l  ( é q u i v a l e n t  d e  

3  u n i t é s  d e  DO à 600 nm) d ' u n  l y s a t  d ' E .  c o l i  FE283 e t  de B. 

s u b t i l i s  168,  e t  d ' E .  c o l i  P2392 l y s é  p a r  un phage  t é m o i n  

hspo11D ( t é m o i n  n é g a t i f )  . Après  t r a n s f e r t  des p r o t é i n e s  p a r  

Western blot s u r  une  membrane d ' Immobilon,  l a  membrane a  é t é  

i n c u b é e  p e n d a n t  1 0  min en p r é s e n c e  du  c o n j u g u é  SA-AP, p u i s  

t r a i t é e  à p a r t i r  d e  cette é t a p e  dans  les  m ê m e s  c o n d i t i o n s  que  

ce l l es  décr i tes  p o u r  l ' A D N  ou l ' A R N ,  les  s i g n a u x  a i n s i  

o b t e n u s  o n t  a l o r s  é t é  détectés p a r  a u t o r a d i o g r a p h i e .  Une 

t e l l e  p r o c é d u r e  p e r m e t  d ' é l i m i n e r ,  d ' a p r è s  l e s  p o i d s  

m o l é c u l a i r e s  a p p a r e n t s ,  l a  p o s s i b i l i t é  q u e  l e  g è n e  c l o n é  

c o r r e s p o n d  a u  g è n e  d e  l a  b i o t i n e .  La p o s s i b i l i t é  q u ' i l  

s ' a g i s s e  d ' u n  gène  de p h o s p h a t a s e  a  éga l emen t  é té  écartée p a r  

l ' o b s e r v a t i o n  q u ' a u c u n  s i g n a l  n ' é t a i t  détecté p a r  l e  r é a c t i f  

PPD s i  l ' é t a p e  d e  f i x a t i o n  du conjugué  SA-AP é t a i t  omise .  Ces 

r é s u l t a t s  c o n f i r m e n t  donc l ' h y p o t h è s e  que  l e  gène  c l o n é  es t  

c e l u i  d ' u n e  p r o t é i n e  b i o t i n y l é e ,  ce q u i  e s t  du reste e n  

a c c o r d  a v e c  l e s  méthodes u t i l i s é e s  c h e z  d ' a u t r e s  o r g a n i s m e s  

p o u r  l ' i s o l e m e n t  de ce t y p e  d'enzyme ( B r a m w e l l ,  1987 ; H a n e j i  

a n d  Koide ,  1989 ; Dauner t  e t  a l . ,  1990)  . La p o s s i b i l i t é  q u e  

l e  gène  c l o n é  c o r r e s p o n d  à un a n a l o g u e  chez  B. s u b t i l i s  de l a  
l 

s t r e p t a v i d i n e  est  d e  m ê m e  peu  p r o b a b l e  a t t e n d u  q u ' i l  n ' e s t  ~ 
p a s  n é c e s s a i r e  de f o u r n i r  à ces p r o t é i n e s  un i n t e r m é d i a i r e  I 

b i o t i n y l é  p o u r  d e v e n i r  v i s i b l e  a p r è s  a d d i t i o n  de PPD.  D e  I 

p l u s ,  il p a r a i t  peu v r a i s e m b l a b l e  que  deux p r o t é i n e s  de  t y p e  

a v i d i n e  p u i s s e n t  se f i x e r  à une m ê m e  mo lécu le  de b i o t i n e ,  l a  1 
b i o t i n e  é t a n t  une  p e t i t e  m o l é c u l e .  P a r  c o n t r e ,  il es t  b i e n  

é t a b l i  q u ' u n e  p r o t é i n e  q u i  es t  b i o t i n y l é e  de f a ç o n  c o v a l e n t e  
l 

e t  une  m o l é c u l e  d ' a v i d i n e  peuven t  ê t re  f i x é e s  s imu l t anémen t  à 

u n e  m ê m e  m o l é c u l e  d e  b i o t i n e ,  é t a n t  donné q u e  l a  b i o t i n e  l 

c o n t i e n t  un s i t e  d ' a t t a c h e m e n t  p o u r  chacun  d e  ces t y p e s  d e  l 

p r o t é i n e s  (Samols e t  a l . ,  1988 ; Korpe la  e t  a l . ,  1984 ; Hunt 

e t  a l . ,  1989)  . 
I l  a p p a r a i t  donc  ( c f .  F i g u r e  28)  que,  e x c e p t é  l e  l y s a t  

d ' E .  c o l i  P2392 i n f e c t é  p a r  l e  phage  h s p o 1 1 ~ 1 7 ,  t o u s  les l 

é c h a n t i l l o n s  t e s t é s  c o n t i e n n e n t  a u  moins  une  p r o t é i n e  I 



F i q u r e  28 : Clonage  d ' u n e  ~ r o t é i n e  b i o t i n y l é e  : 
A n a l y s e  d e s  p h a g e s  r e c o m b i n a n t s .  . 

1 )  l y s a t  d e  3 u n i t é s  d e  DO à 600 nm d q E ,  c o l i  FF283, 

2) l y s a t  d e  3 u n i t é s  d e  DO à 600 nm d e  B. s u b t i l i s  168, 

3 )  l y s a t  d'E. c o l i  PZ392 i n f e c t é e s  p a r  l e  phage lambdaT15, 

4) l y s a t  dlE. c o l i  PZ392 i n f e c t é e s  p a r  l e  phage  lambdaT22, 

5 )  l y s a t  d l E .  c o l i  PZ392 i n f e c t é e s  p a r  l e  phage  lambdaspoIID17 

(30 p l  d e  l y s a t  o n t  é t é  c h a r g é s  d a n s  les  p u i t s  3.4 et  5) 



b i o t i n y l é e  q u i  donne un s i g n a l  v i s i b l e  s u r  l ' au to rad iog ramme.  

I l  e s t  d o n c  c l a i r  à ce s t a d e  q u e  l e  b r u i t  de f o n d  

précédemment o b s e r v é  e s t  dû à cet te  p r o t é i n e  expr imée  p a r  les 

p h a g e s  r e c o m b i n a n t s  q u i  e n  c o n t i e n n e n t  l e  g è n e .  I l  es t  

i n t é r e s s a n t  d e  n o t e r  q u ' u n e  ( m ê m e  ? )  p r o t é i n e  b i o t i n y l é e  de 

m ê m e  t a i l l e  est  p r é s e n t e  chez  G, c o l i  e t  B, s u b t i l i s  a .  . D'un 

p o i n t  d e  vue q u a n t i t a t i f ,  l a  p r o t é i n e  d e  B, s u b t i l i s  semble 

ê t r e  expr imée  à un n i v e a u  beaucoup p l u s  f o r t  que ce l le  d ' G ,  

ç o l i .  Le f a i t  que cet te  p r o t é i n e  ne  s o i t  p a s  v i s i b l e  dans  les 

d i f f é r e n t s  l y s a t s  du phage  s ' e x p l i q u e  p a r  l a  d i f f é r e n c e  e n  

q u a n t i t é  de m a t é r i e l  c h a r g é  : l ' é q u i v a l e n t  de 3 u n i t é s  d e  DO 

à 600 nm a é t é  c h a r g é  d a n s  l e s  p u i t s  c o r r e s p o n d a n t s  a u x  
e x t r a i t s  b r u t s  d ' E ,  c o l i  e t  B. s u b t i l i s ,  t a n d i s  que  30 p l  

seu lemen t  d ' u n  l y s a t  d e  phages o n t  é t é  c h a r g é s  dans  les p u i t s  
c o r r e s p o n d a n t s  aux  phages  hT15, h ~ 2 2 ,  e t  hspo11~17.  

Au vu de  l a  F i g u r e  28, l a  bande p r i n c i p a l e  b c o r r e s p o n d  

à un p o i d s  m o l é c u l a i r e  d e  130 k d a l ,  on p e u t  e n c o r e  n o t e r  l a  

p r é s e n c e  de bandes  s e c o n d a i r e s  d e  44 k d a l ,  80 k d a l ,  e t  170 

k d a l ,  ce q u i  p o u r r a i t  i n d i q u e r  que l a  p r o t é i n e  c o n s i d é r é e  se 

compose de 4 s o u s - u n i t é s  de 44 k d a l  ; l e s  a u t r e s  b a n d e s  

m i n e u r e s  p o u v a n t  ê t r e  a s s o c i é e s  à d e s  p r o d u i t s  de 

d é g r a d a t i o n .  I l  est  éga lement  p o s s i b l e ,  p a r  a n a l o g i e  avec  les 

p o i d s  m o l é c u l a i r e  d e s  a u t r e s  enzymes b i o t i n y l é e s  i s o l é e s  

j u s q u ' à  ce j o u r  ( B r a m w e l l ,  1987)  que l a  p r o t é i n e  b i o t i n y l é e  

d o n t  l e  gène  a é té  c l o n é  est  une p r o t é i n e  d e  130 k d a l ,  e t  que  

l es  a u t r e s  b a n d e s  o b s e r v é e s  e n  s o n t  des p r o d u i t s  d e  

d é g r a d a t i o n .  D e s  e x p é r i e n c e s  complémen ta i r e s  s o n t  c e p e n d a n t  

n é c e s s a i r e s  p o u r  é c l a i r c i r  ce p o i n t .  

I l  es t  e n  o u t r e  t rès  v r a i s e m b l a b l e  q u e  l a  p r o t é i n e  

c l o n é e  s o i t  une c a r b o x y l a s e .  En e f f e t ,  l a  f a m i l l e  des enzymes 

b i o t i n y l é e s  connues  à ce j o u r  est composée d e  c a r b o x y l a s e s  

( c a r b o x y l a s e s ,  t r a n s c a r b o x y l a s e s ,  d é c a r b o x y l a s e s )  (Moss a n d  

Lane, 1971 ; Wood and  Barden, 1977 ; Schwarz e t  a l . ,  1988) . 
L a  b i o t i n e  e s t  a j o u t é e  a u x  apoenzymes d a n s  une  r é a c t i o n  

c a t a l y s é e  p a r  l a  b i o t i n e  holoenzyme s y n t h é t a s e  (Lane e t  a l . ,  

1964a,  1964b ; Wood e t  a l . ,  1980)  q u i  l i e  d e  f a ç o n  c o v a l e n t e  



la biotine par un lien amide à une lysine spécifique (Moss 

and Lane, 1971) . Cette réaction est du reste assez générale 
dans le sens que la synthétase d'un organisme peut biotinyler 

des apoenzymes hétérologues (cf. Murtif and Samols, 1987) . 
Comme souligné par Bramwell (1987), un examen de la 

littérature suggère qu'il est envisageable d'identifier les 

enzymes biotinylées provenant des vertébrés d'après le poids 

moléculaire apparent d'une sous-unité caractéristique : les 

acetylcoA carboxylases ont une sous-unité caractéristique 

dont la taille est de l'ordre de 220 kdal, les pyruvates 
carboxylases de l'ordre de 130 kdal, les p-methylcrotonylco~ 

carboxylases de l'ordre de 75 kdal, et les propionylcoA 

carboxylases de l'ordre de 70 kdal. Il est également connu 

que les pyruvates carboxylases provenant des vertébrés sont 

organisées en tétramères d'environ 500 kdal de la sous-unité 

biotinylée d'environ 130 kdal (Rylatt et al., 1977). En 

outre, llacetylcoA carboxylase dlE. coli est composée de 3 

sous-unités de poids moléculaire 45 kdal, 130 kdal, et 98 

kdal (Wood and Barden, 1977) mais l'étude de l'enzyme native 

est rendue difficile par sa dissociation spontanée in vitro 

(Sutton et al., 1977) . Il est encore remarquable que les 
enzymes biotinylées provenant de microorganismes sont encore 

très mal connues, ce qui rend hasardeux l'extrapolation aux 

microorganismes des résultats obtenus chez les vertébrés, 

malgré la forte conservation de ces enzymes sur une large 

distance évolutive. Parmi les carboxylases identifiées chez 

les procaryotes, ont peut citer la pyruvate carboxylase de B. 
subtilis (pycA), localisée en position 149 sur la carte 

génétique (Piggot, 1989) . 

4 )  CARTOGRAPHIE DE LA REGION SACS-SAC4 

L'établissement d'une carte physique de la région sacs- 

sacA est facilitée par la connaissance de la séquence 

nucléotidique de la région sacA-sacPT (Fouet et al., 1986, 

1987 ; Débarbouillé et al., 1990) . Les distances entre les 
différents loci ont été estimées par transformation de 



cellules compétentes de B, subt ilis avec de 1 'ADN 

chromosomique de B subtilis et par extrapolation des 

distances physiques à partir des fréquences de cotransfert de 

deux marqueurs indépendants. Les cellules compétentes ont été 

transformées en condition saturante d'ADN transformant, c'est 

pourquoi la fréquence de double cross over entre deux 

marqueurs séparés de plus de 100 kb (sacs -333O- et degU - 
314O-) a été déterminée et prise en compte dans l'estimation 

des distances physiques. La souche de B, subtilis QB899 

(thiC) a été transformée avec de l'ADN chromosomique de la 

souche QB4332 (yrs: :aphA3) ou de la souche QB6001 (trpC2, 

sacT: :aphA3). Les transformants thi~' ont été sélectionnés sur 

du milieu SP et la fréquence de cotranfert a été déterminée 

par repiquage des transformants ainsi obtenus sur du milieu 

SP et sur du milieu SP supplémenté de kanamycine. La souche 

QB25 (trpC2, sacS49) a été transformée avec de l'ADN 

chromosomique de la souche QB4238 ( trpC2, degS/degU: : aphA3) 

ou de la souche QB4332. Les transformants ont été 

sélectionnés sur du milieu SP supplémenté de kanamycine ; la 

fréquence de cotransfert a été déterminée par repiquage des 

transformants ainsi obtenus sur du milieu SP supplémenté de 

kanamycine, et par vérification du caractère constitutif de 

la saccharase. 

Les fréquences de cotransfert sont reportées Tableau 16. 

Les distances physiques indiquées Figure 25 sont issues de la 

résolution de l'équation de Kemper (1974) à partir des 

fréquences de cotransfert auxquelles la fréquence de double 

cross over a été soustraite ( %  de cotransfert corrigé) afin 

de tenir compte des phénomènes de double transformation. La 

taille D des fragments transformants a été obtenue à partir 

de la fréquence de cotransfert des gènes sacY et y r s  

(tyrosine tRNA synthétase secondaire), et de la distance 

physique d entre ces deux marqueurs comme établi par la 

séquence nucléotidique du fragment sacs-yrs (d = 3,565 kb) ; 

la valeur de D utilisée (39,8 kb) est le résultat de 20 

itérations de l'équation (1) (valeur initiale Do = 50 kb). Les 



CARTOGRAPHIE DE LA REGION SACS-SACA 

marqueurs % co t rans fe r t  % cotransfer t  distance 
corrigée (kb) 

sa cY/degSdegU 4 

thiC/sacT 14 

thiC/yrs 65 

sac Y/yrs 7 3  
- - -  

avec D = 39 ,8  kb 



d i s t a n c e s  p h y s i q u e s  d  i n d i q u é e s  s o n t  les  r é s u l t a t s  de  20  

i t é r a t i o n s  de l ' é q u a t i o n  ( 2 )  ( v a l e u r  i n t i a l e  d o  = 1 kb) . 

D = t a i l l e  moyenne des f r agment s  d ' A D N  t r a n s f o r m a n t  

d  = d i s t a n c e  phys ique  e n t r e  les deux marqueurs 

c = f r é q u e n c e  de c o t r a n s f e r t  

La r é g i o n  q u i  s ' é t e n d  d e s  marqueurs  thiC à l a  t y r o s i n e  

t R N A  s y n t h é t a s e  s e c o n d a i r e  a e n  o u t r e  é té  caractérisée p a r  

h y b r i d a t i o n  : d e  l ' A D N  chromosomique h y d r o l y s é  p a r  l e s  

enzymes BamHI, S a l I ,  XbaI, Sac I ,  B g l I I ,  e t  EcoRI a  é té  soumis 

à une  é l e c t r o p h o r è s e  e n  champs p u l s é ,  p u i s  t r a n s f é r é  s u r  une  

membrane d e  n y l o n  e t  h y b r i d é  s u c c e s s i v e m e n t  a v e c  une  sonde  

p o u r  l e  gène  d e  l a  t h i a m i n e  e t  une sonde  p o u r  l e  f r agment  
t e r m i n a l  H i n d I I I  d e  1 k b  du phage  r ecombinan t  h s a c ~ ~  ( c f .  

F i g u r e  25 : sonde  "H"). L e  r é s u l t a t  d e  ces h y b r i d a t i o n s  est  

r é p r é s e n t é  F i g u r e  2 9 .  L e  f r agmen t  l e  p l u s  p e t i t  i s s u  d ' u n e  

h y d r o l y s e  t o t a l e  e t  q u i  c o n t i e n t  les  deux séquences  t e s t  est  

l e  f ragment  S a c I  dont  l a  t a i l l e  estimée est d ' e n v i r o n  13 kb ; 
ce q u i  i m p l i q u e  que l ' e s p a c e  s é p a r a n t  les phages  h t h i ~  e t  h~ 

es t  a u  p l u s  é g a l  à 13 - 2 = 11 k b .  I l  est é g a l e m e n t  



h BamHI Sa l i  Xba 1 Sac 1 B g l l l  EcoRI A Rindl i  I /  
EcoRl 

Car tograph ie  de l a  r é g i o n  sacs-sacA : H y b r i d a t i o n  de l 'ADN 
génornique avec l e  p l a s m i d e  p t h i C  e t  l a  sonde "HM 

F iaure  29 



i n t é r e s s a n t  de n o t e r  que  l a  r é g i o n  e n t r e  l e  gène  t h i C  e t  l a  

sonde  "H" compor te  a u  moins un s i t e  BamHI  e t  un s i t e  B g l I I ,  

m a i s  n e  semble  p a s  c o m p o r t e r  de  s i t e  S a l I ,  S a c I ,  EcoRI, ou  

XbaI ,  ce q u i  i m p l i q u e  que  ces enzymes s o n t  a d é q u a t e s  p o u r  

c l o n e r  l e  f r agmen t  manquant d a n s  un p l a s m i d e  i n t é g r a t i f  de B, 

PU b t i l i s .  Une t e l l e  s t r a t é g i e  a  é té  u t i l i s é e  a v e c  s u c c è s  p a r  

Glaser ( U n i t é  d e  R é g u l a t i o n  d e  l ' E x p r e s s i o n  G é n é t i q u e )  p o u r  

c l o n e r  l a  r é g i o n  s é p a r a n t  l e  marqueur  t h i C  d e  l a  sonde  " H m .  

I l  a  d o n c  é té  p o s s i b l e  d e  c l o n e r  s u r  d i v e r s  v e c t e u r s  l a  

t o t a l i t é  d e  l a  r é g i o n  s a c s - s a c A ,  l ' o r i g i n a l i t é  d e  c e t t e  

r é a l i s a t i o n  v i e n t  du  f a i t  q u ' i l  es t  m a i n t e n a n t  p o s s i b l e  

d ' a v o i r  accès à l ' i n f o r m a t i o n  n u c l é o t i d i q u e  d ' u n  g r a n d  

f r agmen t  ( ~ 6 0 k b )  du chromosome d e  B, s u b t i l i s .  

51 SWYENS2W DU PHAGE h n a -  

a )  CLONAGE E N  SHOTGUN DU PHAGE h n a r ~  DANS LE PHAGE M13m~8 

L ' A D N  du phage  h n a r ~ 4 . 0  a é té  s o n i q u é  ( 6  x  5  pg) pendan t  

2 x 2 0 ~ ~  3x20,  e t  4x20s  à l ' a i d e  d ' u n  s o n i c a t e u r  VIBRACELL 

( S o n i c s  a n d  M a t e r i a l s ,  Danbury ,  C o n n e c t i c u t )  r é g l é  s u r  

l ' é n e r g i e  maximum. L e s  f r a g m e n t s  o b t e n u s  o n t  é té  s é p a r é s  s u r  

gel  d ' a g a r o s e  à 1% ( F i g u r e  3 0 )  e t  3  pool d i f f é r e n t s  o n t  é té  

p r é l e v é s  comprenan t  des f r a g m e n t s  d e  500 à 800 p a i r e s  de 

bases, 800 à 1000 p a i r e s  de b a s e s ,  e t  1000 à 1500 p a i r e s  de 

bases. L 'ADN de ces 3  pool a é t é  e x t r a i t  de l ' a g a r o s e  à 

l ' a i d e  du k i t  Gene C lean  ( F i g u r e  3 1 )  p u i s  l i g a t u r é  au phage  

M13mp8 s u i v a n t  l e s  o p é r a t i o n s  d é c r i t e s  d a n s  l a  s e c t i o n  

"Matériels e t  Méthodes" .  L a  sonde  XLlBlue d ' E .  c o l i  a  é té  

t r a n s f o r m é e  a v e c  l a  m i x t u r e  d e  l i g a t i o n  a i n s i  o b t e n u e  s e l o n  

l a  méthode de Hanahan, l es  c l o n e s  p o u r  l e s q u e l s  l e  gène  d e  l a  
f i - g a l a c t o s i d a s e  a  é t é  i n t e r r o m p u  p a r  un i n s e r t  ( b l a n c s  s u r  du  

m i l i e u  d e  c u l t u r e  c o n t e n a n t  d e  1 'IPTG e t  de 1 ' X G a l )  o n t  é té  

r e p i q u é s  s u r  des b o î t e s  LB, à r a i s o n  d e  100 c l o n e s  p a r  b o î t e .  

Un t o t a l  de 1350 + 1300 c l o n e s  b l a n c s  o n t  pu ê t r e  a i n s i  

i s o l é s .  L e s  c l o n e s  c o m p r e n a n t  un  f r a g m e n t  d e  l ' i n s e r t  

ch romosomique  de B. s u b t i l i s  du phage  h n a r ~ 4 . 0  o n t  é t é  

détectés  p a r  h y b r i d a t i o n  a v e c  u n e  s o n d e  de l ' i n s e r t  



Fiqure 30 : séquençage du phage 1ambdanarA. 

Sonication de l'ADN 

1) marqueur lambdaHindII1, 2) et 3) ADN soniqué 

pendant 2 x 20 s, 4) et 5) ADN soniqué pendant 

3 x 20 s, 6) et 7) ADN soniqué pendant 4 x 20 s, 

8) marqueur l a m b d a ~ i n d ~ I I /  EcoRI 



Fiqure 31  : Séquençage du phage 1ambdanarA. 

Sous-clonage dans l e  phage A13 

1) marqueur IambdaHindIII, 2) fragments d e  500 à 
800 bp, 3)  fragments d e  800 à 1000 bp, 4)  fragments 

d e  1000 à 1500 bp , 
5) marqueur l a m b d a ~ i n d 1 1 1 /  EcoRI 



3 2 chromosomique marquée au P à raison de 10' cpm/ pg d'ADN 

dans une expérience concernant 1350 clones blancs. La sonde 

de l'insert chromosomique a été obtenue par hydrolyse du 
phage recombinant hnar~4.0 par l'enzyme SalI, suivie d'une 

séparation des bandes sur gel d'agarose à 0,7% et 

purification de l'ADN des blocs d'agarose à l'aide du kit 

Gene Clean. Un total de 102 plages contenant un insert 

chromosomique ont ainsi été obtenues (cf. Figure 32). Par 

ailleurs, le nombre de plages blanches comprenant un insert 
de l'ADN du phage hFix11 ont été détectées par hybridation 

32 avec de l'ADN du phage hFix11 marqué au P à raison de 9,8 

106 cpm/ pg d'ADN ; 308 clones réagissant avec la sonde du 

phage hFix11 ont ainsi été identifiées. Il est intéressant de 

noter que les clones contenant un insert du phage hFix11 sont 

environ 3 fois plus nombreux que ceux contenant un fragment 

de l'ADN chromosomique de B. subtilis, ce qui est en bonne 

corrélation avec les tailles respectives de ces deux 
séquences : 28 kb pour l'ADN .de hFix11 et environ 17 kb pour 

l'insert chromosomique de B. subtilis . Le bruit de fond 

(plages blanches formées du vecteur M13mp8 religaturé sur 
lui-même mais avec un frameshift dans le gène de la fi- 
galactosidase) apparait également très important et doit être 

pris en compte afin d'estimer le nombre de plages comprenant 

un insert chromosomique du génome de B, subtilis à partir du 

nombre total de plages blanches. Une telle estimation a pu 

être obtenue avec une certaine précision en utilisant une 

équation empirique : R = 0,3Br, avec R représentant le nombre 

de phages M13mp8 contenant un insert chromosomique du gène de 

B. subtilis, B représentant le nombre total de plages 

blanches, r étant fixé à 0,43, 0,27 et 0,20 pour les pool 

d'ADN soniqué contenant des fragments de 500 à 800, 800 à 

1000, 1000 à 1500 paires de bases, respectivement. Un 

deuxième criblage concernant 1300 clones a été réalisé en 
marquant environ 1 pg d'ADN de l'insert chromosomique du 

3 2 phage hnar~4 .O au P à raison de 1,7 107 cpm/ pg d'ADN. Un 

total de 231 plages hybridant avec la sonde ont ainsi été 



Fiqure 32 : Hybridation des phages m13mp8 recombinants 
avec l'insert chromosomique d e  B. subtilis d u  phage 

lambdanarA4.0 



identifiées, ce qui est en accord avec la valeur attendue : 

0,3 x 1300 x 0,47 = 183. 

b) SEOUENCAGE 

Comme décrit dans le paragraphe "Matériels et Méthodes", 
le phage hnar~4.0 a été séquencé en gradients de tampon afin 

d'obtenir une meilleure répartition des bandes le long du 

gel. Un autre choix stratégique important a été l'utilisation 

systématique de 7-deaza-dGTP, analogue du dGTP dont 

l'avantage est de permettre de réduire les problèmes liés aux 

compressions. Un total de 408 clones ont été séquencés à 

partir de la forme simple brin du phage M13, et pour environ 

une centaine de ces clones, la forme réplicative double brin 

a également été utilisée comme matrice de séquençage. Un 

total de 120000 paires de bases ont été lues résultant en la 

formation de 55 c o n t i g  différents. La somme de ces différents 

c o n t i g  représente 34 kb, ce qui signifie que malgré l'étape 

d'hybridation pour cribler les phages Ml3 qui contiennent un 

insert chromosomique de B. subtilis (cf. Figure 32), de 

nombreux phages Ml3 contenant un fragment d'ADN provenant du 
phage h ont été prélevés. Ceci peut s'expliquer par 

l'observation que les résultats du criblage par hybridation 

(Figure 32) sont relativement difficiles à interpréter, du 

moins dans certains cas, sans doute du fait de la présence 

dans l'ADN de la sonde utilisée de quelques fragments 
résiduels d'ADN du phage h. L'ordonnancement final des 

différents c o n t i g  doit s'effectuer à l'aide d'une autre 

stratégie, telle que l'utilisation d'oligonucléotides 

spécifiques comme amorces pour les réactions de séquence. 

a) TESTS RAPIDES POUR LA DETECTION D'ENZYMES : 

IDENTIFICATION D'UNE NOUVELLE PROTEASE 

Dans le but d'identifier rapidement de nouvelles enzymes 

à fort potentiel biotechnologique, les phages isolés peuvent 

être soumis à un criblage systématique. Une telle approche a 



été  e n v i s a g é e  p o u r  détecter  l a  p r é s e n c e  de p r o t é a s e s  s u r  les 
p h a g e s  h r e c o m b i n a n t s  p u r i f i é s  ; u n e  n o u v e l l e  p r o t é a s e  a  

a i n s i  pu ê t re  localisée s u r  l e  phage  h s a c ~ ~  d o n t  les p l a g e s  

m o n t r e n t  une  f o r t e  zone d e  p r o t é o l y s e  ( c l a r i f i c a t i o n  du l a i t  
écrêmé s u r  des bo î tes  h  s u p p l é m e n t é e s  de l a i t  écrêmé e t  de 

CaC12) . 
L a  s é q u e n c e  de' c e t t e  n o u v e l l e  p r o t é a s e  a été  réal isée 

p a r  S a n t a n a  ( U n i t é  de R é g u l a t i o n  de 1 ' E x p r e s s i o n  G é n é t i q u e )  

e t  Arnaud ( U n i t é  de B i o c h i m i e  M i c r o b i e n n e )  (ORE X X I X ,  c f .  

F i g u r e  37,  p a r a g r a p h e  V ) ,  e t  l e  g è n e  a  é té  c l o n é  p a r  Kuns t  

( U n i t é  de B i o c h i m i e  M i c r o b i e n n e ) .  L ' i n t e r r u p t i o n  de ce g è n e  

( réal isée p a r  Kuns t )  d a n s  une souche  de L s u b t i l i s  . ,  d o n t  les  

g è n e s  des 6 p r o t é a s e s  connues  s o n t  i n t e r r o m p u s  (Sloma e t  a l . ,  

1990)  i n d i q u e  q u ' i l  n ' e s t  p a s  i n d i s p e n s a b l e  é t a n t  donné q u e  

l a  s o u c h e  s p o r u l e  e t  c r o î t  n o r m a l e m e n t .  L a  s o u c h e  a i n s i  

o b t e n u e  e s t  donc  d é f e c t i v e  p o u r  7  p r o t é a s e s  d i f f é r e n t e s  e t  

d e v r a i t  se r é v é l e r  un h ô t e  u t i l e  p o u r  l a  p r o d u c t i o n  e t  l a  

s é c r é t i o n  d e  p r o t é i n e s  h é t é r o l o g u e s .  

b)  ANALYSE DES SEOUENCES A L ' A I D E  DE BANOUES PEPTIDIOUES 

L e s  s é q u e n c e s  b r u t e s  o b t e n u e s  à p a r t i r  du phage  h n a r ~  

o n t  é té  t r a d u i t e s  d a n s  l e s  6 d i f f é r e n t e s  p h a s e s  de  l e c t u r e  e t  

l ' e n s e m b l e  a  é t é  comparé a u x  données  d e  l a  banque p e p t i d i q u e  

NBRF s e l o n  l e  t e s t  d e  Lipman e t  P e a r s o n  (matrice Pam250) 

( 1 9 8 5 ) .  L e s  r é s u l t a t s  d e  ce t e s t  s o n t  r e p o r t é s  Tab leau  1 7 .  
D ' a p r è s  ce t e s t ,  il a p p a r a i t  donc  q u e  l e  phage  h n a r ~ 4 . 0  

c o n t i e n t  d e s  g è n e s  d é j à  connus .  En p a r t i c u l i e r ,  il a p p a r a i t  

que  l e  gène  s p o I I D  e t  l e  gène  n a r A  s o n t  s i t u é s  a u  v o i s i n a g e  

l ' u n  de l ' a u t r e  s u r  l e  chromosome d e  B, s u b t i l i s ,  a l o r s  q u e  

l a  ca r t e  g é n é t i q u e  ( P i g g o t ,  1989)  l e s  s i t u e  à 4' l ' u n  de 

l ' a u t r e .  En o u t r e ,  l e s  g è n e s  d e  l a  s o u s - u n i t é  b d e  l a  s o u s -  
u n i t é  Fo e t  d e s  s o u s - u n i t é s  a, p, y, 6, & de  l a  s o u s - u n i t é  F i  

de 1'ATP s y n t h a s e  de B, s u b t i l i s  s o n t  p r é s e n t s  s u r  ce segment 

d e  chromosome.  C e p e n d a n t ,  ces g è n e s  s o n t  s i t u é s  à u n e  

e x t r é m i t é  du f r a g m e n t  c l o n é ,  ce q u i  e x p l i q u e  l ' a b s e n c e  d e s  

g è n e s  d e s  s o u s - u n i t é s  c, a e t  i de l a  s o u s - u n i t é  Fo. D e  m ê m e ,  



HOMOLOGIES DETECTEES DANS LE PHAGE 
XNARA 

Gène Organisme Score optimisé 

ATPase Eo b 
ATPase El a 
ATPase El /3 
ATPase FI y 
ATPase F1 6 
ATPase El E 

protéine R 
(près de spoo~) 

uréase 

proteine PSS2 
(nodulat ion) 

B. subtilis 

B. megaterium 
B. megaterium 

B. megaterium 

B. megaterium 

B. megaterium 

B. megat erium 

B. subtilis 

E. coli 

haricot 

Rhizobium 
leguminosarum 

Test de Lipman et Pearson (1985). Les homologies ont été 
déduites a partir de la séquence consensus contenant les 
différents contigs. 



une protéine localisée 196 paires de bases en amont du gène 

s p o I I D  est 50% identique à la protéine R (orfR) découverte 

par Trach et coll. (1988) qui ont suggéré que orfR est le 

site de la mutation rev-4. Le phénotype de cette mutation a 

été caractérisé par Sharrock et Leighton (1982) comme étant 

une suppression pléiotrope des déficiences de sporulation de 

certaines mutations ribosomales induites par la résistance à 

l'érythromycine. En outre, le produit de orfR ne parait pas 

indispensable pour la croissance ou la sporulation chez IL, 
# a subtilis (Trach et al., 1988). On peut encore noter la 

possible présence du gène de la 3-dehydroquinate synthase de 

L subtilis détecté par son homologie avec le produit du gène 
de la 3-dehydroquinate synthase d'E. coli (Millar and 

Coggins, 1986). La 3-debydroquinate synthase de B, subtilis a 

du reste été purifiée et étudiée par Hasan et Nester (1978). 

L'intérêt de cette enzyme réside dans son implication dans la 

biosynthèse des chaînes aromatiques, et donc dans la 

biosynthèse des acides aminés (Umbarger and Davis, 1962) . On 
peut finalement noter la présence d'un gène homologue à 

1 'uréase du haricot (jack bean) . 

C) OPERON ATP SYNTHASE DE BACILLUS SUBTILIS  

Les ATPases sont des enzymes qui sont étudiées de façon 

intensive. La principale raison de cet intérêt est que ce 

complexe enzymatique catalyse l'une des réactions les plus 

importantes pour la cellule, à savoir la synthèse de 1'ATP en 

utilisant l'énergie électrochimique d'un gradient de protons, 

gradient qui peut être généré par une chaîne respiratoire ou 

par l'utilisation de la lumière chez les bactéries 

photosynthétiques. Le mécanisme par lequel le gradient de 

protons est utilisé pour conduire la synthèse de 1'ATP est 

l'un des problèmes principaux de Biochimie non encore 

résolus. Il est donc clair que les connaissances 

fondamentales qui concernent la structure moléculaire et le 

mécanisme d'assemblage du complexe enzymatique ATP synthase 



sont d'importance majeure en regard de la biologie cellulaire 

(Marzuki, 1989). 

L'ATP synthase est une structure membranaire très 

complexe qui contient deux sous-unités principales (Fi, Fo) et 

plusieurs sous-unités. La sous-unité Fo est une protéine 

transmembranaire insoluble dans l'eau composée de 4 à 5 types 

de sous-unités (if a, cf b chez B, meaaterium, cf. Brusilow 

et coll., 1989) et contient un canal pour permettre la 

translocation des protons. La sous-unité Fi est une protéine 
soluble dans l'eau composée de 5 types de sous-unités (a, p, 

y, 6, E) assemblés en un complexe de la forme a3p3y6~. Les 

sous-unités 8, y, et E interagissent avec la sous-unité Fo, 
les sous-unités 6 et E étant nécessaires à la fixation de Fi 

sur le "socle membranaire" Fo ; tandis que la sous-unité y 

pourrait agir comme une porte régulant le flux de protons. La 
sous-unité p est responsable de l'activité catalytique de la 
synthèse de 1'ATP ; la sous-unité a pourrait être impliquée 

dans la régulation de l'activité ATP synthase (Fillingame, 

1980 ; Cross, 1981 ; Futai and Kanazawa, 1983 ; Voet and 

Voet, 1990). 

Les séquences des gènes du complexe ATPase de divers 

procaryotes ont été déterminées. Bien que ces gènes 

apparaissent bien conservés sur une large distance évolutive, 

leur organisation varie relativement. En effet, il apparait 

que chez Rhodo~seudomonas blastica et Rhodo~seudomonas rubrum 

les gènes de la sous-unité Fi et de la sous-unité Fo ne sont 

pas adjacents, tandis que chez Svnechoccus PCC6301 et 

Anabaena PCC7120 ils ne sont pas tous contigus. La séquence 

nucléotidique des gènes atpF, atpH, atpA, atpG, atpD, et atpC 

de B. subtilis est présentée en Annexes. En outre, ces gènes 
sont organisés en opéron de façon virtuellement identique 

chez B. ~ubtilis, B. megaterium (cf. Figure 33) (Hawthorne 

and Brusilow, 1988 ; Brusilow et al., 1989), E. coli 

(McCarthy et al., 1985), et la bactérie thermophile PS3 (Ohta 

et al., 1988), du moins en ce qui concerne les gènes des 
sous-unités b, a, p, y, 6, E (cf. Figure 33). Les tailles en 



B. megaterium 123 236 7 0 1 7 2  181 502 285 472 134 

t h e r m o p h i l e  P S 3  127 210 7 2  163 179 502 286 473 132 

B. s u b t i l i s  170 181 502 28 7 473 132 

E. c o l i  127 271 7 9 1 5 6  177 514 288 460 139 

F i q u r e  33  : ~ ' o ~ é r o n  ATP s y n t h a s e  

Les t a i l l e s  d e s  p r o t é i n e s  s o n t  i n d i q u é e s  e n  c o d o n s  
( d ' a p r è s  Kanazawa e t  c o l l . ,  1981 ; Ohta e t  c o l l . ,  1988 ; B r u s i l o w  e t  c o l l . ,  1989) 



(codons) de ces différentes sous-unités sont de plus très 

semblables chez B. subtilis, B, meaaterium, et la bactérie 

thermophile PS3 (cf. Figure 33) . 
L'alignement des séquences peptidiques des différentes 

sous-unités du complexe ATPase de B, subtilis avec celles de 

B. meaaterium (cf. Figure 34a-34f) et de la bactérie 

thermophile PS3 (voir Annexes) indique la très forte 

conservation de ces gènes chez ces trois microorganismes. Il 
est en outre remarquable que les sous-unités a et P sont 

particulièrement conservées (respectivement, 85,3% et 86,3% 

d'identité entre B. subtilis et B. meaaterium) alors que les 
sous-unités 7, 6, et E le sont moins (respectivement, 74,6%, 

48,3%, 68,9% d'identité chez B. subtilis et B. meffaterium) . 
Ceci peut s'expliquer par l'observation que, d'une manière 

générale, les sous-unités de Fo sont peu conservées, ce qui 
implique que les sous-unités y, 8 et E qui interagissent avec 

elles ont dû évoluer en parallèle (Walker et al., 1985). La 

composition en acides aminés' des sous-unités séquencées de 

1'ATPase de B. subtilis (cf. Tableau 18) est bien entendu 

très proche de celle des sous-unités de B. meaaterium 

(Hawthorne and Brusilow, 1988 ; Brusilow et al., 1989) . Les 
sites de fixation de 1'ATP des sous-unités a et fi ont 

également été comparés (cf. Figure 35) ; il est clair que ces 

sites sont très conservés sur une large distance évolutive. 

L'organisation de l'opéron ATP synthase de B. subtilis a 
été comparée en détails avec celle de B. megaterium (Tableau 

19) . Certaines caractéristiques intéressantes peuvent être 
issues de cette comparaison. On peut tout d'abord remarquer 
que, comme chez B. meaaterium, le gène a t p G  (sous-unité y) 

débute par le codon UUG, ce qui pourrait représenter un 
mécanisme pour éviter la surproduction de la sous-unité y, 

cette sous-unité étant présente à raison d'une seule copie 

par complexe ATPase. L'utilisation du codon de démarrage UUG 

a en effet été démontrée chez E. coli comme résultant en une 

expression de gène nettement moindre, comparée à l'expression 
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F i q u r e  3 4 c  : A l i g n e m e n t  d e  l a  s é q u e n c e  p e p t i d i q u e  d e  l a  
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o( d e  FI d e  B. megater ium ( ~ 3 1 4 8 2 )  
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F i q u r e  34d : Al ignement  d e  l a  s é q u e n c e  p e p t i d i q u e  d e  l a  
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Ifde F I  d e  B. megater ium ( ~ 3 1 4 8 2 )  
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F i q u r e  34f  : Al ignement  d e  l a  s é q u e n c e  p e p t i d i q u e  d e  l a  
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E d e  F I  d e  B .  megater ium (PWBSEM) 



LIOPERON ATPase DE BACILLUS SUBTILIS : 
COMPOSITION EN ACIDES AMINES 

sous-unité Fob ~ 1 6  F l a  ~ 1 y   FI^ FIE 

acide aminé 

Alanine 
Cystéine 
Aspartate 
Glutamate 
Phénylalanine 
Glycine 
Histidine 
Isoleucine 
Lysine 
Leucine 
Méthionine 
Asparagine 
Proline 
Glutamine 
Arginine 
Serine 
Threonine 
Valine 
Tryptophane 
Tyrosine 

Tableau 18 



SITES DE FIXATION DE L'ATP DES SOUS-UNITES 
a ET B DE L'ATP SYNTHASE 

sous-unité 
Fla 

E. coli G-D-R-Q-T-G-K-T-N5-A-1-N69-G-E-D-A-L-1-1-Y-D-D 
B. subtilis G-D-R-Q-T-G-K-T-N5-A-1-N70-G-K-H-V-L-V-V-Y-D-D 
B. megaterium G-D-R-Q-T-G-K-T-N5-T-1-N70-G-K-H-V-L-V-1-Y-D-D 
thermophile G-D-R-Q-T-G-K-T-N5-T-1-N70-G-K-H-V-L-V-V-1-D-D 
Boeuf G-D-R-Q-T-G-K-T-N5-T-1-N76-G-K-H-A-L-1-1-Y-D-D 
(mitochondrie) 

sous-unité 

F ~ P  

E. coli G-G-A-G-G-V-K-T-N5-L-1-N71-G-R-D-V-L-L-F-V-D 
B. subtilis G-G-A-G-V-G-K-T-N5-L-1-N71-G-Q-D-V-L-F-F-1-D 
B. megaterium G-G-A-G-V-G-K-T-N5-L-1-N71-G-Q-D-V-L-F-F-1-D 
thermophile G-G-A-G-V-G-K-T-N5-L-1-N71-G-Q-D-G-L-L-F-1-D 
Boeuf G-G-A-G-G-V-K-T-N5-L-1-N77-G-Q-D-V-L-L-F-1-D 
(mitochondrie) 

Les sites de fixation de 1'ATP des séquences d'E.  coli et des 
mitochondries de boeuf proviennent de Fry et coll., 1986 et 
Walker et coll., 1985. Les séquences de B. meaaterium et de 
la bactérie thermophile PS3 proviennent de la banque 
peptidique NBRF. 



ORGANISATION DE L'OPERON ATP SYNTHASE 
CHEZ B. S U B T I L I S  ET B .  MEGATERIUM 

unité caractère B. subtilis B. megaterium 

taille 170 aa 172 aa 
% d'identité 66,3 100 

FO (b) RBS AAGGGAG AAGGGAG 
Start AUG AUG 
Stop UGA UGA 
distance b-8 -1 -1 

taille 181 aa 181 aa 
% d'identité 48,3 100 

( 6 )  RBS AGGAGA AGGGGA 
Start AUG AUG 
Stop U AG UAG 
distance 6-a  16 15 

taille 502 aa 502 aa 
% d'identité 83,9 100 

(CI) RBS AGGGGTG AGGGGTG 
Start GUG AUG 
Stop UAA UAA 
distance a-y 76 bp 105 bp 

taille 287 aa 
% d'identité 74,6 

Fl (y) RB S AAGGTG 
Start UUG 
Stop UAG 
distance y-P 25 bp 

285 aa 
100 
AAGGTG 
UUG 
UAG 
36 bp 

taille 473 aa 472 aa 
% d'identité 86,3 100 

(P l  RBS AGGAGG AGGAGG 
Start AUG AUG 
stop UAA UAA 
distance FE 24 bp 26 bp 

taille 132 aa 134 aa 
% d'identité 68,9 100 

FI (el RBS AGGAGGGT AGGAGGT 
Start AUG AUG 
Stop UAA UAA 



à p a r t i r  d e s  codons  de démarrage  AUG e t  GUG (Reddy e t  a l . ,  

1 9 8 5 ) .  L e s  e spacemen t s  e n t r e  les d i v e r s  g è n e s  s o n t  du m ê m e  

o r d r e  c h e z  B. s u b t i l i s ,  L m e a a t e r i u m ,  e t  EE, c o l i  ( c f .  

T a b l e a u  1 9 )  q u o i q u e  p l u s  p e t i t s  chez  G, c o l i  ( B r u s i l o w  e t  

a l . ,  1989)  . En o u t r e ,  à l ' i n s t a r  d e  B, m e a a t e r i u m  ( B r u s i l o w  

e t  a l . ,  1989)  e t  Fnabaena  PCC7120 (McCarn e t  a l . ,  1 9 8 8 ) ,  les 
g è n e s  d e s  s o u s - u n i t é s  p e t  8 de L s u b t i l i s  , * se chevauchent  de 

q u a t r e  bases. Comme s o u l i g n é  p a r  B r u s i l o w  e t  c o l l .  (1989)  

l ' u n  des modèles  p o u r  e x p l i q u e r  l ' a s s e m b l a g e  de 1'ATPase chez  
E. c o l i  imp l ique  une i n t e r a c t i o n  e n t r e  les s o u s - u n i t é s  B e t  8 

q u i  p o u r r a i t  ê t re  i m p o r t a n t e  dans  l e  p r o c e s s u s  d e  f i x a t i o n  de 

l a  s o u s - u n i t é  FI à l a  s o u s - u n i t é  Fo .  Un t e l  chevauchement  

e n t r e  ces deux gènes  p o u r r a i t  donc f a c i l i t e r  s o i t  l e  coup lage  

t r a d u c t i o n n e l  de l ' e x p r e s s i o n  de ces deux g è n e s ,  s o i t  u n e  

que lconque  é t a p e  d ' a s s e m b l a g e  e n t r e  ces deux s o u s - u n i t é s .  On 

p e u t  éga lement  remarquer  que les codons s t o p  u t i l i s é s  chez B, 

s u b t i l i s  e t  B. m e a a t e r i u m  s o n t  i d e n t i q u e s  p o u r  chacun d e s  

g è n e s  b, 6, a, y, B, E a i n s i  que  les  s é q u e n c e s  de Sh ine -  

Dalgarno ,  s a u f  d a n s  l e  c a s  d e s  gènes  8 e t  E où l a  d i f f é r e n c e  

est d e  une  b a s e .  L e s  opé rons  de B. s u b t i l i s  e t  B. meffaterium 

se t e r m i n e n t  a p r è s  l e  codon s t o p  d e  l a  s o u s - u n i t é  E p a r  un 

t e r m i n a t e u r  r e p r é s e n t é  F i g u r e  3 6 .  

L ' u s a g e  du code  d e s  g è n e s  s é q u e n c é s  de 1 ' A T P a s e  de  B. 
, . s u b t i l l s  a  é t é  d é t e r m i n é  p a r  l e  c a l c u l  du r a p p o r t  d e  l a  

f r é q u e n c e  d ' u t i l i s a t i o n  du codon c o n s i d é r é  e t  d e  l a  f r é q u e n c e  

d ' u t i l i s a t i o n  du codon l e  p l u s  u t i l i s é  d e  l a  m ê m e  c l a s s e  

( T a b l e a u  2 0 ) .  L ' a n a l y s e  d e s  v a l e u r s  o b t e n u e s  semble i n d i q u e r  

q u ' i l  n ' y  a p a s  s e n s i b l e m e n t  d e  b i a i s  c o n t r e  l ' u s a g e  d e s  

codons  "rares" de B. s u b t i l i s .  C e  r é s u l t a t  s u g g è r e  donc que  

l e  g è n e  d e  1 ' A T P a s e  es t  expr imé  à un n i v e a u  moyen. C e c i  

n ' e s t  du  res te  p a s  é t o n n a n t  é t a n t  donné que l a  s u r p r o d u c t i o n  

dlATP s y n t h a s e  a f f e c t e  l a  d i v i s i o n  c e l l u l a i r e  chez  E. c o l i  e t  

i m p l i q u e  une  i n h i b i t i o n  d e  l a  c r o i s s a n c e  (von Meyenburg e t  

a l . ,  1 9 8 4 ) .  

L a  p r é s e n c e  d ' u n  s i t e  NotI  dans  l e  gène  d e  l a  s o u s - u n i t é  
a permet  de re l i e r  l a  p o s i t i o n  de cet opéron  p a r  r a p p o r t  à l a  
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Terminateur  de l 'opéron ATPase de Baci l lus  sub t i l i s  

Fiqure 36 
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Terminateur  de l 'opéron ATPase de Baci l lus  megaterium 



L'OPERON ATPase DE BACILLUS SUBTILIS : 
USAGE DU CODE 

acide codon w acide codon w 
aminé aminé 

Phe 
Phe 
Leu 
Leu 
Leu 
Leu 
Leu 
Leu 
Ile 
1 le 
Ile 
Met 
Val 
Val 
Va 1 
Val 
Ser 
Ser 
Ser 
Ser 
Ser 
Ser 
Pro 
Pro 
Pro 
Pro 
Thr 
Thr 
Thr 
Thr 
Ala 
Ala 

TTT 
TTC 
TTA 
TTG 
CTT 
CTC 
CTA 
CTG 
ATT 
ATC 
ATA 
ATG 
GTT . 
GTC 
GTA 
GTG 
TCT 
TCC 
TCA 
TCG 
AGT 
AGG 
CCT 
CCC 
CCA 
CCG 
ACT 
ACC 
ACA 
ACG 
GCT 
GCC 

O, 780 Ala 
1,000 Ala 
O, 451 Tyr 
0,354 Tyr 
1,000 His 
O, 162 His 
0,079 Gln 
O, 515 Gln 
O, 914 Asn 
1,000 Asn 
0,136 LYS 
1,000 LYS 
1,000 ASP 
O, 467 AsP 
1,000 Glu 
O, 488 Glu 
1,000 CYS 
O, 412 CYS 
O, 969 TrP 
0,175 Arg 
0,354 Arg 
0.077 Arg 
0, 563 Arg 
O, 031  Arg 
O, 468 Ar9 
1,000 G ~ Y  
0,275 G ~ Y  
O, 751  G ~ Y  
1,000 G ~ Y  
O, 625 Stop 
O, 677 Stop 
O, 465 Stop 

GCA 
GCG 
TAT 
TAC 
CAT 
CAC 
CAA 
CAG 
AAT 
AAC 
AAA 
AAG 
GAT 
GAC 
GAA 
GAG 
TGT 
TGC 
TGG 
CGT 
CGC 
CGA 
CGG 
AGA 
AGG 
GGT 
GGC 
GGA 
GGG 
TAA 
TAG 
TGA 

w représente le rapport entre la fréquence d'utilisation du 
codon considéré et la fréquence d'utilisation du codon le 
plus utilisé de la même classe. 



F i q u r e  10 : C a r t e  g é n é t i q u e  d e  B. s u b t i l i s  168 

( d ' a p r è s  P i g g o t ,  1989) 



F i q u r e  1 1  : C a r t e  p h y s i q u e  du chromosome d e  

B .  s u b t i l i s  1 6 8 .  Les t a i l l e s  d e s  d i f f é r e n t s  

f r a g m e n t s  N o t I  s o n t  i n d i q u é e s  e n  kb.  Les 

c o o r d o n n é e s  d e  l a  c a r t e  g é n é t i q u e  s o n t  

r e p o r t é e s  à l ' i n t é r i e u r  d e  l a  F i g u r e .  

( d ' a p r è s  V e n t r a  e t  Weiss, 1989) 



c a r t e  physique ( c f .  Figure 11) e t  à l a  c a r t e  génétique ( c f .  

Figure 1 0 ) .  D'après l e s  r é s u l t a t s  obtenus par  Ventra e t  Weiss 

(1989), l 'opéron ATP synthase e s t  s i t u é  e n t r e  317O e t  320°. 

d) I D E N T I F I C A T I O N  DE SPOIID ET ANATIYSE DES GENES ADJACENTS 

Comme ind iqué  Tableau 1 7 ,  l ' a n a l y s e  g l o b a l e  de l a  

séquence nuc léo t id ique  de l ' i n s e r t  chromosomique du phage 
h n a r ~  révè le  l a  présence du gène spoIID (séquencé par  Lopez- 

Diaz e t  c o l l . ,  1986) . Ce r é s u l t a t  a  en ou t re  é t é  confirmé par  

l a  séquence pept idique dédui te  de l a  séquence nucléot idique 
( c f .  Annexes). Le chevauchement des phages hspo11D avec l e s  

phages h n a r ~  a  également é t é  v é r i f i é .  Les ADN du phage 

h n a r ~ 4  . O  e t  des 6 phages h s p o 1 1 ~  ont é t é  hydrolysés par  Sa11 

e t  t r a n s f é r é s  sur  une membrane de nylon après  électrophorèse.  

L 'hybr ida t ion  avec une sonde c o n s t i t u é e  de l ' A D N  du phage 
h n a r ~ 4 . 0  marqué à l a  b i o t i n e  r é v è l e  ( c f .  Figure 4 0 )  que 

t o u t e s  l e s  bandes des 6 hspo11D d i f f é r e n t e s  r éag i s sen t  avec 

l e s  séquences contenues dans l e  phage h n a r ~ 4 . 0 ,  ce  q u i  

démontre c l a i r e m e n t  que l e s  phages h n a r ~  e t  h s p o l l D  

c o n s t i t u e n t  une même f a m i l l e  de phages recombinants.  La 

p o s i t i o n  de l ' u n  des marqueurs n a r A  (320') ou spoIID ( 3 1 6 ~ )  

e t  donc erronnée. 

L'analyse de l a  séquence adjacente  au locus  spoIID ( c f .  

Annexes) révèle  l a  présence de 3  phases ouvertes  de l e c t u r e  

(ORF : PROTR, A V I ,  A V I I )  ( c f .  F igure  4 1 )  . L ' O R F  PROTR 

p o u r r a i t  ê t r e  cont rô lée  par  un promoteur de type oE ( région  

"-35" GAACAGTT e t  "-10" GATATT) , l e  RBS semble ê t r e  GGAGGGG, 

l e  codon d ' i n i t i a t i o n  UUG, e t  l e  codon s top  UAA. La pro té ine  
A V I  p o u r r a i t  ê t r e  c o n t r ô l é e  pa r  un promoteur de type  oA 

( région  "-35" TTGTCG e t  "-10" TATAAT),  l e  RBS semble ê t r e  

AAAGGGGT, l e  codon de démarrage AUG, e t  l e  codon s top  UAA.  La 

p r o t é i n e  A V I I  p o u r r a i t  ê t r e  con t rô lée  par  un promoteur de 
type oA (région "-35" TTGCA e t  "-10" TATTCT) , l e  RBS semble 

ê t r e  AAAGGAAGT, l e  codon de démarrage AUG, e t  l e  codon s t o p  

UAA. La composition en ac ides  aminés de c e s  3  p r o t é i n e s  

p u t a t i v e s  e s t  indiquée Tableau 23. Leur p r o f i l  hydropathique 



Fiqure 40 : Hybridation des phages lambdaspoIID 

avec le phage lambdanarA4.0 

1) marqueur lambdaHindII1, 2) lambdanarA4.0 

hydrolysé par SalI, 3) lambdaspoIID3 hydrolysé 

par SalI, 4) lambdaspoIID6 hydrolysé par SalI, 

5) lambdaspoIID1O hydrolysé par SalI, 

6) lambdaspoIID14 hydrolysé par SalI, 

7) lambdaspoIID17 hydrolysé par SalI, 

13) lambdaspoIID19 hydrolysé par Sa11 





O R F s  DETECTEES DANS LE PHAGE   NARA : 
COMPOSITION EN ACIDES AMINES 

ORE' ProtR AVI AVI 1 Uréase 
a c i d e  aminé 

Alan ine  
C y s t é i n e  
A s p a r t a t e  
Glutamate  
P h é n y l a l a n i n e  
Glyc ine  
H i s t i d i n e  
I s o l e u c i n e  
Lys ine  
Leucine  
Méthionine  
Asparag ine  
P r o l i n e  
Glutamine 
A r g i n i n e  
S e r i n e  
Thréonine  
V a l i n e  
Tryptophane 
T y r o s i n e  

Tableau 23 
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Fiqure  4 3  : Alignement  d e  l a  s équence  p e p t i d i q u e  d e  l a  

~ r o t é i n e  p u t a t i v e  protR a v e c  l a  s é q u e n c e  du l o c u s  rev-4  

( ~ 3 2 3 5 4 )  



c o m p a r é  a v e c  l e  p r o f i l  h y d r o p a t h i q u e  d ' u n e  p r o t é i n e  

t y p i q u e m e n t  m e m b r a n a i r e  ( c f .  e n  A n n e x e s  l e  p r o f i l  

h y d r o p a t h i q u e  de  l a  s o u s - u n i t é  b  d e  l t A T P a s e  d e  B, s u b t i l i s )  

i n d i q u e  q u e  ces d e r n i è r e s  d e v r a i e n t  ê t r e  d e s  p r o t é i n e s  

c y t o p l a s m i q u e s .  Leur  masse m o l a i r e  o n t  é té  d é t e r m i n é e s  comme 

é t a n t  d e  46629 p o u r  PROTR, 19234 p o u r  A V I ,  e t  18861 p o u r  

A V I I .  L a  r e c h e r c h e  d a n s  l a  b a n q u e  p e p t i d i q u e  NBRF de 

p r o t é i n e s  homologues à ces t r o i s  p r o t é i n e s  p u t a t i v e s  i n d i q u e  

q u e  l e s  ORF A V I  e t  A V I I  n e  s o n t  homologues à aucun  g è n e  

connu,  t a n d i s  que  1'ORF PROTR a p p a r a i t  i d e n t i q u e  à 50% à 

l ' O R E  R s i t u é e  à e n v i r o n  2 , 2  kb  e n  a v a l  de s p o O F  (Trach  e t  

a l . ,  1988) ( F i g u r e  4 3 ) .  

el LA SOUS-UNITE Y DE L'UREASE DE BACILLUS SUBTILIS  

L e  t e s t  d e  Lipman e t  P e a r s o n  c o n d u i t  s u r  les  p r o d u i t s  

d é d u i t s  de  l a  séquence  consensus  des d i f f é r e n t s  contig r é v è l e  

( c f .  Tableau  1 7 )  l a  p r é s e n c e  d ' u n  gène  i d e n t i q u e  à 55 ,6% à l a  
s o u s - u n i t é  y d e  l ' u r é a s e  d ' u n  M v c o ~ l a s m e  ( U r e a D l a s m a  

u r e a l y t i c u m )  ( c f .  F i g u r e  4 4 a ) ,  e t  i d e n t i q u e  à 6O,2% aux 1 0 3  

p r e m i e r s  a c i d e s  aminés  d e  l ' u r é a s e  du h a r i c o t  ( c f .  F i g u r e  

4 4 b ) .  

Une e s t i m a t i o n  de l a  s i g n i f i c a t i o n  s t a t i s t i q u e  de  ce 

t e s t  a  é t é  r é a l i s é e  ( c f .  M a t é r i e l s  e t  Méthodes)  a f i n  d e  

v é r i f i e r  c e t t e  c o r r e s p o n d a n c e  ; l e  s c o r e  o b t e n u  de z = 3 4 , 6  

c o n f i r m e  que l e  r é s u l t a t  e s t  s i g n i f i c a t i f .  

L a  d é t e r m i n a t i o n  de l a  s é q u e n c e  n u c l é o t i d i q u e  d e  

l ' u r é a s e  d e  B. s u b t i l i s  est  i m p o r t a n t e  à p l u s i e u r s  n i v e a u x .  

L e s  u r é a s e s  s o n t  e n  e f f e t  d e s  enzymes d ' i n t é r ê t  ma jeu r  é t a n t  

d o n n é  q u ' e l l e s  s o n t  i m p l i q u é e s  d a n s  l a  p a t h o g é n i c i t é  d e  

c e r t a i n e s  b a c t é r i e s  (JJ- u r e a l v t i c u m ,  P r o t e u s  m i r a b i l i s ,  

c e r t a i n e s  s o u c h e s  d e  P s e u d o m o n a s ,  d e  K l e b s i e l l a ,  d e  

Ç o r v n e b a c t e r i a ,  d e  C a m ~ v l o b a c t e r ,  de  ~ t a ~ h v l o c o c c i ,  e t c  . . . ) .  

L a  p r é s e n c e  d e  b a c t é r i e s  u r é o l y t i q u e s  t e l l e s  q u e  

S t a ~ h v l o c o c c u s  s a ~ r o ~ h v t i c u s ,  M i c r o c o c c u s  v a r i a n s ,  

L a c t o b a c i l l u s  c a s e i ,  K l e b s i e l l a  aerocrenes, B a c t e r o i d e s  
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F i q u r e  4 4 a  : A l i g n e m e n t  d e  l a  s é q u e n c e  p e p t i d i q u e  d e  l a  

s o u s - u n i t é  d e  l l u r é a s e  d e  B. s u b t i l i s  a v e c  l a  

s o u s - u n i t é  r d e  l ' u r é a s e  d t U r e a p l a s m a  u r e a l y t i c u m  

( S  10030) 
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IHTYHSEGAGGGHAP D I  IKVCGIKNVLPSSTNPTRPLTSNTIDEHLDMLUVCHHLDREIP 
550 560 57 3 580 590 600  

L K C D S S D N D N F R I R ?  Y I P K Y T  I N P A I  ANGFSCY VGSVEVGKLADLV'ldKPSFFGTKP E'lV 
670  68 0 69 3 7 9  O 710 72 0  

I K G G V V A d A D I G D P V A S  I P T P E P V K f l R P Y Y G T L G K A G G A L S  I A F V S K A A L D O R V N V L Y G L  
73 O 740  753  7 6 0  770 7 3  O 

NKRVEAVSNVZKLTKLOMKLNDALP E I T V D P E S Y T V K A D G U L L C V S E  A T T V P L S R N Y F L F  
790  800 81 O 8 2 0  830 840 

Fiqure  44b : Alignement  de l a  s équence  p e p t i d i q u e  de l a  

s o u s - u n i t é  d e  l t u r é a s e  de  B .  s u b t i l i s  a v e c  l t u r é a s e  

du h a r i c o t  ( U R ~ B )  



ruminicola, Ruminococcus bromii, Selenomonas ruminantium, 

etc . . . ont été mises en évidence dans l'estomac des bovins 
et des ovins. De même chez l'homme, Peptostre~tococcus 

productus et d'autres espèces uréolytiques sont impliquées 

dans la dégradation de l'urée transféré du sang vers 

l'intestin par diffusion. Les uréases jouent en outre un rôle 

prédominant dans l'agriculture de par leur implication dans 

le cycle de l'azote (Mobley an Hausinger, 1989). 

L'organisation structurale des uréases varie selon les 

organismes. Par exemple, l'uréase du haricot est un hexamère 

d'une sous-unité de masse molaire 90770 (Takishima et al., 

1988), celle de Bacillus ~asteurii est un tétramère d'une 

sous-unité de masse molaire 65500 (Christians and Kaltwasser, 

1986), alors que l'uréase de Klebsiella aeroaenes, de P. 
mirabilis, de Providencia stuartii, et de S, ruminantium ont 

trois types de sous-unités distinctes dont les masses 
molaires varient de 68000 à 73000 (sous-unité a), de 8000 à 

12000 (sous-unité P), et 8000 à 10000 (sous-unité Y) (Mobley 

and Hausinger, 1989). L'uréase d ' L  urealvticum est également 

composée de 3 types de sous-unités dont les masses molaires 
sont 11,2 kdal (sous-unité y), 13,6 kdal (sous-unité f i ) ,  et 

66,6 kdal (sous-unité a) (Blanchard, 1990) . Les gènes de ces 
3 sous-unités constituent un opéron chez IG urealvticum dont 
1 'organisation est : promoteur-y-B-a. La distance entre le 

gène de la sous-unité y et le gène de la sous-unité B est de 
47 paires de bases. Le segment séquencé et identifié de 

l'uréase de B. subtilis comprend toute la région en amont du 
gène de la sous-unité y et 53 codons en aval (cf. Annexes). 

. . Chez B. subtllis, l'uréase semble donc être également 

organisée en opéron dont le premier gène est celui de la 
sous-unité y et le second celui de la sous-unité B (on peut 

noter une certaine identité entre la séquence de la sous- 
unité B d'Y, prealvticum et les 30 premiers codons de la 
deuxième ORF). On peut encore noter que ces deux phases 

ouvertes de lecture se chevauchent de quatre bases. A 

l'instar de ce qui a été proposé au su jet de 1'ATP synthase, 



il est possible qu'un tel chevauchement pourrait soit 

faciliter le couplage traductionnel de l'expression de ces 

deux gènes, soit faciliter une quelconque étape d'assemblage. 

La séquence nucléotidique révèle en outre la présence d'un 
promoteur putatif d (région "-35" TTGTCG et "-10" TATTAT) . La 
composition en acides aminés de la protéine déduite de la 

séquence nucléotidique est reportée Tableau 23. La masse 
molaire calculée de la sous-unité y de l'uréase de B. 

subtilis est de 11442, ce qui est très semblable à la masse 

molaire des sous-unités y des autres microorganismes. Le 

profil hydropathique indique sa localisation cytoplasmique, 

en accord avec la localisation des autres uréases (Mobley and 

Hausinger, 1989). L'alignement de la séquence nucléotidique 
de la sous-unité y de l'uréase de B, subtilis avec celle d'Y, 

urealvticum révèle 168 résidus identiques entre les deux 

séquences (55,1%), 78 transitions (25,6%) et 59 transversions 

(19,3%), et souligne donc la parenté entre ces deux enzymes. 

Chez P. stuartii et chez P, mirabilis, l'expression de 

l'uréase est induite par l'urée et réprimée par la présence 

de meilleures sources d'azote dans le milieu de culture 

(Jones and Mobley, 1988 ; Mulrooney et al., 1988) . De même 
chez Helicobacter wvlori, 1 'expression de 1 'uréase est 

probablement régulée par le facteur C T ~ ~  (Kustu et al., 1989 ; 

Labigne et al., 1991) . En ce qui concerne la régulation de 
l'uréase chez B. subtilis, il apparait que cette enzyme est 

principalement soumise à un système de régulation général 

impliquant une copie sauvage du gène glnA et contrôlant de 

nombreuses enzymes cataboliques intervenant dans le 

métabolisme de l'azote (Atkinson and Fisher, 1991). 
Toutefois, malgré la présence d'un facteur de type 654 chez B. 

subtilis (Débarbouillé et al., 1991), le gène de l'uréase 

n'est pas régulé par son intermédiaire (Débarbouillé et 

Kunst, communication personnelle). 

Un examen de la séquence nucléotidique (cf. Annexes) 

révèle la séquence TTTGAAAG 117 paires de bases (bp) en amont 



du codon de démarrage de la traduction. Une telle séquence 

suggère un éventuel mécanisme de répression catabolique 

(Nicholson et al., 1987 ; Miwa and Fujita, 1990 ; Weickert 

and Charnbliss, 1990 ; Henkin et al., 1991). En outre, on peut 
noter 65 bp en amont du gène de la sous-unité Y et dans une 

autre phase de lecture la présence d'un oligopeptide putatif 

(LTVPQIRSSRICFI) dont le codon de démarrage serait CUG et la 

séquence de Shine-Dalgarno AAGGGAGGTGAT. La probabilité 

d'occurrence d'une telle séquence très complémentaire de 

l'extrémité 16s des ARN ribosomaux (11 bases sur 12) est très 

faible (1 fois tous les 411 nucléotides). Il serait donc 

particulièrement intéressant de vérifier si cet oligopeptide 

est exprimé, et d'évaluer la signification des signaux 

génétiques détectés afin de vérifier s'ils ne sont pas 

impliqués dans la,régulation de l'expression génétique de 

1 'uréase. 

7 )  ANALYSE FONCTIONNELLE DES SEOUENCES OBTENUES 

Analvse du gène de la tyrosine tRNA svnthétase (yrs )  

La détection de gènes homologues à partir de la 

comparaison des séquences obtenues avec les séquences 

compilées dans une banque de données est un outil d'analyse 

très puissant, mais comme, indiqué précédemment, soumis à 

certaines limitations. 

L'usage de la génétique inverse est donc une étape 

obligée de l'analyse des séquences. Il est cependant clair 

qu'une analyse exhaustive, en particulier des gènes qui ne 

montrent aucune homologie notable avec des gènes déjà 

étudiés, est nécessaire pour exploiter totalement un tel 

travail. 

La détermination de la séquence adjacente au locus sacs 

(Glaser et al., 1991) a permis de mettre en évidence une 

phase ouverte de lecture codant pour une protéine ayant une 

homologie significative avec les gènes de la tyrosine tRNA 

synthétase de plusieurs organismes. La fonctionalité de cette 

phase ouverte de lecture a été vérifiée par complémentation 



d'une souche thermosensible d'E. coli dont le phénotype est 

dû à une déficience en tyrosine tRNA synthétase à 44OC 

(Glaser, Unité de Régulation de l'Expression Génétique). 

L'hypothèse avancée par Aymerich et Steinmetz (1987) que . . cette région du chromosome de B, U t i l i s  n'est pas 

indispensable a été vérifiée en ce qui concerne le gène yrs.  

Le plasmide pMF2 a été linéarisé au site unique XbaI situé 

dans la séquence codante du gène yrs .  Un fragment de 1,5 kb 

contenant le déterminant aphA3 (Trieu-Cuot et al., 1983) de 

la résistance à la kanamycine a été purifié par 

électrophorèse en gel d'agarose suivie d'une purification du 

fragment à l'aide du kit Gene Clean. Les extrémités des sites 

XbaI et ClaI ont été converties en bouts francs à l'aide du 

fragment Klenow de l'ADN polymérase, puis le fragment aphA3 a 

été ligaturé au plasmide pMF2 en utilisant de la ligase du 

phage T4. Des cellules compétentes de la souche d'E. coli TG1 

ont été transformées avec le mélange de ligation ainsi 

obtenu, les transformants ont été sélectionnés sur des boîtes 

LB supplémentées d'ampicilline et de kanamycine. L'un de ces 

transformants, pMF3, a été linéarisé au site SmaI et utilisé 

pour transformer des cellules compétentes de B. subtilis 168. 

Les transformants obtenus par un évènement de double cross 

over  an^, cmS) ont le gène yrs interrompu par la cassette 

kanamycine. Le phénotype de l'un d'eux, QB4332, a été 

caractérisé ; il en résulte que le gène yrs n'est pas 

indispensable dans des conditions standard de laboratoire 

étant donné qu'aucun phénotype relatif à une 

thermosensibilité quelconque, à la sporulation, à la 

compétence, ou à des auxotrophies n'a pu être mis en 

évidence. 



E l  D I S C U S S I O N G E N E R A L E  

Un p r o j e t  d e  séquençage  e x h a u s t i f  d ' u n  g r a n d  f ragment  de 

chromosome d ' u n  o r g a n i s m e  r e n c o n t r e  un o b s t a c l e  ( l e  c o û t )  

a i n s i  q u e  deux  p r i n c i p a l e s  é t a p e s  c r i t i q u e s ,  à s a v o i r  l e  

sous -c lonage  ordonné  de l a  r é g i o n  c o n s i d é r é e  e n  des f r a g m e n t s  

d o n t  l a  t a i l l e  e s t  c o m p a t i b l e  a v e c  une  app roche  de séquençage  

e n  shotgun, e t  l a  d é t e r m i n a t i o n  d e  l a  s équence  n u c l é o t i d i q u e .  

En ce q u i  c o n c e r n e  l e  s o u s - c l o n a g e  e n  f r a g m e n t s  
o rdonnés ,  l e  c h o i x  du v e c t e u r  h ~ i x 1 1  a p p a r a i t  a p p r o p r i é  é t a n t  

donné  l a  f a c i l i t é  de c r i b l a g e  d ' u n e  banque  de p h a g e s  a i n s i  

q u e  l a  t a i l l e  des f r a g m e n t s  o b t e n u s  (de 1 5  à 20 kb )  q u i  

p e r m e t t e n t  de l i m i t e r  l e  nombre de sous -c lonages  n é c e s s a i r e s .  

Dans un s o u c i  de r é d u i r e  a u  minimum l e s  c o û t s  d ' u n  p r o j e t  de 

c e t t e  e n v e r g u r e ,  il a p p a r a i t  f o n d a m e n t a l  d ' o p t i m i s e r  chaque  

é t a p e .  L e  g a i n  d e  r e n t a b i l i t é  l e  p l u s  é v i d e n t  s e m b l e  

c o n s i s t e r  e n  une  s i m p l e  r é d u c t i o n  du t emps  n é c e s s a i r e  à 

l ' o b t e n t i o n  des r é s u l t a t s  p a r  économie du temps  de t r a v a i l .  

L ' u t i l i s a t i o n  d e  l a  t e c h n o l o g i e  de s o n d e s  f r o i d e s  p e r m e t  

d ' o p t i m i s e r  l ' é t a p e  de c r i b l a g e  é t a n t  donné l a  r a p i d i t é  a v e c  

l a q u e l l e  l e  r é s u l t a t  d ' u n e  e x p é r i e n c e  d ' h y b r i d a t i o n  p e u t  ê t re  

o b t e n u  : s e u l e m e n t  30 m i n u t e s  d ' e x p o s i t i o n  s o n t  n é c e s s a i r e s  

e n  u t i l i s a n t  l e  sys t ème  d e s  sondes  f r o i d e s  d é v e l o p p é s  p a r  BRL 

c o n t r e  p l u s  d e  3  à 4 j o u r s  d a n s  l e  c a s  d ' u n e  sonde marquée a u  
3 2 

P,  e t  ce e n  c o n s e r v a n t  un n i v e a u  d e  s e n s i b i l i t é  comparab le .  

Dans l ' é t a t  a c t u e l  d e s  t e c h n i q u e s  e t  e n  a y a n t  r e c o u r s  à 

l a  t e c h n o l o g i e  d e s  s o n d e s  f r o i d e s ,  u n  n o u v e a u  p h a g e  

r e c o m b i n a n t  p e u t  ê t r e  a i s é m e n t  i s o l é  e n  2 à 3  s e m a i n e s ,  

moyennan t  l a  d i s p o n i b i l i t é  d ' u n e  s o n d e  de l a  r é g i o n  

c o r r e s p o n d a n t e .  Dans ces c o n d i t i o n s ,  l ' é t a p e  l i m i t a n t e  d ' u n  

t e l  p r o j e t  e s t  l a  v i t e s s e  d ' a c q u i s i t i o n  de l a  s é q u e n c e  

n u c l é o t i d i q u e  e l l e - m ê m e .  E t a n t  donné  l e  p e t i t  nombre de 

marqueur s  connus  s u r  l e  chromosome de  B. s u b t i l i s ,  p l u s i e u r s  

a p p r o c h e s  c o m p l é m e n t a i r e s  s o n t  



P l a s m i d e  r e c o m b i n a n t  c o n t e n a n t  : 

/ \ - un r é p l i c o n  f o n c t i o n n e l  c h e z  E .  c o l i  

- un marqueur  g é n é t i q u e  p o u r  E.  c o l i  

e t  p o u r  B. s u b t i l i s  

T r a n s f o r m a t i o n  d e  B. s u b t i l i s  p o u r  

l i n d u i r e  l ' i n t é g r a t i o n  du  p l a s m i d e  

p a r  un mécanisme d e  Campbel l  

* t 
s a 4  l 

\ 
sd s i t e s  E C O R I  1 

a 

1 
l = 20 k b  ( é l e c t r o p h o r è s e  en  champs p u l s é )  

1 )  h y d r o l y s e  p a r  BamHI 

2 )  l i g a t i o n  

\/, 3) h y d r o l y s e  p a r  EcoRI, 
- l i g a t i o n  e t  t r a n s f o r m a t i o n  

P l a s m i d e  r e c o m b i n a n t  c o n t e n a n t  

une  n o u v e l l e  s o n d e  
CmR 

F i q u r e  1 3  : La t e c h n i q u e  d e  s a u t  s u r  l e  chromosome 



u t i l i s a b l e s  p o u r  o b t e n i r  des s o n d e s  : d ' u n e  p a r t  l e s  

t e c h n i q u e s  de  s a u t  s u r  l e  chromosome ( c f .  F i g u r e  1 3 ) ,  e t  l a  

p o s s i b i l i t é  d e  c l o n e r  un f r a g m e n t  t e r m i n a l  d ' u n  f r a g m e n t  

c l o n é  ou  de s y n t h é t i s e r  une  sonde  ARN à p a r t i r  d ' u n  phage  

i s o l é ,  e t  d ' a u t r e  p a r t  l ' u t i l i s a t i o n  d e s  YACs i d e n t i f i é s  p a r  

l e  g r o u p e  d e  E h r l i c h  ( I N R A ,  Jouy-en - Josas )  . I l  es t  p a r  

exemple e n v i s a g e a b l e  d e  c r i b l e r  l a  banque d e  phages  à l ' a i d e  

d ' u n e  sonde  réal isée à p a r t i r  d ' u n  YAC r e c o u v r a n t  l a  r é g i o n  

é t u d i é e ,  p u i s  d ' o r d o n n e r  l e s  p h a g e s  a i n s i  i d e n t i f i é s  e t  

i s o l é s  d ' a p r è s  l e u r  car te  d e  r e s t r i c t i o n  e t  les r é s u l t a t s  

d ' e x p é r i e n c e s  d ' h y b r i d a t i o n  e n t r e  ces phages  e t  d i f f é r e n t e s  

s o n d e s  ARN s y n t h é t i s é e s  à p a r t i r  des p r o m o t e u r s  d e s  ARN 

p o l y m é r a s e s  T3 e t  T7. Une t e l l e  a p p r o c h e  es t  c e p e n d a n t  

a s u j e t t i e  à une bonne  m a i t r i s e  d e  l a  t e c h n o l o g i e  d e s  YACs 

a i n s i  q u ' à  une  méthode  e f f i c a c e  d ' i s o l e m e n t  de l ' A D N  des 

YACs . 
Une r é s e r v e  d o i t  ê t re  é m i s e  cependant  en  ce q u i  conce rne  

l ' u t i l i s a t i o n  d e s  s y s t è m e s  d e  s o n d e s  f r o i d e s  b a s é s  s u r  

1 ' i n t e r a c t i o n  a v i d i n e /  b i o t i n e  : l a  f o r t e  i n t e r a c t i o n  e n t r e  

l a  s t r e p t a v i d i n e  (ou  1 ' a v i d i n e )  e t  les  p r o t é i n e s  b i o t i n y l é e s  

( b i o t i n e  l i é e  d e  f a ç o n  c o v a l e n t e )  est  dommageable é t a n t  donné 

l ' e x i s t e n c e  d ' u n  " b r u i t  d e  fond" l o r s  d e  l ' é t a p e  d e  c r i b l a g e  

d e  l a  b a n q u e  d û  à l a  p r é s e n c e  de p h a g e s  r e c o m b i n a n t s  

c o n t e n a n t  d e s  g è n e s  de p r o t é i n e s  b i o t i n y l é e s  de L s u b t i l i s .  

C e s  p h a g e s  s o n t  d ' a u t a n t  p l u s  a p p a r e n t s  que  l a  s é q u e n c e  

r e c h e r c h é e  e s t  m a l  r e p r é s e n t é e ,  v o i r e  a b s e n t e ,  de  l a  banque .  

I l  est  e n  e f f e t  connu que,  p o u r  d é t e c t e r  chez  les  p l a n t e s  ou 

l e s  e u c a r y o t e s  s u p é r i e u r s ,  d e s  c a r b o x y l a s e s  q u i  s o n t  d e s  

p r o t é i n e s  a p p a r t e n a n t  a u  g r o u p e  d e s  p r o t é i n e s  b i o t i n y l é e s ,  

l ' u n  d e s  moyens les p l u s  e f f i c a c e s  est  l ' u t i l i s a t i o n  d e  l a  

t r è s  f o r t e  i n t e r a c t i o n  e n t r e  l a  b i o t i n e  e t  1 ' a v i d i n e  

(Bramwell ,  1987 ; H a n e j i  a n d  Koide, 1989) . En o u t r e ,  c e r t a i n s  

t es t s  de dosage  d e  l a  b i o t i n e  o n t  é té  c o n s t r u i t s  s u r  l a  base 

d e  l a  t r è s  f o r t e  c o m p é t i t i o n  p o u r  l a  b i o t i n e  e n t r e  les 

m o l é c u l e s  d ' a v i d i n e  e t  les  m o l é c u l e s  d e  p y r u v a t e  c a r b o x y l a s e  

(Dauner t  e t  a l . ,  1 9 9 0 ) .  Une a l t e r n a t i v e  c o n s i s t e  donc  s o i t  à 



i n c l u r e  un t r a i t e m e n t  à b a s e  d e  p r o t é a s e s  (Zeph e t  a l . ,  

1 9 9 1 ) ,  s o i t  à u t i l i s e r  un sys tème d e  sondes  f r o i d e s  basé s u r  

u n  a u t r e  t y p e  d ' i n t e r a c t i o n s .  Un t e l  s y s t è m e  e s t  

c o m m e r c i a l i s é  p a r  B o e h r i n g e r  Mannheim : l a  d i f f é r e n c e  ma jeu re  

réside d a n s  l e  t y p e  d ' i n t e r a c t i o n s  u t i l i s é e s .  C e  d e r n i e r  

s y s t è m e  e s t  e n  e f f e t  b a s é  s u r  d e s  i n t e r a c t i o n s  du  t y p e  

a n t i g è n e /  a n t i c o r p s . '  L e s  h y b r i d a t i o n s  s o n t  détectées dans  les 

deux  cas à l ' a i d e  d ' u n e  s o l u t i o n  de PPD (4-methoxy-4(3-  

p h o s p h a t e n y l - s p i r o  ( 1 , 2 - d i o x e t a n e - 3 , 2  ' -adamantane)  ) . I l  a  du 

res te  é t é  r a p p o r t é  q u ' u n  a u t r e  composé ,  1'AMPPD ( 3 -  

(2'spiroadamantane)-4-methoxy-4-(3"-phosphoryloxy)phenyl- 

1 , 2 - d i o x e t a n e )  ( T i z a r d  e t  a l . ,  1990)  p e r m e t t r a i t  d ' o b t e n i r  un 

n i v e a u  de s e n s i b i l i t é  10 f o i s  s u p é r i e u r  à c e l u i  o f f e r t  p a r  l e  

PPD . 
I l  e s t  éga l emen t  n o t a b l e  que l a  marche s u r  l e  chromosome 

es t  e n  p r a t i q u e  a s s e z  l a b o r i e u s e ,  comme i l l u s t r é  p a r  l e s  

d i f f i c u l t é s  r e n c o n t r é e s  p o u r  t e n t e r  de c l o n e r  un  p h a g e  
chevauchan t  les  phages  h t h i ~  e t  h s a c ~ ~ .  En e f f e t ,  il a p p a r a i t  

que  d a n s  t o u s  l e s  c a s  où d e  5  à 10 phages  r é a g i s s a n t  a v e c  l a  

sonde  employée o n t  é t é  p u r i f i é s ,  l es  p r o f i l s  de r e s t r i c t i o n  

de ces phages  é t a i e n t  r e l a t i v e m e n t  i d e n t i q u e s .  Ceci s u g g è r e  

qu 'un  b i a i s  e x i s t e  d a n s  l a  m a j o r i t é  d e s  c a s  p o u r  l a  s é l e c t i o n  

d ' u n  m ê m e  " t y p e "  de phage c o n t e n a n t  un l ocus  p a r t i c u l i e r .  Une 

e x p l i c a t i o n  p l a u s i b l e  p o u r  r e n d r e  compte d e  ce phénomène est  

que  l o r s  de l ' a m p l i f i c a t i o n  de l a  banque  a p r è s  l ' é t a p e  d e  

l i g a t i o n ,  c e r t a i n s  phages  se r é p l i q u a n t  moins b i e n  du f a i t  d e  

l a  p r é s e n c e  d a n s  l ' i n s e r t  chromosomique de B. s u b t i l i s  de 

g è n e s  t o x i q u e s  d e v i e n n e n t  s o u s - r e p r é s e n t é s  d a n s  l a  banque .  

L ' u t i l i s a t i o n  d e  YACs a i n s i  que l a  p r a t i q u e  d e s  s a u t s  s u r  l e  

chromosome semble donc  ê t r e  d e s  s t r a t é g i e s  n e t t e m e n t  p l u s  

p r o m e t t e u s e s  q u e  l a  marche s u r  l e  chromosome. L e s  p rob lèmes  

c a u s é s  p a r  l e s  r é g i o n s  p l u s  d i f f i c i l e s  à c l o n e r  d e v r a i e n t  

ê t r e  r é s o l u s  à l ' a i d e  de v e c t e u r s  endogènes  à B. s u b t i l i s ,  

t e l s  q u e  des p l a s m i d e s  r é p l i c a t i f s  ou d e s  phages  comme 0 1 0 5 .  

Une a u t r e  p o s s i b i l i t é  c o n s i s t e  à u t i l i s e r  des t e c h n i q u e s  de 

PCR t e l l e s  que  les méthodes d i t e s  de "ch imie  g é n é t i q u e "  q u i  



ne nécessitent la connaissance que d'un seul oligonucléotide 

(Copley et al., 1991) . Ce type d'approche est de plus 

facilité par la possibilité d'utiliser une enzyme 

thermostable de Thermococcus litoralis (Neuner et al., 1990) 

dont la particularité est une fonction d'exonuclease 3'-5' 

qui rend cette enzyme plus fidèle que la polymérase Taq (cf. 

New England Biolabs) . 
Par ailleurs, le séquençage en shotgun de la totalité de 

l'insert chromosomique d'un phage recombinant (de 15 à 20 kb) 

sans autre sous-clonage que le sous-clonage dans le phage Ml3 

apparait réalisable dans un délai relativement court (5:  6 

mois). Il est clair qu'à ce stade le problème posé par la 

lecture des gels et surtout par la correction des erreurs 

sont les problèmes majeurs et constituent en fait l'étape 

limitante car la plus laborieuse du processus d'acquisition 

d'une séquence nucléotidique . C 'est donc particulièrement à 

ce niveau que la technologie doit évoluer afin de minimiser 

les coûts des grands programmes de séquençage. Le 

développement de lecteurs automatiques de gels devrait 

rapidement offrir une telle possibilité, mais. il semble 

également indispensable de pouvoir disposer d'une banque 

d'images (vidéodisque) reliée à un programme d'exploitation 

permettant de visualiser rapidement les différents gels et de 

localiser automatiquement sur ceux-ci les régions à vérifier. 

Comme indiqué précédemment, le clonage du gène d'une 

protéine biotinylée de B. subtilis a permis de mettre en 

évidence les limites des systèmes de sondes froides basés sur 

l'interaction biotine/ avidine quant au criblage de banques. 

Il est en outre intéressant de constater la présence d'une 

telle protéine chez B. ~ubtilis, en particulier pour l'étude 

de 1'Evolution. Il est en effet bien établi que les enzymes 

biotinylées se rencontrent chez de très nombreux organismes 

(Murtif and Samols, 1987 ; Samols et al., 1988) où elles 

jouent des rôles essentiels dans le métabolisme (cf. Figure 

39) (Murtif and Samols, 1987 ; Knowles, 1989). Le site 
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F i q u r e  39 : Les enzymes b i o t i n y l é e s  ( c a r b o x y l a s e s )  

d a n s  l e  m é t a b o l i s m e  c e l l u l a i r e .  

( d ' a p r è s  Dakshinamurt i  e t  c o l l . ,  1986) 



d'attachement de la biotine (Met-Lys-Met) est invariant dans 

toutes les enzymes étudiées à ce jour ; en outre, Browner 

(1989) a observé une conservation absolue de la séquence Gly- 

X5-Gly-X7-Ala-Met-Lys-Met-X9-Gly-X-Val dans 8 enzymes 

biotinylées sur 10 provenant de bactéries, de plantes, de 

levures, et de mammifères (Maloy et al., 1979 ; Takai et al., 

1987 ; Browner et al., 1989) . Une telle conservation des 
séquences sur une large distance évolutive, conjuguée avec 

d'autres homologies frappantes observées dans d'autres 

régions que celles jouxtant la lysine biotinylée (Samols et 

al., 1988), suggère que ces enzymes dérivent d'un ancêtre 

commun qui s'est adapté à une variété de fonctions 

métaboliques dont l'invariance du mécanisme d'action a 

résulté en la conservation de nombreuses séquences critiques 

sur de larges distances évolutives (Samols et al., 1988). 

La découverte d'une nouvelle protéase est riche de 

potentialités biotechnologiques, mais l'étude des propriétés 

physiques de cette protéine est nécessaires pour établir les 

possibles usages de cette protéase. En tous les cas, la 

souche de B. subtilis dont tous les gènes connus de protéase 

ont été délétés y compris celui-ci (7) trouvera certainement 

des applications industrielles et de recherche fondamentale. 

La découverte d'un gène codant pour une tyrosine tRNA 

synthétase secondaire est importante d'un point de vue 

fondamental étant donné que très peu de tRNA synthétases de 

B, subtilis ont été clonées (Chow and Wong, 1988 ; Brakhage 

et al., 1989 ; 1990 ; Putzer et al., 1990) ; ce résultat 

permet de confirmer que la présence de deux gènes différents 

codant pour un même type de tRNA synthétase n'est pas un 

phénomène unique chez les procaryotes. 

En effet, deux gènes indépendants codant pour un même 

type de tRNA synthétase ont été isolés dans 



plusieurs cas tels que B. subtilis où 2 threonyl tRNA 

synthétases (Putzer et al., 1990), ou chez E. coli où 2 lysyl 

tRNA synthétases (Hirshfield et al., 1984) ont été 

identifiées. De plus, la présence dans la souche de B. 
subtilis 168 d'un suppresseur qui décode le codon stop UGA en 

tryptophane suggère l'existence d'une tryptophanyl tRNA 

synthétase secondaire qui décoderait les codons UGA et UGG 

(Lovett et al., 1991). La présence du gène secondaire de la 

lysyl tRNA synthétase chez E. soli a pu être reliée à une 

réponse au stress d'une élévation brutale de température ; 

par contre, une telle relation n'a pu être mise en évidence 

en ce qui concerne le gène secondaire de la threonyl tRNA 

synthétase de B. subtilis. Une hypothèse envisageable pour 

l'utilité physiologique de ce gène se situe peut-être au 

niveau de la phase de différentiation de B. subtilis. Il est 

également intéressant de noter que simultanément le gène 

principal de la tyrosine tRNA synthétase de B. subtilis a été 

séquencé par Grundy et Henkin (1990). 

On peut encore remarquer que l'utilisation des 

techniques d'hybridation à l'aide de sondes hétérologues 

(Putzer et al., 1990) ou de séquençage exhaustif (Glaser et 

al., 1991) constituent une approche radicalement différente 

des techniques classiques de génétique, et offrent par là- 

même des résultats plus complets car moins ciblés (biaisés) 

que ceux fournis par ces dernières. Il est donc possible 

d'identifier des gènes qui ont échappé au crible des 

techniques de complémentation. 

La localisation sur la carte génétique ainsi que la 

détermination de l'intégralité de la séquence nucléotidique 

de la sous-unité Fi du complexe enzymatique ATP synthase de B. 
subtilis est un résultat important non seulement d'un point 

de vue de la recherche fondamentale, mais aussi d'un point de 

vue biotechnologique. En effet, 1'ATPase est une enzyme qui 

catalyse l'une des réactions les plus importantes pour la 



cellule, à savoir la synthèse de 1'ATP. En ce qui concerne 

les bioconversions basées sur l'utilisation de B, subtilis, 

on peut encore noter que le contrôle de la lyse cellulaire et 

l'énergétisation de la membrane sont intimement couplés 

(Joliffe et al., 1981) . Comme illustré au paragraphe 
précédent, les gènes des sous-unités b, a, B I  y, 6, E des 

ATPases de B. subtilis et B. peaaterium apparaissent très 

fortement homologues, non seulement au niveau de la séquence 

peptidique, mais encore au niveau de l'organisation 

structurale de ces deux opérons. La détermination de la 

séquence nucléotidique des autres sous-unités de Fo (if a c) 

et du promoteur (clonés par Glaser, cf. Figure 38) permettra 

de compléter cette comparaison. En outre, cet opéron offre la 

possibilité d'étudier la régulation traductionnelle chez B. 
subtilis. En effet, le taux de synthèse de chaque sous-unité 

de 1'ATPase apparait chez E. coli corrélé à la stoichiométrie 

par des mécanismes qui contrôlent l'efficacité de 

l'initiation de la traduction et de la réinitiation de la 

traduction (Brusilow et al., 1982 ; McCarthy et al., 1985). 

En particulier, une séquence en amont du gène de la sous- 

unité c de 1 ' ATPase Fo dVE. coli ( 5 ' ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ -  

TTAAACTGAAACAAA~' ) permet d'accroître 1 'expression du gène 

atpE (sous-unité c) par l'accroîssement de la fréquence 

d'initiation de la traduction de ce gène (séquence enhancer) 
5' 

(McCarthy et al., 1985). Une séquence similaire ( TTTGGACA- 

AAACAAAACTTAGTTAAACAAA~') a du reste été identifiée en amont 

du gène atpE de B. meaaterium (Brusilow et al., 1989) . Il est 
d'ailleurs connu que 1 'altération de la région d' initiation 

de la traduction peut influencer significativement le taux de 

synthèse d'une protéine, et que les séquences enhancer se 

rencontrent fréquemment dans les régions d' initiation de la 

traduction des gènes fortement exprimés (cité par McCarthy et 

al., 1986). En ce qui concerne l'utilisation de tels signaux, 

l'addition de la séquence enhancer du gène atpE d'E. soli 

dans un vecteur d'expression dlE, soli a permis d'augmenter 

la production d' interleukine-2 et d' interféron-p humains par 



un facteur de 6 à 10, alors que l'usage du code de ces deux 

gènes est similaire à l'usage du code des gènes peu exprimés 

chez E. coli (McCarthy et al., 1986) . Il serait donc très 
utile pour la biotechnologie de B. subtilis de déterminer la 

séquence e n h a n c e r  du gène a t p E  de B, subtilis, si elle 

existe, afin de l'insérer dans un vecteur de sécrétion. 

Parallèlement, il' serait intéressant de déterminer les 

mécanismes de régulation traductionnelle qui existent chez B, 

subtilis. La connaissance de la séquence nucléotidique de 

1'ATPase de B. subtilis permettra en outre de construire et 

d'étudier l'assemblage et le fonctionnement de molécules 

hybrides d1ATPases en testant séparément chaque région 

individuelle de chaque sous-unité. Ce résultat permettra 

également de faciliter les études biochimiques en autorisant 

la surproduction individuelle de chaque sous-unité, quoique 

de bonnes connaissances biochimiques concernant 1'ATPase de 

B. sub - tilis soient déjà disponibles (Serrahima-Zieger and 

Monteil, 1978 ; Hicks and Krulwich, 1987). Les masses 

molaires obtenues au moyen des données biochimiques sont du 

même ordre que les masses molaires déduites de la séquence 
nucléotidique (sous-unité a : de 49300 à 51100 et 54504, 

sous-unité p : de 49300 à 54500 et 51362, sous-unité Y : de 

30700 à 35300 et 31601, sous-unité 6 : de 21100 à 24000 et 

19959, sous-unité E : de 18600 à 21400 et 14193, 

respectivement) (Hicks and Krulwich, 1987). Il a en outre été 
démontré que les sous-unités a et p de B. meaaterium sont 

capables de supplémenter les mutants u n c A  et uncD d'E. coli 

(Hawthorne and Brusilow, 1986). Il serait également 

intéressant de cartographier les différents mutants u n c  de B. 
subtilis (Guffanti et al., 1987 ; Hicks and Krulwich, 1987) 

et de comparer leur position avec la position de l'opéron a t p  

(entre 320° et 317'). Les séquences nucléotidiques de 

1'ATPase de B. ~ubtilis ont en outre l'avantage de faciliter 

l'étude des ATPases d'autres bactéries proches telles que 

Bacillus firmus (Hicks and Krulwich, 1986 ; Ivey et al., 

1990) ou Stre~tococcus mutans (Quivey et al., 1991), sans 



compter que les ATPases sont des outils aussi puissants que 

les ARN 16s pour une étude globale de l'évolution, étant 

donné leur fort degré de conservation. 

Le fait que le gène spoI ID soit situé à proximité du 

gène narA souligne le fait que la carte génétique peut 

comporter des erreurs importantes et qu'il est donc 

nécessaire de vérifier la position des phages isolés par 

rapport à plusieurs marqueurs différents, afin d'éviter de 

séquencer par mégarde plusieurs fois le même segment de 

chromosome. 

L'identification d'une ORF (PROT R) dont le produit est 

identique à 50% à 1'ORF R située à proximité de s p o O F  est 

également un résultat intéressant. En effet, cette dernière 

phase ouverte de lecture a été identifiée comme étant le 

locus rev-4 qui est un suppresseur pléiotrope pour les 

déficences de sporulation de certaines mutations ribosomales 

induites par l'erythromycine (Sharrock and Leighton, 1982 ; 

Trach et al., 1988). L'interruption de 1'ORF R n'a pas 

d'effet phénotypique, ce qui suggère que son produit n'est 

pas nécessaire pour la croissance ou la sporulation. Il 

serait intéressant de vérifier si 1'ORF PROT R peut de même 

être interrompue sans dommage majeur pour la cellule. En 

outre, il serait utile de déterminer la fonction de tels 

gènes, et éventuellement d'identifier leurs promoteurs et 

leur expression au cours des différentes phases de 

croissance. 

Le séquençage de la sous-unité Y et la localisation de 
l'opéron uréase de B. subtilis sont aussi des résultats 

nouveaux. En effet, comme décrit précédemment, les uréases 

sont des enzymes importantes pour la médecine, l'élevage et 

l'agriculture. En outre, la forte identité qui existe entre 
la sous-unité y de l'uréase de B. subtilis et celle d'Y, 

urealvticum souligne le fort degré de parenté qui existe 



e n t r e  ces deux  o r g a n i s m e s  e t  l e  f a i t  q u e  l a  c o n n a i s s a n c e  de 

l a  s é q u e n c e  n u c l é o t i d i q u e  du génome de B, ~ u b t i l i s  d e v r a i t  

f a c i l i t e r  g r a n d e m e n t  l ' é t u d e  e t  l a  c o m p r é h e n s i o n  d e  l a  

b i o l o g i e  d e s  M v c o ~ l a s m e s ,  comme i l l u s t r é  p a r  l a  d é c o u v e r t e  

d ' u n  s u p p r e s s e u r  du  codon s t o p  UGA c h e z  L s u b t i l i s  , . 1 6 8  

( L o v e t t  e t  a l . ,  1 9 9 1 )  e t  l e  d é c o d a g e  d e  ce codon e n  

t r y p t o p h a n e  chez  Y, u r e a l v t i c u m  (B lancha rd ,  1 9 9 1 ) .  

La r é g i o n  s i t u é e  aux  a l e n t o u r s  d e  320' a p p a r a i t  d e  p l u s  

t rès r i c h e  e n  g è n e s  i m p l i q u é s  d a n s  l e  métabol i sme d e  l ' a z o t e ,  

à s a v o i r  l e  gène  narA ,  l e  gène de l ' u r é a s e ,  e t  l e  gène  nrg29 

( A t k i n s o n  a n d  F i s h e r ,  1 9 9 1 ) .  L e  s é q u e n ç a g e  de ce t t e  r é g i o n  

s e m b l e r a i t  donc  ê t re  p r o m e t t e u r  p o u r  l ' é t u d e  de l a  r é g u l a t i o n  

du métabol i sme de l ' a z o t e  chez B. s u b t i l i s .  

L e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  d e s  p h a s e s  o u v e r t e s  d e  l e c t u r e  

(ORF) c o d a n t  p o u r  l e s  p r o t é i n e s  p u t a t i v e s  d é d u i t e s  des 

s é q u e n c e s  n u c l é o t i d i q u e s  o b t e n u e s  j u s q u ' à  p r é s e n t  d a n s  

l ' U n i t é  de B i o c h i m i e  M i c r o b i e n n e  e t  d a n s  l ' U n i t é  de 

R é g u l a t i o n  de l ' E x p r e s s i o n  Géné t ique ,  d a n s  l e  cadre du p r o j e t  

de s é q u e n ç a g e  du génome de B. s u b t i l i s ,  s o n t  r e p o r t é e s  

F i g u r e  37 e t  3 8 .  Il es t  i n t é r e s s a n t  d e  s o u l i g n e r  q u e  p a r m i  
l es  4 4  ORFs i d e n t i f i é e s  d a n s  les  p h a g e s  hsacs, h s a c ~ ~ ,  e t  

h ~ c o - s a 1 1  ( s é q u e n c é s  p a r  H u l l o ,  M a r c e l l i n o ,  S a n t a n a ,  

S c h n e i d e r ,  S c h w e i t z e r ,  e t  G l a s e r ) ,  4 c o r r e s p o n d e n t  à d e s  

g è n e s  c o n n u s ,  13 c o r r e s p o n d e n t  à d e s  g è n e s  homologues à 

d ' a u t r e s  g è n e s  dé j à  s é q u e n c é s ,  e t  s u r t o u t  28 ( 6 5 % )  n e  

c o r r e s p o n d e n t  à a u c u n  gène  connu.  P a r m i  ces p h a s e s  o u v e r t e s  

de l e c t u r e ,  c e r t a i n e s  o n t  des s i t e s  RBS q u i  s e m b l e n t  

i n s u f f i s a n t s  p o u r  a s s u r e r  l a  t r a d u c t i o n  c h e z  B. s u b t i l i s ,  

t e l s  que les  s i t e s  RBS des ORFs X I X  e t  X X I I  ( c f .  Tab leau  2 2 ) .  

I l  d e v r a i t  donc  ê t r e  p a r t i c u l i è r e m e n t  i n s t r u c t i f  d ' é t u d i e r  

l ' e x p r e s s i o n  de  ces ORFs, à l a  f o i s  c h e z  E. c o l i  e t  chez L 
s u b t i l i s  . D ' a u t r e  p a r t ,  1 7  t e r m i n a t e u r s  d e  t r a n s c r i p t i o n  o n t  

é t é  i d e n t i f i é s  au t r a v e r s  d e s  p r e m i e r s  r é s u l t a t s  du programme 

d e  s é q u e n ç a g e  du génome de B, s u b t i l i s ,  ce q u i  d e v r a i t  

p e r m e t t r e ,  e n  con j o n c t i o n  a v e c  les  données  d é j à  accumulées ,  
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F i q u r e  37 : C a r t e  d e s  p h a g e s  r e c o m b i n a n t s  

l a m b d a s a c s  e t  1arnbdasacT 



plamlde (E. Coli) 

Clu~amrl+ Aldrhyd* mm P*rmarr  ' Olucow aa Amino. Olucoaa 
DH DH Arg 40% DH Trmn+f*raa* DH 
35% 40% Pro 33% 40% 30% 30% 

HI. 30% 

UMBM HAW 

ATPmn 
Fob F1 F1 F1 F1 F1 
66% 48% 74% 85% 85% 68% 

F i q u r e  38 : C a r t e  d u  phage lambdaEco-Sa1 e t  
l o c a l i s a t i o n  du phage lambdanarA 



RBS DES ORFs IDENTIFIEES DANS LE PHAGE h s a c ~ ~  

ORF Séquence n u c l é o t i d i q u e  d e s  ARNm 

XVI 
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XVI 1 
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XIX 

XX 

XXI 

XXII 

XXIII 

XXIV 

xxv 

XXVI 

XXVI 1 

XXVI II 

U U U A U A C A B U U G ~ C U n A A A  
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G U G A A G U ~ A A A U A A U U A y G U A U  

AAACCAGAAAGGUGAUUGCACAYÇCGG 

GAACUWiRGGGGGAGUGACAUmAGU 

GAGAAAAGAUUUU-GusCAC 

UCAG-AAGCCUGCBYGAAA 

CCGAAU-UGAGUUUGAA 

UGGG-GUCUGU-GCA 

GAAAAUGUBBGC,CSGAUAGA_51%A AGU 

AGUGAUMGGAGGUUUUUGUGAYGAAU 

GAUGAGGAUGAGGUGGUAGGG9ysiGUU 



de mieux  comprendre  les  mécanismes d e  l a  t e r m i n a i s o n  d e  l a  

t r a n s c r i p t i o n  chez  B. s u b t i l i s .  Un a u t r e  f a i t  i m p o r t a n t  es t  

q u ' e n v i r o n  75% de  l a  séquence  o b t e n u e  est  c o d a n t e .  L e  nombre 

é l e v é  des p h a s e s  o u v e r t e s  de l e c t u r e  i d e n t i f i é e s  i m p l i q u e  

donc  p a r  lui-même que  l ' e x p l o i t a t i o n  t o t a l e  de l a  s équence  du 

génome de B, s u b t i l i s  n é c e s s i t e r a  un temps n o t a b l e m e n t  p l u s  

l o n g  q u e  l e  temps n é c e s s a i r e  à l ' a c c u m u l a t i o n  des d o n n é e s  

b r u t e s  ( s é q u e n ç a g e )  . D ' a u t r e  p a r t ,  l a  t a i l l e  moyenne d ' u n  

gène  chez  B. s u b t i l i s  e s t  de 1 kb  a v e c  un é c a r t  t y p e  de  0 , 4  

kb,  ce q u i  con f i rme  b i e n  que l a  t a i l l e  moyenne d ' u n  gène c h e z  

l es  p r o c a r y o t e s  e s t  d ' u n  m i l l i e r  d e  p a i r e s  d e  b a s e s  ; 

l ' o r i g i n a l i t é  de ce r é s u l t a t  é t a n t  q u ' i l  a é t é  a c q u i s  à 

p a r t i r  d ' u n  e n s e m b l e  de g è n e s  ( p r e s q u e )  c o n t i g u s  s u r  l e  

chromosome. 
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Within the frame of an atternpt to sequence the whole Bacillus 
subtilis genome, a region of 5.5 kbp of the B. subtilis chromosome 
near the sacs k ~ u s  has been sequenced. It contains five complete 
coding sequences, including the sequence of sacY, three unknown 
CDS and a sequence coding for a tyrosine tRNA synthetase. ïhat 
the corresponding CDS encodes a functional synthetase has been 
demonstrated by complementation of an Escherichia di mutant 
possessing a thermosenritive tRNA synthetase. Insertion of a 
kanamycin resistance cassette in the B. subtilis chromosome at 
the corresponding locus resuked, however, in no apparent pheno- 
type, demomtrating that this synthetase K dispensable. Finally 
phylogenetic relatiomhips between known tyrosine and trypto- 
phan tRNA synthetases are discussed. 

Key wonls: hrge genome sequencing, tryptophan tRNA syn- 
thetase, aminoacyl adenyiate, unknown reading frames 

INTRODUCTION 

Autonomy of living systems is the consequence of 
interna1 self consistency of their genetic program. 
Taken together the rules specified by the DNA 
sequence decide of survival and reproduction of al1 
organisms. This corresponds to a program which is  
finite in length. All "rewriting" rules that interpret the 
genetic program (transcription and translation) and fix 
the actual structure of al1 effectors of metabolism are 
totally included in the corresponding nucleotide and 
amino acid sequences. Up to now the self consistent 
feature of genomes has remained an inaccessible 
information, and it has not been possible to explore 
exhaustively the very nature of signals that limit either 

the diachronic or structural building, or the actual 
functioning of the cell. 

New techniques in DNA sequencing, as well as 
improvements in information handling already permit 
to reconsider this situation. Total sequencing of bac- 
terial genomes is certainly accessible to experimen- 
tation although DNA sequencing of whole genomes 
will require a vast amount of work, especially if one 
hopes to investigate the structure of higher eukaryotic 
genomes. It seems therefore of the utmost importance 
to organize and make proper choices for a productive 
strategy. It is clear that, as such, the sequence of a 
genome of a single entity will be of very high basic 
value. Indeed, at the simplest level, sequencing will 
make available al1 signals that are important for the 
core machinery, responsible for gene expression and 
replication. A further important result will be that we 
shall have access to information corresponding to the 
ecological niche of the organisms considered. 
Indeed, the DNA sequence information that remains 
present after the core sequences have been sub- 
tracted, represents information specific to each type 
of organism. 

B. subtilis is an organism of choice for total genome 
sequencing and several laboratories in Europe have 
agreed upon a cooperation meant to yield the total 
sequence in a decade or so. Here we report the first 
5.5 kb of the gerB-sacs DNA region located at 31 5"- 
335" on the B. subtilis chromosomal map (Piggot, 
1989). In order to start from a known region, a clone 
containing the sacs locus was first isolated and 

Abbreviations: CDS, Coding Sequence; ORF, Open Reading 
partially sequenced (Débarbouillé et al., 1987; 

Frame; WRS, Tryptophan tRNA Synthetase; YRS, Tyrosine Zukowski et al., 1 988)- This locus is com~osed of two . .  . 

~ R N A  Synthetase genes, sacX and sacY. Both genes encode regulatory 
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proteins involved in the induction mechanism of 
levansucrase (Steinmetz et al., 1988, Zukowski et al., 
1988). As shown below, this DNA region harboured a 
gene encoding a protein having al1 features of a 
tyrosine tRNA synthetase. 

RESULTS 

Analysis of the region adjacent to sacY 
Figure 1 displays the nucleotide sequence of the 
region located downstream from the sacY gene. ORFs 
that might encode proteins have been analyzed using 
the RNY best fit (Shepherd, 1981 ), and checked for 
enrichment in A + T third base composition as com- 
pared to overall base composition. This revealed the 
presence of five complete ORFs containing potential 
coding sequences (CDS) and two partial ORFs pres- 
ent at the extremities of the fragment. The region 
upstream from the sacY ORF (393-1232) (identified 
as identical with the published sequence of the gene 
(Zukowski et al., 1988)) corresponds to a truncated 
ORF, which is part of sacX (1 -336). These ORFs are 
followed by an inverted repeat (1243 to 1277) that 
may indicate transcription termination. More down- 
Stream two ORFs, ORF1 (from 2969 (start codon TTC) 
to 2259) and ORF2 (from 21 28 (start codon ATG) to 
1289), are prominent on the complementary Strand. 
Then follows ORF3 having the same orientation as 
sacY. It corresponds to a putative protein of 171 
amino acid residues starting at position 3120 and 
ending at position 3632. The polypeptide sequences 
predicted from these three ORFs have no feature that 
could be related to known gene products present in 
the EMBL data library (release 20). 

From position 3887 to 5122, CDS4 encodes a 
protein having significant similarities with tyrosine 
tRNA synthetase from several organisms (as discussed 
below). It is bordered downstream by a hairpin 
structure that may behave as a transcription termina- 
tion signal. Further downstream a CDS starts at 
position 5282. It codes for a protein starting with a 
typical signal sequence (Watson, 1984). The 
upstream DNA sequence (termed tyrSI) does not 
seem to display h~ghly significant transcription initia- 
tion regions, at least in the present state of knowledge 
of B. subtilis promoters, but only a well preserved 
ribosome binding site at position 3875. 

It may be significant that from position 4190 to 
421 1 is a sequence that is complementary to tRNAwr 
from E. coli, just downstream from a region that 

seems to be duplicated both at the nucleotide and 
aminoacid residues levels (GDFTGKIGDPTGK). 

CDS4 Encodes a dispensable protein endowed with 
YRS activity 
The Kpnl-Pstl (fig 1) DNA fragment from plasmid 
pMF2 was subcloned into the expression vector 
pTZ18 (Mead et al. 1986). Overexpression of CDS4 
allowed the growth of strain HB2109 at 44OC. Strain 
HB2109 has a thermosensitive growth phenotype due 
to a defective YRS activity at high temperature 
(Bedouelle and Winter, 1986). This demonstrated that 
CDS4 encoded an active YRS. Aymerich and 
Steinmetz have suggested that the corresponding 
region of the Bacillus subtilis chromosome was dis- 
pensable (Aymerich and Steinmetz, 1987). Since 
there is an absolute requirement of a YRS activity for 
growth it was important to substantiate their prelimi- 
nary data. The DNA segment carrying tyrSl was 
interrupted by a Kanamycin resistance cartridge at the 
unique Xbal site (fig 1 ). The modified strain displayed 
no identifiable phenotype with respect to thermo- 
sensitive growth, auxotrophies, sporulation or com- 
petence. These results show that CDS4 product has a 
YRS activity which is dispensable for B. subtilis under 
usual laboratory growth conditions. 

Tyrosine tRNA synthetases and related synthetases 
The sequence of CDS4 (tyrS7) was used to scan the 
protein data libraries present at the Unité d'lnformati- 
que Scientifique, using the FASTP software. This 
permitted us to discover that it was related to tyrosine 
tRNA synthetases (YRS) from several organisms, 
including E. coli and Bacillus stearothermophilus. 
Alignment of ail YRS present in the banks was then 
performed manually using the consensus KMSKS 
amino-acyl-AMP binding site as an anchoring site. A 
second consensus, HIGH, was used as a secondary 
anchor to align the aminoterminus of the protein. This 
permitted identification of several identity regions. 
Namely, the NH, terminal domain is well preserved, 
whereas the COOH distal part of the protein is less 
preserved (see fig 2). In particular, it is worth noting 
that the B. subtilis putative YRS is more similar to that 
of E. coli than to that of known YRS from Bacilli. It 
was then possible to scan the sequence of this 
synthetase against those of al1 synthetases present in 
the libraries. Another noteworthy observation was 
that B. subtilis tryptophan tRNA synthetase (WRS) 
seemed clearly related to al1 YRSs. Figure 2 displays 
the sequence of the tyrS7 gene product as compared 
with other tyrosine tRNA synthetases. Similarities are 
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Figure 1 Nucleotide sequence of fragment BSIPl . The translation of the putative CDS are displayed above the nucleotide sequence when 
this corresponds to translation of a messenger RNA having the same orientation. When translation proceeds from a messenger RNA 
corresponding to the complementan/ strand the aminoacid residues are placed beneath the nucleotide sequence and they are shown as 
underlined single leners. The first partial polypeptide sequence corresponds to the end of sacX. It is followed by sacY. Two CDS are then 
expressed, corresponding to the complementary strand. Then follows a CDS of unknown f~nction, in the same orientation as sacY. The YRS 
CDS that has been described in the text is located further downstream, followed by the start of a protein likely to be secreted (a putative signal 
peptide is shown by arrows: two possible cleavage sites are indicated by brackets). A few other features are also indicated: a putative 
transcription termination structure (1 242-1 277); the RBS of YRS (likely to start at the second methionine codon); a short duplication (41 50- 
41 90) and a region complementary to tyrosine tRNA (41 90-421 1 ). In the absence of experimental data we have not shown sequences that 
are likely to be involved in transcription control. It is noteworthy, however, that the intergenic regions are rich in sequences of the form TGTG 
or CACA that are known to be present in protein-DNA binding regions. 
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Q R F Y Q R S V A R '  
T T C A G C G G T T C T A C C A A C G G n : f f i T C G W K T C A C ~ ~ G C m T C A T C A T C T ~ G C G m m T A T C T G A m A ~ t C T T C A T C G C C U ; A T T C C C M T C t T A T T C C  

a L Q N I A P N 6 1 1 N W  
1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300 1310 1320 

T T C G C G C C A A G C C ~ ~ ~ C G A T C A A K & W T A C ~ U G T ~ ~ ~ ~ T W : C C A T A A C ~ ~ ~ ~ C A R C T C T ~ ~ ~ G T ~ C A A T ~ C C A ~  
f l A g L W ~ g ~ L f L ~ ~ C : l - ~ I I : L ~ ~ L 5 R 9 & n g ~ I & ~ ~ & n L L  - 

2410 2420 2430 2440 2450 2460 2470 2480 2490 2500 2510 2520 

Figure 1 continued 
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L R K V A O H L H T T '  
~~CtTACtTWAATCnCATACAACATAACC~CfiCGGWTCCAC~ktCGG~GTCTCCCTG~CCGGCGGTACCTGCCAGCCGGCGCACRCCCAAACGTGM 

3610 3620 3630 3640 3650 3660 3670 3680 3690 3700 3710 2720 

Figure 1 continued 
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L P F K A K H A Y S T I S Q L S E A I G P R I A G T A  
GCTTCCATTCAAACCAAAACATGCGTACTCTACCATriCT~~TAACTCAACWTCGGCCC~TACCCGWTGCACCT 

5410 5420 5430 5440 5450 5460 5470 <Pst 1> 

Figure 1 continued 
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obvious especially in regions known to be important 
for recognition of the amino acid, the tRNA, and ATP 
(Rould et al., 1989). In addition there is weak, but 
significant, similarity with B. subtilis tryptophan tRNA 
synthetase. This is prominent in several regions as 
shown in the figure and indicates that these synthe- 
tases may derive from a common ancestor. 

The regions of similarity between the YRSs span 
the first 300 aminoacids residues. Several consensus 
can be found in this domain, but it appears that the 
YRS corresponding to the tyrSl gene departs signifi- 
cantly from the consensus of al1 YRSs presently 
known, including the recently identified gene pro- 
duct for the mitochondrial YRS from Neurospora 
crassa (Akins and Lambowitz, 1987). The first well 
defined consensus is G(F/L/I/A)(D/Q)P(STT)(NG) 
(region 1) sequence preceding the H(UIN)G(HIN) 
(region II) consensus. It is followed by a long 
sequence, well preserved between al1 YRSs, with 
some significant variations in the N. crassa or the 
present B. subtilis enzymes, down to the KMSKS 
(region III) consensus (which is KFGK(T/S) in al1 other 
YRSs, except the one presented here). After this point, 
divergence between the different. synthetases 
increases, the tyrSl gene product is showing particu- 
larly strong variation. 

Comparison with the tryptophan tRNA synthetases 
shows that the proteins may have evolved from a 
common ancestor and permit to identify several 
consensus regions common both to YRS and WRS. 
The HlGH (region II) region i s  poorly preserved in 
WRS. lmmediately downstream from this region are 
several well preserved regions present both in YRSs 
and WRSs: LR(RIQ)(FNV)QQ(NS)G, G(L/I)..FSYPL 
(M/L)(Q/A) or G-DQ-(G/Q)(N/H)I. Then follows a 
region which is very well preserved in ail WRSs and 
absent in YRSs. Downstream from the consensus 
sequence KMSKS, several regions of identity are 
present in both families, centered around basic ami- 
noacids, as expected for RNA binding proteins. 
Finally it should be noted that the present YRS is 
devoid of cysteine residues, although it contains 
many methionine residues. 

DISCUSSION 

Two main features can be emphasized after this first 
step of "blind" sequencing of the B. subtilis genome. 
First the region that has been sequenced is densely 
packed with ORFs. And these ORFs have features 
permitting to suppose that they code for proteins. 
Among the five complete ORFs found, three would 

code for proteins having no counterparts in the 
presently available DNA libraries (EMBL data library 
release 20). Although this cannot be used as statisti- 
cally significant, this demonstrates that sequencing 
can permit identification of genes that would be, 
otherwise, extremely difficult to discover. The second 
observation i s  the identification of a tyrosine tRNA 
synthetase that departs from the known features of 
cognate enzymes. The fact that the region harbouring 
the gene is dispensable shows that there exists at least 
one other copy of a functional YRS, presumably 
similar to the enzymes already known from other 
organisms, especially from Bacilli. Southern hybridi- 
zation studies using the corresponding DNA fragment 
did not reveal other homologous genes, even at low 
stringency (data not shown), thus showing that the 
dispensable tyrSl gene i s  substantially different from 
the normal, yet unknown, tyrS housekeeping gene. 
The study of the corresponding aminoacid residues 
sequence does not suggest that it is a pseudo-gene or 
a degenerate form of YRS. lndeed it is difficult to see 
how, for instance, the tyrosyl-AMP binding'consensus 
KFGKT, could have evolved towards the more usual 
consensus KMSKS by random mutations. The sarne is 
true in other parts of the sequence, as well as in the 
fact that it has significant similarities with tryptophan 
tRNA synthetases, thus providing a missing link for 
the evolution of these aromatic aminoacid tRNA 
synthetases, and suggesting that they come from a 
common descent. It should be noted here that the 
alignment presented i s  consistent both with the align- 
ment proposed by Akins and Lambowitz (1987) for 
YRSs and by Jones et al. (1986) for YRSs and WRSs, 
although use of an alignment software proposed by 
Saurin and Marlière (1986) has suggested a different 
alignment of the amino-terminal end of the proteins 
centered on a conserved region, GIDPTA (not 
shown). Careful analysis of the constraints underlying 
this latter alignment suggests that the amino-terminal 
end of the protein derives probably from a repeated 
modular structure, consistent with a Rossman-fold 
tertiary structure (not shown). 

tyrS l seems dispensable, because the gene can be 
deleted without much damage for the cells. This 
suggests that the corresponding YRS could have a 
function different from the usual function in protein 
synthesis. It is known that tRNAs are sometimes used 
in intermediary metabolism reactions (e.g. Li et al., 
1989). This could be the case with a tyrosine residue 
used as a precursor of some dispensable metabolic 
intermediate or cofactor. Another possibility is that, 
like the newly discovered second lysyl-tRNA synthe- 
tase in E. coli, this synthetase could be part of a heat- 
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S m  
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ml 
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Figure 2 Alignrnent of tyrosine and tryptophan tRNA synthetase sequences. Regions 1, II and III are discussed in the text. Sequences have 
been obtained frorn the NBRF protein sequence library (tyrosine: NCYRS, from Neurospora crassa mitochondria; BSTYRS, from Bacillus 
stearothermophilus; ECYRS, frorn Escherichia coli; BCYRS, from Bacillus caldotenax; BSYRSI, this work; tryptophan BSWRS, from Bacillus 
subtilis; SCWRS, frorn Saccharomyces cerevisiae; ECWRS, frorn E. co6. A consensus (i.e. more than 4 sequences displaying the same residue) 
is shown under the aligned sequences. 
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Figure 2 continued 
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shock response set of proteins (Hirshfield et al., 
1984). Further experiments are required to clarify this 
point. 

MATERIALS AND METHODS 

Bacterial Strains and Growth Media 
E. coli strain TG1 (Sambrook et al., 1989) carrying plasmid pMF2 
was grown in L-broth supplemented with ampicillin (50pglml) and 
chloramphenicol(5 pglml). M l  3 phage stocks were prepared using 
strain TG1 grown in 2YT medium (Sambrook et al., 1989). 
Complementation of YRS activity was performed in the E. coli 
thermosensitive strain HB2109, a F- derivative from strain HB2111 
(Bédouelle and Winter, 1986). 

B. subtilis, strain 168 was grown in Penassay antibiotic medium 
No. 3 (Difco). 

Isolation of Recombinant Plasrnid pMF2 
The isolation of a recombinant plasmid (pMF1) containing a 
sacY49 mutation leading to constitutive levansucrase production 
has been described (Débarbouillé et al., 1987; Débarbouillé et al., 
1990, in press). Plasmid pMF2 was obtained from pMFl by in vivo 
allelic exchange in the wild-type strain B. subtilis 168 replacing the 
plasmid-borne mutant allele sacY49 by the wild-type sacY allele. 

DNA Cloning and Sequenang 
Random fragments of sonicated DNA from plasmid pMF2 were 
shotgun cloned into the Srnal site of M13mp8 (Messing et al., 
1982; Deininger, 1983). Recombinant clones carrying DNA from 
Bacillus subtilis insert were identified by plaque hybridization 
(Benton and Davis, 1977) and sequenced by the dideoxy method 
(Sanger et al., 1977) using the modified T7 DNA polymerase 
SequenaseR USB (Tabor and Richardson, 1987). In a first step 
1 12 # M l  3 phages from the shotgun cloning were sequenced using 
the single strand DNA as template. After a first compilation some 
cloneskere sequenced in thé other orientation usi& the double 
strand DNA as template. This permitted to read each base of the 
fragment an average of 5.5 times. Al1 base pairs have been read at 
least once on both strands. DNA sequences were compiled and 
analysed by the programs of Staden (1 979, 1980) as modified by B. 
Caudron for the Data General Computer MV8000 at the Unité 
d'Informatique Scientifique. The 5' end of the fragment sequenced 
overlapped genes sacX and sacY, the sequence of which has 
already been published (Zukowski et al., 1988). The 3' end of the 
fragment will be overlapped by sequencing the adjacent region in 
the near future. 

Disruption of the Tyrosine tRNA Synthetase Gene 
An Xbal site is present within the tyrosine tRNA synthetase coding 
sequence. Plasmid pMF2 was linearised at its single Xbal site. The 
1.5 kb Clal fragment carrying the kanamycin resistance determi- 
nant aphA3 was purified (Trieu-Cuot et al., 1983). The Xbal and 
Clal protruding ends were repaired using Klenow DNA polymer- 
ase. The linear pMF2 DNA and the DNA fragment containing 
aphA3 were ligated using 14 DNA ligase. The ligation mixture was 
used to transform E. col; strain TG1. Clones conta in in^ recombi- - 
nant plasmids were selected on two plates containing ampicillin 
(50 pglml) and kanamycin (5 pglml). These recombinant plasmids 
confer to B. subtilis resistance to chloramphenicol (5 pglml) and 
kanamycin (5 pglml). One of those, pMF3, was linearised with 
Srnal and used to transform B. subtilis 168. Kanamycin resistant, 

chloramphenicol sensitive integrants were identified, which carry a 
tyrosine tRNA gene disrupted by the aphA3 gene. 
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Ce travail a été réalisé dans plusieurs laboratoires 

dont les thèmes de recherche incluent l'étude de trois 

organismes représentatifs des principaux systèmes utilisés en 

Biotechnologie : Clostridiu * 8 m acetobutvlicum, Saccharomvces - 

cerevisiae, et Bacillus subtilis. L'étude de ces trois 

microorganismes m'a permis d'utiliser les connaissances 

accumulées dans ces différents domaines de la Biologie pour 

aborder des problèmes nouveaux et obtenir des résultats 

originaux. 

Au cours de cette étude, un phage filamenteux défectif 

de L acetobutvlicum qui existe sous forme simple brin a été 
isolé, et une méthode d'isolement d'ADN spécifique pour la 

forme simple brin a été mise au point à partir des techniques 

d'électroporation. Ceci devrait permettre la détermination 

d'un système efficace de transformation génétique pour Ç, 

acetobutvlicum. 

L'utilisation de levures marquées de S, çerevisiae pour 

le levurage de jus de fermentation a été vérifiée en 

conditions réelles de vinification (50 hl). Quatre 

technologies différentes de vinification ont été étudiées ; 

il apparait que seule la fermentation par macération 

carbonique pose le problème de l'établissement de la souche 

de levure sélectionnée. 

L'intérêt du séquençage intégral du génome de B. 
subtilis a été illustré. Les résultats significatifs que j'ai 

obtenus lors de l'étude de B. ~ubtilis incluent le clonage 

des gènes narA et thiC par des moyens génétiques et 
l'isolement de plusieurs phages h~ix11 recombinants 

contenant des inserts chromosomiques de B. subtilis. L'un de 

ces phages a été séquencé qui contient les gènes narA et 

spoIID, une ORF identique à 50% à 1 'ORF R (rev-4) de B. 



subtilis, les sous-unités b, 6, a, p, Y, E de llATPase, et un 

gène qui pourrait être celui de la sous-unité Y de l'uréase. 
Ce travail a également permis le clonage d'une protéine 

biotinylée de B. subtilis, la détection d'une nouvelle 

protéase, et l'identification d'une tyrosine tRNA synthétase 

secondaire ( y r s ) .  Il est de plus intéressant de noter que les 

gènes narA et spoIID sont situés à proximité l'un de l'autre 

sur le chromosome de B. subtilis. 

Ces trois thèmes de recherche différents m'ont permis 

d'obtenir une formation en Microbiologie suffisamment 

diversifiée pour acquérir une connaissance approfondie des 

principaux systèmes utilisés en Biotechnologie. Bien que les 

résultats obtenus lors de l'étude du fragment sacs-gerB du 

chromosome de B. subtilis soient les plus nombreux, ceux-ci 
ne constituent dans -cette optique qu'un apport équivalent à 

celui des autres méthodologies et matériaux présentés. 
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Polylinker de pBluescript : 

BssHII KpnI ApaI XhoI SalI ClaI HindIII EcoRV EcoRI PstI 
Dra11 AccI 

SmaI BamHI SpeI XbaI NotI EagI BstxI SacII Sac1 BssHII 

Polylinker de pMTL22 : 

EcoRV BamHI NdeI AatII AccI SalI MluI PstI HindIII XbaI 

EcoRI SstI SmaI KpnI NcoI SphI ClaI BglII XhoI StuI NruI 

Annexe O 
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Annexe 8 : A l i g n e m e n t  d e  l a  s é q u e n c e  p e p t i d i q u e  d e  l a  

s o u s - u n i t é  E d e  F I  d e  8. s u b t i l i s  ( € P I )  a v e c  l a  s o u s - u n i t é  

ê d e  F I  d e  l a  b a c t é r i e  t h e r m o p h i l e  PS3 (~02256) 



Annexe 9 : séquence de  l a  sous -un i té  FI e t  de  l a  

sous -un i té  b de l a  sous-uni té  Fo de  l lATP synthase  

de  B.  s u b t i l i s .  

Les  séquences de  Shine-Dalgarno,  l e s  codons s t a r t  

e t  l e s  codons s t o p  s o n t  s o u l i g n é s .  



C C G G C T G L A A  A G A G C C I C G T  G C G G ~ T G C T G  G A S C A G C A A 4  G A A L A A C C T G  C A G P A G G G A G  T T G C C G T A G T  A G A T G T C T C A  
7 

I T i L C C A C T T  G L P C T A G G A T  T G T C Ü T T T A A  CGGCGGLGAT C T C C T G T T C C  A L C T G T T A G C  T A T G T T L A T C  T T A T T L G C G C  

T T C T G A L G L A  L T A C G C T T T A  GGGC:GCTAT T A A L C A T C A T  G A A P C A G C G T  G t A G k C C A C 4  T C G C T G G A G L  A A T T A C G T C T  

G C T G L b S & A A  A A L A T A L L t A  Q G C G C A G C L G  C T G A T T G A A G  L G C A G C C C G T  T C T T T T A A A A  S P L G t A A G L C  A G G C A T C C C A  

P A C T C T T C T C  G A A A L C G C A 4  A G A L L C T G G G  AGAGCAGCCA A A A G A A G A G P  T T L T T C A G G C  T G C A C G T G C A  G A A T C T G A A C  

G T C T G L L L G A  CGCAGCCAGA A C T G C A A T C G  T G A A G G P L A A  G G L A C C C G C G  G T T T C T G C T C  T C C G T G A G C A  A G T A G C G T C T  

C T T T C T G T C A  T G L T T E  C t  TC G  4d.A;TGATC G A A L A L G A L C  T G G A T G k L C A  L G C G C C A G A G  A b A T T G 4 T C C  A G G A C T A T C T  

T A E i G L G G T C  GGAGACAGCC G E T X G T G G A  T C A G C T G T C T  C T A L L C G A T  A  T G C A T C  A G C T  C T T T T T G A T A  T A G C C A A T G A  - 
G T C C G C T C A G  C T G t A T C t C G  T A t A L G A A G A  G C T L A T T G T T  G T A A A I C L A G  T A T T T C A A A A  T G A A A A C G C G  C T T A A T G A T G  

T G T T G A L C C A  T C C G A L G G T G  C C G G C T C C G A  A G A A A P A A G C  G C T G A T T C A A  A A T G C L T T T G  G C T C T T T G T C  A C A G T C C G T A  

C T C A C T A C G A  T T T T T C T T T T  GATT;ACCCC C l T C G T G C C t  C G A T T G T C C C  T G A G C T C C C A  G A T G A G T T T A  T C A A A C T C G C  

4 C L  T G T G G C C  C G T C A A L C L G  A b G A t  G C A A T  C G T A T A T T C A  G T G A A A C C G C  T G A C G G A T G C  A G 4  A L T G T T A  CC A T T A T C A C  

A A G T G T T T G C  b A b h A L L C C C  G C A G T C G C T T  C L C T G L G A L T  C A G L A A T G P A  G T G C A G A C Ü G  A T T T 4 A T A G G  C G G T A T T A A A  

G T C C G C 4 T T G  G L L A E C G G A T  T T A T G A C G G C  A G C G T A b G C G  G G A A G C T T C A  G C G C A i T G A A  C G T C A A T T A G  CCGGGGAAAA 

T C C A T A G A A G  G G G T G L A L C C  - 
C C A T C T G A T b  T T G A L G T T C A  

C T G T L T G G C C  G G T C A A C T T G  

T C G T C A T C T T  L G G L C C T T T C  

G G T G b b G A G T  T C L 7 C G G t C G  

T C t T C C : A T C  G L A L G C C C T G  

T t G ~ T t c d t T  G A T T C C A L T C  

ATCGPTGCG 4  T C C T G L L C C A  

C G G C G ? A G T L  G L L A C L T i  GC 

CGCTTC:GTA C C T G G C L C C G  

T L C G b T i A T C  T T T C T L L L C A  

C C C T c G t C b T  C T A T T C T A T C  

T T L C C G C T C T  G C C t T T C G T A  

C G b C L G C T C T  T C C T G C E t i t  

T A A L G A G C A  T C P A A G C T G A  A G A G A T T A G C  A C G C T G A T A A  A A C A G C A A A T  A C A A A A T T A T  

A G L C Z T A G G T  A C A G T C A T C C  A A G T C G G T G A  C G G i A T T 6 C A  C G T G T G C A C G  G C C T T G A C A A  

T C C A 4 T T T T C  A A A C G G T G T T  T T G G G T k T G G  C T C A A A A C C T  T G I G G A 4 T C A  A A C G T A G G T A  

A G T G k G A T C C  GTGAGCGAGA C G A L C T A A A A  A G L A C L G G C C  G C A T C A T G G A  G G T T C C T G T T  

T A T T S T A A L C  C C G C T A C S C C  A t C C G G T T G A  C G Ü C C T A G G C  C C G A T T C T G A  C A A G C 4 A t P C  

CACCAGGCGT T A T G G L C C G T  A A L T C C G T T C  A T G A A C C G C T  T C A A L C C G S T  A T C A A L G C G A  

G G C C t  CCGCC A G C C T G L 6 C f  G A T C A T C G G T  GLCCG'CAAA C A G G T A A A A C  A T C T G T T G C G  

P A L  AS ACCAA G A C A T G A T C T  G T G T A T C T G T  T G C G L T C G G C  C A A A C A G L A T  C A A C b G T C C G  

G T L A L C A C G G  C G C C C T T G L T  T C T A C A A T T G  T T G 7 L L C G G C  G T C T G C C T C A  C A G C C G G C L C  

T A T G E T G G G G  T T A C L L T G G C  A G P A G L L T T T  ATGT L C O A C G  C C b  AGCCCST T t  T T G T T G T A  

L G C G Z C C G C T  T A C C G T G P G C  T G T C C T T G C T  T C T T C G C C G T  C C G C C A C Z C C  G T G A L G C t T T  

T T C A T  T C C C G  T C T G C T T G L G  C C T G C C G C A A  A G C T T I G C G A  C G C G L A L G G C  GC A G G h T C & A  

GALA: ACLCG C C G G A C C T A T  C T C Ï G C T T L T  A T T C C G A C G A  A C G T C A T T T C  C L T C A C C G A C  

T G A T T T G T T C  T T C T C A G C C S  T r C G T C C t C C  G L T C L L T C C C  G G d T T G T C T G  T L T C C C G T G T  



C G G C G G C Ï C A  G C G C 4 4 I l  CC CCGC; 4 7 5 . 4 4  I : L 4 G T A T C A  G  G T L C  T T 7  GC G T C T T G A C C T  T C C G T C Z T L C  C G T G  ASCTGG 

C L G C L T T C G C  TCC.4TTC;GT T : T G b C C T t G  ACCAACCGA: T C C G G C A C I A  C T G A A C C G C C  G T G C G C Ü T L C  A G T T G t L G T G  

c Ï G C L G t L : G  C T C T G A A C L A  G C C S f  T T t C C  G T T t C A A L G C  A A G T A G C T A T  T C T T T A T G C G  C T G A C C L A L G  G L T A T C T C G A  

T G L T 3 T T C C T  G T G G C Z G A T A  T C b G L C G T T T  T G A A G b C t C G  T A C T A C L T G T  ACC1T;ACCA A A A C C A T A A A  G A C C T G C T T G  

L C S G L L T T S C  G A A A C C L G G A  k A C C T T C C T G  C T G A T C A A G A  C T T C A C A G C T  G C A L T C G A A G  G C T T C L L L C Ü  C A C A T T T G C A  

C C A A S C A L C T  C A C T C G C t T G  C T C I T G b G L G  C A A C C G G T T t  Ï C T T T T T C T C  T C T T T T T b C G  C A C L T S i A t A  G L L L & G G T G G  - 
T G A L C T C T T S C S C C T C  - C T T A  C G C S A T A T T A  A G T C  b  AGGAT C  A C G T C A L C G  P A L A C C  A C A A  G T C A G L T T A C  A A A A G C C A T G  

C L C A T G G T 4 T  C T i C G G C T A A  G C T G L L T C G T  G C T G A L L b C A  A T G C A A A A T C  A T T T G T G C C A  T A T A T Ü G A T A  A A L T C C A A G A  

F G T T C T F T C A  A b C G T C G f  LA G A G 1 1  TCCGG CCACGTGPC; C A C C C G A T G C  T T C T C L G C A G  L G A L G T G L A A  AALCCGGCAT 

A C C T T G T C A T  T I C G T C T G h C  C G C G G T C T T G  C C G G C G C T T T  T A L C A G T T C G  G T T T T L C G G A  G T G C T T A T C C  G G C C L T G C C A  

G A L C G T C A T C  A G T C T A A G G C  T G A S T P T G C G  G T G A T T G C C A  T C G G b A G L G T  GGGCCGTGAT T T C T T T A P G A  APCGGGAGAT 

T C C G L T C L T T  T C C G A t T T A A  C A G G L C T T G G  A G A T G A A G T A  L C G T T T L C b S  A A A T T L P A G A  T C T T G C C C G T  C L C A C G A T T C  

L A A T G T T T A T  AGPCGGTGCG T T T G I T G h A T  T G C C C C T T G T  T T A T C A C C A T  T T T G T C A G C G  C C A T T A C T C A  AGAAGTAACG 

G L G A A A L C L C  T T C T G C C G T T  A T L T G C T T T G  GGCAGCGGCG B C G G b L A C A G  A A C G G C G T C T  T A T G L A T T T G  A P C C A T C T G A  

I G A G G L G t T T  C T G G b G G T T T  T E C T 1 : C T C L  & T L T G C L G A A  L G C T T L A T C T  T C G G T G C G C T  T C T T G A C A G T  A L A G C P A G T G  

&GCCCGCSGC A A G C L T G A C E  F C G A T G L & A l  A C G C G A C L G A  C A A C G C G A A G  G A A C T T A i C G  4 T T C A C T T T C  G C T T T C T T A C  

A A C C S C G C T C  GCCAAGCAGC C A T C L C P C A A  G A f A T T A C t G  A A A T T G T C G G  C G G L G C L G C C  E C T T T A G P L T  A G A A A G A T T T  - 
TGTCCGGCCG G C T A G C G A T G  A P G A A E G G C C  G C G T T A G C C A  G G T I T T A G G A  C C G G T C G T C G  L C G T G C G T T T  T G A L G A C G G T  - - 
C A C T T G C C T G  L A L T T T L 7 A A  T G C G A T Ï L A A  A T T T C A C A G C  C L G C T G C L A G  T G A A L C C G A A  G T A G C T L T T G  A T T T A A C G C T  

TG&GGTC;CT C T T C A T T T A G  G T G A T G A T P C  A G T C C G T A C A  A T C G C A A T G G  C 4 T t T L C A G L  T G G T G T T C A G  CGCGGTATGG 

A A G C T G T  AGA TACAGGAGCG C C A A ?  C T C A G  T A C C G G T T C G  T G A T G T A A C L  C T T G Z P C G T G  T L T T T A L C G T  T C T C G G A G A A  

L C T A T T G  & T T  T G A 4 T C A G  CC G G T T f  CTGCG G A T G C G L L L A  L G G A T C C G A T  TC AC L G L C A G  S C G C C T T C A T  T C G A T C A G C T  

T T S L L C A G A A  G T T G A A A T T C  TT;LAACCGG T P T T L L A G T T  G T T G A T T T G C  T T G C T C C T T A  C A T T A L G G G C  G G T A A L L T C G  

G P T T C T T C G G  T G G T G C C C G T  G T A G S T A A P A  C C G T C T T P C T  C C A G G A A T T A  A T C L A C h A C 4  T C G C G C L P G A  GCACGGCGGT 

L T C T C T C T A T  T C G C C G G C G T  AGGL;P tCGT C C T C G T G L A C  G G A A C G A C C T  T T T C i A C S A A  b T G A G T G A C T  C T G G C G T A A T  

C L A C A C b & C &  G C C b T G G T A T  T C G G L C L L A T  G & & C G L G C C G  C C G G S C G C A C  G T L T G C G T G T  T G C T T T G A C A  G L C C T T A C L A  

T G G C T G b G C A  C T T C C : T t  AT  G T A C 8  A G c ~ C  AGG4:CTLCT G T T C T T C C T C  t A T - 5 b C 4 T T T  T C C G T T T C L C  ACAAGCGGGT 

T C L G A S G T T T  C A G C C C T T C T  T C G C C G T C T G  C C T T C A G C G G  T T G G T T L T C 4  G C C G A C G C T T  G C L A C T S L G A  T G G G T C L G C T  

C C C A G C S C G T  A T C L C G T C T A  C G C A C G T T G G  A T C L  G T T t  CA T C T L T C C A G G  C G A T C T L C G T  f C C T C C C G A T  G L C T A C A C T G  

LCCCGGCGCC GGCGAC A A C G  T T C G C T C L C T  T G G c T G C G A C  A A C l A A C C T T  C L G C G T L L C T  T A L C T G t A A T  G G G T b T T T L C  

C t T G t G G i ' G  L T C C G T T Z G C  L T C T L C L T C L  C G C G C C C T T G  C T C C T C A A L T  T G T ~ G G L G L C  t A G C L C T L ï G  C ~ G T f t t G t t  

T t :  L 5 T i c i G  T C L f  C G C 1  TC LGCG; T A C S A  A G A G C T i C  L Z  G I T A T C L T T G  CG A T T C T C C G  T L T C G t T G L L  T T A S G C G A G G  



L L G A C A C A C T  T G T C G T T C A C  C G C G C A C G T C  G T & T C C A C T T  C T T C C T T T C T  C A C L A t T T C C  A t f T C C C T G L  L C A G T T C L C T  

G G L C L A P L A G  G T T C T T L C G T  G C C T S T A A A A  Ü A G A t G G T A C  A A G C C T T C A A  A G A A P T C T T b  G C C G G T d L A T  A T G P C C L f C T  

T C C A G A A G A T  G C A T T C C G T C  T T G T I G G C C G  T A T C G A A G A A  G T T G T T G A G A  A A G C A A A A G A  A A T G G G T G T A  G A A G T T T A L A  - 
T C T G G T C C T A  G G L G G G T A 4 A  A G C A T G A I G P  C C G T T 4 P A G T  C A A T A T C G T T  ACTCCCGACG G C C C A G T A T A  C G A T G C G G P T  - 
A T C G P A A T G G  T G C G T G T G L G  LGCC;AA&GC G G C G C T C T C G  G T A T T T T G C C  A G G C C A T A T T  C C A A C C G T G G  C T C C T C T T r A  

A A T C G G i G t T  G T C C G T C T G h  A A P A A G A C G G  G C A G A C T t l A  A T G G T T G C C G  T C A F C C G C G G  T T T T G T A G A A  G T C C G T C C T G  

A T C A T G T C b C  C A T C C T T G C C  C A G G Z T G C C G  AGACAGCGGA L G G C C T C G A T  A A A 6 A G C G C G  C T G A L G C T G C  A C C C C I C C G G  

GCGCAGGAGC G T T T G A A T T C  T C A A T C A S A T  G A T L C T G A C A  T T C G T C G G G C  T G l G C T T G C G  T T P C A G C G G G  C T T T G t A C A G  

4 T T G G L T G T A  G C A G G t C A A T  P A G A b L A A A T  C C T T C T C T T T  A T G L G C A G G A  T T T T T T T A T G  L A C G C A C A A G  A G A A T C A A L C  - 
A G C G A C A G C L  A C G G G C G l T C  C T C T T T T G G A  C G C A G G T A T A  A A C C A T C A C A  G G C A T T C P T T  G T A T G C C A C G  A T T T G C G I T G  

T C T T C T A I A G  C C A L G T G T L T  A A G C Ü C C G T C  T T T A T A G G G A  T A A G G T T T T A  C A A C C C A T T C  C G C A T C T T C A  T S G C G G G C A A  

T C A C b C A A T C  T ù T & A ; A i  AA A C b  C T G A T C A  T T T T C T C G A A  T T C T T C A A T b  G G P L G A T T C C  A A T C A G C A A G  C A A P A G T T C T  

T G T L T h C T T T  G t A A A T A S A G  G T T T T A I G C T  C T T C C A A G G C  T T T C T C T C G T  A A T P G G T A A G  b G A & 4 T G T T A  A A A L A T G A  



Annexe 10 : séquence de l a  r é g i o n  a d j a c e n t e  à s p o I I D .  

Les p r i n c i p a u x  signaux géné t iques  s o n t  s o u l i g n é s ,  

La phase codante  de p r o t R  s ' é t e n d  des  n u c l é o t i d e s  458 

à 1688, l a  phase codante de s p o I I D  s ' é t e n d  des 

n u c l é o t i d e s  1964 à 2993, l a  phase codante de A V I  s ' é t e n d  

des n u c l é o t i d e s  3380 à 3917,  l a  phase codante d e  A V I I  

s ' é t e n d  des n u c l é o t i d e s  4388 à 4913,  



S P O I  ID 

C T T T T A G A C T  G C A G C T T G T C  A C A A C C C T C C  A A A A A C A C C A  T T C C A A C T T C  G T A T T T L T T A  T A T C C C C A A L  T t  L C T C T A G A  

G A C A C C G G A T  A G C T G S I A T G  A T I C I T A T G A  A C A C T T T C P A  C C C C A C A C L C  T T C C C L T A T T  C C P A G A h A A G  T A G T T 4 T T T T  - 
T A C T T G T C T A  A A T C G T C A C T  T A G A T G A T A A  T I T C A A T A T T  G T T T T G C A A :  A L A G C L A T C A  G T T A T T 4 A A T  G A A T T T A C G C  

A A G A T C A T T A  G A A C A T G T A C  T T C A G C C A A A  T T T C G T T T f T  A T T T C T G C G T  T T A C A C A T G A  G T G G G A 4 G A G  T A C A T T A T G A  

C C T C G A A A C A  T A A A A T C 4 A T  T T G C A A A T T G  C A C T T A G A A S  T C C A G G A A T G  G C C G G A A A A C  A T A C C G T T A C  G G T T G S C A C A  

C C A A T C G T T A  C G A C T G A A T A  T T A A T A T L G A  G A A T T T A G G G  A C G C G G A G C C  GAA?LCCT> G A A A A A I T C A  T C G T C C G C G G  

C G G T C A G A A G  T T A A A C G G C A  C A G T C A A C C T  T G A A G G C G C T  A A A L A T C C C G  

C A A G T G A A G A  A A A A A G C G T A  A T T T G T G A T G  T A C C T A C G C T  C T C C G  A T G T  A  

G G A G C A G A T G  T G C A T T T T G A  A A A T A P T G A A  G T G A C T G T L 4  A T G C T T C A T A  

T G T T C G T A A A  A T G C G T G C G T  C T G T S C T T G T  C C T G G G G C C G  C T T C T T G C G C  

G C G C 4 T G C G C  A A T T G G T T C C  A G A C C G A T T G  C Ï C L G C A T T T  A A A A G G T T T T  

A A T G G C T T C A  T T G A A G C T G A  A G T A Q A A C G C  C G A C T G C A A G  G C G C A A A A A T  

T T T T A C C T G T  T A T C G C T G C A  T C T T  T A T T A C  

C G C T T T G C A A  A C T G 4 A G C A C  C T  T T T G A A T A  

G T A C A G G T C A  T G C A A G A G T T  GCAC T T C C G G  
. . - 

Gà-ASCAbTGG G C G C 4 G 4 A A T  C A A A G T C G G T  

T T A T C T G G A C  T T C C C  AAGTG T A G G A C C T A C  

A G A G 4 6 C C T G  A T T A T C G C A G  C C Ü C T C T A G C  TGAAGSA.ACA A C A A C G C T G C  AA.AICGTGGC, A A A A G A 4 C C C  G A A A T C G T T G  

A T T T A G C A A A  C T A T A T C A A C  G G C A i G G G C G  G A A A A A T C C G  C G G A G C T G C C  ACCGGCACCA T C A A A A T T G A  A C G A G T C G A A  

A A C C T T C A C G  ' G C C T A A A A C A  C C A T A T T A T T  C C T G A C C G T A  T T G A A G C G G G  C A C A T T T A T G  G T T C C T G C T G  C A A T C h C T G 4  

A G G A A A C G T A  T T A G T A A A A G  G A G C I G T T C C  T G A G C A C C T C  A C C T C T T T A A  T T G C A 4 A A A T  G G A A G A G A T G  G G T G T A A C A A  

T T A A G G A T G A  A G G T G A A C G T  C T G C S T G T C A  T C G G C C C G A A  A G A G C T T A A A  C C G A T T G A C A  T C A A A A C A A T  G C C T C A C C C G  

G C C T T C C C G A  C T G A T h T C C A  G T C A t C A L T G  A T G G C G C T T C  T G C T T C G T G C  AAGCGGCACA A G C b T G A T T A  C A G A A A C C G T  

T T T T G A A A A C  C G T T T T A T G C  A T G C S G I A G A  A T T C C G C C G T  A T G A A T G G T G  A T A T C A C G A T  T G A A G G A C G T  T C T G T C A T C 4  
- - 

T T A A C G G T C C  T G T C C A G C T T  C A G G G A G C T G  A A G T T G C A C C  G A C T G A T T T G  C G T G C A G G T G  C A G C G C i G A T  T C T T G C G G G G  

T T 4 C T G G C T G  A A G G T C A C A C  ACGT;TTACT G A A T T G A A G C  A C T T A G A C C G  C C G T T A C G T T  G A T T T C C A T C  A G A A G C T T G C  

C G C T C T G G C C  G C A G A C A T C G  A A C G T G T A A A  T G A T G A G T C T  G C T T C T G A G C  A A G A G A A T A A  A G A A G T C G T T  T C T G A C T T A A  

A T G C A T A A A C  T T A C T T G A A A  A T C A Z T A T C T  C A C T C T G G C A  T A C T G G T T T T  T T A T T T T T T G  T G T A T T A T C A  T C A T T A T G C G  - 
z- \ 

C A A A A T A G C A  A A A A A C A A T A  C G T A t  ATGAC A A A T A A A G T T  T C T G T C C A A A  A C G A G A G T C 4  T A T T L G C T T G  T C C C T G C C C A  - 
T A G A C T A G A C  T A G A G T C C A A  T C C C S A G C A C  G L C G C A G C T G  A A T A T G A A A C  A 4 T T C G C A A T  C I C A C T P T C C  G T P C T A T G T G  - - 
C A T T G A T T L T  C T T C G T T C C C  A C A C T C T T G G  T T A T A C C A T T  C C A G C A T A A T  AAGGAAGCGG GGGCCAGCGT A G A A T C A G A A  

A A G A C A C C A C  T C A C C A C G A A  A C C A 3 C A T C G  A A b G C A G C A G  A A A C A T T C I A  A G C A T C A C C T  C T f T C T A T T C  C C G T C T A T C G  

A A C C G C A A A T  C A A T C C G T A G  A A A A Z A T T C C  C C T T G A A C A G  T A T G T G A T T G  G A G T C C T C G C  CTCCCAIATG C C G G C A A C C T  



T T A I A C C T C 4  A Y C C C T G A A A  C C C C 4 t S C G C  TTCCCGCC AG A A C A T T T L T T  C T C C G A C T G A  T G C T G T C A L A  T T C A G C C C T A  

C A A C C T C C i A  A A G S C T C A C T  G C T C C A T C A T  A C A C A G A T G T  T C C A C C T C T A  T A A A A G C I A A  G C Û G A G C T C C  A A A A A C A C T C  

A C C A G C C C A T  T C A C G C A T C C  T T T T T C T C C A  C A A C C A L C C S  C T A C A C A C A G  A A T G C A G A A C  C T T A T T C C h C  A A G T C C T A T C  

C C A T A T T T A A  A L A C C C T C A A  A A G C C C A T C C  C A T C A A A A S T  C T C C G A A A T A  T A A S G C A A C G  A A A A C C T T T A  C A C C C G C A C A  

A T T T C A C C A A  A A G C T T C G C G  T C C A G C T C G A  T G C A T C T A G C  C C A C T A G G G A  A C A T T A C C G G  C C A C A C 4 C C C  G C C C b C C l C C  

T C G C A A C T G C  C G T C A T T A A C  G C C A 4 C 4 C G C  T G A A A G C A A G  C G A C A T A C G T  G A A A A G T T G C  G T C T C A C C T C  C G C C C A T T T T  

C A A T G C A A G C  G A C A T G C 4 C A  C A C A A T T A C A  G T C A C G A C C A  G A G G A T T T C G  C C A C G G T G T G  G G G A T G 4 G C C  A A T A C C C A C C  

C A 6 T T T T A T C  C C C A A A G A A G  G C A C 4 b C C G T  T C A T G A C L T T  G T A A A G T A C T  A T T A C C A A G G  C A C A C A A A T T  T C T G L G G C A C  

A T G C G T T T T T  G L L T A A A T A T  A T G G C C A A A A  A C T C G A A A A A  G A C G C T C A T T  G G G C G T C T T T  T T C T G T T C t T  G A A T A T C T T T  - I . . 

T A T C T A A G 4 C  T A G C T G A A A C  G G T T T C G A G G  A G C T T C T G A C  C C T C T T T A A G  C A T C A G T C C T  T T T T T C C T G A  T T T C A G C C T T  

T G I C C  T T C 1  G  C T A A C G T C A T  C C A C A T T T G T  C G A C A G A C T T  C G A C A C A C T C  A T A T  A A C G A A  A C C C G A A A G C  C C A C A A T C T T  - 
C T C T T T T C A T  A C G G G C G T T A  GGTGÛ A A 4 T C  A C T A A T A f  AA A C A T A G G T T T  C T A T C C A A A A  G T A A A C A A C A  G C A A T G G G G A  

L G C C C G C C C T  A T T T A T T T C T  C C C T T T T T C T  T C A T T A C G A T  C G A T T A T G T T  C A G C G T T G A A  C A T C T G C A C G  C A C I A A C A A A  

T T G G T A A A C G  G G T A C G A A C A  T C A A G A A A A G  A T T T T C A C T G  A T C A T G A T G A  C A C G 4 T T G C T  T T T T G G A T T A  A C T T C A C C T G  - 
C T T T T G C A G C  T G A A A C G A C A  G A A A C G G A G G  C T A A A G C G C C  G G C G A A C G T G  G C G G T C T T G C  T T C A T G C C A G  C G G 4 A G T A T G  

G C C A A A 4 C A A  T A C C T G C T G T  A T C T A A A T T T  L A T T C C C C C A  A A A A A G A A A T  T T C A A ~ S T T T  G C G A G C T C A T  T C C C A G A A G G  

L A C T C A S G T G  A A A C T G A G C C  T C T T T G C C T C  T G E C G G A A A C  A A T A A A A A T T  C C G G A A A A G T  T C A G T C L T G T  G A A G C C A T T C  

C C A A C G T A T A  C G G C T T C C A A  E G C T 7 T A A C C  A G C A A A C C T T  C C T C A A T T C T  C T C 4 A T A C A A  T T G G G C C C A C  T C C C T G G A C G  

C C A A T T G C C A  A L G C G C T G A A  C G 4 G G C C A A A  T C T T C T T T T G  A C C A G C T T G A  T C C A A A A G G G  G A A A A A G T G C  T G T A T C T G T T  
. . 

G A C A G A C C G T  C A C G A A A C G T  G C G C 6 G C A A A  C C C S A T T A A A  A C A S C A A A G G  A A C C T G C A A A  A A C A C A A T a T  C A C T C T T A A T  - 
G T G A T C G C C T  T T G A T T A T A A  A G A C ~ C A T A C  A A A G C C C A S C  T G A A C G C A A T  T G C G A A A G T A  GGCGGCGCTG A A T 4 C T T C C C  

G C C T T A T A C C  C A A A A A C A T G  T T C A G A A A A T  T T T C A C T C A G  C A A T C A C T A k  T G T T A T C T A A  A T A A G A L A C A  AGAGGCTGGT 

G A T G S T C A G C  C T C T T T T T C T  A T C T 4 A C A A A  A A C T T C A A A A  C T A L T T A G C T  G T C T G C C T C T  A G C A T A G T P G  C A G A T T T C C C  
-a 

T T i T T C T C T C  A T C A T C A A G C  C G A A A L A A C A  C T C 1 A T G C T C  A C A C C A G C T G  T T T P T C C T T T  C T G G G C C C C A  A T G G C T A A A A  

C T C A A C G C C A  T T T C A A G C C A  T T T T C C A C A G  A T C G T G A A A t  C A G C A C A A A A  G G C 4 G C A T G T  C C T A T A T C T T  T T T C C A T T T T  

C G T A T T C T A G  C A T A A A G C A C  A A T C C A A C A T  A T A G T T G G C A  4 A T A T G A C C A  A G A d A G G A A G  T A A T C A T A T G  A 4 A 4 A A T T C C  - 
TGCCTC:CGG T A T C A T T G C A  T T C T T C A C T G  T T T C C 4 T T G C  C T C C C C G T C T  T T f t C C G C T G  4 G A P A C A G G C  T G A T A C A I A T  

C T A C C T C T T T  T G T T T G A C C G  CASC;G4AGC A T G G T T C L A A  A A A Z A C C L G G  A G A G C G C A A A  k T A G A C A T T G  C C A 4 A A A I T C  

A C T A A A I T C T  T T T G C C G A A C  T T C T T C C A A C  C C A T A C A A C T  C T T P T G C f f c  C C G T T T T C G G  G C 4 T G C A G C G  A A C A A T A A A C  

T C T C C C G T A A  C C C C C T T T C C  TGCA:TACGA C G G L A A C C A T  T T A C G G C C T T  C A T C C A T A T G  A A G G G T C T C T  G T T T G A C A A T  

TCATTGAGT;  A S C T C P A G C C  S A t T S G S T C G  A C L C C C A T T C  C C A A A C C A C T  T C C A C A C A C A  A G A A A A G A L T  T T G A A G C A T T  

T C A C G C A G A C  G C G A A C A A C C  T C C X T A T T T  A A T C A C T C A C  G G T C A A G A A A  CGTCCGGCGG AGACCTtC:; C S G P A A T C G A  

A A A  C C T C C G T  C C A T C A A A T G  T C G A T  A C G A T  T G T A A A C A  TC A T T G C C T T C L  A C T T T G A T G T  C A A G C G T A h T  C  - 



Annexe 1 1  : Séquence n u c l é o t i d i q u e  d e  l a  s o u s - u n i t é  'If 
d e  l ' u r é a s e  de  B. s u b t i l i s .  

Les p r i n c i p a u x  s i g n a u x  g é n é t i q u e s  p u t a t i f s  s o n t  

s o u l i g n é s .  La phase  c o d a n t e  d e  l a  sous - .  u n i t é  

s ' é t e n d  d e s  n u c l é o t i d e s  847 à 1163.  



U R E A S E  

A T G A T C A C A T  A A C T T G T A A A  C T T T T A T A A C  A T C A T T T C A A  C A A A T C A A A C  A A A C C C C T T T  T C A T C A C C C A  A T C T A C T C C A  

C C C A A C A A A G  T C T C C C A A G C  C A C C C G A C T C  C C A C A A A A C A  C T T C A T A T C G  A C A C A A C C C C  C C A T T C A C T C  A A C C C C C C A A  

T T C T T C A C T C  A T T A A C A G C A  A C G C T C G C C A  T C A C C C A A G T  C A C C G T C C A T  C A T C C C C A C T  T A A T C G C A A T  A C T C C G C T T C  

T C C C T A T C C T  CCAGCTCCGC C C C T : t G A C T  C C C C T C C A T C  C C A T G C T T C C  C G T T C C C C A C  A A A A C A A C C C  C C T C C C A T C A  

G C A A T C T  AAC C T C T G C T T  AT G A T C A  A T C C A  T C C T T T T C C A  C A C C C T T A C C  T T C C C C C C C C  C C A C A T T G T C  C C T C T A T T A C  

G C C C A C T C C C  C C T A A A C A C A  G C C C G C T A T T  T C T T T T A A T C  A A A C C T T T C T  

C T T C C A A T C A  C C A C A C C G C T  C A T C G T A A A T  C T C A A A A A T A  T T T T A C T T A A  

T C T C C A A C T A  C T C A G A C A A C  T T A T T A T A C A  A A T T T C C A G A  A A A A A A G A C A  - - 
A A C C C C T T L C  T C T C A T C T T T  C C C T S L T C C A '  C A G C G G A A C G  GTTGTTGACC 

G C T T T G A I L C  C C A T C T T A C C  G T A T S  A C C C C  C A T T C T C G A A  C A A A C C C A C C  - 
C T A G T A G C C C  C A T C T C C T T T  A T A T G A C A A A  AG.AAGGAC2A C T A E A C S A  

T C A T T T T T G C  AGCCCCCCA& T T A G C C A A A C  AGCCAAACGC C C C C G C C C T T  

A T C A C C T G C T  T T A T T A T L G A  A G C C S C A C G T  G P T C G G A A C G  G A C T A C C A C A  

G C A A A A A G I T  C T G A T G C A C G  G T G T S C C T G A  G A T G C T G G A C  A C C A T T C A C G  

T T C T T A C G B T  A C A T C A G C C A  A T T T t  T C C C C  A G G T G A A G T C  A Z A C C C C C  - 
C C A T T A A T G A  A C C C C G T G A G  A T A C S G G A C C  T A A C G C T A A A  A A A C A C C C C A  

T T C C G G C C G C  G A C C T C T I G A  C A T C Z  ACTCG T T A T T C T C G G  A C G A  

T C A A A A C C A A  A A C C C C C T C A  A C A C C A C C A C  

T A A A C A  A T T C  C A A C G A A T T C  AC A T T T T A A T  - 
T T T C T T A T C T  T A G T C G A C C C  C A C T C T C C A A  

AT C C C A A C C C  T C A T C A A C A A  A C C C C A T C C C  

T C A T C T C C C C  C C T C A C T G T T  C C C C A A A T T C  - - 
A A C T  C A C A C C  A C T T C A A C A A  C A C A A A T T C C  

C T C C T C A A C T  A T C C T C A C C t  T C C T G C T T A T  

C C T G A T G G A A  GCCGGCCCCC A T C T A T T A A C  

T C C A C C C C A C  A T T T C C C C A T  C C T C T A A A C C  

C A C C  A T T T C A  A A T T C C T C A C  CC AACC A T T A  

T C C A C T C C A C  T C C C T T T L C T  G A C C C T T A A T  





U R H Y C  3469 408 
56.2% I O E N T I T Y  IN 297 N T  O V E R L A P  

U X E A S E  

U * ' l Y C  

J R E A S E  

J R i l Y C  

850 860 870 880 800 Y00 
C T A C A G A T G A A A C T G A C A C C A G T T C A A C A A G A G A A A T T G C T C A T T T T T C C A G C G G G G G A A  . . . . . . . . . . . .  . . . . . . .  . . . . . . .  

S . . . . . . . . . . .  . . . . . . .  m . . . . . .  

T G A A T C T A T C A T T A A G A G A A A T C C A A A A G T T A T T G G T A A C A G T A G C T C C T G A C  
10 20 3 0 4 0 50 

910 Y20 930 Y40 9 50 960 
TTACCCAAACAGCGAAAGGCCCGGGGCCTTCTGCTGAACTATCCTGAGGCTGCTGCTTAT . . . . . . .  . . S . . .  . . . . . . .  : x:::: ' .. " " ' *  

. S . . . .  . . . . . . . . .  
C T T C C A A Z A A G A C G T  T T A G C T  A G A G G T T T A A A 4 T T A A A C T A C T C A G A A C  G T G T C G C T T T A  

60 70 80 90 1 O0 110 

1090 1100 1110 1120 1130 1140 
AGCATTCAGGTGGAGGCCACATTTCCGGATGGTGTAAAGCTTGTTACGGTACATCAGCCA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
A T A A T C C A A G T T C A 4 G T T A C T T T C C C A G A T G G T A C T A A A C T A G T T T C T G T A C A C G A C C C A  

2 40 2 50 2 60 270 2 80 290 

1150 1160 1170 1180 1190 1200 
ATTTCTCCCGACGTGAACTCATGAAGCCGtGAGCATTTCAAATTGCTGAGGCAACCATTA ... .. . X  
A T T T A C A  AATAA 

3 O0 

Annexe 13 : Alignement  d e  l a  s é q u e n c e  

n u c l é o t i d i q u e  de  l a  s o u s - u n i t é  de  l l u r é a s e  
d e  B .  s u b t i l i s  (UREASE) a v e c  l a  s o u s - u n i t é  
r d e  l l u r é a s e  d lU.  u r e a l y t i c u m  (URAYC) 
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