ROLE ET REGULATION
DU SYSTEME DE RECOMBINAISON
DES ICEs DE LA FAMILLE SXT/R391

par

Geneviéve Garriss

These présentée au Département de Biologie en vue

de I’obtention du grade docteur ¢s sciences (PhD)

FACULTE DES SCIENCES
UNIVERSITE DE SHERBROOKE

Sherbrooke, Qc, Canada
Décembre 2012



Library and Archives Bibliothéque et

Canada Archives Canada
Published Heritage Direction du
Branch Patrimoine de I'édition

395 Wellington Street
Ottawa ON K1A ON4

395, rue Wellington
Ottawa ON K1A ON4

Canada Canada
Your file Votre référence
ISBN: 978-0-499-00423-9
Our file Notre référence
ISBN: 978-0-499-00423-9
NOTICE: AVIS:

The author has granted a non-
exclusive license allowing Library and
Archives Canada to reproduce,
publish, archive, preserve, conserve,
communicate to the public by
telecommunication or on the Internet,
loan, distrbute and sell theses
worldwide, for commercial or non-
commercial purposes, in microform,
paper, electronic and/or any other
formats.

The author retains copyright
ownership and moral rights in this
thesis. Neither the thesis nor
substantial extracts from it may be
printed or otherwise reproduced
without the author's permission.

L'auteur a accordé une licence non exclusive
permettant a la Bibliothéque et Archives
Canada de reproduire, publier, archiver,
sauvegarder, conserver, transmettre au public
par télécommunication ou par I'lInternet, préter,
distribuer et vendre des théses partout dans le
monde, a des fins commerciales ou autres, sur
support microforme, papier, électronique et/ou
autres formats.

L'auteur conserve la propriété du droit d'auteur
et des droits moraux qui protege cette thése. Ni
la thése ni des extraits substantiels de celle-ci
ne doivent étre imprimés ou autrement
reproduits sans son autorisation.

In compliance with the Canadian
Privacy Act some supporting forms
may have been removed from this
thesis.

While these forms may be included
in the document page count, their
removal does not represent any loss
of content from the thesis.

(Canada

Conformément a la loi canadienne sur la
protection de la vie privée, quelques
formulaires secondaires ont été enlevés de
cette thése.

Bien que ces formulaires aient inclus dans
la pagination, il n'y aura aucun contenu
manquant.



Le 19 décembre 2012

le jury a accepté la thése de Madame Geneviéve Gariss
dans sa version finale.

Membres du jury

Professeur Vincent Burrus
Directeur de recherche
Département de biologie

Professeur Ryszard Brzezinski
Membre
Département de biologie

Professeur George Szatmari
Membre externe
Université de Montréal

Professeur Daniel Lafontaine
Président rapporteur
Département de biologie



il

Side effects may include evolution.

(Cirz et al., 2006)












REMERCIEMENTS

Un merci immense & Vincent. Ces travaux n’auraient pu €tre possibles sans le temps, les
conseils et la confiance d’un excellent mentor. Les connaissances que j’aie acquises au cours

de ces six années dépassent grandement ce qui est présenté dans cette thése.

Merci aux membres présents et passés du laboratoire Burrus, pour les discussions scientifiques
(et moins scientifiques!), pour tous les beaux souvenirs et les belles amitiés. Votre
participation 4 ce travail est plus importante que vous le croyez. Merci aux Pr Daniel
Lafontaine et Ryszard Brzezinski pour les conseils et les discussions tout au long de mon
parcours. Merci aux membres du jury d’évaluation pour le temps qu’ils ont dévoué a la lecture

et a I’évalution de cette thése.

Un merci spécial a mes parents, Nicole et Matthew, pour le golit du travail bien accompli, la
persévérance nécessaire a la réalisation de ces travaux et pour 1’appui inconditionnel dont vous
m’avez toujours témoigné. Merci & mes sceurs, Julie et Jackie, et 2 mon frére, Tom, pour les
encouragements et le bonheur de vous avoir auprés de moi. Thanks to Lin, for believing in me

all the way.

Merci aux amis, en particulier David, Daniela, Sophie, Eoui et Aurélie, pour votre fidelité et

pour tous les beaux moments partagés.

Finalement, merci & Roland. Ta présence est inestimable.

vii



TABLE DES MATIERES

SOMMALIRE .......c.ootcieiniiiieinresiesesseestesesesseneesteseesests e et sasstsasssesesaesbessessesessessanessasassssesaossons v
REMERCIEMENTS ..ottt seees e sissssstessssesssnessesecssoncsnessssessanns VII
LISTE DES TABLEAUX ......coioicirirterinternrnetrnesseeeeesesstessessessessessessaesmessesseesesscessasmenseseens X1
LISTE DES FIGURES ...ttt sbests st se s r s et s sas s ns X1
PREAMBULE .........oomreneresesesmsssnsssessessesssssssssssessessssssssmmmsesasssssssssssasensessssssssssmansanscssesees X1V
CHAPITRE 1 - INTRODUCTION. .......ocvectrriieinecerirerereereeeeesiesieseesessestessssessssssssseessesssnens 15
1.1 Transfert ROTZONtAL.........coooiviieice ettt 15
1.1.1. Transformation naturelle ...........c..cooiiiiiiini e 16
112, TranSAUCHON .....ccvevecieciicrteeiesceiisct st sttt s e e s st sas e sse s saessonessene 18
1.1.3. Transfert conjugatif ..........ccocovrierinininiiic ettt 18

1.2. Recombinaison homologue Chez E. COlli.........ccrmueverirriinccincceneceecicrcccnteeessnneas 20
1.2.1. Dommages causés 8 PADN......c..cocoriiirinicrieereec ettt snene 21
122 RECBCD ...ttt st st eee e essnsssesasenes st esessaessesaessesesaesnsenes 23
123 RECFOR ...ttt eteseesteseesesesee et et s s e snssssnassssssnsonessenasssonsas 24
1.2.4. Barricres a 1a reCOmMbINAISON .......c..coveureueecririiieiet ettt n e sasens 25

1.3. La recombinaison homologue chez le bactériophage A..........cocoeeeiivenreverncceenesieseenne 25
1.3.1 AEXO ouiirteeirtenteteritneeis e e s tesetese e ee et e e st esasaeessasssessstesessasansasasessasensesansasensasesensans 26
1.3.20 A BEE ettt a e e s e e s nene 27
L33 AGAIMN ottt sttt st s e e aa e nae s s et e et enes 27
1.3.4. Mécanismes de recombinaison homologue du bactériophage A ............cccueennneen. 28
1.3.4.1. Appariement de molécules simple-brin........coccocvvcvevveiiciinernnnicnersrccireneene 29
1.3.4.2. Invasion d’une molécule double-brin........c.cceverrevieveeennrniererenrieneceseeneeene 29

1.3.4.3. Invasion d’une fourche de réplication ............ccceceeeeverecreernierececreereereeenaens 31

1.3.5. Homologues du systeme Red ..........cccovimiriinninieneceercrncneecreceeneeeeic s 33
1.3.6. Role biologique du systeme Red .........ccocvereceininieciecirerecee et sneessesnens 34



1.3.7. Le systéme Red comme outil de biologie moléculaire..........c..cceevvvmnnvrncnnnennnne 34

1.4, REPONSE SOS ......coeeeerereeeessasasssessssssssnessessssssmessssssssnessssssssmmencsssessnensesssesssssesssseee 35
1.5 ELEMENTS INTEGRATIFS ET CONJUGATIFS ........cccconiinmiinniniiicninieinens 36
1.5.1. Le choléra et la découverte de SXT .......ccooeverrinrviincciinincnnnnisseseseseons 39
1.5.2. La famille SXT/R391 .....ccooieereeiineneeieceeceeenrccesistcesetet et srsss s sssssenaones 40
1.5.3. Squelette minimal fonctionnel..............coccccovviininiiniiniiinn 41
1.5.3.1 Intégration site-SPECITIQUE ......c.cereeeureeicrccrririicrctcececenc s 41
1.5.3.2. Transfert conjugatif ............ccccovevrmininciniiiiii e 43
1.5.3.3. Régulation du transfert .........c.coevverreveeicercnnnececincictenr e 44
1.5.4. Les ICE SXT/R391 sont apparentés aux plasmides de la famille IncA/C .............. 45
1.5.5. Régions variables et diversité des fonctions conférées .........ccccovvvvniiinininncnnenne 47
1.5.6. Systéme tOXine/antitOXINe .........cccerieeeeerueererseereeserseeseereerreeetestesseseessesssenersesssosenas 49
1.5.7. Mobilisation de plasmides, d’ilots génomiques mobilisables et d’ADN
CRIOMOSOMUQUE ......viniriiiiiicrccc bbb sa s 51
1.5.7.1. Mobilisation de plasmides.........ccceeveveeierineninnnieicreccnincceee e 51
1.5.7.2. Mobilisation d’ilots génomiques mobilisables...........ccccocriniriiiiiniinnininnne, 52
1.5.7.3. Mobilization d’ ADN chromosOmique........c..cccermrcemrcermrncrenininnninienesensins 53
1.5.8. EXCIUSION A ENLTEE .......voverveerierrereirereieenreeneee sttt se st sacsaesasns e seans 54
1.5.9. Formation de tandems et d’hybrides SXT/R391 ......coovireinininicrerenrenesreeeeenees 55
1.6. Hypothése générale du projet de doctorat.........ccoueeueeverierniererneeiirnreeerenereesrsseeeresesseene 59
1.6.1. Objectifs du projet de doctorat ...........cocevuieeeirrienienireenerestrce e eeeeeesneseees 59
CHAPITRE 2 — RESULTATS.....oritrenerreeeeesesmsasasessseesssssmsssessessssssssssssssssssssesssssssssasesssessessnns 60
2.1. Roéle du systéme de recombinaison homologue des ICEs SXT/R391 dans la formation
ATRYDIIAES ...eeiree ettt ae st s sae e e e e s e s 61
2.1.1 Présentation de 1’article ...........cccovveeririeienietenincnee et e 61
2.1.2. Contribution & I’artiCle ........cceveverciririeirccesietesiesiesteees et esses e et se e es 62
2.2. Régulation du systéme de recombinaison homologue des ICEs SXT/R391 et étude de la
distribution phylogénétique de systémes apparentés............ccceveevemreeriereerrenerseereneeseniensenne 101
2.2.1. Présentation de ’article .........ooeereeeencecnirieineeeecscreree e 101
2.2.2. Contribution & IartiCle ...........cecevvrerrnerenrenenrmneriiseerireesrsseesessesessessessenesseesessessesens 102

ix



CHAPITRE 3 - DISCUSSION......cocoiiiiriiiiiiiicirsi st sessssessssessasesenes 148

3.1 Formation d’hybrides.........cccviiiniiciiniineniinenineetrneeessasenets e e sessnssesssessesesssesesans 148
3.2 Régulation du systéme de recombinaiSon............cocvveeeniicnnnnniinnessnerenees 152
3.3. ROles de Ssb €t OrfZ.........oooiiiciiiiiiette st erens 157
3.4. Distribution phylogénétique et VOIULION ..........cccovveeevenririerecriecienreneesesesereeseeseenens 159
. 3.5. Aspects mécanistiques et role biologIQUE..........ccocvireeieiriinirinncntecerree e 162
3.6. IMPAct EVOIULIS ..ottt sneste st sne e e sse s et sansensennens 164
3.7, PEISPECLIVES ..cuveiueeieeieiieeieirieeieesetestsaste b astessesssessssessessassesssensassensassaesessesssessessessessanss 165
 CONCLUSION ..ottt ettt sttt et sas s e es e e seas s sos s sesesssensenesesons 169
BIBLIOGRAPHIE .......cococimiiiiiiecrincinecines ettt ettt ettt a e e b s s 172
ANNEXE L.ttt ettt sttt st et st s e et eaeateneassnnes 189
ANNEXE 2.ttt ettt ettt s et et b et s a et aens 193



LISTE DES TABLEAUX

Tableau 1. Exemples d’éléments intégratifs et conjugatifs. .........c..coovvvinnviinnininnciniiennan, 38
Table 1. Strains of E. coli and plasmids used in this study. ........cccvcvivnivininincniriincnennn 76
Table 2. Percentage of colonies containing hybrid ICEs or single elements recovered over time

from a strain initially harboring a wild-type R391-SXT, or a non-transmissible AmobI R391-

SXT tandem GITAY......cccceciiieeiiiencrerccttere sttt e sas s st esae s b s sanesbnssanesneanas 82
Table 1. List of E. coli strains and plasmids used in this study.......c.ccooonviivnininnnnrinnnnne. 114
Table 2. Mitomycin C induces the translation of bet and exo. ............coccevvvirivcniiiiincnnacnnes 123
Table S1. List of primers used in this StUAY. .....c.ccccvvervrivrrerenenerenecreeneeceene e 147
Tableau 2. Principaux membres de la famille SXT/R391. ..ot 190

xi



LISTE DES FIGURES

Figure 1. Transfert conjugatif de plasmides et d’éléments intégratifs et conjugatifs................ 19
Figure 2. Bris induits par la déstabilisation d’une fourche de réplication............cccooeeeviniiunvenns 22
Figure 3. Systéme de recombinaison Red du bactériophage A. ........cccoovveeinvircciiiniiicniinnee, 26
Figure 4. Modé¢les de mécanismes de recombinaison du systéme ARed. .........cccocnvvviininncnne 30
Figure 5. Invasion d’une fourche de réplication.........cccceeverercerrrcnrenieieniencnreceneecenseennenne 32
Figure 6. Squelette de genes conservés des ICEs de la famille SXT/R391.........ccooecvvviinnain. 41
Figure 7. Intégration et excision site-spécifique de SXT. ......ccovviiiviniiinnnrcinnnniiiiinns 42
Figure 8. REGuIation de SXT ..o et se e sse e snsseesaessesanosesss 45
Figure 9. Comparaison du squelette de génes conservés de SXT et du plasmide conjugatifs
pIP1202 du groupe d’incompatibilité INCA/C. .........cccoemierirnniinincreerecncreereeeeneee e 46
Figure 10. Régions variables des ICEs de la famille SXT/R391. ......ccccconivvninvniincvncnnnns 48
Figure 11. Mobilisation des MGIs par les ICEs SXT/R391......ccooririiciiincnnnccninnn, 53
Figure 12. Formation de tandems SXT-R391 dans le chromosome. ..........ccccvereevriecvenicecneannen. 56
Figure 13. Formation d’hybrides SXT/R391.......ciirrireninresreenresseesresenenseesssessseseeensenns 57
Figure 1. Evidence suggesting that recombination occurs between SXT/R391 ICEs............... 71
Figure 2. Schematic of colony color-based semi-quantitative assay for the detection of hybrid
ICE-cOntaining COLOMIES. ......cccvvirieeiereeireenriinieetesiessetsstesseseeeesseesessesssaseessessessessessessnssesnseses 73
Figure 3. Involvement of recA, s065 and s066 in the formation of hybrid ICEs. ..................... 78
Figure 1. Schematic comparison of the recombination loci of SXT/R391 ICEs, IncA/C
plasmids and bacteriophage A..........c.ocveciererireecirinirtet e creee st st s e nee 107
Figure 2. Expression of bet and exo is induced by mitomycin C. ..........cccooeeevvevieveecrineennnnne. 116
Figure 3. Operon structure of the SXT/R391 homologous recombination system. ................ 118
Figure 4. Promoter region of the SXT/R391 homologous recombination system. ................. 120
Figure 5. Impact of s089 and ssb on hybrid ICE formation. ............cccoceeervevevenresrececvnveeaenens 122

Figure 6. Relative quantification of the transcription and translation of ber and exo in presence
OF MMC . ..ottt e e sa s e et s e et see s e e sasnene 124

xii



Figure 7. The recombination locus contains two predicted translational attenuators. ............ 126
Figure 8. Phylogenetic trees of single-stranded DNA annealing proteins and cognate
exonucleases encoded by gene pairs found in sequenced microbial, plasmid and bacteriophage
(11021 1 1oL O O RUROTO 129
Figure S1. Comparison of transcription levels of bef and exo in a WT context and /acZ in the
bet::lacZ and exo::lacZ fusions, in control (CTL) and MMC-induced conditions (MMC)....145
Figure S2. Alignement of the intergenic regions located between bet and orfZ (Ig bet-orfZ)

and between orfZ and exo (1g orfZ-ex0) iN SXT . ..cc.oorviririreeerenectrcrr e 145
Figure S3. Alignement of the predicted translational attenuators found upstream bet (TAbet)
and upstream exo (TAexo) in sequenced SXT/R391 ICEs......ccccoeeireenirveenrencnenceneniennneneenn 146
Figure S4. Translational attenuators predicted by RibEx upstream bet and exo in IncA/C
Plasmid PIP1202. ...ttt e et e et sttt n e e et 146
Figure 14. Induction de la recombinaison homologue par Bet/Exo et par RecA.................... 154

Xiii



PREAMBULE

Les éléments intégratifs et conjugatifs de la famille SXT/R391 sont des éléments génétiques
mobiles, retrouvés chez une diversité d’hdtes bactériens, qui participent grandement au
transfert horizontal de génes, notamment de génes codant pour des résistances aux
antibiotiques. Le projet ici présenté a visé a étudier le role d’'un nouveau systéme de
recombinaison homologue, identifié chez les ICEs de la famille SXT/R391, entre autres en
déterminant sa participation a la formation d’ICEs hybrides issus de la recombinaison entre
deux ICEs SXT/R391 semblables mais comportant des combinaisons différentes de genes

accessoires.

Afin de mettre en contexte le sujet et de faire un survol de la littérature appropriée permettant
une meilleure compréhension des éléments génétiques mobiles et des mécanismes de
recombinaison connus, I’introduction (Chapitre 1) touchera aux principaux thémes suivants :
le transfert horizontal, la recombinaison homologue chez Escherichia coli et le bactériophage
A et les ICEs de la famille SXT/R391. Le chapitre 2 (Résultats) est divisé en deux sections,
chacune présentant un article scientifique issu des résultats obtenus au courant du projet de
doctorat. Un troisiéme article, situé en Annexe 2, n’a pas été intégré a proprement dit dans la
thése puisque ma participation au projet qui a mené a cette publication a été moins
significative. Néanmoins, cet article améne une avancée significative dans la compréhension
de ’organisation génétique des ICEs de la famille SXT/R391. Il m’a donc semblé plus
pertinent de 1’ufiliser dans Dintroduction, afin de présenter un survol complet des
connaissances acquises a ce jour sur cette famille d’éléments génétiques mobiles. Finalement,
le chapitre 3 est une discussion générale, qui se veut une intégration des résultats présentés
dans les deux articles du chapitre 2. Comme cette discussion n’est pas une répétition des
discussions des publications, pour une analyse précise des résultats de chaque article, je vous

prie de vous reférer a leurs discussions respectives.
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CHAPITRE 1 - INTRODUCTION

1.1 Transfert horizontal

Les bactéries ont la capacité de répondre rapidement a un environnement en constant
changement grice a la nature hautement plastique de leur génome (Skippington et Ragan,
2011 ; Stokes et Gillings, 2011 ; Wiedenbeck et Cohan, 2011). La plasticité des génomes
bactériens est en grande partie due a leur abilité & mobiliser du matériel génétique grace a un
phénomeéne appellé transfert horizontal. L’ impact du transfert horizontal est substantiel et il est
estimé que plus de 25% de certains génomes bactériens peuvent étre dérivés d’événements de
transfert horizontal (Ochman et al, 2000). L’émergence de souches bactériennes
multirésistantes aux antibiotiques est ’exemple le plus frappant et certainement le plus
mediatisé de I’évolution bactérienne due au transfert horizontal. Les bactéries 4 Gram négatif,
notamment les Enterobacteriaceae, sont particuliérement bien adaptées a échanger du matériel
génétique et ainsi acquérir des génes conferrant la résistance aux antibiotiques (Partridge,
2011).

Il est aussi reconnu que I’impact du transfert horizontal sur le métabolisme bactérien dépasse
grandement la résistance aux antibiotiques, et contribue de fagon majeure, entre autres, a
I’adaptation a de nouvelles niches écologiques et a la virulence des souches pathogénes
(Ochman et al., 2000). Plus la pression de sélection exercée par un environnement donné est
forte, plus les génes favorisant 1’adaptation a cet environnement auront de chances d’étre
conservés, disséminés et de devenir prédominants dans une population donnée. Au fur et a
mesure que du nouveau matériel génétique est acquis et que les pressions de sélection

changent, d’autres génes pourront devenir prédominants (Partridge, 2011). (Pour des revues
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exhaustives sur le transfert horizontal voir Ochman et al (2000), Partridge (2011), Skippington
et Ragan (2011), Stokes et Gillings (2011), ainsi que Wiedenbeck et Cohan (2011)).

Le transfert horizontal peut se diviser en deux étapes: i) la translocation physique d’un
fragment d’ADN d’une cellule donneuse vers une cellule réceptrice et ii) I’intégration de ce
fragment dans le génome de la cellule réceptrice, ce qui en assure la stabilité. La translocation
de ’ADN entre deux cellules bactériennes s’effectue principalement selon trois mécanismes :
la transformation naturelle, la transduction et la conjugaison. Le premier de ces mécanismes
est entiérement médié par le génome de 1’héte, tandis que les deux derniers sont catalysés par
’action d’éléments génétiques mobiles tels les plasmides conjugatifs, les bactériophages, et
les éléments intégratifs et conjugatifs. L’intégration stable des fragments acquis par la cellule
réceptrice peut étre entrainée par différents mécanismes : recombinaison homologue (voir
section 1.2), intégration site-spécifique (voir section 1.5.3.1), transposition, recombinaison
illégitime ou par reconstitution d’un réplicon autonome, tel un plasmide (Brigulla et
Wackernagel, 2010 ; Stokes et Gillings, 2011). Pour des considérations d’espace et de
pertinence pour le projet de doctorat, seuls la recombinaison homologue et I’intégration site-
spécifique seront abordés dans ce document (voir sections indiquées). Le lecteur désireux
d’obtenir plus d’information est dirigé vers les revues publiées par Stokes et Gillings (2001),

Brigulla et Wackernagel (2010) et Skippington et Ragan (2011).
1.1.1. Transformation naturelle

La transformation naturelle est I’acquisition d’ADN extracellulaire par une cellule bactérienne
dite compétente. Au contraire des autres modes de transfert horizontal, la transformation
naturelle ne dépend par de la présence d’éléments génétiques mobiles: c’est une -
caractéristique inhérente d’une espéce bactérienne, dont les fonctions sont codées par des

génes chromosomiques (Claverys et al., 2009). Certaines espéces sont naturellement

16



compétentes, telles Neisseria gonorrhoeae et Haemophilus influenzae, mais chez la majorité
des espéces bactériennes la compétence est induite par un état physiologique transitoire
dépendant de processus spécifiques a chaque organisme, comme le quorum sensing, des
signaux nutritifs (Chen et Dubnau, 2004) ou méme par la présence de certaines molécules
dans le milieu extracellulaire de la bactérie telles la chitine (Vibrio cholerae et espéces
apparentées) (Lo Scrudato et Blokesch, 2012). La transformation naturelle se divise en trois
étapes : i) acquisition d’ADN extracellulaire, ii) recombinaison de séquences homologues avec
le chromosome et iii) expression phénotypique du matériel génétique acquis (Kruger et Stingl,
2011).

L’acquisition d’ADN par transformation chez les bactéries a Gram positif et & Gram négatif se
fait par des mécanismes similaires et invoque la participation de certaines protéines
homologues a celles qui composent les systémes de sécrétion de type IV et de type II (Chen et
Dubnau, 2004). La transformation a été particulicrement étudiée chez Bacillus subtilis et
servira donc ici de modéele. L’acquisition d’ADN se fait en deux étapes : i) la liaison de ’ADN
extracellulaire & la surface d’une cellule compétente, et ii) la translocation de I’ADN a travers
la membrane cytoplasmique. La liaison de I’ADN a la surface cellulaire se fait par
I’intermédiaire du pseudopilus, qui permet I’accés de I’ADN double-brin extracellulaire a un
récepteur, et sa subséquente translocation a travers un canal membranaire. L’ADN
transformant entre dans la cellule sous forme simple-brin, le brin complémentaire du duplex
étant dégradé durant la translocation (Chen et Dubnau, 2004). L’interaction de la molécule
d’ADN simple-brin entrante avec les protéines cytoplasmiques est essentielle pour la protéger
de la dégradation. Par la suite, ’ADN simple-brin peut étre intégré dans le chromosome par
recombinaison homologue, ou bien s’il s’agit d’un plasmide, étre reconstitué et maintenu

stablement sous forme extrachromosomique (Chen et Dubnau, 2004).
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1.1.2. Transduction

Les bactériophages sont les organismes majoritaires de notre planéte et ils jouent un rdle
majeur tant dans 1’écosystéme de la planéte que dans la diversification génétique de leur hotes
bactériens (Krupovic et al., 2011). Les bactériophages catalysent 1a mobilisation d’ADN d’une
cellule a une autre par transduction, qui peut étre de deux types, généralisée ou spécialisée. La
transduction généralisée se produit lorsque de I’ADN bactérien est empaqueté par erreur a la
place de ’ADN du phage dans la capside virale. La particule résultante est fonctionnelle :
I’ADN bactérien qu’elle contient pourra étre injecté dans une nouvelle cellule et étre intégré
par recombinaison homologue, si une homologie suffisante y existe (Brussow et al., 2004). La
transduction spécialisée est catalysée par les phages tempérés qui s’intégrent dans le
chromosome de leuf héte. L’excision imprécise d’un prophage méme a 1’excision conjointe
des geénes situés a proximité du site d’intégration. Ceux-ci seront alors répliqués, empaquetés

et transportés avec le phage vers une nouvelle cellule héte (Brigulla et Wackernagel, 2010).

La participation des phages tempérés dans la dissémination de génes de résistance aux
antibiotiques est de plus en plus reconnue (Skippington et Ragan, 2011) et leur r6le dans
I’émergence de souches bactériennes virulentes est bien documentée. Notamment, plusieurs
genes codant des toxines chez des pathogénes d’importance (i.e. Corynebacterium
diptherieae, Staphylococcus aureus, Clostridium botulinum, Vibrio cholerae, Escherichia coli)

sont contenues dans des génomes de phages (Brussow et al., 2004).

1.1.3. Transfert conjugatif

Le transfert conjugatif, ou conjugaison, est le mode de transfert utilisé par les plasmides

conjugatifs et les éléments intégratifs et conjugatifs (ICEs) (Figure 1) (Skippington et Ragan,
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2011). Le transfert conjugatif se divise en deux étapes clés : 'initiation du transfert conjugatif
par la coupure d’un brin de la molécule double-brin circulaire de I’élément, a-un site nommé
’origine de transfert (oriT), et la formation de I’appareil conjugatif qui permettra la

translocation de I’ADN entre une cellule donneuse et une cellule réceptrice.
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Figure 1. Transfert conjugatif de plasmides et d’éléments intégratifs et conjugatifs.

a) une cellule donneuse contenant un plasmide ou un ICE sous forme extrachromosomique entre en contact avec
une cellule réceptrice. (Dans le cas d’un ICE, celui-ci s’excise préalablement du chromosome (a’)). b) la
molécule simple-brin clivée par la relaxase est transférée vers la cellule réceptrice 4 travers le pore de
conjugaison, c) la molécule est recircularisée par la relaxase, d) le brin complémentaire est synthétisé, e) si
Pélément conjugatif est un ICE il se réintégre dans le chromosome par recombinaison site-spécifique. Cercle
orange, chromosome de la cellule donneuse; cercle vert, chromosome de la cellule réceptrice; cercle violet,

plasmide ou ICE excisé; trait violet, ICE intégré.

La relaxase reconnait et clive un brin de la molécule double-brin & I’origine de transfert afin
d’initier le transfert conjugatif. La relaxase forme généralement un complexe multiprotéique
avec des protéines auxiliaires de mobilisation nommé relaxosome. Une fois la molécule clivée,
un seul des deux brins est transféré de la cellule donneuse vers la cellule réceptrice a travers

un canal multiprotéique codé par I’élément lui-méme (Figure 1) (Chen ef al., 2005 ; Smillie et
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al., 2010). Dans le cas des éléments intégratifs et conjugatifs, 1’excision préalable de 1’élément
du chromosome sous forme d’une molécule double-brin circulaire est nécessaire (Wozniak et
Waldor, 2010). Suite au transfert dans la cellule réceptrice la relaxase, qui est restée liée
I’extrémité 5’ de la molécule durant le transfert, permet de religuer les deux extrémités de la
molécule simple-brin transloquée. Cette molécule sera ensuite dupliquée et maintenue sous
forme extrachromosomique réplicative, dans le cas d’un plasmide. Dans le cas d’un élément
intégratif et conjugatif, suite a la duplication il sera intégré de maniére site-spécifique dans le
chromosome de la cellule réceptrice (Figure 1) (Wozniak et Waldor, 2010). Dans les deux cas,
la cellule donneuse et la cellule réceptrice pourront agir comme donneuses pour un autre

transfert conjugatif.

Certains plasmides dits «mobilisables» possédent une oriT et les génes codant pour les
protéines composant un relaxosome. Ils peuvent étre mobilisés en trans en utilisant 1’appareil
conjugatif codé par un élément conjugatif (Smillie et al., 2010). Plus récemment, il été
démontré que certains ilots génomiques peuvent étre mobilisés par des éléments intégratifs et
conjugatifs (ICEs), due a la reconnaissance de leur oriT similaire par le relaxosome d’un ICE
présent dans la méme cellule, et par leur transfert subséquent a travers le pore de conjugaison
de I’ICE (Daccord et al., 2010). '

1.2. Recombinaison homologue chez E. coli

La recombinaison homologue est un processus inhérent et vital a toute cellule, car elle permet
le maintien de I’intégrité génomique. La recombinaison homologue joue un réle central dans
’intégration des geénes acquis par transfert horizontal et constitue ainsi une étape clé de la
diversification génétique. Bien que le role de la recombinaison homologue dans la plasticité
génomique soit indéniable, son role premier est de réparer les dommages causés a I’ADN, afin

de permettre la réplication du matériel génétique et la division cellulaire. La réparation des
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cassures double-brin dans le chromosome bactérien procéde par recombinaison homologue, en
utilisant une molécule d’ADN double-brin intacte afin de réparer une molécule brisée. Ce
phénomeéne est assuré par une protéine centrale retouvée chez pratiquement toufes les especes
bactériennes, RecA, qui catalyse les deux étapes essentielles & la réparation par
recombinaison : i) la recherche d’un partenaire homologue & une molécule brisée, et ii)
’échange des brins complémentaires de ces deux molécules (Kuzminov, 1999). Outre son role
dans la réparation par recombinaison, RecA est également responsable de I’induction de la

réponse SOS (voir section 1.4. Réponse SOS).

1.2.1. Dommages causés a I’ADN

Au cours de sa vie, une cellule bactérienne doit faire face a de nombreuses conditions
environnementales et agents chimiques qui endommagent son génome. Les bris causés sont de
différentes natures (double-brin ou simple-brin) et la réparation des différents types de bris ou
d’altérations est prise en charge par différents mécanismes cellulaires de réparation. La
réparation de altérations simple-brin s’effectue soit par réversion des dommages (ex.:
photoréactivation, dans le cas de dimeéres CC ou TT) soit par I’enlévement des bases entourant
la 1ésion, permettant la resynthése en utilisant le brin complémentaire comme matrice. Ce
demnier cas fait appel a plusieurs systémes : le «base excision repair» ou BER, le «nucleotide
excision repair» ou NER et le «méthyl-directed mismatch repair» (Kuzminov, 1999 ; Moat,
2002). Quoique moins fréquent, I’endommagement direct de deux sites opposés sur une méme
molécule par ’action directe d’agents toxiques (rayons X, les rayons gamma, les rayons UV,
les radicaux oxygénés, la mitomycine C) crée des cassures double-brin. Ce genre de bris peut-
étre converti en une paire de cassures simple-brin par simple échange de brin avec une
molécule double-brin intacte homologue. Ces lésions simple-brins pourront étre prises en

charge par la suite par les mécanismes nommés ci-haut (Kuzminov, 1999).
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Il arrive cependant qu’une lésion simple-brin cause la déstabilisation d’une fourche de
réplication passante. Dans un premier exemple, si la machinerie réplicative rencontre un site
abasique elle sera déstabilisée et la fourche de réplication se désintégrera, provoquant la
séparation d’une molécule double-brin du duplex en cours de réplication (Figure 2A)
(Kowalczykowski, 2000 ; Kuzminov, 1999). Dans un deuxiéme exemple, si la fourche de
réplication rencontre une lésion non-codante (ex. un dimére de thymine), elle sera
momentanément bloquée et redémarrera en aval de la 1ésion non-codante, laissant derriére elle

une région simple-brin non répliquée (Figure 2B) (Kuzminov, 1999).
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Figure 2. Bris induits par la déstabilisation d’une fourche de réplication.
A) Un site abasique cause la désintégration et le détachement de la fourche de réplication, générant une cassure
double-brin. B) Une lésion simple-brin non-codante bloque 1’avancement de la fourche de réplication. La
réplication redémarre en aval de la 1ésion, laissant un segment simple-brin dans la molécule nouvellement

répliquée. Inspiré de Kuzminov (1999).
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La réparation des cassures double-brin peut se diviser en trois phases: i) la présynapse :
préparation de I’ADN pour la recombinaison, ii) la synapse : appariement et-échange de brins
homologues, et iii) la postsynapse : reprise de la réplication et résolution des intermédiaires de
recombinaison. Chaque étape nécessite la participation de plusieurs protéines (Kuzminov,
1999 ; Nowosielska, 2007). L’étape présynaptique de la réparation des deux types de bris
induits par la réplication procéde par deux mécanismes distincts qui portent le nom des
complexes protéiques assistant RecA : RecBCD et RecFOR, et seront bri¢vement décrits dans
les sections suivantes. L’étape synaptique est caractérisée par un intermédiaire de
recombinaison a trois brins appelé boucle de déplacement ou «D-loop», qui est causé par
I’invasion d’une molécule double-brin par le filament simple-brin auquei est li¢ RecA. Dans
I’étape postsynaptique, la résolution des jonctions de Holliday formées par la recombinaison

est réalisée par des facteurs de I’hétes, tels RuvABC et RecG (Kuzminov, 1999).

1.2.2. RecBCD

RecBCD est une hélicase/exonucléase ATP-dépendante extrémement processive qui est
nécessaire a la réparation par recombinaison homologue des fourches de réplication affaissées
(Kuzminov, 1999). RecBCD lie et dégrade aggressivement I’ADN double-brin linéaire,
jusqu’a la rencontre du site Chi («crossover hotspot instigator » ou ) (5 -GCTGGTGG- 3°).
Cette dégradation est asymétrique, 1’extrémité 3’ étant dégradée beaucoup plus rapidement
que ’extrémité 5°. La rencontre de Chi cause un changement de préférence de brin dégradé
par RecBCD : aprés Chi RecBCD ne dégrade que I’extrémité 5°, ce qui produit une extrémité
3’ simple-brin libre qui sera ultérieurement utilisée comme substrat de recombinaison par
RecA (Anderson et Kowalczykowski, 1997 ; Kuzminov, 1999 ; Smith, 2012). L’intéraction
entre RecBCD et Chi est donc essentielle a la recombinaison. L’extrémité d’ADN simple-brin .
produite est aussitdt liée par Ssb, qui inhibe intialement la liaison de RecA. Bien que
compétitrice, la liaison de Ssb & I’ADN simple-brin est essentielle, car elle permet de

déstabiliser les structures secondaires qui empécheraient la polymérisation de RecA sur
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I’ADN simple-brin. (Schlacher et al., 2006). RecBCD catalyse ensuite le chargement de RecA
sur I’ADN simple-brin 1li¢ par Ssb (Anderson et Kowalczykowski, 1997). Une fois
polymérisée sur I’ADN simple-brin, RecA catalyse 1’invasion d’une molécule double-brin ou
I’appariement avec une molécule homologue double-brin comportant elle aussi une extrémité
3’ simple-brin. Par la suite, il y aura reprise de la réplication et résolution des jonctions de
Holliday produites dans les intermédiaires de recombinaison est réalisée par RuvABC ou
RecG (Kuzminov, 1999). (Les détails de cette étape ne seront pas abordés ici. Pour une revue

exhaustive, veuillez voir les publications de Kuzminov (1999) et Nowsielska (2007)).

1.2.3. RecFOR

La voie RecFOR est impliquée dans la réparation des lésions simple-brin produites lorsque la
machinerie réplicative est déstabilisée par une lésion non-codante et laisse derriére elle un
segment simple-brin. Cette voie fait appel & plusieurs protéines, RecF, RecO, RecR, Recl,
RecQ et RecN. Dans I’étape présynaptique, ’extrémité 3’ simple-brin utilisée par RecA est
préparée par I’hélicase RecQ et I’exonucléase 5°-3° RecJ. Par la suite, RecFOR catalyse
I’assemblage de RecA sur la molécule d’ADN simple-brin complexée a Ssb. Une fois
polymérisé¢ sur ’ADN simple-brin, RecA catalyse I’invasion d’un partenaire double-brin
homologue. L’étape synaptique est facilitée par le désenroulement des superenroulements
causés dans le duplex intact par I’invasion (gyrase) et dans le nouveau duplex, entre le brin
envahissant et le brin d’origine (topoisomérase I). Le segment simple-brin est alors dupliqué
par ’ADN polymérase I et les jonctions de Holliday sont résolues par RuvABC ou RecG
(Kuzminov, 1999).
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1.2.4. Barriéres a la recombinaison

La fidelité de la recombinaison, et conséquemment 1’intégration de séquences divergentes
permettant la diversification génétique, est dépendante de 1’étendue et du degré de
I’homologie et est contrdlée par les enzymes de recombinaison et par le systtme MMR ou
«mismatch repair». Le systtme MMR, composé chez E. coli des protéines MutS, MutL et
MutH, fonctionne de maniére 3 reconnaitre et réparer les bases mésapariées durant la
réplication (Yang et al., 2000). Cependant, les protéines MutS et MutL du systtme MMR
bloquent aussi I’échange de brins par RecA entre deux molécules trop divergentes (Worth et
al., 1994). Entre autres, la fréquence de recombinaison aprés conjugaison ou transduction
entre E. coli et Salmonella typhimurium augmente de 1 000 fois dans une réceptrice mutSL’
(Matic et al., 1995).

1.3. La recombinaison homologue chez le bactériophage A

A Dinstar des cellules bactériennes, plusieurs bactériophages possédent des systémes de
recombinaison. Cependant, au contraire de leurs équivalents bactériens, ces systémes sont
beaucoup plus simples sur les points de vue enzymatiques et mécanistiques. Le systéme de
recombinaison le plus étudié chez les bactériophages est celui du phage A. Ce systéme, nommé
systéeme Red, comporte trois génes, exo, bet et gam qui lui sont essentiels pour catalyser la
recombinaison homologue en 1’absence de RecA (Figure 3) (Court et al., 2002). Situés un a la
suite de 1’autre dans 1’opéron pL du phage A, les génes du systéme Red se retrouvent sous le
contréle du répresseur CI et sont exprimés t6t apres l’infection par le phage ou aprés

I’induction du prophage (Court et al., 2002).
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Figure 3. Systéme de recombinaison Red du bactériophage A.
Représentation partielle de ’opéron pL du bactériophage A. En noir les génes du systéme de recombinaison Red :
gam code pour un inhibiteur de RecBCD, bet code pour une recombinase et exo pour une exonuclease. En gris,
les autres génes de I’opéron pL, situés entre N et le site a#tP : n code pour ’antiterminateur N (Oppenheim et al.,
2005), ral code pour une protéine impliquée dans la résistance aux systémes de restriction-modification (Zabeau
et al., 1980), c/lI code pour une protéase qui inhibe la dégradation de cIl (Kobiler ef al., 2007), kil code pour une
protéine induisant une lyse cellulaire prématurée (Reisinger et al., 1993), ea22 et ea8.5 sont impliqués dans le
bloquage de P’initiation de la réplication (Sergueev et al., 2002), int code pour I'intégrase qui catalyse
’intégration site-spécifique du phage dans le chromosome et xis code pour le facteur de directionalité de la

recombinaison (excisionase) qui assiste Int a catalyser I’excision du prophage du chromosome (Oppenheim et al.,

2005).

1.3.1 AExo

Le géne Aexo code pour une exonucléase qui lie les extrémités d’ADN double-brin et en
dégrade I’extrémité 5°, laissant aprés son passage de longues extrémités simple-brin en 3°. Les
extrémités 3’ simple-brin générées par AExo seront utilisées par la recombinase codée par le
géne Abet. Exo nécessite la présence d’une extrémité double-brin pour initier le clivage; elle
est incapable d’utiliser des sites ou il n’y a qu’une coupure simple-brin (nick) dans ’ADN
(Court et al., 2002). En solution, AExo est une protéine trimérique en forme de tunnel dont
’entrée peut accomoder de I’ADN double-brin, mais dont la sortie ne laisse la place que pour
une molécule simple-brin (Kovall et Matthews, 1997), suggérant que AExo glisse le long du
brin 3’ en clivant les mononucléotides du brin 5 et laissant ’extrémité 3’ intacte (Court et al.,

2002). AExo est une enzyme trés processive, capable de cliver environ 3 000 nucléotides dans
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un seul événement de liaison (Kuzminov, 1999), a une fréquence d’environ 12 nucléotides par

seconde (Kovall et Matthews, 1997).

1.3.2. A Bet

ABet est une protéine de liaison & I’ADN simple-brin, ou recombinase, qui a la capacité de
promouvoir 1’appariement de molécules complémentaires d’ADN simple-brin et catalyser
I’échange de brins (Kmiec et Holloman, 1981). Comme plusieurs autres recombinases, ABet
peut réaliser ces activités en présence ou absence de RecA (Iyer et al., 2002 ; Kuzminov,
1999). Plusieurs protéines dérivées dé différents prophages telles RecT (Escherichia coli),
OrfC (Listeria pneumophila), Orfd8 (Listeria monocytogenes), ou GP35 (Bacillus subtillis)
sont connues pour étre fonctionnellement apparentées a ABet : elles sont capables de catalyser
la recombinaison d’ADN simple-brin avec le chromosome, et en présence de 1’exonucléase
qui leur est associée, elles peuvent catalyser la recombinaison d’ADN double-brin avec le
chromosome (Datta et al., 2008). Les modéles proposés de mécanismes par lesquels ABet

catalyse la recombinaison d’ADN double-brin sont décrits dans la section 1.3.4.

1.3.3. AGam

La participation de Gam est essentielle pour conférer le potentiel maximal de recombinaison
au systéme Red et aussi a la réplication du phage. Le role principal de Gam est d’inhiber
I’activité de la protéine RecBCD de la cellule héte (Karu et al., 1975). Malgré le fait qu’elle
soit présente en seulement quelques copies par cellule, RecBCD dégrade trés agressivement la
majorité de I’ADN double-brin linéaire qui s’y retrouve (Court et al., 2002) et interfére donc

avec la réplication tardive de A, durant laquelle les concatéméres d’ADN sont formés (Marsic
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et al., 1993). Ces concatémeéres seront ensuite clivés et empaquetés dans la capside virale.
Gam inhibe toutes les fonctions connues de RecBCD, incluant ses activités de nucléase,
d’hélicase, d’ATPase et sa capacité a lier  (Karu et al., 1975). Gam inhibe I’activité nucléase
de RecBCD en se liant a la sous-unité RecB du complexe (Marsic et al., 1993) et inhibe sa
liaison aux extrémités d’ADN double-brin (Murphy, 2007). Il est a noter qu’il n’y a pas de
sites ) dans le type sauvage de A, mais que ceux-ci peuvent apparaitre grice a des mutations.
Ainsi, dans un mutant Abet/exo” la recombinaison se fait par la voie RecBCD de 1’hdte, mais
est tres faible. Le taux de recombinaison est grandement augmenté par les mutations

introduisant un site  (Stahl, 1998).

Quelques autres inhibiteurs de RecBCD existent chez d’autres bactériophages, bien que leurs
mécanismes d’actions soient différents de celui de Gam. Le produit du géne 2 du phage T4 lie
les extrémités d’ADN double-brin afin de les protéger de I’action de RecBCD (Lipinska et al.,
1989 ; Silverstein et Goldberg, 1976), tandis que la protéine Abc2 du bactériophage P22
modifie RecBCD afin de I’incorporer dans son propre systéme de recombinaison (Murphy et
Lewis, 1993).

1.3.4. Mécanismes de recombinaison homologue du bactériophage A

Le mécanisme par le lequel le systéme Red catalyse la recombinaison est le sujet d’un débat
dans la littérature scientifique qui n’a pas encore atteint un consensus (Szczepanska, 2009). A
ce jour, trois modeles principaux distincts de recombinaison ont été suggérés pour le systéme
Red : I’appariement d’ADN simple-brin, 1’invasion d’ADN double-brin et 1’invasion d’une

fourche de réplication.

28



1.3.4.1. Appariement de molécules simple-brin

Le premier mécanisme de recombinaison a avoir été proposé pour le systtme Red est
I’appariement de deux molécules simple-brin homologues. Lorsque deux partenaires d’ADN
double-brin homologues se retrouvent brisés, les extrémités 5’ seraient dégradées par Exo,
produisant les extrémités 3’ simple-brin qui sont les substrats utilisés par Bet pour
I’appariement (Figure 4A). Ce mécanisme est totalement indépendant de la présence de RecA.
La nature non conservatrice de ce type de recombinaison la rend inutilisable pour la réparation
d’un génome comme celui E. coli, mais plus acceptable pour les génomes phagiques, qui se
trouvent généralement en plusieurs copies dans une cellule (Kuzminov, 1999). Cependant, il
explique mal le haut taux de recombinaison élevé catalysé par le systtme Red, étant
entiérement dépendant de la présence fortuite de cassures double-brin dans deux molécules

homologues.

1.3.4.2. Invasion d’une molécule double-brin

Le modéle de recombinaison par invasion d’une molécule double-brin est le modéle
généralement associé avec la recombinaison catalysée par RecA, qui procéde par ’invasion
d’une molécule double-brin homologue a la molécule simple-brin a laquelle elle est liée, en

formant une boucle de déplacement (Figure 4B) (Kuzminov, 1999).
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Figure 4. Modéles de mécanismes de recombinaison du systéme ARed.

A) Modéle d’appariement simple-brin. Une cassure double-brin dans deux molécules homologues (traits noirs et
gris) génére des extrémités double-brin qui sont dégradées par Exo, laissant des extrémités simple-brin 3’. Ces
extrémités sont utilisées par Bet qui catalyse 1’appariement des molécules homologues. B) Modéle d’invasion
d’une molécule double-brin. Une seule des deux molécules homologues subit une cassure double-brin, dont .
I’extrémité 5’ sera dégradée. Bet, aidée de RecA, catalyse 1’invasion de la molécule double intacte et cause la
formation d’une boucle de déplacement. Dans les deux modeles, Gam protége I’ADN double-brin linéaire de la

dégradation par RecBCD. Inspiré de (Kuzminov, 1999) et (Poteete, 2001).

Des résultats publiés par Rybalchenko et al (2004) suggérent que Bet est capable de procéder
a I’'invasion et a I’échange de brins d’ADN in vitro quand certains critéres sont rencontrés.

Notamment, ils ont observé que 1’invasion catalysée par Bet se fait préférentiellement par
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I’échange de bases A-T et qu’ainsi, un contenu élevé en G+C désavantage fortement la
formation de boucles de déplacement. Cette préférence pour 1’échange de bases AT est
également connue pour le mécanisme d’invasion d’autres recombinases, comme RecA et
RecT chez E. coli, Rad51, Dmcl et Rad52 chez I’humain et Rad52 chez la levure
(Rybalchenko et al., 2004). Cependant, il n’a pas ét¢ démontré que Bet catalyse des réactions
d’invasion in vivo et il est pour I’instant accepté dans la littérature que Bet catalyse I’invasion
d’une molécule d’ADN double-brin d’une maniére strictement RecA-dépendante (Figure 4B).
En contradiction compléte avec cette idée, certains résultats suggérent que le systtme Red

puisse catalyser I’invasion dans un contexte rec4” (Muyrers et al., 1999).

1.3.4.3. Invasion d’une fourche de réplication

Des résultats plus récents viennent néanmois éclaircir cette problématique. Un troisiéme
mécanisme, I’invasion d’une fourche de réplication, a été proposé par plusieurs auteurs
(Maresca et al., 2010 ; Mosberg et al., 2010 ; Poteete, 2008). Poteete (2008) a été le premier a
suggérer que la recombinaison chez le bactériophage A impliquerait la réplication. Il a proposé
que ’extrémité 3’ simple-brin générée par Exo s’insere dans la fourche de réplication et soit
appariée a sa séquence homologue sur le brin tardif («lagging strand»). La réplication serait

alors poursuivie en utilisant le nouveau brin comme matrice.

Des résultats plus récents ont renforcé la théorie que la réplication soit nécessaire a la
recombinaison par Red (Maresca et al., 2010 ; Mosberg et al., 2010). Cependant, ces résultats
apportent une nuance importante au mécanisme proposé par Poteete (2008). En effet, Mosberg
(2010) et Maresca et al (2010) ont présenté indépendemment des résultats suggérant que Exo
dégrade entierement un des deux brins de la molécule a recombiner, et non pas seulement les

extrémités 5’ comme proposé antérieurement. Cette molécule simple-brin envahierait alors
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une fourche de réplication en s’appariant au brin tardif, a la place d’un fragment d’Okazaki.

La réplication poursuivrait ensuite son cours normal (Figure 5).

1 +Gam

Figure 5. Invasion d’une fourche de réplication
1) Une molécule d’ADN double-brin est brisée et A Gam protége les extrémités de la dégradation par RecBCD.
2) A Exo dégrade entiérement un des deux brins. 3) A Bet catalyse 1’appariement du brin non-digéré 4 une portion

homologue située dans une fourche de réplication, a la place d’un fragment d’Okazaki.

La capacité du systéme Red a catalyser ’invasion d’une fourche de réplication fournit une
explication cohérente a I’observation de Muyrers et al (1999) que la recombinaison double-
brin peut étre catalysée par Red en absence de RecA. La diversité des mécanismes de
recombinaison proposés, appuyés de données expérimentales, suggére donc que le systéme
Red soit capable de catalyser la recombinaison par plusieurs mécanismes, dont le choix
dépend probablement des conditions cellulaires et de la disponibilit¢ des différents
partenaires : disponibilité de molécules homologues ayant des cassures double-brin, présence

de RecA, présence de fourches de réplications, taux de réplication, etc.

32



1.3.5. Homologues du systéme Red

Des analogues fonctionnels du systéme Red existent chez d’autres bactériophages. Bien que
généralement différentes au niveau de leur séquences, les recombinases et exonucléases
codées par ces systémes sont fonctionnellement semblables a ABet et AExo (Datta et al., 2008 ;
Iyer et al., 2002 ; Passy et al., 1999 ; Poteete et Volkert, 1988). Le bactériophage P22 posseéde
un systéme de recombinaison composé de quatre geénes, arf (accessory recombination
function), erf (essential recombination function), abcl et abc2 (anti-RecBCD) (Poteete et
Fenton, 1993). La recombinase Erf est entre autres requise pour la circularisation du
chromosome de P22 a son entrée dans la cellule (Iyer et al., 2002). Bien que Bet et Erf soient
évolutivement distantes, la délétion de Erf est facilement complémentée par la présence de Bet
(Iyer et al., 2002). Les fonctions de recombinaisons codées par P22 péuvent également

substituer celles de A (Poteete et Fenton, 1993).

Le prophage Rac retrouvé dans le chromosome d’E. coli possede également des geénes de
recombinaison (recE/recT). Normalement silencieux, ces génes sont activés par les mutations
dans le géne sbcA (Kuzminov, 1999). Le géne recE du prophage Rac code pour une
exonucléase fonctionnellement apparentée 3 A Exo, bien qu’elle n’ait aucune homologie de
séquence au niveau génétique ou protéique. In vitro RecE est hautement processive et dégrade
I’ADN double-brin a partir de cassures double-brin, dans la direction 5’— 3’°, laissant des
extrémités 3’ libres. recT code pour une recombinase capable de complémenter 1’activité de A
Bet. Comme Bet, RecT est capable d’apparier des molécules d’ADN simple-brin

complémentaires (Kolodner et al., 1994).
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1.3.6. Role biologique du systéme Red

Bien que I’absence des génes bet et exo n’affecte pas significativement le cycle lytique ou la
lysogénie de A, le systéme Red joue un role essentiel dans la biologie du phage A, tant en ce
qui a trait a la réparation efficace des cassures double-brin qu’a la stimulation de la réplication.
Puisque le prophage A est activé en présence d’agents causant des dommages a I’ADN, il est
fort probable que la réplication non-passive de A se produise dans un contexte ou les
dommages causés a I’ADN sont trés nombreux, ce qui justifierait la présence d’un systéme de
réparation de I’ADN (Poteete, 2001). De plus, son déplacement de cellule en cellule soumet le
génome du phage a l’action des systémes de restriction/modification. Par ailleurs, la
recombinaison catalysée par Red stimule la réplication de I’ADN de A (Poteete, 2001 ; Wu et
al., 2006). La recombinaison pourrait favoriser la formation de longs concatéméres, le substrat
préférentiel pour I’empaquetage du génome du phage dans sa capside, notamment en
permettant le changement du mode réplication 6 au mode de réplication 6 (Kuzminov, 1999 ;
Szczepanska, 2009 ; Weigel et Seitz, 2006).

1.3.7. Le systeme Red comme outil de biologie moléculaire

La recombinaison homologue in vivo est un moyen précis et versatile de modifier le
chromosome bactérien. La découverte que le systéme Red est capable de recombiner de
I’ADN linéaire avec le chromosome suite & une transformation a mené a 1’élaboration de
plusieurs techniques de biologie moléculaire et I’optimisation de ces techniques a produit la
majorité des connaissances que nous possédons aujourd’hui sur les mécanismes de
recombinaison du syst¢tme Red. L’avantage principal d’utiliser le systéme de recombinaison
de A pour le génie génétique est qu’il recombine efficacement des séquences homologues dont
la longueur est relativement petite (35 a 50 paires de bases) (Court et al., 2002). Les propriétés

intéressantes du systéme Red permettent de I’utiliser pour plusieurs applications, autant pour
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I’étude de A en soi (Oppenheim et al., 2004), la modification de plasmides (Thomason et al.,
2007), la construction de fusions transcriptionnelles et traductionnelles (Ellermeier et al., 2002
; Gerlach et al., 2007) et la délétion de génes chromosomiques (Datsenko et Wanner, 2000).
Ces techniques sont principalement utilisées chez E. coli (Datsenko et Wanner, 2000) et
d’autres bactéries & Gram négatif comme Salmonella (Husseiny et Hensel, 2005) et Yersinia

(Derbise et al., 2003) et plus récemment, chez Vibrio cholerae (Yamamoto et al., 2009).
1.4. REPONSE SOS

Outre son role dans la recombinaison, RecA est aussi responsable de 1’induction de la réponse
SOS en cas de dommages causés a3 ’ADN. La réponse SOS est une série de réactions
concertées et hautement organisées qui permettent a une cellule de survivre a I’inhibition de la
synthése de son ADN (Kuzminov, 1999), par I’expression de plus d’une quarantaine de génes
impliqués dans I’inhibition de la division cellulaire, la réplication «error-prone», la synthése
translésion, la recombinaison et la réparation des bris simple-brin par excision (Matic et al.,
2004). Deux protéines sont au centre de la régulation de la réponse SOS : RecA et LexA.
LexA est le répresseur principal du régulon SOS et contréle 1’expression des génes du régulon
par sa liaison a des boites spécifiques (boites SOS) situées en amont de leurs promoteurs
(Butala et al., 2009 ; Erill et al., 2007 ; Matic et al., 2004). Le site consensus des boites SOS
est un palindrome (5’CTGT-Ng-ACAG’3) conservé chez la majorité des bactéries 2 Gram
négatif. RecA agit comme senseur des dommages causés a I’ADN. La liaison de RecA i
I’ADN simple-brin induit un état «activé» chez RecA, qui devient alors apte & promouvoir

I’activité autoprotéolytique du répresseur LexA (Erill et al., 2007).

En temps normal, le répresseur est actif et les génes qu’il contréle ne sont pas exprimés ou
exprimés a un faible taux basal. L’ordre dans lequel les génes du régulon SOS sont exprimés

dépend de la force des boites SOS, de leur position relative au promoteur et de la force des
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différents promoteurs (Butala et al., 2009). La durée de I’expression des génes dépend de la
persistance d’ADN simple-brin dans la cellule (Matic ez al., 2004). Ainsi, certains génes qui
sont moins fortement réprimés seront activés méme en réponse a des dommages mineurs
(Butala ef al., 2009). Les premiers génes a étre exprimés sont impliqués dans la réparation des
cassures simple-brin par excision (uvrABC: NER), dans la réparation par recombinaison
(ruvAB), dans la réplication «error-prone» (polB et dinB qui codent respectivement pour Polll
et PollV) et dans I’inhibition du clivage de umuD en umuD’ (dinl) (Janion, 2008). lexA est
également exprimé au méme moment. Si I’expression des geénes de réparation des cassures
simple-brin ne suffit pas & diminuer la quantité d’ADN simple-brin dans la cellule, les génes
impliqués dans la recombinaison (rec4 et recN) sont induits. Si les dommages sont si
importants que méme la recombinaison ne suffit pas, umuCD et suld sont exprimés, ce qui
permet la synthése d’ADN translésion (umuCD) et 1’arrét de la division cellulaire (sulAd).
Finalement, en tout dernier recours, il y a induction de prophages et de plasmides codant pour
la production de colicine, qui causent la lyse de la cellule, permettant de préserver les

nutriments pour les cellules viables (Kuzminov, 1999).

Outre LexA, I’autoprotéolyse de plusieurs autres répresseurs est catalysée par RecA activée,
notamment le répresseur CI du bactériophage A (Oppenheim et al., 2005) et le répresseur SetR
des éléments intégratifs et conjugatifs de la famille SXT/R391 (Voir section 1.5.3.3.) (Beaber
et al., 2004).

1.5 ELEMENTS INTEGRATIFS ET CONJUGATIFS

Le transfert horizontal de matériel génétique entre les bactéries participe grandement a la
plasticité des génomes bactériens. En plus de participer a I’évolution des génomes, les

éléments génétiques mobiles bactériens sont d’importants vecteurs de dissémination de génes
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de résistance aux antibiotiques. Les intégrons, les plasmides, les transposons et les éléments
intégratifs et conjugatifs (ICEs) n’en sont que quelques exemples. Les ICEs se transférent par
conjugaison selon un mécanisme similaire a celui emprunté par les plasmides conjugatifs (voir
section 1.1.3.), mais, au contraire de ces derniers, ils s’intégrent dans le chromosome de leur
héte au lieu de se maintenir sous la forme d’une molécule extrachromosomique circulaire et
réplicative. Une conséquence directe de leur intégration dans le chromosome est leur transfert
vertical lors de la division cellulaire. Lorsque certaines conditions environnementales sont
respectées, ces éléments s’excisent du chromosome, généralement par recombinaison site-
spécifique, afin de former un intermédiaire circulaire non-réplicatif qui servira de substrat
pour leur transfert conjugatif. A leur arrivée dans la cellule réceptrice ils reprennent une forme
circulaire qui servira a leur intégration dans le chromosome (Burrus et al., 2002a ; Wozniak et
Waldor, 2010).

Certains ICEs se transférent sous forme d’ADN simple-brin, d’autre sous forme d’ADN
double-brin, possédent une haute ou faible spécificité d’intégration et des recombinases de
type sérine ou tyrosine (Burrus et al., 2002a). Cette diversité de caractéristiques a mené a une
nomenclature trés hétérogéne de ce type d’éléments, incluant les plasmides intégratifs, les
transposons conjugatifs, les flots génomiques et plusieurs éléments non classifiés. Le terme
ICE qui a été introduit par Burrus et al (2002) pour tenter de résoudre ce probléme de
nomenclature inclut les éléments génétiques bactériens qui s’excisent du chromosome par
recombinaison site-spécifique, transferent leur forme circulaire excisée par conjugaison et
s’intégrent par recombinaison entre un site spécifique de I’intermédiaire circulaire et le
chromosome de I’hte. Le terme s’est par la suite élargi pour inclure tous les éléments
intégratifs transmissibles par conjugaison, sans accorder d’importance au mécanisme
d’intégration ou de conjugaison. Ainsi, le terme ICE inclut également des éléments tels
CTnDOT ou Tn916 (Tableau 1) qui s’intégrent avec un minimum de spécificité de séquence et
sont donc capables de transposition autant que de transfert intercellulaire. Bien que les facteurs

qui déterminent la diversité des hétes vers lesquels les ICEs peuvent se transférer n’ont pas été
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étudiés, il est connu que la majorité des ICEs étudiés a ce jour possédent un trés large spectre
d’hotes (Wozniak et Waldor, 2010).

Tableau 1. Exemples d’éléments intégratifs et conjugatifs.

ICE Hate Taille Site d’intégration Fonctions accessoires®
(kb)
SXT Vibrio cholerae 99.5  prfC Sut, Tm®, CmF, Sm"
R391 Providencia rettgeri 89 prfC Kn®, Hg®
ICEBsl Bacillus subtilis 20 géne tRNA™® NI
PAPI-1 Pseudomonas 108  géne tRNAM® Facteurs de virulence et
aerugionosa formation de biolfilm
ICEcic Pseudomonas knackmussii 105 géne tRNACY Dégradation d’acide 3-
chlorobenzoique
ICEHin1056 Haemophilus influenzae 49.4 géne tRNA™ Tet®, Cm®, Amp®
Tn916 Enterococcus faecalis 18 régions A-T riches Teth
pSAM2 Streptomyces ambofaciens 109  géne tRNAP® NI
CTnDOT Bacteroides spp. 65 GTANNTTTTGC Tet®, Erm®
TnGBS2 Streptococcus agalactiae  33.5 Régions intergéniquesen NI
amont des promoteurs 6*

ICEMISym  Mesorhizobium loti 502 géne {RNAPH® Symbiose (nodulation et

fixation d’azote)

a . . I Y LI . 7. r.»
Su®, résistance au sulfaméthoxazole; TmF, résistance a la triméthoprime; Cm®, résistance au chloramphénicol;

Sm®, résistance 2 la streptomycine; Kn®, résistance 2 la kanamycine; HgR, résistance au mercure;Tet®, résistance

a la tétracycline; Amp*, résistance a I’ampicilline; NI, non indentifié. Inspiré de Wozniak et Waldor (2010).

Les ICEs ont une structure typiquement modulaire, comprenant généralement trois modules

distincts codants pour les différentes fonctions d’intégration/excision, transfert conjugatif et

régulation. La majorité de ces modules sont également associés avec les fonctions codées par

d’autres ¢léments mobiles, tels les plasmides conjugatifs, les phages tempérés et les

transposons. Bien que tous les ICEs partagent une structure similaire, les mécanismes

spécifiques codés par les différents modules peuvent grandement varier d’un ICE a I’autre. En
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plus de ces fonctions principales, la majorité des ICEs codent pour des fonctions accessoires
conférant un avantage évolutif & leur héte (i.e. résistance aux antibiotiques, résistance aux
métaux lourds, voies de dégradation de composés toxiques, facteurs de virulence, formation de
biofilm) (Wozniak et Waldor, 2010).

1.5.1. Le choléra et 1a découverte de SXT

La majorité des ICEs étudiés a ce jour ont été identifiés dans des souches de Vibrio cholerae,
I’agent causal du choléra, ainsi que dans des espéces béctériennes qui lui sont apparentées. Le
choléra est une maladie infecticuse sévére qui est contractée par l’ingestion d’eau et
d’aliments contaminés par V. cholerae. Cette maladie est épidémique dans les régions du
globe ou I'accés a I’eau potable est limité et ol les conditions sanitaires inappropriées
favorisent la dissémination du pathogéne dans les sources d’eau de consommation. Le choléra
est caractérisé par une diarrhée profuse qui provoque une perte de liquide fulgurante, causant
la déshydratation sévére des patients et pouvant mener a la mort en moins de 24 heures. Bien
que la simple réhydratation des patients soit le traitement le plus efficace, I’utilisation massive
et abusive d’antibiotiques afin de traiter et prévenir les infections a8 V. cholerae a permis

I’émergence de souches multirésistantes (Kaper et al., 1995).

Les nombreuses €pidémies de cholera qui ont ravagé la majeure partic des deux siécles
derniers ont été causées par le sérogroupe O1 de V. cholerae, jusqu’a I’émergence au début
des années 1990 du sérogroupe 0139 (Kaper et al., 1995). L’analyse du patron particulier de
résistances aux antibiotiques de ce nouveau sérogroupe a mené a la découverte de 1’élément
intégratif et conjugatif SXT, qui confeére la résistance aux antibiotiques triméthoprime,

sulfaméthoxazole, streptomycine et chloramphénicol (Waldor et Mekalanos, 1996).
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1.5.2. La famille SXT/R391

La découverte de I'ICE SXT a marqué le début de deux décennies d’étude extensive de ce
nouveau genre d’élément génétique mobile, menant a la découverte de nombreux autres ICEs
apparentés ou non a SXT, et également 4 une nouvelle analyse de nombreux éléments qui
avaient a tort été classifiés comme étant des plasmides ou des transposons conjugatifs. L’une
des conséquences majeures de cette réanalyse a été la reclassification de tous les plasmides
appelés «facteurs R», pour «facteurs de résistance», appartenant au groupe d’incompatibilité J
(Coetzee et al., 1972 ; Hedges, 1974 ; Hedges, 1975), tels que R391 de Providencia rettgeri
(avant connu sous le nom de Proteus rettgeri), comme étant des ICEs apparentés a SXT, et la
création d’une nouvelle famille d’éléments génétiques mobiles, la famille SXT/R391 (Tableau
2, Annexe 1) (Beaber et al., 20024 ; Burrus et al.,, 2006a ; Hochhut et al., 2001a). Ces
éléments sont composés d’un squelette conservé de genes codant pour leurs fonctions
essentielles d’intégration, d’excision, de transfert conjugatif et de régulation, et sont tous
retrouvés intégrés de maniére site-spécifique dans I’extrémité 5° du géne prfC de leur héte,
codant pour le facteur 3 de relarguage des chaines peptidiques (RF3) (Hochhut et Waldor,
1999).

La famille SXT/R391 contient & ce jour plus de 50 éléments, découverts dans des isolats
d’origines clinique et environnementale d’une grande diversité d’espéces bactériennes
provenant de divers endroit du globe et isolés au cours des 40 derniéres années (Tableau 2,
Annexe 1) (Burrus et al., 2006a ; Wozniak et al., 2009). Les ICEs nouvellement identifiés sont
classifiés comme membres de cette famille par la présence du squelette de génes conservés, la
présence d’une intégrase conservée et par leur intégration site-spécifique dans I’extrémité 5’
de prfC (Burrus et al., 2006a). Outre leur réle majeur dans la dissémination de génes de
résistance aux antibiotiques, les ICEs de la famille SXT/R391 sont maintenant reconnus pour
leur participation a la plasticité du génome de leurs hotes et dans leur capacité a s’adapter a

leur environnement.
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1.5.3. Squelette minimal fonctionnel

La comparaison de la séquence compléte de 13 éléments appartenant a la famille SXT/R391 a
permis de mettre en évidence que ces éléments partagent un squelette de génes conservés
codant pour leurs fonctions principales d’intégration, d’excision, de transfert conjugatif et de
régulation (Figure 6) (Wozniak ef al., 2009). Ce squelette comprend 52 geénes dont seulement
25, totalisant 29.7 kpb, sont nécessaires a ces fonctions. Les génes codant pour ces fonctions
sont organisés en modules fonctionnels qui gouvernent I’intégration/excision, le transfert

conjugatif (mobilisation et formation de I’appareil conjugatif) et la régulation.

‘o u HSS HS1 HS2 Hs4 HS3
Wine & Y traw

Figure 6. Squelette de génes conservés des ICEs de la famille SXT/R391.

Les différents modules fonctionnels sont représentés avec un code de couleur. Gris, intégration/excision; jaune,
mobilisation; bleu, recombinaison et réparation; orange, formation du pore de conjugaison; aqua, exclusion; vert,
activation transcriptionnelle; rouge, répression transcriptionnelle; blanc, fonction inconnue. La position de

régions variables présentes a différents endroits du squelette est indiquée par des pointes noires descendantes.

1.5.3.1 Intégration site-spécifique

L’intégration et I’excision sont catalysées par une recombinase site-spécifique de type P4, Int,
et un facteur de directionalité de la recombinaison, Xis, dont les génes sont situés a I’extrémité
5’ des éléments (Figure 6). L’intégration dans le chromosome est le résultat de la
recombinaison site-spécifique catalysée par I’intégrase Int, entre deux séquences identiques de
17 paires de bases (pb), I’'une retrouvée sur la molécule circulaire extrachromosomique de

PICE (atP) et I’autre retrouvée au niveau du chromosome bactérien (a7zB) (Figure 7). Bien
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que D’intégration de SXT interrompe la séquence 5’ de prfC, elle fournit une nouvelle
séquence promotrice et une nouvelle séquence 5’ codarite, permettant I’expression d’une
protéine RF3 fonctionnelle (Hochhut et Waldor, 1999).

int

7 e

attl SXT attR

att8 ‘_/
Int+ Xis

Figure 7. Intégration et excision site-spécifique de SXT.

attP

La recombinase site-spécifique Int permet I’intégration de SXT en recombinant le site attP de la molécule
circulaire de I'ICE avec le site antB retrouvé sur le chromosome. Int, aidée de Xis, catalyse la recombinaison

entre attL et attR, ce qui permet ’excision de SXT du chromosome.

La réaction inverse, menant & 1’excision de I’ICE du chromosome, résulte de la recombinaison
site-spécifique entre les sites attL et atfR retrouvés de part et d’autre de 1’élément intégré et est
catalysée par Int, assistée de Xis (Figure 7) (Burrus et Waldor, 2003). Par analogie avec les
autres systémes conjugatifs, il est supposé que la molécule circulaire excisée résultante sera
clivée a son origine de transfert (oriT) et transférée sous forme d’ADN simple-brin vers une
cellule réceptrice par le pore de conjugaison codé par I'ICE. Les molécules simple-brin
générées dans les cellules donneuses et réceptrices seraient dupliquées et ensuite intégrées par

recombinaison site-spécifique dans chacun des chromosomes.
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1.5.3.2. Transfert conjugatif

En aval du module d’intégration/excision se trouve le module de mobilisation, qui est séparé
en deux loci par rumBA (impliqués dans la réparation des dommages par les UV) et par les
cadres de lectures ouverts (ORF) 5024, 5025 et s026 de fonction inconnue (Figure 6). Le
premier locus du module de mobilisation contient la séquence reconnue et clivée par la
relaxase putative Tral, I’origine de transfert (oriT) (Ceccarelli et al., 2008). Cette séquence de
299 pb est située dans la région intergénique entre s003 et mobl et est commune chez tous les
membres de la famille. A I'instar des oriT des plasmides conjugatifs, ’oriT des ICEs
SXT/R391 contient cinq répétitions imparfaites directes et inversées qui sont présumées étre
impliquées dans la reconnaissance spécifique de ce locus par la relaxase, permettant le clivage
d’un des deux brins de la forme excisée de I'ICE. Le géne mobl retrouvé immédiatement en
aval de ’origine de transfert est essentiel pour le transfert conjugatif de SXT. Bien que le rdle
précis de mob! dans le transfert ne soit pas connu, il ne semble pas impliqué dans la formation
du pore de conjugaison puisqu’il n’est pas requis pour la mobilisation en trans par SXT du
plasmide pCLODF13 (Ceccarelli et al., 2008). Le deuxiéme locus du module de mobilisation
contient la relaxase putative tral, ainsi que traD (un facteur de couplage putatif) et traJ, un
gene codant pour une protéine ayant une faible homologie avec la protéine TralJ du plasmide F

(Wozniak et al., 2009).

Le systéme de sécrétion de type IV qui permet la translocation de I’ADN de I’'ICE dans une
cellule réceptrice est codé par trois opérons : (i) traLEKBVA, (ii) dsbC/traC/trhF/traWUN et
(i11) traFHG, qui contiennent tous les génes nécessaires a la formation du pilus de conjugaison
et de 1a machinerie conjugative, ainsi qu’a la formation et a la stabilisation du couple cellule-
cellule nécessaire au transfert (Figure 6) (Wozniak et al., 2009). Bien qu’a ce jour aucune
fonction précise n’ait été attribuée au géne 5063, situé entre traN et traF, celui-ci est inclus
dans le squelette minimal fonctionel car sa deletion résulte en une diminution d’environ 100

fois de la fréquence de transfert de SXT (Wozniak et al., 2009).
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1.5.3.3. Régulation du transfert

L’expression concertée des génes requis pour les processus d’intégration/excision et transfert
conjugatif est assurée par trois régulateurs codés par I’ICE : le répresseur principal sefR, ainsi
que les activateurs de transcription setC et setD (Beaber et al., 2004 ; Beaber et Waldor,
2004). Le locus codant pour ces fonctions de régulation est situé¢ a I’extrémité 3° du squelette
conservé (Figure 6). SetR, a I’instar de CI du bactériophage A, contient a la fois un domaine de
liaison & I’ADN hélice-tour-hélice et un motif protéase (Beaber et al., 2004). SetR réprime
I’expression de setCD a partir d’'un promoteur situé en amont de s086 (Figure 8) (Beaber et
Waldor, 2004). Comme c’est le cas pour A, la répression maintenue par SetR est levée par
P’induction du systéme SOS de I’héte, ce qui favorise le transfert des ICEs SXT/R391 en
réponse a des agents endommageant 1’ADN, tels certains antibiotiques induisant la réponse
SOS (Beaber et al., 2004). Suite a la stimulation de 1’activité coprotéase de RecA par les
dommages causés a I’ADN, la protéine RecA activée semble catalyser 1’autoprotéolyse et
I’inactivation de SetR (Beaber ef al., 2004). La diminution de la concentration intracellulaire
de SetR léve la répression maintenue sur setC et set_D, causant I’induction de I’expression de
int, de xis, des génes impliqués dans la mobilisation et des trois opérons tra décrits plus haut,
vraisemblablement menant a I’expression simultanée de tous les génes nécessaires au transfert
efficace de SXT vers une nouvelle cellule hote (Figure 8) (Beaber et al., 2002 ; Burrus et
Waldor, 2003).
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xis int Mobilisation Pore de conjugaison setC setD s086 setR

Figure 8. Régulation de SXT.
Le répresseur SetR réprime 1’expression des activateurs de transcription SetC et SetD en liant un promoteur situé
en amont de s086. L induction de la réponse SOS léve la répression maintenue par SetR, permettant ’expression
de SetCD> et l’activation des génes d’intégration/excision (gris), de mobilisation (jaune) et de formation du pore

de conjugaison (orange). Inspiré de Wozniak et Waldor (2010).

1.5.4. Les ICE SXT/R391 sont apparentés aux plasmides de la famille IncA/C

Récemment, Wozniak et al. (2009) ont démontré que les génes de transfert des ICE de la
famille SXT/R391 sont également retrouvés chez les plasmides de la famille IncA/C. Ces
plasmides conjugatifs codent pour de multiples résistances aux antibiotiques sont largement
distribués chez Salmonella (Lindsey et al., 2009) et ont été identifiés chez Yersinia pestis
(Galimand et al., 1997), I’agent causal de la peste bubonique, ainsi que chez Vibrio cholerae
et dans des y-protéobactéries apparentées (Fricke et al., 2009 ; Pan et al., 2008 ; Welch et al.,
2007). Outre le fait qu’ils soient leurs plus proches parents, les génes de transfert retrouvés
chez les plasmides IncA/C sont en parfaite synténie avec les 4 loci codant la machinerie
conjugative des ICE SXT/R391 (Figure 9).
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Figure 9. Comparaison du squelette de génes conservés de SXT et du plasmide conjugatifs pIP1202 du groupe
d’incompatibilité IncA/C.
Les différents modules fonctionnels sont représentés avec un code de couleur. Gris, intégration/excision; jaune,
mobilisation; bleu, recombinaison et réparation; orange, formation du pore de conjugaison; aqua, exclusion; vert,
activation transcriptionnelle; rouge, répression transcriptionnelle; violet, réplication; noir, génes de fonction
inconnue homologues, blanc, génes de fonction inconnue sans homologues. Les lignes pointillées indiquent les
génes homologues entre SXT et pIP1202 et les nombres indiquent le % d’identité entre les protéines codées par
les génes homologues. La position des régions variables et des hotspots (I & III et HS1 a HS5) chez SXT sont
indiquées par des pointes noires descendantes. La taille et le contenu des régions variables de pIP1202 sont
indiqués et positionnées dans le squelette par des fléches noires montantes. Les résistances codées par pIP1202
sont indiquées : aphd, kanamycine; strAB, streptomycine; cat, chloramphénicol; sull et sul2, sulfonamides;
merRTPCADE, mercure; blagyy;, ampicilline; fetAR, tetracycline; gacEAl, ammonium quaternaire; aadA,

spectinomycine.

Cependant, I’absence du module de régulation comprenant les génes sefR et setCD des
plasmides IncA/C suggére que leur transfert soit régulé différemment. De plus, au lieu de
contenir les génes nécessaires a l’intégration et 1’excision, ces plasmides contiennent un
réplicon de type RepA. En plus des génes de transfert connus, dix génes additionnels de
fonction inconnue sont retrouvés dans les squelettes des ICE SXT/R391 et des plasmides
IncA/C, suggérant qu’ils ont un rdle important a jouer dans la biologie de ces deux familles

distinctes d’éléments mobiles (Wozniak ez al., 2009).

Comme c’est le cas pour les ICE SXT/R391, les plasmides IncA/C contiennent des régions

variables dispersées dans leur squelette de génes conservés. Ces régions variables sont
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d’ailleurs retrouvées dans les mémes positions relatives au squelette dans les deux familles
d’éléments : en amont de tral et de tral, en aval de trad et en amont de traF (Wozniak et al.,
2009). Cependant, le contenu des régions variables des IncA/C différe complétement de celui
des régions variables des ICE SXT/R391, suggérant que I’ancétre commun de ces deux

familles aurait divergé avant I’acquisition des séquences variables.

1.5.5. Régions variables et diversité des fonctions conférées

Tous les membres de la famille SXT/R391 qui ont été séquencés a ce jour possédent la méme
structure, composée du squelette de génes conservés dans lequel se trouvent 5 loci contenant
des segments d’ADN variable de différentes tailles (Figure 10). Ces 5 loci, nommés HS1 a
HS5 pour «hotspoty, sont retrouvés dans des régions intergéniques du squelette ou leur
acquisition a laissé intactes toutes les fonctions essentielles. Certains éléments contiennent de
I’ADN variable additionnel situé dans des régions variables (VRI & VRIV). Tel est le cas pour
SXT et d’autres membres de cette famille qui contiennent un élément de type ISCR2 inséré
dans rumB (Figure 10). Les éléments ISCR2 sont apparentés aux éléments transposables de
type 1S9/ qui sont fréquemment associés avec la résistance aux sulfonamides (Toleman et al.,

2006).

Les séquences retrouvées dans un «hotspot» donné sont rarement restreintes a un seul
élément : elles sont généralement retrouvées dans au moins un autre ICE de la famille, dont le
contenu des autres «hotspot» sera généralement complétement différent. A titre d’exemple,
ICEVchMex1 et ICEVflInd1 contiennent le méme ADN variable dans HS3 (Figure 10), mais
le contenu de leurs autres «hotspot» est complétement différent. Une observation similaire

peut étre faite pour la majorité des ICE de cette famille.
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Figure 10. Régions variables des ICEs de la famille SXT/R391.
Les différents modules fonctionnels du squelette sont représentés suivant le code de couleurs utilisé dans la figure
6. Les régions variables de certains ICEs de la famille SXT/R391 sont représentées sous le squelette de génes
conservés. Les couleurs indiquent les régions variables identiques. Les résistances sont indiquées: Tm,
triméthoprime; Cm, chloramphénicol; Sm, streptomycine; Su, sulfaméthoxazole; Kn, kanamycine; Hg, mercure;

Tc, tétracyline.

Bien que la majorité des génes retrouvés dans les régions variables n’aient pas d’homologue
connu, certains d’entres eux codent pour des fonctions qui profitent certainement a leur hote
bactérien. La plupart des éléments appartenant a la famille SXT/R391 conférent la résistance a
de multiples antibiotiques, principalement par le biais de génes retrouvés dans d’autres
éléments mobiles associés a I'ICE, tels que les éléments ISCR2 (e.g. SXT, ICEPdaSpal, et
ICEVchBan9) ou des intégrons de classe IV (e.g. ICEVchInd5 and ICEVchBan9). Cependant,
un certain nombre d’ICEs SXT/R391 contiennent des génes variables offrant d’autres
avantages possibles a leur hote, tels ICEVchMexl, ICEVflIndl et ICEVchMoz3 qui
contiennent des génes impliqués dans la synthése du c-di-GMP, un second messager important

dans la biologie de V. cholerae (Bordeleau et al., 2009). Certains éléments tels que SXT,
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ICEPal/Banl, ICEVchIndS et ICEVflInd1 contiennent les génes mosA et mosT dans le HS2, qui
forment un systéme toxine/antitoxine qui semble étre impliqué dans leur maintien
intracellulaire (Wozniak et Waldor, 2009). (Pour une revue exhaustive du contenu des régions

variables, veuillez vous référer 3 Wozniak et al, 2009).

1.5.6. Systéme toxine/antitoxine

Les systémes toxines/antitoxines (TA) sont formés d’une toxine stable et d’une antitoxine
labile et fonctionnent de fagon a inhiber la perte d’un élément extrachromosomique (pour une
revue compléte voir Hayes, 2003). Si un élément transportant la paire de génes TA est perdu
di A une erreur dans sa réplication ou a un défaut dans son maintien la toxine instable sera
rapidement éliminée du complexe TA et ne pourra étre resynthétisée di a 1’absence de
I’élément. La toxine stable sera libérée du complexe et interagira avec sa cible chez I’héte,

inhibant sa croissance ou induisant sa mort cellulaire prématurée.

Lorsqu’ils sont présents dans leur héte sous leur forme intégrée, les ICEs SXT/R391 sont
maintenus de fagon stable et sont répliqués avec le chromosome de ’héte. Cependant, sous les
conditions qui induisent leur transfert, ils s’excisent et existent de fagon transitoire sous la
forme d’une molécule double-brin extrachromosomique non-réplicative (Wozniak et Waldor,
2010). Par contre, tout événement d’excision ne méne pas nécessairement & un événement de
transfert, comme indiqué par la fréquence d’excision qui est de 100 fois supérieure a la
fréquence de formation d’exconjugants (Burrus et Waldor, 2003 ; Wozniak et al., 2009),
créant ainsi un équilibre entre les formes intégrées et excisées des ICEs SXT/R391 dans une
cellule donnée. Ce phénoméne est une menace constante a la stabilité de 1’élément, puisqu’il
pourra étre perdu si sa cellule hote se divise au moment ou I'ICE non-réplicatif est sous sa
forme extrachromosomique. Pourtant, bien qu’il y ait 3.7 événements d’excision détectables

par 100 cellules contenant SXT, seulement 3.2 événements de pertes par 10° cellules sont

49



détectés, démontrant que la majorité des événements d’excision ne meénent pas a la perte de
SXT (Burrus et Waldor, 2003 ; Wozniak et Waldor, 2009). Ce phénoméne pourrait étre

expliqué par la présence d’un systeme TA.

Les génes mosA et mosT (pour «maintenance of SXT, Antitoxin and Toxin») qui sont codés
par SXT et plusieurs autres membres de la famille augmentent la stabilité de ces ¢léments dans
leur cellule hote (Wozniak et Waldor, 2009). Ces deux geénes sont retrouvés dans le HS2 de
SXT et agissent afin de prévenir la perte de SXT. mosA4 et mosT semblent former un opéron
qui est maintenu réprimé par 1’autorépression causée par MosA lorsque SXT est sous forme
intégrée. Cependant, les facteurs responsables de 1’excision de SXT, soit I’excisionase Xis et
les activateurs transcriptionels SetCD, lévent la répression sur mosAT et permettent leur
expression lorsque SXT est excisé du chromosome. mosT code pour une toxine qui inhibe
sévérement la croissance de E. coli lors de sa surexpression, mais son activité est neutralisée
par la présence de mosA. Par analogie avec d’autres sytémes TA, MosA serait moins stable
que MosT, ce qui ménerait 4 la mort des cellules n’ayant pas hérit¢ SXT si la division
cellulaire se produisait alors que 1’élément est sous forme extrachromosomique, ou a

I’inhibition de leur croissance jusqu’a ce que I’élément se réintégre.

Curieusement, plusieurs membres de la famille SXT/R391, tels R391 (Boltner et al., 2002 ;
Coetzee et al., 1972), ICEPdaSpal (Osorio et al., 2008) et ICEVchMex1, (Burrus et al.,
2006b) ne possedent pas les génes mosAT. Des études préliminaires suggerent néanmoins que
R391 n’est que légérement moins stable que SXT, suggérant que les membres de cette famille
qui ne contiennent pas mosAT possédent peut-étre d’autres génes assurant leur maintien. Entre
autres, R391 et ICEVchMex1 contiennent dans HS2 des génes apparentés de fagon lointaine
au systetme TA HipAB d’E. coli. De plus, une autre ¢tude a démontré que les geénes s044 et
5045 situés dans le HS1 de SXT et ICEPa/Banl (Tableau 2, Annexe 1) codent pour un
systtme TA fonctionel. Lorsque surexprimée dans E. coli, la toxine codée par s045 entraine

une diminution de 100 fois de la viabilité cellulaire et cet effet est annulé par la co-expression
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de s044 (Dziewit et al., 2007). De plus, lorsque cloné dans un vecteur instable, le systéme
5044/5045 augmente la rétention du plasmide d’environ 30% aprés 30 générations en absence
de sélection (Dziewit et al., 2007). Cependant, la deletion de s044/5045 de SXT n’a aucun
impact négatif sur sa stabilité, contrairement & ce qui est observé pour la délétion de
mosA/mosT, posant la question si ce systéme est réellement fonctionnel (Wozniak et Waldor,
2009).

1.5.7. Mobilisation de plasmides, d’lots génomiques mobilisables et d’ADN chromosomique

1.5.7.1. Mobilisation de plasmides

Les ICEs de la famille SXT/R931 ont la capacité de promouvoir la mobilisation de plasmides
mobilisables mais non conjugatifs, tels pCLODFI13, en leur fournissant un pore de
conjugaison (Hochhut ez al., 2000). Plus récemment, il a été¢ démontré que ICEPdaSpal, un
ICE SXT/R391 dérivé du pathogéne de poisson Photobacterium damselae subsp. piscicidae,
peut promouvoir le transfert du plasmide de virulence pPHDP10 qui est retrouvé dans la
méme souche. Cependant, le mécanisme par lequel pPDHP10 est mobilisé par ICEPdaSpal
est entiérement différent du transfert de pCLODFl3 par SXT, puisque pPDHP10 ne contient
ni origine de transfert, ni génes de mobilisation (Osorio ef al., 2008). 11 a ét¢ démontré que la
mobilisation de pPHDP10 passe par la formation RecA-indépendante d’un co-intégrat entre le
plasmide et I’'ICE. Par ailleurs, ce phénomene n’est pas site-spécifique puisque pPDHP10 a été
retrouvé intégré dans plusieurs loci de ICEPdaSpal. Bien que le mécanisme par lequel est
formé le co-intégrat ne soit pas déterminé, cette structure est transférable par conjugaison vers
un nouvel héte, dans lequel le co-intégrat sera intégré de maniére site-spécifique. Le plasmide
demeure par la suite intégré de maniére stable dans I’ICE et le co-intégrat est par la suite

transféré a une fréquence comparable a celle de ICEPdaSpal (Osorio ef al., 2008).
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1.5.7.2. Mobilisation d’ilots génomiques mobilisables

Il a été démontré trés récemment que les ICEs SXT/R391 catalysent le transfert d’une classe
spécifique d’ilots génomiques mobilisables (MGI) retrouvés dans les génomes de souches de
Vibrio, par le biais de la reconnaissance d’une origine de transfert (oriT) apparentée (Daccord
et al., 2010). Cette oriT de 299 bp partage plus de 63% d’identité avec oriTsxr et contient les
mémes cinq répétitions imparfaites directes et inversées qui sont présumées participer dans la

reconnaissance et le clivage de I’oriT par la relaxase de SXT.

Ces MGIs sont intégrés de maniére site-spécifique dans I’extrémité 3’ du géne yicC, codant
pour une protéine non caractérisée qui est prédite pour étre induite en conditions de stress, et
sont bordés par des sites attL et attR (Figure 11A). En aval de attL se trouve une intégrase site-
spécifique de type P4 qui catalyse I’intégration du MGI dans le chromosome de son héte
(Daccord et al., 2010). Ces MGIs contiennent également un facteur de directionalité de la
recombinaison, appellé rdfM, qui est nécessaire, en plus de I’'intégrase, a leur excision
(Daccord et al., 2012). La mobilisation des MGIs est catalysée par la présence d’un ICE de
type SXT/R391 dans la méme cellule, tant par la reconnaissance de oriTmg par la machinerie
conjugative de I’ICE que par I’induction de I’expression de intmar et rdfM par les activateurs
transcriptionels SetCD de I'ICE (Figure 11A) (Daccord et al., 2010 ; Daccord ef al., 2012). Au
contraire de rdfM, intyg est exprimée de fagon constitutive a un faible taux, permettant
Pintégration du MGI dans une réceptrice sans nécessiter la présence des activateurs
transcriptionels SetCD, ce qui permet I’intégration d’un MGI dans une cellule réceptrice ne
contenant pas un ICE SXT/R391 (Figure 11B) (Daccord et al., 2012).
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Figure 11. Mobilisation des MGIs par les ICEs SXT/R391.
A) Régulation du transfert des MGI par les ICEs de la famille SXT/R391. (1) Les agents endommageant ’ADN
induisent la réponse SOS, levant la répression maintenue par SetR sur setCD. (2) SetCD active I’expression de
intsxt, de intyg: et des fonctions de mobilisation (mob) et de conjugaison (mpf). (3) intsxr et intyg catalysent
I’excision de SXT et des MGIs, respectivement. (4) Les protéines produites par les génes mob reconnaissent et
clivent I’oriT. (5) L’expression des génes mpf permet la formation de 1’appareil conjugatif au travers duquel le
brin clivé de I'ICE ou du MGI sera transféré vers la cellule réceptrice. B) L’expression basale de I’intégrase des

MGI permet leur intégration dans le chromosome de la cellule réceptrice sans I’aide d’un ICE SXT/R931.

1.5.7.3. Mobilization d’ADN chromosomique

Les ICEs de la famille SXT/R391 sont connus pour permettre le transfert d’ADN
chromosomique d’une fagon similaire au transfert HFr catalysé par le plasmide F (Hochhut et
al., 2000). Puisque I’excision de SXT du chromosome n’est pas un prérequis & 1’expression
des fonctions de transfert, le transfert conjugatif peut étre initi€ a I’oriT d’un élément intégré et
ainsi mener a la mobilisation de ’ADN localisé en 3’ de prfC (Hochhut et al., 2000). Suite au
transfert, ’ADN chromosomique transféré poufra étre intégré dans le chromosome de la

cellule réceptrice par recombinaison homologue. Récemment, il a été démontré que les MGIs
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mobilisés par les ICEs de la famille SXT/R391 peuvent catalyser le méme type de transfert et
permettre la mobilisation de jusqu’a 1 Mb d’ADN chromosomique situé en 5’ de yicC, chez E.
coli (Daccord et al., 2010). Cette étude a également démontré que ICEV/IIndl est capable de
mobiliser jusqu’a 1.5 Mb d’ADN chromosomique, ce qui représente le triple de ce qui avait
été précédemment publié pour SXT, suggérant que la capacité des ICEs a transférer de ’ADN
chromosomique est beaucoup plus importante qu’initiallement déterminée (Daccord et al.,

2010 ; Hochhut ez al., 2000).

1.5.8. Exclusion d’entrée

La majorité des éléments conjugatifs possédent des systémes d’exclusion qui fonctionnent de
telle maniére a éviter les transferts redondants entre cellules donneuses contenant le méme
¢lément et permet d’éviter les interactions compétitives entre des systémes de réplication ou
de partition trop similaires (Novick, 1987). Bien que SXT et R391 soient composés du méme
squelette de geénes conservés ils ne s’excluent pas; ils excluent cependant ’entrée d’un
deuxiéme élément qui leur est identique. Ainsi, SXT exclu I’entrée d’une deuxiéme copie de
SXT, mais pas d’une copie de R391 (Marrero et Waldor, 2005). Le méme phénoméne est
observé lorsqu’une cellule contient R391. Cette exclusion trés spécifique est gouvernée par
I’interaction entre des variants des protéines codées par eex et traG. La caractérisation
génétique et fonctionnelle des genes eex et traG appartenant a 21 ICEs SXT/R391 a mis en
évidence qu’ils appartiennent & deux groupes: S et R (Tableau 2, Annexe 1) (Marrero et
Waldor, 2007a). Ainsi, comme observé pour SXT et R391 (Marrero et Waldor, 2005), les
ICEs appartenant au groupe d’exclusion S excluent I’entrée d’un autre ICE appartenant a ce

groupe, mais pas d’un ICE appartenant au groupe R, et vice versa (Marrero et Waldor, 2007a).

Les protéines Eex des deux groupes d’exclusion partagent un haut degré de similarité (87%

d’identité) dans les 86 remiers résidus de leur portion N-terminale. Cependant, leur extrémité
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C-terminale est plus divergente (41% d’identité) et dicte leur spécificité d’exclusion (Marrero
et Waldor, 2005). Des différences additionnelles subtiles dans la portion C-terminale des
protéines EexS et EexR permettent de les sous-classifier en variants (Tableau 2, Annexe 1).
Dans chaque ICE, le géne traG appartient au méme groupe d’exclusion que le géne eex. Au
contraire des protéines Eex, les protéines TraG sont trés bien conservées (98% d’identité entre
TraGs et TraGgr) et seulement trois acides aminés permettent cette haute spécificité de
reconnaissance (Marrero et Waldor, 2005). Les régions de TraG et Eex qui permettent
I’exclusion semblent étre cytoplasmique, suggérant que leur interaction se déroule dans le
cytoplasme (Marrero et Waldor, 2007b). Cependant, il n’est pas clair comment des protéines
cytoplasmiques de deux cellules en conjugaison puissent venir en contact. Il est possible qu’un
fragment de TraG ou Eex soit transporté dans le partenaire de conjugaison, mais cela reste a
déterminer. L’exclusion déterminée par les protéines TraG et Eex n’est pas parfaite
puisqu’elle diminue le transfert de SXT vers une cellule SXT" d’environ 100 fois (Marrero et
Waldor, 2007a), un phénoméne qui pourrait expliquer la formation de tandems de SXT par de
multiples événements d’acquisition de I’élément dans une méme cellule réceptrice (Burrus et
Waldor, 2004).

1.5.9. Formation de tandems et d’hybrides SXT/R391

Lorsque les séquences de SXT (Beaber ef al., 2002b) et de R391 (Boltner ef al., 2002) furent
initiallement reportées, il apparaissait que les régions variables retrouvées dans différents
endroits du squelette conservé étaient spécifiques a chaque élément. Cependant, au fur et a
mesure que les séquences d’autres ICEs ont été obtenues il est devenu évident que ces régions
sont en fait partagées par au moins deux éléments (Figure 10). Tel que discuté plus haut,
certains ICEs de cette famille ne s’excluent pas, un phénonéme qui permet la coexistence de
deux éléments similaires dans la méme cellule bactérienne. Cette caractéristique particuliére,

combinée avec I'intégration site-spécifique de tous les membres de cette famille dans le méme
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site chromosomique, permet la formation de tandems chromosomiques d’éléments semblables

mais non identiques (Burrus et Waldor, 2004 ; Hochhut et al., 2001a).

A
attP
aftL SXT attR
B
attl. SXT attP R391 attR

Figure 12. Formation de tandems SXT-R391 dans le chromosome.
A) R391 est transféré vers une cellule qui contient SXT intégré dans le site attB (prfC). L’intégrase catalyse la
recombinaison entre arzP de la molécule circulaire R391 et le site at#tR de SXT intégré (la recombinaison entre
attP et attL est aussi possible). B) R391 et SXT se retrouvent intégrés en tandem dans le chromosome de leur

cellule héte. Inspiré de Hochhut ef al (2001).

Ainsi, lorsque R391 entre dans une cellule contenant déja SXT, le site artP de la molécule
circulaire R391 recombine avec soit le site attL ou le site atfR formés par I’intégration de SXT
dans prfC (Figure 12) (Hochhut et al., 2001a). Le méme mécanisme se produit lorsque SXT
entre dans une cellule contenant déja R391. R391 s’intégre préférentiellement dans le site atrL
d’un élément SXT intégré, tandis que SXT semble n’avoir aucune préférence d’insertion, et
s’intégre aussi fréquemment dans le site atftL ou le site a#tR d’un élément R391 intégré. De
plus, en absence de sélection, SXT et R391 sont préférentiellement perdus de la position droite

du tandem (Hochhut et al., 2001a). Ainsi, R391 et SXT peuvent coexister dans la méme
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cellule, fournissant un substrat plus que suffisant pour la recombinaison inter-ICE di & leurs
47 kb d’ADN hautement conserve.

Dans certains cas, le transfert conjugatif entre une cellule donneuse contenant un tandem
SXT/R391 et une cellule réceptrice ne contenant pas d’ICE meéne a la formation
d’exconjugants contenant un ICE hybride issu de la recombinaison entre les éléments

parentaux de la cellule donneuse (Figure 13) (Burrus et Waldor, 2004).

A B
attl SXT attR
attL SXT attP R391 atiR
e 2
X ’ attL SXT attP R391  atiR
attB
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Figure 13. Formation d’hybrides SXT/R391.

A) Une cellule contenant un tandem SXT/R391 est une donneuse (orange) pour un transfert conjugatif vers une
cellule réceptrice (verte) ne contenant pas d’ICE (site artB libre). B) Les exconjugants résultants de ce transfert
peuvent contenir un ICE seul (SXT), un tandem SXT-R391 ou un ICE hybride issu de la recombinaison entre
SXT et R391. SXT (bleu), R391 (rouge), hybride (violet). Inspiré de Burrus et Waldor (2004).

Différents mécanismes pourraient expliquer la formation d’hybrides SXT/R391. Dans un

premier temps, un transfert conjugatif initié a I’oriT de 1’élément situé en 5° du tandem et se
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terminant & ’oriT de I’élément en 3’ du tandem pourrait générer un ICE hybride. Cependant,
pour une structure donnée de tandem (SXT-R391 ou R391-SXT), seulement un type d’hybride
pourrait étre formé. Les travaux de Burrus et Waldor (2004) ont démontré que plusieurs types
d’hybrides peuvent étre formés a partir d’une seule structure de tandem, suggérant qu’un autre
mécanisme que le transfert oriT-oriT catalyse la formation d’hybrides. Dans un deuxiéme
.temps, la recombinaison homologue catalysée par 1’enzyme RecA de 1’hdte pourrait étre a la
source de la formation d’hybride, en permettant la recombinaison entre les deux ICEs présents
dans la méme cellule. Toutefois, des ICEs hybrides sont détectables dans un contexte ArecA
(Burrus et Waldor, 2004), démontrant qu’un troisiéme mécanisme doit permettre la formation
d’hybride. La présence d’homologues du systéme de recombinaison du bactériophage A dans
le squelette de génes conservés des ICEs SXT/R391 pourrait catalyser la recombinaison entre

deux membres de cette famille présents dans la méme cellule hote (Burrus et Waldor, 2004).
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1.6. Hypothé¢se générale du projet de doctorat

L’hypothése générale du projet de doctorat a été posée comme suit : les homologues des geénes
de recombinaison du bactériophage A (bet/exo) retrouvés dans les ICEs de la famille
SXT/R391 générent des ICEs hybrides en catalysant la recombinaison entre deux ICEs

intégrés en tandem dans le chromosome de 1’héte.

1.6.1. Objectifs du projet de doctorat

Afin de vérifier I’hypothése générale, les objectifs généraux et spécifiques suivants ont été

définis :

1) Identifier les déterminants génétiques impliqués dans la formation d’hybrides SXT/R391
a) Mettre au point une technique permettant d’analyser a grande échelle la formation
d’hybrides
b) Evaluer le role des génes de recombinaison putatifs des ICEs SXT/R391 dans la
formation d’hybrides
c) Réevaluer le rle de RecA dans la formation d’hybrides

2) Identifier les conditions favorisant la formation d’hybrides

| a) Déterminer les conditions induisant 1’expression des genes de recombinaison des

ICEs SXT/R391
b) Déterminer I’organisation génétique du locus de recombinaison

3) Etudier la distribution de systémes de recombinaison apparentés
a) Identifier les systémes de recombinaison apparentés dans les génomes séquencés de
bactéries, plasmides et bactériophages
b) Evaluer les relations phylogénétiques existant entre les protéines composant les

sytémes identifiés

59



CHAPITRE 2 - RESULTATS

Les résultats obtenus au cours du projet de doctorat sont contenus dans deux articles
scientifiques, 'un publié et I’autre soumis dans des journaux avec comité de lecture. Le
présent chapitre présente ces deux articles, qui répondent aux objectifs principaux du projet de

doctorat présentés dans la section précédente.

60



2.1. Réle du systéme de recombinaison homologue des ICEs SXT/R391 dans la formation
d’hybrides '

2.1.1 Présentation de I’article

La premiére partic du projet de doctorat a visé a déterminer les génes impliqués dans la
formation d’hybrides SXT/R391. J’ai développé une méthode de détection permettant
d’explorer les déterminants génétiques impliqués dans la formation d’hybrides SXT/R391.
Cette méthode, qui permet la détection d’événements de recombinaison entre deux ICE
intégrés en tandem dans le chromosome, est basée sur les marqueurs de résistance aux
antibiotiques naturellement portées par SXT et R391 et sur des marqueurs phénotypiques
artificiellement insérés dans ces éléments. La formation d’éléments recombinants s’est avérée
dépendre de deux systtmes indépendants: la protéine de I’hGte RecA et un systetme de
recombinaison homologue codé par les ICE (bet/exo ou s065/s066, selon la nomenclature
utilisée dans cette section). Ces deux génes, fortement conservés entre tous les membres de la
famille, forment un systtme de recombinaison fonctionnel apparenté au systéme de
recombinaison Red du bactériophage A et constitue le premier exemple de ce genre chez des
éléments conjugatifs. J’ai démontré que ces génes catalysent la recombinaison entre deux ICE
non-identiques mais similaires (SXT et R391) intégrés en tandem dans le chromosome. La
recombinaison catalysée par bet-exo est indépendante de la présence de RecA, mais que les
deux systémes peuvent coopérer, augmentant ainsi le potentiel de formation d’hybrides. J’ai
montré que 1’excision des ICE du chromosome ainsi que leur transfert conjugatif ne sont pas
nécessaires a la formation d’hybrides. La conjugaison semble plutdt faciliter la ségrégation des
hybrides et pourrait fournir un moyen de sélectionner des éléments recombinants fonctionnels
comportant de nouvelles combinaisons de génes de résistance aux antibiotiques. Finalement,
mes résultats démontrent que les ICEs de la famille SXT/R391 peuvent promouvoir leur
propre diversité génétique en générant de nouveaux éléments capables de disséminer de

nouvelles combinaisons de résistances aux antibiotiques.
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L’ensemble de ces résultats est présenté dans 1’article qui suit, publi¢ en 2009 dans la revue

PLoS Genetics, dont la référence compléte est la suivante :

Garriss, G., Waldor, M.K. and Burrus, V. (2009). Mobile antibiotic resistance encoding

elements promote their own diversity. PLoS Genet. 5, €1000775.

2.1.2. Contribution a ’article

J’ai réalisé la totalité des manipulations et expériences qui ont mené a 1’obtention des résultats
présentés dans ’article, a I’exception de quelques constructions génétiques réalisées par V.
Burrus. J’ai rédigé le manuscrit et préparé les figures, qui par la suite ont été révisés par les co-

auteurs. L’approche expérimentale a été élaborée conjointement avec V. Burrus.
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ABSTRACT

Integrating conjugative elements (ICEs) are a class of bacterial mobile genetic elements that
disseminate via conjugation and then integrate into the host cell genome. The SXT/R391
family of ICEs consists of more than 30 different elements that all share the same integration
site in the host chromosome but often encode distinct properties. These elements contribute to
the spread of antibiotic resistance genes in several gram-negative bacteria including Vibrio
cholerae, the agent of cholera. Here, using comparative analyses of the genomes of several
SXT/R391 ICEs, we found evidence that the genomes of these elements have been shaped by
inter-ICE recombination. We developed a high throughput semi-quantitative method to
explore the genetic determinants involved in hybrid ICE formation. Recombinant ICE
formation proved to be relatively frequent, and to depend on host (rec4) and ICE (s065 and
5066) loci, which can independently and potentially cooperatively mediate hybrid ICE
formation. s065 and 5066, which are found in all SXT/R391 ICEs, are orthologues of the
bacteriophage A Red recombination genes bet and exo and the s065/s066 recombination
system is the first Red-like recombination pathway to be described in a conjugative element.
Neither ICE excision nor conjugative transfer proved to be essential for generation of hybrid
ICEs. Instead conjugation facilitates the segregation of hybrids and could provide a means to
select for functional recombinant ICEs containing novel combinations of genes conferring
resistance to antibiotics. Thus, ICEs promote their own diversity and can yield novel mobile

elements capable of disseminating new combinations of antibiotic resistance genes.
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AUTHOR SUMMARY

Integrating and conjugative elements (ICEs) are a class of mobile elements found in diverse
bacteria. ICEs of the SXT/R391 family have enabled the dissemination of genes conferring
resistance to antibiotics among several important pathogens, including Vibrio cholerae, the
agent of cholera. Here, using comparative analyses of the genomes of several SXT/R391 ICEs,
we found that these elements are mosaics that have been shaped by inter-ICE recombination.
We developed a plate-based method for semi-quantitative analyses of the genetic requirements
for hybrid ICE formation. We discovered that hybrids form at relatively high frequencies and
that both host and ICE genes can function independently and potentially cooperatively to
mediate hybrid formation. The ICE-encoded recombination genes, which are found in all
SXT/R391 ICEs, are related to genes that mediate recombination in bacteriophages, but have
not been described previously in conjugative elements. Conjugative ICE transfer was not
required for hybrid ICE formation but facilitates the segregation of hybrids. Thus, ICEs
promote their own diversity and the generation of recombinant ICEs can yield novel mobile

elements capable of disseminating new combinations of antibiotic resistance genes.
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INTRODUCTION

Mobile genetic elements, including bacteriophages, conjugative plasmids and integrating
conjugative elements (ICEs), are key mediators of bacterial genome evolution [1]. These
elements can rapidly spread in bacterial populations and often confer to host bacteria
selectable traits that are advantageous in particular environments or enable adaptation to new
ecological niches. Transfer of ICEs and plasmids from donor to recipient bacteria occurs via
conjugation, a process that requires direct cell-to-cell contact [2,3]. Conjugative transmission
of ICEs and plasmids has limited the clinical usefulness of many antibiotics, since these
mobile elements are potent vectors for dissemination of antibiotic resistance genes in bacterial

populations [2,4,5,6,7].

ICEs integrate into and replicate along with the host cell chromosome, whereas plasmids exist
as extra-chromosomal (usually circular) autonomously replicating DNA molecules. ICEs can
excise from the donor cell chromosome and form circular molecules that are thought to be the
substrates for the conjugative machinery. Similar to most conjugative plasmids [8], ICE
conjugative DNA transfer is thought to be initiated at a specific cis-acting site (oriT) required
for efficient translocation of the DNA to the recipient cell through the mating bridge. Within
the recipient cell, host enzymes are thought to convert the translocated single-stranded DNA
into double-stranded DNA that is circularized. An element-encoded recombinase (integrase)

enables the integration of the ICE into the chromosome of the new host [2,9,10,11].

ICEs are widespread among diverse taxonomic groups of bacterial species and are able to
transfer between genetically unrelated bacteria [5,10,11,12]. The SXT/R391 family of ICEs,
which is one of the largest and most diverse set of ICEs studied, includes elements that have
been detected in clinical and environmental isolates of several species of y-proteobacteria from

four continents over the past 40 years [13,14,15,16,17,18,19,20]. In Asia and Africa, this
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family of ICEs has played an important role in the spread of genes conferring resistance to
multiple antibiotics in Vibrio cholerae, the causative agent of cholera [17,19,21,22,23].
Currently, nearly all isolates of V. cholerae from cholera patients from these two continents
~harbor SXT, a prototypiéal member of the SXT/R391 family originally isolated from a 1992
Indian V. cholerae 0139 isolate, or a closely related ICE [17,18,19,24,25,26]. |

The ICEs of the SXT/R391 family are grouped together because they all encode a highly
conserved integrase (Int) that mediates the elements’ site-specific integration into the host
genome in the 5° end of prfC, a conserved gene encoding the peptide chain release factor RF3
[27]. Based on knowledge of the ~100-kb genomes of several SXT/R391 ICEs
[15,28,29,30,31], in addition to the conserved integrase gene (int), these elements all contain a
conserved set of ~24 genes that mediate their common functions that include:
excision/integration, conjugative transfer and regulation [5]. Distinct variable regions that
confer element-specific phenotypes, such as synthesis of the second messenger ¢c-di-GMP or
resistance to antibiotics or heavy metals are interspersed within this conserved and syntenous
SXT/R391 backbone (see Figure 1A) [5,15,22,30,32].

In some cases, SXT/R391 ICEs do not exclude one another and can be present in the same
host [33,34,35], providing the opportunity for the generation of recombinant ICEs. For
example, R391, the other prototypical member of the SXT/R391 family, which was originally
derived from a 1967 South African Providencia retigeri isolate, and SXT can reside together
in the same host [33]. A cell that contains one of these two ICEs can acquire a copy of the
other ICE, yielding tandem arrangements of SXT and R391 in the host chromosome [33].
Tandem repeat structures are often excellent substrates for recombination [36] and
exconjugants derived from donor strains containing such tandem arrays sometimes contain
hybrid ICEs with genes from both R391 and SXT [37].
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The molecular mechanisms that enable the formation of hybrid ICEs, which may contain
novel combinations of genes conferring resistance to antibiotics, have not been addressed.
However, two genes, s065 and s066, which are highly conserved (>96% identity) among all
known SXT/R391 ICEs could contribute to the formation of hybrid ICEs. These genes encode
proteins that are similar to the recombinase Bet (71% similarity and 55% identity) and the
double-strand specific 5° to 3’ exonuclease Exo (38% similarity and 26% identity) that are
encoded by the temperate bacteriophage A and several other phages [38] (Figure 1C). In A,
Bet and Exo, along with the Gam protein constitute an efficient recA4-independent
recombination system known as A Red. Classic studies by Stahl and colleagues revealed many
of the key features of the A Red recombination system. They showed that efficient Red-
mediated homblogous recombination between A chromosomes was almost entirely dependent
on DNA replication [39], which generates a significant population of A DNA with double-
stranded breaks that serve as substrates for Red. Using replication-blocked crosses of phage A
chromosomes containing a single double-stranded cut, Stahl et al proposed that A Red
mediates recombination by a strand annealing mechanism [40]. Red Exo degrades 5’ ends of
linear double-stranded DNA, creating 3’ single-stranded overhangs that can serve as templates
for Red Bet to pair with complementary single-stranded DNA targets [41]. Red Gam (for
which there is no SXT-encoded homologue) inactivates the E. coli exonuclease V (RecBCD),
thereby protecting the ends of linear double-stranded DNA from degradation [41,42]. Besides
providing significant amounts of double-stranded breaks, replication also provides a single-
stranded DNA target for strand annealing on the lagging strand that is exposed by a passing
replication fork [43]. Ordinarily, A recombination is RecA-independent; however, when DNA
replication is blocked, A Red can also mediate efficient recombination via a strand invasion
mechanism that is dependent upon RecA function [40,44]. Poteete et al suggested that the
strand invasion pathway is a RecA-dependent salvage pathway for aborted Red-mediated
recombination [45]. In recent years, the A Red system has proven to be extremely useful for
genetic engineering of Escherichia coli and closely related species [46,47,48,49]; however,

investigation of the function of the Red pathway in its natural context, cells undergoing the A
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lytic cycle, has several technical challenges [48]. To our knowledge, A Red-like

recombination systems have not been described previously in conjugative elements.

Here, we found that the genomes of SXT/R391 ICEs appear to be routinely shaped by inte£-
ICE recombination. We explored the role of the SXT and R391 bet and exo homologues
(s065 and s066) and that of recA, a key host recombination gene, in the formation of hybrid
ICEs. To accomplish this, we created a high throughput semi-quantitative screening assay that
enabled the visual identification of exconjugant colonies containing hybrid ICEs. We found
that recA mediated the formation of the majority of hybrid ICEs. Both s065 and 5066 also
contribute to the formation of hybrid ICEs and in the absence of recd4, s065 and s066 appear to
mediate the formation of nearly all hybrid ICEs. Conjugation was not essential for the
formation of hybrid ICEs, suggesting that conjugative transfer acts as a means to segregate
hybrid elements into new host cells. Thus, both host- and element-encoded recombination

systems promote the formation of the mosaic genomes of SXT/R391 ICEs.
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RESULTS

Evidence for recombination between SXT/R391 ICEs

When the genomes of SXT [28] and R391 [29] were originally reported, it appeared that the
variable regions in this family of ICEs (shown as colored bars underneath the set of shared
genes within the gray rectangle in figure 1A) were element-specific [50]. However,
examination of the growing number of sequenced SXT/R391 ICE genomes suggests that even
though some variable regions may be element-specific, others are shared by two or more ICEs
(e.g. see ICEPdaSpal and ICESpuPOl in figure 1A), suggesting that this family of ICEs
undergoes recombination. Closer analysis of conserved regions of these elements also
suggested that recombination between SXT/R391 ICEs has shaped their genomes. Pairwise
alignments of the genome sequence of ICEPdaSpal, an ICE derived from the fish pathogen
Photobacterium damselae subsp. piscicida, with that of SXT or R391 revealed that the
majority of conserved sequences are only 95-97% identical, but that the 11.5-kb attL-tnpB and
0.6-kb 5021-rumB’ regions of ICEPdaSpal and SXT are nearly 100% identical (Figure 1B).
These comparisons suggest that a relatively recent recombination event within the 5’ end of
the truncated copy of rumB’ occurred between precursors of ICEPdaSpal and SXT, and
support the idea that SXT/R391 ICE genomes are mosaics that have been sculpted by inter-
ICE recombination. Exchange of DNA segments between these ICEs occurs when these
elements are present in the same host cell. The tandem arrays that these ICEs can form in the

host chromosome likely provide a suitable substrate for such recombination events to occur.
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Figure 1. Evidence suggesting that recombination occurs between SXT/R391 ICEs.

(A) The middle gray box represents the set of genes (arrows) conserved in the 4 SXT/R391 genomes shown.
Gray ORFs represent genes of unknown function, white ORFs represent genes of known function [28,51,52], and
black ORFs correspond to s065 and s066. Below, variable ICE regions are shown with colors according to the
elements in which they were originally described: SXT [28] (blue), R391 [29] (red), ICEPdaSpal [15] (green)
and ICESpuPO1 {30] (purple). (B) A close-up of the attL-s025 region of ICEPdaSpal (accession number
AJ870986) is shown in the upper left. The variation of percentage of identity was plotted using a Multi-LAGAN
pairwise comparison [53] of this ICEPdaSpal region with the corresponding regions of SXT (accession number
AY055428) and R391 (accession number AY090559) and the mVista visualization module [54] with a sliding
window of 100 bp. The minimum width and the minimum percent conservation identity that must be maintained
over that width for a region to be considered conserved were set at 100 bp and 70% respectively. The dark gray
area highlights the large nearly identical region conserved between SXT and ICEPdaSpal. (C) A comparison of
5065 and s066, which are present in all SXT/R391 ICEs, to the bacteriophage A Red genes (numbers represent %
similarity between S065 and Bet, and S066 and Exo, respectively) is shown in the upper right. drfl8 encodes
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trimethoprim resistance; floR encodes chioramphenicol resistance; strAB encodes streptomycin resistance; sulll
encodes sulfamethoxazole resistance; tetAR encodes tetracycline resistance; aph encodes kanamycin resistance;

and mer encodes mercury resistance.

Detection of hybrid ICE formation

We developed a high throughput conjugation-based semi-quantitative screen to assess the
genetic requirements for the formation of hybrid ICEs. The assay employs donor cells bearing
tandem copies of modified SXT and R391 and was designed to distinguish between
exconjugant colonies containing SXT-R391 tandem arrays, hybrid elements or single parental
elements (Figure 2). The phenotypic markers /acZ and galK were inserted between traG and
eex in SXT and between traG and merR in R391, respectively (Figure 1A and 2). The
position of these two loci, near the right ends of the elements, is remote from the antibiotic
resistance markers that are found near the left ends of SXT (sulll dfr18) and R391 (aph)
(Figure 1A and 2), thereby maximizing the opportunity to detect recombination events
occurring within tandem arrays. Both lacZ and galK were placed under control of the Py,
promoter to enable high-level B-galactosidase and galactokinase activities in a lacl
background. Escherichia coli strains containing tandem arrays of these labeled ICEs were
used as donors in mating assays using AgalK lacZU118 lacl42::Tnl0 derivatives of E. coli
MG1655 as recipient strains. Exconjugants were isolated on MacConkey indicator agar plates
supplemented with galactose and X-Gal (MCGX) along with the antibiotics sulfamethoxazole
(Su) and trimethoprim (Tm) to select for SXT or kanamycin (Kn) to select for R391. Using
this medium, we expected to infer the ICE content of each exconjugant colony from its color
and resistance phenotypes (e.g., Figure 2), and to thereby determine the percentage of
exconjugants containing hybrid elements. PCR assays confirmed our expectations regarding
the presence of hybrid ICEs in red colonies on Su-Tm medium and blue colonies on Kn
medium (Figure 2 and data not shown). However, PCR analyses also revealed that a subset of

purple exconjugant colonies contained tandem arrays consisting of a hybrid ICE coupled to a
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parental ICE. Thus, our method for enumeration of recombinant ICEs formed in these assays

(e.g. as red colonies in Figure 2) understates the true frequency of recombination events.

Donor (Rf? Suf TmR Kn® Reciplent (TcR, AgaiK lacZ lacl:Tn10)

Tm Su lacZ Kn galK

A4 USsXT BC R391 D ©

Exconjugant 3 - Tandem array
[ lacZ Kn

Tm Su
A SXT BC R391

galK |

v \ y
Exconjugant 1 - Parental ICE Exconjugant 2 - Hybrid ICE Exconjugant 4 — Tandem array
Tm Su lacZ Tm Su galK [ Tm Su facZ Tm Su galK )

| |

Figure 2. Schematic of colony color-based semi-quantitative assay for the detection of hybrid ICE-containing

colonies.
Relative positions of resistance markers (trimethoprim (Tm), sulfamethoxazole (Su), kanamycin (Kn)) and
phenotypic markers (JacZ and galK) in SXT and R391 are indicated. DNA originating from SXT is shown in blue
and DNA originating from R391 is shown in red. The use of a AgalK lacZ lacl::Tnl0 recipient strain allows
constitutive expression of the inserted JacZ and galK from the ICEs in the exconjugant colonies. Mating between
a donor cell (green) containing an SXT-R391 tandem array and a recipient cell (orange) yields exconjugants that
may contain a single element, a hybrid element or a tandem array. MacConkey X-gal D-galactose indicator agar

containing trimethoprim, sulfamethoxazole and tetracycline (bottom panel) reveals colonies harboring single
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parental ICEs (blue colonies), hybrid ICEs (red colonies), and SXT-R391 tandem arrays (purple colonies). Purple
colonies may also consist of cells containing an array composed of SXT and a hybrid element on this media (e.g.
exconjugant 4). Red and purple colonies are larger on this medium because they can use D-galactose as a carbon
source. A and B, SXT left and right extremities; C and D, R391 left and right extremities, respectively amplified
by primer pairs VISLF/VISLR3, VISRF/VISRR, VISLF/VISLR2, VISRF/VISRR2 [37].

In pilot experiments, we found that the percentage of hybrid ICEs detected was influenced by
which ICE’s antibiotic resistance markers were selected. A higher percentage of exconjugants
harboring a hybrid ICE was isolated on Su-Tm (6.75%) than on Kn (2.70%). This is probably
a consequence of the fact that the R391 transfer frequency is about 10-fold higher than that of
SXT, and hence a high frequency of colonies containing hybrids are likely to contain R391 as
well, and thus cannot be distinguished from strains containing tandem arrays (39.2% tandem
arrays on Su-Tm vs 10.4% on Kn). Consequently, in most subsequent studies of the genetic
requirements for hybrid ICE formation, we used donors harboring SXT-R391 arrays and Su
Tm to select for hybrid-harboring exconjugants; however, in some experiments we were
unable to obtain SXT-R391 arrays with the desired deletions and in these cases we used

donors containing R391-SXT arrays.

recA enables the formation of most but not all hybrid ICEs

We suspected that the host rec4 gene might play a key role in the generation of hybrid ICEs
since the SXT and R391 genomes have more than 95% identity over nearly 64 kb of DNA
distributed in 11 segments ranging from 247 bp to 12,085 bp. Hybrid ICEs could form by
RecA-mediated homologous recombination either in the donor cells prior to transfer or in
recipient cells after transfer of both SXT and R391 from donor cells. We carried out
conjugation experiments using recA” (GG61) or recA” (GG66) donor cells containing a tandem
array of SXT and R391, and rec4” (VB38) or recA” (VB47) recipient cells (Table 1) to
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distinguish between these possibilities. However, since RecA is required in donor cells for
SXT and R391 transfer, probably to alleviate the repression of expression of genes encoding
the conjugative transfer machinery (¢ra genes), it was necessary to exogenously express SetC
and SetD, the activators of the tra genes, in all rec4 donors [55]. Such exogenous activation of
transfer genes generally induces a 10- to 100-fold increase in the frequency of ICE transfer
([55] and data not shown); however, since we compare the percentage of hybrids in different
backgrounds, rather than the absolute frequency of hybrid formation, the increase in transfer

frequency should not distort our results.
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Table 1. Strains of E. coli and plasmids used in this study.

Strain or Relevant genotype or phenotype” Reference or source
plasmid
Strains
CAG18420  MG1655 lacZU118 lacl42::TnlOkan (Xn®) [56]
CAGI18439  MGI655 lacZU118 lacl42:Tnl0 (TcY) [56]
VBI112 MG1655 Rf* [52]
VB38 CAG18439 AgalK (Tc®) This study
VB47 CAG18439 AgalK ArecA (Tc%) This study
GGS55 VBI112 ArecA (Rf%) This study
GG47 GG55 pVI67 (R ApY) This study
HW220 CAG18439 prfC::SXT (Tc® Su® Tm®) [27]
1099 CAG18439 prfC::R391 (Tc® Kn®) [33]
VB40 CAG18439 AlacZ prfC::SXT::lacZ This study
GGI13 CAG18439-AgalK prfC::R391::galK This study
GG61 VB112 prfC::[R391::galK]-[SXT::lacZ) (Rf Su® Tm" Kn®) This study
GG64 VB112 prfC::[R391::galK Aorf68]-[SXT::lacZ As065) This study
GG65 VBI112 prfC::[R391::galK Aorf69]-[SXT::lacZ As066] This study
GG93 VBI112 prfC::[R391::galK A(orf68-0rf69))-[SXT::lacZ A(s065-s066)]  This study
GG66 GGA7 prfC::[SXT::lacZ}-[R391::galK] (Rf* Ap® Su® Tm® Kn®) This study
GG69 GGA47 prfC::[SXT::lacZ As0651-[R391::galK Aorf68] This study
GG70 GGA47 prfC::[SXT::lacZ As066]1-[R391::galK Aorf69] This study
GG102 GGA47 prfC::{SXT::lacZ A(s065-s066)}-[R391::galK A(orf68-0rf69)] This study
GG125 VB38 prfC::[R391::galK Amobl}-[SXT::lacZ Amobl] (Tc® Su® Tm* This study
Kn®)
GG171 VB38 prfC::[SXT::lacZ Aint]-[R391::galK Aint] (Tc® Su® Tm® Kn®) This study
GG185 VB38 prfC::[R391::2alK]-[SXT::lacZ] (Tc® SuR Tm® Kn®) This study
GG186 VB38 prfC::[SXT::lacZ]-[R391::galK] (Tc® Su® Tm® Kn®) This study
Plasmids
pKD3 Cm* template for one-step chromosomal gene inactivation [47]
pKD4 Kn® template for one-step chromosomal gene inactivation [47]
pVI36 Sp® template for one-step chromosomal gene inactivation [52]
pVI40A pVI36 BamHI:.Py,~galK This study
pVi42B pVI36 BamHI::Py,-lacZ This study
pAHS57 oriR101 repA101™ cI857° APy-xisy-int, (Ts Ap®) (571
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pVI67 pAHS7 A(xisy-int)::setDC (Ts) This study
pVI68 pAHS57 A(xisy-inty)::intsxr (Ts) This study
pMobl-B pBAD-TOPO mobl [52]

? 5065 and 5066 of SXT correspond to orf68 and orf69 of R391, respectively, according to the
annotation of both elements [28,29]. Ap®, ampicillin resistant; Cm", chloramphenicol
resistant; Kn®, kanamycin resistant; RE%, rifampicin resistant; Su®, sulfamethoxazole resistant;
Sm*, streptomycin resistant; SpR, spectinomycin resistant; TcR, tetracycline resistant; TmR,

trimethoprim resistant; Ts, thermosensitive.
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Figure 3. Involvement of rec4, s065 and 5066 in the formation of hybrid ICEs.
recA” (panel A) or recA (panel B) donor strains, which contained either wild-type (WT), As065, As066 or
A(s065-s065) SXT-R391 tandem arrays, were used as donors in these assays. The recipient strains were either E.
coli VB38 (recA") or E. coli VB47 (rec4A’). D/R + and — indicate the rec4 genotype of the donor and recipient
strains, respectively. SetDC was expressed from a plasmid when rec4 donors were used. Bars represent the
percentage of exconjugants containing hybrid ICEs and were calculated by dividing the number of exconjugants
containing hybrid ICEs (red Tc® Su® Tm® CFU) by the total number of exconjugants (Tc® Su® Tm® CFU). The
means and standard deviations obtained from at least three independent assays are shown and the number of
colonies containing a hybrid ICE counted for each assay is presented in Table S2. Note thé differences in the
scale of the y-axis in panels A and B. O.ne-way ANOVA with a Tukey-Kramer post-test was used to compare the
means of hybrid ICE-containing exconjugant colonies. The confidence interval for the comparisons of mutant
tandem arrays relatively to WT tandem arrays was P<0.001, except o which indicates P<0.05 and e which
indicates that the difference was statistically not significant. * indicates that the percentage of exconjugants

bearing a hybrid ICE was below the limit of detection (<0.01%).

Deletion of recA from donor cells had a significant effect on the percentage of exconjugants
found to contain hybrid ICEs. Conjugation assays with rec4 donors reduced the percentage of
hybrids at least 5.6-fold relative to assays with WT donors, both when WT and rec4 recipients
were used (p<0.001) (Figure 3A and 3B). In contrast, deletion of rec4 from the recipient cells

did not have a significant effect on the percentage of exconjugant colonies containing a hybrid
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ICE when WT donor cells were used (Figure 3A). When rec4 donor cells were used, there
was an ~2-fold reduction in the percent of exconjugants with hybrid elements in recA
recipients compared to WT recipients, which was not statistically significant (Figure 3B).
Finally, deletion of recA from both donors and recipients reduced the percentage of hybrid
ICEs detected by more than 11-fold as compared to when rec4” was present in both donor and
recipient. Taken together, these observations suggest that rec4-mediated homologous
recombination generates the majority of hybrid ICEs and that these recombination events
happen both in donor and recipient strains. RecA’s role is more readily discerned in donors;
however, this may reflect a limitation of our assay in that conjugation facilitates detection of
hybrids as discussed below. Notably, 0.60% of exconjugants contained hybrid ICEs even
when both donor and recipient strains lacked recA indicating that some hybrid ICEs are

generated via a rec4-independent recombination pathway (Figure 3B).
5065 and s066 promote hybrid ICE formation

We explored whether s065 and s066, which encode a singlé-strand DNA recombinase
(unpublished results and [38]) and a putative exonuclease respectively (Figure 1C), also
influence the formation of hybrid ICEs, and whether they might account for recA-independent
generation of these elements. Donor strains harboring tandem arrays of As065, As066, or
A(s065-s066) deletion mutants of SXT and R391 were constructed in recA” and rec4 donor
strains, and these strains were used in conjugation assays with rec4” (VB38) and recA (VB47)
recipient strains as described above. Compared to WT donors, when rec4” donors lacking
5065, s066 or both genes were tested, there was a consistent reduction in the frequency ‘of
hybrid formation (Figure 3A). This decrease was generally not statistically significant when
recA* donors and recipients were used; however, when rec4 was absent from either donor or
recipient cells, the effect of As065 and/or As066 deletions became more pronounced. For
example, when recA donors and WT recipients were used, the percentage of exconjugants

containing hybrid ICEs was reduced ~5 fold by deletion of s065 and/or 5066, and when both
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donors and recipients lacked recd, the additional mutations reduced hybrid frequency more
than 20-fold (Figure 3B). Presumably, the absence of rec4, which we have shown prevents
formation of a majority of hybrid ICEs, allows the subtler effects of s065 and/or s066
deletions to become more apparent. Our data suggest that both s065 and s066 contribute to
hybrid ICE formation, and that they act in a non-redundant fashion with each other.
Additionally, our finding that deletion of both s065 and s066 has an effect comparable to that
of a single gene deletion indicates that their roles may be interdependent. Since formation of
hybrid ICEs was scarcely detectable when both rec4 and s065/5066 were disrupted, it appears
that s065 and s066 are required for the majority of rec4-independent hybrid ICE formation.

Comparisons of the percentages of hybrid formation shown in figure 3 suggest that rec4 and
s065/s066 may cooperate in generating hybrid ICEs. Approximately 37% of hybrid formation
in donor cells is attributable to recA as shown by the frequency of hybrid-bearing
exconjugants (~2%) observed in the absence of s065 and/or s066 with recA- recipients (Figure
3A +/- all but black bar). When donor cells lack recA4 and rely on the s065/s066-pathway for
hybrid formation we found that 0.6% of exconjugants contained hybrids, i.e. 11% of total
hybrid formation (Figure 3B -/- black bar). Taken together, these frequencies cannot account
for the frequency of exconjugants harboring hybrids observed in the presence of both
pathways (5.4%, Figure 3A +/- black bar). Thus, these two pathways, which can function
independently, may also act synergistically to promote hybrid ICE formation. However, given
the variability in our data, particularly using rec4’ recipients, definitive evidence for

interactions between these pathways is lacking.

Conjugation is not required for the formation of hybrid ICEs

In the experiments described above, we relied on conjugative transfer to identify hybrid ICEs

in exconjugant colonies. However, our observation that some hybrids appear to form in
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recipient cells, after elements have transferred (as indicated by differences in hybrid formation
in recA” and recA recipients) suggested that the conjugative process was not necessarily a
component of hybrid formation. We took advantage of our previous observations that there is
little, if any, conjugative transfer of SXT in broth culture [23], to begin to explore whether
conjugation was required for hybrid ICE formation. We tested whether we could detect
hybrid formation in a recd* AgalK lacZ Tc® strain (GG185) bearing a wild-type R391-SXT
array (the opposite array orientation as used above) in the absence of a recipient strain.
GG185 was passaged with two subcultures in LB broth for 72 h (>100 generations) and then
the culture was plated on MCGX indicator medium supplemented with Tc Su Tm, to identify
Su® Tm® hybrid ICEs (red colonies), or with Tc Kn, to identify Kn® hybrid ICEs (blue
colonies). Kn® hybrid ICEs were detected (0.16 £ 0.05 % of colonies) at this point but Su®
Tm® hybrids were barely detectable (Table 2). Detection of hybrid ICE formation using this
experimental system requires marker loss. We observed greater loss of SXT (20.1 £ 4.9 %)
than R391 (<0.02 %) in this experiment, in accord with a previous report that the ICE located
at the right end of the array is more frequently lost and that in this position, R391 is more
stable than SXT [33]. Thus, the few detectable Su® Tm"® hybrids in this experiment likely
reflect the lack of loss of R391 from the tandem array in GG185.

The detection of Kn® hybrids during passage of GG185 in LB broth provides support for the
idea that conjugation is not essential for hybrid ICE formation. However, it is possible that
there is a low frequency of conjugative ICE transfer in broth cultures. To formally exclude a
role for conjugation in hybrid ICE formation, we constructed a strain harboring an R391-SXT
array where the ICEs were unable to transfer due to the deletion of mobl. Mobl is part of the
SXT/R391 DNA processing machinery and is thought to recognize and act on oriT;, deletion of
mobl renders SXT and R391 non-transmissible but does not impair their excision (data not
shown) or the formation of a functional conjugation apparatus [52]. We constructed a Amob!
R391-SXT tandem array in a recA” AgalK lacZ Tc® strain (VB38) (Table 1). The resulting
strain (GG125) was cultivated for 6 days with two daily subcultures (>250 generations) in LB

broth with tetracycline as the sole antibiotic. Serial passage allowed for the loss of unselected
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markers [37], thereby helping to reveal formation of possible hybrid ICEs. The culture was
plated at 24, 72, and 144 h post-inoculation on the indicator medium supplemented with the
same antibiotics used above to identify hybrid ICEs. As noted above with GG185, loss of
SXT from the R391-SXT array in GG125, yielding a single R391 (Kn®) ICE, occurred much
more frequently than the loss of R391 from this strain (Table 2). Kn® hybrid ICEs were
detectable at 24 h, when 0.11% of colonies contained a hybrid ICE, and by 144 h this
percentage increased to 0.38 % (Table 2). Su® Tm® hybrid ICEs were only isolated after 144 -
h of culture and only 0.004% of colonies contained hybrids. Potential explanations for the
different frequencies with which hybrids were observed are discussed below. However, the
results from both selections clearly demonstrate that conjugation is not required for the
formation of hybrid ICEs. Furthermore, using a variety of PCR assays (see [37]), three
distinct ICE structures were identified among 19 of the Kn® hybrids (data not shown). Thus,
the hybrids identified in these experiments cannot be explained by clonal amplification of a

single cell containing a hybrid ICE.

Table 2. Percentage of colonies containing hybrid ICEs or single elements recovered over time

from a strain initially harboring a wild-type R391-SXT, or a non-transmissible Amobl R391-

SXT tandem array.

% colonies selected on Kn % colonies selected on Su Tm

Strains Time (h) Hybrids® Single Hybrids® Single
GG185 24 0.04+0.04 11.7£3.4 0.02+0.03 0.04+0.07

72 0.16+0.05 20.1+4.9 0.03+0.05 <0.02°
GG125 (Amobl) 24 0.11£0.02 11.840.6 <0.01° 0.0240.03
72 0.211+0.03 16.1£3.7 <0.01° 0.0240.03
144 0.38+0.07 22.6+1.2 0.00410.007 0.09+0.07

? The numbers of colonies containing a hybrid ICE that were counted for each assay are presented in Table S3.

® Detection limit of the assay.
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Excision is not required for hybrid ICE formation

Despite existing predominantly as chromosomal-encoded elements, the position of ICEs with
respect to host chromosomes is highly dynamic. ICE-encoded int and xis genes allow them to
excise from host chromosomes [51], and this event is thought to be an early step in
conjugation. To assess whether extrachromosomal ICE DNA is a required substrate for hybrid
ICE formation, we constructed a strain carrying a Aint SXT-R391 array (GG171) (Table 1).
GG171 was used in assays similar to those described above for the Amob! array. After only 24
h of culture, 0.9% of colonies contained a Su® Tm® galK" hybrid ICE, demonstrating that
formation of recombinant ICEs does not depend on ICE excision. Thus, chromosomal tandem

ICE arrays can serve as a recombination substrate.
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Discussion

Comparative analyses of the genomes of several SXT/R391 ICEs revealed that these elements
are mosaics that have been shaped by inter-ICE recombination (Figure 1A). The large set of
core genes that are conserved among all SXT/R391 ICEs provides an ample substrate for
inter-ICE recombination. Furthermore, the inherent ability of these elements to form tandem
array structures [33,37] increases the opportunities for ICE recombination. Given the high
degree of homology between SXT and R391, our finding that rec4 accounts for the generation
of the majority of hybrid ICEs is understandable. However, s065 and s066, which are present
in all SXT/R391 ICEs, also contribute to formation of recombinant ICEs. The contribution of
these ICE A bet and exo homologues was easiest to discern in the absence of rec4; in this
context, s065 and s066 accounted for the formation of nearly all of the hybrids we detected.
These two genes appear to function in the same recombination pathway, since deletion of
5065, s066, or both genes resulted in similar reductions in hybrid formation. Neither ICE
excision nor conjugative transfer proved to be essential for generation of hybrid ICEs; instead
conjugation appears to facilitate the segregation of hybrids and may provide a means to select

for functional recombinant ICEs.

In previous work, we used multiple PCR analyses to show that exconjugants derived from
conjugations with donors bearing SXT-R391 arrays occasionally contained a hybrid ICE [37].
This technique was too cumbersome to enable either quantitative or genetic analysis of hybrid
ICE formation. The high-throughput semi-quantitative detection method reported here
enabled more sensitive analyses of the genetic determinants involved in hybrid ICE formation.
Hybrid formation was relatively frequent, as we found that almost 7% of exconjugants
selected on Su and Tm contained a recombinant ICE. Since some exconjugants scored as
containing a parental ICE array (purple colonies in figure 2) actually contained a hybrid ICE

and a parental ICE, 7% is an underestimation of the true frequency of hybrid formation. Thus,
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formation of hybrid ICEs, which may have novel combinations of genes conferring resistance

to antibiotics, may be fairly common.

While hybrid ICEs were readily detectable in exconjugants using our plate-based screening
method, we found that they also form in cells containing tandem arrays of non-transmissible
ICEs. Detection of non-transmissible hybrid ICEs seems to depend upon the rate of post-
recombinational loss of one or the other ICE, as shown by the coincident increase over time of
colonies harboring hybrids (Table 2). Different frequencies of Kn® vs Su® Tm® hybrids
formed from the non-transmissible R391-SXT array (Table 2). These differences are probably
a consequence of the structure of the array used here. The relatively low frequency of hybrids
in donors compared to exconjugants suggests that conjugation facilitated detection of hybrids
by allowing for segregation of hybrid ICEs from parental ICEs. In nature, it is possible that

conjugation serves to select for functional hybrids that are capable of transmission.

Our data indicate that both rec4 and s065/s066 can mediate hybrid formation independently,
and potentially co-operatively as well. RecA’s role in homologous recombination has been
the subject of extensive étudy; we assume its mechanism of action parallels that described in
previous work. Our models for how s065 and s066 mediate hybrid ICE formation are largely
based on prior studies of phage-borne 5065 and s066 homologues. However, there is evidence
that S065, like A Bet, can mediate single-stranded DNA recombination ([38] and our
unpublished observations) and that S066 has double-stranded DNA exonuclease activity (Rory
Watt, unpublished observations). Thus, it is reasonable to assume that S065 and S066 function
in a similar fashion as Bet and Exo to promote ICE recombination. Double-stranded DNA
ends are thought to be the principle substrate for the Red pathway in its natural context
[40,58]; Exo is thought to digest the 5° end of such double-stranded DNA breaks leaving a
suitable single-stranded substrate for Bet recombination [59]. Double-strand breaks in ICE

DNA could occur in the chromosomal ICE, the excised circular double-stranded ICE or the
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extrachromosomal circular double-stranded ICE after transfer but prior to re-integration. The
latter molecule may be subject to host restriction endonucleases, generating suitable substrates
for S066 and S065. Furthermore, DNA damaging agents (UV, antibiotics), which are known
to trigger the conjugative transfer of SXT/R391 ICEs, also provide suitable substrates for
recombination in the form of double-stranded DNA breaks. It also possible that single-
stranded ICE DNA generated in donor cells and transferred to the recipient during conjugation

can be a substrate for formation of hybrid elements.

There are particularities of the lifecycles of ICEs and lambdoid phages that suggest that their
respective recombination systems may function differently. Unlike A, which can replicate
autonomously as double-stranded DNA (theta replication) during its lytic cycle, SXT/R391
ICEs -do not seem to replicate autonomously. This difference likely decreases the
opportunities for generating double-stranded breaks that have been shown to be a major
substrate for A Red functions [39,40,44]. In addition, the absence of a gam ortholog in
SXT/R391 ICEs suggests that either RecBCD’s exonuclease activity has little impact on
recombination catalyzed by S065/S066, i.e. double-stranded DNA extremities are not a
significant substrate, or that ICEs encode an unrelated inhibitor of exonuclease V that remains

to be indentified.

To our knowledge, the s065/s066 recombination system is the first Red-like recombination
pathway to be described in a conjugative element. To date, Red-like recombination
genes/systems have been exclusively identified in prophages of both gram-positive and gram-
negative bacteria [38]. Interestingly, s065 and s066 are part of the core genome found in all
SXT/R391 ICEs. Their ubiquity in this family of mobile elements suggests that the generation
of diversity via inter-ICE recombination is a key feature of this family of ICEs. The routine
formation of tandem ICE arrays in fresh exconjugants [37] and the lack of exclusion between
certain SXT/R391 ICEs [34,35] also suggests that the modus operandi of these elements

includes recombination. Recombination is also a central feature of lambdoid phages (for
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review, see [60,61]) and Martinsohn et al recently proposed that the A Red recombination
pathway contributes to the mosaic genomes that characterize this family of bacteriophages
[62]. Another striking parallel between SXT/R391 ICEs and lambdoid phages is that their
transfer (by conjugation or transduction respectively) is greatly increased by damage to host
DNA. Expression of s065 and s066, like that of exo and bet, increases with UV damage to the
host (Mariam Quinones, unpublished results). Thus, like the A Red recombination.pz;thway
[41], the s065/5066 recombination system may serve as a recombinational repair system to
promote the formation of functional ICEs capable of exiting from a damaged host and re-

establishing themselves in a new host.

While numerous questions regarding the action of S065 and S066 remain to be explored,
collectively our findings suggest that these genes promote the plasticity of SXT_/R391 ICE
genomes. Besides enhancing inter-ICE recombination, it also possible that s065 and s066
enable the incorporation of exogenous genetic material into ICE genomes, such as the DNA
shown in colors in figure 1A. Lastly, we identified orthologs of s065 and 5066 in IncA/C
plasmids such as pIP1202 from Yersinia pestis biovar Orientalis, the causative agent plague.
These conjugative plasmids have recently been found to be broadly disseminated among
multiply drug resistant zoonotic pathogens [6]. It will be interesting to explore whether these

5065/5066 orthologs contribute to the plasticity of this family of conjugative plasmids.
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MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains, plasmids and media

The bacterial strains and plasmids used in this study are described in Table 1. Bacterial strains
were routinely grown in Luria-Bertani (LB) broth at 37°C in an orbital shaker and maintained
at -80°C in LB broth containing 15% (v/v) glycerol. Colonies harboring hybrid ICEs were
screened by plating on MacConkey agar base (Difco) plates supplemented with 0.6%
galactose, 80 mg/l X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indoyl-B-D-galactopyranoside) (indicator
medium MCGX) and the suitable antibiotics.  Antibiotics were used at following
concentrations: ampicillin (Ap), 100 mg/l; kanamycin (Kn), 50 mg/l; rifampicin (Rf), 100
mg/l; spectinomycin (Sp), 50 mg/l; sulfamethoxazole (Su), 160 mg/l; trimethoprim (Tm), 32
mg/l; tetracycline (Tc), 12 mg/l.

Plasmid construction

The oligonucleotides used for construction of plasmids are described in Table S1. Plasmids
pVI67 and pVI68, designed to allow conditional expression of SetDC or Intsxy, were
constructed by replacing the 1,383-bp EcoRI/Ncol fragment of pAH57 [57] with either a 942-
bp EcoRI/Ncol fragment containing the setDC operon of SXT or a 1,367-bp EcoRI/Ncol
fragment containing infsxt, respectively. setDC and intsxt were amplified by PCR using
primer pairs setDF/setCR and intSF/intSR, respectively, and the DNA of E. coli HW220 as a
template. Both plasmids are temperature sensitive for replication and allow the expression of

the cloned genes from Apg under control of the thermosensitive repressor c/857.
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Plasmids pVI40A and pVI42B were templates used in the creation of PCR products for the
insertion of lacZ and galK markers into SXT and R391 with the Datsenko and Wanner
protocol [47]. These templates contain galK or lacZ, both under control of Py, introduced
into the BamHI site of pVI36 [52]. The Pi-galK fragment was made by amplifying by PCR
galK and the Py, promoter sequence ﬁsing primer pairs galK1F/galK1R and Plac3F/Plac3R,
respectively, and the DNA of E. coli VB112 as a template. The resulting two fragments were
fused using the Splicing by Overlap Extension protocol [63]. The Ppc-lacZ of pVI42B was
amplified using DNA of E. coli VB112 as a template and primer pair lacZ1R/Plac3F. The
inserts of all plasmids constructed for this study were sequenced by DNA LandMarks Inc (St-
Jean-sur-Richelieu, QC).

Construction of chromosomal deletions and insertions

The oligonucleotides used for chromosomal deletions and insertions are described in Table S1.
Deletion and insertion mutants were constructed by using the one-step chromosomal gene
inactivation technique of Datsenko and Wanner [47]. All deletions were designed to be non-
polar. The AgalK and AlacZ mutations were introduced in E. coli CAG18439 using primer
pairs galKWF/galKWR and lacZW-B/lacZW-F, and plasmids pVI36 and pKD4 as templates.
The ArecA mutation was introduced in E. coli VB38 and VBI112 using primer pair
recAWF/recAWR and pVI36 as a template. The As065, As066, and A(s065-s066) mutations
were introduced in SXT (in strain HW220) using primer pairs 65WF/65WR, 66 WF/66WR,
and 65WF/66WR, respectively, and template plasmid pVI36. The corresponding mutations
Aorf68, Aorf69 and A(orf68-orf69) were introduced in R391 (in strain JO99) using primer
pairs betWF/betWR, exoWF/exoWR, and betWF/exoWR, respectively, and pVI36 as a
template.  Amobl and Aint mutations were created in R391 using primer pairs
orf XRWF/orfXRWR and intRWF/intRWR, respectively, and pKD3 as a template. SXT
deletion mutants of mobl (VB119) and int (BI554) were already available [52,64].

89



lacZ-tagged SXT was constructed by inserting Plac-lacZ between traG and eex using primer
pair IlacWF/IlacWR and pVI42B as the template, yielding strain VB40. Similarly, galK-
tagged R391 was created by inserting Pi,c-galK between traG and merR using primer pair
IgalWF/IgalWR and pVI40A as the template, yielding strain GG13. Pic-lacZ and P.-galK
were also introduced into strains containing SXT and R391 deletion mutants, using Plvir
generalized transduction and E. coli VB40 and GG13 as donor strains. All deletion and
insertion mutations were verified by PCR amplification using primers flanking the deletion,

cloning and sequencing.

Construction of strains containing tandem arrays of SXT and R391

Strains containing tandem arrays were constructed by successively transferring SXT::lacZ or
and R391::galK (or their corresponding deletion derivatives) into VB112, yielding strains
GG61 to GG65 and GGI3. The recA null strains GG66 to GG70 and GG102 were created in
a similar fashion except that pVI67 was introduced into GG55 prior to the transfer of the ICEs.
We used the mobI expression vector pMobI-B [52] to mobilize Amob! ICEs in the construction
of strain GG125. We verified that the deletion of mob/ did not impair SXT or R391 excision
using a real-time PCR quantification assay designed to determine the relative proportion of
attP and autB sites per 100 chromosomes as described previously [51]. The int expression
vector pVI68 was used to mobilize Aint ICEs in the construction of GG171. All strains
harboring tandem arrays were tested to determine the relative positions of SXT and R391 in
the tandem array by PCR amplification of the leftmost and rightmost ICE-chromosome
junctions with primers pairs primer 6/primer 4 and primer 8/primer 9 described by Hochhut et
al. [33].
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Conjugation assays and detection of hybrid ICEs

Conjugation assays were performed by mixing equal volumes of overnight cultures of donor
and recipient strains grown overnight at 37°C. The cells were harvested by centrifugation,
washed in 1 volume of LB broth and resuspended in 1/20 volume of LB broth. The mixtures
were then deposited on LB agar plates and incubated at 37°C for 6 hours. The cells were
recovered from the plates in 1 ml of LB broth and serial dilutions were prepared. Donors,
recipients and exconjugants were selected on LB agar plates containing appropriate

antibiotics.

The setDC expression vector pVI67 was used in mating assays involving rec4 donor strains.
In these experiments, donor strains were grown overnight at 30°C and then cultures were
shifted to 42°C for 15 minutes prior to contact with the recipient strain, to induce expression
of SetC and SetD.

MCGX indicator agar medium plates supplemented with appropriate antibiotics were used to
determine whether SXT, R391, SXT-R391 tandem arrays, or hybrid elements were present in
exconjugant colonies or in donor colonies in experiments assessing the necessity of
conjugative transfer or excision in hybrid ICE formation. The hybrid ICE detection technique
was validated by PCR screening of exconjugant colonies using the primer pairs
VISLF/VISLR3, 10SF13/SXT1-13, YND2/ORFl6, VISRF/VISRR, VISLF/VISLR2,
MER104|A/MER103B and VISRF/VISRR2 as described by Burrus and Waldor [37].
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Molécular biology methods

Plasmid DNA was prepared using a QIAprep Spin Miniprep kit (Qiagen) according to
manufacturer’s instructions. All the enzymes used in this study were purchased from New
England BioLabs. PCR assays were performed with the primers described in Table S1 in 20
pl reactions with 1 U of Tag DNA polymerase; 1 ul of a mixture of one colony resuspended in
10 pl of HyPure Molecular Biology Grade Water (HyClone) was used as a template in PCR
reactions. The PCR conditions were as follows: (i) 3 min at 94°C; (ii) 30 cycles of 30 sec at
94°C, 30 sec at the appropriated annealing temperature, and 1 minute/kb at 72°C; and (iii) 5
min at 72°C. When necessary, PCR products were purified using a QIAquick PCR
Purification kit (Qiagen) according to manufacturer’s instructions. E. coli was transformed by
electroporation as described by Dower et al [65] in a BioRad GenePulser Xcell apparatus set

at 25 pF, 200 Q and 1.8 kV using 0.1 cm gap electroporation cuvettes.
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2.2. Régulation du systéme de recombinaison homologue des ICEs SXT/R391 et étude de la

distribution phylogénétique de systémes apparentés

2.2.1. Présentation de 1’article

Le deuxiéme objectif du projet de doctorat a visé & déterminer les facteurs et les conditions
impliqués dans la régulation de I’expression du systéme de recombinaison homologue des
ICEs SXT/R391. Par des analyses transcriptomiques, j’ai démontré que les génes bet et exo
sont induits lors de la réponse SOS de 1’hdte, par I'intermédiaire des activateurs de
transcription principaux de I’'ICE, SetC et SetD. L’analyse de 1’organisation génétique du
locus comprenant les génes de recombinaison a permis de mettre en évidence qu’ils font partie
d’un opéron polycistronique de plus de 11 kb qui comprend 12 autres génes du squelette
conservé des ICEs. Ces genes, dont la fonction précise n’est pas déterminée, ne sont pas
impliqués dans les fonctions d’intégration/excision ou de transfert conjugatif (Wozniak et al.,
2009). Cet opéron est exprimé a partir d’'un promoteur inductible par les dommages causés a
’ADN situé dans la région intergénique entre les génes s063 (mobilisation) et s089 du squlette
conservé. Mes résultats démontrent que bien que ce transcrit soit produit a haut niveau en
réponse aux dommages a I’ADN, une forte régulation traductionnelle agit sur I’expression de
bet et exo, probablement par I’intermédiaire d’atténuateurs de traduction localisés en 5’ de
chaque gene. Mes résultats montrent que la délétion du gene ssb, situé dans la méme unité

transcriptionnelle que bet et exo, augmente de fagon significative la formation d’hybrides.

Afin de répondre au troisiéme objectif, j’ai procédé a une analyse in silico visant a identifier
tous les systémes de recombinaison composés de protéines ayant les mémes domaines
fonctionnels que Bet (RecT) et Exo (Yqal) présents dans les génomes séquences de microbes,

plasmides et bactériophages. Cela a permis de démontrer que des systémes orthologues sont
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grandement distribués dans des souches bactériennes génétiques trés éloignées et qu’ils sont
également transportés par divers éléments génétiques mobiles. Finalement, les résultats de
I’analyse des relations phylogénétiques entre-les protéines composant ces systémes suggerent
que les recombinases et exonucléases qui composent un méme systeme ont parfois des
origines évolutives différentes, soulignant la pression sélective importante qui agit pour
maintenir la fonctionnalité de systémes composés de protéines coopérantes mais d’origine

différentes.

Ces résultats font I’objet d’un article soumis a la revue Journal of Bacteriology, sous le titre
DNA Damaging Agents Induce the RecA-Independent Homologous Recombination Functions
of SXT/R391 ICEs (Numéro de soumission : JB02090-12).

2.2.2. Contribution a I’article

J’ai réalisé tout le travail menant a I’obtention et & la présentation des résultats présentés dans
cet article : approche expérimentale, manipulations et expériences, analyses génétiques et
informatiques, rédaction du manuscrit et préparation des figures. Le manuscrit a été révisé et

corrigé par V. Burrus.
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Abstract

Integrating conjugative elements (ICEs) of the SXT/R391 family are major contributors to the
spread of antibiotic resistance genes. These elements also catalyze their own diversity by
promoting inter-ICE recombination, through the action of the RecA-independent homologous
recombination system they encode. Here, we report that expression of this recombination
system, which consists of the single-strand DNA annealing protein/recombinase Bet (RecT
homologue) and the exonuclease Exo (YqaJ homologue), is induced by DNA damaging agents
via ICE-encoded transcriptional regulators. We show that the bet and exo genes are part of a
large polycistronic transcript that contains many ICE-conserved genes that are not involved in
the main integration/excision and conjugative transfer processes. We show thaf although the
recombination genes are highly transcribed, their translation is subjected to additional strong
regulatory mechanisms at the translational level. We also show that an ICE-encoded putative
single-strand binding protein (Ssb) limits hybrid ICE formation. Finally, a thorough in silico
analysis reveals that orthologues of Bet and Exo are widely distributed in bacterial strains
belonging to very distant bacterial species and are carried by various mobile genetic elements.
Phylogenetic analyses suggest that the annealing proteins and exonucleases that compose
these systems sometimes have different evolutionary origins, underscoring the strong selective

pressure to maintain the functionality of these unrelated cooperating proteins.
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Introduction

Bacteria have the capacity of rapidly adapting to a changing environment due their ability to
acquire and share genes providing them with new selectable traits. One of the most striking
examples of bacterial genome plasticity is the emergence and spread of antibiotic resistance
genes. The highly plastic nature of bacterial genomes relies mainly on two key factors:
horizontal gene transfer (HGT) and homologous recombination. Homologous recombination
generates genetic diversity by recombining similar yet non identical sequences and by stably
integrating features, acquired by HGT, that will then be vertically transmitted (22). HGT
occurs through transformation, transduction or conjugation and allows for individual bacterial
cells to share genes that provide them with selective advantages. HGT events are mediated by
an array of mobile genetic elements (MGEs) such as conjugative plasmids, bacteriophages and
integrating conjugative elements (ICEs), also known as conjugative transposons (25, 34, 45,
54).

ICEs of the SXT/R391 family are mobile genetic elements that greatly contribute to the spread
of antibiotic resistance genes in Vibrio cholerae and related y-proteobacterial species (55, 56).
These elements are found site-specifically integrated in the chromosome of their host. Under
certain conditions ICEs of the SXT/R391 family excise from their host’s chromosome as a
circular, covalently closed molecule and transfer via conjugation to a new recipient cell in the
form of a single-stranded DNA substrate (13). All members of this family share a conserved
set of 52 core genes, of which 25 are required for their key functions of integration/excision,
conjugative transfer and regulation (55). Newly identified ICEs are classified in this family
based on the conservation of the scaffold of conserved genes, the presence of a conserved P4-
like site-specific tyrosine recombinase and on their site-specific integration in the 5’ end of
prfC, which encodes the peptide chain release factor RF3 (11). Interspersed in intergenic

regions of this conserved backbone are variable DNA sequences that confer a wide selection
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of accessory functions, for instance antibiotic or heavy metal resistances and genes involved in
modifying cell-signalling pathways (2, 5-7, 10, 28, 32, 35, 47). Similar to the induction of the
lytic cycle of bacteriophage A in lysogenic cells, the expression of the transfer genes of
SXT/R391 ICEs is derepressed in conditions that trigger the host’s SOS response. In non-
inducing conditions, the master repressor SetR encoded by these elements prevents the
expression of the transcriptional activators SetCD. DNA-damaging agents such as mitomycin
C, UV light or the antibiotic ciprofloxacin alleviate this repression, allowing for SetCD-

mediated activation of the conserved genes involved in excision and conjugative transfer (8).

SXT/R391 ICEs also encode a RecA-independent homologous recombination system similar
to the bacteriophage A Red system. In a previous study, we demonstrated that this
recombination system promotes the formation of hybrid ICEs by catalyzing the recombination
of two ICEs integrated in a tandem fashion (26). The recombination system carried by
SXT/R391 ICEs comprises two genes: s065, encoding a single-strand DNA annealing protein
(SSAP) (21), and 5066, encoding a 5°-3’ exonuclease (17). These proteins are respectively
related to ABet and Aexo, and we will thus subsequently refer to s065 as bet and to s066 as exo.
Homologues of the SXT/R391 recombination genes are also found in conjugative plasmids of
the A/C incompatibility group (IncA/C) (Fig. 1). These multidrug resistance plasmids are
widespread in Salmonella and other enterobacterial species from agricultural sources and it
has been recently demonstrated that most of the conserved genes of SXT/R391 ICEs are also

present in this family of conjugative plasmids (55).
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Figure 1. Schematic comparison of the recombination loci of SXT/R391 ICEs, IncA/C plasmids and
bacteriophage A.
SXT/R391 bet and exo and their orthologues are represented in black. Surrounding genes that have no known role
in recombination are represented in white. Agam has no orthologue in SXT/R391 ICEs and IncA/C plasmids and
is presented in grey. Dotted lines and associated numbers indicate the percent of similarity between orthologous

genes.

Although the A Red and SXT/R391 recombination genes are functionally similar, they differ in
their genetic organization. Abet and Aexo are located in the A pL operon with other genes
involved in homologous and site-specific recombination, and are expressed early in the lytic
cycle (18, 48). Agam, an inhibitor of the host’s exonuclease RecBCD found directly upstream
of Abet, is transcribed with the recombination genes (Fig. 1). The product of Agam protects the
phage’s linear dsDNA by inhibiting the ability of RecBCD to bind dsDNA ends (43). No
homologue of Agam exists in SXT/R391 ICEs or IncA/C plasmids; instead, a gene encoding a
putative single-stranded DNA binding protein (ssb) is found upstream of bet. In SXT/R391
ICEs bet and exo are separated by a 288-bp stretch that contains a small 141-bp open reading
frame (ORF) of unknown function, termed orfZ (Fig. 1). Upstream of ssb is found a gene of
unknown function, s089. No homologues of orfZ or s089 are found in the IncA/C plasmids.

Here, we report that the RecA-independent homologous recombination functions of
SXT/R391 ICEs are induced by DNA damaging agents via the main transcriptional activators

SetCD. Our results also indicate that the recombination functions are further regulated at the
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translational level, most likely by two conserved translational attenuators located upstream of
bet and exo. Furthermore, deletion of ssb significantly increased Bet/Exo mediated hybrid ICE
formation, suggesting that it could act as a modulator of the recombination activity. Finally, in
silico analyses revealed that similar recombination systems are widely distributed in a large
number of strains belonging to very diverse bacterial taxonomic orders and that they are
present not only on ICEs and A-like bacteriophages, but also in conjugative plasmids from
various incompatibility groups. Finally, our results also suggest different evolutionary origins

for the Bet and Exo proteins that form the recombination system of SXT/R391 ICEs.
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Materials and methods

Bacterial strains, plasmids and media. The strains used in this study are described in Table
1. These strains were routinely grown in Luria-Bertani (LB) broth at 37°C in an orbital
shaker/incubator. Antibiotics were used at following concentrations: ampicillin, 30 pg/ml
(pGG2B only) or 100 pg/ml; tetracycline, 12 pg/ml; sulfamethoxazole, 32 pg/ml;
trimethoprim, 4 pg/ml; spectinomycin, 50 pg/mil, kammycin, 50 pg/ml. When required,
bacterial cultures were supplemented with 1-arabinose (0.2% w/v) or mitomycin C (100 or 200

ng/ml).

Plasmid and strain construction. The oligonucleotides used are described in Table S1.
Deletion and fusion mutants were constructed by using the one-step chromosomal gene
inactivation technique of Datsenko and Wanner (20). All deletions were designed to be non-
polar. The ArecA mutation was introduced in E. coli BW25113 using primer pair
recAWF/recAWR (26) and plasmid pVI36 as the template. The As089 and Assb mutations
were introduced in SXT (in strain HW220) using primer pairs sO089WF/sO89WR and
ssb1WF/ssb1WR, respectively, and template plasmid pVI36. The corresponding mutations
were introduced in R391 (in strain JO99) using primer pairs R66WF/sO89WR and
ssb2WF/ssb2WR, respectively, and pVI36 as the template. Pyc-lacZ and Pj,.-galK were
introduced into strains containing SXT and R391 deletion mutants, using P1vir generalized
transduction and E. coli VB40 and GG13 as donor strains. Strains containing tandem arrays
were constructed by successively transferring SXT::lacZ and R391::galK (or their
corresponding deletion derivatives) into GGSS5, yielding strains GG66 to GG68. Plasmid
pVI167 was introduced into GGS55 prior to the transfer of the ICEs. lacZ translational fusions of
bet and exo were constructed in BW25113 SXT using primers pairs 65lacZ42BF/651acZ42BR
and 66lacZ42BF/66lacZ42BR, respectively and plasmid pVI42B as the template. All deletions

and fusions were verified by PCR amplification using primers flanking the deletion, cloning
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and sequencing. Plasmid pGG2B was constructed by amplifying setDC from strain HW220
using primer pairs setDF/setC2R, subcloning into pCR2.1TOPO (Invitrogen) and recloning
into pBAD-TOPO (Invitrogen) following manufacturer’s instructions. Plasmid pGG7 was
similarly constructed using primer pairs orfZTOPOF/corfZR. Plasmid pGG32 was constructed
by amplifying the intergenic region comprised between s063 and s089 in SXT from E. coli
HW220 using primer pair 6389F/6389R and cloning into pCR2.1TOPO (Invitrogen). All
plasmid inserts were verified by sequencing by Centre d’Innovation Génome Québec (McGill
University, Montreal, Quebec, Canada). E. coli was transformed by electroporation in 1mm-

gap cuvettes in a GenePulser Xcell apparatus (BioRad) set at 2.5 pF, 200Q and 1.8 kV.

RNA extraction and cDNA synthesis. Briefly, RNA extractions were performed as follows.
Cultures were grown for 14-16 hrs in LB broth containing appropriated antibiotics, diluted
1:100 in fresh media in absence of antibiotics (except when ampicillin was added for the
maintenance of the pGG2B vector) and grown to an ODggo of 0.2. They were then diluted a
second time 1:100 and grown to an ODggo of 0.2. Each culture was then split in 2 flasks and
one flask for each culture was induced with 100 ng/ml mitomycin C (MMC) or 0.02% 1-
arabinose (when using pGG2B), for 2 hours at 37°C. A 1 mL sample of each culture was used
for total RNA extraction using RNeasy Mini Kit and RNAprotect Bacterial Reagent
(QIAGEN) following the manufacturer’s instructions. Once purified, the RNA samples were
subjected to gDNA digestion using Turbo DNase (Ambion) and manufacturer’s instructions.
Complementary DNA was synthesized using 1 pg of RNA, 50 ng of random hexamers or 2
pmoles of gene-specific primers exoRT or s073RT (Integrated DNA Technologies) (Table S1)
and the reverse transcriptase SuperScript II (Invitrogen), following manufacturer’s
instructions. Control reactions in the absence of reverse transcriptase (NoRT) were performed

for each sample.
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Real-Time quantivative PCR analysis. qRT-PCR was performed by measuring the increase
of fluorescence using the Quantifast SYBR Green mix (QIAGEN) in an Eppendorf RealPlex
(Eppendorf). Primers were designed to amplify an internal fragment of ca. 180 bp of the
reference genes (rpoZ and gyrd) (19) or of each gene of interest (GOI) (Table S1). The

"4 method and the difference in the transcript

expression ratios were calculated using the (2
levels of each GOI was calculated compared to the transcript level of rpoZ and gyrA, using the
(2% method. The experiments were carried out with a minimum of three biological

replicates, each with three technical replicates.

Primer extension analysis. Primer extension analysis was carried out using 1 and 5 pg of
total RNA from BW25113 SXT cultured in absence (CTL) or presence of mitomycin C
(MMC) at 100 ng/ml, with radio-labeled TSS89up4 primer ([y-*’P]-ATP, 3000 ci/mmole, 10
mCi/ml (Perkin Elmer)) and the Primer Extension System-AMV-Reverse Transcriptase kit
(Promega) following manufacturer’s instructions. A control reaction in which water replaced
the RNA was performed. 3 pul of each primer extension reaction was directly mixed with an
equal volume of Loading Dye and the primer extension products were migrated in a 0,8%
acrylamide/bis-acrylamide 19:1 gel in.a SequiGenGT (BioRad) alongside the sequencing
reaction of the intergenic region comprised between s063 and s089 in SXT. Sanger sequencing
of the 367-bp intergenic region located between s063 and s089 in SXT was performed using 5
pg of plasmid pGG32 as the template, [a->P]-dATP (800 Ci/mmole, 10 mCi/ml) (Perkin
Elmer), primer TSS89up4 and the Sequenase Version 2.0 kit (Affymetrix). Signal strength
was detected using a Storm 860 Molecular Imager (GMI).

Semi-quantitative PCR. PCR reactions aimed at amplifying 5063, s989 and bet were carried
out using cDNA prepared with genes-specific primers exoRT or s073RT (Table S1). Each
reaction contained 1 pM each primer, 100 uM each dNTPs and 1 U Tag DNA polymerase
(New England Biolabs); 1 pl of a 1:10 dilution of the cDNA synthesis reactions, 1 pl ofa 1:10

111



dilution of the NoRT reactions (negative control), or 500 pg BW25113 SXT gDNA (positive
control) were used as template for PCR amplification. PCR conditions were as follows: i) 3
min at 95°C, ii) 28 cycles of 30 sec at 95°C, 30 sec at the appropriate annealing temperature
and 30 sec at 72°C, iii) 5 min at 72°C. After PCR, the samples were mixed with loading dye
(orange G in 30% glycerol v/v) at a final concentration of 1X and 15 pl of each reaction were
migrated in a 2% agarose gel in 1X TAE buffer, alongside 1 pg 2-Log DNA Ladder (New
England Biolabs). Migrated gels were colored in an ethidium bromide bath (3pg/ml) for 30
min and then soaked for 30 min in distilled water. Gels were visualized under UV light in a
GelDocXR (BioRad), and analyzed using the Quantity One v6.3 software (BioRad).

B-galactosidase assays. (-galactosidase assays were carried out using translational fusions of
lacZ to bet or exo in BW25113 SXT, under induced or control conditions. Briefly, strains were
grown for 14-16 hrs in LB with the appropriated antibiotics then refreshed 1:100 and grown to
an ODggo of 0.2 in fresh LB broth in absence of antibiotics, except when using ampicillin to
maintain pGG2B. Cultures were split in 4 ml samples and grown in absence or presence of
MMC (100 ng/ml or 200 ng/ml) for 2 or 16hrs. B-galactosidase activity was assessed using
500 pl samples as described elsewhere (42).

Bioinformatics analyses. The predicted proteomes of 2,714 plasmids, 4,093 viruses and 1,706
complete microbial genomes available in March 2012 were extracted from the RefSeq
database (49) and analyzed to identify putative recombination systems similar to the
SXT/R391 system. We screened this dataset using profile Hidden Markov models of the
RecT, YqalJ and Gam families with HMMsearch from the HMMER v3.0 software package
(23). The HMM profiles of Bet, Exo and AGam were recovered from the Pfam 25.0 database:
Bet: RecT, PF03837; Exo: Yqal, PF09588; AGam: Gam, PF06064. The sequences
corresponding to each identified protein were downloaded and aligned using MUSCLE

multiple sequence alignement software (24). Maximum-likehood phylogenies of RecT and
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Yqal proteins were generated using the PhyML v3.0 progam (27) with the HKYS8S
substitution. Tree topologies were optimized by PhyML using the NNI and SPR methods
model and the starting trees were estimated using BioNJ. Branch support of the phylogenies
was estimated using non-parametric bootstrap (100 replicates). Phylogenetic analyses were
computed using amino acid alignement generated by MUSCLE and the poorly aligned regions
were removed with the trimAl v1.2 software using the automated heuristic approach (15) prior
to phylogenetic analyses. Phylogenetic trees were viewed in iTOL v2 (38) and are available as
a shared project on the iTOL website (http://itol.embl.de/shared/GGarriss). Sequence
alignements were performed using Clustal W (37).
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Table 1. List of E. coli strains and plasmids used in this study.

Strain or Relevant genotype or phenotype Source or reference
Plasmid
E. coli
BW25113 F-, A(araD-araB)567, AlacZ4787(::rrmB-3), X, rph-1, d(rhaD- (20)
rhaB)568, hsdR514

CAG18439 MG1655 lacZU118 lacl42::Tnl0 (Tc®) (50)
HW220 CAG18439 prfC::SXT (Tc® Su® Tm®) 31
JO99 CAG18439 prfC::R391 (Tc® Kn®) (30)
VB40 CAG18439 AlacZ prfC::SXT::lacZ (26)
GG13 CAG18439 AgalK prfC::R391::galK (26)
VB17 BW25113 prfC::SXT VB

- GG247 BW25113 Arecd prfC::SXT This study
DPL247 BW25113 prfC::SXT AsetDC D. Poulin-Laprade
GGSS MG1655 Rf* Arecd (26)
GG66 VB112 prfC::[SXT::lacZ]-[R391::galK] (26)
GG67 VBI112 prfC::{SXT::lacZ As089]-[R391:.galK As089] This study
GG68 VB112 prfC::[SXT::lacZ Assb]-[R391::galK Assb] This study
VB47 CAG18439 AgalK ArecA (26)
GG209 BW25113 prfC::SXT Abet::lacZ This study
GG215 BW25113 prfC::SXT Aexo::lacZ This study
Plasmids
pGG2B pBAD30::setDC This study
pGG7 pBAD::orfZ This study
pGG32 pCR2.1::SXT IgR 5063-s089 This study
pVI67 PAHST7 A(xis)-int,)::setDC (Ts) (26)
pVI36 Sp" template for one-step chromosomal gene inactivation (16)
pVIi42B pVI136 BamHI::P,-lacZ (26)

Ap", ampicillin resistant; Cm", chloramphenicol resistant; Kn", kanamycin resistant; Rf\, rifampicin resistant;
Su®, sulfamethoxazole resistant; Sm®, streptomycin resistant; SpR, spectinomycin resistant; TcF, tetracycline

resistant; Tm~, trimethoprim resistant; Ts, thermosensitive.
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Results

DNA damaging agents induce the expression of ICE recombination genes

In order to gain better understanding of the conditions that favor hybrid ICE formation, we
investigated the conditions that induce the transcription of bet and exo. Since all the conserved
genes of SXT/R391 ICEs involved in integration/excision and conjugative transfer are induced
in conditions that trigger their host’s SOS response, we decided to verify whether DNA
damaging agents would also promote the transcription of the fecombination genes. We
measured by RT-qPCR the effect of the exposure to mitomycin C (MMC) on the transcript
levels of bet and exo, using E. coli BW25113 harboring SXT (VB17). Upon exposure to

2724 of bet and exo were ~50 times higher than in the control

MMC, the relative expressions (
condition (Fig. 2A). However, when using an isogenic recA null mutant (GG247), the
induction of bet and exo expression was abolished (expression ratio of =1), indicating that the
pathway by which these genes are induced requires rec4. In order to determine if this increase
relies on the ICE’s main activators SetC and SetD, and not on the alfeviation of repression by
the host-encoded SOS response repressor LexA, we carried out the same experiments using a
strain harboring an SXT AsetCD mutant (DPL247). Our results showed that in absence of
setCD, induction of bet and exo transcription with MMC was unachievable (expression ratio
of =1). This deletion was more than successfully complemented using plasmid pGG2B, which
carries sefCD under the control of an arabinose-inducible promoter (expression ratio >5,000).
Furthermore, the absence of rec4, which is required for derepression of setCD expression,
could be bypassed by providing SetCD from pGG2B and resulted in a more than 6,000-fold
increase of bet and exo transcript levels. Our results show that agents that trigger the host’s
SOS response induce the transcription of ICE-encoded recombination functions, through the

action of recA and the ICE-encoded transcriptional activators setCD.
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Figure 2. Expression of bet and exo is induced by mitomycin C.
(A) Relative expression of bet and exo. Genotype of ICE or strain, presence of setCD expression vector pGG2B
and induction with mitomycin C (MMC) or l-arabinose for pGG2B (l-ara) are indicated below the graph. (B)
Relative expression of 5089, ssb and orfZ in SXT or SXT AsetCD backgrounds upon induction with MMC. Bars

represent the ratio (2%

) between an induced and the non-induced conditions, using rpoZ as an internal
reference as determined by RT-qPCR, and represent mean values of a least three independent biological
replicates. Standard deviations are indicated. Dotted lines indicate an expression ratio of 1 (no difference between

the control and induced condition).
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We decided to verify whether the transcription of the two genes located upstream the
recombination system, s089 and ssb, as well orfZ, located between bet and exo, responded to
the same induction conditions as bet and exo using the same RT-qPCR assays. Our results
show that the exposure to MMC causes a SetCD-dependent increase of s089, ssb and orfZ
transcripts comparable to that obtained for bet and exo (Fig. 2B).

The recombination genes are part of a polycistronic transcript that spans 11
kb of ICE conserved DNA and is driven from a MMC-induced promoter

located upstream s089

The similar response of bet and exo to the exposure to MMC, combined with the fact that in A
the recombination genes are present in a single transcript (18), led us to investigate if a similar
operon structure is found in SXT/R391 ICEs. To determine whether bet and exo are part of the
same transcript we carried out reverse transcription using a primer complementary to the 3’
end of the non-template strand of exo (exoRT), on RNA extracted from VB17 under non-
inducing and MMC-induced conditions (Fig. 3A). We then performed a PCR assay aiming at
amplifying a 171-bp fragment at the 5’ end of ber (Fig. 3A and 3B). Consistent with the
observations presented above, our results show that the non-induced sample does not yield any
amplicon for bet, whereas the MMC-induced one does yield an amplicon of the expected size

(Fig. 3B). These results show that bet and exo are part of the same MMC-inducible transcript.

The recombination genes are located within a ~11-kb conserved region of the SXT/R391 ICEs
positioned between two inversely transcribed genes, s063 (conserved DNA) and 5074 (non-
conserved gene present in SXT) (Fig. 3A) (55). Eight nearly identical and perfectly syntenous

genes are located downstream of exo in this region. These genes play no role in conjugative
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transfer and their respective functions remains obscure (55). The overall genetic organization
of this locus led us to further investigate whether all the genes comprised between 5063 and
5074 are co-transcribed with bet-exo. We carried out the same reverse transcription experiment
as above using this time a primer located at the 3’ end of 5073 (s073RT) and RNA samples
obtained from MMC-treated VB17 cells (Fig. 3A). We then amplified by PCR fragments
located at the 5° end of 5063, s089 and bet, to determine if any of these genes are cotranscribed
with 5073. Our results show that s089 and bet are part of a transcript that encompasses ca. 11
kb of conserved ICE DNA (Fig. 3C) and that expression of all of the genes from s089 to s073
is induced by MMC. Moreover, the impossibility to amplify s063 from the same cDNA
sample indicates that this transcript originates within the intergenic region lying between
divergently transcribed s063 and s089 (Fig. 3A and 3C).

A M@ww FLPP L PPFS &‘"

exoRT

Figure 3. Operon structure of the SXT/R391 homologous recombination system.
(A) Schematic representation of the s089-s073 region of the SXT/R391 backbone. Genes are represented as
follows: black, recombination genes; white, genes of other or unknown function; grey, immediate borders of

5089-5073 locus. Relative position of reverse transcription primers exoRT and s073RT as well as PCR primers
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used to amplify bet, s063 and s089 are indicated. Dotted lines shows reverse transcription products and results of
PCR are indicated as positive, (circled +) or negative (circled -). B) 2% agarose gel of assay aiming at amplifying
bet on exoRT product. C) 2% agarose gel of assay aiming at amplifying 5063, s089 and bet on s073RT product.
VB17 genomic DNA (gDNA) and reverse transcription samples in the absence of reverse transcriptase (NoRT)
were used respectively as positive and negative PCR controls. non-induced control sample, CTL; MMC-induced

sample, MMC; molecular weight marker, M.

In order to determine the precise location of the promoter driving the transcription of the
recombination genés, we analysed the 367-bp intergenic region located between s063 and
5089 by primer extension, using total RNA from E. coli VB17 prepared in non-induced and
MMC-induced conditions. Our results show that the transcription start site is located 235 bp
from the start codon of 5089 and corresponds to a C in the non-transcribed DNA strand (Fig.
4A and 4B). Despite the presence of a large S’UTR we found no evidence of another ORF
laying in the region located between the transcriptional and translation start sites of the
recombination system. As expected, the intensity of the band is dependent upon the presence
of MMC and also on the concentration of RNA used for the primer extension assay. A second
band of lesser intensity is observed at A**, but might be due to imprecise transcription
initiation (Fig. 4A). Further analysis of the sequence upstream of C*' revealed near-consensus
-35 (TTCTAA) and -10 (TACACT) promoter elements (Fig. 4B). No other DNA elements

that contribute to promoter recognition by E. coli 6'° (29) could be identified in this region.
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Figure 4. Promoter region of the SXT/R391 homologous recombination system.
(A) Primer extension analysis of the transcribed strand of the s063-s089 intergenic region. NoRNA, negative
control; CTL, non-induced control samples; MMC, MMC-induced samples; G, A, T and C, Sanger sequencing
reaction lanes. Concentrations of RNA used for the primer extension reaction are indicated. Each well was loaded
with equal reaction volumes. Partial read of the sequencing reaction is located on the right hand side of the gel,
with arrows indicating the transcription start sites on the transcribed strand. (B) Schematic representation of the
promoter region. Positions of the two transcription start sites are indicated by angled arrows. Deduced -35 (5°-
TTGACA-3’) and -10 (5’-TATAAT-3") promoter elements recognized by E. coli 6" are shown in bold capital
letters. s063 and 5089 are represented by grey and white arrows, respectively. Lengths in base pairs (bp) of the

spacers between represented regions are indicated.
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A gene encoding a single-stranded binding protein modulates hybrid ICE

formation

The presence of s089 and ssb in the same transcript as bet and exo led us to investigate their
possible involvement in Bet/Exo-mediated hybrid ICE formation. We constructed rec4 donor
strains harboring tandem arrays of As089 and Assb mutants of SXT and R391, and used them
in conjugation assays with a recA recipient strain (VB47), using a quantitative detection assay
designed to study hybrid ICE formation (26). These experiments were carried out in a ArecA
background to prevent RecA-mediated recombination and ensure that all hybrid ICEs are
formed by Bet/Exo-mediated recombination (26). We bypassed the requirement for RecA for
the activation of expression of the conjugative transfer genes (8, 26) as well as for expression
of bet and exo by providing setCD in trans from plasmid pVI67. We found that although s089
does not appear to be involved in hybrid ICE formation, the deletion of ssb caused a 3-fold
increase of the percentage of exconjugants containing a hybrid ICE (p<0.001) (Fig. 5). These
results show clearly that the absence of Ssb allows for Bet/Exo to more efficiently catalyze
inter-ICE recombination. As an ssDNA-binding protein, Ssb might compete with Bet for

binding to ssDNA substrates, reducing annealing.
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Figure 5. Impact of s089 and ssb on hybrid ICE formation.
recA doner strains containing wild-type SXT-R391 tandem arrays or tandem arrays of As089 and Assb mutants of
SXT and R391 were used in mating experiments with a rec4 recipient strain. Bars represent the mean of at least
three independent biological replicates. Standard deviations are indicated. One-way ANOVA with Dunnett’s
Multiple Comparison Test was used to compare the means of hybrid-ICE containing exconjugants colonies of
each deletion mutant with the WT. The confidence intervals (p) for the comparisons are indicated. NS indicates

the difference was not statistically different from the WT.

Expression of bet and exo is subjected to strong translational regulation

To determine wether the translation of bet and exo is consistent with the strong induction of
their transcription, we used single-copy chromosomal lacZ translational fusions of the two
genes in E. coli BW25113 derivatives (GG209 and GG215) to perform B-galactosidase assays.
Interestingly, detectable translation of these genes only occurred after extensive exposure to
MMC. Indeed, no differences in B-galactosidase activity between the induced and control
samples were observed when the cultures were induced in conditions similar to those used for
our RT-gPCR analysis (2hrs with 100 ng/ml MMC). We confirmed by RT-qPCR with primers

targeting lacZ that the transcript level of lacZ for each fusion was comparable to that obtained
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for the corresponding wild-type genes (Fig. S1). We found that a 16-h induction with 200
ng/ml MMC was required for the detection of a significant induction of B-galactosidase
activity for the bet and exo fusions. As expected, the translation of bet and exo is increased by

MMC in a WT strain (Table 2).

Table 2. Mitomycin C induces the translation of bet and exo.

Fusion B-galactosidase activity”
CTL MMC
Abet::lacZ 0.00 £ 0.01 3.56+0.93
Aexo::lacZ 0.00 +£0.01 0.52+0.23

“Results are expressed in Miller Units and represent the mean and standard deviations of at least three

independent biological replicates.

However, the comparison of RT-qPCR and p-galactosidase data revealed important
differences in the transcriptional and translational profiles of bet and exo. Indeed, upon
induction with MMC, bet and exo conserved the same relative transcript amounts relatively to

A€ (Fig. 6A). However, p-galactosidase assay results demonstrate

the reference gene rpoZ (2
that exo is significantly less translated (near 5-fold difference) than bet (p<0.001) (Fig. 6B).
Therefore, although bet and exo are part of the same transcript, the production of the Bet and
Exo proteins is differentially regulated. As RT-qPCR assays ruled out that the difference
observed between transcriptional and translational data was due to possible polar effects
resulting from the lacZ fusions, our results suggest that expression of bet and exo is subjected

to an additional translational regulatory mechanism.
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Figure 6. Relative quantification of the transcription and translation of bet and exo in presence of MMC.
(A) RT-gPCR transcription results are expressed as the relative quantification (2“") of each gene relatively to
rpoZ, in a WT background upon induction with MMC. (B) Translation results are expressed as Miller Units
obtained from B-galactosidase assays with lacZ translational fusions of bet and exo in a WT background upon
induction with MMC. Bars represent the mean value of at least three independent biological replicates. Standard
deviations are indicated. One-way ANOVA with Tukey’s Multiple Comparison Test was used to compare the
means between bet and exo transcription and translation in a WT background. The mean of Miller Units obtained
for exo was statistically significant from ber with a confidence interval of p<0.001 and is indicated (A).

Transcription of exo is not statistically different from bet (NS) (B).

The SXT/R391 recombination systems differs from other recombination systems composed of
proteins related to Bet and Exo by the presence of a gene of unknown function, termed orfZ,
located between the bet and exo genes (Fig. 1). Although OrfZ does not have any know
homologues, its small size suggests that it could act as a transcriptional or translational
regulator. To test this hypothesis, we cloned orfZ under the control of an arabinose-inducible
promoter (pGG7) and expressed it in trans in E. coli VB17. We used an RT-qPCR assay to
measure the impact of its overexpression on the transcription of bet and exo. Relative

expression (24"

) of bet and exo remained unaffected by orfZ overexpression (expression
ratio of = 1). We also tested its impact on the translation of bet and exo using single-copy

chromosomal /acZ translational fusions and B-galactosidase assays in presence and absence of
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arabinose to induce the expression of orfZ from pGG7. No change in B-galactosidase activity
was observed for these fusions upon overexpression of orfZ (expression ratio of = 1). Taken
together, these results suggest that orfZ does not participate in Bet/Exo-mediated
recombination by regulating their expression. Furthermore, our analysis of the intergenic
regions on each side of orfZ shows that they share some sequence similarity (Fig. S2). The
presence of orfZ only in SXT/R391 ICEs suggests that it results from an insertion event that
led to the duplication of the bet-exo intergenic region and that it does not have a significant

role in recombination (see below).

Conserved translational attenuators are found upstream bet and exo

We used the RibEx server (1) to assess the presence of putative regulatory elements that could
affect bet and exo translation. We identified two putative translational attenuators located
immediately upstream of bet (TAbet) and exo (TAexo) (Fig. 7). Moreover, the attenuator
located upstream éf exo has a higher predicted stability (AG = -25.50 kcal.mol™") than the one
found upstream of bet (AG = -21.60 kcal.mol'), which could also explain the stronger
translational attenuation observed for the production of Exo. These attenuators are highly
conserved in all SXT/R391 ICEs (Fig. S3) and RibEx analyses place similar structures
upstream the bet and exo genes found in IncA/C plasmids (Fig. S4). The presence of these
putative translational attenuators is consistent with our experimental finding that the

expression of bet and exo is subjected to a strong translational regulation.
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Figure 7. The recombination locus contains two predicted translational attenuators.
Presence of attenuators was determined with the RibEx server (1) and are represented by black lollipops upstream
of bet and exo. Dotted rectangles contain mfold v4.6 (57) folding predictions for each attenuator, along with the
sequence located between the attenuator and the translation start sites of bet or exo. Positions of the ribosome

binding sites (RBS) (boxes), translation start sites (underlining) and AG values are indicated for each attenuator.

Similar recombination systems are widely distributed among various

bacterial species and genetic elements

The similarity of the SXT/R391 recombination genes with the A Red system and with genes
found in the IncA/C family plasmids led us to investigate the prevalence of similar
recombination systems in all sequenced bacterial species and mobile genetic elements. We
performed a large-scale in silico analysis using the data extracted from the NCBI RefSeq

database of fully sequenced viral, plasmid and microbial genomes. We screened the proteomes
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of the 8,513 genomes of the database with the HMM profiles associated with the respective
functional domains of Bet (RecT, PF03837) and Exo (YqaJ, PF09588), using the HMMER3
software (23). Based on this analysis, we found 412 proteins containing a RecT domain and
632 proteins containing a YqaJ domain. 163 recombination systems were identified based on
the presence of a RecT-like recombinase and an Yqal-like exonuclease in the same locus

(Table S2)'.

The vast majority (125 out of 163) of the recombination systems we identified were found in
sequenced microbial genomes. Each system was further analyzed to determine if it is part of
unidentified prophage-like element, integrating conjugative element or integrated plasmid. We
reclassified 96 of these systems as belonging to prophage-like elements on the basis of the
presence of genes encoding a phage-like integrase and other unmistakable phage features (e.g.
tail fiber protein, major capsid protein, tail tape measure protein) in the vicinity of the
recombination system. Four of the 125 systems identified in microbial genomes belonged to
SXT/R391 ICEs: ICESpuPO1 (CP000503), ICEPmiUSA1 (AM942759), ICEVchBan9
(CP001485) and to one previously unidentified putative SXT/R391 ICE in V. cholerae
2010EL-1786 (NC_016445). The remaining recombination systems found in microbial
genomes that could not be reclassified were assumed to be located on genomic islands (GIs).
Most of the plasmid-borne recombination systems (8 out 14) were found in IncA/C plasmids,
the closest SXT/R391 relatives. Surprisingly, three systems were identified in conjugative
plasmids belonging to the IncP-7 group (pCAR1, pCAR1.2, pDK1), one in a plasmid of the
IncT group (Rtsl), as well as two in non-conjugative plasmids pMAQUO2 and pALVINO2.

We analyzed the distribution of the identified recombination systems according to the
taxonomic order of their host. As expected, most (69/163) recombination systems were

identified in strains belonging to the Enterobacteriales order, the predominant hosts of

! Table S2 is available upon request.
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lambdoid phages. The remaining 94 systems were distributed among strains belonging to very
diverse taxonomic orders, some of them very distant from SXT/R391 ICEs’ hosts, such as
species belonging to the Rhizobiales and Thermonoanaerobacterales orders (Table S2 and
Fig. 8).
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Figure 8. Phylogenetic trees of single-stranded DNA annealing proteins and cognate exonucleases encoded by
gene pairs found in sequenced microbial, plasmid and bacteriophage genomes.
(A) Recombination proteins containing a RecT domain. (B) Exonucleases containing a YqaJ domain. Label
colors indicate orders of bacterial strains in which each protein was found (see legend of inner wheel). Outer
color strips indicate the element carrying each protein (see legend of outer wheel). ¢/0 indicate presence/absence

of Gam. Relevant elements are indicated by arrows. Bootstrap values >80 are indicated.
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SXT/R391 Bet and Exo have different evolutionary origins

We carried out a phylogenetic analysis to determine the evolutionary relationships between the
163 pairs of RecT and YqaJ proteins identified (Fig. 8). As SXT and R391 are found in
genomes that are not fully assembled, thus absent from the RefSeq database, we manually
added their respective Bet and Exo sequences to our dataset. Our analysis that RecT and YqaJ
proteins identified in phages or GIs seemed to cluster relatively to their host’s taxonomic
order. However, proteins encoded by ICEs and plasmids tend to cluster relatively to the family
of mobile genetic element to which they belong (Fig. 8). For instance, RecT and YqaJ proteins
of IncA/C plasmids form monophyletic groups, closely related to the corresponding ones of
SXT/R391 ICEs. Similarly, plasmids belonging to the IncP-7 and IncT (Rts1) families also
cluster together (Fig. 8).

Surprisingly, our analysis shows that RecT and YqaJ partners do not always share a common
origin. Indeed, the Bet proteins of SXT/R391 ICEs and IncA/C plasmids seem to have evolved
from the ancestor of Bet proteins of A-like phages (Fig. 8A). However, their cognate Yqal
proteins are very distantly related to those encoded by lambdoid phages (Fig. 8B). Moreover,
while the Yqal proteins encoded by all the plasmid and ICE-borne recombination systems
derive from the same common ancestor (Fig. 8B), their cognate RecT proteins have different
phylogenetic relationships: RecT from SXT/R391 ICEs and IncA/C plasmids form a
monophyletic group, while RecT from IncP-7 plasmids (pCARI1, pCAR1.2, pDK1), IncT
plasmid Rtsl and plasmid pMAQUO2 form another distantly related group, more closely
related to those derived from phages and prophage-like elements from Enterobacteriales and
Burkholderiales (Fig. 8A). We also found that all plasmids but pALVINO2 harbor a gene
encoding an Ssb in the vicinity of the RecT gene (Table S2). Interestingly, pALVINO2 is the
only plasmid that harbours a RecT orthologue unrelated to other plasmid-borne RecT proteins.

Although most bacteriophages from the Enterobacteriales order contain a homologue of
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Agam, none was found in the recombination systems carried by ICEs or plasmids (Fig. 8A).
Finally, the only 6 occurrences of an ORF related to orfZ located between the RecT and YqaJ
encoding genes were found in SXT/R391 ICEs. .
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Discussion

In previous studies we demonstrated that ICEs of the SXT/R391 family generate their own
genetic diversity by mediating recombination events between two ICEs arranged in a tandem
array (14, 26). Two ICE-encoded proteins, Bet and Exo, which together function as a RecA-
independent homologous recombination system, are able to catalyze a significant part of these
events, generating functional ICEs with new features (26). Here, we investigated the
conditions that regulate the expression of bet and exo to better understand which signals
trigger the formation of hybrid ICEs. Like the host’s SOS response, the expression of both
genes is induced by DNA-damaging agents. RecA, as well as the ICE-encoded transcriptional
regulators SetC and SetD were found to be required for mitomycin C-induced expression of
bet and exo. These results show that although they are induced during the SOS response, the
recombination genes are not under the control of their host’s SOS repressor LexA. Instead,
like the tra genes, bet and exo are under the control of the ICE-encoded main repressor SetR,
which represses the expression of the SetCD transcriptional activator complex (7-9).
SXT/R391 recombination functions are induced in response to DNA damages, the same
conditions that trigger the conjugative transfer of these mobile elements to a new host (8),
consequently providing the immediate possibility to segregate functional recombinants.
Moreover, as we have previously shown that Bet/Exo and RecA homologous recombination
pathways can cooperate to enhance hybrid ICE formation, their co-induction during SOS-
response highlights the extent to which these elements take advantage of their host’s cellular
function to enhance their own diversity (26). Additionally, in the assay used to study hybrid
ICE formation (26), derepression of SetCD in a rec4” context probably depends upon the
transient expression of the SOS response in a subpopulation of donor cells (41), since we did
not provide the direct action of a DNA-damaging agent. In those conditions, the total levels of
RecA and Bet/Exo are expected to be much lower. Combined with the results we present here,
this suggests that the percentage of hybrid ICEs obtained during those assays is possibly an

ample underestimation of the real amount of hybrids that can be formed in presence of DNA-
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damaging agents. Baharoglu and colleagues (3, 4) have recently demonstrated that, besides
exposure to most antibiotics, conjugation itself induces the SOS response in V. cholerae, the
natural host of SXT/R391 ICEs. Therefore, not only are bet and exo expressed in the induced
donor cells, but they are also likely expressed in the fresh exconjugants as the pool of SetR in
the recipieht cells has to build up to repress setCD expression. In addition, accumulation of
SetR is likely slowed down by its simultaneous auto-cleavage which is promoted by the co-
protease activity of RecA bound to the incoming single-stranded DNA. Together with our
results, this observation sheds a new light on the major impact that these elements can have on

their host’s genome plasticity.

In bacteriophage A, Abet and Aexo are part of the pL operon, which is also induced by DNA-
damaging agents (18, 46). We, as well as others, have discussed in the past that these
homologous recombination systems could act as a repair pathway for salvaging ICE or phagé
DNA broken by exposure to DNA-damaging agents (26, 48). Our finding that the SXT/R391
bet and exo genes are specifically expressed in presence of DNA-damaging agents strengthens
this hypothesis. We have found that the bet and exo genes are part of a polycistronic transcript
that is driven from an SOS-inducible promoter located in the intergenic region between s063
and s089. This transcript includes 12 other highly conserved and syntenous genes of the
SXT/R391 backbone that have no apparent role in their transfer and is by far the largest set of
contiguous genes of unknown function found in these elements (55). The conservation of these
genes as well as their co-expression with the recombination and conjugative transfer genes
suggests that at least some of them may have a role in recombination or in the fitness of these
elements. Interestingly, 7 of the 14 genes of this locus, including ssb, bet and exo, are also
conserved in all the IncA/C conjugative plasmids, although their order slightly differs (55). To
the best of our knowledge, the stimuli that trigger the conjugative transfer of IncA/C plasmids
have not been determined. However, they lack a homologue of the ICE SetR repressor,

suggesting that unless they rely on the host’s LexA repressor, DNA damages are unlikely to
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activate their transfer. As a consequence, we are unable to predict which conditions trigger the

expression of bet and exo orthologues in IncA/C plasmids.

The co-expression of bet and exo with genes located upstream of the recombination system
(s089 and ssb) led us to investigate their role in hybrid ICE formation. We found that the
deletion of 5089 did not impact hybrid ICE formation, thus ruling out a role for the protein it
encodes in recombination. However, we found that the deletion of ssb, a gene encoding a
single-strand binding protein located immediately upstream bet, caused a significant near
three-fold increase in Bet/Exo-mediated hybrid ICE formation. Ssb proteins are known to be
involved in a number of recombination, replication and repair mechanisms, acting both
cooperatively and competitively with a myriad of other proteins for binding to ssDNA (36,
51). Although we have not investigated its precise role in the recombination mechanism, it is
possible that SXT Ssb limits the access of Bet to its substrate by competiting for binding to
ssDNA. This hypothesis is strengthened by recent findings that in vivo co-expression of SXT’s
Ssb-Bet-Exo diminishes by more than two-fold the recombination frequency of a linear
dsDNA substrate with the E. coli chromosome, compared with the co-expression of only Bet-
Exo (17). Additionally, like A Bet, SXT Bet is able to recombine ssDNA sequences that
possess very short homologous sequences (36 bp) (21) and it has been demonstrated that A Bet
is able to promote strand exchange and displacement using short oligonucleotides containing
several mismatches as a substrate (39). In a context where the ICE recombination functions
are induced by DNA-damaging agents when large quantities of ssDNA would be available, it
is possible that controlling the efficiency of recombination of sequences bearing only short
homologous regions (36 bp (21)) would limit illegitimate recombination events, as they would

lead to the formation of non-functional elements unable of transferring to a new host.

Our in silico analysis of the structure of several recombination systems show that while a

homologue of A Gam is encoded by numerous phages, none is found in the plasmid or ICE-
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borne systems. A Gam protects the phage linear dSDNA from degradation by inhibiting the
host’s RecBCD endonuclease (40, 43). Although we haven’t assessed the presence of other
RecBCD-inhibitors (51), the absence of A Gam from plasmids and ICEs could be due to the
fact that no step of these elements’ normal “life cycle” involves a linear dsDNA molecule.
Instead, all of these systems, with the exception of the one carried by the non-conjugative
plasmid pALVINO2, contain a gene encoding an Ssb upstream the gene encoding the RecT-
like protein. One of the possible roles for the ICE-encoded Ssb could be to protect the ssDNA
substrate of conjugative transfer from degradation, aberrant recombination prior to its
circularization and synthesis of its complementary strand, or even to limit RecA binding to
prevent over-activation of the host’s SOS response. Although Ssb proteins are typically
recognized for their positive effect on phage homologous recombination, their specific role in
the recombination catalyzed by systems found in conjugative elements has not been

investigated yet.

The role of orfZ, located between bet and exo remains to be determined. However, our results
suggest that it does not act as a transcriptional or translational regulator of bet and exo
expression. In addition, no homologues of orfZ were found in any of the recombination
systems we have analyzed in silico. The presence of long and imperfect repeats (66% identity)
flanking this gene in SXT/R391 ICEs (Fig. S2) suggests that it results from an insertion event
and supports the idea that it is not relevant to the recombination mechanism of RecT-YqalJ

systems.

The expression profiles and genetic organization of bet and exo revealed that although these
genes are transcribed at a high level in presence of MMC, their translation is weak. The
presence of two translational attenuators, one located upstream of bet (TAbet) and the other
upstream of exo (TAexo), likely account for the weak translation of the Bet- and Exo-LacZ

fusion proteins. The higher predicted stability of TAexo could account for the significantly
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lower expression of Exo compared to Bet. Our results are in accordance with other published
data on the RecT/RecE recombination system of the rac prophage and on the A Red system
that show that overexpression of the recombinase with respect to its partner exonuclease
favors recombination (44). The process by which these attenuators regulate the expression of
bet and exo is currently under investigation, however, their presence seems to limit the
production of a certain level of the Bet and Exo proteins, regardless of the amount of transcript
produced. Interestingly, while IncA/C plasmids lack an orfZ gene, attenuators similar to those
predicted in SXT/R391 are found in the same relative positions (upstream the bet and exo
IncA/C genes) providing additional evidence for a common mode of translational regulation
between these two recombination systems. Combined with our previously published results
(26), our observation indicate that only very low levels of both Bet and Exo are sufficient to

catalyze the formation of hybrid ICEs at high frequency.

RecT-YqaJ recombination systems were identified in a variety of proghages, ICEs and
plasmids of different incompatibility groups as well as remnants of prophages or other
genomic islands. Our analysis of the phylogenetic relationships between RecT and Yqal
proteins from different origins suggests that those derived from phages cluster relatively to the
taxonomic order of their host, while those encoded by plasmids and ICEs cluster relatively to
the incompatibility group or family. This trend probably results from the narrow host range of
phages, which would lead to fewer opportunities of interspecies gene exchanges compared to
plasmids and ICEs. Most mobile genetic elements are usually considered as combinations of
interchangeable functional modules that were originally defined as belonging to
bacteriophages, conjugative plasmids or transposons (12, 52, 53, 56). The widespread
presence of RecT/Yqal recombination systems in these mobile genetic elements might provide
a suitable explanation for the exchange of such modules between different types of mobile
elements, with requirement for only very short homology regions on each side the different
modules. The differences in the evolutionary relationships between RecT and YqalJ proteins

suggests that many of the recombination systems identified have arisen by successive
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acquisition of the genes encoding these proteins rather than by the gain of a RecT-YqaJ pair.
While it is surprising that functionally cooperating proteins have been acquired from different
origins, it is known that RecT proteins are sometimes found associated with exonucleases
belonging to the RecE family, which has led to the assumption that the similar operon
structure of different systems could arise independently due the selective pressure for the co-

expression of cooperating proteins (33).

The prevalence of similar recombination genes in many mobile genetic elements found in
nearly all bacterial orders suggest that mobile DNA may impact the plasticity. and evolution of
bacterial genomes far beyond the immediate benefit provided by selectable markers such as
antibiotic resistance genes. Indeed, they could facilitate genome-wide rearrangement as well
as incorporation of exogenous DNA into bacterial genomes by the mean of homologous

recombination systems requiring much shorter identity region than RecA-dependent pathways.
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Figure S1. Comparison of transcription levels of ber and exo in a WT context and lacZ in the bet::lacZ and

exo.:lacZ fusions, in control (CTL) and MMC-induced conditions (MMC).

Results are expressed as the relative transcription of each gene compared to rpoZ (2°%).

m1 0 20 30 40 50 50 10 80
SXT Ig bet-orfZ (1) CGCCACGCATTCATTTTACT -AACCCTGACGGGATTATTCTCCCGTCAGGGGGAAGGTCTCGTCTTTTTTTGGAGATCTT
XTigofZexo (1) ----------~=-~~ CCACTTAACCCTGAAGGGGAG-TTCTCTCCTTCGGGGGA - -GTCTCCCCTCAAR - -GGAGACAAT
Consensus (1) ACT AACCCTGA GGG TTCTC ¢ T GGGGGA GTCTC CT GGAGA T
Section 2
(81) 882
SXT 1g bet-orfZ (80) CC
SXT 1g orfZ-ex0 (61) - -
Consensus (81)

Figure S2. Alignement of the intergenic regions located between bet and orfZ (1g bet-orfZ) and between orfZ and
exo (Ig orfZ-exo) in SXT.
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Figure S3. Alignement of the predicted translational attenuators found upstream bet (TAber) and upstream exo

(TAexo) in sequenced SXT/R391 ICEs.
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! 1400
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1401

543

Figure S4. Translational attenuators predicted by RibEx upstream bet and exo in IncA/C plasmid pIP1202.

Attenuators are indicated by the grey lollipops upstream bet and exo.
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Table S1. List of primers used in this study.

Primer Sequence 5°-3° Purpose

s089WF GGGTGACTCCTTCAAAACCAACATAAGGAGTCACCAGTGTAGGC Deletion of s089 from SXT
TGGAGCTGCTTCG

s089WR GAGTGTTACTTGGTTTTTCATGATGTTCTCCTCGTCATTCCGGGG  Deletion of s089 from SXT
ATCCGTCGACC and R391

ssb1WF GTGTGCACTGAGTTCAACTAAGACGAGGAGAACATCGTGTAGG  Deletion of ssb from SXT
CTGGAGCTGCTTCG

ssbIWR AAGTACTCCCGGCTGGGTTAAAGCGTTTTTGCTCGGATTCCGGG  Deletion of ssb from SXT
GATCCGTCGACC

R66WF GGGTGACTCCTTCAAAACCAAATTATGGAGTCACCAGTGTAGGC  Deletion of s089 from R391
TGGAGCTGCTTCG

ssb2WF GTGTGCACAGAGTTCAACTAAGACGAGGAGAACATCGTGTAGG  Deletion of ssh from R391
CTGGAGCTGCTTCG

ssh2WR AAGTACTCCCGGCTGGGTTAAAGCGTTTTCGCTCGGATTCCGGG  Deletion of ssb from R391
GATCCGTCGACC

65lacZ42BF ATTGTCGGAGTCCACAATGGAAAAACCAAAGCTAATCCAAGCC  LacZ fusion of bet in SXT
GTCGTTTTACAACGTCGT '

65lacZ42BR AGAATAATCCCGTCAGGGTTAGTAAAATGAATGCGTGGCGGTGT  LacZ fusion of bet in SXT
AGGCTGGAGCTGCTTCG

66lacZ42BF CCTCAAAGGAGACAATATGAAGGTTATCGACCTATCACAAGCCG LacZ fusion of exo in SXT
TCGTTTTACAACGTCGT

66lacZ42BR AGCGCATGAGAAAGGAGCCGAAATCGGCTCCAAGTGAACGGTG  LacZ fusion of exo in SXT
TAGGCTGGAGCTGCTTCG

setDF CTGGAATTCGCAAAGAGTGCTTTCTATCTA Construction of pGG2B

setC2R TTGCTTAAGTAGTACTCTCAAAGTGCACG Construction of pGG2B

orfZTOPOF TAATTTGGAGATCTTCCATGACTAA Construction of pGG7

corfZR TTACTTTGCAGCTTGTGCTAAC Construction of pGG7

6389F CGATTCCGTAAAGCGCACTGACC Construction of pGG32

6389R CGAGCAAGCAATCGCAAAAGCG Construction of pGG32

s089-C TGCAAAACTGAGCTGGTCG RT-qPCR 5089

s089-D GTCGTACTGATGTGGCTCTTTG RT-qPCR 5089

ssb-A TTCGAGATCGTGGTGGATTAA RT-qPCR ssb

ssb-B CAGATGCTTTGTTCACATTATCAAG RT-qPCR ssb

bet-A AAACAAAGTCTCCCTGGATGG RT-qPCR bet

bet-B ATGGACCATCTACACGGTAAGG RT-qPCR bet

exo-A ACTTTCTTCTGCCGTTATGTGC RT-qPCR exo

exo-B GATGCTGTACTTGCACCCAATA RT-qPCR exo

orfZ-A GACTAAATCAGCCTCACTTTTTCG RT-qPCR orfZ

orfZ-B CTTTGCAGCTTGTGCTAACGC RT-qPCR orfZ

RTlacZF GTGACGTCTCGTTGCTGCAT RT-qPCR lacZ

RTlacZR CACCCTGCCATAAAGAAACTG RT-qPCR lacZ

exoRT CTCGGCGAGTCACCTGGCAG Reverse transcription exo

sO73RT GCATGACGAGTCACCACGACAG Reverse transcription s073

TSS89up4 GTTTAAGGAGGCTAGCTACCTC Primer extension analysis
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CHAPITRE 3 - DISCUSSION

3.1 Formation d’hybrides

Les avancées récentes dans 1’étude des ICEs de la famille SXT/R391 démontrent que ces
¢léments participent de fagon majeure a la plasticité de leurs hdtes bactériens, tant par 1’apport
de génes leurs conférant un avantage sélectif (résistances aux antibiotiques, résistances aux
métaux lourds, formation de biofilm, etc) que par leur mobilisation en trans d’ilots
génomiques, d’ADN chromosomique et de plasmides de virulence (Bordeleau et al., 2009 ;
Daccord et al., 2010 ; Hochhut et al., 2000 ; Osorio et al., 2008). L’analyse comparative des
séquences des différents membres de la famille SXT/R391 a mis en évidence que ces éléments
ont une structure mosaique vraisemblablement générée par la recombinaison entre deux ICEs
(Garriss et al,, 2009 ; Wozniak et al,, 2009). Trois caractéristiques essentielles de ces
éléments, soit 1’exclusion partielle d’entrée (Marrero et Waldor, 2005), ’intégration site-
spécifique de tous les membres de cette famille dans le méme site chromosomique (Hochhut et
al., 2001a) et la présence d’un squelette de génes hautement conservé (Wozniak et al., 2009),
fournissent le prérequis essentiel a la recombinaison entre deux éléments : la coexistence dans
une méme cellule de deux éléments hautement similaires. Dans une étude précédente, Burrus
et Waldor (2004) ont démontré que le transfert comjugatif entre une cellule donneuse
contenant un tandem SXT-R391 et une cellule réceptrice ne contenant pas d’ICE méne parfois
a la détection d’un ICE hybride, issu de la recombinaison entre les deux éléments parentaux,
dans les exconjugants. Leurs résultats ont également démontré que la formation d’hybrides
était observable en absence de RecA, suggérant que d’autres déterminants génétiques
favorisent la recombinaison inter-ICE. L’identification de génes codant pour des protéines
homologues a la recombinase Bet et a ’exonucléase Exo du bactériophage A dans le squelette

de genes conservés des ICEs SXT/R391 a soulevé I’hypothése principale du projet qui
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proposait que ces génes forment un systéme de recombinaison fonctionnel responsable de la

formation d’hybrides”.

Une méthode de détection semi-quantitative basée sur la conjugaison a été mise au point afin
d’étudier les déterminants génétiques impliqués dans la formation d’hybrides SXT/R391.
Cette technique, qui repose sur les résistances aux antibiotiques naturellement portées par SXT
et R391 et sur des marqueurs phénotypiques artificiellement insérés dans chaque ICE, a
permis une analyse quantitative et génétique de la formation d’hybrides, tant dans la cellule
donneuse que dans la cellule réceptrice. Cette méthode est une avancée significative en
comparison avec 1’analyse PCR utilisée par Burrus et Waldor (2004), qui était beaucoup trop
laborieuse pour effectuer ’analyse de I’impact de différents contextes génétiques sur la
recombinaison inter-ICE. La mise au point de cette méthode détection a permis d’évaluer et
mesurer le role de bet et exo dans la formation d’hybrides, ainsi que de réévaluer et mesurer le
réle de RecA. Le pourcentage d’exconjugants contenant un ICE hybride obtenu avec cette
technique est cependant une sous-estimation du nombre réel d’hybrides fourni, puisqu’elle ne
permet pas la discrimination entre un tandem SXT-R391 et un tandem formé de deux éléments

hybrides. Il est donc fort probable que le nombre réel d’hybrides formé dépasse celui détecté.

Les résultats présentés par Burrus et Waldor (2004) démontrent qu’en absence de RecA des
ICEs hybrides sont toujours détectables. Bien que ce résultat suggére la participation d’autres
facteurs dans la formation d’hybrides, la méthode non-quantitative utilisée dans cette étude ne
permet pas d’exclure que RecA participe & la formation d’hybride. De plus, I’ample
homologie existant entre les squelettes conservés de SXT et R391 rend plus que probable
I’implication de RecA. La réévaluation du réle de RecA a permis de confirmer ’hypothése

que RecA participe effectivement a la formation d’hybrides. Cependant, les résultats obtenus

2 N.B. : Afin d’éviter toute confusion, la nomenclature suivante sera utilisée: Abet/ABet et Aexo/AExo désignent
les génes/protéines de recombinaion du phage A, bet/Bet et exo/Exo désignent les geénes/protéines de
recombinaison des ICEs SXT/R391.

149



en absence de RecA de la cellule donneuse et de la cellule réceptrice viennent confirmer que

des facteurs supplémentaires catalysent la formation d’hybrides.

Le role indépendant de bet et exo dans la formation d’hybrides en présence et en absence de
recA de la donneuse et de la réceptrice a été évalué et les résultats obtenus démontrent que ces
deux génes catalysent la formation d’hybrides d’une maniére RecA-indépendante. En absence
de bet/exo et de recA, la formation d’hybride était a peine détectable, confirmant que Bet et
Exo sont responsables de la presque totalité des hybrides formés en absence de RecA. Les
quelques exconjugants contenant un hybride dans le contexte Aexo peuvent étre attribuables a
I'utilisation par Bet d’extrémités simple-brin générées par un autre mécanisme que par
I’activité exonucléotidique d’Exo, notamment par RecBCD. La présence de quelques sites
dans la séquence de SXT rend cette hypothése plausible (résultats non publiés). De plus, au
contraire du bactériophage A, les ICEs SXT/R391 ne codent pas pour un inhibiteur de
RecBCD. Les différences majeures entre le mode de vie des ICEs et phages lambdoides
vpourraient expliquer I’absence d’un homologue de AGam chez les ICEs SXT/R391, puisque

ces derniers n’existent pas sous forme double-brin linéaire, le substrat de RecBCD.

La comparaison des pourcentages d’exconjugants obtenus dans différents contextes génétiques
suggérent une certaine coopération entre RecA et Bet/Exo. En effet, 37% de la formation
d’hybrides est attribuable 3 RecA et 11% est attribuable a 1’action de Bet/Exo en absence de
RecA. Additionnées, ces valeurs ne peuvent expliquer le total d’hybrides formés. Par analogie
avec les mécanismes de recombinaions décrits pour le bactériophage A, il est plausible que la
présence de RecA aide Bet a catalyser la recombinaison, en permettant I’invasion d’une
molécule double-brin (Poteete, 2001). De plus, il est également envisageable que les
extrémités d’ADN simple-brin générées par Exo soient utilisables par la recombinaison

catalysée par RecA.
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La comparaison des pourcentages d’exconjugants contenant des hybrides obtenus en utilisant
différentes combinaisons de donneuses et de réceptrices RecA™ et RecA™ a permi de mettre en
évidence que le RecA participe principalement a la formation d’hybrides dans la cellule
donneuse. Ce phénoméne pourrait étre simplement dii au manque de substrat dans la cellule
réceptrice, puisque les deux ICEs de la cellule donneuse doivent étre transférés vers la méme
réceptrice afin que celle-ci contienne un tandem permettant la formation d’hybrides. Bien que
le mécanisme de formation d’un tandem aprés un transfert conjugatif ne soit pas encore
déterminé, ’explication la plus plausible est que les deux ICEs de la cellule donneuse
s’excisent et se transférent indépendamment. Ainsi, la possibilité qu’une cellule réceptrice
regoive deux ICEs est moins probable que la possibilité qu’elle n’en recoive qu’un. Par
ailleurs, mes résultats non publiés démontrent également que la fréquence de formation de
tandems dans la cellule réceptrice est limitée par la fréquence de transfert de I’ICE non-
sélectionné. En effet, le pourcentage d’exconjugants contenant un tandem SXT-R391 est plus
élevé si la sélection est faite sur un milieu contenant du sulfaméthoxazole et de la
triméthoprime (sélection pour SXT) que si elle est faite sur un milieu contenant de la
kanamycine (sélection pour R391). Cela est explicable par le fait que R391 se transfére a une
fréquence plus élevée que SXT. Ainsi, un exconjugant ayant recu SXT a de plus grandes
chances de recevoir R391 que I’inverse. Cette idée est également appuyée par des résultats
publiés qui indiquent que le transfert conjugatif et 1’excision ne sont pas nécessaires a la

formation d’hybrides (Garriss et al., 2009).

L’effet similaire causé par la délétion de bet ou exo suggeére que ces deux génes fonctionnent
de manicre complémentaire. Des résultats publiés par d’autres équipes viennent appuyer ce
résultat. D’une part, il a été démontré que Bet est capable de catalyser la recombinaison entre
une molécule d’ADN simple-brin et le chromosome d’une maniére similaire 8 ABet (nos
résultats non publiés et Datta et al (2008). Par ailleurs, des résultats publiés suite a notre étude
ont confirmé in vitro qu’Exo est une exonucléase fonctionnelle qui dégrade I’ADN double-

brin dans une polarité 5°-3’, laissant des extrémités 3’ simple-brin (Chen et al, 2011).
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Conjointement avec nos résultats, cela confirme que Bet/Exo est un systéme de recombinaison
fonctionnel, capable de générer des ICEs hybrides de maniére RecA-indépendante, ou Exo
dégrade les extrémités double-brin afin de fournir un substrat 3’ simple-brin & Bet pour la

recombinaison.

Les résultats obtenus au cours de ce projet permettent également de réanalyser certains
résultats publiés sur I’incompatibilité entre R391 et R997 (Pembroke et Murphy, 2000). R997
est un ICE de la famille SXT/R391, initiallement classifié avec R391 comme étant un
plasmide du groupe d’incompatibilité IncJ. R997 confére la résistance a 1’ampicilline et sa
fréquence de transfert est environ 100 fois supérieure a celle de R391. Pembroke et Murphy
(2000) ont observé que si R391 et R997 sont transférés vers une méme cellule RecA”, il est
possible de récupérer des exconjugants qui permettent le co-transfert des marqueurs de
résistances des deux éléments a la méme fréquence. Cette observation peut étre expliquée par
la formation d’hybrides R391/R997, permettant le transfert des déterminants de résistance des
deux éléments parentaux. Leurs résultats montrent également que si la cellule dans laquelle
sont transférés les deux éléments est RecA’, ils restent «indépendants» et leurs marqueurs de
résistance sont subséquemment transférés a leurs fréquences normales respectives. Cette
observation est probablement une conséquence du fait que I’échantillon d’exconjugants testés
est relativement petit, et que tel qu’observé dans nos expériences, la formation d’hybrides est

grandement diminuée dans un contexte RecA™ (Garriss et al., 2009).

3.2 Régulation du systéme de recombinaison

Les genes bet/exo sont induits par les dommages causés a I’ADN, par ’intermédiaire des
activateurs de transcription SetCD, qui régulent I’expression concertées des génes impliqués

dans I’intégration/excision et le transfert conjugatif. L’absence de boites SOS, les sites de
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liaison du répresseur LexA du régulon SOS, dans la région promotrice de bet/exo, ainsi que la
dépendance vis-a-vis de SetCD, indiquent que I’induction de la transcription des génes de
recombinaison est sous le contrdle du répresseur principal SetR. Ainsi, les génes favorisant la
formation d’hybrides sont exprimés dans les mémes conditions que celles permettant la
sélection des éléments hybrides fonctionnels, c’est-a-dire capables de se transférer vers un
nouvel héte. De plus, I’expression du systéme Bet/Exo au méme moment que RecA est
logique en vue des résultats suggérant la coopération de ces deux systémes dans la formation
d’hybrides. Par ailleurs, des résultats récents ont démontrés que le transfert conjugatif induit la
réponse SOS dans la cellule réceptrice (Baharoglu et al.,, 2010). Conjointement avec nos
résultats, cela suggére qu’il est possible que la formation d’hybrides soit induite au moment de
I’entrée dans la cellule d’un deuxiéme ICE (ex. : R391 transféré vers une cellule contenant
déja SXT). Cela expliquerait la possibilité de former des ICEs hybrides malgré la faible
stabilité des tandems in vivo (Burrus et Waldor, 2004). Nos résuitats, en vue de ceux publiés
par Baharoglu ef a/ (2010) démontrent la relation intime qui existe entre les ICEs SXT/R391
et leurs hotes bactériens, ou la réponse SOS est induite par le transfert conjugatif des ICEs, ce
qui permet la mise en place des conditions nécessaires, par I’intermédiaire de RecA et SetCD,
a la génération de leur diversité (induction de la recombinaison) et a leur dissémination

(induction des génes de transfert).
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Figure 14. Induction de la recombinaison homologue par Bet/Exo et par RecA.

RecA est activé (RecA*) par la présence d’ADN simple-brin généré par différents mécanismes (antibiotiques,
rayons UV, conjugaison) (encadrés oranges) et permet de lever la répression maintenue par SetR (ICEs
SXT/R391) et LexA (hote), sur leurs cibles respectives, ce qui méne ultimement 4 I’expression des génes
participant dans la recombinaison: Bet/Exo, RecA et certains autres génes du régulon SOS tels UvrABC
(résolution des jonctions de Holliday). Les fonctions codées par les ICEs sont encadrées en mauves, celles codées

par leur héte en vert. Les fléches vertes et les lignes rouges indiquent respectivement 1’induction et la répression.
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L’analyse de I’organisation transcriptionnelle des génes de recombinaison a mis en évidence
qu’ils font partie d’un opéron polycistronique contenant 12 autres génes du squelette conservé
des ICEs SXT/R391. Le rdle précis de ces génes n’a pas été déterminé, mais il a été démontré
par Wozniak et al (2009) qu’ils ne sont pas impliqués dans le transfert conjugatif. Les
protéines codées par les génes de ce locus ne possédent aucun domaine conservé, a I’exception
de Ssb, S067 (domaines CobS et ATPase), S070 (domaines CobT et NorD), S071 (domaine
RadC) et S072 (domaine primase). De plus, 7 des 14 génes de ce transcrit, incluant ssb, bet et
exo sont également retrouvés chez les plasmides de la famille IncA/C. La question se pose sur
la raison de la conservation de ces génes, ainsi que leur inclusion dans un opéron codant pour
des fonctions de recombinaison. 1’ordre légerement différent de ces génes chez les IncA/C
suggeére une pression évolutive pour maintenir la présence de ces génes dans la méme unité
transcriptionnelle, sans que leur ordre soit important. Il est possible que ces génes apportent un
certain avantage évolutif aux hotes des ICEs SXT/R391, ou bien qu’ils jouent un rdle positif

dans le maintien ou la stabilité de ces éléments.

Bien que les profils transcriptionnels de bet/exo soient trés similaires en conditions d’induction
par la mitomycine C, leurs profils traductionnels sont différents. En effet, la production de Bet
et Exo semble régulée au niveau traductionel par la présence d’attenuateurs de traduction
situés directement en amont de bet et exo. La présence de ces attenuateurs viendrait expliquer
la faible traduction de Bet et Exo observée expérimentalement. De plus, la plus grande
stabilité prédite pour TAexo aménerait également une explication convenable a la plus faible
traduction d’Exo par rapport a Bet. Considérant que le transcrit contenant bet et exo est d’une
taille supérieure a 11 kb, il est tout a fait plausible que la régulation traductionnelle des génes
de ce transcrit permet une modulation plus fine du niveau et du moment de production des
différentes protéines. Cette idée est appuyée par 1’analyse RibEx (Abreu-Goodger et Merino,
2005) du transcrit, qui indique la présence d’autres attenuateurs de traduction dans le transcrit

(en amont des geénes s068, s069 et s070) (résultats non publiés). De plus, des attenuateurs de
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traduction sont également présents en amont des génes homologues de bet et exo retrouvés

chez les plasmides IncA/C.

A ma connaissance, aucune étude ne s’est penchée a ce jour sur la régulation de 1’expression
des geénes de recombinaison du bactériophage A. Cependant, il est connu qu’une légére
surexpression des recombinases ABet et RecT par rapport a leur exonucléase respective (AExo
et RecE) favorise la recombinaison (Muyrers et al., 2000). La présence d’un attenuateur plus
stable en amont d’Exo pourrait justement permettre un meilleur potentiel de recombinaison en

assurant la surexpression de Bet par rapport a Exo.

Par ailleurs, la régulation traductionnelle de bet et exo améne une explication plausible a une
observation particuliére entre les profils transcriptionnels (Garriss et Burrus, 2012) et la
formation d’hybrides en condition de surexpression de SetCD (Garriss et al., 2009). Dans les
essais de formation d’hybrides, 1’absence de RecA, qui est nécessaire a I’activation des génes
de transfert, a été complémentée par la surexpression de SetCD & partir du vecteur pVI67.
L’effet de la surexpression de SetCD, dans un contexte ArecA, sur la transcription de ber et
exo a été mesurée par RT-qPCR et a démontré une induction massive de la transcription (> 10
000 fois), ce qui dépasse largement ce qui est obtenu dans un contexte RecA” ou la réponse
SOS est induite par la mitomycine C (Garriss et Burrus, 2012). Considérant ce résultat, on
s’attendrait a ce que la surexpression de SetCD dans un contexte ArecA cause une induction
massive de la formation d’hybrides. Pourtant, ce n’est pas ce qui a été observé, bien que la
surexpression de SetCD soit bien vérifiée par le transfert conjugatif qui était grandement
augmentée dans ces conditions (= 1 000 fois plus). (Garriss et al., 2009). Cette observation
pourrait avoir deux explications. Dans un premier temps, bien que la surexpression de SetCD
cause une augmentation massive de la transcription de bet et exo, leur traduction atteint a
peine les valeurs obtenues en condition sauvage d’induction de la réponse SOS (résultats non

publiés). Ainsi, il est fort possible qu’il n’y ait pas une augmentation demesurée de la
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production de Bet et Exo dans le contexte des essais de formation d’hybrides, ce qui confirme
que ces résultats sont d’autant plus représentatifs d’un contexte naturel. Dans un deuxiéme
temps, il est aussi possible que le nombre d’événements de recombinaison soit augmenté sans
que le nombre d’hybrides fonctionnels formés le soit. Des hybrides non fonctionnels ne
seraient pas détectés par notre essai qui, étant basé sur le transfert conjugatif, implique que
I’élément recombinant puisse étre transféré. Finalement, l’intégration des résultats de
formation d’hybrides et des analyses traductionnelles permettent de conclure qu’une faible

production de Bet et Exo est suffisante pour efficacement catalyser la formation d’hybrides.

3.3. Roles de Ssb et OrfZ

La présence d’autres génes dans le méme opéron que bet et exo a soulevé la question de leur
implication dans la formation d’hybrides. Les roles de s089 et ssb, situés en amont de bet,
ainsi que le role d’orfZ, situé entre bet et exo, ont été évalués. L’absence de s089 n’a pas eu
d’effet, tandis que la délétion de ssb a causé une augmentation significative de la formation
d’hybrides. Cet effet observé ne peut étre attribué a 1’augmentation de 1’expression de bet/exo
par rapprochement ‘du promoteur situé en amont de s089, puisque la délétion de ce dernier

géne, dont la taille est similaire a ssb, devrait causer un effet similaire.

Les protéines Ssb sont reconnues pour leur implication dans la recombinaison, la réplication et
la réparation, en agissant de mani€re coopérative et compétitive avec un ‘grand nombre
d’autres protéines (Kuzminov, 1999 ; Szczepanska, 2009). Bien que le réle précis de Ssb dans
la recombinaison catalysée par Bet/Exo ne soit pas déterminé, il est envisageable que Ssb
limite I’accés de Bet & son substrat en compétitionant pour la liéison a I’ADN simple-brin.
Cette hypothése est d’ailleurs appuyée par de récents résultats qui démontrent que la co-

expression de Ssb-Bet-Exo diminue par plus de deux fois la recombinaison in vivo d’une
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molécule d’ADN double-brin avec le chromosome d’E. coli (Chen et al., 2011). Par ailleurs,
Bet est capable de recombiner des molécules d’ADN simple-brin possédant seulement de
courtes séquences homologues (36 bp) (Datta et al., 2008) et il est également connu que ABet
est capable de promouvoir I’échange et le déplacement de brins en utilisant des
oligonucléotides contenant plusieurs bases non appariées (Li et al., 1998). Dans un contexte
ou les fonctions de recombinaison des ICEs sont induites par les dommages causés a I’ADN,
donc, lorsqu’une grande quantité d’ADN simple-brin est disponible, il est possible qu’il soit

favorable de contrdler le nombre d’événements de recombinaison.

L’analyse in silico de la structure de nombreux systémes de recombinaison démontre qu’au
contraire de ce qui est observé chez la majorité des bactériophages, aucun systéme de
recombinaison retrouvé sur un élément conjugatif ne posséde un inhibiteur de RecBCD
(AGam). AGam inhibe 1’activité de 1’exonucléase RecBCD qui dégrade aggressivement I’ADN
double-brin linéaire du phage (Marsic et al., 1993 ; Murphy, 2007). Il est probable qu’un
homologue de Gam soit absent des éléments conjugatif§ puisque ceux-ci n’existent a aucun
moment sous la forme d’une molécule double-brin linéaire au cours de leur processus normal
de dissemination. Cependant, nous avons trouvé que tous les systémes de recombinaison
_retrouves sur des plasmides possédent un géne codant pour une protéine Ssb putative, a
I’exception d’un systtme retrouvé sur un plasmide non-conjugatif (pALVINO2 de
Allochromatium vinosum). La présence d’une Ssb pourrait servir a protéger ’ADN simple-
brin qui est le substrat pour le transfert conjugatif, ou pour limiter des événements de
recombinaison avant la duplication du brin transféré vers la cellule réceptrice. Les études
portant sur les protéines Ssb des bactériophages démontrent qu’elles se lient 3 I’ADN simple-
brin pour en empécher la dégradation (Szczepanska, 2009). Les Ssb codées par E. coli et
certains bactériophages sont également reconnues pour déstabiliser les structures secondaires
dans ’ADN simple-brin, facilitant ainsi 1’appariement lors de la recombinaison (Kuzminov,

1999 ; Szczepanska, 2009). Bien que les protéines Ssb soient généralement reconnues pour
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leur impact positif sur la recombinaison chez les bactériophages, leur rdle dans la

recombinaison chez les éléments conjugatifs n’a pas été étudié.

La délétion d’orfZ, situé entre bet et exo, a étonnamment mené a une augmentation encore
-plus considérable dans la formation d’hybrides que la délétion de ssb (résultats non publiés).
La détection d’activité B-galactosidase suite a la fusion traductionnelle d’orfZ avec lacZ
suggere que la protéine OrfZ soit produite. Cependant, la surexpression d’orfZ n’a mené a
aucune modulation du profil transcriptionel ou traductionel de bet et exo, indiquant qu’OrfZ
n’agit probablement pas en tant que régulateur de I’expression des geénes de recombinaison.
L’effet de la délétion d’orfZ sur la formation d’hybrides serait plutdt attribuable a la délétion
de TAexo, situé dans la région intergénique entre orfZ et exo. La délétion de cet attenuateur de
traduction permettrait la production d’une plus grande quantité de molécules d’Exo et la
production subséquente d’une plus grande quantité d’ADN simple-brin disponible pour la
recombinaison par Bet. De plus, orfZ n’est présent que dans le systéme de recombinaison des
ICEs SXT/R391. L’absence d’homologues d’orfZ dans tous les autres systémes, incluant le
systtme des plasmides IncA/C qui sont les plus proches parents des ICEs SXT/R391,
suggerent qu’il n’est pas impliqué dans la recombinaison catalysée par Bet/Exo. L’analyse des
régions intergéniques situées de part et d’autre d’orfZ a mis en évidence qu’elles partagent une
certaine homologie. Cette observation permet de proposer qu’orfZ a été acquis par un
évenement d’insertion dans 1’ancétre commun des ICEs SXT/R391 qui a mené a la duplication

de la région intergénique bet-exo.

3.4. Distribution phylogénétique et évolution

Les systéemes de recombinaison que nous avons identifiés chez les ICEs de la famille

SXT/R391 et chez les plasmides de la famille IncA/C sont les premiers exemples de systémes
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de recombinaison apparentés au systéme Red jamais décrits sur des éléments conjugatifs. Afin
d’évaluer l'incidence de tels systtmes nous avons utilisé une méthode d’analyse
bioinformatique permettant I’identification de systémes de recombinaison apparentés a
Bet/Exo dans les génomes séquencés de bactéries, plasmides et bactériophages, en utilisant les
domaines conservés RecT et Yqal respectivement associés a Bet et Exo. Les résultats de cette
analyse ont mis en évidence la large distribution de systémes RecT/YqaJ au sein d’especes
bactériennes trés divergentes. Une analyse plus approfon@ie des séquences entourant les
systémes identifiés au sein de génomes bactériens a permis de déterminer que la majorité
d’entre eux sont codés par des prophages et qu’un petit nombre est retrouvé sur des ICEs de la
famille SXT/R391, déja connus (ICESpuPO1, ICEPmiUSA, ICEVchBan9) ou nouvellement
identifiés (génome de V. cholerae 2010EL-1786 (NC_016445)). Les exemples restant qui
n’ont pu étre associés avec certitude a un prophage ou un ICE font probablement partie de
vestiges de prophages. L’identification de systémes de recombinaison composés de protéines
possédant les mémes domaines fonctionnels que Bet et Exo dans une diversité¢ d’éléments
génétiques tels des prophages, des. ICEs ainsi que des plasmides apparentenant a divers
groupes d’incompatibilité suggére que leur réle n’est pas restreint au mode de vie des ICEs et
des phages lambdoides. Par ailleurs, notre étude s’étant centrée sur les génomes entiérement
séquencés et assemblés de la base de données RefSeq, il est possible que les exemples
identifiés ici ne représentent qu'une fraction des systémes de recombinaison similaires. De
plus, la prévalence de systémes composés de 1’association d’une exonucléase du type RecE, au

lieu du type Yqal, avec une recombinase RecT n’a pas été évaluée.

La comparaison des relations phylogénétiques entre les protéines RecT et Yqal d’origines
diverses suggére des patrons distincts d’évolution en fonction du type d’élément auquel est
associé chaque protéine. En effet, les protéines RecT et Yqal retrouvées sur des prophages ou
des ilots génomiques ont tendance a se regrouper en fonction de I’ordre taxonomique de leur
hote, tandis que celles retrouvées sur des plasmides ou des ICEs se regroupent en fonction de

la famille d’¢élément ou du groupe d’incompatibilité : les plasmides IncA/C forment un groupe
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situé a proximité du groupe des ICEs SXT/R391 et les plasmides des groupes IncP-7 et IncT
se regroupent. Cette observation peut étre une conséquence du spectre d’hote plus restreint des
phages comparé a celui des plasmides et des ICEs, ce qui limiterait les échanges génétiques

entre différents ordres.

L’observation des relations phylogénétiqués des protéines RecT et YqaJ suggére que parfois
les protéines composant un méme systéme de recombinaison proviennent d’origines
différentes. Ainsi, les recombinases (RecT) retrouvées chez les ICEs SXT/R391 et les
plasmides IncA/C semblent avoir été acquises des phages lambdoides. Cependant, leurs
exonucléases partenaires ne sont pas apparentées aux exonucléases retrouvées chez les phages
lambdoides. De plus, les exonucléases (YqaJ) de tous les plasmides et ICEs se regroupent,
tandis que les recombinases qui leur sont associées ont des relations phylogénétiques
différentes : celles retrouvées chez les ICEs SXT/R391 et les plasmides IncA/C forment un
groupe, tandis que celles identifiées chez les plasmides IncP-7 (pCARI1, pCAR1.2, pDK1)
forment un groupe avec les recombinases des plasmides Rtsl (IncT) et pMAQUO2.
Notablement, tous les ICEs et plasmides, a 1’exception du plasmide pALVINO2, possédent a
proximité du géne codant pour RecT un géne codant pour une Ssb. Le plasmide non-
conjugatif pALVINO2 est le seul plasmide contenant une protéine RecT qui n’est pas
apparentée aux protéines RecT codées par les autres plasmides, suggérant qu’une pression de
sélection agit afin de maintenir ’association d’un géne codant pour une protéine Ssb avec le

gene codant pour la recombinase.

L’apparente divergence dans les origines évolutives des protéines Rec et YqaJ composant les
systémes de recombinaison des ICEs SXT/R391 et des plasmides IncA/C suggére qu’ils ont
été formés par l’acquisition successive de génes codant pour une recombinase et une
exonucléase, plutdt que par I’acquisition d’un couple RecT/Yqal. Bien qu’il soit étonnant que

des protéines ayant des fonctions qui coopérent aient des origines distinctes, I’exemple que
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nous présentons n’est pas le premier. En effet, il a ét¢ démontré dans le passé que des
recombinases de type RecT sont parfois retrouvées associées avec des exonucléases
appartenant a la famille RecE (Iyer et al, 2002). Ces observations permettent de proposer
qu’une structure similaire peut apparaitre indépendamment dans différents systémes grace a la

pression de sélection favorisant la co-expression de protéines qui coopérent.

3.5. Aspects mécanistiques et role biologique

Bien que le but de ce projet n’ait pas été de caractériser le (ou les) mécanisme de
recombinaison employé par le systeme Bet/Exo, il est tout de méme possible de proposer
certaines avenues intéressantes pour des études futures. Etant donnée la similitude au niveau
des domaines conservés (RecT et YqaJ) entre Bet/Exo et ABet/AExo, il est probable que leurs
mécanismes de recombinaison soient similaires. Par ailleurs, les caractéristiques biochimiques
d’Exo, tant au niveau de sa structure tri-dimensionelle qu’au niveau de sa spécificité et
polarité de dégradation, démontrent qu’elle est fonctionnellement apparentée a AExo (Chen et
al., 2011). De plus, bien que Bet soit moins efficace que ABet, sa capacité a recombiner de
PADN simple-brin avec le chromosome et sa préférence pour [I’utilisation d’un
oligonucléotide ciblant le brin tardif suggérent qu’elle catalyse la recombinaison selon les
mémes mécanismes (Datta et al., 2008). De plus, des résultats obtenus par Datta et al (2008) et
par Chen et al (2011) démontrent qu’a ’instar de RecT/RecE et ABet/AExo (Muyrers et al.,
2000), le role d’Exo dans la recombinaison catalysée par Bet ne peut étre substitué par une
autre exonucléase : Bet est incapable de promouvoir la recombinaison double-brin en présence
de AExo (Datta et al., 2008), mais peut le faire en présence d’Exo (Chen et al., 2011). Ces
analogies fonctionnelles entre le systéme de recombinaison des ICEs SXT/R391 et du

bactériophage A suggérent que des mécanismes de recombinaison similaires soient utilisés.
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Notre étude démontre pour la premiére fois I’existence de systémes de recombinaison
homologue sur des éléments conjugatifs et la raison précise de leur présence chez ce type
d’éléments est encore inconnue. De plus, le role réel du systétme Red dans la biologie du
bactériophage A demeure spéculatif. L’induction des fonctions de recombinaison homologue
des ICEs SXT/R391 et du phage A par les dommages causés a I’ADN laissent croire que ces
systémes ont un réle dans la réparation de I’ADN. Puisque le transfert de ces deux types
d’éléments est également induit dans les conditions qui induisent la réponse SOS, il est
plausible que Bet/Exo et ABet/AExo servent a réparer ’ADN de I'ICE ou du phage
endommagé afin d’assurer la dissémination d’éléments fonctionnels. Les résultats de Chen et
al (2011) démontrant la dégradation d’extrémités d’ADN double-brin par Exo et la capacité de
Bet/Exo a catalyser la recombinaison d’ADN double-brin avec le chromosome permet de
proposer que les cassures double-brin produites par des dommages a I’ADN peuvent étre
utilisées comme substrat par Bet/Exo. De plus, nos résultats démontrent in vivo que I’excision
n’est pas nécessaire a la formation d’hybrides, donc que la molécule circulaire double-brin de

I’ICE n’est pas le substrat utilisé pour la formation d’hybrides.

La recombinaison homologue semble jouer un rdle important dans la réplication de A,
notamment en permettant la transition entre les modes 6 et ¢ de réplication (Kuzminov, 1999 ;
Weigel et Seitz, 2006). L’ intermédiaire circulaire extrachromosomique des ICEs de la famille
SXT/R391, qui est le substrat de leur transfert conjugatif, est considéré comme étant non-
réplicatif. Cependant, certaines observations suggérent qu’il en est peut-étre autrement. En
effet, Burrus et Waldor (2003) ont observé, dans un essai visant & mesurer 1’excision de SXT,
un ratio 4: 1 anP: antB indiquant la présence de 4 molécules excisées de SXT par
chromosome. Si effectivement les ICEs SXT/R391 ont la capacité de se répliquer, il est
possible que la région simple-brin générée lors de leur réplication serve de cible pour la
recombinaison catalysée par Bet/Exo. Cette hypothese est d’autant plus plausible en vue des
récents résultats publiés par Maresca et al (2010) et Mosberg et al (2010) démontrant que la

recombinaison catalysée par ARed se produit a la fourche de réplication. Il est également
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envisageable que la réplication en cercle-roulant lors du transfert conjugatif ou que la
molécule simple-brin servant au transfert soient des substrats utilisables pour la
recombinaison. Les génes impliqués dans la potentielle réplication des ICEs SXT/R391 ne
sont pas identifiés, et ils ne contiennent pas d’homologue du geéne de réplication rep4 des
plasmides IncA/C. Néanmoins, par analogie avec les autres geénes essentiels a leur
fonctionnement, il est attendu qu’ils soient localisés dans le squelette de génes conservés.
Notamment, la protéine produite par le géne 5072, situé dans le locus s089-s073, contient un
domaine primase putatif (résultats non publiés). Les primases jouent un réle essentiel dans la
réplication, en synthétisant les fragments d’Okazaki utilisés pour la réplication du brin tardif
(Hamdan et van Oijen, 2010). Puisque la presque totalité des génes du squelette conservé sont
induits par les agents endommageant 1’ADN, il est possible d’imaginer que les fonctions de
réplication, si elles existent, soient également induites dans les mémes conditions. Cela aurait
comme conséquence de favoriser la recombinaison, non seulement par 1’induction des
fonctions de recombinaison, mais également par 1’augmentation des cibles (fourches de

réplication) et des substrats (molécules répliquées).

3.6. Impact évolutif

La présence d’un systtme de recombinaison RecA-indépendant, capable de générer des
¢léments hybrides, chez les ICEs SXT/R391 démontre que ces éléments participent 4 leur
propre diversité en permettant la création de nouveaux éléments comportant, entre autres, de
nouveaux patrons de résistances aux antibiotiques. La découverte de systemes de
recombinaison apparentés dans plusieurs éléments génétiques mobiles apparentés et non-
apparentés aux ICEs SXT/R391 perment d’envisager que ce type de systéme joue un role
important chez les éléments génétiques mobiles en général. 1l est d’ailleurs reconnu dans la
littérature que la majorité des ¢éléments génétiques mobiles sont des combinaisons

interchangeables de modules fonctionnels qui ont été a I’origine décrits comme appartenant a
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un type précis d’élément (bactériophage, plasmide, transposon, etc) (Burrus et al., 2002b ;
Toleman et Walsh, 2011 ; Toussaint et Merlin, 2002 ; Wozniak et Waldor, 2010). La présence
de systtmes de recombinaison au sein de ces éléments pourrait permettre notamment
I’échange de ces différents modules et pourrait avoir permis 1’émergence de nouveaux types
d’éléments, tels les ICEs. Ces systémes de recombinaison pourraient également avoir permis
I’intégration d’une origine de transfert similaire & celle des ICEs SXT/R391 au sein d’ilots
génomiques, permettant leur subséduente mobilisation par les ICEs SXT/R391 (Daccord et al.,
2010).

Outre la formation d’ICEs hybrides par la recombinaison entre deux éléments préexistants, le
. systeme Bet/Exo pourrait étre responsable de 1’acquisition de nouvelles régions variables dans
le squelette conservé des ICEs, permettant la constante évolution des fonctions accessoires
conférées par ces éléments. De plus, Bet/Exo pourraient augmenter directement la plasticité du
génome des hotes des ICEs SXT/R391, notamment en leur permettant d’acquérir de nouvelles

fonctions ou de nouveaux allé¢les conférant un avantage sélectif.

3.7. Perspectives

Plusieurs aspects biologiques et mécanistiques de la formation d’hybrides SXT/R391 et de
I’impact de la présence du systéme Bet/Exo pour les ICEs eux-mémes et pour leurs hétes
demeurent inconnus et offrent des avenues intéressantes d’étude. Dans un premier temps,
I’analyse plus approfondie du mécanisme de recombinaison de Bet/Exo pourrait permettre de
mieux comprendre son réle biologique, notamment en déterminant I’impact de la réplication

potentielle de I’'ICE sur la recombinaison.
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Dans un deuxiéme temps, comprendre 1’impact de la recombinaison Bet/Exo sur 1’acquisition
de matériel génétique exogene dans le squelette des ICEs SXT/R391 pourrait amener une
explication a 1’acquisition des régions variables. Jusqu’a ce jour, I’origine et le mécanisme par
lequel les régions variables des ICEs SXT/R391 sont acquises n’ont pas été étudiés. Une telle
étude pourrait également inclure d’autres systémes conjugatifs, tels les plasmides du groupe
d’incompatibilité IncA/C, qui possédent eux aussi des régions variables conférant différentes
fonctions accessoires (Fricke et al., 2009). A titre d’exemple, 1’évaluation de 1’incorporation
d’un geéne conférant un phénotype aisément détectable (ex. : galK) dans le squelette de ces
éléments, en utilisant différents contextes génétiques (présence ou absence de Bet, Exo,

Bet/Exo, RecA) pourrait étre facilement réalisable.

Dans un troisiéme temps, 1’impact de la recombinaison Bet/Exo sur I’évolution du génome des
hotes des ICEs SXT/R391 n’a pas été évalué. Néanmoins, il est fort probable que ce systéme
de recombinaison puisse participer a I’acquisition de nouveaux génes dans le chromosome de
leurs hétes, par exemple en permettant la recombinaison de genes acquis par transformation
naturelle avec le chromosome. Cela pourrait permettre 1’émergence de souches ayant de
nouvelles propriétés. A titre d’exemple, la souche de V.cholerae dans laquelle a été découvert
SXT a été le premier exemple de souche 0139 causant une épidémie de choléra. Il a plus tard
été démontré qu’un événement de conversion de sérogroupe O1-O139 a mené a I’apparition
de cette souche et que 1’acquisition du locus codant pour le sérogroupe 0139 par une souche
de sérogroupe Ol par transformation naturelle pouvait expliquer ce phénomeéne (Blokesch et
Schoolnik, 2007 ; Comstock et al., 1996). Cependant, I’impact de la présence de SXT dans
I’échange des locus codant pour les différents sérogoupes n’a pas été évalué. La présence de
SXT, dans différents contextes génétiques (présence et absence de Bet/Exo et RecA) et en
condition d’induction par des agents endommageant I’ADN, pourrait favoriser la conversion

de sérogroupe.
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Par ailleurs, il serait intéressant de connaitre les conditions qui induisent le transfert des
plasmides IncA/C. Bien que les génes codant pour leurs fonctions de transfert conjugatif
soient apparentés a ceux des ICEs SXT/R391, ces plasmides ne contiennent pas d’homologue
de SetR, le répresseur principal des ICEs. Cette observation suggére que ces plasmides ne sont
pas induits en conditions d’induction de la réponse SOS. Il serait intéressant de connaitre les
conditions régulant I’expression des génes de transfert des plasmides IncA/C, afin de

déterminer si les mémes conditions induisent 1’expression de leurs homologues de bet et exo.

La ressemblance au niveau fonctionnel entre les protéines composant les systémes de
recombinaison des ICE SXT/R391 et du bactériophage A suggerent qu’ils fonctionnent selon
un mécanisme semblable. Cependant, ’absence de Gam et la présence de Ssb dans le systeme
Bet/Exo souléve I’hypothése que des différences existent néanmoins soit dans leur mécanisme

de recombinaison ou dans leur rdle dans la biologie de ces deux familles d’éléments.

Finalement, il serait possible de mettre au point un outil de biologie moléculaire permettant la
délétion facile de génes chromosomiques chez Vibrio. Le syst¢éme Red du bactériophage A est
largement utilis€ pour modifier le chromosome de E. coli : insertions de marqueurs, délétions
de genes, fusions transcriptionnelles et traductionnelles (Datsenko et Wanner, 2000 ;
Ellermeier et al., 2002 ; Gerlach et al., 2007). La technique originale, publiée par Datsenko et
Wanner (2000), permet de recombiner avec le chromosome des fragments d’ADN double-brin
générés par PCR et comportant seulement 36 pb d’homologie avec la région a3 modifier en
surexprimant les génes Agam/Abet/hexo a partir d’un plasmide. Bien que cette technique soit
utilisable chez d’autres bactéries a Gram négatif, elle nécessite normalement des
modifications, généralement au niveau de la longueur des régions d’homologies ajoutées au
fragment a recombiner. Ces modifications rendent parfois cette technique laborieuse.
Notamment, 1’utilisation de cette technique chez Vibrio nécessite des régions d’homologie de

100-1000 pb au lieu de 36 pb (Yamamoto et al., 2009). Les raisons pour lesquelles le systéme
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Red est moins efficace chez V. cholerae que chez E. coli ne sont pas connues. Il est possible
que des facteurs additionnels présents chez E. coli soient nécessaires afin de maximiser le
potentiel de recombinaison. L’utilisation du systéme Bet/Exo, naturellement retrouvé chez V.

cholerae, pourrait peut-étre permettre de contourner ce probléme.
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CONCLUSION

Le but de ce projet de doctorat était d’étudier un systéme de recombinaison homologue
retrouvé chez les éléments intégratifs et conjugatifs de la famille SXT/R391, en déterminant
son role dans la formation d’ICEs hybrides et en identifiant les facteurs régulant son
expression. Ce systéme de recombinaison, composé des génes bet et exo, est apparenté au

systeme de recombinaison Red du bactériophage A.

Les résultats obtenus au cours du projet ont permis de déterminer que les génes bet/exo des
ICEs SXT/R391 sont capables de générer des ICEs hybrides en catalysant la recombinaison
entre deux ICEs intégrés en tandem dans le chromosome de leur héte. La mise au point d’une
méthode de détection semi-quantitative des colonies contenant des ICEs hybrides a permis
d’évaluer le role de RecA et de Bet/Exo dans la formation d’hybrides. Les résultats de cette
portion du projet démontrent que Bet/Exo forment un systéme de recombinaison fonctionnel et
capable de catalyser la recombinaison en absence de RecA. Nos résultats indiquent également

que RecA participe a la formation d’hybrides principalement dans la cellule donneuse.

De plus, nos résultats démontrent que la présence de RecA et de Bet/Exo permet de générer un
plus grand nombre d’hybrides qué la somme de leurs deux actions indépendantes, suggérant
un mécanisme coopératif entre ces deux systémes de recombinaison. Finalement, nous avons
déterminé que I’excision et le transfert conjugatif ne sont pas nécessaires & la formation
d’hybrides, mais servent plutét de moyen de ségrégation permettant de sélectionner des
¢léments fonctionnels. Dans ’ensemble, les résultats obtenus dans cette premiére portion du

projet démontrent que les ICEs SXT/R391 sont capables de promouvoir leur propre diversité
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en formant des hybrides par I’intermédiaire du systéme de recombinaison RecA-indépendant

qu’ils codent.

Dans le deuxiéme volet du projet, les facteurs régulant ’expression de Bet et Exo ont été
évalués, et les résultats obtenus montrent que la transcription de bet et exo est induite par les
dommages causés & I’ADN, via les activateurs transcriptionels SetCD de I’'ICE. Ainsi, la
transcription des génes de recombinaison répond aux mémes stimuli que la transcription des
génes impliqués dans I’intégration, I’excision et le transfert conjugatif des ICEs SXT/R391.
"L’analyse de I’organisation génétique du locus contenant bet et exo a mis en évidence que ces
génes font partic d’un opéron polycistronique, contenant 12 autres génes du squelette
conservé, dont la transcription est initiée & partir d’un promoteur inductible par les agents
endommégeant I’ADN situé en amont du géne s089. De surcroit, 7 des 14 génes de ce locus,
dont ssb, bet et exo, sont également présents chez les plasmides du groupe d’incompatibilité
IncA/C, les plus proches parents des ICEs SXT/R391.

Toutefois, la traduction de Bet et Exo semble étre soumise a un niveau additionnel de
régulation, vraisemblablement dépendant de la présence de deux attenuateurs de traduction
situés directement en amont de Bet et Exo. Ces attenuateurs de traduction sont également

présents en amont des homologues de bet et exo retrouvés chez les plasmides IncA/C.

D’autre part, nous avons constaté que la délétion du géne codant pour protéine putative de
liaison a ’ADN simple-brin (ssb), situé immédiatement en amont de bet et dans le méme
transcrit, cause une augmentation significative de la formation d’hybrides. Bien que le réle
précis de Ssb dans le mécanisme de recombinaison ne soit déterminé, il est plausible qu’elle
agisse en tant que compétiteur pour la liaison a I’ADN simple-brin, limitant ainsi ’accés de

Bet a son substrat.
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L’analyse de la distribution phylogénétique de systémes de recombinaison apparentés a
Bet/Exo démontre qu’ils sont présents chez une diversité d’espéces bactériennes appartenant a
des ordres taxonomiques éloignés. De plus, elle montre pour la premiére fois que des systemes
de recombinaison homologues sont présents chez une diversité de plasmides conjugatifs
appartenant a différents groupes d’incompatibilité. Les relations phylogénétiques des
recombinases et exonucléases composant ces systémes montrent que les protéines composant
un méme systéme ont parfois des origines évolutives distinctes, suggérant qu’une pression de

sélection agit afin d’assurer la co-expression de ces protéines qui coopérent.

En conclusion, ces travaux ont permis une meilleure compréhension des facteurs favorisant
I’évolution des éléments intégratifs et conjugatifs de la famille SXT/R391 en démontrant leur
participation a leur propre diversité et suggére que cette capacité puisse étre étendue a un
grand nombre d’éléments génétiques mobiles. Finalement, ce projet démontre la relation
étroite qui lie les ICEs SXT/R391 avec la réponse de leur hote au stress et souligne leur

potentiel insoupgonné d’influencer la plasticité du génome de leurs hoétes.
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Tableau 2. Principaux membres de la famille SXT/R391.

Origine
ICE Héte* Localisation Année Type Résistance’ Alltle eex”  Référence
ICEVchBanl Vibrio cholerae O1 Bangladesh 1998 C SuTm Cm Sm s* (Hochhut et al., 2001b)
ICEVchBan2 V. cholerae O1 Bangladesh 2005 C Su Tm Tc R1 (Marrero et Waldor, 2007a)
ICEVchBan3 V. cholerae O1 Bangladesh 2005 C SuTmCm R1 (Marrero et Waldor, 2007a)
ICEVchBan4 V. cholerae O1 Bangladesh 1998 C SuTm R1 (Marrero et Waldor, 2007a)
ICEVchBans V. cholerae O1 Bangladesh 1998 C Su Tm Cm Sm R1 (Marrero et Waldor, 2007a ; Wozniak et al., 2009)
ICEVchIndl V. cholerae O1 Inde 1994 C SuTm Cm Sm R1 (Hochhut et al., 20015 ; Marrero et Waldor, 2007a)
ICEVchInd2 V. cholerae Ol Inde 1994 C Su Tm R1 . (Marrero et Waldor, 2007a)
pIy1s/ V. cholerae O1 Philippines 1973 C SuCm Sm nd (Yokota et Kuwahara, 1977)
ICEVchLaol/ V. cholerae O1 Lao PDR 1998 C SuTmCmSmTc nd (Iwanaga et al., 2004 ; Toma et al., 2005)
ICEVehViet V. cholerae O1 Vietnam 1990 C aucune nd (Bani et al., 2007)
ICEVchViel V. cholerae O1 Vietnam 2000 C SuCm Sm Tc nd (Ehara et al., 2004)
ICEVchAlgl V. cholerae O1 Algérie 1994 C .SuTmCmSmTc nd (Korichi et al., 1997)
ICEVchIndS 7 V. cholerae O1 Inde 1994-2005 C SuTm Cm Sm R12 (Ceccarelli et al., 2011 ; Wozniak et al., 2009)
ICEVchBan9 V. cholerae O1 Bangladesh 1994 C CmTcSmSuTm R1% (Taviani et al., 2009 ; Wozniak et al., 2009)
ICEVchMoz10 V. cholerae Ol B33 Mozambique 2004 C CmTcSmSuTm RIf (Das et al., 2007 ; Wozniak et al., 2009)
ICEVchBanl0 V. cholerae O1 CIRS101 Bangladesh 2010 C Su Tm Cm Sm R1® (Ceccarelliet al., 2011)
ICEVchMozy V. cholerae non-O1 Mozambique 2002 E Pn Sp B-lactams nd (Taviani et al., 2008)
ICEVchMex1 V. cholerae non-01/0139  Méxique 2001 E aucune R3 (Burrus et al., 2006b ; Wozniak et al., 2009)
ICEVchInd6’ V. cholerae 02 Inde 1998 E na nd (Thungapathra et al., 2002)
ICEVchInd? V. cholerae O130 Inde 1998 E na nd (Thungapathra et al., 2002)
ICEVchind® V. cholerae 0144 Inde 1998 E na nd (Thungapathra et al., 2002)
ICEVchIndY V. cholerae 0150 Inde 1998 E na ‘nd (Thungapathra et al., 2002)
ICEVchInd10 V. cholerae 0151 Inde 1998 E na nd (Thungapathra et al., 2002)
sx MO0 V. cholerae 0139 MO10 Inde 1992 C Su Tm Cm Sm S (Hochhut et al., 2001b ; Marrero et Waldor, 2007a ; Waldor
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Origine

ICE Hate* Localisation Année Type®  Résistance’ Alléle eex”  Référence

ICEVchInd4 V. cholerae 0139 AS207 Inde 1997 C SuCm Sm S (Hochhut er al., 2001b ; Marrero et Waldor, 20074 ;
Wozniak et al., 2009)

ICEVchBan7 V. cholerae 0139 2125/98  Bangladesh 1998 C S (Hochhut er al., 2001b ; Marrero et Waldor, 2007a)

ICEVehHKol V. cholerae 0139 Hong Kong 1993 C aucune nd (Hochhut et al., 2001b)

ICEVchSL1 V. cholerae O139 E712 Sri Lanka 1994 E Su Tm Cm Sm S5 (Hochhut et al., 2001b ; Marrero et Waldor, 2007)

ICEVflInd1 V. fluvialis H-08942 Inde 2002 C SuTm Cm Sm Sl (Ahmed et al., 2005 ; Marrero et Waldor, 2007a ; Wozniak
et al., 2009)

R391°¢ ’ Providencia rettgeri Afrique du Sud 1967 C Kn Hg R (Boltner et al., 2002 ; Coetzee et al., 1972 ; Marrero et
Waldor, 2007a)

R748°/ Providencia spp. AfriqueduSud 1974 na Kn Hg nd (Hedges, 1974)

ICEPal/Bani P. alcalifaciens Bangladesh 1999 C Su Tm Cm Sm R2 (Hochhut et al., 2001b ; Marrero et Waldor, 2007a ;

' ' Wozniak et al., 2009)

R997¢ Proteus mirabilis Inde 1977 C Su Sm Ap S2 (Marrero et Waldor, 2007a ; Matthew et al., 1979)

ICEPmijpnl P. mirabilis TUM4660 Japon 2010 C Céphalosporines S6f (Harada et al., 2010)

ICEPmiUSAL1 P. mirabilis Etats-Unis 1986 C aucune S78 (Pearson et al., 2008 ; Wozniak et al., 2009)

R705%/ P. vulgaris Afrique du Sud 1975 na Kn Hg nd (Hedges, 1975)

ICEPdaSpal Photobacterium damselae  Espagne 2001 P Tc S3 (Juiz-Rio et al., 2005 ; Marrero et Waldor, 2007a ; Osorio et

subsp. piscicidae al., 2008 ; Wozniak et al., 2009)
pMERPH® Shewanella putrefaciens Royaume Uni 1990 E Hg R4 {Marrero et Waldor, 20074 ; Peters et al., 1991)
ICESpuPO1 S. putrefaciens W3-18-1 Océan Pacifique na E Pompe efflux S4 (Hochhut et al., 2001b ; Marrero et Waldor, 2007a ;
putative Pembroke et Piterina, 2006 ; Wozniak et al., 2009)

? Lorsque que pertinent la souche est indiquée.

b Type d’isofat: C, clinique; E, environmental; P, poisson malade.

¢ Ap, ampicilline; Cm, chloramphénicol; Kn, kanamycine; Pn, pénicilline; Sm, streptomycine; Su, sulfaméthoxazole; Tc, tétracycline; Tm, triméthoprime;
Hg, mercure.

4 Variants des déterminants de 1’exclusion d’entrée. S and R indiquent les groupes d’exclusion S et R, respectivement.
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¢ Membres de 1’ancienne famille IncJ. Les autres membres sont R392 et R397, qui sont des clones probables de R391, R706, un clone probable de R705, et
R749, clone probable de R748.

/Membres de 1a famille SXT/R391 dont la séquence compléte n’est pas disponible.

£ Alléle eex déterminé par notre analyse.

b Aliele eex corrigé de Marrero and Waldor (2007a).

nd: données non disponibles.
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Abstract

Integrating and conjugative elements (ICEs) are one of the three principal types of self-transmissible mobile genetic
elements in bacteria. ICEs, like plasmids, transfer via conjugation; but unlike plasmids and similar to many phages, these
elements integrate into and replicate along with the host chromosome. Members of the SXT/R391 family of ICEs have been
isolated from several species of gram-negative bacteria, including Vibrio cholerae, the cause of cholera, where they have
been important vectors for disseminating genes conferring resistance to antibiotics. Here we developed a plasmid-based
system to capture and isolate SXT/R391 ICEs for sequencing. Comparative analyses of the genomes of 13 SXT/R391 ICEs
derived from diverse hosts and locations revealed that they contain 52 perfectly syntenic and nearly identical core genes
that serve as a scaffold capable of mobilizing an array of variable DNA. Furthermore, selection pressure to maintain ICE
mobility appears to have restricted insertions of variable DNA into intergenic sites that do not interrupt core functions. The
variable genes confer diverse element-specific phenotypes, such as resistance to antibiotics. Functional analysis of a set of
deletion mutants revealed that less than half of the conserved core genes are required for ICE mobility; the functions of
most of the dispensable core genes are unknown. Several lines of evidence suggest that there has been extensive
recombination between SXT/R391 ICEs, resulting in re-assortment of their respective variable gene content. Furthermore,
our analyses suggest that there may be a network of phylogenetic relationships among sequences found in all types of
mobile genetic elements,
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variety of genes to mediate the core ICE functions of chromosome
integration, excision and conjugation. In addition to a core gene
set, ICEs routinely contain genes that confer specific phenotypes
upon their hosts, such as resistance to antibiotics and heavy metals

introduction

There are three types of self-transmissible mobile genetic
elements: plasmids, bacteriophages and integrative conjugative

elements (ICEs). All three classes of elements enable horizontal
transmission of genctic information and all have had major
impacts on bacterial evolution [1 4]. ICEs, (aka conjugation
transposons), like plasmids, are transmitted via conjugation;
however, unlike plasmids, ICEs integrate into and replicate along
with the chromosome. Following integration, ICEs can excise
from the chromosome and form circular molecules that are
intermediates in ICE transfer. Plasmids and phages have been the
subject of morc cxtensive study than ICEs and while there is
growing understanding of the molecular aspects of several ICEs
[5-10], to date there have been few reports of comparative ICE
genomics {11,12] and consequently understanding of ICE
evolution is only beginning to be unraveled.

Diverse ICEs have been identified in a variety of gram-positive
and gram-negative organisms [13}. These elements utilize a

@ PLoS Genetics | www.plosgenetics.org

[14-18], aromatic compound degradation [19] or nitrogen
fixation [20].

SXT is an ~100 Kb ICE that was originally discovered in Vibrio
cholerae O139 [16], the first non-O1 serogroup to cause epidemic
cholera [21]. SXT encodes resistances to several antibiotics,
including sulfamethoxazole and trimethoprim (which together are
often abbreviated as SXT) that had previously been useful in the
treatment of cholera. Since the emergence of V. cholerae O139 on
the Indian subcontinent in 1992, SXT or a similar ICE has been
found in most clinical isolates of V. cholerae, including V. cholerae
serogroup O1, from both Asia and Africa. Other vibrio species
besides V. cholerae have also been found to harbor SXT-related
ICEs [22]. Furthermore, SXT-like ICEs are not restricted to
vibrio species, as such ICEs have been detected in Photobacterium
damselae, Shewanella putrefaciens and Providencia alcalifaciens [23-25].
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Author Summary

Integrative and conjugative elements (ICEs) are a class of
mobile genetic elements that are key mediators of
horizontal gene flow in bacteria. These elements integrate
into the host chromosome, yet are able to excise and
transfer via conjugation. Our understanding of ICE
evolution is rudimentary. Here, we developed a method
to capture ICEs on plasmids, thus -facilitating their
sequencing. Comparative analyses of the DNA sequences
of ICEs from the same family revealed that they have an
identical genetic structure consisting of syntenous, highly
conserved core genes that are interrupted by clusters of
diverse variable genes. Unexpectedly, many genes in the
core backbone proved non-essential for ICE transfer.
Comparisons of the variable gene content in the ICEs
analyzed revealed that these elements are mosaics whose
genomes have been shaped by inter-ICE recombination.
Finally, our work suggests that ICEs contribute to a larger
gene pool that connects all types of mobile elements.

Morcover, Hochhut et al [26] found that SXT is genetically and
functionally related to the so-called ‘Inc J* element R391, which
was derived from a South African Providencia retigeni strain isolated
in 1967 [27]. It is now clear that Inc J elements are SXT-related
ICEs that were originally misclassified as plasmids. In the
laboratory, SXT has a fairly broad host range and can be
transmitted between a variety of gram-negative organisms [16].

The SXT/R391 family of ICEs is now known to include more
than 30 eclements that have been detected in clinical and
environmental isolates of several species of Y- proteobacteria from
disparate locations around the globe [28]. SXT/R391 ICEs are
grouped together as an ICE family because they all encode a
nearly identical integrase, Int. Int, a tyrosine recombinase, is
considered a defining feature of these elements because it enables
their site-specific integration into the 5’ end of p7fC, a conserved
chromosomal gene that encodes peptide chain release factor 3
[29]. Int mediates recombination between nearly identical element
and chromosome sequences, a#tP and atB respectively [29]. When
an SXT/R39! ICE exciscs from the chromosome, Int, aided by
Xis, a recombination directionality factor, mediates the reverse
reaction - recombination between the extreme right and left ends
(attR and attl) of the integrated element - thereby reconstituting
atP and attB [6,29]. The excised circular SXT form is thought to
be the principal substrate for its conjugative transfer. The genes
that encode activities required for SXT transfer (fra genes) were
originally found to be distantly related to certain plasmid fra genes
[30-32]. The #ra genes encode proteins important for processing
DNA for transfer, mating pair formation and generating the
conjugation machinery. Regulation of SXT excision and transfer
is at least in part governed by a pathway that resembles the
pathway governing the lytic development of the phage lambda.
Agents that damage DNA and induce the bacterial SOS response
are thought to stimulate the cleavage and inactivation of SetR, an
SXT encoded A cl-related repressor, which represses expression of
setD and setC, transcription activators that promeote expression of
int and tra genes [5].

The complete nucleotide sequences of SXT (99.5kb) and R391
(89kb) were the first SXT/R391 ICE family genomes to be
reported [14,32]. Comparative [33] and functional genomic
analyses [5,32] revealed that these 2 ICEs share a set of conserved
core genes that mediate their integration/excision (inf and xis),
conjugative transfer (various fra genes), and regulation (setR, setCD).
In addition to the conserved genes, these 2 ICEs contain element

@ PLoS Genetics | www.plosgenetics.org
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specific genes that confer element specific properties such as
resistance to antibiotics or heavy metals. Interestingly, many of
these genes were found in identical locations in SXT and R391,
lcading Beaber ct al [33] to proposc that there are ‘hotspots’ where
SXT/R391 ICEs can acquire new DNA. The genomes of two
additional SXT/R391 ICEs, ICEPdaSpal, isolated from Phots-
bacterium  damselae (23], and ICESpuPOIl, derived from an
environmental isolate of Shewanella putrefaciens [24] arc now also
known. These two genomes also share most of the conserved set of
core genes present in SXT and R391 and contain element specific
DNA.

Determination of the sequences of SXT/R391 family ICE
genomes was a fairly arduous task due to their size and
predominantly chromosomal localization. Here, we developed a
method to capture and then sequence complete SXT/R391 ICE
genomes. In addition, we identified 3 as yet unannotated SXT/
R391 ICE genomes in the database of completed bacterial
genomes, Comparative analyses of the 13 SXT/R391 genomes
now available allowed us to greatly refine our understanding of the
organization and conservation of the core genes that are present in
all members of this ICE family. Comparative and functional
analyses also facilitated our proposal of the minimal functional
SXT/R391 ICE genome. Furthermore, this work provides new
knowledge of the considerable diversity of genes and potential
accessory functions encoded by the variable DNA found in these
mobile elements. Finally, this comparative genomics approach has
allowed us to gamer clues regarding the evolution of this class of
mobile elements.

Results/Discussion

An ICE capture system

To date, ICE sequencing has been cumbersome because it has
typically required construction of chromosome-derived cosmid
libraries and screening for sequences that hybridize to ICE probes
[23,32]. We constructed a vector (plceCap) that enables capture of
complete SXT/R391 ICE genomes on a low-copy plasmid to
simplify the protocol for ICE sequencing. This plasmid is a
derivative of the single-copy modified F plasmid pXX704 [34,35],
which contains a minimal set of genes for F replication and
segregation but lacks genes enabling conjugation. We modified
pXX704 to include an ~400bp fragment that encompasses the
SXT/R391 attachment site (a#B) and thereby enabled Int-catalyzed
site-specific recombination between aitB on plceCap and attP on an
excised and transferred ICE to drive ICE capture (Figure 1).
Conjugations between an SXT/R391 ICE-bearing donor strain
and an E, coli recipient deleted for prfC (and thus chromosomal a#tB)
and harboring plceCap yielded cxconjugants containing the
transferred ICE integrated into plceCap (Figure 1). We used the
AptfC recipient to bias integration of the transferred ICE into
plceCap rather than the chromosome. In these experiments, we
selected for exconjugants containing the transferred ICE integrated
into plceCap, using an antibiotic marker present on the ICE as well
as a marker present in pIceCap. The low copy IceCap::ICE plasmid
was then isolated and used as a substrate for shotgun sequencing.
We also found that the IceCap::ICE plasmids were transmissible.
Thus, in principle this technique should facilitate capture of ICEs
that do not harbor genes conferring resistance to antibiotics, by
mating out the IceCap:ICE plasmid into a new recipient and
selecting for the marker on plceCap.

SXT/R391 ICEs included in this analysis

A list of the 13 SXT/R391 ICEs whose genomes were analyzed
and compared in this study is shown in Table 1. All of the ICEs
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Donor Recipient
x Ap 7 attB
Chromosome plceCap

v

Exconjugant

Figure 1. Schematic of the ICE capture system. Conjugation between a donor strain bearing a chromosomal ICE and a AprfC recipient strain
harboring plceCap, which contains attB, yields exconjugants that contain the transferred ICE integrated into piceCap. Exconjugants were selected for
using @ marker on plceCap and on the ICE. attR and attL represent the right and left ICE-chromosome junctions.

doi:10.1371/journal.pgen.1000786.g001

included in our analyses contain an ¢ gene that was amplifiable
using PCR primers for int,, [29]. They were isolated on 4
continents and from the Pacific Ocean during a span of more
than 4 decades. They are derived from 7 different genera of
v-proteobacteria and the ICEs derived from V. cholerae strains are
from both clinical and environmental isolates of 3 different
V. cholerae serogroups.

Five of these ICE genome sequences were determined at the J.
Craig Venter Institute (JCVI) using the ICE capture system
described above (Table 1, rows 1-5). In addition, we sequenced
ICEVfindl, also at the JCVI, by isolating cosmids that
encompassed this V. flunalis derived ICE prior to developing the
ICE capture technique (Table 1, row 6). Table 1 (rows 7 -10) also
includes 4 previously unannotated 1CE genomes that we found in
BLAST scarches of the NCBI database of completed but as yet
unannotated genomes; 3 of these ICEs are clearly members of
SXT/R391 ICE family since they are integrated into their
respective host’s prfC locus and contain ¢ genes that are predicted
to encode Int proteins that are 99% identical to Int,,,. The fourth
element, ICEVcABan8 does not encode an Int,, orthologue;
however, this element contains nearly identical homologues of
most of the known conserved core SXT/R391 ICE family genes.
ICEVchBan8 will be discussed in more detail below but since it
does not contain an Int,,, orthologue it is not considered a member
of the SXT/R391 family of ICEs and thus not included in our
comparative study. Finally, Table 1 also includes the 4 SXT/R391
ICEs that were previously sequenced (Table 1, rows 11-14).

Despite the diversity of our sources for SXT/R391 ICEs, the
genomes of two Pairs of ICEs that we analyzed proved to be very
similar. SXTM?'? and ICEVehInd4 only differed by 13 SNPs in 7
genes and by the absence from ICEVehind4 of dfri8, a gene
conferring trimethoprim resistance. These ICEs were derived from
V. cholerae O139 strains isolated in India from different cities at
different times: SXT"©'® from Chennai in 1992 and ICE VehInd4
from Kolkata in 1997. The high degree of similarity of these two
ICE genomes suggests that ICEs can be fairly stable over time.
ICEVchBan9 and ICEVcAMoz10 were also extremely similar
although ICE VeAMoz10 lacks dfid ], another allele for trimethoprim
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resistance. These two ICEs were derived from V. cholerae O1 strains
from Bangladesh (1994) and Mozambique (2004) respectively. The
great similarity of these 1CEs suggests that there has been spread of
SXT-related ICEs between Asia and Africa in recent times. Studies
of CTX prophage genomes have also suggested the spread of V.
cholerae strains between these continents {36].

General structure and sizes of SXT/R391 genomes

The ICEs listed in Table 1 were initially compared using
MAUVE [37] and LAGAN ([38], programs that enable visuali-
zation of conserved and variable regions on a global scale. All of
the SXT/R391 ICEs we analyzed share a common structure and
have sizes ranging from 79,733 bp to 108,623 bp (Table 1 and
Figure 2). They contain syntenous sets of 52 conserved core genes
(Figure 2A) that total approximately 47kb and encode proteins
with an average of 97% identity to those encoded by SXT. All of
the individual ICEs also contain DNA that is relatively specific for
individual elements (Figure 2B); the differences in the sizes of the
variable regions accounts for the range in ICE sizes.

Five sites within the conserved SXT/R391 ICE structure have
variable DNA present in all of the ICEs in Figure 2. Four of these
sites were previously termed ‘hotspots’ for ICE acquisition of new
DNA [33]. Due to similarities between SXT and R391, the fifth
hotspot only became apparent through our comparison of the 13
ICEs examined here. Each of these hotspots (HS1 to HS5 in
Figure 2B} is found in an intergenic region (see below), suggesting
that the acquisition of these variable DNA regions has not
interrupted core ICE gene functions. In addition, some of the
ICEs have variable DNA inserted in additional intergenic
locations or in rumB (labeled I-IV in Figure 2B). Previous analyses
[32] indicated that the insertion in rumB, did not impair SXT
transmissibility. Overall, comparison of these 13 SXT/R391 ICE
genomes suggests that: 1) these elements consist of the same
perfectly syntenous and nearly identical 52 core genes that serve as
a scaffold (see below) capable of mobilizing a large range of
variable DNA; and 2) selection pressure to maintain ICE mobility
has restricted insertions of variable DNA into sites that do not
interrupt core functions.
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Table 1. SXT/R391 ICE family members analyzed in this study.

Size % Identity to Genbank Accession Strain or ICE
ICE Host strain Site and year of isolation {bp) Intgr Resistance profile Notabile Variable Genes Number References
ICEVchMex1  Vibrio choleroe non San Luis Potosi, Mexico 2001 82839 999% (410/413) - Fic family proteln, diguanylate cyclase, GQ463143 f66]
01-0139 restriction modification system
ICEVchind4 Vibrio cholerae 0139 Kolkata, india 1997 95491 100% (413/413) floR, strBA, sul2 Toxin-antitoxin system GQ463141 {54]
ICEVchind5 Vibrio cholerae O1 Sevagram, india 1994 97847 9996 (409/413) floR, strBA, sul2, dfrA? "ArC family transcription regulator, GQ463142 This study
glyoxoylase abx resistance
ICEVchBanS  Vibrio cholerae O1 Bangladesh, 1998 102131 99% (409/413) floR, strBA, sul2, dfrA1 AraC family transcription regulator, GQ463140 29]
glyoxoylase abx resistance
ICEPaiB2ant Providencia alcalifaciens Bangladesh, 1999 96586 99% (409/413) floR, strBA, sul2, dffA1 Toxin-antitoxin system, phenazine GQ463139 {25]
biosynthesis protein, lysine exporter
ICEVAnd1 Vibrio fluvialis Kolkata, India 2002 91369  99% (409/413) dfr18, floR, strBA, sul2 Toxin-antitoxin system GQ463144 [22)
ICEVchMoz10  Vibrio cholerae O1 Beira, Mozambique 2004 104495 99% (409/413) floR, SrBA, sul2, tetA’ AraC family transcription regulator, ACHZ00000000 {67)
’ glyoxoylase abwx résistance,
ATP-dependent Lon protease
ICEPmiUsal Proteus mirabilis Maryland, United States 1986 79733 99% (409/413) - ATP-dependent helicase AMS42759 [68)
{CEVchBanS  Vibrio cholerae O Matlab, Bangladesh 1994 106124 99% (409/413) floR, strBA, sul2, dfrAl, AraC. family transcription regulator, CPOD1485 {69}
totA’ glyoxoylase abx resistance, i
ATP-dependent Lon protease :
ICEVchBan8  Vibrio cholerae non 01-0139 Bangladesh, 2001 105790  25% (76/301) - Toxin-antitoxin system NZ_AAUU00000000 This study
sxMote Vibrio cholerae 0139 Chennal, India 2002 99452 100% dfr18, floR, strBA, sul2  Toxin-antitoxin system AY055428 {16}
R391 Providencia rettgeri Pretoria, South Africa 1967 88532 99% (410/413) kanR, merRTPCA Sulfate transporter, universal AY090559 (27
stress protein
ICEPdaSpatl  Photobacterium damselae Galicla, Spain 2003 102985 99% (412/413) tetAR ATP-dependmf Lon protease, AJB70986 23}
heat-shock protein
ICESpuPO1 Shewanella putrefaciens 630m, Pacific Ocean 2000 108623 99% (409/413) - Zn/Co/Cd efflux system, restriction CPO00503 [24]
meodification system

“The sequence is not complete and therefore the true size is not known,
doi:10.1371/journal.pgen.1000786.t001
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Figure 2. Structure of the genomes of 13 SXT/R391 ICEs. (A) The upper line represents the set of core genes (thick arrows) and sequences
common to all 13 SXT/R391 genomes analyzed. Hatched ORFs indicate genes involved in site-specific excision and integration (xis and int), error-
prone DNA repair (rumAB), DNA recombination (bet and exo) or entry exclusion (eex). Dark gray ORFs correspond to genes involved in regulation
(setCDR). Light gray ORFs represent genes encoding the conjugative transfer machinery, and white ORFs represent genes of unknown function. (B)
Variabie ICE regions are shown with colors according to the elements in which they were originally described SXT (blue), R391 (red), ICEPdaSpa1l
(green), ICESpuPO1 (purple), ICEVchMex1 (yellow), ICEPa/Ban1 (orange), ICEVchInd5 (turquoise), ICEPmIUSA1 (olive), ICEVchBan9 (pink), ICEVAInd1
{light green). Thin arrows indicate the sites of insertion for each variable region and HS1-HS5 represent hotspots 1-5. Roman numerals indicate
variable regions not considered true hotspots. Cm, chloramphenicol; Hg, mercury; Kn, kanamycin; Sm, streptomycin; Su, sulfamethoxazole; Tc,
tetracyciine; Tm, trimethoprim. * indicates that 5073 is absent from ICEPdaSpal. ? ICEVchMoz10, which lacks dfrAT in the integron structure, does not
confer resistance to Tm. ® The purple gene content of ICEVflind1 was deduced from partial sequencing, PCR analysis and comparison with ICESpuPO1.

doi:10.1371/journal.pgen.1000786.g002

The SXT/R391 ICE core genes

The 52 core genes present in all the SXT/R391 ICEs analyzed
include sets of gences that are known to be required for the key ICE
functions of integration/excision, conjugative transfer and regu-
lation [32] as well as many genes of unknown function. Most genes
of known or putative (based on homology) function (coded by gray
shading or hatch marks in Figure 2A) are clustered with genes that
have related functions. For example, int and xis, genes required for
integration and excision, are adjacent and setR, and setC/D, the key
SXT regulators are near each other at the extreme 3’ end of the
clements, although separated by 4 conserved genes of unknown
function. Each ICE also has four gene clusters implicated in
conjugative DNA processing and transfer (shown in light gray in
Figure 2A). Finally, each of the ICEs has a nearly identical origin
of transfer {o17), a cis-acting DNA site that is thought to be nicked
to initiate DNA processing events during conjugative transfer [39],
in the same relative location.

The conserved core genes include approximately as many genes
of unknown function as genes of known function. Some of the
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genes of unknown function are found either interspersed amongst
gene clusters that likely comprise functional modules (e.g 509/
between #raD) and s043) while others are grouped together (e.g.
most genes between #aN and traF). In several cases, the
interspersed genes appear to be part of operons with genes of
known function (e.g. s086-s082 maybe in an operon with setDC).

Variable ICE DNA

In addition to sharing 52 core genes, all of the ICE genomes
analyzed contain variable DNA regions, ranging in size from 676
10 29,210 bp. Most of the variable DNA sequences are found in 5
intergenic hotspots (Figure 2B). Howcver, some ICEs contain
additional variable DNA inscrts outside the 5 hotspots. For
cxample, SXT and five other ICEs in Figure 2 have variable DNA
segments, corresponding to related ISCR2 elements, disrupting
mumB (Figure 2B, site III). ISCR? elements are I1S9]-like
transposablc clements that tend to accumulate antibiotic resistance
genes [40]. Interestingly, it is unusual for the contents of the
hotspots and other variable regions to be found in only onc ICE.
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Instead, the variable gene content of most of the ICEs shown in
Figure 2B is found in more than one ICE. For example,
ICESpuPO1, ICEPaBanl, and ICEVflIndl, all have identical
contents in hotspot 5 (lavender genes in hotspot 5 in Figure 2B);
however, the contents of the other hotspots in these 3 elements are
almost entirely different. Thus, the variable gene content of the
SXT/R391 ICEs reveals that these elements are mosaics. The
overlapping distribution of variable DNA segments seen in the
ICEs in Figure 2B suggests that recombination among this family
of mobile elements may be extensive. In addition, in some
instances, the variable regions appear subject to additional genetic
modifications. For example, ICEPdaSpal and ICEViiBan9
contain ICE-specific DNA nested within the shared sequences
inserted at hotspot 5 DNA (the green and pink genes in hotspot 5
in these elements, Figure 2B).

The variable genes encode a large array of functions and only a
few will be discussed here. A complete list of the diverse genes
found in the hotspots is found in Table S1. Although we cannot
predict functions for many genes found in the hotspots, since they
lack homology to genes of known function, at least a subset of the
known genes seem likely to confer an adaptive advantage upon
their hosts. Most of the ICE antibiotic resistance genes are found
within transposon-like structures (e.g., the ISCR2 elements noted
above) but four ICEs contain a dffd] cassette, which confers
resistance to trimethoprim [25], in a class IV integron located in
hotspot 3. A disproportionate number of variable genes are likely
involved in DNA modification, recombination or repair, as they
are predicted to encode diverse putative restriction-modification
systems, helicases and endonucleases. Such genes may provide the
host with barriers to invasion by foreign DNA including phage
infection and/or promote the integrity of the ICE genome during
its transfer between hosts. Three ICEs contain genes that encode
diguanylate cyclases {41] in hotspot 3. These enzymes catalyze the
formation of cyclic-diguanosine monophosphate (c-di-GMP), a
second messenger molecule that regulates biofilm formation,
motility and virulence in several organisms including V. cholerae
[42,43]. Most SXT/R391 ICEs contain mos4 and mosT in hotspot
2. These two genes encode a novel toxin-antitoxin pair that
promotes SXT maintenance by killing or severely inhibiting the
growth of cells that have lost this element [44]. Not all ICE:s in the
SXT/R391 family contain mosdT; however, those lacking these
genes may encode similar systems to prevent ICE loss. For
instance, R391 and ICEViAMex| contain two genes (0772 and o1/3)
encoding a predicted HipA-like toxin and a predicted transcrip-
tional repressor distantly related to the antitoxin HipB.

Locations of the ICE variable genes

The variable regions found in the 5 hotspots are found
exclusively in intergenic regions, punctuating the conserved 1CE
backbone (Figure 2). The boundaries between the conserved and
variable sequences were mapped on the nucleotide level and
compared (Figure 3A-3E). Each hotspot had a distinct boundary.
Remarkably, even though the contents of the variable regions
markedly differ, with few exceptions the left and right boundaries
between conserved and variable DNA for each hotspot was
identical among all the ICEs (Figure 3). For example, the left
junctions of the inserts in hotspot 2 immediately follow the stop
codon of trad and the right junctions are exactly 79 bp upstream of
the start of 5054 (Figure 3B), despite the fact that the DNA
contents within these borders greatly differ. In hotspot 2, the right
junction appears to begin with a 15 bp sequence that has two
variants (Figurc 3B, brown & light brown scquence). These
sequences may reflect the presence of earlier insertions that have
since been partially replaced. A similar pattern was found adjacent
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to the left boundary of hotspot 4 in several ICEs (Figure 3D, lines
3-6). Once an insertion is acquired, the number of permissive sites
for the addition of new variable DNA likely increases.

There are two exceptions to the precise boundaries between
variable and conserved DNA. Hotspot 1 and hotspot 3 in
ICEVehiMex] and ICEPdaSpal, respectively, contain variable
DNA that extends beyond the boundary exhibited by all the other
ICE;s in these locations (Figure 3A, line 3, and Figure 3C, line 7).
The only boundary that could not be identified was the left border
of hotspot 5, the region containing genes between 5026 and #ral. As
discussed below, 5026 is the least conserved core gene and its
variability obscured any consensus sequence abutting the variable
DNA. Perhaps this border has eroded because s026 is not required
for ICE mobility {32].

The relative precision of most boundaries between conserved
and variable DNA sequences in all the ICEs analyzed suggests that
a particular recombination mechanism, such as et/ exo-mediated
recombination, may explain the acquisition of the variable regions.
However, at this point, we cannot exclude the possibility that the
precise locations for variable DNA insertions simply reflects
selecion for optimal ICE fitness; i.e., ICEs can optimally
accommodate variable DNA in these locations while preserving
their essential functions.

Similarity of SXT/R391 ICE and IncA/C plasmid core genes
Unexpectedly, BLAST analyses revealed that most of the
conserved core SXT/R391 genes are also present in IncA/C
conjugative plasmids. These multidrug resistance plasmids are
widely distributed among Salmonella and other enterobacterial
isolates from agricultural sources [45,46]. Recently, members of
this family of plasmids have also been identified in Yersinia pestis,
including from a patient with bubonic plague [47], and in aquatic
Y-proteobacteria [48], including Vibrio cholerae [49,50]. To date, the
closest known relatives of the SXT/R391 transfer proteins are
found in the IncA/C plasmids. Every predicted SXT transfer
protein is encoded by the IncA/C plasmid pIP1202 isolated from
Y. pestis [50] and the identities of these predicted protein sequences
vary from 34 to 78% (Figure 4A). Furthermore, there is perfect
synteny between the four gene clusters encoding the respective
conjugative machineries of these two mobile elements (yellow and
orange genes in Figure 4A). Despite the extensive similarity of the
SXT and IncA/C conjugative transfer systems, these plasmids lack
homologues of setR and setD/C as well as int/xis, suggesting that
regulation of conjugative transfer differs between these elements.
The similarity of IncA/C plasmids and SXT/R391 ICEs is not
limited to genes important for conjugal DNA transfer. Ten genes
of unknown function (shown in black in Figure 4A), some of which
are interspersed within likely #ra gene operons and some of which
are clustered together between #raN and #raF, are similar in the two
elements. Furthermore, most of these ten genes are in identical
locations in the two elements. Both elements also contain
homologs of bet and exo (shown in green in Figure 4A); these are
the only known homologs of the A Red recombination genes found
outside of bacteriophages. Together, the similarity of DNA
sequences and organization of SXT/R391 ICEs and IncA/C
plasmids suggests that these elements have a common ancestor.
The fact that the contents of the hotspots in the two classes of
elements are entirely distinct suggests that their evolutionary paths
diverged prior to acquisition of these variable DNA segments.

The minimal functional SXT/R391 ICE gene set

The conservation of the 52 core genes in all 13 SXT/R391
ICEs analyzed suggested that many or even all of these genes
would be required for key ICE functions of excision/integration,
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...................................... acttaaccgtcttgtectgagtagaaccctcaaaa

(s043-tral) 2 atatgaggccagttaggectcatcttgtagaget aattgttagtattgtctgagtagaaccctcaaaa

3 atttgaggcce cctcaaaa

B Hotspot 2 1 gggcacctgaatgtgaacCaCa i acgagctataagccecccectagttagattgegatttettecaat
(traA-s054) 2 gggcacctgaatgtgagccaca tggaatttggtgttget - ttetteaat

3 gagcacctaataatattgacgg tcaagcgaaactaccctecagetagatgetgatttecttcaat

4 gggcacctgataatattgacgg ‘ wostocc o ttettcaat

5 gggcacctaataacaataaaaa. ... actteggagecagetatt o ttottcaat

c Hotspot 3 1 cccettt(8ll)tgtgecagaateggatatta . agagaaatttctgettttc(65)atgttaget
(s073-traF) 2 ccececttt(8ll)tgtgccaattgecagacatt -~ Ll agagaaatttctgettttc(65)atgagaacyg

3 cccettt(8ll)tgtgecaattgcagacattcCaact tiaagy . tgctgaatectetgetttte(65)atgagaace

4 ccccttt(8ll)tgtgceccagaagtagacgtta tgctgaggcttagettttce(65)atgagaacyg

S ccccttt(8l1)egtgeccaatagtggacettg attcgaccgtocgeettte (65)atgagaacy

6 ccccttt(8ll)tgtgccaaaagcggacatca acgtaaatgtctgettttc(65)atgagaacg

A e eoTol A A Ao - Vol oF - T: 1 o oo | oo T O O O U S SO SR PON caagatgtgtagtcagaaac

D Hotspot 4 1 ttcggggtataaacaatattaagtatg Atacagcaagatgaagagccccttc
(traN-s063) 2 ttcggggtataattaatagaaattgaa atacagcaagatgaagagccecttce

3 ttcggggtataattgagcgcactcata atgcagcaagatgaagagecccttce

4 ttcggggtataattgagegtatccate cgtegtatcttgaaaaageccecttce

5 ttegggatataattgageacGtottC. ctatctgaattgaaaaagcccectte

6 ttcggggtataattgagcacgtccotto.... sacactaaattrcaatageccctte

7 ttecggggtataa 00000 .. tagagccoctte

E Hotspot 5 1 atcaagctcagagttgaaccttcacact
(s026-tral) 2 tcaggtagctatagaaaaccttcacact

3 cggcaacagcagattgaaccttcacact
4 taaacaactctgtttgaaccttcacact
5 o cgtgaacctteacact

Figure 3. The boundaries of the 5 hotspots. The boundaries between conserved and hotspot variable regions are shown. Black typeface
indicates conserved sequence, while color indicates variable sequence. Numbers in parentheses indicate the number of intervening nucleotides. The
thin dotted lines indicate continuations of variable DNA. Bold letters indicate a non-conserved base. (A) Hotspot 1, which is present between traJ and
tral. Line 1: SXT, ICEVchind4, ICEPa/Ban1; Line 2: R391, ICEPdaSpal, ICEVchBan5, ICEVchind5, ICEPmMIUSA, ICESpuPO1, ICEVAInd, ICEVchMoz10,
ICEVchBan9; Line 3: ICEVchMex1. (B) Hotspot 2, which is present between traA and s054. Line 1: SXT, ICEVchind4, ICEPmIUSA, ICEVSlind, ICEVchIndS,
ICEPaiBan, ICEVchBan5; Line 2: ICEPdaSpatl, ICEVchMoz10, ICEVchBang; Line 3: R391; Line 4: ICEVchMex1; Line 5: ICESpuPO1. (C) Hotspot 3, which is
present between 5073 and trafF. Line 1: SXT, ICEVchind4; Line 2: ICEVchMex1, ICEVAnd; Line 3: ICEVchMoz10, ICEVchBan9, ICEVchindS, ICEPaBani,
ICEVchBans. Line 4: R391; Line 5: ICEPmIUSA; Line 6: ICESpuPO1; Line 7: ICEPdaSpal. (D) Hotspot 4, which is present between traN and s063. Line
1: SXT, ICEVchind4. Line 2: ICEVchind5, ICEVchBan5; Line 3: ICESpuPO1, ICEPmMIUSA; Line 4: R391, ICEVchMoz10, ICEVchBan9, ICEVAInd. Line
5: ICEPdaSpal; Line 6: ICEPa/Ban1; Line 7: ICEVchMex1. (E) Hotspot 5, which is present between 5026 and tral. Line 1: SXT, ICEVchind4, ICEPdaSpal,
R391, ICEVchMoz10, ICEVchBan9; Line 2: ICEPmMIUSA; Line 3: ICESpuPO1, ICEPa/Ban1, ICEVMInd1; Line 4: ICEVchindS, ICEVchBan5; Line 5: ICEVchMex1.

doi:10.1371/journal.pgen.1000786.g003

conjugative transfer and regulation. The presence of ten ICE core
genes of unknown function in IncA/C plasmids (black genes in
Figure 4A) is also consistent with the hypothesis that these genes
might be required for ICE transfer. However, our previous work
demonstrated that not all genes recognized here as part of the
conserved core gene set are required for SXT transfer. Beaber et al
showed that deletion of rumB — 5026 (which includes 5 cores gencs)
from SXT had no detectable influence on SXT excision or
transfer [32]. Therefore, we systematically deleted all of the core
ICE genes whose contributions had not previously been assessed,
in order to explore the hypothesis that these genes (especially those
also present in IncA/C plasmids) would be essential for ICE
transfer and to define the minimum functional SXT/R391 gene
set.

Surprisingly, deletion of most of the ICE core genes of unknown
function, including genes with homologues in IncA/C plasmids,
did not alter SXT transfer efficiency. Deletion of s002 or s003,
which are located downstream of inf in all SXT/R391 ICEs, did
not alter the frequency of SXT transfer; similarly, deletion of
5082, 5083, and 5084, core genes of unknown function that are
found near the opposite end of SXT/R391 ICEs but not in
IncA/C plasmids, also did not influence SXT transfer frequency
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(Figure 4B). Furthermore, deletion of 5091, which is found
between traD and 5043 in ICEs and IncA/C plasmids, did not
reduce SXT transfer (Figure 4B). In contrast, deletion of 5043,
which has weak homology to #47 in the F plasmid (a gene
important in DNA processing) and is located in a transfer cluster
containing tral and #raD, abolished transfer (Figure 4B, Ad),
suggesting that 5043, here re-named #raf is required for SXT
transfer. It is unlikely that the transfer defect of SXTA#a7 can be
explained by polar effects of the deletion on downstream genes,
since frgf appears to be the last gene of an operon found
immediately upstream of hotspot 1. Similarly, deletion of 5054,
which is found immediately 5’ of #aC and is homologous to a
disulfide-bond isomerase dsbC, also abolished transfer (Figure 4B,
Ae). Interestingly, disulfide bond-isomerases are present in several
other conjugative systems [51]. However, it is not clear at this
point if the deletion of s05¢4 from SXT accounts for the transfer
defect of SXTAs054, since we could not restore transfer by
complementation.

Additionally, Beaber et al found that deletion of s060 through
$073 in SXT, which includes 7 genes that are also found in IncA/
C plasmids reduced SXT transfer more than 100-fold [32]. We
constructed several smaller deletions in this region and found that
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Figure 4, Comparison of the SXT/R391 core genome with the genome of piP1202 and defining the minimal functional SXT/R391
gene set. (A) Alignment of the conserved core genes of SXT/R391 ICEs with the genome of the IncA/C conjugative plasmid piP1202 from Yersinia
pestis. The top line shows the same core ICE genes shown in Figure 2A. ORFs are color coded as follows: DNA processing, yellow; mating pair
formation, orange; DNA recombination and repair, green; integration/excision, red; replication, purple; regulation, gray; entry exclusion, biue;
homologous genes of unknown function, black; genes without corresponding counterparts in ICEs and pIP1202, white. Numbers shown in the
middle represent % identity between the orthologous proteins encoded by SXT and piP1202 [GenBank:NC_009141]. The positions of the hotspots in
SXT/R391 ICEs are marked by downward pointing arrowheads. For piP1202, the size of the sequences (which include incA/C backbone DNA as well as
variable DNA) found at these locations as well as resistance markers are indicated by upward pointing arrowheads. aphA, aadA and strAB confer
resistance to aminoglycosides. sul! and sul2 confer resistance to sulfonamides. cat, blagy.;, tetAR, qacED1 and merRTPCADE confer resistance to
chloramphenicol, -lactams, tetracyclines, quaternary ammonium compounds and mercury ions, respectively. Detailed descriptions of the conserved
backbone of the IncA/C conjugative plasmids have been published elsewhere [48,50]. Regions that were deleted from SXT to investigate the function
of genes of unknown function (see panel B) are indicated with straight lines. Dotted lines indicate that the deletion included DNA in the adjacent
hotspots. (B) Influence of deletion of genes of unknown function on the frequency of SXT transfer. The mean values and standard deviations from
three independent experiments are shown. * indicates that the frequency of transfer was below the detection level (<10~%). Deletion mutants SXTAa,
SXTAk and SXTA, transferred at frequencies that were not significantly different from that of wild-type SXT (data not shown). (C) Proposed minimal
set of genes necessary for a functional SXT/R391 ICE. int, integration/excision module; mob, DNA processing module; mpf, mating pair formation

modules; reg, regulation module,
doi:10.1371/journal.pgen.1000786.g004

deletion of 5063, which is also found in pr1202, reduced the
transfer frequency of SXT by ~100-fold, nearly the same amount
as deleting the cntire region (Figure 4B). Complementation
analyses revealed that the absence of s063 accounted for the
transfer defect of SXTAs063 (data not shown). Even though
SXTAs063 was still capablc of transfer, in our view, the drastic
reduction in the transfer frequency of this mutant warrants
inclusion of 063 into the minimum functional SXT ICE genome
(shown in Figure 4C). Other deletions in this region, including
deletions of bet, exo, 5067, s068 and 5070, which have orthologues in
IncA/C plasmids, resulted in =10-fold reductions in transfer
frequency. We therefore did not include these genes in the
minimal functional core SXT/R391 genome (Figure 4C).

The findings from our cxperiments testing the transfer
frequencies of SXT derivatives harboring core gene deletions
{shown in Figure 4B), coupled with our previous work demon-
strating the requirements for the predicted SXT éra genes in the
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clement’s transfer [32], suggest a minimal functional SXT/R391
ICE structure as shown in Figure 4C. This minimum clement is
~29.7 kb and consists of 25 genes. Genes with related functions,
which in some cases encode proteins that likely form large
functional complexes (such as the conjugation apparatus), are
grouped together in the minimal genome. At the left end of the
minimum ICE genomes are xis and in/, the integration/excision
module of SXT/R391 ICEs. In the minimal ICE genome, the
ICE 0riT and mobl, which encodes a protein required for SXT
transfer {39], are no longer separated from the other genes (tralD})
that are also thought to play roles in the DNA processing events
required for conjugative DNA transfer. The genes required for
formation of the conjugation machinery, including the pilus, and
mating pair formation and stabilization [32,39] are divided
between three clusters (denoted mpf1-3 in Figure 4C). Finally, at
the right end of the minimal functional genome are the genes that
regulate ICE transfer (setC/D and setR). Thus, the minimal
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functional SXT/R391 ICE is relatively small and organized into 3
discrete functional modules that mediate excision/integration,
conjugation, and regulation.

Even though deletion of 27 out of 52 SXT/R391 ICE core
genes proved to have little or no effect on SXT transfer frequency,
and hence these genes were not included in Figure 4C, it is
reasonable to presume that these genes encode functions that
enhance ICE fitness given their conservation. For example, the
presence of highly conserved bet and exe genes in all SXT/R391
ICEs suggests that there has been selection pressure to maintain
this ICE-encoded recombination system that promotes ICE
diversity by facilitating inter ICE recombination (G Garriss, MK
Waldor, V Burrus, in press). A key challenge for future studies will
be to determine how core genes of unknown function promote
ICE fitness.

Variations in the similarity of core genes

To identify genes in the SXT/R391 corc genome that may be
subject to different selection pressures, we compared the percent
identity of each ICE’s core genes to the corresponding SXT genc
(Figure 5). Most of the ICEs’ core genes exhibited 94% to 98%
identity on the nucleotide level to SXT’s core genes. There was no
discernable difference in the degree of conservation of most core
genes that were or were not part of the minimal ICE, suggesting
that there are equal selective pressures on essential and non-
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essential genes. However, we identified 8 genes (s026, tral, orf%,
5073, traF, eex, s086, and setR) that exhibit significantly different
degrees of conservation (Figure 5 and Figure S1). Three of these
showed unusually high conservation, while the other 5 had below
average conservation. Two of the highly conserved genes, setR and
5086, are found at the extreme 3’ end of the elements. The
conservation of sef(R may reflect the key role of this gene in
controlling SXT gene expression. S086 may also play a role in
regulating SXT transfer [52]. The other highly conserved gene,
07fZ, is found between bet and exo and has no known function.

5026 and 5073 are the most divergent of all the genes in the
backbone. 5026 encodes a hypothetical protein with homologues in
many gram negative organisms. Although S026 is predicted to
contain a conserved domain, COG2378, which has a putative role
in transcription regulation, this protein is not required for SXT
transfer [32]. The significant divergence of s026 along with its lack
of essentiality suggests that this gene could become a pseudogenc.
A similar argument could be made for 5073, which encodes a
hypothctical protcin that is also not rcquired for ICE transfer.
However, this argument does not hold for #ral or traF, two genes
which are essential for ICE transfer. Although the reasons which
account for the different degrees of conservation of these 8 core
genes are hard to ascertain at this point, the data in Figure 5
suggests that individual core genes are subject to different
evolutionary pressures.
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Figure 5. Variations in the nucleotide conservation of core ICE genes. The nucleotide sequence of each core gene from each ICE was
compared to the corresponding sequence in SXT using pairwise BLASTn analyses to determine the percent identities. The average values for all of the

ICEs, excluding SXT and ICEVchind4, are shown in the inset.
doi:10.1371/journal.pgen.1000786.g005
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Comparisons of core gene phylogenies

We created phylogenetic trees for each core gene based on their
respective nucleotide sequences to further explore the evolution of
the conserved backbone of SXT/R391 ICEs. Since we found such
a high degree of conservation for most of the core genes, the
bootstrap values for most of these trees were relatively low. Thus,
we concentrated on the most polymorphic genes found in Figure 5,
5026, 5073, tral, and eex, for phylogenetic analyses. As shown in
Figure 6A, the trees for 5026, tral and 5073 exhibit 3 distinct
branching patterns. The lack of similarity in these phylogenetic
trees suggests that either individual core genes have evolved
independently or that high degrees of recombination mask their
common evolutionary history. The latter hypothesis seems more
Likely since experimental findings have revealed that SXT/R391

Comparative ICE Genomics

ICEs can co-exist in a host chromosome in tandem [26] and
recombination between tandem elements can yield novel hybrid
ICEs with considerable frequency [53] (G Garriss, MK Waldor, V
Burrus, in press). Also, as noted above, the distributions of variable
genes among the ICEs shown in Figure 2 also supports the idea
that inter-ICE recombination is commonplace.

Unlike most core genes, the trees for #aG and eex were similar.
In these two trees, the ICEs segregate into two evolutionarily
distinct groups (Figure 6B), confirming and extending previous
observations that revealed that there are two groups of ¢ex and traG
sequences in SXT/R391 ICEs [54]. These two groups correspond
to the two functional SXT/R391 ICE exclusion groups.
Interactions between traG and eex of the same group mediate
ICE exclusion [55). Thus, the identical 2 clusters of traG-and eex
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Figure 6. Phylogenetic analysis of several core ICE genes. Nucleotide sequences of the indicated core genes were used to generate the
phylogenetic trees shown. Bootstrap values are indicated at branch points. The individual scale bars represent genetic distances and reflect the

number of substitutions per residue.
doi:10.1371/journal.pgen.1000786.g006
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scquences observed in their respective trees reveals the co-
evolution of the #aG/eex functional unit. The two groups of eex
sequences can also be observed in Figure 5 where the bifurcating
pattern reveals the 2 exclusion groups. This pattern is difficult to
discern for #raG, perhaps because of the large size of this multi-
functional gene.

ICEVchBan8, an SXT-like ICE that lacks Int,,,

The sequence of ICE VehBan8, which was derived from a non-
O1, non-0O139 V. cholerae strain, is incomplete but it appears to
contain 49 out of 52 SXT/R391 corc genes. However, since this
strain lacks Int,, it was not included in our comparative analyses
above. It is not known if ICEVeckBan8 is capable of excision or
transmission; however, it contains a P4-like integrase and a
putative xis. It is tempting to speculate that the genome of
ICE VehBan8 provides an illustration of how acquisition (presum-
ably via recombination) of a new integration/excision module may
generate a novel ICE family.

Perspectives

Comparative analysis of the genomes of the 13 SXT/R391
ICEs studied here has greatly refined our understanding of this
group of mobile genetic elements. These elements, which have
been isolated from 4 continents and the depths of the Pacific
Ocean, all have an identical genetic structure, consisting of the
same syntenous set of 52 conserved core genes that are interrupted
by clusters of diverse variable genes. All the elements have
insertions of variable DNA segments in the same five intergenic
hotspots that interrupt the conserved backbone. Furthermore,
some of the elements have additional insertions outside the
hotspots; however, in all cases the acquisition of variable DNA has
not compromised the integrity of the core genes required for ICE
mobility. Functional analyses revealed that less than half of the
conserved genes are necessary for ICE transmissibility and the
contributions of the 27 core genes of unknown function to ICE
fitness remains an open question. Finally, several observations
presented here suggest that recombination between SXT/R391
ICEs has been a major force in shaping the genomes of this
widespread family of mobile elements.

Although comparisons of the 13 ICE genomes analyzed here
strongly suggest that these mobile elements have undergone
extensive recombination during their evolutionary histories, there
is a remarkable degree of similarity among the SXT/R391 ICEs.
All of these ICEs consist of the same syntenous and nearly identical
52 genes. In contrast, other families of closely related mobile
elements, such as lJambdoid or T4-like phages for example, exhibit
greater diversity [56,57]. Since the elements that we sequenced
were isolated from several different host species and from diverse
locations, the great degree of similarity of the SXT/R391 ICE
family does not likely reflect bias in the elements that we
sequenced. It is possible that this family of mobile elements is a
relatively recent creation of evolution and has yet to undergo
significant diversification.

To date, relatively few formal comparative genomic analyses of
other ICE families have been reported. Mohd-Zain et al [11]
identified several diverse ICEs and genomic islands that shared a
largely syntenous set of core genes with ICEH®1056, an ICE
originally identified in Haemophilus influenzae. However, even
though these elements share a similar genomic organization, they
exhibit far greater variability in the sites of insertion of variable
DNA and in the degree of conservation in their core genes
compared to SXT/R391 ICEs. Thus, although this group of
elements appears to share a common ancestor, they seem to have
diverged earlier in evolutionary history than the SXT/R391 ICEs.
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However, when comparative genomic analyses were restricted to
ICEHin1056-related ICEs found in only two Haemophilus sp., Juhas
et al found that, like the SXT/R391 family of ICEs, these 7
ICEHin1056-related ICEs share greater than 90% similarity at the
DNA level in their nearly syntenous set of core genes [12]. It will
be interesting to learn the extent of conservation of genetic
structure and DNA sequence in additional ICE families to obtain a
wider perspective on ICE evolution.

Comparative genomic studies of bacteriophages have led to the
idea that the full range of phage sequences are part of common but
extremely diverse gene pool [58,59]. The SXT/R391 ICE
genomes suggest that there may be an even larger network of
phylogenetic relationships linking sequences found in all types of
mobile genetic elements including phages, plasmids, ICEs and
transposons. The genomes of SXT/R391 ICEs appear to be
amalgams of genes commonly associated with other types of
mobile elements. Many of the ICE core genes are usually
associated with phages, such as inf, bet, exo and setR, or with
plasmids, such as the #ra genes. Additionally, the SXT/R391 ICEs
and IncA/C plasmids clearly have a common ancestor, as we
found that the entire set of SXT/R391 tra genes are also present in
IncA/C plasmids. Thus, the genes present in all types of mobile
genetic elements appear to contribute to a common gene pool
from which novel variants of particular elements (such as
ICEVchBan8) or perhaps even novel types of mobile genetic
elements can arise.

Materials and Methods

ICE Sequencing

ICEPaBanl, ICEVeiMexl, ICEVchInd4, ICEVchInd5 and
ICEVciBan5 were isolated using the plasmid capture system
described in Figure 1. The SXT chromosomal attachment
sequence, aitB, was introduced into the modified F plasmid
pXX704 [34] to create plceCap. This plasmid was then
introduced into a AprfC derivative of the Tc® E. coli strain
CAG18439. Exconjugants derived from matings between this
strain and those harboring the 5 ICEs listed above resulted in
strains carrying a plceCap:ICE plasmid. Once captured, the
plasmids were isolated using the Qijagen plasmid midi kit for low-
copy plasmids {Qiagen). Isolated plceCap:ICE plasmids were
then sequenced.

ICEVflInd genome was determined by sequencing several
overlapping cosmids that encompassed this I[CE’s genome. Briefly,
genomic DNA from a Vibrio fluvialis strain carrying ICE Vflind was
prepared using the GNome DNA kit (QBIOgene). Sau3Al
restricted genomic DNA was used to create a SuperCosl
(Stratagene)-based cosmid library according the manufacture’s
instructions. The library was subsequently screened for cosmids
containing ICE-specific sequences using PCR with primers to
conserved core ICE sequences. Four cosmids containing overlap-
ping ICEFflIlnd sequences were identified and sequenced.

The genomes of 6 ICEs were sequenced by the Sanger random
shotgun method [60]. Briefly, small insert plasmid libraries (2-
3 kb) were constructed by random nebulization and cloning of
plceCap:ICE DNA or of cosmid DNA for ICEVflInd. In the
initial random sequencing phase, 8-12 fold sequence coverage was
achieved. The sequences of either plceCap or pSuperCos were
subtracted and the remaining sequences were assembled using the
Celera Assembler [61]. An initial set of open reading frames
(ORF5s) that likely encode proteins was identified using GLIM-
MER (62], and those shorter than 90 base pairs (bp) as well as
some of those with overlaps eliminated.
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Nucleotide and amino acid conservation were assessed with the
appropriate BLAST algorithms. ICEs were aligned using clustalW
with dcfault scttings [63]. MAUVE [37] and LAGAN |38] werc
used to identify core genes in Figure 2. To map the boundaries of
the hotspots, sequence comparisons were made using MAUVE
and then manually compared to find boundaries between
conserved and variable DNA as shown in Figure 3.

Phylogenetic trees were generated from alignments of nucleotide
scquences using the neighbor-joining method as implemented by
ClustalX software, version 2.011 [64]. The reliability of each tree
was subjected to a bootstrap test with 1000 replications. Trees
were edited using FigTree 1.22 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/
figtree/).

Generation and testing of SXT deletion mutants

CAG81439 harboring SXT was used as the host strain to create
the SXT deletion mutants shown in Figure 3; the deletions were
constructed using one-step gene inactivation as previously
described [44,65]. The primers used to create the deletion mutants
are available upon request. Matings were conducted as previously
described [16,44] using deletion mutants and a Kn® E coli
recipient, CAG18420. Exconjugants were selected on LB agar
plates containing chloramphenicol, 20pg/ml (for SXT selection)
and kanamycin, 50 pg/ml. The frequency of exconjugant
formation was calculated by dividing the number of exconjugants
by the number of donors.
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Supporting Information

Figure S1 Variations in the conservation of individual core ICE
genes. The percent identity of the nucleotide sequence of each
core gene and on7 versus the corresponding sequence in SXT was
calculated for all ICEs studied. The average values for each gene
{as shown in the inset of Figure 5) were then used in one-way
ANOVA comparisons to determine genes that exhibit significantly
more or less conservation compared to other core genes. p-values
of one-way ANOVA comparisons of each core ICE gene are
shown. The grid represents all pair-wise comparisons, and the
color indicates the level of significance as follows: red: p<.001,
orange: p<.0l, and yellow: p<.05. Genes that cxhibited a p-
value<.05 when compared with at least 50% of all other core

genes are discussed in the text.
Found at: doi:10.1371/journal.pgen.1000786.5001 (0.56 MB TIF)

Table 81 Contents of the hotspots.
Found at: doi:10.1371/journal pgen.1000786.s002 (0.14 MB
DOC)
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