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Résumé 
 

Implication du ppGpp et du régulateur global CodY dans le déclenchement de la 
compétence chez Streptococcus pneumoniae. 

Streptococcus pneumoniae (le pneumocoque) est une bactérie commensale, présente 
de façon asymptomatique dans le rhinopharynx de 20 % d’adultes et 50 % d’enfants. Cette 
bactérie peut devenir un pathogène majeur responsable de pneumonies, de méningites et de 
septicémies, et cause 1,5 million de morts chaque année dans le monde. Il existe deux 
méthodes de lutte : l’antibiothérapie et la vaccination. Ces deux stratégies se heurtent à la 
grande variabilité génétique du pneumocoque, essentiellement due à sa capacité à transformer 
naturellement. La transformation requiert le développement d’un état physiologique 
transitoire appelé compétence. Sa régulation met en jeu une boucle autocatalytique conduisant 
à l’expression des gènes de compétence. Mon travail de thèse a porté sur l’étude des 
mécanismes moléculaires responsables de l’initiation de la compétence.  

Des études menées au laboratoire ont montré l’implication indirecte de Ami (transport 
d’oligopeptides) dans la répression de la compétence. Les acides aminés transportés par Ami 
pourraient servir de jauge métabolique sentie par RelA (réponse stringente) ou par CodY. Nos 
résultats montrent que le ppGpp est un activateur de la compétence, mais cette molécule n’est 
pas le seul signal aboutissant au développement de la compétence, et que CodY pourrait être 
un répresseur de la compétence. De plus, nous avons montré que codY est essentiel et que son 
inactivation peut aboutir à la formation de structures mérodiploïdes. De plus, l’absence de 
CodY peut être compensée par la présence de 2 mutations, fatC et amiC, ou par d’autres 
mutations qui n’ont pas encore été identifiées. 

 
 

 
Summary 

Streptococcus pneumoniae (the pneumococcus) is found in the nasopharynx of 20% of 
adults and 50% of children. The pneumococcus is a major pathogen, causing pneumonia, 
otitis media, meningitis and bacteriema. Every year, pneumococcal infections kill 1.5 million 
people worldwide. The two methods used to fight this pathogen (vaccination and 
antibiotherapy) can be bypassed by the high genetic variability of the pneumococcus. Natural 
genetic transformation is responsible for this variability and requires the pneumococcus to 
enter a transitory physiological state called competence. This state is based on an autocatalytic 
loop that induces the expression of the genes involved in competence. This thesis focusses on 
molecular mecanisms that lead to competence initiation in the pneumococcus.  

Studies carried out in our lab have shown that the Ami transporter is involved in 
competence regulation. Amino acids (intrenaliszed throught Ami) may be a metabolic gauge 
for competence regulation. Results show that ppGpp is involved in competence development 
activation but that other regulatory signals are also involved. The regulator CodY might be a 
competence repressor. On the other hand, this study has shown that codY is an essential gene 
and that its inactivation can lead to merodiploid formation. Furthermore, the absence of CodY 
can be compensated by the presence of two mutations, in the fatC and amiC genes, or by the 
presence of other mutations not yet characterized. 
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  Introduction   

I) Streptococcus pneumoniae, une bactérie commensale 
pathogène opportuniste 
La bactérie Streptococcus pneumoniae, aussi appelée Diplococcus pneumoniae ou 

pneumocoque, est un firmicute à Gram positif, commensale du rhinopharynx de l’homme. Ce 

germe a été découvert pour la première fois par Louis Pasteur et George Sternberg en 1881 

(Pasteur, 1881 ; Sternberg, 1881). On estime que 30 à 50 % des enfants de moins de 6 ans et 4 

à 12 % des adultes sont porteurs sains (pour revue (Lynch et Zhanel, 2009)). Mais lorsque les 

conditions lui sont favorables, cette bactérie peut devenir un pathogène majeur et provoquer 

des maladies non invasives comme la pneumonie, l’otite ou la sinusite, et des maladies 

invasives pouvant aller de la méningite à la septicémie (figure 1). L’Organisation Mondiale de 

la Santé (OMS) estime que, chaque année dans le monde, environ 1,6 million de personnes 

dont 1 million d’enfants de moins de 5 ans meurent d’infections invasives causées par le 

pneumocoque (World Health Organization, 2007). Dans les pays développés, les enfants de 

moins de 2 ans et les personnes âgées sont les plus touchés par ces infections mortelles. La 

présence d’une infection par le VIH ou une immunodépression augmente le risque de 

contracter une pneumococcie. S. pneumoniae pose donc un problème de santé publique. Il 

existe aujourd’hui en France des organismes tels que les ORP (Observatoires régionaux du 

pneumocoque) qui procèdent deux fois par an à des études épidémiologiques et recensent les 

différents sérotypes et résistances aux antibiotiques rencontrés chez les patients atteints de 

pneumococcie. 

 

 
Figure 1 : Différents types d’infections causées par le 

pneumocoque 
S. pneumoniae est présente de façon asymptomatique dans le 
rhinopharynx de l’homme (zone verte). Lorsque cette 
bactérie se trouve dans un organisme affaibli, elle peut être à 
l’origine de nombreuses pathologies dans de nombreux 
organes (points rouges) : au niveau de l’oreille, du cerveau, 
poumons, et des sinus, elle cause respectivement des otites, 
des méningites, des pneumonies et des sinusites 
Cette bactérie peut également occasionner des septicémies. 
 
 

S. pneumoniae possède une enveloppe polysaccharidique immunogène appelée 

capsule. Celle-ci est importante pour la virulence du pneumocoque, puisqu’on la trouve dans 

tous les isolats cliniques. Cette capsule peut être la cible de la réponse immunitaire (Johnston, 

1991). La lutte contre ce pathogène peut se faire par vaccination. Il existe un vaccin 
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heptavalent ciblant 7 sérotypes capsulaires utilisé chez l’enfant, et un vaccin ciblant 23 

sérotypes utilisé chez l’adulte. Cependant, ces deux vaccins ne ciblent qu’une petite partie des 

91 sérotypes capsulaires répertoriés (Poolman, 2004). Il semble que l’utilisation de ces 

vaccins ait permis de réduire les infections à pneumocoques (Whitney et al., 2006). De plus, 

certaines souches vaccinantes virulentes ont échangé leur capsule avec celle d’une souche non 

vaccinante. Ce phénomène est appelé remplacement de sérotype (Hanage, 2007 ; 

Brueggemann et al., 2007). 

La lutte contre S. pneumoniae passe également par l’utilisation d’antibiotiques. Mais 

cette bactérie devient de plus en plus résistante aux antibiotiques, notamment aux pénicillines 

(Appelbaum, 1992). La résistance du pneumocoque aux pénicillines est due à des altérations 

des gènes des PBP (Penicillin Binding Proteins). Des mutations dans ces gènes peuvent 

diminuer leur affinité pour les pénicillines, ce qui les rend inefficaces (Hakenbeck et al., 

1980). L’analyse par séquençage des gènes des PBP montre que ces gènes sont organisés en 

blocs mosaïques très variables pouvant provenir d’échanges intra- et interespèces (Dowson et 

al., 1993). 

Les deux stratégies de lutte contre le pneumocoque (antibiothérapie et vaccination) se 

heurtent à la grande variabilité génétique de cette bactérie. Cette plasticité est essentiellement 

due à la transformation naturelle. En effet, S. pneumoniae est capable d’incorporer de l’ADN 

exogène et de l’intégrer dans son génome. Ainsi, le simple transfert de gènes codant pour les 

enzymes nécessaires à la production de la capsule peut permettre à la bactérie de changer de 

sérotype (Coffey et al., 1991 ; Coffey et al., 1999). De la même façon, de multiples 

évènements de transformations interespèces au niveau des gènes des PBP sont à l’origine de 

la résistance de S. pneumoniae aux pénicillines (Chi et al., 2007). 

La variabilité génétique du pneumocoque est donc un atout majeur pour son évolution 

rapide, sa virulence et sa dissémination. Ainsi, l’utilisation simultanée d’un vaccin ciblant la 

capsule (ou d’un antibiotique) et d’un agent inhibant le processus de transformation pourrait 

être beaucoup plus efficace. Il semble donc crucial de mieux comprendre les mécanismes 

sous-jacents de la transformation génétique naturelle. 

 

II) La transformation 

II.1) Historique 
La transformation génétique naturelle a été observée pour la première fois par 

Frederick Griffith en 1928 chez S. pneumoniae. F. Griffith a utilisé deux souches de S. 
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pneumoniae. La première de caractère « S » (pour « smooth », lisse) est capsulée et virulente, 

la seconde de caractère « R » (pour « rough », rugueux) est décapsulée et avirulente. Son 

travail a montré que le caractère S et la virulence d’une souche tuée par la chaleur pouvaient 

être transmis à une souche de type R  (figure 2). Griffith appela ce phénomène « la 

transformation » et en déduisit la présence d’un composant (« principe transformant ») 

contenu dans la suspension de bactéries « S » tuées, capable de transformer les bactéries de 

type « R » (Griffith, 1928). Oswald Avery et ses collaborateurs ont identifié ce principe 

transformant comme étant l’ADN et ont proposé l’ADN comme support de l’hérédité (Avery 

et al., 1944). 

 
Figure 2 : Principe de l’expérience de 

Griffith en 1928 
Des souris infectées par des souches 
« R » non virulentes ne sont pas tuées. 
Des souris infectées par des souches 
« S » virulentes et non inactivées par la 
chaleur sont tuées. Si on co-infecte des 
souris par des souches « R » et des 
souches « S » tuées par la chaleur, les 
souris sont tuées. Il existe donc dans la 
suspension de bactéries « S » tuées un 
« principe transformant » qui rend les 
bactéries « R » virulentes et qui les 
transforme en souches de type « S ». 
 

Après des années de travail, la capacité à transformer naturellement a été démontrée 

pour plus d’une quarantaine d’espèces bactériennes et archaebactériennes réparties dans tous 

les taxons et pouvant coloniser de nombreuses niches écologiques (Lorenz et Wackernagel, 

1994). On peut penser que le nombre de bactéries identifiées comme étant naturellement 

transformables va continuer à augmenter. En effet, les conditions permettant la transformation 

de certaines espèces n’ont probablement pas encore été découvertes (Claverys et Martin, 

2003). 

Bien que très conservés, les mécanismes de transformation peuvent présenter des 

particularités spécifiques à chaque espèce. Par exemple, chez Neisseria gonorrhoeae et 

Haemophilus influenzae, des séquences spécifiques sont nécessaires pour l’internalisation de 

l’ADN. Ce n’est pas le cas pour Bacillus subtilis et S. pneumoniae (Smith et al., 1999 ; 

Dubnau, 1999). Dans la suite de ce travail, le mécanisme et la régulation de la transformation 

chez S. pneumoniae seront développés. 
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II.2) Mécanisme de transformation chez le pneumocoque 
Lors de la transformation (figure 3), l’ADN exogène se fixe sur la cellule de manière 

non covalente (Lacks et Greenberg, 1976 ; Lacks, 1979 ; Morrison et Guild, 1973). L’ADN 

est transporté dans le cytoplasme au travers de la membrane via un complexe protéique appelé 

pore d’entrée. Cet ADN est internalisé sous forme simple brin dans le sens 3’ vers 5’ (Méjean 

et Claverys, 1988) pendant que l’autre brin est dégradé dans le sens inverse (Méjean et 

Claverys, 1993). L’ADN internalisé est soit détruit, soit intégré dans le génome s’il présente 

de l’homologie (Redfield, 2001 ; Johnsborg et al., 2007). 

 

Figure 3 : Mécanisme de 
transformation 

L’ADN exogène se fixe sur la cellule. 
Un des deux brins entre 3’ en tête 
pendant que le deuxième brin est 
dégradé en oligonucléotides. L’ADN 
est ensuite soit dégradé et réincorporé 
dans le chromosome sous forme de 
nucléotides au moment de la 
réplication, soit intégré dans le génome 
par recombinaison homologue. 

 
 

 

II.2.1) Pore d’entrée 

Le pore d’entrée de l’ADN (figure 4A) est constitué d’un pseudopilus apparenté aux 

systèmes de sécrétion de type IV (Dubnau, 1999) qui guide l’ADN à travers le peptidoglycane 

(Bergé et al., 2002). Cette structure est un polymère de protéines homologues à des pilines 

(majoritairement ComGC mais également ComGD, ComGE, ComGG). De façon similaire 

aux pili de Pseudomonas aeruginosa, l’assemblage du pseudopilus se ferait grâce à la 

protéine polytopique ComGB et à la NTPase ComGA (Dubnau et Provvedi, 2000 ; Nunn et 

al., 1990). ComEA présente l’ADN transformant à la nucléase EndA qui dégrade le brin non 

entrant en oligonucléotides (Bergé et al., 2002). Enfin, le brin d’ADN entrant traverse la 

membrane plasmique par le canal transmembranaire ComEC grâce à la translocase ATP-

dépendante ComFA (Dubnau, 1999). 
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Figure 4 : Modèle du pore 
d’entrée et recombinaison 

homologue 
A. D’après (Claverys et al., 
2009). Le pore d’entrée est 
une structure qui permet le 
passage de l’ADN à travers la 

a
formation d’un hétéroduplex. 

 

paroi. 
B. La recombinaison 
homologue aboutit à l  

 

II.2.2) 

 homologue (Desai et Morrison, 

2007 ; Burghout et al., 2007 ; Mortier-Barrière et al., 1998). 

 

II.2.3) 

jouerait le rôle de RMP 

(Recom

ADN processome 

Après son entrée dans la cellule, l’ADN simple brin est pris en charge par un ensemble 

de protéines appelé « ADN processome ». Tout d’abord, l’ADN entrant est protégé au sein 

d’un complexe nucléoprotéique appelé complexe d’éclipse (Ghei et Lacks, 1967 ; Morrison, 

1977 ; Morrison, 1978). La protéine majeure du complexe d’éclipse est SsbB, une protéine 

induite en compétence capable de se fixer à l’ADN simple brin (Morrison et al., 2007). 

Quatre autres protéines induites en compétence sont essentielles au « processing » de l’ADN : 

DprA, RadA, CoiA et RecA (Dagkessamanskaia et al., 2004). RecA, DprA et SsbB sont 

impliquées dans la protection de l’ADN entrant (Bergé et al., 2003 ; Attaiech, 2009). CoiA, 

RadA, DprA et RecA sont impliquées dans la recombinaison

La recombinaison homologue 

Lors de la transformation, un des brins de l’ADN du chromosome résident serait 

déplacé, et le brin d’ADN entrant s’apparierait dans cet espace, formant ainsi une D-loop. Le 

brin déplacé serait ensuite éliminé. Ceci aboutit à la formation d’un hétéroduplex contenant 

un brin d’ADN résident et un brin d’ADN transformant (figure 4B). Les principales étapes de 

la recombinaison homologue sont effectuées par RecA (Steffen et Bryant, 2000 ; 

Kowalczykowski, 2000 ; Cox, 2007). Le chargement de RecA sur l’ADN en éclipse recouvert 

de SsbB nécessiterait la présence de la protéine DprA qui 

bination Mediator Protein) (Mortier-Barrière et al., 2007). 

L’hétéroduplex formé lors de la transformation subit les effets du système Hex 

(Heteroduplex Excision). Ce système est exprimé tout au long de la croissance de la bactérie 
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et limite les erreurs lors de la réplication (Claverys et Lacks, 1986). Lors de la transformation, 

certains marqueurs sont incorporés avec une haute efficacité (HE, pour « High Efficiency »), 

d’autres, avec une efficacité plus faible (LE, pour « Low Efficiency ») (Ephrussi-Taylor et al., 

1965 ; Lacks, 1966). Le système Hex est responsable de cette différence. En effet, les 

marqueurs dits HE portent un ou plusieurs mésappariements reconnus par la protéine HexA 

(G/T, A/C ou G/G) (pour revue Claverys et Lacks, 1986). Par analogie avec le système Mut 

d’Escherichia coli, la protéine HexA reconnaîtrait et fixerait le mésappariement (Priebe et al., 

1988 ; Su et Modrich, 1986), puis HexB déterminerait lequel des deux brins est exogène 

uild et Shoemaker, 1976). Ce brin est ensuite dégradé, et l’ADN est réparé. 

 

II.3) 

nsformable uniquement en début de phase 

stationnaire en milieu pauvre (Dubnau, 1991). 

(G

 Quand les bactéries sont-elles transformables ? 
Hormis chez N. gonorrhoeae et Neisseria meningitidis, qui sont transformables tout au 

long de leur croissance (Sparling, 1966 ; Jyssum, 1966), la transformation naturelle est 

possible lors d’un changement d’état physiologique appelé compétence (Tomasz et Hotchkiss, 

1964). Chez S. pneumoniae, la compétence se développe en phase exponentielle de croissance 

(figure 5). En revanche, B. subtilis est tra

 

 

Figure 5 : Transformation et compétence au cours de la croissance 
Courbe de gauche : évolution du nombre de transformants (bleu) au cours de la croissance 
(violet). Courbe de droite : expression de la fusion rapporteur entre un gène tardif ssbB et le 
gène de la luciférase : ssbB::luc (vert). Cette fusion permet le suivi de la compétence au cours 
du temps. L’observation de ces deux courbes montre que la fusion est un bon système 
apporteur pour la compétence, puisque son expression suit très bien la courbe d’appr

tr
arition de 

ansfo ants (Marc Prudhomme, communication personnelle ; Bergé et al., 2002). 
 

rm
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Chez S. pneumoniae, la compétence est un phénomène transitoire qui apparaît dans 

toute la population comme un « pic » et qui disparaît après seulement une quarantaine de 

minutes (figure 5). Ceci suggère que l’état de compétence est un phénomène finement régulé. 

 La régulation de la compétence a été beaucoup étudiée chez S. pneumoniae et 

. subtilis. Le mode de régulation n’est pas équivalent chez ces deux espèces (pour revue 

Claverys et al., 2006). Seule la régulation de la compétence chez le pneumocoque sera 

étence 

tide de 41 acides aminés qui 

gnal à double glycine (GG) (Pestova et al., 1996). Ce pré-CSP est 

exporté et clivé au niveau du GG en CSP par un transporteur ABC qui lui est dédié, ComAB 

enseur ComD fixe le CSP. Il existe deux sortes de CSP (CSP1 et 

CSP2) 

B

abordée ici. 

 

III) La comp

III.1) La cascade de régulation 

III.1.1) Le CSP 

Dans les années 1960, il a été découvert que le surnageant de cultures compétentes 

contenait un composé de nature peptidique capable d’induire la compétence (Pakula et 

Walczak, 1963). Ce composé a été purifié et séquencé : le CSP (Competence Stimulating 

Peptide). Il s’agit d’un peptide de 17 acides aminés non modifié codé par le gène comC 

(Håvarstein et al., 1995). En fait, le gène comC code un prépep

porte une séquence si

(Hui et al., 1995 ; Pestova et al., 1996 , Håvarstein et al., 1995). 

   

III.1.2) Le système ComD/E 

Le gène comC est en opéron avec comD et comE (Cheng et al., 1997) qui codent pour 

un système de transduction du signal à deux composants (TCS : Two-Component System) 

(Pestova et al., 1996). Les TCS comportent une histidine kinase (ici ComD), qui perçoit un 

signal environnemental, et un régulateur de réponse (ici ComE), qui module l’expression de 

gènes en réponse à ce signal. Le senseur s’autophosphoryle sur un résidu histidine et transmet 

son phosphate au régulateur de réponse sur un résidu aspartate (Mitrophanov et Groisman, 

2008). Il semble que le s

qui sont capables d’activer la compétence uniquement des cellules qui portent l’allèle 

de comD correspondant (respectivement comD1 et comD2) (Whatmore et al., 1999 ; 

Håvarstein et al., 1997).  
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Une fois phosphorylé, ComE se fixe aux promoteurs de comCDE et comAB pour 

activer leur transcription. Ceci améliore par conséquent la capacité à produire, à exporter et à 

 : précoces et tardifs, et ont 

permis

trouve comCDE et comAB, ainsi que les gènes comX et comW. Le gène comX est présent en 

répondre au CSP. Ainsi, la concentration extracellulaire du CSP augmente très vite et permet 

l’activation de la compétence dans l’ensemble de la pop

(Pestova et al., 1996). 

nt l’expression 
des gènes tardifs impliqués dans la 

ulation bactérienne (figure 6, haut) 

 
Figure 6 : Régulation de la 
compétence chez S. pneumoniae 
Haut : comC code pour le pré-CSP 
qui est exporté et maturé par le 
transporteur dédié ComAB. Le 
CSP est reconnu par ComD qui 
s’autophosphoryle et transmet son 
phosphate à ComE. ComE ainsi 
activé induit la transcription des 
gènes précoces. Parmi ces gènes 
on retrouve comCDE et comAB. 
Ceci permet la mise en place d’une 
boucle autocatalytique qui amplifie 
le signal et le transmet à toute la 
population. 
Bas : les gènes comX1 et comX2 
codent pour un facteur sigma 
alternatif permetta

transformation, la virulence, le 
fratricide et d’autres gènes de 
fonction inconnue. 

 

III.1.3) Les gènes induits lors de la compétence 

Dans les années 1990, Geneviève Alloing et ses collaborateurs ont démontré que 

certains gènes de compétence n’avaient pas la même cinétique d’induction. En effet, l'opéron 

comCDE est induit environ 5 minutes plus tôt que le gène recA (Alloing et al., 1998). Les 

laboratoires de Donald Morrison et Jean-Pierre Claverys ont étudié le régulon compétence. 

Ces études ont confirmé la présence de ces deux classes de gènes

 de mettre en évidence une troisième classe : les gènes retardés (Peterson et al., 2004 ; 

Dagkessamanskaia et al., 2004). On dénombre 91 gènes induits en compétence communs aux 

deux études : 17 sont précoces, 60 sont tardifs et 14 sont retardés. 

L’expression des gènes précoces atteint son maximum 5 minutes l’induction de la 

compétence par le CSP et est rapidement éteinte (Alloing et al., 1998). Parmi ces gènes, on 
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deux copies sur le génome de S. pneumoniae (Lee et Morrison, 1999) et code pour un facteur 

sigma alternatif activant la transcription des gènes tardifs portant une cin-box (ou com-box) 

(Luo et

s. Les gènes 

tardifs 

CtsR (Peterson et al., 2004 ; Dagkessamanskaia et al., 

004). Leur expression permet probablement aux cellules de s’adapter au nouveau set de 

protéines induites par la compétence. 

e 

la com

simultanément à ComX. Ces deux facteurs sigma pourraient entrer en 

compét

endant plus de 80 minutes (Ween et al., 1999). La 

fonction de ComE est probablement régulée par une variation de sa phosphorylation et/ou de 

sa multimérisation (Martin et al., 2000). 

 Morrison, 2003 ; Luo et Morrison, 2003). ComW stabilise l’interaction entre ComX et 

la polymérase et le protège de la dégradation par les protéases Clp (Sung et Morrison, 2005). 

L’expression des gènes tardifs atteint son maximum au bout de 10 à 15 minutes puis 

diminue (Alloing et al., 1998). Environ 15 gènes tardifs interviennent dans la transformation. 

Parmi les gènes restant, certains sont impliqués dans le fratricide et la virulence. Le fratricide 

est la capacité des pneumocoques compétents à lyser les cellules non compétente

cibAB, lytA et cbpD sont requis pour ce phénomène qui permet la libération de facteurs 

de virulence comme la pneumolysine (Guiral et al., 2005 ; Claverys et al., 2007). 

L’expression des gènes retardés commence après 10 à 15 minutes et n’est pas 

directement dépendante de ComX (Peterson et al., 2004). Ces gènes font partie des régulons 

de réponse au stress CiaR, HrcA, et 

2

 

III.2) Sortie de l’état de compétence 
Le suivi de l’induction de la compétence (figure 5) montre que la compétence est 

transitoire. De plus, il existe une période réfractaire d’une à deux générations durant laquell

pétence ne peut pas être induite une deuxième fois (Morrison, 1997). Ceci suggère 

qu’il existe des mécanismes qui permettent d’inhiber l’expression des gènes de compétence. 

L’arrêt de la transcription des gènes tardifs peut s’expliquer par la faible stabilité du 

facteur sigma alternatif ComX (Luo et Morrison, 2003). De plus, le facteur sigma de ménage 

RpoD est exprimé 

ition pour la fixation avec l’ARN polymérase (Peterson et al., 2004 ; Claverys et 

Håvarstein, 2002). 

En revanche, ComE est stable p

 

  10



  Introduction   

III.3) 

énomène appelé « quorum sensing » (Morrison, 1997). Cependant, il 

luencent cette induction. Il a été proposé que le CSP 

pourrait être une alarmone temporairement augmentée en réponse à différents changements 

utants comAB et comDE 

 (Alloing et al., 1998). Cependant, si la surexpression est trop intense, alors la 

ompétence est réprimée (Guiral et al., 2006). La compétence, qui requiert un niveau basal de 

comCDE (Martin et al., 2010), peut donc être régulée en modulant l’expression de comAB et 

orrison, 1999). En revanche, un faible pH 

itial est inhibiteur de la compétence (Chen et Morrison, 1987). Des travaux menés au 

boratoire montrent que la compétence est induite de façon optimale à pH 7,6-8. Si le pH 

Initiation de la compétence 
L’induction de la compétence met en jeu une boucle autocatalytique qui aboutit à 

l’expression des gènes de compétence. Mais, à l’heure actuelle, les mécanismes qui 

permettent d’enclencher cette boucle ne sont pas encore élucidés. 

Dans un premier temps, on pensait que le CSP s’accumulait de façon passive dans le 

milieu de culture (Pestova et al., 1996). Ainsi, le CSP induirait la compétence en fonction de 

la densité cellulaire, ph

apparaît que certains paramètres inf

environne in et al., 2000 ; Prudhomme et al., 2006 ; 

Claverys et al., 2006). 

     

III.3.1) Effet des m

mentaux (Claverys et al., 2000 ; Mart

Pour déterminer le mode de régulation de la compétence, un crible permettant de 

repérer des mutants capables de déclencher la compétence dans des conditions non favorables 

a été mis en place. Ces mutants ont été appelés « mutants cup » (Competence Upregulated) 

(Martin et al., 2000). 

L’analyse de ces mutants a permis de mettre en évidence qu’une surexpression de 

comAB augmente la capacité d’export du CSP et induit plus facilement la compétence (Martin 

et al., 2000). Il en est de même si on augmente la quantité de CSP produite en surrexprimant 

le gène comC

c

comCDE Il. ilibre soit nécessaire pour une induction normale de la 

compétence. 

 

III.3.2) Effet du milieu et du pH 

Pour obtenir une induction de la compétence en laboratoire, il faut que le milieu 

contienne certains nutriments comme le CaCl2, la BSA (Bovine Serum Albumin) et une 

concentration élevée en phosphate (Håvarstein et M

 semble donc qu’un équ

in

la
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diminue, la compétence est de moins en moins intense, jusqu’à être complètement inhibée 

(Marc 

utants cup obtenus par 

Bernard Martin et ses collègues en 2000 a égalem

pétence. Le métabolisme général 

ourrait donc être un acteur majeur de cette régulation. 

Les mutants cls (impliqués dans la synthèse de la membrane plasmique) et les mutants 

loppe) jouent également un rôle dans 

la régu

Le pneumocoque est capable d’induire la compétence en réponse à certains agents 

génotoxiques (par exemple la mitomycine C) ou en réponse à certains antibiotiques 

er le ribosome avec le site A libre) (Prudhomme 

t al., 2006). La compétence pourrait donc être une réponse générale au stress chez S. 

pneumo

IV) 

à l’état de compétence, et plus particulièrement aux 

effets du m

Prudhomme, communication personnelle). 

 

 

III.3.3) Effet du métabolisme et de l’enveloppe 

Des travaux réalisés chez S. pneumoniae ont montré que le transporteur 

d’oligopeptides Ami/Obl était indirectement impliqué dans la répression de la compétence 

(Alloing et al., 1994 ; Alloing et al., 1998). De plus, l’étude des m

ent permis d’isoler des mutants dans les 

gènes guaA et guaB qui participent à la biosynthèse du GTP (Marc Prudhomme, 

communication personnelle). Le taux de peptides/acides aminés et le taux de GTP dans la 

cellule semblent importants pour la régulation de la com

p

ciaRH (TCS impliqué dans la réponse aux stress d’enve

lation de l’induction de la compétence. Il semble donc que les stress d’enveloppe 

participent aussi à cette régulation. 

 

III.3.4) Effet des antibiotiques et des génotoxiques 

(notamment des molécules capables de bloqu

e

niae qui ne possède pas de système SOS (Claverys et al., 2006). 

 

Problématique du travail 
 

Au cours de ma thèse, je me suis intéressée aux mécanismes permettant l’initiation de 

la boucle autocatalytique aboutissant 

étabolisme central sur ce phénomène. 

Le transporteur d’oligopeptides Ami/Obl est impliqué dans la répression de la 

compétence. Cette observation nous a amené à penser que la compétence pourrait être régulée 
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de manière métabolique (Alloing et al., 1998 ; Claverys et al., 2000), et deux candidats ont été 

retenus : le ppGpp et CodY (figure 7). 

Un autre argument est à prendre en considération. Certains agents génotoxiques et 

antibiotiques sont capables d’induire la compétence du pneumocoque. Certaines de ces 

molécules agissent au niveau du ribosome et bloquent la traduction (Prudhomme et al., 2006). 

e 

nsuite, je présenterai mes résultats dans 3 chapitres. La première partie porte sur le 

le des protéines RshA et RshQ dans la production de ppGpp et dans la régulation de la 

compétence. La deuxième partie traite de l’essentialité du gène codY et des mutations 

suppressives qui permettent la survie du mutant D39codY. Pour finir, la troisième partie 

donne un aperçu des différents contextes mutants qui permettent de compenser l’absence de 

CodY.  

 

Sachant qu’un blocage du ribosome peut indu

nous avons émis l’hypothèse que ces molécu ne 

augmentation de la concentration en ppGp

l’induction de la compétence. 

tion de ppGpp et la réponse 
stringente, mais elle peut également être 

ire la production de ppGpp chez E. coli (cf. III), 

les pourraient également provoquer u

p. Ceci pourrait être un signal conduisant à 

 
 
Figure 7 : Modèle de régulation métabolique 

de la compétence chez S. pneumoniae 
Les acides aminés libérés par la dégradation 
des oligopeptides transportés par Ami/Obl 
pourraient servir de jauge métabolique donnant 
des informations à la cellule sur la disponibilité 
des nutriments dans le milieu extérieur. Une 
carence en peptides dans le milieu pourrait 
faire diminuer les réserves internes d’acides 
aminés. Cette carence en acides aminés peut 
induire la produc 

détectée par un régulateur global comm

nous avons émis l’hypothèse que CodY 

CodY. Pour expliquer l’effet négatif de 
Ami/Obl sur l’induction de la compétence, 

pouvait réprimer la compétence, et que le 
ppGpp pouvait l’activer. 

 

 

Dans la suite de cette introduction, je ferai une synthèse de ce qui est connu sur le 

ppGpp, la réponse stringente et CodY. 

E

rô

  13



  Introduction   

V) CodY est un régulateur global 

V.1) Découverte 
Le régulateur CodY a été mis en évidence pour la première fois chez B. subtilis (Slack 

et al., 1995) lors de l’étude de l’opéron dpp (dciA). Cet opéron qui code pour une perméase à 

dipeptides est réprimé durant la phase exponentielle de croissance et activé durant la phase 

précoce de la sporulation (Mathiopoulos et Sonenshein, 1989). L’expression de dpp au cours 

de la croissance exponentielle est réprimée en présence d’acides aminés dans le milieu de 

culture (Slack et al., 1991 ; Slack et al., 1993). En 1991, le suivi de l’expression de dpp dans 

différents mutants d’insertion a permis d’isoler quatre mutants de phénotype cod (control of 

dciA). Ces quatre souches portent ainsi une insertion dans un opéron de quatre gènes : 

codWXYZ (Slack et al., 1995). L’effet de la délétion de chacun des gènes de cet opéron sur la 

transcription de dpp a permis de montrer que CodY pouvait réprimer l’expression de dpp en 

présence d’acides aminés (figure 8A) (Slack et al., 1995). Cette répression est directe car 

CodY se fixe au promoteur de dpp au niveau des nucléotides -10 à +30 (figure 8B) (Serror et 

Sonenshein, 1996a). 

Figure 8 : Découverte de codY 
A. (Slack et al., 1995) Expression de dpp 
dans la souche sauvage (carrés blancs) et 
des mutants codV (triangles blancs), codW 
(triangles noirs), codX (ronds noirs), codY 
(ronds blancs). 
B. (Serror et Sonenshein, 1996a) Retard sur 
gel provoqué par CodY purifié sur le 
promoteur de dpp et de polC. 
 

 

La répression par CodY a ensuite été démontrée pour plusieurs autres loci : l’opéron 

hut (utilisation de l’histidine) (Fisher et al., 1996 ; Serror et Sonenshein, 1996a), comK et 

comS (impliqués dans la régulation de la compétence chez B. subtilis ; ces gènes ne sont pas 

présent chez S. pneumoniae) (Serror et Sonenshein, 1996b), gabP (GABA perméase) (Ferson 

et al., 1996), ureABC (uréase) (Wray et al., 1997), ilv-leu (métabolisme des acides aminés) 

(Debarbouille et al., 1999). La répression CodY-dépendante de tous ces loci est inversement 

proportionnelle à la croissance et est levée en cas de carence en acides aminés, en sources de 

carbone ou en azote (Fisher, 1999). 
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V.2) Fonction de CodY 
CodY est un régulateur transcriptionnel exprimé en fonction de la croissance (Slack et 

al., 1995). Sa fonction est dépendante de corépresseurs (Sonenshein, 2005). 

 

V.2.1) Action directe de CodY 

La plupart des gènes régulés par CodY sont réprimés. La fixation de CodY sur 

différents promoteurs a été démontrée chez différentes espèces bactériennes (Serror et 

Sonenshein, 1996a ; Serror et Sonenshein, 1996b ; den Hengst et al., 2005 ; Dineen et al., 

2007 ; Bennett et al., 2007 ; Liu et al., 2009 ; Majerczyk et al., 2010 ; Hendriksen et al., 

2007). 

La protéine CodY est également capable d’activer l’expression de certains gènes, 

notamment d’un petit ARN, bsrF (Preis et al., 2009), ou celle de ackA (Molle et al., 2003). 

CodY se fixe avec une grande affinité à la région -60/-100 (par rapport au +1 de transcription) 

du promoteur de ackA (Shivers et al., 2006). 

 

V.2.2) Effet du GTP 

Pour répondre rapidement aux signaux environnementaux, l’activité de CodY est 

modulée par le GTP chez B. subtilis (Ratnayake-Lecamwasam, 2001). La fixation du GTP sur 

CodY augmente son affinité pour les promoteurs régulés in vitro (Handke et al., 2007). Le 

GTP joue également un rôle de corépresseur chez Bacillus anthracis (Sonenshein, 2005), 

Listeria monocytogenes (Bennett et al., 2007), Clostridium difficile (Dineen et al., 2007) et 

Staphylococcus aureus (Majerczyk et al., 2010). En revanche, il a été démontré que les 

protéines CodY de Lactococcus lactis et de S. pneumoniae ne sont pas sensibles au GTP 

(Petranovic et al., 2004 ; Hendriksen et al., 2007). 

Chez les bactéries qui possèdent une protéine CodY réactive au GTP, on peut 

constater un phénomène d’interconnexion entre la réponse stringente et la répression par 

CodY. Lors de la réponse stringente, la protéine RelA produit du ppGpp à partir de GTP et 

ATP (cf. VI.2). Il a été proposé que ceci permettrait la diminution du taux de GTP dans la 

cellule et, par conséquent, la dérépression des gènes sous le contrôle de CodY (Dworkin, 

2001). Initialement, ce phénomène a été mis en évidence pour la régulation de la compétence 

chez B. subtilis (Inaoka et Ochi, 2002). Il a ensuite été observé pour la régulation de la 

production de bacilysine (Inaoka et al., 2003) chez B. subtilis, ainsi que pour la biosynthèse 

des acides aminés chez S. aureus (Geiger et al., 2010). 
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V.2.3) Effet des acides aminés branchés 

Une carence en acides aminés permet de déréprimer les gènes régulés par CodY chez 

B. subtilis (Slack et al., 1995 ; Serror et Sonenshein, 1996b ; Fisher et al., 1996). Au cours de 

la croissance exponentielle, les acides aminés branchés (BCAA) jouent le rôle de 

corépresseurs (Shivers et Sonenshein, 2004 ; Shivers et al., 2006 ; Joseph et al., 2005). On 

retrouve cette régulation directe de la fonction de CodY chez toutes les autres espèces 

(Guedon et al., 2001 ; Chambellon et Yvon, 2003 ; den Hengst et al., 2005 ; Malke et al., 

2006 ; Bennett et al., 2007 ; Majerczyk et al., 2010 ; Dineen et al., 2010 ; Hendriksen et al., 

2007). 

 

V.2.4) Eléments de structure 

 

Figure 9 : Structure de CodY 
(Levdikov et al., 2009 ; Levdikov et al., 2006) A. Structure du domaine GAF en présence de 
BCAA. B. Structure du domaine C-terminal de CodY contenant le HTH. C. Changement de 
conformation du domaine GAF en présence (vert) ou en absence (violet) de BCAA. 

 

La première analyse de cristaux de CodY de B. subtilis a permis d’émettre l’hypothèse 

que cette protéine serait sous forme de monomère ou de dimère en présence de GTP (Blagova 

et al., 2002). La protéine CodY est séparée en deux domaines : un domaine GAF dans sa 

partie N-terminale, où se fixent les BCAA, et un domaine C-terminal, qui contient un 

domaine HTH nécessaire à la fixation de l’ADN (figures 9A et 9B) (Levdikov et al., 2006). 

La fixation des BCAA se fait au niveau d’une poche dans le domaine GAF (figure 9A) grâce 

aux acides aminés R61, F71 et F98 (Villapakkam et al., 2009). La fixation du corépresseur 

induit un grand changement de conformation (figure 9C) qui est probablement transmis au 

domaine C-terminal de manière à réguler la fixation de CodY à l’ADN (Levdikov et al., 

2009). La fixation du deuxième corépresseur, le GTP, ne se fait pas au niveau du domaine 
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GAF, mais probablement au niveau du HTH (Levdikov et al., 2009 : Levdikov et al., 2006). 

De plus, CodY peut être phosphorylée au niveau d’une sérine du HTH (S215), ce qui 

augmenterait son affinité pour les promoteurs (Macek et al., 2007). 

 

V.2.5) Fixation à l’ADN 

La fixation de CodY à l’ADN des promoteurs des gènes cibles se fait via son domaine 

HTH (figure 9B) (Joseph et al., 2005). Il a été montré que des mutations du site de fixation de 

CodY (-10/+30) permet d’abolir la répression des gènes dpp et hut par CodY (Slack et al., 

1995 ; Eda et al., 2000). C’est chez L. lactis qu’une séquence consensus a été déterminée pour 

la première fois. Cette séquence, codY-box, AATTTTCNGAAAATT, est très dégénérée. 

Aucun promoteur régulé par CodY ne porte la séquence consensus parfaite. Chez L. lactis 

comme chez la plupart des espèces, on trouve une séquence proche de cette séquence à 2 ou 3 

nucléotides près sur les promoteurs régulés par CodY (Guedon et al., 2005 ; Belitsky et 

Sonenshein, 2007 ; Majerczyk et al., 2010 ; Malke et al., 2006 ; Lemos et al., 2008 ; 

Hendriksen et al., 2007). De plus, la répression via CodY est dépendante du nombre, de la 

position et de l’affinité de la codY-box par rapport au promoteur (den Hengst et al., 2005 ; den 

Hengst et al., 2006). En revanche, chez L. monocytogenes, aucune séquence consensus n’est 

rencontrée (Bennett et al., 2007). L’absence d’une séquence consensus parfaite dans les 

différents régulons CodY et l’abondance de gènes régulés qui ne la portent pas suggère que 

CodY est capable de reconnaître des séquences même très éloignées du consensus, et que la 

conformation de l’ADN pourrait jouer un rôle dans la reconnaissance (Belitsky et Sonenshein, 

2007). 

    

V.3) Les fonctions régulées par CodY 
La figure 10 présente un schéma simplifié des différentes régulations effectuées par la 

protéine CodY. 

 
Figure 10 : Fonctions de CodY 

CodY est régulée par les BCAA et par 
le GTP chez la plupart des espèces. 
Cette protéine est impliquée dans la 
régulation du métabolisme, de la 
virulence et de processus cellulaires tels 
que la mobilité, la sporulation ou la 
compétence chez B. subtilis. 
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V.3.1) Métabolisme 

Les premiers gènes dont la régulation par CodY a été mise en évidence sont impliqués 

dans le métabolisme des acides aminés (Slack et al., 1995 ; Fisher et al., 1996 ; Debarbouille 

et al., 1999). La généralisation des méthodes globales d’étude de l’expression génique a 

permis de déterminer le régulon CodY chez B. subtilis (Molle et al., 2003), puis chez de 

nombreuses autres espèces (Guedon et al., 2005 ; Bennett et al., 2007 ; Dineen et al., 2010 ; 

Pohl et al., 2009 ; Lemos et al., 2008 ; Hendriksen et al., 2007). 

Chez toutes ces bactéries, les gènes réprimés par CodY en présence de BCAA sont 

impliqués dans le métabolisme et le transport des acides aminés (notamment les BCAA) ou 

dans la recherche et le transport d’autres sources de carbone. Par exemple, l’expression 

d’enzymes impliquées dans le recyclage du peptidoglycane est réprimée par CodY. 

Les gènes activés par CodY sont beaucoup moins nombreux et sont le plus souvent 

impliqués dans les processus nécessaires à une croissance rapide (i.e. dégradation des sucres, 

incorporation d’acides aminés libres). L’activation par CodY est probablement indirecte dans 

la plupart des cas. En effet, à ce jour, l’activation directe par CodY n’as pu être montrée que 

pour deux gènes (ackA (Shivers et al., 2006) ; brsF (Preis et al., 2009)). 

 

V.3.2) Virulence 

Chez C. difficile, S. aureus et B. anthracis, CodY est connue pour réguler la 

production de toxines (Dineen et al., 2007 ; Karlsson et al., 2008 ; Majerczyk et al., 2008 ; 

Pohl et al., 2009 ; van Schaik et al., 2009). Chez B. subtilis et L. monocytogenes, CodY 

réprime la production de bactériocines (Inaoka et al., 2003 ; Inaoka et al., 2009 ; Bennett et 

al., 2007 ; Dworkin, 2001). 

 

V.3.3) Processus cellulaires 

L’étude des régulons CodY a permis de mettre en évidence l’implication de cette 

protéine dans différents processus cellulaires. 

Chez Bacillus cereus et S. aureus, CodY est impliquée dans la régulation de la 

formation de biofilm (Hsueh et al., 2008 ; Majerczyk et al., 2008 ; Peters et al., 2010). 

Chez B. subtilis, l’opéron hag (impliqué dans la mobilité) (Mirel et al., 2000) et les 

gènes codant pour les flagelles sont réprimés par CodY (Bergara et al., 2003). Cette protéine 

est également impliquée dans le « swarming ». (Hamze et al., 2009) 
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CodY est aussi impliquée dans le régulation du processus de sporulation (Ratnayake-

Lecamwasam, 2001) et de la compétence au cours de la croissance exponentielle. Pour cela, 

elle se fixe directement sur les promoteurs des gènes comS et comK (figure 11) (Serror et 

Sonenshein, 1996b ; Maamar et Dubnau, 2005) et les réprime. Mais il existe d’autres 

mécanismes permettant de réguler la compétence de façon ComX-dépendante et pH-

dépendante (Cosby et al., 1998 ; Lazazzera et al., 1999). CodY n’est pas impliquée dans ces 

régulations. 

 
Figure 11 : Modèle de régulation 

métabolique de la compétence chez 
B. subtilis 

L’induction de la compétence en réponse à 
une carence nutritionnelle est due à 
l’activation de RelA qui va permettre la 
production de ppGpp et la diminution de 
GTP. CodY déréprime alors les promoteurs 
des gènes régulant la compétence (Inaoka 
et Ochi, 2002). 

 

 

V.4) Régulations croisées 
Les fonctions régulées par CodY sont pour la plupart aussi régulées par d’autres 

régulateurs (Sonenshein, 2007). La régulation du gène comK (régulateur de la compétence) 

est un bon exemple de régulations croisées. En effet, le gène comK est réprimé non seulement 

par CodY, mais aussi par un autre régulateur Rok et par AbrB. En outre, l’expression de ce 

gène est également sous le contrôle d’activateurs transcriptionnels : DegU et ComK lui-

même. Pour finir, l’expression de ComK est également sous le contrôle de régulations post-

traductionnelles. ComS active l’expression de ComK en empêchant sa dégradation par le 

complexe MecA/ClpC/ClpP (pour revue Hamoen et al., 2003).  

On remarque également que, chez B. subtilis, l’opéron ilvB (impliqué dans la 

biosynthèse des BCAA) est réprimé par CodY mais également par TrnA (Tojo et al., 2004), et 

est activé par CcpA (Shivers et Sonenshein, 2005). En fonction de la disponibilité en 

nutriments dans le milieu, CcpA ou CodY se fixe sur le promoteur. En effet, leurs sites de 

fixation sont chevauchants, et leur fixation est exclusive (Tojo et al., 2005). De la même 

façon, citB et asnH sont contrôlés à la fois par CodY et AbrB (Kim et al., 2003 ; Morinaga et 

al., 2010). Les gènes ilv-leu et asnH sont également la cible de régulation post-

transcriptionnelles indépendantes de CodY (Mader et al., 2004 ; Morinaga et al., 2010). 
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Chez S. aureus, Agr contrôle la production de CodY qui à son tour régule les gènes 

impliqués dans le métabolisme des acides aminés (Batzilla et al., 2006). De plus, la 

production d’alpha-toxine est également régulée par Agr et CodY (Majerczyk et al., 2008). 

   

V.5) Chez Streptococcus pneumoniae 
Deux études ont été menées chez S. pneumoniae (Kloosterman et al., 2006 ; 

Hendriksen et al., 2007). La première montre que CodY est capable de réprimer le gène gdhA 

(impliqué dans la synthèse du glutamate) indépendamment de GlnR (régulateur majeur de 

gdhA et du métabolisme de la glutamine), la seconde montre que le régulon CodY est 

équivalent à celui de L. lactis et B. subtilis, et que la codY-box de L. lactis est fonctionnelle 

chez S. pneumoniae. CodY réprime principalement les gènes impliqués dans le métabolisme 

des acides aminés. 
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VI) Le ppGpp : une alarmone 

VI.1) Découverte chez E. coli 
Au milieu du XXe siècle, les scientifiques se demandaient si la synthèse de protéines et 

la synthèse d’acides nucléiques étaient liées. Pour répondre à cette question, des mutants 

auxotrophes pour un acide aminé ont été cultivés en son absence. Les différents 

radiomarquages effectués chez E. coli ont montré qu’en l’absence de l’acide aminé essentiel à 

la croissance, la synthèse protéique ainsi que la synthèse d’ARN étaient fortement réduite 

(Sands et Roberts, 1952). Néanmoins, si on réintroduit l’acide aminé (même en présence d’un 

inhibiteur de synthèse protéique), seule la synthèse d’acides nucléiques reprend (Pardee et 

Prestidge, 1956). Cet arrêt de la synthèse d’ARN (appelé stringence ou RNA control) n’est 

pas observé dans une souche mutante historique auxotrophe pour la méthionine. Ce mutant 

porte en réalité une mutation dite « relaxée », RC, qui permet d’éliminer le contrôle de la 

synthèse d’ARN par les carences en acides aminés (Stent et Brenner, 1961). 

 

 
Figure 12 : Contenu en nucléotides 

ne souche E. coli lors de la répon
stringente 

d’u se 

(Cashel et Gallant, 1969). 
Chromatographie en deux dimensions du 
contenu en nucléotides marqués au 32P en 
présence (A) ou en absence (B) d’acides 
aminés. La flèche rouge indique la position 
du « magic spot ». 
 

 
Plus tard, l’étude du contenu en nucléotides dans les souches stringentes en présence 

ou en l’absence d’acides aminés a permis de mettre en évidence deux composés présents 

essentiellement en cas de carence (figure 12). Ces composés ont été appelés « magic spots » 

(MSI et MSII) sont absents dans les souches RC et seraient synthétisés par une enzyme codée 

par le gène portant la mutation RC (relA) (Cashel et Gallant, 1969). Un an plus tard le MSI a 

été identifié comme étant un composé dérivé de guanosine : le ppGpp (Cashel et Kalbacher, 

1970). Les composés MSI (ppGpp) et MSII (pppGpp) sont formés par transfert d’un 

groupement pyrophosphate de l’ATP au GDP et de l’ATP au GTP respectivement au niveau 

du ribosome lors d’une pause dans la traduction (Haseltine et al., 1972 ; Haseltine et Block, 

1973). 
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Il existe également une activité de dégradation du ppGpp portée par SpoT (Laffler et 

Gallant, 1974). Contrairement à l’activité de synthèse, cette activité n’est pas liée au ribosome 

(Sy, 1977). De plus, même dans les souches relaxées, du ppGpp est produit au cours de 

carences en sources de carbone (Lazzarini et al., 1971 ; Atherly, 1979) ou en azote (Irr, 1972). 

Ceci montre que relA (RC) n’est pas le seul gène impliqué dans la production de ppGpp. Cette 

deuxième activité de synthèse est portée par SpoT, qui est donc une enzyme bifonctionnelle 

(Hernandez et Bremer, 1991 ; Xiao et al., 1991). L’étude des séquences protéiques de RelA et 

SpoT d’E. coli montre que ces deux protéines sont très similaires et suggère qu’elles seraient 

issues de la duplication d’un gène puis de la spécialisation des deux gènes relA et spoT 

(Metzger et al., 1989). 

 

VI.2) Synthèse et dégradation du ppGpp chez E. coli 
Comme décrit au paragraphe précédent, le ppGpp est synthétisé par les protéines RelA 

et SpoT et est dégradé par SpoT. Ceci peut être représenté par un cycle (figure 13). 

La première étape de ce cycle est la synthèse du pppGpp, qui se fait grâce au transfert 

de deux phosphates depuis l’ATP vers le GTP (Sy et Lipmann, 1973). Cette étape peut être 

catalysée par RelA ou SpoT. Ensuite, le pppGpp est hydrolysé en ppGpp par la protéine Gpp 

(guanosine pentaphosphate phosphohydrolase) en quelques secondes (Weyer et al., 1976). 

Lorsque les conditions redeviennent favorables (fin de la carence), SpoT prend alors en 

charge la dégradation du ppGpp (ou du pppGpp). Cette étape aboutit à la formation de GDP 

(ou GTP) (Sy, 1977). Enfin, le GDP est reconverti en GTP par la nucléotide diphosphokinase, 

Ndk. La régulation de l’augmentation de la concentration intracellulaire en ppGpp peut se 

faire de deux manières différentes : soit en activant la production de ppGpp par RelA et/ou 

SpoT, soit en inactivant sa dégradation (Xiao et al., 1991). 

 
Figure 13 : Cycle du ppGpp 

Le pppGpp est synthétisé par RelA et SpoT 
à partir de GTP et d’ATP, puis est 
transformé en ppGpp par Gpp. SpoT 
dégrade le pppGpp et le ppGpp en GTP et 
GDP. Le GDP est converti en GTP par 
Ndk. 
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VI.3) La réponse stringente chez E. coli 
La réponse stringente se met en place en réaction à différents signaux. Le signal le 

mieux étudié est la carence en acides aminés. Cette carence est détectée par la présence d’un 

ARNt non chargé au site A du ribosome (Haseltine et Block, 1973). Chez E. coli, d’autres 

types de carences (en azote (Irr, 1972), en phosphate (Spira et al., 1995), en acides gras 

(Seyfzadeh et al., 1993), en fer (Vinella et al., 2005) ou en sources de carbone (Xiao et al., 

1991)) peuvent être un signal. 

 

  
Figure 14 : La réponse stringente 

D’après (Cashel et al., 1996) : le ppGpp est synthétisé à partir de GTP et d’ATP. Cette 
alarmone va agir directement ou indirectement sur la physiologie générale de la bactérie en 
passant d’un régime de croissance à un régime de survie. 

 

La figure 14 répertorie les effets de la réponse stringente sur la physiologie d’E. coli. 

Lors de la réponse stringente, la transcription des ARN stables, la traduction, la réplication et 

la synthèse de l’enveloppe sont ralenties, alors que les gènes de résistance aux stress et les 

gènes de biosynthèse des acides aminés sont activés. Ceci permet de ralentir considérablement 

la croissance de manière à survivre aux carences. 

Action sur la transcription 

Le ppGpp interagit avec l’ARN polymérase (Chatterji et al., 1998). Cette interaction 

pourrait affecter la fixation de la polymérase sur l’ADN et modifier ainsi la transcription de 

certains gènes (Artsimovitch et al., 2004). Cette régulation dépend de la présence de la sous-

unité  de l’ARN polymérase et de la protéine DskA qui potentialise les effets du ppGpp sur 

la transcription (Paul et al., 2004 ; Paul et al., 2005 ; Vrentas et al., 2005). 

Chez B. subtilis et chez S. aureus, la production de ppGpp ferait diminuer le GTP qui 

est essentiel à l’initiation de la transcription des ARN ribosomiques (Krásnỳ et Gourse, 2004 ; 
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Geiger et al., 2010). Ce mécanisme met en jeux le mécanisme de synthèse du ppGpp et 

l’inhibition directe de la synthèse de GTP (inhibition de l’IMP déshydrogénase) par cette 

alarmone (Inaoka et Ochi, 2002). 

 

Action sur la traduction 

La transcription des ARN et des gènes codant pour les protéines ribosomiques est 

inhibée par le ppGpp. Le nombre de ribosomes actifs pour la traduction est donc plus faible 

et, par conséquent, la traduction est ralentie. De plus, le ppGpp est capable d’inhiber le facteur 

d’initiation de la traduction IF2 chez E. coli (Milon et al., 2006). 

Action sur la réplication 

Chez E. coli, le ppGpp, en diminuant le taux de croissance, diminue l’expression de 

DnaA, protéine initiatrice de la réplication. Le ppGpp inhibe donc la réplication de façon 

indirecte (Chiaramello et Zyskind, 1989). Chez B. subtilis, le contrôle de la réplication se 

ferait plutôt au cours de l’élongation, puisque le ppGpp peut provoquer un arrêt des fourches 

de réplication en agissant sur la primase (Wang et al., 2007). 

Action sur rpoS et sur la réponse générale au stress 

Le ppGpp peut aussi réguler la transcription des facteurs sigma alternatifs et par 

conséquent la réponse générale au stress (Durfee et al., 2008). Par exemple, le ppGpp 

augmente la quantité de sigma-S dans la cellule (Gentry et al., 1993) et est nécessaire à 

l’expression de gènes dépendants de sigma-S (Kvint et al., 2000). 

Action sur l’enveloppe 

Chez E. coli, une carence en acides gras induit la production de ppGpp (Seyfzadeh et 

al., 1993) qui pourrait être régulée par une interaction entre SpoT et ACP (Acyl Carrier 

Protein) (Battesti et Bouveret, 2006). Les gènes fabH, fabD et fabG, codant pour des enzymes 

de biosynthèse des acides gras, sont réprimés au cours de la réponse stringente (Podkovyrov 

et Larson, 1996). De plus, PlsB (enzyme catalysant la première étape de synthèse des 

phospholipides) est inhibée directement par le ppGpp (Heath et al., 1994). 

Action sur le métabolisme des acides aminés 

Le mécanisme permettant l’activation des gènes de biosynthèse des acides aminés par 

le ppGpp n’est pas direct. Cette activation serait une conséquence de la déstabilisation des 

complexes ouverts créés sur les promoteurs réprimés par le ppGpp. Ceci augmenterait la 

disponibilité de l’ARN polymérase pour les promoteurs des gènes impliqués dans la 

biosynthèse des acides aminés (Barker et al., 2001). 
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Chez B. subtilis, un autre mécanisme peut amplifier cet effet. La production de ppGpp 

limite la concentration de GTP (Inaoka et Ochi, 2002). Le GTP n’est alors plus disponible 

pour activer la répression des gènes de biosynthèse des acides aminés par CodY (Molle et al., 

2003 ; Tojo et al., 2008). 

 

VI.4) Structure des gènes responsables de la synthèse du ppGpp 
L’étude systématique des gènes homologues de relA et spoT montre que ces gènes 

sont conservés dans le monde eubactérien et eucaryote photosynthétique. Remarquablement, 

seules les  et  protéobactéries possèdent les deux gènes relA et spoT (Mittenhuber, 2001). 

Les autres bactéries ne portent qu’un seul gène, appelé rsh (pour rel/spo homologue), codant 

pour une protéine multifonctionnelle capable de synthétiser et de dégrader le ppGpp. Chez les 

eucaryotes photosynthétiques, il arrive que plusieurs gènes codent pour des Rsh adréssées aux 

chloroplastes (i.e. Arabidopsis thaliana (van der Biezen et al., 2000)). De façon surprenante, 

les firmicutes portent un rsh et possèdent aussi un ou plusieurs petits gènes codant pour le 

domaine de synthèse du ppGpp (Wolz et al., 2010). Chez B. subtilis, deux gènes de ce genre 

ont été identifiés et nommés SAS1 et SAS2 (pour Small Alarmone Synthetase) (Nanamiya et 

al., 2008). Chez Streptococcus mutans, ces gènes sont nommés relP et relQ (Lemos et al., 

2007). 

Toutes les bactéries, qu’elles possèdent RelA et SpoT ou une Rsh, ont au moins une 

copie de chaque domaine (figure 15). 

 

 

Figure 15 : Domaines structuraux des protéines Rel/Spo 
Les bactéries portent soit relA et spoT, soit un gène rsh. Certaines bactéries portant un rsh 
portent également un gène SAS codant pour le domaine de synthèse du ppGpp. HD : domaine 
de dégradation, rel-spo : domaine de synthèse, TGS et ACT : domaines dédiés à la régulation. 

 

L’activité enzymatique de la protéine se trouve dans le domaine N-terminal. Les 

acides aminés H80 et D81 de RelMtb (Rsh de Mycobacterium tuberculosis) du domaine HD 

sont conservés et nécessaires à la dégradation du ppGpp (Avarbock et al., 2005), alors que la 

synthèse du ppGpp nécessite les acides aminés G241 et H344 (RelMtb également conservés) 

du domaine rel-spo (Avarbock et al., 2005). L’étude de la protéine Rsh cristallisée de 

  25



  Introduction   

  26

Streptococcus equisimilis a montré que les activités de synthèse et de dégradation ne sont pas 

actives en même temps. Il existe deux conformations : l’une où la synthèse est active et l’autre 

où elle est inactive (Hogg et al., 2004). 

Le domaine C-terminal de ces protéines est dédié à la régulation. Le domaine TGS 

pourrait être un domaine de liaison aux nucléotides, mais cette fonction n’a pas encore été 

démontrée (Wolf et al., 1999). En outre, le domaine ACT est retrouvé dans des protéines dont 

la fonction est régulée par les acides aminés (Aravind et Koonin, 1999). Ceci semble 

cohérent, puisqu’on sait que RelA répond aux carences en acides aminés. Ainsi, le domaine 

C-terminal des protéines Rsh pourrait servir d’interface d’interaction avec différents 

partenaires protéiques (ou de dimérisation (Gropp et al., 2001)) ou ligands qui permettraient 

de moduler l’activité de la protéine (Mechold et al., 2002). 

Les protéines SAS ne possèdent que le domaine de synthèse du ppGpp, et leur 

contribution à la synthèse de ppGpp a été démontrée (Lemos et al., 2007 ; Nanamiya et al., 

2008). 

 

VI.5) Chez Streptococcus pneumoniae 
S. pneumoniae possède comme tous les firmicutes une protéine Rsh (nommée RshA 

dans mon travail) et une petite protéine codant pour une protéine SAS. Cette protéine est 

homologue de RelQ de S. mutans (Lemos et al., 2007) et est capable de produire du ppGpp 

chez E. coli (Battesti et Bouveret, 2009). La régulation de la production de ppGpp en réponse 

à différents stress n’est pas encore comprise et ne semble pas se produire de la même façon 

que chez E. coli. En effet, aucune interaction entre RshA et ACP du pneumocoque n’a été 

détectée (Battesti et Bouveret, 2009). Néanmoins, une étude récente (parue après que mes 

trravaux sur le rôle de rshA dans la réponse stringente et dans la régulation de la compétence 

aient été réalisés) a été publiée en 2009 (Kazmierczak et al., 2009). Cette étude montre que 

RshA est la source principale de ppGpp en réponse à la mupirocine (inhibiteur du chargement 

de l’ARNt-isoleucine). De plus, l’analyse globale de la réponse stringente chez S. pneumoniae 

montre que cette réponse est similaire à celle retrouvée chez les autres bactéries, que certains 

facteurs de virulence sont induits au cours de la réponse stringente et que les gènes comA et 

comC pourraient être activés par le ppGpp (Kazmierczak et al., 2009 : Matériel 

supplémentaire). 
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 Chapitre 1 : étude de l’effet de rshA et rshQ dans la 
régulation de la compétence. 
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I) Effet du ppGpp sur l’induction de la compétence chez S. 
pneumoniae 
Comme nous l’avons vu au cours de l’introduction, le ppGpp joue le rôle d’activateur 

de la compétence chez B. subtilis. Pour savoir si le ppGpp est un activateur de la compétence 

chez S. pneumoniae, nous avons décidé de suivre l’induction de la compétence en présence de 

sérine hydroxamate (SHX). En effet, chez E. coli, B. subtilis et chez d’autres 

microorganismes, la sérine hydroxamate induit une augmentation drastique de la 

concentration intracellulaire en ppGpp. Nous avons posé l’hypothèse que cette molécule 

pourrait avoir le même effet chez S. pneumoniae.  

 

I.1) Mode d’action de la sérine hydroxamate 
La sérine hydroxamate est un analogue d’acide aminé capable d’inhiber la croissance 

d’E. coli. Cet effet peut être réversé en ajoutant aux cultures un excès de sérine (Tosa et Pizer, 

1971b). La SHX possède une affinité plus forte pour le tARN que la sérine elle-même et joue 

donc le rôle d’inhibiteur compétitif (Tosa et Pizer, 1971a). L’inhibition de la fixation de la 

sérine sur son tARN se traduit par un blocage de la traduction en créant une carence en tRNA-

sérine. Le blocage du ribosome avec un ARNt non chargé dans son site A va induire la 

production massive de ppGpp par RelA et conséquemment la réponse stringente chez E. coli 

(Potrykus et Cashel, 2008) (figure 16).  

Lorsque j’ai débuté mes travaux de thèse aucun article sur la réponse stringente chez S. 

pneumoniae n’était paru, j’ai donc émis l’hypothèse que la sérine hydroxamate serait 

également capable d’induire une production massive de ppGpp chez ce pathogène.  
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Figure 16 : Mode d’action de la sérine hydroxamate chez E. coli 
La sérine hydroxamate (SHX), analogue de la sérine, est un inhibiteur compétitif de la seryl 
tARN synthase. Le ribosome est bloqué avec un ARNt non chargé dans le site A mimant ainsi 
une carence en acides aminés. La protéine RelA induit ensuite la production de ppGpp en 
réponse à cette carence. Le ribosome est représenté en violet, les cercles de couleur 
représentent les différents acides aminés et les épingle de couleur leur tARN respectifs. 
  

 

 

I.2) Effet de la sérine hydroxamate sur le développement de la 
compétence 

Le ppGpp pourrait être un signal permettant le développement de la compétence. Nous 

avons donc utilisé la SHX pour vérifier cette hypothèse. En effet, en réponse à la SHX, la 

cellule devrait produire une grande quantité de ppGpp. Pour suivre le développement de la 

compétence, nous avons utilisé à une fusion transcriptionnelle entre le gène tardif de 

compétence ssbB et le gène rapporteur luc codant la luciférase (voir paragraphe VI matériel et 

méthodes). La compétence peut alors être suivie en mesurant l’émission de lumière dans un 

milieu de culture contenant le substrat de la luciférase (la luciférine) (Prudhomme et Claverys, 

2007).  

L’induction de la compétence en réponse à la sérine hydroxamate a été étudiée de la 

même façon que l’effet d’antibiotiques et d’agents génotoxique chez S. pneumoniae 

(Prudhomme et al., 2006). Les cellules ont été cultivées dans un milieu C+Y dont le pH a été 
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ajusté à 7,56. Dans ce milieu, la souche sauvage est incapable d’induire la compétence. 70 

minutes après ensemencement une gamme de sérine hydroxamate (de 0 à 1 mg/ml) a été 

ajoutée dans les cultures.   

La figure 17 présente le suivi de l’induction de la compétence après ajout de 0,4 

mg/ml de sérine hydroxamate (figure 17A) ou d’eau (figure 17B). 

 

 

 

Figure 17 : Induction de la compétence en réponse à la sérine hydroxamate 
La compétence est suivie grâce à une fusion ssbB::luc. L’activité luciférase est exprimée en 
RLU/DO (carrés vert, échelle de gauche) et la DO (492 nm) (carrés bleu, échelle de droite) 
des cultures à 37°C en milieu C+Y (pH 7.56) de la souche R895 (ssbB::luc) avec (A) et sans 
(B) sérine hydroxamate (0,4 mg/ml). Les différentes courbes représentent la moyenne des 
résultats de 4 cultures. Cette expérience a été reproduite plus de 10 fois. L’ajout de sérine 
hydroxamate est indiqué par une flèche violette.  
 

 

Le suivi de la croissance en présence de la gamme de sérine hydroxamate montre que 

cette molécule est capable d’inhiber la croissance de S. pneumoniae à forte concentration. En 

effet, la présence de 0,2 mg/ml de sérine hydroxamate n’a aucun effet sur la croissance mais 

lorsqu’on augmente cette concentration, on obtient une inhibition de la croissance de plus en 

plus prononcée (annexe A). La concentration de 0,4 mg/ml utilisée dans les cultures montrées 

sur la figure 17 apparaît comme la concentration qui permet un retard de croissance modéré 

mais un fort effet sur l’induction de la compétence (annexe A).  

La compétence est induite environ 80 minutes après l’ajout de sérine hydroxamate et 

n’est pas induite après ajout d’eau (figure 17). La sérine hydroxamate est donc capable 

d’induire la compétence chez S. pneumoniae (comme la mitomycine C ou la streptomycine 
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(Prudhomme et al., 2006)). Ce résultat est en accord avec l’hypothèse selon laquelle le ppGpp 

pourrait être un des signaux permettant l’induction de la compétence.  

 

II) Création de souches incapables de produire du ppGpp. 
Pour tester l’hypothèse selon laquelle le ppGpp serait le signal permettant l’induction de la 

compétence, des mutants incapables de produire le ppGpp ont été construits. 

  

II.1) Recherche des gènes impliqués dans la production de ppGpp chez S. 
pneumoniae. 

Chez les bactéries à gram positif, il existe un gène nommé relA ou rsh capable de 

produire du ppGpp (voir chapitre VI.4 de l’introduction). Certaines espèces ont aussi un ou 

plusieurs autres gènes de taille réduite qui codent pour des protéines possédant un domaine 

dédié à la synthèse de ppGpp.  

 

 

Figure 18 : Structure des gènes responsables de la production de (p)ppGpp chez S. 
pneumoniae. 

A. Comparaison des gènes codant pour les protéines responsables de la synthèse de (p)ppGpp 
chez S. pneumoniae et S. mutans. Le pourcentage représente l’identité entre les protéines des 
deux espèces. B. Structure de RshA et RshQ chez S. pneumoniae. Ces deux protéines 
possèdent un domaine qui catalyse la synthèse de (p)ppGpp (rel-spo). La protéine RshA 
possède également un domaine d’hydrolyse du (p)ppGpp (HD) et des domaines de régulation 
(TGS et ACT). 
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Pour créer des mutants incapables de produire du ppGpp chez S. pneumoniae, nous 

avons tout d’abord recherché les différents gènes possédant au moins le domaine de synthèse 

du ppGpp. Pour cela nous nous sommes appuyés sur les résultats de recherche obtenus sur S. 

mutans (Lemos et al., 2004).  

 
La recherche bioinformatique menée sur le génome de S. pneumoniae a mis en 

évidence un gène rshA (ou relA) codant une protéine possédant 74% d’identité avec son 

homologue chez S. mutans (figure 18A). Cette protéine est la protéine Rsh du pneumocoque. 

Elle possède les domaines de synthèse et de dégradation du ppGpp et les deux domaines de 

régulation (ATC et TGS) comme les autres Rsh des bactéries à gram positif (figure 18B et 

introduction paragraphe VI.4) (Cashel et Rudd, 1987). Mais, en ce qui concerne les autres 

gènes possédant seulement le domaine ppGpp synthase-like, il n’existe qu’un seul gène chez 

S. pneumoniae (spr1004 renommé rshQ) au lieu de deux chez S. mutans. L’analyse du 

pourcentage d’identité entre les deux protéines de S. mutans et celle de S. pneumoniae, 

suggère que rshQ est probablement l’homologue de relQ (figure 18A). Ceci a été confirmé 

par une étude récente montrant un comparatif des différentes protéines RshP et RshQ de 

différents organismes (Lemos et al., 2007).  

Pour créer une souche incapable de produire du ppGpp, ces deux gènes ont été 

inactivés. 

 

II.2) Création des mutants par mutagenèse mariner. 
Les gènes rshA et rshQ ont donc été ciblés pour une mutagenèse de type mariner. 

Cette mutagenèse permet l’insertion aléatoire d’un minitransposon portant un gène de 

résistance à un antibiotique (Prudhomme et al., 2007). Cette technique peut-être utilisée pour 

créer une banque de mutants sur le génome entier ou être utilisée de manière ciblée sur un 

fragment PCR contenant un gène d’intérêt. La transposition est réalisée in vitro. Puis les 

produits de mutagenèse sont transférés dans S. pneumoniae par simple transformation. On 

obtient ainsi de nombreux clones transformants portant une insertion de minitransposon dans 

la zone ciblée. Ces insertions peuvent ensuite être localisées et orientées par PCR grâce à des 

oligonuclétides spécifiques (voir VI Matériel et méthodes) (Prudhomme et al., 2007). Cette 

mutagenèse aléatoire a été dirigée contre les gènes rshA et rshQ en utilisant des fragments 

PCR obtenus avec les oligonucléotides RelA1/RelA2 (pour rshA) et MP190/MP191 (pour 
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rshQ) en tant que cible de la mutagenèse. La mutagenèse mariner a été effectuée en présence 

du plasmide donneur pR412 contenant un minitransposon portant un gène de résistance à la 

spectinomycine (figure 30).  

Pour la mutagenèse du gène rshA, de nombreux clones résistants à la spectinomycine 

ont été obtenus. Vingt d’entre eux ont été sélectionnés au hasard. Les insertions de 10 de ces 

clones ont été vérifiées, localisées et orientées par PCR à l’aide des oligonucléotides 

MP127/MP128/RelA1/RelA2. Les amplifications PCR de vérification ont les tailles attendues 

pour une insertion simple d’un minitransposon dans le fragment ciblé. La localisation et 

l’orientation des insertions de minitransposon mariner sont montrées dans la figure 19A. 

Les différentes insertions obtenues pour le gène rshA se trouvent tout au long du 

fragment PCR utilisé comme cible. L’obtention d’insertions dans toute la longueur du 

fragment visé montre que le gène rshA peut être facilement inactivé et donc que ce gène n’est 

pas essentiel pour S. pneumoniae.  

 

 

Figure 19 : Localisation des insertions de minitransposons dans rshA (A) et rshQ (B) 
Pour les différentes insertions, la lettre (S) indique qu’il s’agit une insertion de 
minitransposon portant une cassette de résistance à la spectinomycine, le chiffre indique le 
numéro du clone et les lettres (A) ou (C) indiquent respectivement l’orientation anti-transcrite 
ou co-transcrite de la cassette de résistance par rapport aux gènes rshA et rshQ. A. La 
mutagenèse mariner a été effectuée sur un fragment PCR amplifié avec le couple 
d’oligonucléotides RelA1/RelA2. B. La mutagenèse mariner a été effectuée sur un fragment 
PCR amplifié avec le couple d’oligonucléotides MP190/MP191. Les trois insertions entourées 
en rouge ont été sélectionnées pour de plus amples analyses 
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Pour le gène rshQ, de nombreux clones résistants à la spectinomycine on été obtenus. 

Une quarantaine de clones ont été sélectionnés au hasard. Les insertions de 20 de ces clones 

ont été vérifiées, localisées et orientées par PCR à l’aide des oligonucléotides 

MP127/MP128/MP190/MP191. Les amplifications PCR de vérification ont les tailles 

attendues pour une insertion simple d’un minitransposon dans le fragment ciblé pour 17 de 

ces 20 clones. Les insertions sont localisées préférentiellement au centre du fragment ciblé. Le 

gène rshQ n’est donc pas un gène essentiel pour S. pneumoniae. Contrairement à rshA, toutes 

les insertions inactivant rshQ sont co-transcrites (figure 19B).  

L’expression du gène de résistance à la spectinomycine porté par le minitransposon est 

capable d’influencer le niveau d’expression des gènes voisins. En effet, il a été montré que 

l’expression co-transcrite de la cassette de résistance à la spectinomycine en amont de 

comCDE augmente son expression (Martin et al., 2000). De la même façon, un 

minitransposon portant une cassette de résistance à la spectinomycine insérée en aval d’un 

gène de résistance à l’érythromycine dans le sens « anti-transcrit » est capable d’inhiber sa 

transcription (Martin et al., 2000). Ainsi, l’absence d’insertions anti-transcrites dans le gène 

rshQ suppose que l’insertion d’un minitransposon dans le sens anti-transcrit pourrait éteindre 

l’expression des gènes en aval dans l’opéron rshQ. Il y aurait donc un effet polaire de 

l’insertion suggérant qu’un des gènes en opéron avec rshQ est un gène essentiel. 

L’opéron de rshQ est composé de 3 gènes rshQ, spr1005, et rluD. Le gène spr1005 

code pour une protéine hypothétique homologue à une kinase du NAD impliquée dans les 

voies métaboliques et dans la protection contre le stress oxydatif (Mori et al., 2004). Ce gène 

ne semble pas être essentiel. Le gène rluD code pour une protéine homologue à la protéine 

RluD d’E.coli. Il a été montré chez E. coli que la pseudouridine synthase RluD joue un rôle 

majeur dans la maturation des ARN ribosomaux. Cette protéine est essentielle pour la 

croissance normale de cette bactérie (Raychaudhuri et al., 1998 ; Leppik et al., 2007). L’effet 

polaire des mutants rshQ est donc probablement une conséquence de la diminution 

d’expression de rluD. 

 

La première étape dans l’étude des ces mutants a été d’analyser leur croissance. 

  

II.3) Effet des mutations sur la croissance  
La croissance des différents mutants a été réalisée en milieu C+Y et a été suivie par 

mesure de la densité optique pendant 300 minutes. La croissance des mutants rshQ est 
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comparable à celle d’une souche sauvage. L’inactivation de rshQ n’a donc aucun impact sur 

la croissance, au moins dans ce milieu (figure 20). 

En revanche, pour les mutants rshA, on remarque un retard de croissance. Les deux 

mutants rshA12A et rshA20A ont une croissance ralentie par rapport à la souche sauvage mais 

n’ont pas le même taux de croissance. En effet, rshA12A a un retard de croissance moins 

important que rshA20A.  

 

 

Figure 20 : Croissance des mutant rshA et rshQ. 
La croissance de la souche sauvage (courbes vertes), rshA12A (courbe bleue), rshA20A (courbe 
rouge) et rshQ30C (courbe orange) est suivie par des mesures de DO (492 nm). Les différentes 
souches ont été ensemencées au 1/100ième dans un milieu C+Y, la densité optique a été 
mesurée toutes les 10 minutes. 
 

 

La différence de taux de croissance entre ces mutants peut être due à deux causes 

différentes.  

Les deux insertions ne se situent pas au même endroit dans la phase codante du gène 

rshA. Il est possible que dans ces mutants une protéine rshA tronquée soit produite. La 

protéine produite dans rshA20A comporterait les premiers 59 acides aminés de RshA. Si cette 

protéine est produite, elle est probablement inactive puisqu’elle a perdu tous les domaines 

fonctionnels. La protéine produite dans rshA12A comporterait 462 acides aminés et porterait 

les domaines de synthèse et de dégradation du ppGpp et le premier domaine de régulation 

TGS (figure 18B). Si cette protéine est produite, elle peut avoir gardé une certaine 

fonctionnalité qui expliquerait l’amélioration de la croissance par rapport à rshA20A. En effet, 

il existe des protéines RelA tronquées encore capable de produire du ppGpp. Chez L. lactis, 

un mutant du gène relA produisant une protéine tronquée au niveau du domaine de régulation 
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TGS a été construit (Rallu et al., 2000). Cette protéine tronquée est capable de surproduire 

considérablement le ppGpp (Rallu et al., 2000). Une protéine mutante équivalente a 

également été construite chez Streptomyces coelicolor (Martínez-Costa et al., 1998).  

La différence de croissance observée entre les deux mutants rshA peut également être 

du à un effet polaire. Le gène spr1486 est en opéron avec rshA. L’insertion de la cassette de 

résistance à la spectinomycine peut diminuer (voire éteindre) l’expression de ce gène. Le gène 

spr1486 code pour une D-tyrosyl-tRNA(Tyr) deacylase. Chez E. coli, l’absence de ce gène 

appelé dtd augmente la toxicité de la D-tyrosine (Soutourina et al., 2004). Le milieu de 

culture utilisé pour nos expériences contient des extraits de levure qui apportent probablement 

ce composé. Il est donc possible que la modification d’expression du gène spr1486 affecte la 

croissance de S. pneumoniae. 

Pour s’affranchir d’un effet polaire éventuel de l’insertion du transposon dans le gène 

rshA sur l’expression des gènes voisins, la cassette de résistance a été « retournée ». 

 

II.4) Retournement de la cassette des minitransposon insérés dans rshA 
Le protocole expérimental du « retournement de cassette » est expliqué dans le 

paragraphe VI Matériels et méthodes. La figure 21 montre les différents mutants que nous 

avons construits par cette méthode. 

 

 

Figure 21 : Echange des cassettes de résistance dans les mutants rshA. 
Pour les différentes insertions, la lettre (K) indique qu’il s’agit une insertion de cassette 
conférant la résistance à la kanamycine, le chiffre indique le numéro du clone et (C) indique 
l’orientation co-transcrite de la cassette. La méthode permettant l’échange de cassette est 
répertoriée dans VI Matériels et méthodes.   
 

 

Les différents échanges de minitransposons ont été vérifiés par PCR. La figure 22 

expose la vérification de la structure des mutants rshA20C et rshQ30C. Les tailles des différents 

fragments PCR obtenus correspondent bien à celles attendues pour une insertion simple d’un 

minitransposon portant le gène de résistance à la kanamycine dans le cas du mutants rshA20C 

(figure 22A). Il en est de même pour le gène rshQ dont la séquence est interrompue par 
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l’insertion d’un minitransposon portant un gène de résistance à la spectinomycine (figure 

22B).  

Il est a noter que les mutants rshA et rshQ ne portant pas la même cassette de 

résistance, nous avons pu combiner ces deux mutations pour obtenir une souche qui ne 

possède plus aucune protéine comportant un domaine de synthèse du ppGpp. Le double 

mutant rshA rshQ a été obtenu sans difficultés. 

 

 

Figure 22 : Vérification de l’intégration des minitransposons dans rshA et rshQ. 
A. Vérification de la structure du mutant rshA20C (souche R2061) par amplification PCR avec 
les paires d’oligonucléotides relA6-relA5 (fragment/ligne 2, 3643 pb), MP127-relA5 
(fragment/ligne 3, 2193 pb), MP127-relA6 (fragment/ligne 4, 161pb). La structure parentale a 
été vérifiée par amplification PCR avec le couple d’oligonucléotides relA5-relA6 (ligne 1*, 
2306 pb). B. Vérification de la structure du mutant rshQ30C (souche R2069) par amplification 
PCR avec les paires d’oligonucléotides MP190-MP191 (fragment/ligne 2, 3653 pb), MP127-
MP190 (fragment/ligne 3, 1334 pb), MP127-MP191 (fragment/ligne 4, 1221 pb). La structure 
parentale a été vérifiée par amplification PCR avec le couple d’oligonucléotides MP190-
MP191 (ligne 1*, 2505 pb). M, marqueur de taille (2-log ladder) 
 

 

II.5) Croissance des mutants rshA co-transcrits  
Pour tester l’hypothèse selon laquelle le retard de croissance révélé pour les deux 

mutants rshA12A et rshA20A serait due à un effet polaire sur le gène spr1486, la croissance des 

mutants rshA12C et rshA20C a été comparée avec celle leurs souches mères.  
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Figure 23 : Croissance de deux mutants rshA anti-transcrit, de leur descendant co-
transcrit et du double mutant rshA rshQ. 

Les croissance des souches sauvage (courbes vertes), rshA12A (courbe bleue clair), rshA12C 
(courbe bleue foncé), rshA20A (courbe rouge) et rshA20C (courbes violettes) sont suivies par 
des mesures de DO (550nm). 
 

Contrairement à la souche rshA12A, la croissance de la souche rshA12C est comparable à 

celle de la souche sauvage (figure 23). Ce résultat montre qu’il y a bien un effet polaire de 

l’insertion anti-transcrite du minitransposon dans le gène rshA.  

En revanche, le mutant rshA20C n’a pas une croissance sauvage. Cette souche a tout de 

même une croissance améliorée par rapport au mutant rshA20A (figure 23). L’ensemble de ces 

résultats est cohérent avec un effet polaire des insertions dans rshA.  

Néanmoins, la souche rshA20C a un temps de génération plus long que la souche 

rshA12C. Cette différence de croissance ne semble pas être une conséquence de l’effet polaire 

puisque les cassettes de résistance à la kanamycine des minitransposons sont co-transcrites. Il 

est donc possible que cette différence de croissance soit due à la production d’une protéine 

RshA tronquée dans les mutants rshA12 qui aurait gardé une activité partielle. 

Pour tester cette hypothèse, il faudrait vérifier grâce à des anticorps spécifiques du 

domaine de synthèse du ppGpp de la protéine RshA de S. pneumoniae, qu’une protéine 

d’environ 460 acide aminés est détectée dans les extraits protéiques des mutants rshA12C et 

rshA12A. Si cette hypothèse est correcte, alors le retard de croissance du mutant rshA20C  est du 

à la perte de fonction de synthèse et/ou de dégradation du ppGpp.  

Nos résultats montrent que le mutant rshA a une croissance ralentie. Il est possible que 

dans le milieu C+Y que nous avons utilisé dans nos expériences, un composé soit limitant 

pour la croissance de ce mutant. En effet, récemment les travaux de Krystyna Kazmierczak et 
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ses collaborateurs ont montré que la croissance de mutants rshA en milieu riche est normale 

alors qu’en milieu pauvre (CDM), le mutant rshA est incapable de croître (Kazmierczak et al., 

2009). Alternativement, le ralentissement de la croissance observé pour le mutant rshA 

pourrait être la conséquence de l’inactivation de rshA et/ou de la modification de l’expression 

du gène spr1486. Une expérience de complémentation semble indispensable pour prouver que 

le phénotype observé en compétence pour ce mutant n’est pas une conséquence d’un 

changement d’expression du gène spr1486.  

Le double mutants rshA20C rshQ30C présente une croissance intermédiaire par rapport 

aux simples mutants rshA20C et rshQ30C(figure 23). Le défaut de croissance de rshA20C est 

donc en partie amélioré par la mutation rshQ30C.  

Pour la suite des expériences nous avons choisi de travailler avec le mutant rshA20C. 

En effet, ce mutant a une croissance améliorée par rapport au mutant rsh20A et permet de 

s’affranchir des effets polaires. De plus, les mutants rshA12A ou C peuvent éventuellement 

produire une protéine RshA tronquée fonctionnelle qui pourrait être gênante pour l’analyse 

des résultats. Pour cette même raison, nous avons choisi une insertion qui interrompt rshQ au 

début de sa phase codante : rshQ30C.  

 

II.6) Analyse de la production de ppGpp chez S. pneumoniae. 
La capacité des mutants rshA et rshQ à produire du ppGpp a été recherchée. Pour cela, 

les cellules ont été marquées par du phosphate inorganique 32Pi, puis transférées dans un 

milieu contenant de la sérine hydroxamate et carencé en acides aminés (milieu induisant la 

réponse stringente). Le marquage au 32Pi permet un marquage de l’ensemble des molécules 

contenant du phosphate. Les nucléotides ainsi marqués ont ensuite été séparés en 

chromatographie sur couche mince et révélés au PhosphorImager (voir VI Matériel et 

méthodes). Ce protocole expérimental a déjà été utilisé pour repérer des mutants incapables 

de produire du ppGpp chez E. coli (Cashel et al., 1996). La figure 24 présente les résultats de 

cette expérience. 

La souche sauvage est capable de produire du ppGpp mais pas ou peu de pppGpp. La 

souche rshA20C comme la souche double mutante rshA20C rshQ30C ne produit plus de ppGpp 

ou en produit une quantité non détectable par cette méthode (figure 24). Il semble donc que 

RshA soit la seule protéine pouvant synthétiser du ppGpp chez S. pneumoniae, dans les 

conditions de culture utilisées (carence en acide aminés et sérine hydroxamate). La protéine 

RshQ ne semble pas être capable de produire du ppGpp dans les conditions utilisées. 
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Cependant, cette protéine de S. pneumoniae est capable de produire du ppGpp dans un 

système hétérologue chez E. coli (Battesti et Bouveret, 2009). Dans ce système, la protéine est 

surproduite. Ceci permet probablement de révéler sa faible activité. De plus, cette protéine est 

probablement impliquée dans la production de ppGpp en réponse à d’autre signaux que la 

carence en acides aminés. En effet, chez E. coli, les deux protéines responsables de la 

synthèse de ppGpp ne répondent pas au même genre de stress (Cashel et al., 1996). Les 

conditions utilisées pour cette expérience ne sont probablement pas optimales pour révéler la 

fonctionnalité de RshQ.  

 

 

Figure 24 : Production de ppGpp par les souche rshA et rshQ en réponse à la sérine 
hydroxamate. 

Les cellules ont été cultivées en milieu THY jusqu’à DO=0.6, concentrées 20 fois en milieu 
MOPS contenant 0.2mg/ml de sérine hydroxamate, puis transférées dans le même milieu 
contenant 1 mCi/ml de 32Pi. Les cellules ont été lysées par 7.5 M d’acide formique. Les 
extraits cellulaires ont été déposés sur couche mince (PEI-cellulose) et la migration a été 
réalisée en tampon K2HPO4 (pH3.4) 1.5M et ensuite révélée au PhosphorImager. ppGpp, 
pppGpp, GTP et ATP ont été identifiés par comparaison avec un standard GTP et des extraits 
d’une souche stringente d’E. coli. Souches : R985, WT ; R2061, rshA ; R2069, rshQ ; R2067, 
rshA rshQ. 

 

La souche rshQ30C produit du ppGpp et du pppGpp (figure 24). En revanche, la 

proportion de pppGpp est beaucoup plus importante dans le mutant rshQ par rapport à la 

souche sauvage. La protéine RshA est donc capable de produire du ppGpp et du pppGpp dans 

les conditions de culture utilisées. Dans un contexte ou RshQ est présente (wt), le pppGpp 

disparaît et la quantité de ppGpp augmente.  
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Ceci est du soit à une hydrolyse plus rapide du pppGpp en ppGpp quand RshQ est 

présente, soit à un changement de spécificité (c’est-à-dire qu’en l’absence de RshQ, RshA 

serait plus active pour la synthèse de pppGpp à partir de GTP que pour la synthèse de ppGpp 

à partir de GDP). RshQ pourrait jouer un rôle dans la régulation de l’hydrolyse du pppGpp en 

ppGpp. Cette fonction est réalisée par la protéine Gpp chez E. coli (voir chapitre VI.2 de 

l’introduction). Aucun homologue de cette protéine n’est retrouvé chez S. pneumoniae. Cette 

dégradation pourrait être réalisée par une autre protéine ou se faire de manière spontanée. 

Cette étape pourrait peut-être être catalysée par la protéine RshQ elle-même. RshQ pourrait 

aussi jouer un rôle dans la régulation de la fonction de RshA, et ceci de manière directe ou 

indirecte (e.g. par interaction entre ces deux protéines).  

 

III) Effet des mutations rshA et rshQ sur l’induction de la 
compétence. 

  

III.1) Induction spontanée de la compétence 
Pour observer l’induction spontanée de la compétence, une fusion rapporteur de la 

compétence ssbB::luc a été introduite dans les mutants rshA20C et rshQ30C (voir VI Matériel et 

méthodes). Ces mutants seront à présent appelés rshA et rshQ. Les différents mutants ont été 

cultivés dans un milieu C+Y à différents pH et la compétence a été suivie au cours de la 

croissance (figure 25).  

La compétence de la souche sauvage est dépendante du pH initial. En effet, plus le pH 

est alcalin plus la compétence est induite précocement et intensément (figure 25). Chez S. 

pneumoniae, la compétence est induite de manière optimale en milieu C+Y à des pH compris 

entre 8,2 et 7,8 environ. Lorsqu’on diminue le pH, la compétence est de plus en plus tardive et 

de moins en moins intense jusqu’à être complètement inhibée (Marc Prudhomme 

communication personnelle). La souche sauvage est capable d’induire la compétence aux pH 

7,27 et 7,20.  

La souche rshA peut développer la compétence aux pH 7,27 et pH 7,20 comme la souche 

sauvage, mais également à un pH plus acide, pH 7,15. Cette souche est donc cup (i.e. elle est 

capable d’induire la compétence dans un milieu dans lequel la souche sauvage en est 

incapable ; voir paragraphe II.3.2 de l’introduction) 

La souche rshQ est capable d’induire la compétence aux pH 7,27 et 7,20 comme la 

souche sauvage. Les amplitudes des pics de compétence sont similaires pour rshQ et la 
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souche sauvage. Ce phénotype étant très proche du phénotype sauvage, nous avons déduit que 

le mutant rshQ n’a probablement pas de phénotype cup.  

 

 

 

Figure 25 : Effet des mutations rshA et rshQ sur le développement spontané de la 
compétence. 

L’activité luciférase est exprimée en RLU/DO (carrés, échelle de gauche) et la DO (492 nm) 
(carrés gris, échelle de droite) des cultures à 37°C en milieu C+Y à différents pH. Souches 
utilisées : R895 wt (carrés verts) ; R2061, rshA (carrés violets) ; R2069, rshQ (carrés 
oranges) ; R2067, rshA rshQ (carrés bleus). Ces quatre souches portent une fusion ssbB::luc 
qui rapporte la compétence. Cette figure présente les résultats d’une expérience représentative 
des 15 expérimentations menées dans les mêmes conditions. 
 

 

Le double mutant rshA rshQ est capable d’induire la compétence aux pH 7,27 et 7,20 

comme la souche sauvage. De plus, l’amplitude des pics de compétence est équivalente à 

celle observée pour la souche sauvage. Le mutant rshA rshQ n’a probablement pas de 

phénotype cup. 

Nos résultats montrent que la souche rshA est cup. En revanche les mutants rshQ et 

rshA rshQ ne semblent pas être cup. Le phénotype de rshQ serait donc épistatique sur le 

phénotype cup de rshA. Seule la souche qui produit RshQ seul (rshA) a une compétence 
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dérégulée. Il est envisageable que les protéines RshA et RshQ travaillent ensemble pour 

répondre aux différentes conditions environnementales. En l’absence de RshA, RshQ pourrait 

produire du ppGpp qui ne sera pas dégradé (puisque RshQ ne porte pas de domaine de 

dégradation du ppGpp). Ceci pourrait aboutir à une accumulation de ppGpp dans la cellule. Si 

le ppGpp est un activateur de la compétence, alors dans un mutant rshA, l’induction de la 

compétence sera plus intense et plus fréquente. Le ppGpp pourrait agir directement sur la 

régulation des gènes comCDE ou comAB ou induire des changements physiologiques ou 

métaboliques qui pourraient être un signal pour l’induction de la compétence. 

Dans les mutants incapables de produire du ppGpp, la compétence est toujours induite. 

Le ppGpp pourrait être un activateur de la compétence, mais cette molécule n’est pas le seul 

signal aboutissant au développement de la compétence. 

 

III.2) Compétence induite par le CSP 
L’effet des mutants rshA et rshQ sur la compétence induite par le CSP a été analysé. 

Pour cela, les mutations rshA et rshQ ont été insérées dans une souche de S. pneumoniae 

portant la fusion ssbB::luc et une délétion du gène comC. Dans une telle souche, le CSP ne 

peux pas être produit, il n’y a donc pas d’induction spontanée de la compétence, et l’initiation 

de la compétence ne peut se faire qu’en présence de CSP synthétique ajouté dans la culture. 

Ceci va permettre de s’affranchir de la compétence spontanée (voir VI. Matériel et méthodes).  

Les différents mutants ont été cultivés en milieu C+Y. Après 120 minutes, 100 ng/ml 

de CSP ont été ajouté aux cultures (voir VI. Matériel et méthodes). La figure 26 expose les 

résultats de cette expérience. 

Quelque soit l’ensemencement utilisé, pour les 4 souches, la compétence est induite 

immédiatement après l’ajout de CSP. Cependant, on remarque que le niveau maximal de 

compétence atteint est plus fort pour les cultures ensemencées au 1/200ième. En effet, chez S. 

pneumoniae, au moment de l’induction, plus la densité optique est faible plus le pic de 

compétence est important (Dagkessamanskaia et al., 2004).  

Nos résultats montrent que le niveau maximal atteint pour la souche rshA est plus fort 

que pour les 3 autres souches. Nous concluons que la mutation rshQ est épistatique sur la 

mutation rshA en compétence induite (figure 26) comme en compétence spontanée (figure 

25). En l’absence de RshA, RshQ produit probablement du ppGpp qui n’est pas dégradé. 

Cette accumulation de ppGpp pourrait être responsable de la plus forte induction de la 

compétence en réponse au CSP. 
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Figure 26 : Effet des mutations rshA et rshQ sur la compétence induite par le CSP. 
L’activité luciférase est exprimée en RLU/DO (carrés, échelle de gauche) et la DO (492 nm) 
(carrés gris, échelle de droite) des cultures à 37°C en milieu C+Y (pH7.8). Souches utilisées : 
R1502 wt (carrés verts) ; R3018, rshA (carrés violets) ; R3019, rshQ (carrés oranges) ; R3020, 
rshA rshQ (carrés bleus). Ces quatre souches ne produisent pas de CSP (comC0) et portent une 
fusion ssbB::luc qui rapporte la compétence. L’ajout de CSP dans les cultures (symboles 
fermés) est indiqué par une flèche rouge. Aucun ajout n’a été fait les cultures contrôle 
(symboles ouverts). Ensemencement au 1/100ième (gauche) au 1/200ième  (droite). Les courbes 
représentent la moyenne de 4 cultures indépendantes. Cette expérience a été répétée 5 fois. 

 

Ces résultats sont donc cohérents avec les résultats de l’expérience de compétence 

spontanée. La concentration en ppGpp affecterait donc la réponse au CSP.  

Lors de cette expérience, le niveau basal d’expression de la compétence sans ajout de 

CSP a été comparé pour nos 4 mutants. La figure 27 présente le niveau basal d’expression des 

gènes de compétence au cours de la croissance. 

  45



  Chapitre 1  

 Le niveau basal d’expression des gènes de compétence passe par un cycle avec un 

maximum à environ 150 minutes. L’expression basale de ssbB::luc est plus forte dans les 

souches ensemencées au 1/200ième ce qui expliquerait l’induction plus forte en présence de 

CSP. En effet, il a déjà été démontré que l’induction de la compétence est plus intense dans 

des mutants ou l’expression basale de comCDE est augmentée (Martin et al., 2000). Dans 

notre expérience, c’est l’expression du gène tardif ssbB qui est observée. Le niveau basal 

d’expression de ce gène est directement lié au niveau basal d’expression de comCDE car 

ComE active la transcription de comX et comW et que ComX est responsable de la 

transcription de ssbB (Dagkessamanskaia et al., 2004). 

 

 

 

Figure 27 : Effet des mutations rshA et rshQ sur le niveau basal d’expression des gènes 
de compétence. 

L’activité luciférase des cultures à 37°C en milieu C+Y (pH7.8) est exprimée en RLU/DO.  
Souches utilisées : R1502 wt (carrés verts) ; R3018, rshA (carrées violets) ; R3019, rshQ 
(carrés oranges) ; R3020, rshA rshQ (carrés bleus). Ces quatre souches ne produisent pas de 
CSP (comC0) et portent une fusion ssbB::luc qui rapporte la compétence. Dans cette 
expérience aucun ajout de CSP n’a été réalisé. Ensemencement au 1/100ième (gauche), au 
1/200ième (droite). 
 

 

La souche rshA a un niveau basal d’expression des gènes de compétence beaucoup 

plus important que les 3 autres souches (figure 27). Ceci est en accord avec le phénotype cup 

observé en compétence spontanée et avec la réponse au CSP amplifiée en contexte comC 

(figures 25 et 26). En effet, ce phénomène a déjà été observé dans le cas de la mutation comC2 

où le gène comC est dupliqué. Dans ce mutant, le niveau basal d’expression de comCDE est 

augmenté ce qui rend ce mutant cup (Alloing et al., 1998). 
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Le niveau basal d’expression de la compétence est légèrement réduit dans le double 

mutant rshA rshQ (figure 27). Cet effet est plus particulièrement prononcé dans les cultures 

ensemencées à des densités optiques plus faibles (figure 27 graphe droit). En l’absence de 

ppGpp, le gène rapporteur de la compétence serait légèrement réprimé. Ce résultat semble 

indiquer que le ppGpp joue un rôle activateur sur l’expression des gènes de compétence.  

Dans le mutant rshQ, le niveau basal est comparable à celui de la souche sauvage. La 

protéine RshA semble capable à elle seule de produire la quantité de ppGpp nécessaire à la 

régulation correcte du niveau basal et de l’initiation de la compétence. 

 Rappelons que la sérine hydroxamate (connue pour augmenter le ppGpp dans la 

cellule) induit la compétence. De plus, l’absence de ppGpp réduit la compétence. Ceci est 

cohérent avec l’hypothèse selon laquelle le ppGpp pourrait activer la compétence. 

  

Pour savoir si l’induction par la sérine hydroxamate passe par une augmentation du 

ppGpp dans la cellule, l’effet de cette molécule a été testé sur les mutants rshA et rshQ. 

 

IV) Effet de la sérine hydroxamate et des antibiotiques sur 
l’induction de la compétence chez les mutants rshA rshQ. 

  

IV.1) Effet de la sérine hydroxamate  
Pour tester l’effet des mutations rshA et rshQ sur l’induction de la compétence en réponse à la 

sérine hydroxamate nous nous sommes placés dans les mêmes conditions que précédemment 

(figure 17). La figure 28 montre les résultats obtenus pour les 3 mutants rshA, rshQ et rshA 

rshQ. Ces résultats montrent que l’ajout de sérine hydroxamate sur la souche sauvage 

provoque une induction de la compétence au bout d’environ 80 minutes.  
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Figure 28 : Effet des mutations rshA et rshQ sur l’induction de la compétence en réponse 
à la sérine hydroxamate. 

L’activité luciférase est exprimée en RLU/DO (carrés, échelle de gauche) et la DO (492 nm) 
(carrés gris, échelle de droite) des cultures à 37°C en milieu C+Y à pH 7.03 (R2061), pH 7.08 
(R2069), pH 7.11 (R895) et pH 7.14 (R2067) avec et sans sérine hydroxamate (0.5 mg/ml). 
Les différentes courbes représentent la moyenne des résultats de 8 cultures. Cette expérience a 
été répétée plus de 10 fois. Souches utilisées : R895, wt ; R2061, rshA ; R2069, rshQ ; R2067, 
rshA rshQ. La compétence est suivie grâce à une fusion ssbB::luc. L’ajout de sérine 
hydroxamate ou d’eau est indiqué par une flèche violette.  

 

 

Des résultats similaires ont été obtenus pour le mutant rshQ. En revanche, la réponse à 

la sérine hydroxamate ne se fait qu’après 120 minutes environ pour les mutants rshA et rshA 

rshQ. La mutation rshA est donc épistatique sur rshQ pour ce phénotype. 

Les mutants rshA et rshA rshQ ne produisent pas de ppGpp en réponse à la sérine 

hydroxamate alors que le mutant rshQ en est capable. L’induction de la compétence en 

réponse à la sérine hydroxamate n’est donc pas seulement médiée par le ppGpp. En l’absence 
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de production de ppGpp, l’induction de la compétence est retardée. La présence de ppGpp 

dans la cellule semble donc « accélérer » d’une manière ou d’une autre l’induction de la 

compétence.  

Le ppGpp peut induire un grand nombre d’effet sur les cellules comme par exemple 

une profil d’expression génique différent, une résistance accrue à différents stress ou un arrêt 

de réplication. Un arrêt de réplication pourrait être, lui-même, le signal conduisant à 

l’induction de la compétence en réponse à la SHX. En l’absence de ppGpp, la carence en 

sérine créée par la SHX doit par elle-même aboutir à un arrêt de réplication. En effet, les 

cellules traitées avec la SHX doivent avoir, indépendamment du ppGpp, des problèmes 

d’arrêts prématurés de traduction qui peuvent entraîner la production de protéines tronquées 

et/ou mal conformées (notamment des protéines nécessaires à la réplication). Tout ceci peut 

conduire à un arrêt de réplication qui pourrait être éventuellement le signal d’induction de la 

compétence.  

En présence de ppGpp, les arrêts de réplication doivent apparaître plus précocement 

car il est connu que le ppGpp est capable de bloquer très rapidement la réplication chez B. 

subtilis (Wang et al., 2007) ou E. coli (Chiaramello et Zyskind, 1989). 

 

 Le mutant rshQ induit la compétence de la même façon que la souche sauvage en 

réponse à la SHX. La protéine RshQ ne joue pas un rôle majeur dans ces conditions. La 

protéine RshA (présente dans le mutant rshQ) est probablement capable d’induire la 

production de ppGpp en réponse à la SHX. Ceci permet une induction précoce de la 

compétence comme dans la souche sauvage. 

 

IV.2) Effet de la streptomycine 
La streptomycine est un antibiotique qui agit au niveau du ribosome. Cette molécule se 

lie à la sous unité 30S du ribosome pour empêcher sa translocation et le bloque avec son site 

A vide (Hausner et al., 1988). Une situation similaire est connue pour induire la production de 

ppGpp. En effet, la présence d’un ARNt non chargé dans le site A du ribosome active la 

production de ppGpp par RelA chez E. coli (Haseltine et Block, 1973). Cependant, la 

streptomycine ne provoquerait pas d’augmentation du ppGpp chez E. coli (Lund et 

Kjeldgaard, 1972).  

Si la streptomycine n’induit pas d’augmentation du ppGpp dans la cellule, alors il 

serait intéressant de regarder l’effet de cet antibiotique sur l’induction de la compétence dans 
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les mutants rshA et rshQ. En effet, nos résultats suggèrent que le retard dans la réponse à la 

SHX observé pour les mutants rshA et rshA rshQ est probablement une conséquence de 

l’absence de ppGpp (figure 28). Ainsi, une molécule qui induit la compétence mais qui ne 

change pas le taux de ppGpp intracellulaire devrait induire la compétence au même moment 

dans la souche sauvage et les mutants rshA rshQ. 

Comme pour la SHX, l’induction de la compétence par la streptomycine a été 

analysée. 

 

 

  

Figure 29 : Effet des mutations rshA et rshQ sur l’induction de la compétence en réponse 
à la streptomycine. 

L’activité luciférase est exprimée en RLU/DO (carrés, échelle de gauche) et la DO (492 nm) 
(carrés gris, échelle de droite) des cultures à 37°C en milieu C+Y à pH 7,18 (R2061), pH 7,28 
(R2069), et pH 7,32 (R895 et R2067) avec et sans streptomycine (1 µg/ml). Les différentes 
courbes représentent la moyenne des résultats de 4 cultures. Cette expérience a été répétée 10 
fois. Souches utilisées : R895, wt ; R2061, rshA ; R2069, rshQ ; R2067, rshA rshQ. La 
compétence est suivie grâce à une fusion ssbB::luc. L’ajout de streptomycine est indiqué par 
une flèche violette.  
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La figure 29 montre que la streptomycine est capable d’induire la compétence dans la 

souche sauvage au bout d’environ 110 minutes (comme déjà observé (Prudhomme et al., 

2006)). Le délai d’induction est plus important d’environ 40 minutes par rapport à celui 

observé avec la SHX.  

Les 3 mutants rshA, rshQ et rshA rshQ induisent la compétence de façon similaire à la 

souche sauvage. On remarque cependant un très léger retard dans l’induction de la 

compétence de rshA et rshA rshQ (induction après environ 120 minutes). Ce retard 

supplémentaire est probablement du à l’absence totale de ppGpp dans ces mutants. 

 Dans l’ensemble, nos résultats montrent que, bien qu’il joue un rôle régulateur positif 

sur la compétence, le ppGpp n’est pas le seul signal permettant l’initiation de la compétence. 

 

V) Discutions et perspectives 
Au cours de ce travail, nous avons vu que la sérine hydroxamate (activateur de 

synthèse de ppGpp) est capable d’induire la compétence chez S. pneumoniae. Nous avons 

donc émis l’hypothèse que le ppGpp pourrait être le signal inducteur de la compétence en 

réponse à cette molécule. Pour tester cette hypothèse, nous avons construit des mutants des 

deux gènes impliqués dans la production du ppGpp, rshA et rshQ. Lorsque la cellule est 

incapable de produire le ppGpp la compétence est encore induite. Le ppGpp n’est donc pas le 

seul signal perçu par la cellule pour initier la compétence.  

L’induction de la compétence repose essentiellement sur la mise en route de la boucle 

autocatalytique. Une accumulation de CSP dans le milieu se fait grâce à l’expression basale 

de comCDE et comAB. Des signaux (comme le ppGpp) pourraient augmenter ou diminuer 

l’expression basale de ces gènes de manière à moduler l’initiation de la compétence en 

réponse à des changements environnementaux. Des expériences supplémentaires seront donc 

nécessaires pour découvrir tous les signaux mis en jeu dans la régulation de la compétence.  

Ce travail montre que le ppGpp a un effet inducteur de compétence. Ceci est cohérent 

avec l’étude de 2009 (parue après que mes travaux aient été rélisés) qui montre que que le 

ppGpp pourrait être impliqué dans l’activation de comA et comC (Kazmierczak et al., 2009). 

L’effet inducteur du ppGpp est probablement indirect. Le ppGpp joue peut-être un rôle 

d’activateur sur les promoteurs des gènes comAB et/ou comCDE comme pour les gènes du 

métabolisme des acides aminés chez E. coli (Barker et al., 2001). Cette hypothèse est 
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cohérente avec le niveau basal d’expression des gènes de compétence qui est légèrement 

diminué dans la souche incapable de produire du ppGpp. 

Cette molécule pourrait également provoquer un changement d’état physiologique 

pouvant produire un signal d’activation de la compétence. Par exemple, le ppGpp est capable 

d’inhiber la réplication chez E. coli et B. subtilis (Chiaramello et Zyskind, 1989 ; Wang et al., 

2007). Les arrêts réplicatifs pourraient jouer eux-mêmes le rôle de signal induisant la 

compétence. Des expériences préliminaires menées au laboratoire suggèrent que les arrêts 

réplicatifs pourraient être impliqués dans l’induction de la compétence (Vanessa Khemeci, 

communication personnelle).  

 Des expériences de dosage cinétique du ppGpp au cours de la croissance en réponse à 

la sérine hydroxamate pourraient donner des informations sur la production éventuellement 

non maîtrisée de ppGpp dans les mutants rshA. De telles informations pourraient confirmer 

notre hypothèse selon laquelle une production de ppGpp non maîtrisé induirait un phénotype 

cup.  
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VI) Matériel et méthodes 
 

Souches plasmides et oligonucléotides utilisés : 

 

Souches              Génotype/description Référence 
Streptococcus 
pneumoniae 

  

R304 dérivé R800, nov1, rif23, str41 ; NovR, RifR, SmR 
(Mortier-
Barrière et 
al., 1998) 

R800 dérivé R6  
(Lefevre et 
al., 1993) 

R895 R800 mais ssbB::luc (ssbB+); CmR 
(Chastanet et 
al., 2001) 

R1501 R800 mais comC0 
(Dagkessama
nskaia et al., 
2004) 

R1502 R1501 mais ssbB::luc (ssbB+) ; CmR 
(Dagkessama
nskaia et al., 
2004) 

R2046 R1501 mais rshA12A ; SpcR Ce travail 

R2047 R1501 mais rshA20A ; SpcR Ce travail 

R2064 R1501 mais rshQ30C ; SpcR Ce travail 

R2051 R2046 mais rshA12C KanR Ce travail 

R2052 R2047 mais rshA20C ; KanR Ce travail 

R2061 R895 mais rshA20C ; CmR, KanR Ce travail 

R2062 R895 mais rshA12C ; CmR, KanR Ce travail 

R2067 R2062 mais rshQ30C ; CmR, KanR, SpcR Ce travail 

R2069 R895 mais rshQ30C ; CmR, SpcR Ce travail 

R3018 R1502 mais rshA20C ; CmR, KanR Ce travail 
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R3019 R1502 mais rshA20C ; CmR, KanR Ce travail 

R3020 R1502 mais rshA20C et rshQ30C ; CmR, KanR, SpcR Ce travail 

Plasmides  
 

pR410 
Dérivé de pEMcat portant un minitransposon mariner KanR 
(gène kan) ; ApR, KanR 

(Sung et al., 
2001) 

pR411 
Dérivé de pEMcat portant un minitransposon mariner KanR 
(gène kan) ; ApR, KanR 

(Prudhomme 
et al., 2007) 

pR412 
Dérivé de pEMcat portant un minitransposon mariner SpcR 
(gène aad9, aussi appelé spc) ; ApR, SpcR 

(Martin et 
al., 2000) 

Oligos Séquence ; gène ; position  

MP127 CCGGGGACTTATCAGCCAACC ; transposon mariner 
(Martin et 
al., 2000) 

MP128 TACTAGCGACGCCATCTATGTG ; transposon mariner 
(Martin et 
al., 2000) 

MP190 TTGCGAATAGGGGAACAGTGAA ; rshQ ; -1275 Ce travail 

MP191 TTAAGGCTGGCAATCTCCGTTA ; rshQ ; +1208 Ce travail 

RelA1 ATTTTATGATCGATGAGAAAGACCAAGC ; rshA ; +2743 Ce travail 

RelA2 TATGTGATACGAGTTCCACCGTTTAT ; rshA ; -237 Ce travail 

RelA5 TTTTCCCTGAATCTGGCCTTCTA ; rshA ; +2318 Ce travail 

RelA6 GTGAATTTAACAGGCGAAGAAGTTG ; rshA ; +12 Ce travail 

Table 1 : Souche, plasmides et oligonucléotides utilisés au cours de cette étude. 
NovR : résistance à la novobiocyne, RifR : résistance à la rifampicine, SmR : résistance à la 
streptomycine, SpcR : résistance à la spectinomycine, KanR : résistance à la kanamycine, ApR : 
résistance à l’ampicilline, CmR : résistance au chloramphénicol. 
La position des oligonucléotides est exprimée en fonction de la distance entre le nucléotide en 
3’ et la position +1 du gène nommé. Le + indique que l’oligonucléotide est en aval du gène, et 
le – en amont. 
 
Milieux et conditions de culture : 

  La composition des milieux C+Y, THY (pH ajusté à 6.8) et Gélose D est décrite par 

G. Alloing (Alloing et al., 1996) ; Luciférine (D-Luciferin firefly, Euromedex, ref 8240B) : 
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solution à 2.7 mg/mL préparée en milieu C+Y ; CSP : solution mère de CSP1 synthétique à 

100 µg/mL en sodium acétate conservée à –20°C ; Antibiotiques : sélection sur boite : 

kanamycine (SIGMA) utilisée en solution aqueuse à 250 µg/mL, spectinomycine (SIGMA) 

utilisée en solution aqueuse à 100 µg/mL, streptomycine (SIGMA) utilisée en solution 

aqueuse à 200 µg/mL ; Sérine hydroxamate : gamme préparée à partir d’une solution aqueuse 

mère à 2 mg/mL.   

 

Mutagenèse mariner: (figure 30) 

Les gènes d’intérêt : rshA et rshQ, ont été amplifiés par PCR fidèle avec la Phusion 

(Ozyme) et les couples d’oligonucléotides RelA1/RelA2, MP190/MP191 respectivement. Les 

produits PCR ont été purifié et soumis à la mutagenèse mariner (Martin et al., 2000 ; 

Prudhomme et al., 2007). Les produits de mutagenèse ont ensuite été transformés dans la 

souche R1501 de S. pneumoniae. 

 

Figure 30 : Mutagenèse mariner 

Le plasmide donneur pR412 porte une cassette de résistance à la spectinomycine. Le gène 
rshA amplifié par PCR et le plasmide sont mis en présence de la transposase Mariner C9 
(matériel et méthodes). Le transposon du pR412 s’intègre dans le fragment PCR amplifié. 
Après des étapes de réparation et de ligation, les produits de mutagenèse sont transformés 
dans R1501 (table 1) et les transformants sélectionnés en présence de spectinomycine. 
 

Transformation : 

La méthode de préparation des cellules utilisée a été décrite par Martin et ses 

collaborateurs (Martin et al., 1995). Les cellules sont cultivées dans du milieu C+Y (ajusté à 
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pH6.8) jusqu’à une DO (à 550nm) d’environ 0.4, les cellules sont alors lavées et reprises dans 

du milieu C+Y (pH6.8) contenant 15 % de glycérol. La préculture est ensuite conservée à -

80°C. La préculture est ensuite ensemencée au 1/100ième dans du milieu C+Y (pH6.8) et la 

croissance est menée jusqu’à une DO (à 550nm) d’environ 0.15. La culture est ensuite 

concentrée 10 fois dans du milieu C+Y (pH6.8) contenant 15 % de glycérol. Les cellules 

précompétentes sont alors aliquotées et conservée à -80°C   

La méthode de transformation de S. pneumoniae a été décrite par Martin et ses 

collaborateurs (Martin et al., 2000). Les cellules précompétentes sont diluées 10 fois dans du 

milieu C+Y contenant 100ng/mL de CPS1 et incubées 10 minutes à 37°C. Les cellules sont 

ensuite mises en présence d’ADN et incubées pendant 20 minutes à 30°C. Une étape 

d’expression phénotypique est réalisée dans la masse de gélose D contenant 4.5 % de sang de 

cheval défibriné pendant 2h à 37°C. Ensuite une deuxième couche de gélose D contenant 

l’antibiotique adapté est ajoutée à la première. Les cellules sont ensuite incubées toute la nuit 

à 37°C. Dans le cas d’une expression phénotypique liquide, après incubation des cellules en 

présence d’ADN, les cellules sont diluées 20 fois dans du milieu C+Y et incubées environ 4h 

à 37°C, puis étalées dans la masse de gélose D contenant 4,5% de sang et l’antibiotique 

adapté, et sont incubées toute la nuit à 37°C. 

 

Localisation des insertions : 

Les insertions des minitransposons sont localisées par PCR avec Taq Core (Q-biogen) 

et les oligonucléotides MP127/RelA1, MP127/MP190 pour les gènes rshA, rshQ 

respectivement. L’orientation du transposon est ensuite déterminée par PCR avec Taq Core et 

un couple d’oligonucléotides contenant MP128 et un des deux oligos ayant servi à amplifier 

le gène cible. Les produits PCR ont ensuite été séquencés et les insertions localisées 

précisément. 

 

Retournement des cassettes de résistance : (figure 31) 

Le plasmide pR411 a été linéarisé par digestion (BsaI) puis purifié sur gel 

(QIAQUICK PCR purification kit, Qiagen). L’ADN ainsi obtenu a été transformé dans les 

mutants d’intérêt et les transformants sélectionnés sur boite (gélose D + 250 µg/mL de 

kanamycine). 
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Figure 31 : Retournement de cassette de résistance. 
Le plasmide pR411 a été digéré à l’aide de l’enzyme de restriction BsaI. La cassette de 
résistance à la kanamycine du plasmide linéaire va remplacer la cassette de résistance à la 
spectinomycine déjà en place dans le gène rshA grâce à deux évènements de recombinaison 
homologue. Ceci est possible grâce aux deux courtes régions d’homologie qui existent entre 
les deux transposons des plasmides pR411 et pR412 (170 pb du coté IRR et 117 pb du coté 
IRL). 
 
 

Dosage du ppGpp 

La méthode de dosage du ppGpp est similaire à la méthode utilisée par (Cashel et al., 

1996). Chaque souche testée est mise en croissance en THY au 1/20ième jusqu’à une DO à 550 

nm d’environ 0.6. Les cellules sont concentrées 20 fois en milieu MOPS. Le marquage est 

réalisé en mettant en présence 20µl de cellules concentrées avec 60µl de MOPS contenant du 

phosphate inorganique radioactif (10µCi/ml). Le marquage est arrêté en transférant 20µl de 

mélange dans 20µl d’acide formique 13N au bout de 20 secondes. 

5µl de culture marquée et arrêtée à l’acide formique sont alors déposés sur plaque PEI-

cellulose F (Merck). La migration se déroule en déposant la plaque dans 1 cm de tampon 

KH2PO4 à 1.5 M (pH ajusté à 3.4 par de l’acide phosphorique). Le migration dure environ 45 

min pour 10 cm de migration. La plaque est ensuite séchée et la partie haute de la plaque est 

découpée (environ 2cm contiennent toutes les molécules marquées qui ne nous intéressent pas 

et qui gênent la lecture du résultat). La plaque est ensuite exposée sur écran FUGI overnight et 

révélé au PhosphorImager. 
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Préparation de cellules T2 pour le suivi de l’expression de la fusion : 

Les cellules sont cultivées en C+Y (pH6.8) (pouvant contenir 2µg/mL de trypsine) 

jusqu’à une DO550nm comprise entre 0,17 et 0,25. Elles sont lavées et le culot cellulaire est 

ensuite repris respectivement dans du milieu C+Y (pH6.8) contenant 15% glycérol  pour 

obtenir une DO550nm=0,4, puis la suspension ainsi obtenue est  stockée à –80°C. 

 

Expression de la fusion et suivi de croissance : Induction spontanée de la compétence  

Les cellules T2 sont ensemencées au 1/100ième dans une gamme de du milieu C+Y 

(pouvant aller de pH 6,1 à 7,9), placées dans les puits d’une microplaque contenant 0,15 

mg/ml (final) de luciférine. Les cellules sont incubées à 37°C  dans le luminomètre (Anthos 

lucy I) qui mesure, au cours du temps, la RLU (Relative Luminescence Unit) et la DO à 492 

nm. Lorsque la fusion ssbB::luc est exprimée, une émission de photons par la luciférase (en 

présence de luciférine) est détectée par le luminomètre et exprimée en RLU. 

 

 

Expression des fusions et suivi de croissance : compétence induite par le CSP  

 

 

Figure 32 : organisation génétique de la fusion avec le gène rapporteur luc. 
A : Organisation génétiques de la fusion ssbB::luc. Le gène de la luciférase a été placé sous 
le contrôle du promoteur tardif du gène ssbB par insertion-duplication du plasmide pR414. 
Ainsi, la souche porte à la fois la fusion transcritionnelle et le gène ssbB sauvage. En vert : les 
gènes endogènes, en orange : le gène de la luciférase, en bleu : la cassette de résistance 
présente dans le plasmide inséré. PssbB promoteur du gène ssbB 

 

Les cellules T2 sont ensemencées au 1/100ème ou au 1/200ème dans du milieu C+Y pH 

7,9), placées dans les puits d’une microplaque contenant 0,15 mg/ml (final) de luciférine. Les 

cellules sont incubées à 37°C  dans le luminomètre (Anthos lucy I) qui mesure, au cours du 

temps, la RLU et la DO à 492 nm. Au bout de 120 minutes 100 ng/ml de CSP synthétique (ou 

de l’eau) sont ajoutés aux différentes cultures. 
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Induction de la compétence par l’ajout d’antibiotiques:  

Les cellules T2 sont ensemencées au 1/50ème dans du milieu C+Y, placées dans les 

puits d’une microplaque contenant 0,15mg/ml de luciférine. Les cellules sont incubées à 37°C 

dans le luminomètre. Au bout de 70 minutes, 10µL d’une gamme d’antibiotique (sérine 

hydroxamate : gamme comprise entre 0,05 et 2 mg/mL final ; streptomycine : gamme 

comprise entre 0,1 et 6 µg/ml final) sont ajoutés dans chaque puits. Le luminomètre mesure la 

RLU et la DO492nm toutes les dix minutes pendant plus de 8 heures. 
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 Chapitre 2 : le régulateur global CodY est une protéine 
essentielle chez le pathogène humain Streptococcus 
pneumoniae 
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I) Etude des différents contextes permettant d’accepter codY 
Après avoir prouvé que codY est un gène essentiel et qu’il existe au moins un contexte 

capable de compenser l’absence de ce régulateur, nous avons décidé d’analyser le transfert de 

codY dans différents contextes. Les souches R1501 et D39cps ont été transformées par 

l’ADN chromosomique des souche TD80 (codY::trim amiCG1459T fatCC496T str41)  ou TD81 

(codY::spc amiCG1459T fatCC496Tstr41) et 43 transformants ont été analysés (voir les deux 

lignes centrales de la table 2). 

Le transfert de la mutation codY::trim (ou codY::spc) à la descendance a été vérifié par 

PCR. Sur les 43 clones analysés, tous portaient la mutation codY, mais 24 d’entre eux 

portaient aussi le gène codY sauvage (table 2). Ces 24 clones qui contiennent la structure codY 

mutante et la structure codY sauvage portent donc une duplication d’une région plus ou moins 

longue contenant codY. Ces clones sont donc mérodiploïdes (diploïdes partiels). Ceci sera 

expliqué plus en détail au paragraphe I.1.1. 

La stabilité génétique a été analysée pour les différents clones portant la structure codY 

mutante. En effet, des structures non stables comme la délétion, la duplication ou l’inversion 

d’une région du génome peuvent entraîner un changement dans l’expression globale du 

génomes ou de certains gènes. La présence de telles mutations pourrait permettre de 

compenser l’absence de CodY, même en l’absence de codY sauvage.  

Pour tester la présence de structures non stables dans les mutants codY, nous avons 

décidé de transformer les 43 clones avec un fragment PCR contenant le marqueur 

kan90C::codY+ (ou spc90C::codY+ pour le contexte D39cps(kan)). Cette mutation correspond à 

une insertion mariner située en amont du promoteur de codY. Cette mutation n’inactive donc 

pas codY (voir chapitre 2). Les transformants KanR obtenus lors de la transformation d’une 

souche codY avec ce marqueur correspondent pour la plupart à des souches ayant co-

transformé le gène codY sauvage et éliminé la mutation codY::trim (ou codY::spc). Ces 

transformants ont donc un phénotype codY+.  

Ainsi, l’absence de la mutation codY pourrait permettre de s’affranchir des pressions 

de sélection qui stabilisent ce genre de structures. Les structures non stables (délétion, 

duplication, inversion) pourraient donc être perdues au cours des générations.  

Si le contexte génétique permettant de compenser l’absence de CodY est stable, les 

transformants KanR (codY+) (ou SpcR (codY+)) seront capables de réintégrer une mutation 

codY::trim à haute fréquence (ratio Trim/Str d’environ 0,15). Au contraire, si ce contexte est 

instable, il sera perdu dans les transformants KanR (codY+) et la réintégration de la mutation 
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codY::trim se fera à une fréquence beaucoup plus faible (comme dans une souche sauvage 

classique).  

Sur les 43 clones testés (voir les 2 lignes centrales de la table 2), 24 ne permettent pas 

la réintégration de codY à haute fréquence. Ces 24 clones correspondent aux 24 mérodiploïdes 

identifiés par PCR. Les 19 autres clones (qui ne portent pas de copie sauvage de codY) ont 

permis la réintégration de codY- à haute fréquence. Ces clones possèdent donc une structure 

« suppresseur stable ». 

Les mutations suppressives présentes dans les souches donneuses TD80 et TD81 (i.e. 

amiCG1459T et fatCC496T) ont été recherchées par séquençage des locus amiC et fatC dans ces 

19 clones. Pour cela, ces deux gènes ont été amplifiés par PCR avec les paires 

d’oligonucléotides Ami2/Ami4 et FatC1/FatC2 et séquencés. 

Les résultats de ces différents tests sont exposés dans la table 2. 

 

 

Réceptrice 
ADN 

chromosomique 
donneur  

Nb de 
clones 
testés 

Présence 
de codY+ 

Re-transfert 
efficace de 

codY- 

Nb de 
clones 

Présence 
de 

amiCG1459T 

Présence 
de fatCC496T 

Catégorie 

I.1.1 R1502  codY::trim      1 + - 1 nd nd mérodiploïdes 

+ - 22 nd nd mérodiploïdes 

5 + + I I.1.2 R1501  
codY::trim      

ou      
 codY::spc 

28 
- + 

1 + - II 

+ - 2 nd nd mérodiploïdes 

10 + - III I.2.2 D39cps  codY::trim 15 
- + 

3 - - IV 

I.2.3 D39glnR codY::trim 1  - nd  1 - - V 

 
Table 2 : Etude du transfert de codY dans différents contextes génétiques 

I.1.1, I.1.2, I.2.2, I.2.3 représentent les paragraphes dans lesquels seront discutées ces 
catégories de mutants. + : présence de la mutation - : absence de l’allèle cité en haut de 
colonne. nd : non déterminé. 

 

De façon surprenante, les résultats de ces expériences montrent qu’il existe des mutant 

codY génétiquement stables qui ne sont ni amiCG1459T ni  fatCC496T. Sur les 19 clones testés, 

seulement 5 clones sont amiCG1459T fatCC496T. Il existe donc de nouveaux contextes 

« suppresseurs stables » qui permettent de compenser l’absence de CodY. Ces résultats seront 

discutés dans les paragraphes suivants. 

Parce que nous avons obtenu un grand nombre de clones mérodiploïdes et une très 

faible quantité de transformants amiCG1459T  et fatCC496T, nous nous sommes demandé si la 
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structure génomique de la souche D39cpscodY (souche parentale des souches TD80 et 

TD81) était différente de la structure de la souche R6. 

Une grande inversion ou duplication d’une partie du génome pourrait ne pas avoir été 

détectée dans les résultats du séquençage génomique du fait de la technique utilisée (voir 

chapitre 2). En effet, les différentes séquences ont été assemblées et organisées en contigs 

grâce à des alignements avec le génome publié de la souche R6 (parentale de la souche R800) 

(Hoskins et al., 2001). Il est donc possible que les régions dupliquées ou inversées ne soient 

pas repérées par séquençage génomique. Pour déterminer si la souche D39cpscodY 

possède un réarrangement chromosomique de grande taille, la structure génomique de cette 

souche a été vérifiée par électrophorèse en champs pulsés (PFGE). Nos résultats montrent que 

cette souche ne porte pas de duplication, de délétion ou d’inversion (voir annexe B).  

 

I.1) Analyse du transfert de codY dans le contexte génétique R1501 
Dans cette partie, l’analyse des différents transformants codY obtenus dans un contexte 

R1501/R1502 (descendants de R800) est présentée. 

 

I.1.1) Mérodiploïdes 

 La plupart des clones transformants codY- obtenus (23/29) dans un contexte R800 

portent une copie de codY mutée et une autre copie sauvage. Ces clones sont mérodiploïdes. 

 Les différents clones ont été analysés par la méthode d’électrophorèse en champs 

pulsés et les résultats montrent que chaque clone mérodiploïde porte une structure génique 

différente. Le mécanisme permettant la formation de telles structures reste encore à élucider. 

L’annexe C présente les résultats de l’analyse de la souche R2597 et de deux autres clones 

mérodiploïdes. Cette étude montre que la duplication d’une région plus ou moins grande qui 

contient le gène codY permet l’intégration de la mutation codY::trim. 

 De plus, l’analyse génomique de la souche R2597 par deux méthodes différentes 

(électrophorèse en champs pulsés et séquençage génomique) montre que les structures 

mérodiploïdes ne sont pas stables et qu’une partie de la duplication peut être perdue au cours 

des étapes de croissance. 
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I.1.2) Catégories I et II 

Comme nous l’avons vu dans le premier paragraphe de ce chapitre, lorsqu’on 

transforme une souche R1501 par l’ADN des souches TD80 ou TD81 (c'est-à-dire un ADN 

portant une mutation codY et les deux suppresseurs amiCG1459T et fatCC496T), on obtient une 

majorité de transformants mérodiploïdes. On obtient également des clones dont la structure 

génique est stable et qui ne portent pas de copie sauvage de codY dans leur génome. Ces 

clones se divisent en deux catégories. La première catégorie porte les deux mutations 

suppresseur amiCG1459T et fatCC496T comme on pouvait l’attendre. Cette catégorie est 

majoritaire. La seconde catégorie ne contient qu’un seul clone qui ne porte que la mutation 

amiCG1459T. Il semble donc qu’il soit possible de compenser l’absence de codY en contexte 

fatC+. Nous avons proposé plusieurs hypothèses pour expliquer ces génotypes.  

L’étude réalisée au chapitre 2 suggère que les mutations amiCG1459T et fatCC496T sont 

nécessaires pour réduire la quantité de fer incorporée. Ceci permettrait de compenser 

l’inviabilité des mutants codY. 

La mutation fatCC496T n’est peut-être pas la seule mutation de transporteur de fer 

capable de supprimer la létalité due à codY en réduisant la concentration intracellulaire en fer. 

En effet, chez S. pneumoniae, il existe trois opérons codant pour des transporteurs de fer, 

pitADBC (Brown et al., 2002) et piaBCD (Brown et al., 2001a) et fatDCEB (appelé aussi piu 

(Brown et al., 2001b)). Un séquençage de l’intégralité des 3 loci impliqués dans le transport 

du fer pourrait éventuellement révéler la présence d’une autre mutation qui réduirait 

l’internalisation du fer. Une telle mutation serait probablement suppresseur.  

Une autre hypothèse pourrait être qu’une mutation dans un autre gène qui n’est pas 

impliqué dans le transport du fer pourrait également être suppresseur. Dans une souche amiC- 

codY- fatC+, l’absence de CodY pourrait aboutir à une dérépression de l’opéron fat (CodY 

réprime l’opéron fat (Hendriksen et al., 2007)). L’augmentation de l’expression des systèmes 

de transport du fer augmenterait la quantité de fer dans la cellule. La cellule créerait alors 

beaucoup de radicaux libres nocifs pour la cellule (réaction de Fenton). Ce stress oxydatif 

pourrait être contré par une augmentation de la protéine Dpr (voir chapitre 2), protéine 

impliquée dans la prise en charge du fer et dans la résistance à l’H2O2 (Pulliainen, 2002).  

En outre, il semble que le pneumocoque soit capable d’utiliser la compétence pour 

répondre aux stress environnementaux (Claverys et al., 2006 ; Prudhomme et al., 2006). La 

compétence pourrait donc jouer un rôle dans la résistance au stress oxydatif évoqué ci-dessus 

et par conséquent compenser l’absence de CodY lorsque le gène fatC est sauvage. En effet, le 
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mutant amiC présente un phénotype cup (« competence up », voir introduction). Ce mutant 

est donc capable de déclencher la compétence dans des conditions normalement défavorables. 

La souche réceptrice R1501 utilisée pour la transformation par les ADN TD80 et 

TD81 est mutée pour le gène comC et est donc incapable d’induire la compétence sans ajout 

de CSP dans la culture. Notre hypothèse selon laquelle une souche amiC- codY- fatC+ 

pourrait combattre un stress oxydatif éventuel en déclenchant la compétence suppose donc 

que cette souche serait capable d’induire la compétence indépendamment du CSP. Il existe 

des mutations dans comD et comE qui permettent une induction de la compétence CSP-

indépendante (Martin et al., 2000 ; Echenique et al., 2000). On sait aussi que certaines 

mutations augmentent considérablement le niveau basal d’expression des gènes de 

compétence (par exemple, une mutation du gène comE, comER120S  (Martin et al., 2010) ou 

une mutation du gène rshA (comme montré au chapitre 1)). Un niveau basal d’expression des 

gènes de compétence élevé est peut-être suffisant pour produire une réponse au stress 

permettant de compenser l’absence de CodY. Il est donc envisageable que le double mutant 

amiCG1459T  fatCC496T ait un niveau basal d’expression de la compétence suffisant pour résister 

au stress oxydatif généré par l’absence de CodY. De plus, le clone de la catégorie II (voir 

table 2) qui ne porte pas la mutation fatCC496T est peut-être mutant pour un autre gène qui 

rendrait cette souche compétente indépendamment du CSP ou qui augmenterait 

considérablement le niveau basal d’expression des gènes de compétence.  

 

Il serait donc intéressant pour mieux caractériser le mode de suppression dans la 

catégorie II, de séquencer les différents opérons impliqués dans le transport du fer. Si aucun 

d’eux n’est muté, l’observation du niveau de compétence dans ce mutant pourrait donner des 

arguments en faveur (ou en défaveur) d’un effet suppresseur de la compétence par rapport à 

l’inviabilité des mutants codY. 

 
 

I.2) Analyse du transfert de codY dans le contexte génétique D39 

I.2.1) Catégories III : fat+ amiC- 

15 clones issus de la transformation de la souche D39cps par l’ADN TD80 ont été 

étudiés (table 2). Parmi les 15 clones étudiés dans ce contexte, seulement 2 d’entre eux 

portent à la fois une copie sauvage du gène codY ainsi qu’une copie mutée. La stabilité 

génétique des 15 clones a été testée (voir Matériel et méthodes). Nos résultats montrent qu’à 
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l’exception des 2 clones mérodiploïdes qui présentent un contexte génétique instable, les 13 

autres clones sont capables de réintégrer la mutation codY avec une grande efficacité. Ces 13 

clones portent donc une structure suppresseur « stable ». Nous avons donc décidé de 

rechercher dans le génome de ces clones, la présence des mutations fatCC496T et amiCG1459T 

(présentes dans l’ADN de la souche donatrice TD80). A notre grande surprise, aucun des 

clones transformants codY::trim ne porte la mutation fatCC496T. Ceci semble indiquer que la 

mutation du gène fatC n’est pas nécessaire pour compenser l’absence CodY dans le contexte 

D39cps. 

En contexte R1501, nous avons montré que amiC seul n’est pas capable de compenser 

l’absence de CodY (chapitre 2). En effet, la mutation fatCC496T ou une autre mutation 

(catégorie II) sont nécessaires en combinaison avec amiC pour supprimer l’inviabilité des 

mutants codY. Pour tester si la mutation amiC est suffisante pour compenser la mutation codY, 

nous avons transféré l’ADN des souches TD80 et TD81 (codY- amiC- fatC-) dans des souches 

dérivées de la souche D39cps et mutées pour les gènes fatC et/ou amiC. Les résultats sont 

présentés sur la figure 33.  

 

Figure 33 : Transfert de codY dans un contexte suppresseur reconstitué dans D39cps. 

Les ADN chromosomiques des souches TD80 (codY::trim fatCC496T amiCG1459Tstr41) et TD81 
(codY ::spc fatCC496T amiCG1459Tstr41) ont été utilisés en tant que donneurs pour la 
transformation des souches TD139 (wt), TD143 (amiC9), TD141 (fatC), TD142 (fatC 
amiC9).  
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Dans cette figure, on voit que l’intégration de codY::trim se fait avec une très faible 

efficacité comme attendu en contexte sauvage (voir chapitre 2). Le taux de transfert dans le 

mutant fatC est plus élevé, ce qui traduit le transfert simultané des mutations amiC et 

codY::trim.  

Dans la souche amiC, le taux de transfert de codY est équivalent à celui que l’on 

observe pour la souche double mutante amiC fatC. Ce taux correspond à celui que l’on attend 

pour l’intégration du marqueur codY::trim seul dans une souche supprimée. La mutation amiC 

est donc suffisante pour compenser l’absence de CodY en contexte D39cps. 

Cependant, nous avons constaté que le taux de transfert de codY dans la souche 

sauvage est plus faible que celui observé pour le mutant fatC. Si la mutation du gène fatC 

n’est pas nécessaire pour la suppression, alors le taux de transformation dans la souche 

sauvage devrait être équivalent à celui observé pour le mutant fatC (ce taux traduit le transfert 

simultané des mutations codY::trim et amiC). Sur milieu solide, la croissance d’un double 

mutant fatC amiC est meilleure que celle du simple mutant amiC. Il est possible que l’absence 

du gène fatC permette de stabiliser la mutation amiC. 

 

Pourquoi la souche D39codY obtenue par W. Hendrisken est-elle fatC- puisque la 

mutation amiC seule est suffisante pour compenser l’absence de CodY dans une souche 

D39cps ? 

La souche D39codY est une souche capsulée alors que la souche D39cps que nous 

avons utilisée pour ce travail est décapsulée. Cette différence pourrait expliquer pourquoi la 

mutation fatC semble indispensable pour la suppression de la mutation codY dans la souche 

capsulée D39 (voir chapitre 2). De plus, la délétion des gènes de la capsule (dans la souche 

D39cps) introduit une mutation dans le gène aliA. Il est possible que cette mutation associée 

à la mutation amiC soit suffisante pour compenser l’absence de CodY. Cette hypothèse est 

également appuyée par la différence d’effet suppresseur observé entre les souches D39cps et 

R1501. Bien que ces deux souches portent une délétion de la capsule, R1501 possède une 

copie sauvage du gène aliA.  

Le gène aliA est impliqué dans le transport des petits peptides via le transporteur Ami 

(Alloing et al., 1994). Ce gène code une des 3 lipoprotéines qui adressent les peptides au 

transporteur Ami (Alloing et al., 1994). Comme amiC, ce gène pourrait également être 

indirectement impliqué dans la répression de la compétence (Alloing et al., 1998). Un mutant 

aliA- pourrait donc avoir un phénotype cup dû à l’absence de transport des peptides ou à un 
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autre mécanisme. En association avec amiC-, aliA- pourrait augmenter le phénotype cup ce 

qui pourrait permettre de compenser l’absence de CodY. 

Pour tester si le passage par l’induction de la compétence est nécessaire pour 

supprimer l’inviabilité des mutants codY, nous avons construit des souches incapables de 

développer la compétence spontanément. Pour cela, nous avons transformé la souche 

D39cpscodY et son dérivé codY+ par un ADN portant une mutation comA::spc. Les 

mutants ainsi obtenus sont incapables d’exporter le CSP et ne peuvent pas déclencher la 

compétence de façon spontanée. 

Les résultats de cette expérience sont montrés sur la figure 34. Le taux de transfert de 

la mutation comA::spc est d’environ 0,40 pour la souche sauvage. Ce taux est similaire pour la 

souche D39cpscodY et son dérivé codY+. Nous pouvons donc conclure que la capacité à 

développer la compétence n’est pas nécessaire pour compenser la perte de viabilité des 

mutants codY-. Cependant, il est possible que le niveau basal d’expression des gènes comCDE 

soit modifié dans le mutant D39cpscodY comA. En effet, ce niveau pourrait être plus élevé 

que dans une souche sauvage et pourrait permettre aux mutant comA- de toujours développer 

la compétence. Pour le vérifier, il faudrait effectuer le suivi du niveau basal d’expression des 

gènes de compétence (en contexte comC0 ou comA::spc avec la fusion transcriptionnelle 

ssbB::luc) dans cette souche et dans son dérivé codY+.  

 

Figure 34 : Inactivation de la compétence dans le mutant codY. 
L’ADN chromosomique de la souche R2994 (comA::spc str41) a été utilisé en tant que 
donneur pour la transformation des souches TD82, wt ; TD83, codY-socY (fatCC496T ; 
amiCG1459T) ;  TD96, socY (fatCC496T ; amiCG1459T). 
 

 Des expériences complémentaires seront nécessaires pour déterminer si la délétion de 

la capsule, la mutation aliA ou d’autres différences génétiques des souches dérivées des 
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souches D39 ou R800 sont responsables de la capacité des mutants D39cps amiC à intégrer 

codY à haute fréquence. 

I.2.2) Catégorie IV :  fat+ amiC+ 

Trois mutants codY isolés en contexte D39cps (table 2 catégorie IV) ne portent ni la 

mutation fatC, ni la mutation amiC. Dans une souche D39cps, la mutation amiC seule 

permet de compenser l’absence de CodY. L’absence de la mutation fatC n’est donc pas 

surprenante. Il est possible que ces 3 clones de la catégorie IV portent simplement une 

mutation spontanée dans un autre gène du locus ami. Ainsi, au cours de la transformation de 

la souche D39cps, des mutants ami apparus spontanément auraient pu servir de cellules 

réceptrices à l’origine des 3 clones de la catégorie IV. Le séquençage de tous les gènes du 

locus ami permettrait de vérifier cette hypothèse. Dans le cas où l’opéron ami ne porterait 

aucune mutation, il faudra envisager qu’une autre mutation sur le chromosome dans un autre 

gène puisse être responsable de la suppression de l’inviabilité des mutants codY. 

 

I.2.3) Catégorie V : contexte glnR- 

T. Kloosterman a construit une souche glnR- codY- en transformant une souche glnR- 

par l’ADN de la souche D39codY (Kloosterman et al., 2006). Le séquençage des loci amiC 

et fatC a montré que cette souche ne porte pas les mutations suppressives fatCC496T amiCG1459T 

(Hester Bootsma, communication personnelle). Il est possible que cette souche porte d’autres 

mutations permettant de compenser l’absence de CodY.  Par exemple, cette souche pourrait 

être mutée dans un autre gène responsable du transport du fer ou dans un autre gène du locus 

ami. Il est également possible que la mutation glnR soit capable à elle seule de compenser 

l’absence de CodY.  

Avant d’avoir obtenu la séquence génomique de la souche D39cpscodY, nous avons 

testé certains gènes candidats pouvant compenser l’absence de CodY (voir annexe D). Parmi 

ces gènes, glnR a été analysé. Nos résultats ont montré que l’inactivation de glnR ne permet 

pas de compenser l’absence de CodY. Cependant, ce travail a été effectué en contexte R800 et 

non pas en contexte D39. Il est possible que dans le contexte D39 dans lequel T. Kloosterman 

a travaillé, glnR participe à la suppression de l’inviabilité de codY. Pour répondre à cette 

question, l’analyse du transfert de codY::trim dans la souche D39glnR (Kloosterman et al., 

2006) sera nécessaire. 
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II) codY est-il vraiment un répresseur de la compétence 

II.1) Discussion et perspectives 
 Lors de l’étude des mécanismes permettant de réguler l’initiation de la compétence, 

l’effet de la protéine CodY a été recherché. Au cours de ce travail, nous avons montré que le 

gène codY est essentiel dans les contexte génétiques D39 et R800. De plus, le seul régulon 

CodY déterminé chez S. pneumoniae a été réalisé en contexte D39 et sur un triple mutant 

codY fatCC496T amiCG1459T (Hendriksen et al., 2007) (chapitre 2). Ces deux gènes semblent 

être impliqués dans le transport du fer (voir chapitre 2). Une trop forte accumulation de fer 

dans les mutants codY ne permettrait pas la survie de ces mutants.  

 Cependant, l’étude de la descendance d’une transformation de la souche sauvage par 

l’ADN de la souche codY portant les deux suppresseurs montre qu’il existe d’autres catégories 

de mutants qui ne portent pas fatCC496T et/ou amiCG1459T et qui permettent de supprimer 

l’inviabilité des mutants codY (table 3).  

 L’ensemble de ces mutants et leur capacité à compenser l’absence de CodY en 

développant la compétence sont discutés dans la table 3. 

 Premièrement, certains mutants codY portent également une copie sauvage de codY 

qui restore la viabilité. Ces clones sont mérodiploïdes. 

Table 3 : Récapitulatif des contextes permettant de compenser l’absence de CodY 

Catégorie  amiC fatC contexte remarques/perspectives 

mérodiploïdes + + comC+/- 
ces mutants portent au moins une copie de codY 
sauvage et une copie de codY mutée.  

I - - comC- 

II - + comC- 

le phénotype cup conféré par amiC et fatC ne 
semble pas nécessaire à la suppression. Le niveau 
basal d’expression des gènes de compétence est 
peut-être important.  

III - + comC+ aliA- 
aucun clone en contexte aliA- n'est fatC-, aliA- 
permet peut être la suppression grâce à 
l'association amiC- aliA-.  

IV + + comC+ 
Ces mutants pourraient être cup ou portent d'autres 
mutations suppressives 

V + + comC+ glnR- 
glnR pourrait induire un phénotype cup qui 
permettrait de supprimer ou glnR lui-même permet 
de supprimer.  

  

 Le rôle de CodY dans la régulation de la compétence a été recherché grâce à la souche 

D39cpscodY qui porte les deux mutations suppressives fatCC496T et amiCG1459T (chapitre 2). 

Les résultats de cette analyse ne sont pas très concluants. En effet, la comparaison du 

phénotype en compétence de la souche sauvage D39cps, du mutant D39cpscodY et de 
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son dérivé codY+ montre que les deux mutants ont un fort phénotype cup. Le rôle de codY 

dans cette expérience serait d’atténuer le phénotype cup de son dérivé codY+.  

De plus, l’étude du développement spontané de la compétence dans le mutant 

fatC::spc23C amiC9 codY et dans son dérivé codY+ montre un effet inverse.  

Au vu de ces résultats, il est difficile de conclure sur une éventuelle répression de la 

compétence par CodY.  

  

II.2) CodY réprime-t-elle la compétence ? Utilisation de comA::eryA 
 Au début de ce travail, nous avions proposé que CodY pourrait réprimer la 

compétence. Malgré l’absence de codY-box devant les gènes comAB et comCDE, une 

régulation par CodY est possible. En effet, il a été montré chez L. lactis, B. subtilis et d’autres 

espèces que les promoteurs de certains gènes régulés directement par CodY ne portent pas la 

séquence consensus (Guedon et al., 2005 ; Guedon et al., 2005 ; Belitsky et Sonenshein, 

2007 ; Majerczyk et al., 2010 ; Malke et al., 2006 ; Lemos et al., 2008 ; Hendriksen et al., 

2007). Pour tester cette hypothèse, nous avons réalisé l’expérience préliminaire suivante. 

La souche D39cpscodY et son dérivé codY+ ont été transformées avec l’ADN d’une 

souche comA::eryA. Dans cette souche le gène comA est inactivé par l’insertion d’une cassette 

de résistance à l’érythromycine (anti-transcrite par rapport à comA). Le promoteur de cette 

cassette de résistance est très faible et il a été montré que son expression était dépendante de 

l’expression du gène dans lequel il est inséré (Martin et al., 2000). Si CodY réprime la 

compétence, alors dans le mutant codY, le niveau d’expression des gènes précoces (dont 

comA) sera augmenté. Alors l’expression de la cassette de résistance à l’érythromycine sera 

diminuée, et les transformants comA::eryA n’auront pas une croissance normale sur boite 

contenant de l’érythromycine. La figure 35 présente les résultats obtenus.  

La souche sauvage, la souche D39cpscodY et son dérivé codY+ acceptent avec une 

fréquence équivalente la mutation comA::eryA. Ceci confirme les résultats obtenus à la figure 

34 et montre que l’induction de la compétence n’est pas nécessaire à la suppression. En 

revanche, on voit clairement que les colonies obtenues dans la souche D39cpscodY sont 

extrêmement petites. Ce résultat indique que dans cette souche l’expression de la cassette de 

résistance à l’érythromycine est faible et par conséquent, celle de comA est augmentée. 

L’expression du gène comA est augmentée dans le mutant codY. En revanche, pour la souche 

qui porte les deux suppresseurs mais qui est codY+, la taille des colonies est équivalente à 

celles de la souche sauvage. Il semble donc que la réduction de l’expression du gène comA 
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soit essentiellement due à l’absence de CodY. Il semble donc que CodY ait un effet négatif 

sur l’expression du gène comA, et par conséquent sur la compétence.  

 

 

Figure 35 : Effet de comA::eryA sur la viabilité des souches codY-socY 
A. Transfert de comA::eryA dans les souches codY-socY. L’ADN de la souche R1926 
(comA::eryA  str41) a été utilisé comme donneur pour la transformation des souches wt, 
TD82 ; codY-socY (fatCC496T ; amiCG1459T), TD83 ; socY (fatCC496T ; amiCG1459T), TD96. B. 
Les boites de transformation (sélection EryR) ont été photographiées après 48h de croissance à 
37°C. Les colonies codY-socY-comA::eryA sont très petites et ne se développent pas même 
après 72h. 
 

 Des expériences complémentaires seront nécessaires pour confirmer cet effet. Le suivi 

de l’expression de comA par une fusion transcriptionnelle entre comA et le gène de la 

luciférase pourrait permettre de confirmer les résultats de cette expérience. De plus 

l’expression du gène comA étant sous la dépendance de ComE, le suivi de l’expression de 

comCDE pourra nous permettre de savoir si cette régulation est dépendante de ComE et/ou du 

CSP.  

 Pour finir, il serait intéressant de savoir si la protéine CodY est capable de retarder sur 

gel une sonde portant la région promotrice des gènes comA et comC. Cette expérience 

permettrait de déterminer si le rôle répresseur de CodY est direct ou indirect. 
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 La protéine CodY semble être un répresseur de la compétence. Ceci est en accord avec 

notre modèle de départ faisant intervenir le transport de peptides via Ami/Obl dans la 

régulation. Cependant, il reste encore beaucoup de travail pour démontrer cet effet. 
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III) Matériel et méthodes 
 

Souches, plasmides et oligonucléotides utilisés : 

 

Souche               Génotype/description Référence 
Streptococcus 
pneumoniae 

  

D39cps D39 cps::kan ; KanR (Hendriksen et al., 

2007)  

D39cpscodY D39 cps::kan codY::trim (amiCG1459T fatCC496T) ; 

KanR, TrimR, (MtxR) 

(Hendriksen et al., 

2007) 

R246 R800 mais hexA3::ermAM ; EryR (Mortier-Barrière et 

al., 1998) 

R304 dérivé R800, nov1, rif23, str41 ; NovR, RifR, StrR (Mortier-Barrière et 

al., 1998) 

R800 dérivé R6  (Lefèvre et al., 

1979) 

R1501 R800 mais comC0 (Dagkessamanskaia 

et al., 2004) 

R1502 R1501 mais ssbB::luc (ssbB+) ; CmR (Dagkessamanskaia 

et al., 2004) 

R1926 R800 mais comA::eryA str41 ; EryR, StrR Ce travail 

R2438 R1501 mais codYspc/+ str41 ; KanR, SpcR, StrR 
(Caymaris et al., 

2010) 

R2597 R1502 mais codY+, ?::?codY::trim?::? ; CmR, TrimR Ce travail 

R2641 R895 mais kan90C::codY+ str41 ; CmR, KanR, StrR Ce travail 

R2644 R895 mais spc90C::codY+ str41 ; CmR, SpcR, StrR Ce travail 

R2994 R800 mais comA::spc42 str41 ; SpcR, StrR,  Ce travail 

R3021 R1501 mais ccpA::kan1A ; KanR Ce travail 

R3015 R1501 mais glnR::kan22C ; KanR Ce travail 
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R3022 R1501 mais codY::trim, ?::?codY+?::? ; CmR, TrimR Ce travail 

R3023 R1501 mais codY::trim, ?::?codY+?::? ; CmR, TrimR Ce travail 

TD80 D39cps mais aliA+   
(Caymaris et al., 

2010) 

TD80 D39cpscodY (socY) mais str41 ; KanR, StrR, TrimR  
(Caymaris et al., 

2010) 

TD81 TD80 mais codY::spc3A ; KanR, SpcR, StrR  
(Caymaris et al., 

2010) 

TD82 D39cps mais ssbB::luc (ssbB+) ; CmR, KanR 
(Caymaris et al., 

2010) 

TD83 
D39cpscodY mais ssbB::luc (ssbB+) ; CmR, KanR, 

TrimR 

(Caymaris et al., 

2010) 

TD84 D39cps mais amiC9 ; KanR, MtxR Ce travail 

TD97 TD83 mais codY+ ; KanR 
(Caymaris et al., 

2010) 

TD139 D39cps mais hexA3::ermAM ; EryR, KanR Ce travail 

TD129 D39cps mais fatC::spc23C ; KanR, SpcR Ce travail 

TD130 TD129 mais amiC9 ; KanR, MtxR Ce travail 

TD131 TD129 mais fatC::cm23C ; CmR, KanR Ce travail 

TD132 TD129 mais fatC::cm23C ; CmR, KanR, MtxR Ce travail 

TD141 TD131 mais hexA3::ermAM ; CmR, EryR,  KanR Ce travail 

TD142 TD132 mais hexA3::ermAM ; CmR,EryR, KanR, MtxR Ce travail 

TD143 TD84 mais hexA3::ermAM ; EryR, KanR, MtxR Ce travail 

TD169 TD41 mais codYery/+; KanR, EryR Ce travail 

TD170 D39cps mais str41; KanR, StrR Ce travail 
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oligonucléotides Séquence ; gène ; position  

AmiF1 GCCTTGCTTTCAGCGGTACCAAT ; amiF ; +789 (Caymaris et al., 
2010) 

CodY1 
CAAGGATCAGTTTTCCCATATTTTCG ; codY ; 

+1636 
(Caymaris et al., 
2010) 

CodY2 CTTCGTGTCCTTCGTGACTTTA ; codY ; -1004 (Caymaris et al., 
2010) 

CodY4 CAGAGGAGCAGTTGCAGGATG ; codY ; +73 Ce travail 

CodY6 GTTAAGAAGCTGAATCCCAACAAC ; codY ; +480 Ce travail 

CodY10as AATGCCGACAGTGAGGGCAG ; codY ; +5866 Ce travail 

CodY10s ATAGACCGCATGGTTTACCC ; codY ; -5074 Ce travail 

CodYatg 
tgaatcATGaCACATTTATTAGAAAAAACTAG ; 

codY ; 0 
(Caymaris et al., 
2010) 

CodYstop 
aaattggatccTTTGTCATTAGTAATCTCTTTTC ; codY 

; +797 
(Caymaris et al., 
2010) 

CodYrbs 
atcctcatGATTAAATTCGAGGTGAAAAATGGC ; 

codY ; -20 
Ce travail 

CcpA1 CTCAAACGGAACTATTCGAAACTA ; ccpA ; -530 Ce travail 

CcpA2 GCTCAAAAATTAGAAAGCCTTCTG ; ccpA ; +1496 Ce travail 

FatC1 TAAAAGCAAACATACCAAGC ; fatC ; +8 (Caymaris et al., 
2010) 

FatC2 TAAAGAATAAGAAGCCACCC ; fatC ; +928 (Caymaris et al., 
2010) 

GlnR1 ATGGACGCTATCGTGAAACAACC ; glnR ; -922 Ce travail 

GlnR2 GCGTTATTTCCTTCTGCATCAAAC ; glnR ; +1169 Ce travail 

Kan1 ATCATGTCCTTTTCCCGTTCCAC ; kan; +191 (Caymaris et al., 
2010) 

MP188 TTCATTTTCACCAACCAGGTTAC ; codY; +1032 (Caymaris et al., 
2010) 
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MP189 ATTGGCTGCTGAGTTTACTCCAG ; codY; -618 (Caymaris et al., 
2010) 

Trim1 GGTTTGGTAAGGGCTTGCCTAT ; dfr13; +187 Ce travail 

Trim2 GGAGCCGAGGTATATGCGCT ; dfr13; +309 Ce travail 

s1440_1 CGACCTCCCTTAGCTTTACC ; spr1440 ; +593 Ce travail 

s1440_2 GTTGCGACAGACGTTGCAGC ; spr1440 ; +93 Ce travail 

scodY1 GGTGACAGCAGTACGACGAC ; codY; +51 Ce travail 

scodY2 TTACATCAATTTTGAAACGC ; codY; +511 Ce travail 

sentB1 CATTTTCACCAACCAGGTTA ; entB ; +1379 Ce travail 

sentB2 GATGCCATTAGCAAGGTAAC ; entB ; +879 Ce travail 

strim1 CCGGTACCGTTACGACGCGC ; dfr13; +500 Ce travail 

strim2 ATGAACCCGGAATCGGTCCG ; dfr13; 0  Ce travail 

Table 4 : souches, plasmides et oligonucléotides utilisés dans cette étude 
ApR, résistance à l’ampicilline ; CmR, résistance au chloramphénicol ; EryR, résistance à 
l’érythromycine ; KanR, résistance à la kanamycine ; MtxR, résistance au methotrexate ; NovR, 
résistance à la novobiocine ; RifR, résistance à la rifampicine. SpcR,  résistance à la 
spectinomycine ; StrR, résistance à la streptomycine ; TrimR, résistance au triméthoprime. 
Les minuscules indiquent l’extension qui a permis l’introduction de sites de restriction (NdeI, 
BamHI, respectivement, dans CodYatg et CodYstop; séquence soulignée) dans 
l’oligonucléotide. Les codons d’initiation et les codons stop sont en gras. La position des 
oligonucléotides est donnée par rapport à l’ATG du gène correspondant ; - et + indique en 
amont et en aval respectivement. C et A indiquent, respectivement, l’orientation co-transcrite 
et antitranscrite de la cassette de résistance aux antibiotiques des transposons insérés par 
rapport au gène ciblé.  
 

Milieux et conditions de culture : 

 La composition des milieux C+Y, THY (pH ajusté à 6.8) et Gélose D est décrite par 

G. Alloing (Alloing et al., 1996) ; Luciférine (D-Luciferin firefly, Euromedex, ref 8240B) : 

solution à 2.7 mg/mL préparée en milieu C+Y ; CSP : solution mère de CSP1 synthétique à 

100 µg/mL en sodium acétate conservée à –20°C ; Antibiotiques : sélection sur boite : 

kanamycine (SIGMA) utilisée en solution aqueuse à 250 µg/mL, spectinomycine (SIGMA) 

  105



  Chapitre 3 

utilisée en solution aqueuse à 100 µg/mL, streptomycine (SIGMA) utilisée en solution 

aqueuse à 200 µg/mL ; Sérine hydroxamate : gamme préparée à partir d’une solution aqueuse 

mère à 2 mg/mL ; triméthoprime (SIGMA) utilisé en solution 100% DMSO à 20 µg/mL.   

 

Mutagenèse mariner:  

Les gènes d’intérêt : ccpA et glnR ont été amplifiés par PCR fidèle avec la Phusion 

(Ozyme) et les couples d’oligonucléotides CcpA1/CcpA2, GlnR1/GlnR2  respectivement 

ccpA, glnR. Les produits PCR purifiés ont été soumis à la mutagenèse mariner (Prudhomme 

et al., 2007). Les produits de mutagenèse ont ensuite été transformés dans la souche R1501. 

 

Transformation : 

Les méthodes de préparation des cellules sont décrites dans (Martin et al., 1995). Les 

cellules sont mis en croissance dans du milieu C+Y (ajusté à pH6.8) jusqu’à une DO (à 

550nm) d’environ 0.4, les cellules sont alors lavées et reprises dans du milieu C+Y (pH6.8) 

contenant 15 % de glycérol. La préculture est ensuite conservée à -80°C. La préculture est 

ensuite ensemencée au 1/100ième dans du milieu C+Y (pH6.8) et la croissance est menée 

jusqu’à une DO (à 550nm) d’environ 0.15. La culture est ensuite concentrée 10 fois dans du 

milieu C+Y (pH6.8) contenant 15 % de glycérol. Les cellules précompétentes sont alors 

aliquotées et conservée à -80°C  La transformation de S. pneumoniae est décrite dans (Martin 

et al., 2000). Les cellules précompétentes sont diluées 10 fois dans du milieu C+Y contenant 

100ng/mL de CPS1 et incubées 10 minutes à 37°C. Les cellules sont ensuite mis en présence 

d’ADN et incubées pendant 20 minutes à 30°C. Une étape d’expression phénotypique est 

réalisée dans la masse de gélose D contenant 4.5 % de sang de cheval défibriné pendant 2h à 

37°C. Ensuite une deuxième couche de gélose D contenant l’antibiotique adapté est ajoutée à 

la première. Les cellules sont ensuite incubées toute la nuit à 37°C. Dans le cas d’une 

expression phénotypique liquide, après incubation des cellules en présence d’ADN, les 

cellules sont diluées 20 fois dans du milieu C+Y et incubées environ 4h à 37°C, puis étalées 

dans la masse de gélose D contenant 4,5% de sang et l’antibiotique adapté, et sont incubées 

toute la nuit à 37°C. 

 

Localisation des insertions : 

Les insertions des minitransposons sont localisées par PCR avec Taq Core (Q-biogen) 

et les oligonucléotides MP127/CcpA1, MP127/GlnR1 pour les gènes ccpA et glnR 

respectivement. L’orientation du transposon est ensuite réalisée par PCR avec Taq Core et un 
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couple d’oligonucléotides contenant MP128 et un des deux oligos ayant servi à amplifier le 

gène à muter. Les produits PCR ont ensuite été séquencés et les insertions localisées 

précisément. 

 

Echange de cassette de résistance  

Le plasmide pR409  a été linéarisé par digestion (BsaI) puis purifié sur gel 

(QIAQUICK PCR purification kit, Qiagen). L’ADN ainsi obtenu a été transformé dans la 

souche R2438 et les transformants sélectionnés sur boite contenant de l’érythromycine. 

 

Test de la stabilité génétique des différents contextes suppresseurs  

Ce test est réalisé à partir des différents mutants obtenus par transformation des souches 

sauvages R1501 et D39cps par l’ADN chromosomique des souches TD80 ou TD81 

Figure 36 : test de stabilité du contexte 
suppresseur 

A. Les différents mutants sont transformés 
par l’ADN chromosomique des souches 
R2641 (kan90C::codY+) ou R2644 
(spc90C::codY+). Les mutants obtenus étant 
KanR (ou SpcR) et TrimS portent le 
minitransposon et le gène codY sauvage. 
Les mutants portant une structure génétique 
non stable (e.g. duplication de la région 
codY) portent donc deux copies de codY 
sauvage. B. Ces mutants ne portant plus de 
mutation dans codY, il n’y a donc plus 
aucune pression de sélection qui permet de 
conserver cette structure particulière. Cette 
structure est alors perdue au cours des 
générations. 
C. Les transformants codY+ sont alors 
transformés par l’ADN de la souche TD80. 
Les mutants stables qui portent des 
mutations suppresseurs (étoiles vertes) dans 
le génome vont permettre la réintégration de 
la mutation codY à haute fréquence. En 
revanche, les mutants codY+ qui n’avaient 
pas une structure stable ne pourront pas 
réintégrer la mutation codY à haute 
fréquence, car la structure qui permettait de 
compenser l’absence de CodY a été perdue 
au cours des générations. 
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Construction de la souche TD97 

La souche TD83 a été transformée avec un fragment PCR amplifié avec les 

oligonucléotides CodY1/CodY2 sur la souche R304. Les transformants ont été striés sur boite 

contenant du triméthoprime et sur boite sans sélection. Les transformants sensibles au 

triméthoprime ont été sélectionnés et vérifiés par PCR. Un de ces clones a été nommé TD97 

 

Etude de la structure génomique par champs pulsés 

Les souches ont été cultivées en THY jusqu’à une DO de 0,2, puis lavées dans un 

tampon TEE (Tris (pH9) 10mM, EDTA 100mM, EGTA 10mM) et concentrées à DO ~1,6 en 

TEE. Les cellules ont ensuite été mélangées (1V/1V) avec du LMP (Low Melting Point) 

agarose 2% (dans TEE) et déposées dans les moules rectangulaires d’environ 100µl. Une fois 

les blocs de cellules polymérisés, les blocs sont traités par 2.5ml (pour environ 10 blocs) de 

TEE contenant 0,05% de Sarcosyl et 0,2% de DOC (Déhoxycholate) pendant 2 à 3h à 37°C. 

Les blocs sont ensuite transférés dans 2.5 ml de tampon de lyse (TEE, 1%SDS, 1mg/ml 

Protéinase K) et incubés toute la nuit à 55°C. La protéinase K est ensuite inactivée par un 

lavage des blocs pendant 1h à température ambiante dans un bain de 30 ml de TE1X (Tris 

pH8 100mM, EDTA 10mM) contenant 0.1 mM de PMSF (Phenyl Methyl Sulphonyl 

Fluoride). Les blocs sont ensuite dialysés 3 fois dans un bain de 30 ml de TE1X pendant 1h à 

température ambiante.  

Un tiers de bloc (environ 35µl) a été transféré dans un tube contenant 250µl de 

Tampon NEB4 1X contenant 0,1 mg/ml de BSA et digérés par ajout de 250 U/ml de SmaI, 

ApaI ou SacII et incubés toute la nuit à 37°C (SacII) ou à 25°C (SmaI, ApaI). La réaction de 

digestion a été arrêtée par transfert des blocs dans 1ml de TE10/50 (Tris pH8 10mM, EDTA 

50mM). Les blocs digérés ont été déposés dans un gel TBE (0.05M) 1% agarose. La 

migration a été réalisée à 275V en champs pulsé (CHEF : Contour-clamped Homogeneous 

Electric Field) 8s n/s, 8s e/w pendant 13h30, ou 4s n/s, 4s e/w pendant 13h. Les gels ont 

ensuite été colorés au BET. 

Les gels ont été plongés dans un bain de 800 ml de NaOH 0,5 M, NaCl 0,15 M 

pendant 1h à température ambiante puis transférés dans un bain de Tris-Cl pH 7,5 ; 0,5 M, 

NaCl 0,15 M pendant 1h à température ambiante. Les gels ont ensuite été séchés pendant 45 

min à 60°C et placés dans des bouteilles à hybridation contenant 25 ml de tampon 

d’hybridation (6X SSC, 5mM EDTA, 0.1%SDS, 2,5% lait, 50% Formamide) puis mis dans le 

four à hybridation pendant 45 min à 42°C. 25 ng de sondes sont marqués au 32P -dATP 

grâce au kit mégaprime DNA labelling system (Amersham). 25ng de sonde marquées (et 7-10 
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ng de marqueur lambda (Sigma) et gene ruler (Promega) marqués à la première hybridation) 

ont été ajoutés dans la bouteille contenant le gel et le tampon d’hybridation. L’hybridation se 

fait sur la nuit dans le four à hybridation à 42°C. Deux lavages sont effectués avec 30ml de 

SSC 2X, SDS 0,1% à température ambiante pendant 20 min. Et deux autres lavages sont 

effectués avec 30ml de SSC 0,1X, SDS 0,1% à 60°C pendant 20 min. Les gels hybridés sont 

alors révélés au PhosphorImager. 

Les sondes ont été amplifiées par PCR sur la souche sauvage avec les paires 

d’oligonucléotides scodY1/scodY2 (sonde codY), s1440_1/s1440_2 (sonde 1440), 

sentB1/sentB2 (sonde entB) et sur la souche TD80 avec la paire d’oligonucléotides 

strim1/strim2 (sonde trim). 
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La bactérie Streptococcus pneumoniae est un pathogène majeur qui provoque de 

nombreuses maladies (World Health Organization, 2007). La lutte contre S. pneumoniae 

passe par l’utilisation d’antibiotiques et la vaccination. Ces deux stratégies se heurtent à la 

grande variabilité génétique de cette bactérie due à la transformation naturelle. Chez S. 

pneumoniae, la transformation naturelle est possible lors d’un changement d’état 

physiologique transitoire finement régulé appelé compétence. (Claverys et Håvarstein, 2002). 

Au cours de ma thèse, je me suis intéressée aux mécanismes permettant l’initiation de 

la compétence, et plus particulièrement aux effets du métabolisme central sur ce phénomène. 

L’observation que le transporteur d’oligopeptides Ami/Obl est impliqué dans la répression de 

la compétence, nous a amené à penser que le métabolisme pourrait être perçu par les 

mécanismes déclenchant la compétence (Alloing et al., 1998), et deux candidats ont été 

retenus : le ppGpp et CodY. Leur rôle dans la régulation de la compétence a été analysé. 

 

I) Rôle du ppGpp dans la régulation de la compétence 
 

Pour étudier le rôle du ppGpp dans la compétence, nous avons utilisé la sérine 

hydroxamate. Cette molécule étant capable chez E. coli d’induire une augmentation drastique 

de la concentration intracellulaire en ppGpp (Tosa et Pizer, 1971b ; Tosa et Pizer, 1971a), 

nous avons émis l’hypothèse que cette molécule aurait le même effet chez S. pneumoniae. Les 

résultats obtenus (chapitre 1) montrent que cette molécule est capable d’induire la compétence 

du pneumocoque.   

I.1) Production de ppGpp chez S. pneumoniae 
Quand mes travaux sur l’implication du ppGpp dans la régulation de la compétence 

ont été réalisés, aucun article n’était paru sur la réponse stringente chez S. pneumoniae. Nous 

avons remarqué que les deux gènes rshA et rshQ sont impliqués dans la synthèse de 

ppGpp comme publié récemment chez S. mutans (Lemos et al., 2007). La protéine RshA, qui 

contient les domaines de synthèse et de dégradation du ppGpp ainsi que des domaines de 

régulation, est responsable de la synthèse majoritaire de ppGpp (Kazmierczak et al., 2009). La 

protéine RshQ, qui est une protéine de petite taille qui contient uniquement le domaine de 

synthèse, est capable de produire du ppGpp (Battesti et Bouveret, 2009). Nous avons montré 

qu’en milieu carencé en présence de sérine hydroxamate à forte concentration, RshA 

synthétise du ppGpp. Dans ces conditions, aucune activité de synthèse de ppGpp n’a pu être 

  111



  Conclusion 

mise en évidence pour RshQ. Les conditions utilisées ne sont probablement pas optimales 

pour révéler l’activité de synthèse portée par RshQ. Des expériences complémentaires de 

dosage de ce nucléotide devront être menées dans différentes conditions de culture pour 

révéler l’activité de RshQ. Par exemple, le dosage du ppGpp au cours de la croissance du 

mutant rshA en milieu C+Y devrait pouvoir révéler la synthèse de ppGpp par RshQ. 

I.2) ppGpp un activateur de la compétence 
Nous avons également montré que l’induction de la compétence en réponse à la sérine 

hydroxamate n’est pas uniquement médiée par le ppGpp. En effet, la SHX est encore capable 

d’induire la compétence dans une souche double mutante rshA rshQ. Cependant l’observation 

que la cinétique d’induction de la compétence en réponse à la SHX est ralentie dans la souche 

incapable de produire du ppGpp montre que le ppGpp est un agent activateur de la 

compétence. Le ppGpp semble « accélérer » la réponse. En outre, le niveau basal d’expression 

des gènes de compétence est légèrement diminué dans le double mutant rshA rshQ. 

Le ppGpp joue probablement un rôle activateur de la compétence en augmentant 

l’expression basale des gènes de compétence. Ceci est cohérent avec l’augmentation de 

l’expression des gènes comA et comC en réponse à la muporicine (Kazmierczak et al., 2009). 

Or, il a été démontré qu’une augmentation du niveau basal d’expression des gènes de 

compétence est responsable de l’initiation de la compétence dans des milieux où la souche 

sauvage en est incapable (Martin et al., 2000).  

I.3) Particularité du mutant rshA 
Le mutant rshA a un phénotype particulier. La croissance de ce mutant est ralentie. 

L’étude récente de mutants rshA montre qu’en milieu riche la croissance de rshA est sauvage. 

En revanche, en milieu minimum, ce mutant est incapable de croître (Kazmierczak et al., 

2009). Il est envisageable, que dans le milieu C+Y utilisé dans notre étude, un composé limite 

la croissance du mutant rshA.  

En outre, ce mutant a un phénotype cup (competence up). Dans ce mutant rshA, seule 

la protéine RshQ est capable de produire du ppGpp. Cette protéine produit probablement du 

ppGpp en réponse à différents signaux au cours de la croissance. En l’absence de RshA, le 

ppGpp produit ne peut pas être dégradé (RshQ ne porte pas le domaine de dégradation). Ceci 

augmente la concentration en ppGpp dans la cellule. Le ppGpp étant un agent inducteur de la 

compétence, celle-ci est donc déréprimée dans le mutant rshA. 
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I.4) Différents modèles de mode d’action du ppGpp sur l’induction de la 
compétence 

Lorsque la compétence est induite par la sérine hydroxamate, l’induction se fait de 

manière plus précoce dans la souche sauvage que dans la souche incapable de produire du 

ppGpp. Le ppGpp semble activer la boucle autocatalytique qui aboutit à l’induction de la 

compétence. Cette action peut être médiée de différentes manières : soit en activant 

l’expression de comCDE ou de comAB, soit en provoquant dans la cellule des changements 

qui engendrent à leur tour l’induction de la compétence. 

Chez E. coli, le ppGpp est responsable de la diminution de la transcription des ARN 

ribosomiques (Krásnỳ et Gourse, 2004). L’ARN polymérase est alors disponible pour la 

transcription d’autres gènes. Les gènes de compétence en font peut-être partie chez S. 

pneumoniae.  

Le ppGpp est une alarmone capable de produire un changement global dans le profil 

d’expression des gènes et dans la physiologie de la cellule chez E. coli (Cashel et al., 1996). 

Par exemple, la production de ppGpp a pour conséquence de faire diminuer la concentration 

de son précurseur le GTP. De plus, le ppGpp est capable d’inhiber la synthèse de GTP 

(inhibition de l’IMP déshydrogenase chez B. subtilis (Ochi et al., 1982)). Dans des mutants de 

S. pneumoniae  de gènes impliqués dans la synthèse de GTP : guaA et guaB, la compétence 

est déréprimée (Marc Prudhomme, communication personnelle). De plus, l’utilisation de 

décoyinine (agent permettant d’inhiber la synthèse de GTP) conduit à l’induction de la 

compétence. Le GTP pourrait donc être un signal permettant de réprimer la compétence.  

En outre, le ppGpp est également capable de bloquer la réplication au niveau de 

l’initiation chez E. coli (Chiaramello et Zyskind, 1989) et de l’élongation chez B. subtilis 

(Wang et al., 2007).  Il est donc possible que le blocage de la réplication soit un signal 

permettant l’induction de la compétence. Des expériences préliminaires réalisées au 

laboratoire montrent que certaines molécules capables de bloquer les fourches de réplication 

sont capables d’induire la compétence (Vanessa Khemeci, communication personnelle). 

Des expériences complémentaires seront nécessaires pour répondre à ces questions, 

des études de transcription in vitro en présence de ppGpp ou de GTP pourront être utiles pour 

élucider ce mécanisme. 

 
 Le ppGpp a donc un effet activateur de la compétence. Le mécanisme de cette 

régulation reste encore à élucider.  
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II) Rôle de CodY dans la régulation de la compétence 

II.1) codY est un gène essentiel 
Pour déterminer le rôle de CodY dans la régulation de la compétence, nous avons 

essayé d’obtenir un mutant codY. Mes travaux montrent que codY est un gène essentiel chez 

S. pneumoniae R800, et D39. R800 et D39 étant des descendants d’un même isolat clinique, il 

serait intéressant de savoir si cette propriété est commune à tous les contextes génétiques de S. 

pneumoniae. De plus, chez différentes espèces de microorganismes, des mutants de ce gène 

ont pu être obtenus.  

Le régulon CodY a été déterminé chez S. pneumoniae à l’aide d’une souche mutante 

pour codY (Hendriksen et al., 2007). Nous avons démontré que cette souche porte deux autres 

mutations dans les gènes amiC et fatC qui permettent de compenser l’absence de CodY. Il est 

donc envisageable que chez d’autres espèces assez proches de S. pneumoniae, le gène codY 

soit essentiel, mais que cette propriété ait été masquée par la présence de mutations 

suppresseurs dans les souches mutantes. 

II.2) Viabilité des mutants codY 
L’essentialité de codY suggère que ce régulateur contrôle des gènes dont la fonction 

est cruciale pour la survie de S. pneumoniae. CodY réprime fat, opéron impliqué dans le 

transport du fer (Hendriksen et al., 2007). Dans un mutant codY, il y aura donc une 

dérépression de l’import du fer (Hendriksen et al., 2007). De plus, CodY réprime également 

ami, opéron impliqué dans le transport de peptides. Un transporteur de peptide homologue est 

également impliqué chez E. Coli dans l’utilisation du fer de l’hème (Létoffé et al., 2006). Il 

est donc possible que le transporteur Ami de S. pneumoniae soit également impliqué dans ce 

processus. Dans un mutant codY, la dérépression de ces deux opérons peut générer un grand 

stress oxydatif. 

 CodY est également impliqué dans l’activation du gène dpr. Dpr est une protéine 

impliquée dans la résistance au stress oxydatif (Pulliainen, 2002). Dans un mutant codY, la 

quantité de Dpr est diminuée. Si on considère la surexpression de l’export du fer et la 

diminution de la quantité de protéine Dpr dans un mutant CodY, le stress oxydatif engendré 

doit être suffisamment intense pour inhiber la croissance de S. pneumoniae. L’inactivation des 

opérons fat et ami semble donc être un moyen suffisant pour réduire l’import de fer et le stress 

oxydatif. 
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II.3) Plusieurs contextes génétiques permettent de supprimer l’inviabilité 
des mutants codY 

 L’étude de différents mutants codY obtenus par transformation d’une souche sauvage 

dans deux contextes génétiques différents (R1501 et D39cps) par l’ADN de la souche 

D39cpscodY montre que les mutations amiCG1459T et fatCC496T ne sont pas les seules 

mutations capables de compenser l’absence de CodY. En effet, la majorité des mutants 

obtenus par cette technique ne portent pas les mutations fatC et amiC.  

II.3.1) Mérodiploïdie et essentialité de codY. 

Une partie des mutants codY portent également une copie sauvage de codY. Ces 

mutants qui portent une duplication du locus codY sont mérodiploïdes. Nous avons montré 

que les différents mutants mérodiploïdes ont une structure génétique différente. De plus, 

l’étude de la structure chromosomique de la souche mérodiploïde R2597 par deux méthodes 

montre que la duplication de la région codY contenue dans cette souche n’est pas stable et 

qu’elle peut être remaniée au cours de la croissance.  

 Le séquençage génomique de cette souche a permis de mettre en évidence l’étendue de 

la duplication. Une séquence répétée dans le génome de S. pneumoniae, IS861, est présente 

dans les régions qui bornent cette duplication. Il est possible que cette IS joue un rôle dans la 

formation de ces duplications. Des travaux supplémentaires seront nécessaires pour vérifier 

cette hypothèse. 

II.3.2) La mutation fatCC496T n’est pas essentielle pour compenser l’absence de CodY 
en contexte D39cps. 

 L’observation qu’aucun clone issu de la transformation de la souche D39cps par 

l’ADN D39cpscodY ne porte pas la mutation fatCC496T, suggère que cette mutation n’est 

pas essentielle pour compenser l’absence de CodY dans ce contexte. Ceci nous a conduit à 

vérifier si les deux mutations fatC et amiC sont nécessaires pour supprimer l’inviabilité de 

codY dans le contexte D39cps. Dans ce contexte, la mutation amiC est suffisante. 

 Alors pourquoi la souche D39cpscodY construite par W. Hendriksen porte-t-elle la 

mutation fatC ? Cette souche a été construite en transformant un fragment PCR contenant le 

marqueur cps::kan dans la souche D39codY. C’est donc dans un contexte D39 que le 

mutant codY a été construit et non pas en contexte D39cps. Il est probable que dans le 

contexte D39, la mutation fatC soit nécessaire (voir chapitre 2). La différence entre ces deux 

contextes est la mutation cps::kan. Cette mutation introduit 2 différences avec la souche 

D39 : une absence de capsule et une mutation dans le gène aliA. Comme démontré au chapitre 
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2, en contexte R800, les mutations amiC et fatC sont nécessaires. Or, la souche R800 est 

décapsulée tout comme Dcps mais ne porte pas de mutation aliA. La mutation aliA 

pourrait être responsable de ce phénotype particulier. Pour prouver cette hypothèse, il faudra 

déterminer l’effet des mutations fatC et amiC dans la suppression en contexte D39, D39 aliA, 

R800 aliA. 

 

II.3.3) Rôle de la compétence dans la suppression ? 

 Les mutations fatC et amiC, qui compensent l’absence de CodY, dérépriment la 

compétence. La compétence étant considérée comme une réponse générale au stress 

(Prudhomme et al., 2006 ; Claverys et al., 2006), son activation pourrait contrer le stress 

oxydatif présent dans les mutants codY. 

 Au cours de ces travaux, nous avons montré que l’inactivation de l’export de CSP 

n’est pas délétère pour la survie des mutants codY. Mais, les mutant fatC amiC codY sont 

peut-être capables d’induire la compétence de manière CSP-indépendante. Ce genre de 

phénotype a déjà été observé pour des mutants comD et comE (Martin et al., 2000 ; 

Echenique et al., 2000). De plus, une augmentation du niveau basal d’expression des gènes de 

compétence est peut-être suffisante pour protéger la cellule du stress oxydatif.  

II.3.4) D’autres contextes possibles ? 

 Cette analyse a également permis de mettre en évidence que certains mutants ne 

portent ni la mutation fatCC496T ni la mutation amiCG1459T. Ces clones sont peut-être mutants 

pour d’autres gènes du transporteur Ami et/ou pour d’autres gènes impliqués dans le transport 

du fer (chez S. pneumoniae 3 opérons sont impliqués dans l’import du fer). 

 De plus, au cours de ce travail, trois candidats supresseurs ont été testés : ccpA, 

rshA/rshQ et glnR. Aucun de ces trois mutants n’est capable de compenser l’absence de CodY 

en contexte R800. Or, un mutant glnR codY a été construit (Kloosterman et al., 2006). Ce 

mutant ne porte pas les mutations amiCG1459T et fatCC496T. Il est donc possible que la mutation 

glnR soit suffisante pour compenser l’absence de CodY. Si c’est le cas, cette suppression n’est 

possible qu’en contexte D39. En effet, mes travaux montrent qu’en contexte R800, glnR n’est 

pas suffisant pour compenser l’inviabilité des mutants codY.  

II.4) Effet de CodY sur la régulation de la compétence. 
 Les résultats contradictoires des expériences réalisées au chapitre 2 ne permettent pas 

de déterminer l’effet régulateur de CodY sur la compétence.  
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 De plus, une expérience préliminaire montre que dans un mutant amiC fatC codY, 

mais pas dans un mutant amiC fatC, l’expression du gène comA est augmentée. Il semble 

donc que CodY soit impliqué dans la répression de l’opéron comAB. Le taux d’expression de 

cet opéron est essentiel pour la régulation de la compétence. En effet, lorsque son expression 

est diminuée, la compétence est réprimée, et quand son expression est augmentée la 

compétence est activée (Martin et al., 2000). CodY semble donc être un répresseur de la 

compétence. Un suivi de l’expression de comA au cours de la croissance dans un mutant codY 

pourra confirmer ces observations préliminaires. De plus, des expériences de retard sur gel 

d’un fragment d’ADN portant le promoteur du gène comA en présence de la protéine CodY 

seront nécessaires pour déterminer si cette régulation est directe ou non.  

 

 Ce travail a permis de montrer que le ppGpp joue un rôle activateur de la compétence 

et que CodY la réprimerait. CodY et la réponse stringente sont toutes deux impliquées dans la 

réponse aux carences en acides aminés. Ces deux voies de régulation de la compétence sont 

probablement complémentaires de manière à réguler finement la compétence en fonction des 

différentes réserves en nutriments dans le milieu extérieur. Chez B. subtilis qui possèdent une 

protéine CodY réactive au GTP, la réponse stringente et la régulation par CodY sont 

interconnectées. En effet, la diminution du GTP induite par la réponse stringente permet la 

dérépression des gènes sous la dépendance de CodY (Inaoka et Ochi, 2002). Chez S. 

pneumoniae, cette interconnection est impossible car CodY n’est pas sensible aux 

changements de concentrations en GTP. En outre, il a été montré chez S. pyogenes que 

certains gènes sont régulés à la fois par CodY et la réponse stringente. C’est probablement le 

cas des gènes de compétence chez S. pneumoniae.  

Le ppGpp et CodY ne sont certainement pas les seuls signaux mis en jeu dans la 

régulation de l’initiation de la compétence. L’accumulation de CSP au cours de la croissance 

se fait probablement de manière plus ou moins passive, et certaines protéines régulatrices ou 

certains signaux comme le ppGpp ou CodY peuvent « accélérer » ou « freiner » cette 

accumulation. Ainsi, le niveau critique de CSP pour la mise en route de la boucle 

autocatalytique est atteint plus ou moins rapidement (figure 37). Ceci permet probablement 

une régulation multifactorielle de la compétence. De nombreux travaux supplémentaires 

seront probablement nécessaires pour établir une liste exhaustive des signaux impliqués dans 

la régulation de ce phénomène.  
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Figure 37 : signaux régulateurs de la compétence. 
Une boucle autocatalytique induit l’expression des gènes précoces dont comX. ComX active 
ensuite l’expression des gènes tardifs de compétence. La régulation de l’initiation de la 
compétence peut se faire à plusieurs niveaux. Les signaux régulateurs (éclairs rouge et vert) 
peuvent activer ou réprimer la compétence en agissant sur : 1 : la diffusion du CSP, 2 : la 
reconnaissance comD/CSP, 3 : la transduction du signal entre ComD et comE, 4 : l’activité 
d’activateur transcriptionnel de comE, 5 : la capacité de transport du CSP, 6 : la fixation du 
facteur sigma-X à l’ARN polymérase, 7 : l’activité transcriptionnelle du complexe ComX-
ARN polymérase. Le ppGpp joue un rôle activateur de la compétence. Il pourrait agir sur le 
transfert de signal entre ComD et ComE, sur l’expression des opérons comCDE et comAB, ou 
sur l’export du CSP. CodY pourrait réprimer la compétence. Elle pourrait diminuer le niveau 
d’expression de l’opéron comAB. 
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 ANNEXE A : induction de la compétence par différentes 
concentrations de sérine hydroxamate
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Figure A : Effet de l’ajout de 
différentes concentrations de sérine 
hydroxamate (SHX) sur l’induction 

de la compétence. 
L’induction de la compétence en 
réponse à la SHX a été suivie 
(Prudhomme et al., 2006). 
Le suivi de la compétence est réalisé 
grâce à une fusion ssbB::luc et exprimé 
en RLU/DO (échelle de gauche ; 
courbes vertes). Le suivi de la 
croissance est réalisé en mesurant la 
densité optique de chaque culture 
(échelles de droite ; courbes grises). 
L’ajout de SHX est réalisé au bout de 
70 minutes (indiqué par une flèche 
violette). 
L’ajout de SHX à 0.2 mg/ml n’a pas 
d’effet sur la croissance. Plus on 
augmente cette concentration plus la 
croissance est ralentie. 
L’ajout de SHX provoque une 
induction de la compétence très faible 
pour la concentration 0,2 mg/ml. Cette 
induction est plus forte quand on 
augmente la concentration de SHX. 
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Les souches sauvage TD82 (D39cps ssbB::luc), mutante TD83 D39cpscodY ssbB::luc et 

son dérivé codY+ (TD97) ont été cultivées en milieu THY jusqu’à une DO de 0,2. Les cellules 

ont été lysées et leur ADN digéré par les enzymes SmaI, ApaI et SacII. Les différents 

fragments obtenus ont alors été soumis à une électrophorèse en champs pulsés et des sondes 

radioactives spécifiques du locus codY ont été utilisées pour visualiser les fragments 

contenant codY sauvage et/ou mutant.  

Les résultats sont présentés à la figure B1.  

Le profil observé en coloration au BET correspond à celui que l’on attend d’après les 

données de séquençage (souche D39 (Lanie et al., 2006)) (voir figure B.2 présentant la carte 

génétique attendue pour la souche TD82 et son dérivé codY-). La seule différence que l’on 

note dans les profils sauvage et mutant est la disparition des bandes 4, 14 et 8 dans les 

digestions SmaI, ApaI et SacII respectivement au profit de l’apparition de bandes 4.1 et 4.2, 

14.1 et 14.2, et 8.1 et 8.2 dans les digestions SmaI, ApaI et SacII respectivement (voir figure 

B2 et table B1).  

 

TD82 
sonde codY trim entB 1440 

 n° attendu  obtenu ~ n° attendu obtenu ~ n° attendu obtenu ~ n° attendu obtenu ~
SmaI 4 224593 225000 - - - 4 224593 225000 4 224593 225000 
ApaI 14 44627 45000 - - - 14 44627 45000 14 44627 45000 
SacII 8 97504 97000 - - - 8 97504 97000 8 97504 97000 

             
TD83           
sonde codY trim entB 1440 

 n° attendu  obtenu ~ n° attendu obtenu ~ n° attendu obtenu ~ n° attendu obtenu ~
SmaI - - - 4.1 198858 200000 4.1 198858 200000 4.1 25726 25000 
ApaI - - - 14.2 35086 35000 14.2 9532 9000 14.2 35086 35000 
SacII - - - 8.1 78963 79000 8.1 78963 79000 8.1 18532 19000 

 
TD97           
sonde codY trim entB 1440 

 n° attendu  obtenu ~ n° attendu obtenu ~ n° attendu obtenu ~ n° attendu obtenu ~
SmaI 4 224593 225000 - - - 4 224593 225000 4 224593 225000 
ApaI 14 44627 45000 - - - 14 44627 45000 14 44627 45000 
SacII 8 97504 97000 - - - 8 97504 97000 8 97504 97000 

 
Table B1 : Taille des fragments attendus et obtenus à l’hybridation du gel en champs 

pulsé pour D39cps et D39cpscodY 
Obtenu : estimation sur gel, - : absence d’hybridation. 

 
 

L’insertion de la cassette de résistance au triméthoprime à la place du gène codY dans 

D39cpscodY induit l’apparition de nouveaux sites SmaI, ApaI et SacII. Dans le mutant 
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codY-, la bande de grande taille attendue pour codY est donc scindée en 2 fragments de taille 

inférieure au niveau du site de restriction introduit avec la cassette de résistance au 

triméthoprime. Ceci explique parfaitement les différences observées dans le profil de la 

souche D39cpscodY. 

Si la structure du mutant D39cpscodY est correcte, alors, l’hybridation des 

différentes sondes révélant spécifiquement codY sauvage, codY::trim et les deux gènes 

adjacents devraient révéler la disparition d’une bande par rapport au sauvage et l’apparition de 

2 autres fragments de taille inférieure.  

La sonde codY révèle la présence de codY sauvage dans la souche D39cps et dans la 

souche D39cps socY dans des fragments dont la taille correspond à la taille théorique (table 

B.1). De la même façon, la sonde trim ne révèle la présence de codY::trim que dans le mutant 

D39cpscodY.  Pour finir, l’hybridation des sondes spécifiques des gènes adjacents révèle 

bien les deux fragments que l’on attend dans le mutant D39cpscodY. 

Ces résultats sont tout à fait cohérents avec l’analyse théorique de la structure 

génomique de ces souches. Il n’y a donc pas de réarrangement majeur dans la souche 

donatrice. Seul un réarrangement mineur (moins de 10 kb) pourrait échapper au crible de ce 

test.   

 
 

 
 
 
 
 
 
 
Figure B.1 : Etude de la structure génomique de la souche D39cpscodY. 
A. Structure schématique du locus codY dans la souche sauvage. B. Structure 

schématique du locus codY dans la souche D39cpscodY. En bleu est représenté la zone 
remplacée dans codY::trim. L’installation de la cassette de résistance au triméthoprime (drf13) 
ajoute au locus des sites de restriction SmaI, ApaI, et SacII. Les traits de couleurs représentent 
les sondes qui ont été utilisées pour l’hybridation des gels en champs pulsés.  

C. D. E. Etude de la structure génomique de différentes souches. L’ADN de 
différentes souches a été digéré par l’enzyme SmaI (C), ApaI (D), et SacII (E). Les digestions 
ont été déposées sur gel TBE. Electrophorèse en champs pulsés a été réalisée sur 12h, 8s e/w, 
8s n/s. M : marqueur de taille Lambda Hind. Lignes 1, 1C, 1T, 1E, 1S : TD82 (D39cps). 
Lignes 2, 2C, 2T, 2E, 2S : TD83 (D39cpscodY). Lignes 3, 3C, 3T, 3E, 3S : TD97 (D39cps 
socY). Lignes 1, 2, 3 : coloration du gel au BET. Lignes 1C, 2C, 3C : hybridation de la sonde 
codY (violet). Lignes 1T, 2T, 3T : hybridation de la sonde trim (bleu). Lignes 1E, 2E, 3E : 
hybridation de la sonde entB (orange). Lignes 1S, 2S, 3S : hybridation de la sonde 1440 (vert) 
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Figure B.2 
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Figure B2 : Digestion de D39cps et D39cpscodY par SmaI, ApaI, et SacII. 

Pour chaque enzyme, la carte de restriction est représentée en noir pour la souche D39cps. 
Les fragments générés par l’intégration de la mutation codY::trim sont représentés en vert. 
Chaque tableau représente le numéro et les tailles des fragments attendus pour les deux 
souches. Le fragment inscrit en noir est celui qui contient le gène codY. La valeur inscrite en 
noir représente la taille du fragment contenant codY, celles inscrites en verts représente la 
tailles des deux fragment de la région codY::trim dans le mutant TD83. La flèche indique le 
fragment contenant le gène trim. 
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I) Qu’est que la mérodiploïdie 
Une souche mérodiploïde est une souche qui porte une duplication plus ou moins 

grande d’une partie de son génome soit sur la même molécule d’ADN soit répartie sur deux 

molécules. 

 Lors de l’étude de l’utilisation du lactose chez E. coli, un état hétérozygote spontané 

pour les gènes impliqués dans ce processus a été observé. Cette observation a conduit les 

auteurs à deux hypothèses : soit un état diploïde total soit un état hétérozygote partiel. L’étude 

du phénotype complet de ces souches et de leur descendance montre que cette hétérozygotie 

est partielle (mérodiploïde) et ne s’entend que sur un nombre limité de gènes (Lederberg, 

1949).  

 L’état mérodiploïde peut être obtenu par conjugaison (notamment avec le plasmide F). 

Le transfert d’ADN de la souche Hfr vers une souche F- peut aboutir à la formation d’une 

souche portant 2 copies d’une région plus ou moins grande du génome (Herman, 1968a ; 

Herman, 1968b). La transduction phagique est aussi une source de formation de souches 

mérodiploïdes (Hill et al., 1969). 

L’état mérodiploïde peut également être généré lors de transformations naturelles. 

Ceci a été démontré chez H. influenzae et S. pneumoniae. Ainsi, cet état permet à une souche 

de synthétiser une capsule de 2 types différents (Leidy et al., 1953 ; Austrian et Bernheimer, 

1959).  

L’état mérodiploïde n’est pas stable. Dans le cas de souches résistantes à certains 

antibiotiques la mérodiploïdie est perdue en absence de pression de sélection (e.g. résistance 

aux sulfamides (Kashmiri et Hotchkiss, 1975) ; résistance à la streptomycine et à 

l’érythromycine (Ravin et Takahashi, 1970)).  

 Des cas de mérodiploïdie sont également retrouvés dans des isolats naturels. C’est le 

cas de la souche de Photobacterium leiognathii mérodiploïde pour l’opéron lux-rib qui a été 

isolée dans les eaux du Japon (Ast et al., 2007). 

L’étude du mécanisme de transformation chez B. subtilis montre qu’il est possible de 

sélectionner des souches mérodiploïdes lors de tentatives d’inactivation de gènes essentiels 

(Niaudet et al., 1985). Dans cette étude, les auteurs montrent également que cet état 

mérodiploïde n’est pas stable au cours des générations si la pression de sélection n’est pas 

maintenue. Un modèle permettant la création de structures mérodiploïdes instables qui seront 

ensuite résolues en mérodiploïdes stables a même été proposé (Regamey et al., 2000).  
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II) Etude de la souche mérodiploïde R2597 
Le premier clone issu du transfert de codY::trim en contexte R1502 s’est révélé être 

mérodiploïde. Cette souche a été nommée R2597. La structure de cette souche a été analysée 

de manière plus poussée.  

Pour déterminer la stabilité génétique de cette souche, elle a d’abord été transformée 

par un fragment PCR contenant le gène kan90C::codY+ (figure C.1 A).  

 

 

Figure C.1 : analyse de la stabilité de génétique de la souche R2597 
A : Transfert de kan90C::codY+ dans la souche sauvage (R1502) et la souche R2597 ; ADN 
donneur R2641. B : transfert de codY::trim dans la souche TD95 (T : D39cps spc90C::codY+ 
socY(fatC amiC) ssbB::luc) et dans les clones codY+ issus de R2597 (1 à 8). ADN donneur TD80. 

 

La souche R2597 accepte le marqueur kan90C::codY+ avec la même efficacité que la 

souche sauvage. La présence de codY+ n’est donc pas délétère pour la souche R2597. Dix 

clones transformants ont été sélectionnés au hasard et 8 d’entre eux avaient incorporé le 

marqueur kan90C::codY+ et perdu codY::trim. Ces 8 transformants codY+ ont ensuite été 

transformés par l’ADN de la souche TD80. Les résultats sont présentés à la figure C.1 B. 

Contrairement à la souche TD95  utilisée comme contrôle pour le transfert de codY::trim , les 

8 clones codY+ issus de R2597 sont incapables de réintégrer la mutation codY à haute 

fréquence. Le contexte suppresseur de la souche R2597 n’est donc pas stable en absence de la 

pression de sélection appliquée par la mutation codY.  

La structure de cette souche a donc été étudiée plus en détails. 

 

II.1) Etude PCR 
La première étape de cette étude a été d’analyser R2597 par différentes amplifications 

PCR. La figure C.2 A expose les différents fragments amplifiés et la carte génétique des 
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structures codY sauvage et codY::trim. Lors de la construction de la délétion de codY, une 

partie de l’ORF de ce gène a été remplacée par une cassette de résistance au triméthoprime. 

La taille de la zone insérée est équivalente à celle délétée à 6 paires de bases près. Ceci 

complique légèrement l’analyse. En effet, les amplifications par les oligonucléotides 

extérieurs aux zones remplacées ont une taille différente de seulement 6 nucléotides entre la 

structure codY sauvage et codY::trim et ne sont pas discernables sur gel d’agarose (figure C.2 

B lignes 1, 3, 4, 5).   

 

 
Figure C.2 : Etude de la structure de la souche R2597 par PCR. 

A. Structure schématique attendue pour le locus codY::trim et le locus codY (wt). Les 
différentes bandes représentent les amplifications PCR réalisées (B). B. Vérification de la 
structure des souches TD80 et R2597 par amplification PCR avec les paires 
d’oligonucléotides codYrbs-codYstop (fragment/ligne 1 et B), codYatg-codYstop 
(fragment/ligne A), codY1-codY2 (fragment/ligne 2), MP188-MP189 (fragment/ligne 3), 
codY2-codYstop (fragment/ligne 4), MP189-codYstop (fragment/ligne 5), codYrbs-trim1 
(fragment/ligne C), trim2-codYstop (fragment/ligne D), codY4-codYstop (fragment/ligne E). 
M, marqueur de taille (2-log ladder) Panneaux de gauche : amplifications réalisées sur TD80. 
Panneaux de droite : amplifications réalisées sur R2597 
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 L’utilisation d’oligonucléotides spécifiques de codY sauvage et de la cassette de 

résistance au triméthoprime permet de distinguer les deux types de structures (figure C.2 

lignes 2, C, D, E).  

 Lorsqu’on utilise la souche TD80 comme matrice pour les amplifications PCR, on 

obtient le profil caractéristique pour une insertion simple du marqueur codY::trim et la 

délétion de l’ORF codY sauvage. Les amplifications réalisées avec des oligonucléotides 

externes à la zone d’insertion-délétion ainsi que celles réalisées avec des oligonucléotides 

internes au gène trim donnent des fragments dont les tailles correspondent aux tailles 

théoriques attendues. En outre, les amplifications réalisées avec des oligonucléotides 

spécifiques de l’ORF de codY sauvage ne donnent aucun fragment. Ceci confirme que la 

souche TD80 porte la mutation codY::trim mais ne porte pas le gène codY sauvage et valide 

l’approche. 

 En revanche, les amplifications réalisées à partir de la souche R2597 donnent toutes 

des fragments dont la taille correspond à celles attendues pour la structure codY::trim et codY 

sauvage. La souche R2597 porte une copie de codY mutée et une copie de codY sauvage. 

Cette étude confirme que la souche R2597 est mérodiploïde. 

 

Une étude plus précise de cette structure a donc été réalisée en utilisant la méthode 

d’électrophorèse en champs pulsés de l’ADN chromosomique digéré. Cette méthode 

permettant de séparer de très grands fragments d’ADN devrait nous aider à résoudre la 

structure de cette souche. 

 

II.2) Etude de la structure de la souche R2597 en champs pulsés 
 L’étude de la structure génomique a été réalisée sur la souche R2597 et sur sa parente 

R1502. Les cellules ont été cultivées en milieu THY jusqu’à une DO d’environ 0,2. Elles ont 

ensuite lysées. Leur ADN a été digéré par SmaI, ApaI et SacII. Les fragments ainsi générés 

ont été séparés sur gel d’agarose en champs pulsés (voir Matériel et méthode chapitre 3). Pour 

finir un hybridation sur gel a été réalisée avec des sondes spécifiques des gènes codY sauvage 

et trim. La figure C.3 présente la structure génomique des loci codY::trim et codY sauvage, 

ainsi que les résultats des gels d’électrophorèse en champs pulsés et des hybridations.  
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Figure C.3 : Etude de la structure génomique de R2597 en champs pulsés. 

A. Structure schématique du locus codY sauvage et codY::trim. L’intégration de la cassette de 
résistance au triméthoprime (trim) ajoute des sites de restriction SmaI, ApaI, et SacII. Les 
sondes utilisées pour l’hybridation des gels sont représentées par des traits violet et bleu. 
Hybridation avec la sonde codY (B) et trim (C). Les digestions ont été déposées sur gel TBE. 
La migration en champs pulsés a été réalisée sur 12h, 8s e/w, 8s n/s. M : marqueur de taille 
Lambda HindIII.  
 

 
 Les profils de digestion obtenus avec les trois enzymes correspondent aux fragments 

attendus pour la souche R1502 d’après les données de séquençage de la souche R6 (voir 

récapitulatifs des fragments attendus figure C.13 et table C.1). Mais si l’on compare les profils 

de R1502codY::trim avec le profil de la souche R2597 obtenus avec les trois digestions, on 

remarque que les fragments d’ADN n°4, 15 et 8 (pour SmaI, ApaI et SacII respectivement) 

sont toujours présents chez le mutant R2597 alors que ces fragments devraient être remplacés 

par 2 fragments de taille inférieure. 

De plus ces fragments sont révélés par hybridation avec la sonde codY sauvage (figure 

C.3 B et C). La souche R2597 porte une copie du gène codY sauvage comme nous l’avions 

déjà observé dans l’étude par PCR. Cette copie sauvage semble être au locus normal puisque 

les 3 fragments où hybride la sonde codY sont ceux que l’on attend pour un profil sauvage.  
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R1502 codY trim 
 n° attendu obtenu ~ n° attendu  obtenu ~ 

SmaI 4 224593 225000 - - - 
ApaI 15 44627 45000 - - - 
SacII 8 97504 97000 - - - 

       
R1502codY::trim/R2597 codY trim 

 n° attendu obtenu ~ n° attendu  obtenu ~ 

SmaI - - 
225000 
135000 

4,1 198858 200000 

ApaI - - 45000 15,2 35086 95000 
SacII - - 97000 8,1 78963 78000 

Table C.1 : Taille des fragments attendus et observés à l’hybridation du gel en champs 
pulsé pour R1502 et R1502codY::trim 

Les sondes utilisées sont inscrites en rouge. Les tailles des fragments sont indiquées en pb. La 
souche R1502codY::trim, est une souche théorique qui porterait une insertion simple de la 
mutation codY::trim. 
 

 

En outre, on remarque également sur le profil SmaI, un fragment supplémentaire 

d’environ 135 kb (flèche rouge) non prédit dans la structure théorique d’une souche 

R1502codY::trim (figure C.13). Ce fragment est également révélé par l’hybridation avec la 

sonde codY sauvage. La souche R2597 porterait 2 copies sauvages de codY dans son génome. 

Cependant, ce fragment de 135 kb est beaucoup moins intense que les autres fragments du 

profil. Ce fragment supplémentaire n’est probablement pas présent dans l’ensemble de la 

population mais seulement dans une fraction ayant subit un remaniement génomique au cours 

de la croissance. 

Le fragment à 224 kb révélé par l’hybridation par la sonde codY sauvage pour 

l’enzyme SmaI est beaucoup plus intense que celui de 135 kb (flèche rouge). Il est 

envisageable qu’une partie de 89 kb (= 224 kb – 135 kb) de ce locus soit spontanément délété 

au cours de la croissance (figure C.4). La partie conservée contient au minimum la zone 

comprise entre les sites SacII et ApaI autour de codY+ puisque qu’aucun fragment 

supplémentaire n’est révélé par hybridation de la sonde codY. La délétion de 89kb permet de 

« rapprocher » les deux sites SmaI autour de codY pour obtenir un fragment de 135kb.  
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Figure C.4 : Modèle de remaniement du locus codY+ dans une partie de la population 

R2597. 
Le locus contenant codY est représenté (partie haute) avec les différents sites de restriction 
SmaI, ApaI et SacII. La zone représentée en rouge correspond à la zone délétée de 89 kb.  
 

Les gènes contenus dans la partie de 89 kb délétés doivent être situés ailleurs dans le 

génome. En effet, un locus d’aussi grande taille contient très probablement des gènes 

essentiels et/ou des gènes très importants pour une croissance normale de S. pneumoniae.  

 
L’hybridation par la sonde trim, révèle des fragments de 200 kb, 95 kb et 78 kb pour 

les digestions SmaI, ApaI et SacII respectivement (flèches blanches). Les fragments SmaI et 

SacII correspondent à ce que l’on attend si la mutation codY::trim est localisée au locus 

normal dans le génome. Cependant, nous venons de voir que le gène codY sauvage se trouve à 

ce locus. En outre, le fragment ApaI ne fait pas la taille attendue pour une localisation 

normale de codY::trim. Ceci confirme que la mutation codY::trim est délocalisée dans le 

génome.  

Une grande portion d’ADN située autour de codY est dupliquée et délocalisée dans la 

souche R2597. Cette portion d’ADN porte la mutation codY::trim (figure C.5). La zone 

dupliquée contient au moins les deux sites SmaI et les deux sites SacII autour de codY (plus de 

200 kb) puisque les tailles des fragments révélés par la sonde trim sont celles attendues pour 
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la structure normale de codY::trim. De plus, le fragment ApaI révélé par l’hybridation de la 

sonde trim est plus grand que la taille attendue pour la structure normale. Ceci montre qu’un 

des deux sites ApaI n’est pas compris dans la zone dupliquée. De plus, la zone dupliquée s’est 

insérée à proximité d’un site ApaI de manière à créer un fragment d’environ 95 kb (figure 

C.5). 

 

 

Figure C.5 : Modèle de duplication du locus codY  portant codY::trim dans la souche 
R2597. 

Le locus contenant codY est représenté (partie haute) avec les différents sites de restriction 
SmaI, ApaI et SacII. La zone représentée en rouge correspond à la zone dupliquée (qui 
contient codY::trim). Les zones délimitées par les traits verts représentent les bornes possibles 
de duplication. La zone dupliquée, s’est installée quelque part dans le génome à proximité 
d’un site ApaI, on ne sait pas si les sites SacII et SmaI en grisé font partie de la duplication 
(partie basse). 
 

En résumé, la souche R2597 porte une copie de codY sauvage et une duplication de 

plus de 224 kb du locus codY qui porte la mutation codY::trim.  

Cette grande duplication vraisemblablement peu stable puisqu’au cours des 

générations, une zone de 89 kb est perdue. Cette zone a été délétée au niveau de la localisation 

normale de codY et non pas dans la zone dupliquée. 
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 De manière à étudier plus précisément le mécanisme qui a permis la formation de cette 

souche mérodiploïde, nous avons recherché les bornes de cette duplication. Pour cela, l’ADN 

génomique de la souche R2597 a été séquencé. 

II.3) Etude par séquençage génomique  
 Le séquençage génomique de la souche R2597 a été réalisé par une entreprise 

allemande (Agowa génomics) avec la méthode Roche 454 FLX whole-genome sequencing. 

Les différentes séquences ont été assemblées grâce au logiciel Roche 454 Newbler et 

organisées en contigs. Cette méthode permet le séquençage multiple de différents fragments 

de 3 kb permettant de couvrir plusieurs dizaines de fois le génome.  

 L’analyse des différents contigs obtenus pour la souche R2597, montre que cette 

souche porte à la fois une copie sauvage de codY et une copie mutante de ce gène (figure C.6). 

En effet, 2 contigs sont présents pour la région codY. Un contig contenant le gène codY 

sauvage, et un contig portant le gène codY::trim. 

Ces deux régions de très petite taille ne sont pas assemblées ni en amont ni en aval 

avec le reste de la séquence. En fait, le logiciel assemble la séquence en l’alignant sur le 

génome publié de la souche R6 (Hoskins et al., 2001). La séquence autour de codY sauvage et 

la séquence dupliquée contenant codY::trim sont homologues et ne forment qu’un seul et 

même contig. Mais lorsque l’assemblage arrive au niveau de codY, deux séquences sont 

possibles : soit codY sauvage ou soit codY::trim. A ce niveau, le logiciel n’arrive plus à 

assembler la séquence et met fin au contig. Deux nouveaux contigs sont alors assemblés : 

codY sauvage et codY::trim. Les bornes de ces deux contigs sont identiques et correspondent à 

deux mutations ponctuelles introduites par PCR au cours du clonage de codY::trim (figure 

C.6). 

 

Figure C.6 : Contigs contenant codY+ et trim retrouvés par séquençage génomique. 
Le séquençage génomique a permis de mettre en évidence la présence de codY+ dans un 
contig de 900 pb et du gène trim dans un contig de 894 pb codant la résistance au 
triméthoprime. Les zones délétées et ajoutées dans la construction codY::trim sont indiquées. 
Les différentes mutations retrouvées dans le contigs 43 sont annotées. Le changement GT-> 
AGC est apporté par l’ajout d’un site PstI dans la séquence. 
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 L’analyse des contigs confirme la présence de deux copies de codY (une sauvage et 

une mutante) mais ne donne pas d’indications sur les bornes de la duplication. 

 Une autre analyse a donc été effectuée. Lors du séquençage génomique, chaque 

nucléotide du génome est séquencé plusieurs fois. On peut donc créer un graphique 

représentant le nombre lectures réalisées pour chaque nucléotide positionné par rapport au 

génome séquencé de la souche R6 (figure C.7). Si une partie du génome est dupliquée, alors 

le nombre de séquences réalisées sur les positions de la zone dupliquée sera doublé par 

rapport au reste du génome. 

 

 

Figure C.7 : Séquençage génomique de la souche R2597 
Graphique représentant le nombre de lecture en fonction de la position sur le génome de R6. 
Une position sur cent est représentée. Une région de 107 kb encadrée en rouge contenant codY 
fléché en bleu est surreprésentée. Cette région est dupliquée. 

 

Sur le graphique de la figure C.7, le nombre de séquences réalisées aux différentes 

positions est assez stable sur le génome. Une partie de la séquence au niveau de la position 

1400000 est lue environ deux fois plus souvent que le reste du génome. Cette région porte le 

locus codY. Cette approche permet donc de définir de manière précise la séquence dupliquée 

de 107 kb. De manière remarquable, on trouve aux extrémités de cette séquence, une 

séquence d’insertion IS861. 
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Cependant, la région dupliquée est de 107 kb alors que l’étude par électrophorèse en 

champs pulsés avait prédit une duplication beaucoup plus grande (au moins 200 kb).  

Ceci peut s’expliquer par une instabilité de la duplication. En effet, nous avons vu au 

cours de l’étude génomique en champs pulsés que la duplication n’est pas stable et qu’un 

grand fragment de 89 kb est perdu au cours de la croissance. Pour réaliser ces deux études, le 

clone R2597 de départ a été cultivé de façon indépendante pendant un assez grand nombre de 

générations. Au cours de ces générations, la duplication portant la mutation codY::trim dans la 

souche R2597 de départ a pu être réduite jusqu’à 107 kb dans la culture ayant servi au 

séquençage génomique et passer de plus de 200 kb à environ 110 kb (= 200 kb – 90 kb) dans 

la culture ayant servi à l’étude en champs pulsés.  

De plus, une des bornes de la duplication trouvée par le séquençage génomique se 

trouve dans la région entre codY et le site ApaI comme on l’avait prédit avec l’étude en 

champs pulsés (voir figure C.4). 

 

Le séquençage génomique de la souche R2597 a permis de déterminer avec précision 

les bornes d’une duplication de la région contenant codY. Ce résultat ainsi que l’étude en 

champs pulsés d’autres clones mérodiploïdes permettront peut-être de déterminer le 

mécanisme qui permet la formation de mérodiploïdes. 

 

III) Formation de mérodiploïdes 
Des souches mérodiploïdes ont été obtenues par transformation avec l’ADN 

génomique des souches TD80 et TD81 (codY::trim et codY::spc) (25 mérodiploïdes sur 45 

clones). Il est donc possible que dans l’ADN donneur, un ou plusieurs fragments (qui ne 

portent pas les mutations fatC et amiC)  induisent la formation de mérodiploïdes.  

Pour tester cette hypothèse, nous avons décidé de transformer la souche sauvage 

R1501 (contexte R800) avec un fragment PCR purifié de 10 kb comportant la mutation 

codY::trim. Cette expérience a été réalisée en absence ou en présence d’ADN sauvage R800, 

ou d’ADN sauvage D39cps. Les résultats sont présentés dans la figure C.8. 
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Figure C.8 : Transfert de codY::spc ou codY::trim 
en présence d’ADN chromosomique. 

100 ng d’une amplification  PCR avec la paire 
d’oligonucléotides codY10s-codY10as (10kb environ) 
sur la souche TD80 ont été utilisés en tant que 
donneur pour la transformation de R1501, en 
l’absence ou en présence de 100 ng d’ADN R304 
(contexte R800) ou TD170 (contexte D39). 
Ce graphe représente le taux de transformation moyen 
et l’écart type pour 10 boites de transformation dans 
un expérience. 
  

 

 

 

Lorsque l’on transforme la souche sauvage par un fragment PCR contenant la 

mutation codY::trim, on obtient un taux de transformation très faible d’environ 0,5. 10-4.  

Cependant, lorsque l’on ajoute dans cette transformation de l’ADN sauvage (R800 ou 

D39), on obtient un taux de transformation 8 à 10 fois plus élevé. Cette expérience a été 

réalisée 4 fois en utilisant différents fragments PCR (taille de 3 kb à 10 kb) contenant codY et 

différentes concentrations d’ADN chromosomique sauvage. En présence d’ADN 

chromosomique sauvage, le taux de transformation est entre 2 et 10 fois supérieur à celui 

obtenu en son absence. Il semble donc que la présence de fragments d’ADN sauvage facilite 

l’intégration de la mutation codY::trim dans le génome. Les clones transformants obtenus avec 

un fragment PCR contenant la mutation codY::trim en présence (ou non) d’ADN 

chromosomique sauvage sont peut-être mérodiploïdes. Ces clones ont été analysés par PCR et 

par électrophorèse en champs pulsés.  

 

III.1) Etude PCR 
 Lors de la transformation de la souche sauvage avec la PCR codY::trim avec ou sans 

ADN R800, 10 transformants ont été sélectionnés au hasard avec (numéro 11 à 20) et sans 

(numéro 1 à 10) ADN chromosomique sauvage.  
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Figure C.9 : vérification des transformants TrimR en contexte R1501. 
Dix clones transformants TrimR issus de la transformation par la PCR codY::trim seule (lignes 
1 à 10) et dix clones transformants TrimR issus de la transformation par la PCR codY::trim + 
ADN R800 (lignes 11 à 20) ont été testés en PCR pour la présence de codY+ (A) et codY::trim 
(B). Tailles attendues : scodY1-scodY2 (codY+ : 500 pb, codY::trim : 0pb) ; strim1-strim2 
(codY+ : 0 pb, codY- : 500 pb).    
  

Ces 20 clones ont été testés pour la présence de codY::trim et codY sauvage. Pour cela 

nous avons effectué des amplifications PCR sur l’ADN de ces clones avec une paire 

d’oligonucléotides spécifiques du gène trim et une paire spécifique du gène codY sauvage. 

Les résultats sont présentés à la figure C.9. Les 10 clones sélectionnés dans les deux 

conditions portent tous la structure codY sauvage et la structure codY::trim. Ces clones ont 

tous un statut mérodiploïde. Cependant, cette étude par PCR ne nous donne aucune 

information sur la nature de la duplication.  

Le gène codY sauvage se situe au locus normal ou dans une zone dupliquée 

délocalisée. L’étude de la structure chromosomique de ces clones en champs pulsés devrait 

permettre de répondre à cette question. 

  

III.2) Etude en champs pulsés 
Pour effectuer l’étude de la structure chromosomique de ces souches, nous avons 

sélectionné 2 clones obtenus avec ou sans ADN R800. Les cellules ont été traitées de la même 

façon que la souche R2597. Les résultats sont présentés à la figure C.10. 
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 Le profil obtenu pour la souche R1501 correspond  au profil attendu pour cette souche 

(figure C.10 et C.13). L’hybridation de la sonde codY (sauvage) révèle les fragments 4 et 15 

(fléchés en vert) pour les digestions SmaI et ApaI respectivement (table C.2). Pour les 2 

clones mérodiploïdes testés (R3022 et R3023), ces fragments disparaissent pour les deux 

enzymes. Il semble donc que la copie sauvage de codY dans ces mutants ne soit pas localisée 

au locus normal mais délocalisée à un autre endroit du génome.  

 

R1501 codY trim 
 n° attendu obtenu ~ n° attendu  obtenu ~ 

SmaI 4 224593 225000 - - - 
ApaI 15 44627 45000 - - - 

       
       
R1501codY::trim/R3022 codY trim 

 n° attendu obtenu ~ n° attendu  obtenu ~ 
SmaI - - 210000 4,1 198858 210000 
ApaI - - 13000 15,2 35086 35000 

       
       
R1501codY::trim/R3023 codY trim 

 n° attendu obtenu ~ n° attendu  obtenu ~ 
SmaI - - 300000 4,1 198858 200000 
ApaI - - 108000 15,2 35086 35000 

Table C.2 : Tailles des fragments attendus à l’hybridation du gel en champs pulsés pour 
R1501 et R1502codY::trim. 

Les sondes utilisées sont inscrites en rouge. Les tailles des fragments sont indiquées en pb. La 
souche R1502codY::trim, est une souche théorique qui porterait une insertion simple de la 
mutation codY::trim. 

 

Analyse de la souche R3022. 

La souche R3022 a été obtenue par transformation de la souche R1501 par le fragment 

PCR de 10 kb contenant codY::trim. 

Dans la digestion SmaI, la bande aux alentours de 200 kb (fléchée en rouge) a une 

intensité beaucoup plus forte. L’hybridation de la sonde codY sauvage révèle la présence du 

gène codY sauvage dans cette bande (fléchée en rouge). La taille du fragment révélé par la 

sonde codY est d’environ 210 kb. L’hybridation de la sonde trim révèle également la présence 

de codY::trim dans un fragment d’environ 210 kb (fléché en bleu). Ce fragment a une taille 

légèrement plus grande que le fragment attendu pour un mutant codY::trim non mérodiploïde. 

 Il est envisageable que codY sauvage et codY::trim se trouvent sur le même fragment 

SmaI ou sur deux fragments différents mais de taille équivalente. Si l’on regarde l’intensité en 

coloration BET de la bande révélée par les deux sondes, il semble qu’elle soit augmentée de 2 
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fois par rapport à la souche sauvage. Il semble donc que cette bande (fléchée en rouge et en 

bleu) contienne le fragment n° 5 (figure C.13) comme dans la souche sauvage et un autre 

fragment légèrement plus grand (portant codY sauvage et codY::trim). Le fragment SmaI 

contenant codY::trim (n°4.1) est augmenté d’environ 10kb, et porte codY::trim et codY 

sauvage. 

 

Figure C.10 : Etude de la structure génomique des transformants TrimR. 
A. Structure schématique de codY sauvage et codY::trim. Le trait violet représente la sonde 
codY, le trait bleu la sonde trim utilisée pour l’hybridation des gels en champs pulsés. L’ADN 
de différentes souches a été digéré par l’enzyme SmaI (B), ApaI (C). Les digestions ont été 
déposées sur gel TBE. La migration en champs pulsés a été réalisée sur 12h, 8s e/w, 8s n/s. 
M : marqueur de taille Lambda Hind. Lignes R1502 : wt. Lignes R3022 : transformant TrimR 
en absence d’ADN R800 clone 1. Lignes R3023 : transformant TrimR en présence d’ADN 
R800 clone 1 
  

Dans la digestion ApaI, un fragment d’environ 35 kb (fléché en bleu) apparaît. Cette 

bande est révélée par la sonde trim (fléchée en bleu) comme on l’attend pour une localisation 
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de la mutation codY::trim au locus normal dans le chromosome. Le fragment n°9 de 91 kb 

dans la souche sauvage est déplacé autour de 100 kb (flèches violettes). De plus, une nouvelle 

bande de 13 kb environ (fléchée en rouge) est révélée par l’hybridation avec la sonde codY 

sauvage.  

 

La souche R3022 portent une duplication de codY assez proche de la mutation 

codY::trim (figure C.11) car elles se situent dans le même fragment SmaI (n°4.1). Ce fragment 

est chevauchant avec les fragments n°5, 10 et 23 de la digestion ApaI (figure C.13). Les 

fragments n°5 et 10 sont toujours à la bonne taille dans le mutant R3022, mais le fragment 

n°23 de 2 kb n’est pas visible sur ce gel. Il est envisageable qu’une duplication de 10-11 kb 

contenant le gène codY sauvage se soit insérée dans ce fragment pour créer un nouveau 

fragment de 13 kb révélé par la sonde codY sauvage (figure C.10 et C.11). 

 

 

Figure C.11 : duplication du locus codY R3022 
Haut : locus codY dans la souche sauvage. Bas : duplication de codY dans R3022. Une 
séquence d’environ 10 kb contenant codY sauvage a été dupliquée et délocalisée entre les sites 
ApaI (fragment n°23) en amont du locus  codY::trim. 
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Analyse de la souche R3023. 

La souche R3023 a été obtenue par transformation de la souche R1501 avec 

simultanément le fragment PCR de 10 kb contenant codY::trim et l’ADN chromosomique 

sauvage (R800). 

Dans la digestion SmaI, le fragment n° 2 (fléché en rouge) d’environ 300 kb semble 

légèrement plus grand que celui observé pour la souche R1501 et est révélée par la sonde 

codY sauvage. L’hybridation de la sonde trim révèle un fragment d’environ 200 kb (fléché en 

bleu). Cette bande qui contient ce fragment est d’intensité double par rapport à la souche 

sauvage. Cette bande contient le fragment n°5 et le fragment n°4.1 contenant la mutation 

codY::trim (figure C.13). Il semble donc que la mutation codY::trim se trouve au locus normal 

et que le gène codY sauvage se trouve sur une duplication insérée dans le fragment n°2 de la 

digestion SmaI.  

 Dans la digestion ApaI, le fragment n°10 de 87 kb (fléché en violet sur le profil 

sauvage) semble se retrouver à environ 108 kb et est révélée par la sonde codY sauvage 

(fléché en violet). La sonde trim révèle le fragment n°15.2 de 35 kb (fléché en bleu) comme 

on attend pour une localisation de codY::trim au locus normal.  

 

 

Figure C.12 : duplication du locus codY dans R3023 
Haut : locus codY dans la souche sauvage. Bas : duplication de codY dans R3023. Une 
séquence d’environ 20 kb contenant codY sauvage a été dupliquée et délocalisée entre les sites 
ApaI (fragment n°10) en amont du locus  codY::trim. Les fragments dont la taille est inscrite 
en bleu sont révélés par la sonde trim, ceux en rouge sont révélés par la sonde codY 
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Le mutant R3023 portent une duplication de codY sauvage qui est localisée dans le 

fragment SmaI n°2. Ce fragment est chevauchant avec les fragments n° 10 et 1 de la digestion 

ApaI. Le fragment ApaI n°10 à une taille augmentée d’environ 20-21 kb. La mutation 

codY::trim se soit insérée au locus normal et une duplication d’environ 20-21 kb contenant le 

gène codY sauvage s’est insérée dans le fragment n° 10 de la digestion ApaI (figure C.12).  

IV) Conclusion  
 Cette étude de différents mutants mérodiploïdes montre que la mutation codY::trim 

peut être intégrée sans létalité dans une souche portant deux copies de la région codY comme 

nous avions déjà vu en insérant de façon ciblée une duplication de codY à CEP (chapitre 2).  

Nos expériences préliminaires semblent montrer que la présence d’ADN 

chromosomique augmente la formation de structures mérodiploïdes. Ces expériences devront 

être répétées dans différentes conditions pour être vraiment exploitables (différentes tailles de 

fragment PCR donneur, différentes concentrations d’ADN chromosomiques et de PCR, 

différents contextes génétiques). En effet, dans les 4 expériences menées le facteur 

d’augmentation du nombre de transformants codY::trim en présence d’ADN sauvage varie de 

2 à 10. Il faudra donc tester de nombreuses combinaisons pour obtenir un effet optimal. 

De plus, l’étude de la structure chromosomique de plusieurs souches mérodiploïdes 

montre que ces structures ne sont pas stables. En effet, deux méthodes d’études différentes 

(champs pulsés et séquençage génomique) menées sur la souche de R2597 démontrent que la 

duplication d’une partie du génome peut être remaniée au cours de la croissance.  

L’étude des souches mérodiploïdes R2597, R3022 et R3023 montre que différentes 

duplications peuvent être obtenues. 

Des expériences complémentaires seront nécessaires pour déterminer le mécanisme 

permettant la formation de ces structures. Les bornes de la duplication identifiée grâce au 

séquençage génomique (IS861) sont composées de séquences répétées sur le génome. Ces 

séquences pourraient jouer un rôle dans la formation de structures mérodiploïdes au cours de 

la transformation.  

 
Figure C.13 : Digestion de R1502 et R1502codY::trim par SmaI, ApaI, et SacII. 

Pour chaque enzyme, la carte de restriction est représentée en noir pour la souche R1502. Les 
fragments générés par l’intégration de la mutation codY::trim sont représentés en vert. 
Chaque tableau représente le numéro et la taille des fragments attendus pour les deux souches. 
Le fragment inscrit en noir est celui qui contient le gène codY. Les fragments inscrit en vert 
correspondent aux deux fragments générés par l’introduction de la mutation codY::trim, celui 
pointé par une flèche est celui qui contient codY::trim. 
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ANNEXE D : Test de différents gènes candidats 

suppresseurs
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Au cours de ma thèse, avant d’avoir obtenu les résultats du séquençage génomique de la 

souche D39codY, plusieurs candidats de gènes suppresseurs ont été testés : glnR, rshA/rshQ, 

et ccpA.  

 

I) Transfert dans un contexte glnR 
Comme un double mutant glnR codY avait été construit (Kloosterman et al., 2006), le 

gène glnR avait été choisi parmi les candidats. 

 Pour tester ce candidat, des mutants glnR ont été construits en contexte R800 par la 

méthode de mutagenèse mariner sur le fragment PCR GlnR1/GlnR2. Une quarantaine de 

clones ont été sélectionnés au hasard, et 13 clones ont été vérifiés par PCR et les insertions du 

minitransposon ont été localisées (pour ces 13 clones) et orientées (pour 7 d’entre eux) (voir 

Matériel et méthodes chapitre 3 et figure D.1 A). Les insertions se trouvent préférentiellement 

au centre du fragment ciblé. Le gène glnR ne semble donc pas essentiel. L’insertion kan22C se 

trouve dans le gène glnR et l’inactive. Le mutant glnR::kan22C a donc été utilisé pour la suite 

de ce travail (figure D.1 A). 

 Ce mutant a été utilisé en tant que souche réceptrice pour une transformation avec un 

fragment PCR amplifié avec la paire d’oligonucléotide CodYatg/CodYstop contenant la 

mutation codY::spc3A (figure D.1.B). Les transformants SpcR ont été sélectionnés. Le taux de 

transfert observé pour le gène spc est 0,0012. 

 Si l’on sélectionne simultanément SpcR (codY-) et KanR (glnR-), on n’obtient aucun 

clone transformant. La mutation glnR n’est donc pas capable de compenser l’absence de 

CodY. 

 Mais alors, que sont les clones transformants SpcR ? Dix transformants SpcR ont été 

sélectionnés au hasard et la présence des mutations glnR::kan22C et codY::spc3A a été vérifiée 

par PCR (figure D.1.C).  

 Les dix clones portent un gène codY sauvage et un gène glnR muté. La taille de 

l’amplification obtenue avec les oligonucléotides GlnR1/GlnR2 ne correspond pas à 

glnR::kan (3426 pb), mais à une structure glnR::spc (3236 pb). Les clones SpcR obtenus ne 

sont donc pas des doubles mutants glnR codY, mais des mutants glnR dans lesquels le 

minitransposon kan à été substitué par le minitransposon spc contenu dans la PCR donneuse 

(codY::spc). Ce phénomène de remplacement de cassette a été utilisé pour changer 

l’orientation ou la nature de la cassette de résistance contenue dans des minitransposons 

insérés dans rshA et codY (voir Matériel et méthodes chapitre 1 et chapitre 3) 
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 Dans le contexte R800, glnR ne permet pas de compenser l’absence de CodY. 

  

 

Figure D.1 : Transfert de codY dans une souche glnR en contexte R800. 
A. Localisation des insertions de minitransposons mariner dans les gènes glnR. Pour les 
différentes insertions, la lettre (K) indique qu’il s’agit une insertion de minitransposon portant 
une cassette conférant la résistance à la kanamycine, le chiffre indique le numéro du clone et 
les lettres (A) ou (C) indiquent respectivement l’orientation anti-transcrite ou co-transcrite de 
la cassette. La mutagenèse mariner a été effectuée sur un fragment amplifié avec le couple 
d’oligonucléotides GlnR1/GlnR2. La répartition des différentes insertions ne semble pas 
indiquer l’essentialité de glnR. B. Transfert de codY  dans la souche glnR. Un fragment PCR 
CodYatg-CodYstop PCR de 1859 pb amplifiée sur la souche R2424  (codYspc3A/+) a été utilisé 
en tant que donneur pour la transformation de la souche sauvage R3015 (glnR::kan22C). C. Dix 
transformants SpcR ont été testés par PCR pour la présence des mutations glnR::kan22C et 
codY::spc3A. On attend une amplification de 3426 pb  (glnR::kan22C) 3236 pb (glnR::spc22C) 
ou 2091 pb (glnR wt) avec la paire d’oligonucléotides GlnR1-GlnR2, et une amplification de 
3587pb (codY::spc3A) ou 2641 pb (codY wt) avec la paire d’oligonucléotides CodY1-CodY2. 
 

 Le mutant glnR codY de T. Kloosterman a été obtenu en contexte D39 (Kloosterman et 

al., 2006), alors que les expériences décrites dans ce paragraphe ont été réalisées en contexte 

R800. Le gène glnR a peut-être une activité suppresseur dans le contexte D39. Il serait donc 

intéressant de tester l’effet suppresseur de ce gène dans un contexte D39 en transformant une 
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souche D39glnR par l’ADN de la souche TD80 et en analysant le taux de transfert de la 

mutation codY dans ce contexte comme nous l’avons fait au chapitre 2 avec les mutants amiC 

et fatC. 

 

II) Transfert dans un contexte rshA/rshQ 
 Les mutants rshA, rshQ et rshA rshQ ont également été testés. Nous avons choisi ces 

candidats, car il existe des études chez B. subtilis qui montrent qu’un double mutant relA codY 

a une croissance améliorée par rapport à un mutant relA (Inaoka et Ochi, 2002). De plus, un 

phénomène similaire est observé chez S. aureus (Geiger et al., 2010). 

Les souches rshA, rshQ et rshA rshQ ont été transformées par un fragment PCR 

portant une mutation codY::ery (figure D.2 A).  

 

 

Figure D.2 : Transfert de codY dans les mutants rshA et rshQ aboutit à un échange de 
cassette. 

A. Transfert de codY dans les simples et le double mutants rshA rshQ. Une amplification PCR 
avec la paire d’oligonucléotides codYatg-codYstop sur la souche TD169 (codYery3/+) a été 
utilisée comme donneur. Le taux de transformation est représenté pour les souches R2061 
(rshA), R2069 (rshQ) et R2067 (rshA rshQ). B. Ce transfert aboutit à un échange de cassette. 
On peut voir que des évènements de recombinaison (doubles flèches rouges) peuvent aboutir 
à la formation d’un nouveau mutant rshQ contenant une cassette ery anti-transcrite etd’un 
nouveau mutant rshA contenant une cassette ery co-transcrite. 
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 Cette PCR portant une mutation codY::ery a été obtenue à partir de la souche TD169 

(codYery/+). Cette souche a été construite par substitution du minitransposon spc par le 

minitransposon ery contenu dans le pR409 (voir Matériel et méthode : remplacement de 

cassette).  

Lorsqu’on transforme la souche rshA on obtient un taux de transformation de 0,0016.  

Lorsqu’on transforme la souche rshQ on n’obtient aucun transformant. Ceci montre 

que rshQ n’est pas capable de compenser l’absence de CodY.  

Avec la souche double mutante rshA rshQ, on obtient un taux de transformation 

intermédiaire (figure D.2 A). Cependant, il est possible que les clones transformants EryR 

obtenus soient issus d’un remplacement de minitransposon. Ce remplacement n’est pas 

possible pour la souche rshQ, car le remplacement du minitransposon dans ce gène implique 

le retournement de la cassette de résistance (figure D.2 B). Ceci est impossible pour le gène 

rshQ car on a vu au chapitre 1 que les insertions dans ce gène ne peuvent être que co-

transcrites. 

Pour vérifier que les clones transformants EryR ont intégré la cassette ery au locus 

rshA, 10 clones transformants issus des souches rshA et rshA rshQ ont été sélectionnés. Tous 

ces clones sont EryR mais ont perdu la résistance à la kanamycine associée à la mutation rshA. 

Le minitransposon kan a donc été remplacé par la minitransposon ery comme nous l’avions 

déjà vu en contexte glnR-. 

 

III) Transfert dans un contexte ccpA 
 

Un autre candidat que nous avons testé est le gène ccpA. CcpA est tout comme CodY 

un régulateur métabolique global. Ces deux gènes régulent un grand nombre de gène en 

commun. De plus, sur la plupart de ces gènes, la régulation par CcpA est une activation et la 

régulation par CodY est une répression chez B. subtilis (Shivers et al., 2006 ; Shivers et 

Sonenshein, 2005). Il est donc possible qu’en absence de CodY, CcpA « active trop » certains 

gènes. Ceci peut être néfaste pour la croissance. 
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Figure D.3 : Transfert de codY et ccpA dans la souche sauvage. 
A. Localisation des insertions de minitransposons mariner dans le gène ccpA. Pour les 
différentes insertions, la lettre (K) indique qu’il s’agit une insertion de cassette conférant la 
résistance à la kanamycine, le chiffre indique le numéro du clone et les lettres (A) ou (C) 
indiquent respectivement l’orientation anti-transcrite ou co-transcrite de la cassette. La 
mutagenèse mariner a été effectuée sur un fragment PCR amplifié avec le couple 
d’oligonucléotides ccpA1/ccpA2. La répartition des différentes insertions ne semble pas 
indiquer l’essentialité de ccpA. B. Transfert de codY et ccpA dans la souche sauvage. L’ADN 
des souche R3021 (ccpA::kan1A) et R2438 (codYspc3/+) a été utilisé en tant que donneur pour la 
transformation de la souche sauvage R1501 (comC0). C. Vingt transformants SpcR KanR 
obtenus avec les ADN R3021 et R2438 donnés simultanément ont été testés par PCR pour la 
présence de la mutation ccpA::kan1A ou la présence de la plateforme CEP-codY+. On attend 
une amplification (1681 pb) avec la paire d’oligonucléotides AmiF1-kan1 seulement en 
présence de CEP-codY+ (panneau du haut). L’amplification avec la paire d’oligonucléotides 
ccpA1-ccpA2 est attendue à 2026 pb pour ccpA+ et 3363 pb pour ccpA::kan1A. M, marqueur 
de taille (2-log ladder) 
 

 Tout d’abord, le gène ccpA a été muté en utilisant la technique de mutagenèse mariner 

sur le fragment PCR CcpA1/CcpA2. Une vingtaine de clone a été sélectionnée au hasard et 

les insertions de 11 de ces 20 clones ont été vérifiées et localisée, et 6 ont été orientées par 
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PCR (figure D.3.A). Les insertions se situent tout le long du fragment ciblé. Ceci suggère que 

ccpA n’est pas un gène essentiel. 

 La souche ccpA::kan1A a ensuite été sélectionnée pour la suite des expériences car le 

minitransposon est inséré dans le gène ccpA et l’inactive. 

La souche sauvage a été transformée avec l’ADN chromosomique des souches 

ccpA::kan1A, codYspc/+ ou les deux. Lorsqu’on transforme avec l’ADN ccpA::kan1A, on obtient 

un taux de transfert élevé (0,13), ce qui confirme que ccpA n’est pas un gène essentiel chez S. 

pneumoniae.  

Si on transforme avec l’ADN de la souche codYspc/+, on obtient un taux de transfert 

beaucoup plus faible (0,00055). Ceci est en accord avec l’essentialité de codY. Ce taux de 

transfert correspond au transfert de codY::spc et de CEP-codY-kan contenus dans la souche 

donatrice codYspc/+. Pour vérifier ceci, nous avons effectué la même transformation en 

sélectionnant SpcR et KanR. Le taux de transfert observé est équivalent. Tous les mutants 

ayant intégré le marqueur codY::spc ont également intégré le marqueur CEP-codY-kan. 

Lorsque la souche sauvage est transformée simultanément par les ADN 

chromosomiques de ccpA::kan1A et codYspc/+, on s’attend si ccpA est suppresseur à un taux de 

transfert équivalent à celui obtenu avec l’ADN codYspc/+ seul. En effet, pour intégrer codY il 

faudra le transfert simultané soit de CEP-codY-kan soit de ccpA::kan1A. On observe, pour la 

transformation avec les ADN ccpA::kan1A et codYspc/+, un taux de transfert plus faible que 

pour l’ADN codYspc/+ seul. Ceci semble indiquer que ccpA est incapable de supprimer 

l’inviabilité des mutants codY. Ainsi, les mutants SpcR et KanR obtenus par transformation 

avec les deux ADN portent probablement codY::spc et CEP-codY-kan. La diminution du taux 

de transfert observé est probablement dûe à une compétition à l’entrée de l’ADN CEP-codY-

kan et de l’ADN ccpA::kan1A (figure D.3.B). 

Pour vérifier que les clones obtenus ne sont pas des doubles mutants codY ccpA, nous 

avons effectué des amplifications PCR sur 20 clones issus de la transformation avec les deux 

ADN (figure D.3.C). Ces amplifications montrent que tous les clones ont récupéré CEP-codY-

kan et sont ccpA sauvage. 

Le gène ccpA ne permet donc pas de compenser l’absence de CodY. 
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 ANNEXE E : Abréviations et définitions  
 
Abréviations :  
aa : acide aminé 
ACP : Acyl Carrier Protein 
ACT : Aspartokinase, Chorismate mutase, TyrA Domain 
ADN : Acide Désoxyribonucléique 
ApR : résistant à l’Ampicilline 
ARN : Acide Ribonucléique 
ATP : Adenosine Triphosphate 
BCAA : Branched Chain Amino Acid ; acide aminé branché 
BET : Bromure d’Ethidium 
BSA : Bovin Serum Albumin 
CSP : Competence Stimulating Peptide 
DO : Densité Optique 
DOC : Désoxycholate 
DMSO : Diméthylsulfoxyde 
EDTA : Acide Ethylènediamine Tétra-Acétique 
EGTA : Ethylèneglycol Tétra-Acétique 
EryR : résistant à l’Erythromycine 
GAF : cGMP-stimulated phosphodiesterases, Adenylate cyclases, FhlA Domain 
GDP : Guanosine Diphosphate 
CmR : résistant au Chloramphénicol 
GTP : Guanosine Triphosphate 
HD : Hydrolyse Domain 
HE : High Efficiency 
Hex :Heteroduplex Excision ; système de réparation des mésappariements 
HTH : Helix-turn-Helix 
IF2 : Initiation Factor 2 
KanR : résistant à la Kanamycine 
LE : Low Efficiency 
LMP : Low Melting Point 
MSI : Magic Spot I ; ppGpp 
MSII : Magic Spot II ; pppGpp 
NAD : Nicotinamide Adénine Dinucléotide 
NovR : résistant à la Novobiocine 
OMS : Organisation Mondiale de la Santé 
ORP : Observatoires Régionaux du Pneumocoque 
PBP :  Penicillin Binding Protein 
PCR : Polymerase Chain Reaction 
PEI-cellulose : Polyethylenimine cellulose 
pH : potentiel Hydrogène 
Pi : Phosphate inorganique 
PMSF : Phenylmethanesulfonylfluoride 
ppGpp : Guanosine tetraphosphate 
PPi : Pyrophosphate 
pppGpp : Guanosine pentaphosphate 
RC : RNA Control 
RelMtb : protéine Rel de Mycobacterium tuberculosis 
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rel-spo : Domaine homologue de RelA et SpoT ; synthèse du ppGpp 
RifR : résistant à la Rifampicine 
RLU : Relative Luminescence Unit 
RMP : Recombination Mediactor Protein 
SAS :  Small Alarmone Synthetase 
SDS : Sodium Dodecyl Sulfate 
SHX : Sérine Hydroxamate 
SmR : résistant à la Streptomycine 
SpcR : résistant à la Spectinomycine 
SSC : Saline-Sodium Citrate  
TAE : Tris Acetate EDTA 
tARN : ARN de transfert 
TBE : Tris Borate EDTA 
TCS : Two Composant System ; système de transduction du signal à deux composants 
TGS : Thréonyl-tRNA synthetase, GTPase,  SpoT Domain 
TrimR : résistant au Triméthoprime 
WHO : World Health Organization 
32Pi : Phosphate radioactif 
 
 
 
Définitions :  
ADN processome : Ensemble de protéines prenant en charge l’ADN entrant 
Compétence : Etat physiologique transitoire durant lequel les bactéries sont naturellement 
transformables 
cup : Phénotype associé à des souches dans lesquelles la compétence est déréprimée 
Pore d’entrée : Complexe multiprotéique permettant le passage de l’ADN au travers de 
l’enveloppe 
Recombinaison homologue : Processus d’échange de brins 
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