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Préface 
 

 Les bactéries sont présentes dans tous les écosystèmes terrestres et marins. Leur 

quantité est estimée à 6x1030 cellules au sein de la biosphère et entre 106 et 109 par gramme 

de sol. Leur biomasse serait équivalente à celle des végétaux et leur diversité dépasserait par 

plusieurs logs celle des végétaux et animaux. Au sein du biotope « sol », les bactéries et plus 

globalement les communautés microbiennes sont essentielles pour le bon fonctionnement des 

cycles biochimiques tels que le cycle du carbone ou de l’azote, la croissance des végétaux, et 

le maintien des propriétés physicochimiques du sol. Elles sont au cœur de nombreuses inte-

ractions biotiques assurant le bon fonctionnement de l’écosystème et son homéostasie. L’en-

semble de ces fonctions génèrent de nombreux bénéfices pour l’Homme allant de la produc-

tion d’oxygène à l’agrément procurés par les paysages, on parle alors des services écosysté-

miques. Toutefois l’anthropisation de l’environnement (changement climatique, urbanisation, 

exploitation intensive des sols) menace la stabilité de ces communautés et les bénéfices que 

la société en tire. Afin de limiter l’impact de ces perturbations et favoriser la résilience des 

environnements perturbés, une bonne appréhension du fonctionnement et de la réponse des 

communautés microbiennes à ces contraintes est nécessaire. 

De nombreuses études ont été dédiées à l’organisation, la structuration et le fonction-

nement des communautés microbiennes à différentes échelles au sein de divers écosystèmes. 

Il s’agit de répondre aux questions classiques de l'écologie microbienne « Qui est là ? » et 

« Que fait-il ? ». Ces études sont réalisées à partir de macro-échantillons (grammes de sols), 

à une échelle allant du continent à la parcelle de champs et tendent à démontrer que le fonc-

tionnement d’un écosystème microbien pourrait être décrit et compris par les seules approches 

globales. Toutefois, d’autres études récentes en écologie microbienne tendent à montrer que 

le sol est une matrice complexe possédant une hiérarchie depuis les méta-communautés à 

grande échelle (paysage) jusqu’au niveau microscopique (échelle cellulaire). De plus, selon 

Cordero & Datta (2016) les interactions à l’échelle de la population ou de la cellule affecteraient 

les propriétés globales du système étudié, et compléteraient donc les informations des études 

à l’échelle macroscopique sur le fonctionnement de l’écosystème. En reprenant la comparai-

son développée par Vos et al., (2008), étudier les microorganismes à une macro-échelle re-

viendrait donc à demander à un phytoécologiste de donner un sens à un écosystème où co-

habiteraient des plantes récoltées à partir de plusieurs paysages. 

L’approche à l’échelle de la cellule informe sur la distribution, la dynamique des popu-

lations, l’activité des cellules, et leur potentiel d’interaction intra et inter-espèces. De plus, 

quelques études à cette échelle ont souligné le rôle important de la dynamique des génomes 
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(transfert de gènes) dans l’évolution et l’adaptation de ces communautés. En revanche, la 

prévalence et l’ampleur de la contribution de l’évolution rapide des génomes dans le fonction-

nement des écosystèmes restent une question ouverte.
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I) Le Concept d’espèce bactérienne 
 
 

I.1) Historique de la classification du vivant et du concept d’espèce 
 

Le concept d’espèce est le résultat de la volonté de l’Homme de créer un cadre théo-

rique dans lequel il est possible de se représenter la nature et de caractériser les organismes 

vivants. Le concept d’espèce tente de répondre à la question : « Qu'est-ce qui caractérise un 

organisme ? ». 

Pour répondre à cette question, il faut savoir de quoi un organisme est constitué, ce 

qu'il partage avec d'autres organismes. Une classification des êtres vivants en groupes est 

alors possible selon des critères reflétant la présence de caractères communs propres à l’en-

semble des êtres vivants regroupés dans un même groupe ou taxon (e.g. la présence de la 

colonne vertébrale caractérise le groupe des vertébrés).  

 

Dès l’antiquité, Aristote classa les « êtres vivants » en quatre grands groupes sur la 

base d’observations à l’œil nu : minéral, végétal, animal et l’Homme. C’est l’apparition de la 

taxinomie, c’est-à-dire la description des organismes vivants et de leurs regroupements en 

taxons afin de les identifier et les nommer.  

Au 18ème siècle le naturaliste Carl von Linnée créa la systématique fixiste ou classifica-

tion classique qui permis de classer, et surtout, pour la première fois d’organiser les groupes 

selon des bases logiques. Cette classification repose sur un système de nomenclature com-

posé d’un nom de genre dont la première lettre est en majuscule suivie d’une épithète (nom 

d’espèce) écrit en minuscules. Les noms sont en latin (e.g. Homo sapiens). Le concept d’es-

pèce est alors défini comme des entités fixes possédant des critères morphologiques, biolo-

giques et physiologiques permettant de les grouper au sein d’un même groupe. Ainsi le vivant 

est hiérarchisé selon des catégories fixes s’imbriquant les unes dans les autres, avec comme 

unité de base l’espèce (Figure 1). 

 
 
 

Figure 1 : Classification classique du vivant 

La classification du monde du vivant selon Carl von Lin-
née a comme unité de base l’espèce. Les espèces 
s’imbriquent dans des groupes d’ordre supérieur 
jusqu’à regrouper l’ensemble du vivant. Ces différents 
niveaux sont encore actuellement utilisés dans la clas-
sification des êtres vivants. (Tirée de https://fr.wikipe-
dia.org/wiki/Classification_scientifique_des_esp%C3 
% A8ces.) 

 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Classification_scientifique_des_esp%C3
https://fr.wikipedia.org/wiki/Classification_scientifique_des_esp%C3
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Au XVIIIème siècle, la définition du concept d’espèce a évolué. Jean Baptiste Lamarck 

et George-Louis Leclerc de Buffon introduisirent dans sa définition la notion de reproduction 

sexuée. En 1749, Buffon a écrit dans Histoire générale des animaux : « On doit regarder 

comme la même espèce celle qui, au moyen de la copulation, se perpétue et conserve la 

similitude de cette espèce, et comme des espèces différentes celles qui, par les mêmes 

moyens, ne peuvent rien produire ensemble ».  

 

Jusqu’alors, les espèces étaient considérées comme immuables dans le temps. C’est 

Lamarck avec la théorie de l’hérédité de l’acquis, puis par la suite, Alfred Wallace et Charles 

Darwin avec la théorie de l’évolution des espèces qui introduisirent la notion d’évolution des 

organismes vivants. Ce sera l’ouvrage de C. Darwin, « De l’origine des espèces » en 1859 qui 

fera date et qui définira la sélection naturelle comme l’élément dirigeant l’évolution.  

Même si les théories de Darwin et Lamarck divergèrent sur le mécanisme dirigeant 

l’évolution, il ressort de leurs travaux que les organismes d’une même espèce possèdent des 

caractères héréditaires acquis et transmis à la descendance par la reproduction.  

Darwin considéra comme une grande énigme la nature de ces variations héréditaires 

ainsi que leurs mécanismes d’apparition. Gregor Mendel, un contemporain de Darwin, avait 

quant à lui découvert les principaux mécanismes de l’hérédité en cultivant des lignées pures 

de pois (Pisum sativum). Toutefois ce n’est qu’au début du XXe siècle, que le Néerlandais Hugo 

de Vries, l'Allemand Carl Erich Correns et l'Autrichien Erich von Tschermak redécouvrirent de 

façon indépendante ses travaux, faisant de Mendel, le père fondateur de la génétique. Ainsi 

les théories de l’évolution et de l’hérédité se sont complétées et enrichies mutuellement pour 

donner la théorie synthétique de l’évolution ou Néo-Darwinisme, actuellement communément 

admise par la communauté scientifique. 
 

Depuis le concept d’espèce a été l’objet de nombreuses polémiques et discussions au 

sein des communautés scientifiques, et actuellement aucune définition ne fait l’unanimité. Tou-

tefois, la définition la plus communément admise, est la définition d’espèce biologique d’Ernst 

Mayr : « Species are groups of actually and potentially interbreeding natural populations, which 

are isolated from other such groups » (Mayr 1942). L’espèce biologique de Mayr repose sur 

l’interfécondité des organismes constituant une espèce et reste donc difficile à appliquer aux 

organismes parthénogénétiques, les microorganismes, les plantes, les algues et lichens (Cla-

ridge et al., 1997). 
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I.2) L’espèce bactérienne  
 
 Le concept d’espèce bactérienne comme le concept général d’espèce a d’abord été 

défini comme des regroupements phénotypiques (Sokal and Crovello 1970). Dans cette ap-

proche, des traits tels que la dégradation ou le métabolisme de certains composés, la capacité 

à produire ou à résister à des antibiotiques, la capacité à croitre sur certains composés azotés 

ou carbonés, la coloration de Gram ou le phénotype cellulaire permettaient de différencier les 

différents groupes (Goodfellow et al., 1997). L’espèce était alors déterminée par une approche 

phénétique basée sur des caractères morphologiques. Les organismes présentant le plus 

grand nombre de caractères en commun étaient regroupés au sein de la même espèce, sans 

ascendances communes définies. Avec l’évolution des techniques moléculaires, l’amélioration 

de nos connaissances et l’émergence du concept d’horloge moléculaire, la systématique bac-

térienne a adopté depuis les trois dernières décennies des approches basées sur l’observation 

de variations de séquences nucléotidiques ou protéiques. 

 

 Dans les années 1970, Johnson et al., déterminèrent que des isolats appartenant à 

une même espèce pouvaient être caractérisés par un taux d’homologie de leur ADN. Cette 

homologie se traduisait par un pourcentage d’hybridation entre l’ADN de deux organismes. Un 

niveau d’hybridation entre deux génomes inférieurs à 70% était un critère pour délimiter deux 

espèces (Wayne et al., 1987). Cette définition est toujours reconnue par les comités interna-

tionaux de taxonomie bactérienne. 

 

 Dans les années 1980, un critère basé sur le degré de divergence nucléotidique 

entre les séquences du gène codant l’ARN ribosomique 16S fut ajouté pour définir l’espèce 

bactérienne (Fox et al.,1977). Ce gène est, universel chez les procaryotes, peu variable, et est 

considéré comme une horloge moléculaire (Woese 1987). Une divergence de 2,4% de la sé-

quence nucléotidique fut définie comme étant la limite pour définir l’espèce. Toutefois cette 

définition est discutée (Brown 2003 ; Stackebrandt et al., 2002) et certains auteurs préfèrent 

définir des regroupements sur la base d’un seuil d’identité autre (généralement, 97%), abou-

tissant à la notion d’UTO pour Unités Taxonomiques Opérationnelles (DeSantis et al., 2006). 

Cette unité phylogénétique permet de regrouper des organismes sur la base de la similarité 

d’une séquence d’ADN d’un gène donné (généralement le 16S) qui constitue alors un mar-

queur taxonomique. Ce concept est communément utilisé en écologie microbienne. Dans le 

cas des bactéries non cultivables, ces techniques moléculaires, ainsi que des approches de 

métagénomique quantitative (MGS : Metagenomic species) (Nielsen et al., 2014) restent les 

seuls outils disponibles pour l’appréciation de la diversité. 

 



9 
 

 A partir des années 1990, l’analyse polyphasique et des techniques basées sur des 

variations génétiques telles que la MLST (Multi Locus Sequences Analysis), AFLP (Amplified 

Fragment-Length Polymorphism), RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), Rep-

PCR (Repetitive element palindromic-Polymerase Chain Reaction) émergèrent et subdivisè-

rent les groupes formés sur la base du gène codant l’ARNr 16S.  

L’analyse polyphasique repose sur une approche numérique ; elle est basée sur un 

grand nombre de caractères. Ces caractères regroupent des données phylogénétiques, gé-

nomiques et phénotypiques (Vandamme et al., 1996). Les avancées technologiques dans le 

phénotypage (e.g. Maldi TOF MS, composition en acides gras, Biolog), l’apparition de la gé-

nomique (e.g ANI : Average Nucleotide Identity test), (Konstantinidis et al., 2006) phylogéno-

mique et les méthodes de séquençage de nouvelle génération (NGS : Next Generation Se-

quencing technologies) ont permis d’améliorer la résolution taxonomique des groupes formés  

(Claesson et al., 2010 ; Roh et al., 2010 ; Huse et al., 2008). Malgré ces apports technolo-

giques, la systématique microbienne n’a pas toujours atteint le consensus pour la définition de 

l’espèce (Gevers et al., 2005 ; Koeppel et al., 2008 ; Achtman and Wagner 2008 ; Fraser et 

al., 2009). De plus, la systématique établie selon ces approches ne prend pas en compte 

l’écologie de l’organisme dans la définition de l’espèce. Se pose alors la question de la réalité 

biologique de la systématique actuelle. 

 

I.3) Le concept d’écotype 
 

 Le concept d’espèce écologique a été repris dans le concept d’écotype (Cohan 

2006). L’écotype est un groupe d’individus clonaux c’est-à-dire issus d’un même individu fon-

dateur par reproduction asexuée. Ils possèdent une information génétique identique, observée 

sur la base du séquençage d’au moins cinq loci (MLST), et ils partagent la même niche éco-

logique (Cohan 2002, 2001). L’association d’un écotype avec une niche écologique permet 

d’identifier les causes écologiques responsables de la spéciation des deux écotypes. 

 Le maintien de la cohésion génétique de l’écotype est assuré par la sélection natu-

relle périodique. Ce mécanisme purge la diversité au sein d’un écotype et contribue donc à 

maintenir une diversité inter-écotype plus importante que la diversité intra- écotype. Toutefois 

des mécanismes évolutifs peuvent conduire à une perturbation des écotypes (Figure 2). 
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Figure 2 : Evolution d’un écotype au cours du temps 

Les bactéries occupant une même niche écologique génétiquement identique forment un écotype (Eco-
type 1). Un individu dans la population acquiert un avantage adaptatif par mutation ou recombinaison. 
Trois possibilités sont alors possibles. Soit A), l’individu supplante tous les autres individus du clade car 
la sélection purge la diversité au sein de l’écotype et favorise le développement de ce nouvel individu. 
Soit B) L’individu envahit une nouvelle niche jusqu’alors occupée par un écotype (Ecotype 2). Ces deux 
écotypes sont soumis à des évènements de sélection différents. L’individu au génotype adaptatif pourra 
alors entrer en compétition avec les individus de l’écotype 2. La sélection lui étant favorable dans les 
deux écotypes, il supplantera alors les individus de son écotype d’origine et de l’écotype envahi, menant 
à l’extinction de l’écotype 2 C) L’individu envahit une nouvelle niche jusqu’alors inoccupée et fonde un 
nouvel écotype. Adaptée de Cohan 2006 
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II) Les mécanismes d’évolution et de dynamique des génomes 
chez les bactéries 

 

II.1) Le génome bactérien 
 

La séquence complète des deux premiers génomes bactériens Haemophilus influenzae et 

Mycoplasma genitalium ont été publiées il y a deux décennies (Fraser et al., 1995 ; 

Fleischmann et al., 1995). Aujourd’hui, environ 7,300 génomes bactériens sont disponibles 

dans les bases de données génomiques. Le plus grand génome, Minicystis rosea (Garcia et 

al.,  2014) a une taille d’environ 16 Mb alors que le plus petit Candidatus Nasuia deltocephali-

nicola (Bennett et al.,2016) ne mesure que 112 kb. De même, au sein d’un même groupe 

phylogénétique, la taille des génomes varie significativement. Par exemple, chez les Actino-

bactéries, la taille varie entre 925 kb et 11.9 Mb, et au sein de ce même groupe, les Strepto-

myces ont un génome entre 5.9 Mb à 11.9 Mb.  

 

Longtemps le génome des bactéries a été décrit sous la forme d’un chromosome unique 

et circulaire à l’instar de la bactérie modèle E.coli dans les années 60 (Cairns 1963). Dans les 

années 1990, une brèche a été ouverte dans ce dogme par la découverte d’un chromosome 

linéaire chez la bactérie Borrelia burgdorferi (Baril et al.,1989). Dans les années 80, le premier 

plasmide linéaire fut découvert chez une bactérie appartenant au genre Streptomyces (Haya-

kawa et al., 1979). Aujourd’hui, de nombreux exemples montrent que le génome bactérien 

peut comporter plusieurs chromosomes linéaires et/ou circulaires (également en combinaison) 

complétés par des plasmides circulaires et/ou linéaires (Figure 3).  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3. Distribution des chromosomes circulaires et linéaires chez les procaryotes.  

Les génomes circulaires sont représentés par un cercle et les génomes linéaires par une barre. Le 
nombre de chromosomes n'est pas pris en compte. Les longueurs des branches de l'arbre ne sont pas 
informatives sur le degré de relation entre les genres. (Adaptée de Volff and Altenbuchner 2000) (Com-
munication personnelle Mme Stéphanie Bury-Moné Laboratoire I2BC Paris-Saclay). 
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Ainsi, au sein des génomes, les gènes occupent environ 90% du génome (McCutcheon 

and Moran 2012). Les régions intergéniques (région promotrices et séquences répétées) cons-

tituent avec les pseudogènes, les régions non codantes des génomes bactériens.   

La comparaison de l’organisation des gènes au sein des génomes a également permis 

de mettre en évidence que les gènes avaient une localisation préférentielle le long du chro-

mosome selon leur fonction. Ainsi les gènes ayant un rôle dans le métabolisme central (répli-

cation, traduction, …) et essentiels à la survie de la bactérie seraient localisés autour de l’ori-

gine de réplication. Les gènes non essentiels seraient eux plutôt localisés autour du terminus 

de réplication (Rocha and Danchin 2003 ; Arakawa and Tomita 2007 ; Christen et al., 2011). 

De plus, la comparaison de génomes proches phylogénétiquement a permis de mon-

trer une forte conservation de l’ordre des gènes sur le chromosome ; on parle alors de synténie 

(Charlebois 1999). Lorsque la distance phylogénétique entre les souches étudiées augmente, 

la synténie va progressivement diminuer, résultat d’une dynamique au sein des génomes bac-

tériens (Charlebois 1999).  

II.2) La dynamique du génome bactérien 
 

La dynamique des génomes bactériens résulte de mécanismes de natures différentes :  

(1) Les réarrangements d’ADN 

(2) Les mutations ponctuelles  

(3) L’acquisition d’ADN exogène par transfert horizontal.  

 

II.2.1) Les réarrangements chromosomiques  
  

 La réplication et les mécanismes de réparation des lésions de l’ADN peuvent être à 

l’origine de la formation de réarrangements chromosomiques. Ces évènements de réarrange-

ments peuvent être des inversions, des duplications, ou des délétions de séquences d’infor-

mation génétique. Ces réarrangements interviennent par recombinaison homologue entre sé-

quences répétées de tailles variables, directes ou inversées (Roth et al.,1996) (Figure 4). La 

recombinaison illégitime intervenant entre séquences non homologues, notamment au cours 

de la réparation de cassures double-brin peut générer des remaniements chromosomiques de 

grande ampleur. 
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Figure 4 : Illustration des différents types de remaniements génomiques 

La ligne représente le chromosome bactérien. La portion en noir délimite une portion du chromosome 
sujet à des remaniements. Les lettres en minuscules permettent de suivre les remaniements. (Adaptée 
de Roth et al.,1996). 
 

 

- Les délétions entrainent la perte irréversible d’information génétique. Ces événe-

ments peuvent se traduire par un phénotype résultant de la perte de gènes mais 

aussi de la séquence nouvelle formée au point de jonction.  

 

- La duplication n'entraîne pas de perte fonctionnelle tant que la duplication n’in-

tervient pas à l’intérieur d’un élément fonctionnel (gène ou opéron). Lors de la 

duplication, les deux copies peuvent être co-localisées (tandem) ou distantes 

physiquement sur le chromosome. La duplication peut entraîner la surexpression 

des séquences concernées mais également former une séquence fonctionnelle 

à la jonction.  

 

- Les inversions n'entraînent aucune perte ou gain de séquences nucléotidiques. 

De même que pour les délétions et duplications, les séquences aux points de 

fusions peuvent gagner ou conserver un caractère fonctionnel. Les inversions de 

grandes tailles peuvent également perturber de façon importante l’organisation 

et l’architecture du chromosome. 
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II.2.3) La variation par mutation  
 

Une mutation est un changement au sein de la séquence nucléotidique qui peut affec-

ter un ou plusieurs nucléotides (substitution, insertion, délétion).  

Les mutations peuvent résulter d’erreurs lors de la réplication de l’ADN par l’ADN po-

lymérase. En effet, les ADN polymérases intervenant au cours de la réplication possèdent une 

activité de relecture (‘proofreading’) qui va assurer la validité des bases incorporées dans le 

brin néoformé par contrôle de l’appariement. Toutefois, des erreurs peuvent subsister à un 

taux estimé entre 1.5*10-11 et 5.4*10-10 par base et par génération (Ochman et al., 1999 ; Wiel-

goss et al., 2011).  

Les mutations peuvent également résulter d’erreurs lors de la réparation d’altérations 

de l’ADN engendrés par des agents chimiques (ex. agents alkylants) ou physiques (rayonne-

ments ultra-violets, radiations ionisantes).  

Si une partie des mutations peut être silencieuse, d'autres conduisent à des variations 

phénotypiques (Darmon and Leach 2014) et constituent donc un moteur de l’évolution des 

génomes en générant notamment de nouveaux allèles. 

 

II.2.4) Evolution des fréquences alléliques dans une population 
 

Deux mécanismes tendent à limiter la fréquence des variants dans les populations : la sélec-

tion naturelle et la dérive génétique.  

 

- La sélection naturelle résulte de la pression de sélection imposée par un environ-

nement sur la diversité génétique présente au sein d’une population. Elle retient les 

allèles qui confèrent un meilleur succès reproductif et une propagation des allèles 

retenus au sein de la population. Le succès évolutif d’un génotype peut être quan-

tifié et est nommé « fitness ».  

- La dérive génétique, correspond à une variation de fréquences alléliques dans une 

population due au hasard indépendamment de l’avantage et des autres forces évo-

lutives. La dérive génétique fait donc varier les fréquences de mutations sans dis-

criminer les mutations en fonction de leur contribution au fitness. 

 

La fréquence des allèles au sein d’une population va donc être dépendante de la ba-

lance entre la sélection naturelle (mutations ‘adaptatives’) et la dérive génétique (mutations 

neutres) et la balance entre l’effet des mutations sur le fitness des bactéries et leur coûts mé-

taboliques (Drake et al., 1998).  
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Des résultats expérimentaux (Sniegowski et al., 1997 ; Mao et al., 1997 ; Oliver et al., 

2000) ont mis en évidence qu’au sein de populations naturelles, la fréquence de mutations 

était plus élevée que les fréquences prédites en laboratoire sur la base de l’équilibre entre les 

mutations et la sélection. Ces études suggèrent donc qu’au sein de l’environnement des si-

tuations favorisent la dispersion de mutations.  

 

Des génotypes particuliers favorisent l’apparition de mutations dans la population, il 

s’agit des mutateurs. Les taux de mutation chez ces souches peuvent être 10.000 fois supé-

rieur à celui d’une souche « sauvage » (Taddei et al., 1997). Le taux de mutation étant déter-

miné par la fidélité avec laquelle l’information génétique est répliquée et réparée, une défi-

cience de ces systèmes de réparation (ex. muT ou mutY) (Bhatnagar and Bessman 1988 ; 

Wielgoss et al.,2013), mutation de la sous unité de l’ADN polymérase responsable de l’activité 

de relecture de l’ADN (Degnen and Cox 1974 ; Michaels et al., 1990) peuvent conduire à 

l’apparition de ce phénotype (Bridges 2001).  

Les souches mutatrices sont généralement contre-sélectionnées à cause de la charge 

mutationnelle élevée induit par le phénotype. Toutefois, lorsque la population est soumise à 

un stress, leur capacité à générer une très grande diversité génétique pourra représenter un 

avantage sélectif et favoriser le maintien de ce génotype à une fréquence élevée au sein de 

la population (Lefevre et al., 2016).  

Enfin, les mutations n’ont pas lieu de manière homogène au sein du génome, des 

points chauds (« hotspots ») et points froids existent dans tous les génomes (Lee et al., 2012 

; Martincorena et al., 2012 ; Shee, et al., 2012).  

 Le succès évolutif des bactéries repose donc sur le réglage constant de leurs taux 

de mutation, ce qui optimise leur adaptabilité à des conditions environnementales en constante 

évolution. L’adaptation a longtemps été considérée comme graduelle et résultant d’une sélec-

tion constante de mutations avec peu d’effet (Fisher 1930). Dans ce sens, Darwin écrit : “We 

see nothing of these slow changes in progress, until the hand of time has marked the long 

lapse of ages…”. Cependant, au début du 20ème siècle, un modèle d’évolution alternatif postule 

que des périodes rapides d’évolutions phénotypiques se succèdent avec des périodes d’arrêt 

(Wright 1932 ; Eldredge et al., 2005 ; Gould and Eldredge 1977). Les causes de ces variations 

restent controversées et sont probablement diverses : changement de paramètres environne-

mentaux (ex. colonisation de nouveaux habitats), modulation des flux de gènes (Reznick et 

al.,1997 ; Schluter 2000 ; Blount et al., 2008). 
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II.2.5) Variations génétiques dues au transfert horizontal de 
gènes 

 

 Les bactéries sont des organismes asexués ; une cellule mère se divise en deux cel-

lules filles qui seront génétiquement identiques à cette dernière aux mutations près. Il s’agit 

du transfert vertical de l’information génétique. Le transfert horizontal d’information génétique 

correspond à l’acquisition d’information provenant d’un individu non ascendant. 

 

Les trois principaux mécanismes de transfert horizontal d’ADN sont la transduction 

(Lederberg et al., 1951), la transformation (Griffith 1928 ; MacLeod and McCarty 1944), et la 

conjugaison (Lederberg and Tatum 1946) (Figure 5).  

 
Figure 5 : Le transfert horizontal entre bactéries 

La transformation bactérienne se produit lorsque de l’ADN nu est libéré lors de la lyse d'un organisme, 
internalisé dans une cellule réceptrice et intégré dans le génome. La transduction se produit par l’inter-
médiaire de bactériophages ou phages tempérés. Le bactériophage peut s’exciser spécifiquement des 
fragments du génome d’une bactérie émettrice, on parle alors de transduction spécialisée. Un autre cas 
de figure est l’encapsidation de fragments d’ADN de manière non spécifique lors de son cycle lytique 
par des phages lytiques, on parle alors de transduction généralisée. Le phage est ensuite libéré dans 
l’environnement. Lors de l’infection d’une cellule bactérienne dans l’environnement, le phage va intégrer 
sont patrimoine génétique, ainsi que le fragment prélevé au sein de la cellule précédemment infecté. c) 
La conjugaison se produit par contact direct entre deux bactéries : un pore de conjugaison est alors 
formé entre les deux bactéries et l'ADN porté par des éléments génétiques mobiles est échangé puis 
intégré ou conservé sous forme libre et autonome au sein de la cellule réceptrice. (Adaptée de Furuya 
and Lowy 2006). 
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Ces acquisitions, si elles sont fonctionnelles, peuvent favoriser l’adaptation à la niche 

écologique (Syvanen 2012 ; Bertolla and Simonet 1999). Ainsi, l’acquisition d’information peut 

également avoir des effets neutres et délétères (Thomas and Nielsen 2005 ; Baltrus 2013). 

Par exemple, la modification d’un réseau de régulation ou la perturbation du métabolisme pri-

maire de la bactérie réceptrice peut s’avérer défavorable (Thomas and Nielsen 2005 ; Baltrus 

2013) (Figure 6).  

 

Figure 6 : Schéma bilan de l’impact délétère du transfert horizontal de gène   

Les coûts associés à l’acquisition récente de l’ADN sont répartis en six classes. (A) Impacts phénoty-
piques dus à une perturbation de l’organisation et de l’intégrité du chromosome. Les gènes transférés 
horizontalement sont incorporés dans le chromosome, et peuvent perturber les séquences génomiques 
existantes ou les voies métaboliques existantes (B) Impacts sur les coûts énergétiques dus à une aug-
mentation des besoins de la cellule en énergie ou en nucléotide/acides aminés. La quantité disponible 
pour le reste des processus classique de la cellule est donc diminuée. (C) Séquestration par l’ADN 
transféré des machineries cellulaires nécessaires au processus physiologiques critiques. (D) Modifica-
tion des circuits de régulation globaux. Les gènes transférés peuvent être des régulateurs qui peuvent 
répondre à des intensités de stress différentes des régulateurs classiques de la bactérie et donc dimi-
nuer ou augmenter la sensibilité/réponse de la bactérie à des stimuli environnementaux. Les gènes 
hérités par transfert horizontal peuvent aussi correspondre à des voies de régulations alternatives à des 
voies existantes dans la cellule. Des phénomènes de cross-talk entre ces circuits peuvent diminuer le 
fitness de la bactérie. (E) Cytotoxicité de l’élément transféré ou cytotoxicité des protéines produites. (F) 
Effet de cross talk entre des voies métaboliques. (Adaptée de Baltrus 2013). 



18 
 

II.2.6) Les barrières au transfert de gène 
 

 Différentes barrières peuvent limiter le transfert, le maintien, et l’expression de l’ADN 

exogène chez la bactérie réceptrice. 

  

• Les barrières au transfert 
   

La réussite du processus de transfert dépend dans un premier temps de la répartition spa-

tiale et temporelle des organismes dans leur habitat, ainsi que de leur potentiel à interagir 

entre elles et avec l’environnement (Vos et al., 2013). Le contact physique entre donneuse et 

réceptrice est nécessaire lors de la conjugaison. La transformation naturelle nécessite une 

persistance de l’ADN sous forme libre dans l’environnement, ainsi que la concordance entre 

l’état physiologique de compétence de la bactérie et la présence d’ADN à proximité dans l’en-

vironnement (Cohan 2002 ; Nielsen et al., 1998).  

Dans un second temps, des barrières mécanistiques telles que le phénomène d’exclusion 

membranaire peuvent empêcher le transfert. Ainsi chez E. coli, la synthèse des protéines is-

sues de l’expression des gènes traS et traT empêche la fixation du pilus nécessaire au trans-

fert par conjugaison (Achtman et al., 1980). De même, la réussite du transfert par transduction 

nécessite une efficacité d’adsorption du phage à la surface de la bactérie receveuse. La re-

connaissance d’une protéine spécifique à la surface de la bactérie par des protéines de liaison 

(RBPs : Receptor-Binding protein) exprimées par le phage est nécessaire (Samson et al., 

2013). L’expression stochastique de récepteurs, la mutation des gènes responsables codant 

ces récepteurs ou l’expression de protéines de surface chez les bactéries réceptrices peut 

inhiber la fixation du prophage et donc limiter le transfert de gènes (Samson et al., 2013) 

 

• Les barrières à l’intégration et au maintien 

 

Au niveau du maintien de l’ADN dans la cellule réceptrice, les systèmes de « restriction-

modification » (Oliveira et al., 2016) et le système CRISPR-Cas (Barrangou et al., 2007 ; Mar-

raffini and Sontheimer 2008) peuvent modifier et dégrader l’ADN exogène. D’autre part, un 

certain niveau d’identité nucléotidique entre ADN entrant et génome de la réceptrice est requis 

par le mécanisme de la recombinaison homologue (Shen and Huang 1986 ; Majewski et al., 

2000 ; Vries and Wackernagel 2002). En effet, il a été montré qu’un maximum de 25% de 

divergence entre les séquences est toléré (Duncan et al.,1989 ; Majewski and Cohan 1999 ; 

Vulić et al.,1997). Cette barrière limite donc le transfert inter-espèces et est dépendante du 
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degré d’isolement génétique entre les bactéries donneuse et receveuse. Dans le cas des élé-

ments génétiques mobiles, l’insertion site-spécifique qui requiert un mécanisme d’intégration 

propre permet de contourner cette barrière. 

 

• Les barrières à l’expression 

 

Une fois intégré, l’ADN exogène peut être exprimé. Cependant, un contenu en G+C trop 

divergent par rapport à la réceptrice, ou encore un biais d’utilisation des codons différent peut 

empêcher son expression.  Enfin, la toxicité du produit de l’expression de gènes acquis peut 

être fortement délétère (Avni and Snir 2017). 

 

L'évolution des génomes bactériens est donc régie par deux phénomènes contradic-

toires : les flux de gènes capables de générer une variabilité considérable au sein même d'une 

espèce, et l’architecture contrainte ainsi que l’organisation fonctionnelle de gènes le long du 

chromosome.  

II.2.7) La notion de pangénome, génome ‘core’ et génome ac-
cessoire  

 

 L'avènement du séquençage à haut débit, a permis de déterminer le contenu et la 

structure génomique de nombreux organismes vivants aboutissant aux notions de génomes 

‘core’ ; accessoire et de pangénome. Le génome ‘core’ est définie par l’ensemble des gènes 

conservés au sein des génomes des individus d’un groupe (ex. espèce). Le génome acces-

soire est défini par l’ensemble des gènes présents au sein d’un ou d’une partie des génomes 

d’un groupe. La source de la variabilité est le transfert horizontal ainsi que la perte de gènes 

et les duplications (recombinaison) bien que dans des proportions moindres (Treangen and 

Rocha 2011). La somme des génomes ‘core’ et accessoire constitue le pangénome, c’est-à-

dire l’ensemble des gènes portés par les génomes d’une espèce (McInerney et al., 2017) (Fi-

gure 7). 

 

 

 

Figure 7 : Représentation schématique 
des notions de région core, région ac-
cessoire, et pangénome. 

Chaque cercle de couleurs représente un 
génome de la même espèce. La partie gri-
sée représente, la région core, c’est-à-dire 
la région commune à tous les génomes de 
cette espèce. Les portions colorées des 
cercles correspondent à la région acces-
soire partagée par une partie des génomes 
de l’espèce. (Adaptée de McInerney et al., 
2017). 
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III) Un modèle d’étude : Le micro-habitat « sol forestier » et le 
genre Streptomyces  

 

Pendant longtemps la répartition spatiale des bactéries (biogéographie) à l’échelle de 

la planète a été exprimée selon le principe célèbre de Baas Becking « Everything is 

everywhere but the environments selects ». Ce principe implique que les bactéries ne sont 

pas soumises à la barrière de dispersion comme pour les espèces animales et végétales. Leur 

répartition à l’échelle de la planète résulterait de la sélection par l’environnement.  

 

L’avènement de la métagénomique (étude par séquençage à haut débit de l'ensemble 

des génomes présent au sein d’une population dans un échantillon) et du séquençage d’ADN 

haut débit a permis de décrire la diversité et les facteurs déterminant la structuration des mi-

croorganismes dans l’environnement. En effet, il est actuellement bien connu que la répartition 

des bactéries n’est pas aléatoire (Hanson et al., 2012). Leur répartition est conditionnée par la 

distance géographique et surtout par leur l’habitat (Vos et al., 2013).  

 

A l’échelle du mètre ou du kilomètre, l’organisation spatiale et temporelle des bactéries 

est principalement dirigée par les facteurs environnementaux globaux tels que la disponibilité 

en nutriments et minéraux (Koyama et al., 2014 ; Leff et al., 2015), le pH (Lauber et al., 2009), 

le type de sol (Berg and Smalla 2009 ; Griffiths et al., 2011), l’humidité des sols (Cruz-Martínez 

et al., 2009 ; Angel et al., 2010), les communautés de plantes (Kowalchuk et al., 2002) et 

même les perturbations anthropiques (Ge et al., 2008). A cette échelle, la composition des 

communautés bactériennes semble stable et résulte d’une homogénéisation des conditions 

biotiques et abiotiques d’une multitude de meso- et microenvironnements.  

 

Lorsque l’on descend à l’échelle du centimètre, les populations bactériennes échantil-

lonnées sont organisées en méta-communautés, très probablement sous la forme d’agrégats 

composés d’une multitude de micro-agrégats interconnectés entre eux. A cette échelle, les 

propriétés des communautés sont probablement dues aux gradients abiotiques à petite 

échelle (pH, O2) et à la dispersion des bactéries le long de ces gradients.  

A l’échelle des populations et de la cellule ce sont les interactions inter- et intra- popu-

lations, les interactions abiotiques et la physiologie des bactéries qui auront un effet mesurable 

sur la dynamique et la composition des populations bactériennes (Figure 8).  
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Figure 8 : Bilan des échelles d’études des communautés bactériennes. 

(Adaptée de Cordero and Datta 2016). 

 

III.1) L’étude des bactéries à la micro-échelle. 
 

A l’échelle de la cellule, le sol est un environnement très hétérogène et complexe com-

posé de particules agrégées qui vont constituer un micro-habitat pour la cellule. Les bactéries 

au sein de ces structures poreuses sont à l’abri des changements globaux rapides de l’envi-

ronnement, mais sont aussi confrontées à un accès limité aux ressources, et donc à des phé-

nomènes de prédations, compétitions, coopérations pour l’accès aux différentes ressources 

(Van De Mortel and Halverson 2004 ; Chowdhury et al., 2013). Au sein des particules de sols, 

ces structures poreuses vont donc constituées des niches écologiques définies par leurs pro-

priétés physico-chimiques et structurales des agrégats de particules (facteurs abiotiques) mais 

également par le rôle joué par les organismes et leurs interactions (facteurs biotiques) au sein 

de ces structures (Figure 9).  
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 Afin d’étudier les microorganismes, et de caractériser la structure de ces particules 

à l’échelle millimètrique, de nombreuses techniques se sont développées au cours des vingt 

dernières années. L’amélioration des techniques de microscopie (MEB), l’apparition de tech-

niques telles que la micro-tomographie par ordinateur (Tippkötter et al., 2009) ou la résonance 

magnétique nucléaire (RMN) (Shi et al., 2017), les microélectrodes, et les techniques de spec-

trométrie (Heister et al., 2012 ; Wetterlind et al., 2010; Viscarra Rossel et al., 2007) ont permis 

d’augmenter notre capacité à caractériser les paramètres édaphiques des particules de sol 

étudiées. Parallèlement à l’évolution des techniques de caractérisation des particules, une 

amélioration des techniques de visualisation (fluorescence, hybridation in situ, microscopie) 

des bactéries a permis de dessiner des cartes en trois dimensions de leur localisation au sein 

de l’échantillon. 

 

Ainsi des études utilisant des techniques de fractionnement d’échantillons en sous uni-

tés telles que le tamisage (Ranjard and Richaume 2001) ou la microdissection (Grundmann 

and Normand 2000 ; Dechesne et al., 2003 ; Grundmann et al., 2001) ont permis d’échantil-

lonner des subdivisions d’agrégats, définis comme l’échelle la plus proche du micro-habitat. 

La combinaison de ces techniques avec l’épi-fluorescence et/ou la modélisation  a permis la 

visualisation d’une organisation hétérogène non stochastique sous la forme de plaques des 

bactéries au sein d’échantillons en trois dimensions (Raynaud and Nunan 2014 ; Vogel et al., 

2003 ; Nunan et al., 2003) (Figure 10). 

 

 

 Lors de ces études, les coordonnées de chaque sous-échantillon des agrégats sont 

enregistrées afin de créer des cartes 3D de la diversité génétique et fonctionnelle (Vogel et 

al., 2003 ; Gonod et al., 2003). Par exemple, une approche combinée de micro-dissection et 

de simulation a permis de révéler des zones de forte densité de bactéries oxydatrices du NO2, 

réparties non aléatoirement en différents points de l’échantillon (Grundmann et al., 2001). 

Jusqu’alors, l’étude classique avait seulement permis de situer les populations nitrifiantes 

(bactéries oxydantes du NO2 et du NH4
+)   dans le sol sans permettre de visualiser la répartition 

des sous populations jouant un rôle dans l’oxydation du NO2 ou du NH4
+, ainsi que les inter-

connections entre elles.  

 Les résultats obtenus au cours des études réalisées à une micro-échelle, ont permis 

d’affiner ces résultats et mettre en évidence au sein des sols, une organisation et une distri-

bution non homogène des bactéries oxydantes du NO2 et du NH4
+ avec des interconnections 

entre les différentes populations (Figure 11). 
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Figure 10 : Observation de la distribution au sein de couches minces et simulation en trois 
dimensions de la répartition bactérienne pour un échantillon de 100 mm3. 

 (A) La répartition spatiale en trois dimensions des bactéries à l’aide d’un microscope à épi-fluorescence 
dans des couches minces d’agrégats de sol a permis d’estimer que la distance inter-cellules est en 
moyenne de 12,46 µM avec une distance de 10,38 µM entre une cellule et ses voisines pour un échan-
tillon prélevé à une profondeur de 0 à 30 cm et de 29 µM pour des échantillons d’une profondeur supé-
rieure à 60 cm. (B) L’ensemble des données obtenu à partir des couches minces, ont permis de modé-
liser une répartition théorique en 3D d’une population bactérienne de 109 cellules/g-1 au sein d’un échan-
tillon de sol de 100 µm3. (Extraite de Raynaud and Nunan 2014). 
 

   

 

Figure 9 : Organisation de l’écosys-
tème « sol » à différentes échelles. 

L'habitat du sol semble homogène à 
l’échelle du millimètre (a), mais une hété-
rogénéité extrême est observée aux 
échelles proches de l’échelle de la cellule 
bactérienne (b), (c). A ces échelles, le sol 
correspond à une agrégation de micro- et 
macro-agrégats de compositions di-
verses (sable, limon, argile), formant une 
structure poreuse reliée par des canaux 
pouvant contenir de l’eau (bleu) ou d’air 
(blanc). Les différents pores peuvent être 
colonisés par des bactéries libres, des 
bactéries organisées en biofilm, des pro-
tozoaires, des champignons. Les racines, 
les hyphes mycéliens et les exo-polysac-
charides permettent de structurer cet en-
vironnement. (Adaptée de Vos et al. 
2013). 
 

B) A) 
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Figure 11 : Modélisation spatial de la répartition de bactéries oxydatrice du NO2. 

Chaque cube de 50 µm contient au moins une bactérie. La simulation a été réalisée sur un échantillon 
de 1mm3. (Adaptée de Grundman et al., 2001). 
 

 Toutefois bien que nos connaissances et techniques aient permis une meilleure vi-

sualisation de la distribution / répartition des bactéries à l’échelle de la cellule, la diversité 

génétique et fonctionnelle des bactéries en deçà de l’échelle du mètre est peu documentée 

(Vos et al., 2013). 

 

 

III.2) La diversité génétique et fonctionnelle bactérienne à la micro-
échelle 

 

 La plupart des études de diversité des microorganismes résultent d’approches de 

métagénomique à des échelles supérieures au mètre permettant de définir des unités taxono-

miques opérationnelles sur la base de l’identité nucléotidique de l’ARNr 16S. Seules quelques 

études, se sont intéressées à la diversité bactérienne à l’échelle du micro-habitat. 

 

 Afin d’illustrer l’apport des approches réalisées à l’échelle du micro-habitat sur nos 

connaissances de la diversité génétique et fonctionnelle des bactéries dans leur environne-

ment de vie, je m’appuierai sur les travaux réalisés sur Myxococcus xanthus (Vos and Velicer 

2006) et Streptomyces (Vetsigian et al., 2011). 

 

 Dans l’étude de Vos et Velicer, 78 isolats de la bactérie Myxococcus xanthus issus 

de 100 échantillons prélevés tous les centimètres au sein d'une parcelle de terrain 16*16 cm 

étaient indiscernables sur la base du séquençage des gènes ARNr 16S. Toutefois la réalisa-

tion d’un schéma MLST a permis de mettre en évidence, une diversité génétique avec 21 
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génotypes au sein de cette collection (Vos and Velicer 2006). Lors de cette étude, les auteurs 

ont ainsi mis en évidence que ces génotypes distincts étaient répartis au sein de la parcelle 

d’isolements de manière spécifique. Au sein d’un même échantillon, seul un génotype était 

retrouvé. La population de Myxococcus isolée à l’échelle du micro-habitat est donc constituée 

d’une multitude de groupes conspécifiques distincts. 

 

 Par la suite, plusieurs équipes ont caractérisé la diversité fonctionnelle de cette po-

pulation pour de multiples fonctions caractéristiques de cette espèce bactérienne. 

 

 Les bactéries Myxococcus xanthus sont des bactéries Gram négative connues pour 

leur style de vie sociale et leur cycle de vie complexe.  

 Ces organismes sont capables de se déplacer sur un support solide en groupes 

coordonnés nommés « essaim ». Dans l’environnement, ces essaims vont se déplacer à la 

recherche de matière organique ou d’autres bactéries. Les individus de l’essaim produisent 

alors des enzymes digestives leur permettant d’assimiler les nutriments.  

 En condition de carence nutritive ou de stress, les bactéries Myxococcus xanthus 

forment une structure nommée corps de fructification. Au sein de cette structure, une partie de 

la population va se différencier en endospore afin de résister au stress et une autre partie de 

la population va permettre le déplacement de cette structure à la recherche de nutriments 

(Figure 12). 

 Lorsque les conditions de vie sont favorables, les endospores germent et les bacté-

ries recommencent un nouveau cycle de vie (Zusman et al., 2007).  
 

 Lors de la caractérisation fonctionnelle de leur population, ces études ont mis en 

évidence sur la base de tests d'incompatibilité d’essaimage et de sporulation (Vos and Velicer 

2009), de test de motilité (Vos and Velicer 2008), du développement de leur organe de fructi-

fication (Kraemeret et al., 2010), de leur capacité de prédation (Morgan et al., 2010), et de 

production de métabolites secondaires (Krug et al., 2008) une grande diversité fonctionnelle 

entre et au sein des différents groupes conspécifiques.  

  

 Pour la capacité de sporulation par exemple, les auteurs ont montré que le mélange 

de deux clades MLST différents entraîne un effet négatif sur la capacité de sporulation des 

individus d’un des deux clades (Figure 13).  
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Figure 12 : Cycle de vie de Myxococcus xanthus 

En présence de nutriments, les individus au sein de groupes de cellules (essaims) vont se multiplier, et 
se déplacer à la recherche de nutriments (matière organique, bactérie). En condition de stress ou de 
carence, les cellules s’agrègent pour former des monticules puis des corps de fructifications. Au sein 
des corps de fructification, une fraction de la population se différencie pour former des endospores, 
alors que d’autres cellules au sein de cette structure vont assurer sa mobilité et se déplacer à la re-
cherche de nutriments. En présence de nutriments les spores germent et un nouveau cycle peut débu-
ter. (Adaptée de Zusman et al., 2007) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 13 : Effet sur l’efficacité de sporulation des souches  
Des cocultures entre des isolats (A23/A47/A96) extrêmement proches ont été réalisées et leur capacité 
à sporuler a été mesurée. Les barres blanches montrent l'effet (valeurs exprimées en log) du mélange 
sur la capacité à sporuler du premier isolat et les grises l’effet sur le second isolat. (Extraite de Vos et 
Velicer 2009) 
 

 Des résultats similaires ont été obtenus par (Fiegna and Velicer 2005), avec des 

isolats génétiquement divergents et isolés à partir de différentes localisations géographiques. 
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Les résultats de Vos et Velicer mettent en évidence, qu’une structuration jusqu’alors observée 

entre des populations différentes, pouvait être retrouvée au sein d’une population constituée 

de groupes d’individus conspécifiques. Ces résultats montrent qu’une structuration sociale fine 

entre différents génotypes existe dans l’environnement à l’échelle du micro-habitat.  

 

 De même, des travaux de Vestigian et al., visant à reconstruire des interactions bi-

partites en conditions de laboratoire sur 64 souches de Streptomyces isolées à partir d’un 

même grain de sol ou de grains isolés à une distance de 1 à 20 centimètres de distance ont 

également montré une diversité fonctionnelle importante au sein de cette population. (Figure 

14).  

 Des phénomènes d’inhibition, promotion de la croissance et de la sporulation ont été 

mis en évidence. L’équipe de Vestigian a remarqué qu’il y avait plus d’interactions entre les 

souches isolées du même grain par rapport à des souches provenant de deux grains diffé-

rents. Ces résultats révèlent que des phénomènes d’interactions semblent plus divers et nom-

breux au sein d’un même micro-habitat qu’entre microhabitats et reflètent comme pour Myxo-

coccus xanthus une diversité fonctionnelle cryptique, avec des profils d’interactions différents 

pour des souches présentant un même profil taxonomique.  

 

Les résultats de ces travaux ont permis de montrer qu’une identité au niveau de la 

séquence du 16S pouvait cacher des disparités aux niveaux génétique et fonctionnel. Ils ont 

également montré que cette variabilité existait entre des souches isolées sur des échelles 

spatiales courtes (inférieures au mètre). La distribution spatiale des bactéries à la micro-

échelle, est donc un facteur clé pour déterminer l’activité des microorganismes, leur potentiel 

à interagir (diversité fonctionnelle) et enfin comment la biodiversité et les fonctions peuvent 

évoluer et se maintenir (diversité génétique). 
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Figure 14 : Plateforme d’étude à haut débit d’interactions bipartites entre des souches de 
Streptomyces    

Une collection de 64 souches de Streptomyces provenant de quatre grains de sol échantillonnés à l’aide 
d’une aiguille (B) à une distance de 1 cm pour trois d’entre eux et 20 centimètres pour le quatrième ont 
été étudiés pour leur capacité à agir sur le développement phénotypique de souches provenant du 
même grain ou de grains différents. Pour cela (A) un filtre à pores fins est placé sur une surface d'agar 
dans une microplaque. Un tapis bactérien de la bactérie testée comme producteur de composés est 
réalisé. Le filtre est ensuite enlevé, laissant ainsi une gélose contenant les molécules excrétées par la 
souche. Le plug d’agar est ensuite complémenté en nutriments afin de compenser la consommation 
des nutriments du milieu par la bactérie productrice. La souche réceptrice est ensuite déposée sous la 
forme d’une goutte sur la gélose et sa croissance est suivie en time lapse afin de voir l’effet des molé-
cules produites sur son développement. Les résultats obtenus sont présentés en (C). La série (1) montre 
le time laps pour une souche qui a poussé sur une gélose ou aucune bactérie émettrice ne s’est déve-
loppée et sert donc de témoin de croissance. La série (2) présente un cas d’amélioration de la crois-
sance de la bactérie réceptrice par les composés libérés par la bactérie productrice. La série (3) pré-
sente un cas d’inhibition de la bactérie réceptrice par les composés libérés par la bactérie productrice. 
La série (4) présente un cas d’inhibition de la sporulation de la bactérie réceptrice par les composés 
libérés par la bactérie productrice. (Adaptée de Vetsigian et al., 2011) 
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III.4) Le genre Streptomyces 
 
III.4.1) Streptomyces et son cycle de vie 
 

Le genre Streptomyces fait partie de l’embranchement des actinobactéries (ou actinomy-

cètes) qui comprend d’autres genres tels que Mycobacterium, Corynebacterium, Nocardia, 

Rhodococcus et Frankia.  

Ce sont des bactéries Gram-positives, filamenteuses et sporulantes. Au niveau écolo-

gique, elles sont ubiquistes des sols et sont souvent reconnues comme faisant partie des con-

sortia bactériens impliqués dans la décomposition de matières organiques telles que la chitine 

ou la cellulose. A ce titre, elles ont donc un rôle prépondérant dans les composts (Song et al., 

2001) et dans les écosystèmes forestiers (Uroz et al., 2012, Bontemps et al., 2013) pour la 

réalisation du cycle du carbone. 

Ce genre bactérien est principalement connu et étudié pour sa capacité à produire une 

grande quantité de métabolites secondaires. Il a été estimé que 53% (8700 sur 16500) des 

antibiotiques connus sont produits par les Actinomycètes dont 40% (6550) par des espèces 

de Streptomyces (Bérdy 2005). En plus de la production des antibiotiques, les bactéries Strep-

tomyces sont responsables de la production d’un large répertoire enzymatique. La production 

des métabolites est régulée au cours de leur cycle de développement.  

 

Le cycle de vie des Streptomyces est atypique avec différents stades cellulaires par rapport 

à la plupart des bactéries (Champness 2000 ; Chater 1993 ; Elliot et al., 2008) (Figure 15). 

Son cycle cellulaire, débute par une spore qui germe et donne des hyphes. Les hyphes se 

développent de manière radiale et forme un réseau ramifié nommé mycélium végétatif. De 

nombreux stimuli et notamment une concentration en nutriments limitante induisent une diffé-

renciation morphologique du mycélium végétatif en mycélium aérien. Ce mycélium est com-

posé d’hyphes non ramifiés. La différenciation de ce dernier s’achève par une septation asyn-

chrone et par la formation de chainettes de spores qui sont la forme de résistance et de dis-

sémination des bactéries. Lorsque les conditions environnementales seront favorables un nou-

veau cycle de vie pourra débuter.  

 

Parallèlement à la différenciation morphologique se met en place une différenciation bio-

chimique, avec une forte activité du métabolisme secondaire et notamment la production d’an-

tibiotiques durant la différenciation du mycélium végétatif en mycélium aérien (Figure 16). 
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Figure 15 : Cycle de vie de Streptomyces  

Le cycle de vie de Streptomyces débute par la germination d’une spore. La spore donne un mycelium 
végétatif qui colonise le milieu (étape 0-2). Lorsque la quantité de nutriments disponible dans l’environ-
nement diminue, le mycélium végétatif se différencie en mycélium aérien (étape 3-4). C’est durant cette 
différenciation que la production des métabolites secondaire à lieu chez Streptomyces. Le mycelium 
aérien se différencie ensuite en chainette de spores et un nouveau cycle de vie peut recommencer 
(étape 5-6-7).  (Adaptée de http://home.hiroshima-u.ac.jp/mbiotech/hosenkin_lab/Strepto-E.html) 
 
 
 

 

Figure 16 : Illustration de la morphologie d’une colonie du genre Streptomyces et de la produc-
tion d’antibiotiques sur gélose. 
(Adaptée de Chater 2006). 

http://home.hiroshima-u.ac.jp/mbiotech/hosenkin_lab/Strepto-E.html
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III.4.2) Une organisation chromosomique atypique 
 

Le génome du genre Streptomyces est organisé sous la forme d’un chromosome linéaire 

de grande taille (6-12 Mb) riche en G+C (71 à 73%) (Lin et al., 1993). En plus d’un chromosome 

le génome de Streptomyces peut contenir des plasmides.  

Au sein du genre Streptomyces, les taux de mutations spontanées sont très élevés (Le-

blond and Decaris 1994; Volff and Altenbuchner 2000 ; Chen et al., 2002). Ainsi, des colonies 

dépigmentées apparaissent à une fréquence de 1% lorsque Streptomyces ambofaciens est 

cultivée sur gélose solide en conditions de laboratoire (Leblond et al., 1989). Ce phénomène 

est observé chez toutes les espèces de Streptomyces étudiées. 

Le chromosome de Streptomyces possède à ses extrémités des séquences répétées et 

inversées appelées TIR (pour Terminal Inverted Repeat) de composition et de taille variable, 

liées de manière covalente à des protéines sur l’extrémité 5’ (Chen et al., 2002). Des réarran-

gements correspondant à des délétions, des duplications ou des translocations de grands 

fragments d’ADN ont pu être corrélés à l’instabilité génétique (Birch et al.,1989 ; Leblond et 

al., 1991). Ces réarrangements ont lieu dans les régions terminales du chromosome linéaire. 

Ces régions ne sont pas essentielles à la croissance de la bactérie en conditions de labora-

toire. Un remaniement d’environ 1 Mb, a ainsi pu être observé chez Streptomyces lividans 

(Redenbach et al., 1993). De même, il a été estimé qu’environ 25% du génome soit environ 

2.3 Mb était non essentiel chez Streptomyces ambofaciens (Fischer et al., 1998).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 



32 
 

IV) Objectifs de la thèse  
 

Les objectifs de ce projet de thèse étaient de réaliser une collection de souches sympatriques 

appartenant au genre Streptomyces afin d’étudier la diversité génétique et fonctionnelle au 

sein d’individus très apparentés de Steptomyces.  

Pour cela mes travaux de thèse se sont appuyés sur trois grands axes de recherche : 

- Réaliser et caractériser la collection au niveau taxonomique, 

- Etudier les interactions biotiques entre les Streptomyces issus du même microha-
bitat, ainsi qu’avec d’autres genres provenant du même habitat, 

- Et initier l’étude de la variation génomique au sein d’une population de Strepto-
myces génétiquement cohésive par une approche de génomique comparative 

 

Parallèlement à ce projet, afin de valoriser des résultats sur la diversité taxonomique et fonc-

tionnelle d’une population de Streptomyces réalisé au laboratoire (Bontemps et al., 2013) un 

biosenseur de la dégradation précoce du bois a été développé.  

 

Pour la suite de ce manuscrit, les différents résultats seront présentés en deux chapitres dis-

tincts. 

 Pour le chapitre 1 portant sur la collection sympatrique, les résultats obtenus seront exposés 

en français (article en cours de rédaction). 

Pour la chapitre 2 portant sur le développement du biosenseur, les résultats seront présentés 

sous forme d’articles scientifiques. Ce chapitre se composera d’un état de l’art sur la notion de 

biosenseur et de la dégradation du bois dans une première partie. Puis, dans une deuxième 

partie, des résultats complémentaires sur le développement du biosenseur ainsi qu’un résumé 

des résultats en français seront fournis. 

Par la suite, les résultats de la partie diversité seront discutés dans une discussion générale 

et les perspectives à apporter seront détaillées. 
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I) Exploration de la diversité génétique et fonctionnelle d’une 
collection sympatrique de bactéries du genre Streptomyces  

 

I.1) Création d’une collection de Streptomyces 
 

Une collection de 129 souches a été réalisée à partir de 9 micro-agrégats de sol fores-

tier de l’ordre du mm3. Les agrégats ont été prélevés soit au contact avec le système racinaire 

d’un jeune plan de hêtre, soit au niveau du sol nu à 8 centimètres de la racine principale de 

l’arbuste selon le protocole décris dans le Matériel et Méthode (Figure MM3).  

Cette stratégie d’isolement a été mise en place afin d’isoler des souches sympatriques, 

c’est-à-dire qui partageaient la même zone géographique et étaient susceptibles d’avoir inte-

ragi avant isolement. Sur les 129 souches isolées, 46 ont été sélectionnées sur leur capacité 

à sporuler efficacement au laboratoire. Cette capacité a été choisie comme crible pour per-

mettre aux bactéries de réaliser leur cycle de vie au cours des expériences, faciliter leur con-

servation et leur mise en culture, ainsi que la réalisation de sporées quantifiées nécessaires à 

la réalisation d’expériences standardisées.  

I.2) Caractérisation taxonomique de la collection 
 
 
 La caractérisation taxonomique des 46 souches de la collection a été réalisée dans 

un premier temps par amplification PCR et séquençage du gène codant l’ARNr 16S. Une re-

cherche d’homologies de séquences à l’aide de l’algorithme BlastN sur le site NCBI ® a permis 

de confirmer que ces isolats appartenaient au genre Streptomyces. Une position taxonomique 

plus précise de ces Streptomyces a ensuite été obtenue par la construction d’un arbre phylo-

génétique selon la méthode de distance Neighbor-Joining (ou voisin le plus proche en français) 

en incluant également des séquences de souches de référence. Ces références ont été iden-

tifiées par BlastN comme les séquences nucléotidiques présentant les plus hautes identités 

avec toutes les séquences de la collection (Figure 17). 

 Les souches isolées se sont distribuées en 5 groupes phylogénétiques distincts bien 

supportés par l’analyse de bootstrap. Ces groupes étaient composés de souches présentant 

entre elles, ainsi qu’avec certaines autres souches de référence, des séquences partielles de 

993 nt identiques. L’identité de la séquence nucléotidique de l’ARNr 16S entre ces différents 

groupes est présentée dans le Tableau 1.  
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Figure 17 : Arbre phylogénétique sur la base du gène codant l’ARNr 16S pour les 46 souches de 
la collection 
 
L’arbre a été construit par la méthode de distance Neighbor-Joining et corrigé avec la méthode Kimura 
2-parameter. La robustesse des branches a été statistiquement éprouvée par 100 répliques de boot-
strap. Seules les valeurs de bootstrap supérieures à 70 % sont indiquées. Toutes les positions conte-
nant des gaps ont été éliminées. 993 positions ont été utilisées pour générer l’arbre.  L’échelle repré-
sente le nombre de substitutions par nucléotide. L’arbre a été enraciné sur des séquences du gène 
codant l’ARNr 16S du genre Kitasatospora et chaque groupe contient une souche de référence. S. = 
Streptomyces ; K. = Kitasatospora 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Groupe 1 

Groupe 3 

Groupe  2 

Groupe 4 

Groupe 5 
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Tableau 1 :  Matrice d’identité de séquences en nucléotides du gène codant pour l’ARNr 16S 

 Groupe 1 Groupe 2 Groupe 3 Groupe 4 Groupe 5 
Groupe 1  97,6 % 97,1 % 97,4 % 97.3 % 

Groupe 2   97,8 % 98,7 % 99.1 % 

Groupe 3    98,4 % 98.7 % 

Groupe 4     99.5 % 

Groupe 5      

Les séquences nucléotidiques de souches représentatives de chaque groupe ont été alignées. Une 
matrice d’identité a été construite à l’aide du logiciel Bioedit. La matrice a été construite sur 993 posi-
tions. 
 

 Sur les quarante-six souches de la collection, trois ont été retrouvées dans le groupe 

1, sept dans le groupe 2, deux dans le groupe 3, deux dans le groupe 4, et trente-deux dans 

le groupe 5. Les identités en ARNr 16S entre groupes, leurs positions phylogénétiques res-

pectives et la présence d’espèces de référence en leur sein suggère qu’ils pourraient poten-

tiellement représenter des espèces différentes.  

 

 Le degré de clonalité des 46 souches au sein des cinq groupes définis en ARNr 

16S a été mesuré par une analyse de MLST (Multilocus sequencing typing) en suivant le 

schéma défini par (Guo et al., 2008) qui se base sur cinq gènes de ménage (recA, trpB, gyrB, 

rpoB et atpD).  Après amplification et séquençage, la comparaison de ces séquences a permis 

de définir 23 profils alléliques (Tableau Annexe 1).  

Une phylogénie réalisée avec les séquences concaténées (3184 pb) (Figure 18) a con-

firmé la monophylie des cinq groupes observés en ARNr 16S. Les profils MLST obtenus ont 

permis de mettre en évidence au sein des différents groupes phylogénétiques une diversité 

intraspécifique avec trois profils alléliques pour le groupe ARNr 16S numéro 1, cinq pour le 

groupe 2 et deux pour les groupe 3 et 4. Le groupe 5 représentait à lui seul 70 % des isolats 

(n=32).  

Bien que onze profils alléliques aient été identifiés dans ce groupe, des mesures de 

distance génétique ont révélé que l’identité en nucléotide des séquences concaténées (3184 

pb) était élevée (99.88%), dû au fait que les profils alléliques ne différaient que de quelques 

nucléotides sur l’ensemble des gènes. De même, la distance génétique moyenne entre les 

différents profils alléliques était de 0.001, ce qui est largement inférieur au seuil de 0.007 qui 

permet la délinéation de deux espèces génomiques (Rong and Huang 2010).  

Ces résultats indiquent que les 32 souches du groupe 5 appartenaient à la même es-

pèce et que leur diversité intraspécifique est faible, suggérant que ces souches formaient une 

population génétiquement cohésive avec un temps évolutif court depuis leur dernier ancêtre 

commun. 
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Figure 18 : Analyse MLST pour les 46 souches de la collection 
 
L’arbre a été construit selon la méthode de distance Neighbor-Joining et corrigé avec la méthode Kimura 
2-parameter. Les séquences nucléotidiques partielles des gènes recA (552 pb), rpoB (727 pb), trpB 
(473 pb), atpD (570 pb) et (gyrB 865 pb) ont été concaténées (3184 positions) et utilisées pour générer 
l’arbre. La robustesse des branches a été statistiquement éprouvée par 100 répliques de bootstrap. 
Seules les valeurs de bootstrap supérieures à 70 % sont indiquées. Toutes les positions contenant des 
gaps ont été éliminées. L’échelle représente le nombre de substitution par nucléotide. S. = Strepto-
myces.  Les souches en rouge correspondent aux souches sélectionnées pour la campagne de séquen-
çage selon la technologie paired-end. 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Groupe 1 

Groupe  3 

Groupe 2 

Groupe  4 

Groupe 5 
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I.3) Caractérisation fonctionnelle de la collection 
 

Les bactéries du genre Streptomyces sont ubiquistes des sols et sont largement étu-

diées pour leur capacité à produire des métabolites secondaires. Si l’Homme a largement dé-

tourné ces molécules à son profit (un tiers des antibiotiques utilisés en médicine proviennent 

des bactéries de ce genre (Bérdy 2005)), elles peuvent avoir dans les sols un rôle antagoniste 

très important contre d’éventuels compétiteurs et ainsi participer à la structuration des com-

munautés bactériennes du sol.  

Au niveau écologique, le large répertoire enzymatique des Streptomyces revêt égale-

ment une grande importance pour le recyclage de la matière organique. Il leur permet, par 

exemple, de dégrader des biopolymères tels que la cellulose, les hémicelluloses et la lignino-

cellulose dans les écosystèmes forestiers et ainsi participer au cycle biogéochimique du car-

bone (Ramachandra et al., 1987 ; Ramachandran 1988 ; Bruce et al., 2010 ; Mason et al., 

2001 ; Adams et al., 2011 ; Amore et al., 2012 ; Bontemps et al., 2013). Ces capacités per-

mettent notamment aux Streptomyces de dominer certaines communautés microbiennes cel-

lulolytiques (Ulrich et al., 2008) et des ajouts de cellulose et de lignine en mesocosmes peut 

augmenter leur densité plus que l’ajout de glucose (Schlatter et al., 2009).  

A ce titre, l’exploration des capacités fonctionnelles quant à leur production d’antibio-

tique et leur capacité cellulolytiques a été entre entreprise. 

 

 

I.3.1) La capacité cellulolytique est répandue au sein de la collec-
tion. 

 
 
 Afin de cribler la capacité cellulolytique des 46 isolats de la collection, un premier crible 

basé sur la capacité à dégrader la carboxymethylcellulose (CMC) a été réalisé sur milieu gé-

losé. La CMC n’est pas une forme cristalline de la cellulose et reste assez facile à dégrader. 

Ce type de test est en revanche utilisé comme un premier crible en amont de la recherche 

d’activités cellulolytiques plus importantes pouvant, par exemple, être valorisées ultérieure-

ment en industrie. 

Sur les 46 souches testées, des zones d’hydrolyse de la CMC ont été visualisées pour 

40 d’entre elles (87%) (Tableau 2 et Figure 19), démontrant que la capacité cellulolytique était 

répandue dans notre collection et que ces isolats pouvaient potentiellement participer au re-

cyclage de la matière organique dans les systèmes forestiers.  
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Tableau 2 : Bilan des capacités carboxyméthylcellulases des souches de Streptomyces.  

   Dégradation de la CMC 
Souches ARNr 16S (a) ST (b) H/C (c) Profils de dégradation 
RLA2-7 1 1 1.6 ++ 
RLA4-6 1 2 0.0 - 
RPA4-5 1 3 0.0 - 
RLA2-32 2 4 2.4 +++ 
S1D4-11 2 4 2.0 +++ 
RLB1-30 2 5 0.0 - 
RPA4-2 2 6 2.4 +++ 
RPA4-30 2 6 2.5 +++ 
RLB1-33 2 7 2.4 +++ 
RLB1-32 2 8 2.3 +++ 
RLB3-3 3 9 0.0 - 
RLB3-4 3 10 0.0 - 
S1D4-13 4 11 1.7 ++ 
S1D4-5 4 12 2.6 +++ 
RLA2-12 5 13 1.4 + 
RLA2-9 5 14 1.5 + 
RLA2-5 5 15 1.6 ++ 
RLB1-8 5 15 1.6 ++ 
RLB1-10 5 15 1.6 ++ 
RLB3-5 5 15 1.8 ++ 
RLB3-12 5 15 1.8 ++ 
RLB3-15 5 15 2.0 +++ 
RPA4-3 5 15 1.8 ++ 
RPA4-4 5 15 1.5 + 
RPA4-6 5 15 1.6 ++ 
S1D4-10 5 15 0.0 - 
S1D4-17 5 15 1.6 ++ 
S1D4-18 5 15 1.5 + 
S1D4-20 5 15 1.4 + 
RLB1-9 5 16 1.4 + 
RLB3-17 5 16 1.6 ++ 
S1A1-3 5 16 1.3 + 
S1A1-8 5 16 1.8 ++ 
S1A1-9 5 16 2.0 +++ 
S1A1-16 5 16 1.3 + 
S1A1-18 5 16 1.6 ++ 
S1D4-14 5 16 1.5 + 
S1A1-19 5 17 1.6 ++ 
RLA2-11 5 18 1.7 ++ 
RLB3-6 5 18 1.7 ++ 
S1D4-23 5 19 1.6 ++ 
RLB1-7 5 20 2.0 +++ 
S1A1-7 5 20 1.8 ++ 
RLA2-35 5 21 1.3 + 
RLB1-16 5 22 1.5 + 
S1A1-12 5 23 1.6 ++ 

(a) Groupes ARNr 16S. (b) Profils de MLST. (c) La croissance sur CMC a été appréciée par l’observa-
tion d’un halo de dégradation après une coloration du milieu avec du rouge congo. Les activités cellu-
lolytiques des souches ont été comparées par le calcul du rapport (Diamètre du halo/Diamètre de la 
colonie). Le sigle « - »    correspond à une absence de dégradation (H/C=0). Les sigles « + » « ++ » « 
+++ » correspondent respectivement à une dégradation légère (0<H/C<1.5), une dégradation moyenne 
(1.5<H/C<2), et une dégradation forte (H/C>2). 
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Figure 19 : Répartition phylogénétique de la capacité de dégradation de la CMC 

L’arbre a été construit selon la méthode de distance Neighbor-Joining et corrigé avec la mé-
thode Kimura 2-parameter. La robustesse des branches a été statistiquement éprouvée par 100 ré-
pliques de bootstrap. Seules les valeurs de bootstrap supérieures à 70 % sont indiquées. Toutes les 
positions contenant des gaps ont été éliminées. 993 positions ont été utilisées pour générer l’arbre et 
l’échelle représente le nombre de substitutions par nucléotide. L’arbre a été enraciné sur des séquences 
du gène codant l’ARNr 16S du genre Kitasatospora et chaque groupe contient une souche de référence. 
S. = Streptomyces ; K. = Kitasatospora. Les souches en rouge correspondent à des souches qui ne 
dégradent pas la CMC ; en jaune qui dégradent légèrement la CMC (0<H/C<1.5), en bleu qui dégradent 
moyennement la CMC (1.5<H/C<2) et en vert qui dégradent fortement la CMC (H/C<2). 
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Chez les bactéries aérobies, la dégradation de la cellulose se fait par la sécrétion d’en-

zymes dans le milieu extracellulaire. L’efficacité des capacités cellulolytiques peut ainsi être 

comparée entre souches en mesurant un rapport (H/C) [(diamètre du halo) / (diamètre de la 

colonie)] (Huang et al., 2012). Plus une souche aura une zone de dégradation importante, plus 

son rapport sera élevé et plus elle sera considérée comme efficace.  

 

Le calcul de ce rapport pour les 40 souches cellulolytiques de notre collection a permis 

de mettre en évidence que l’efficacité de dégradation dans les conditions testées était variable 

au sein d’un même groupe phylogénétique (Tableau 2 et Figure 19). Par exemple, pour les 32 

souches du groupe 5, la souche S1D4-10 ne présentait pas de dégradation, onze souches 

possédaient une activité faible de dégradation (H/C<1.5), dix-sept une activité moyenne 

(1.5<H/C<2) et trois une dégradation importante (2<H/C). Ce type de variation est également 

observé pour des profils MLST identiques. Par exemple, au sein du profil 15 qui comprend 

treize souches, une souche ne présentait pas de dégradation, trois possédaient une activité 

faible (H/C<1.5), huit une activité moyenne (1.5<H/C<2) et une souche une dégradation im-

portante (2<H/C). Ces différences suggèrent que des souches supposées clonales par la 

MLST et donc susceptibles de posséder les mêmes capacités métaboliques pouvaient non 

seulement présenter des différences dans l’intensité d’une fonction métabolique, mais égale-

ment la posséder ou non.  

 

I.3.2) Criblage de la capacité d’inhibition par la production de mé-
tabolites secondaires. 

 
La capacité inhibitrice des souches de la collection a été criblée dans un premier temps 

par la réalisation de tests de bio-activité contre trois souches de laboratoire couramment utili-

sées : Bacillus subtilis ATCC 6633 et Micrococcus luteus (Gram positives) et Escherichia coli 

DH5α (Gram négative). Aucune inhibition de croissance de E. coli n’a été observée dans les 

conditions testées (Tableau 3). En revanche, des zones d’inhibition de croissance de B. subtilis 

et M. luteus ont été respectivement observées pour 28 et 21 des 46 souches testées. De 

manière intéressante des souches appartenant à un même groupe phylogénétique ont pré-

senté des profils d’inhibition différents lors de ces premiers tests. Comme pour les tests de 

dégradation de la cellulose, ces résultats semblaient suggérer que des souches non différen-

tiables ou très proches sur la base de marqueurs taxonomiques pouvaient présenter une va-

riabilité de production de métabolites.  
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Tableaux 3 : Bilan des tests d’antibiose par les souches de la collection de Streptomyces sur les 
souches de références 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Les cases noires représentent une inhibition de croissance de la souche indicatrice et les cases 
blanches une absence d’effet. Bs. :  B.subtilis , Ml. : M. luteus ; Ec : E.coli  

 

 

   Souches indicatrices 
Souches Groupes 16S Profils MLST Bs Ml Ec 
RLA2-7 1 1    
RLA4-6 1 2 0 0 0 
RPA4-5 1 3  0 0 
RLA2-32 2 4 0 0 0 
S1D4-11 2 4   0 
RLB1-30 2 5 0 0 0 
RPA4-30 2 6 0 0 0 
RPA4-2 2 6 0 0 0 
RLB1-33 2 7 0 0 0 
RLB1-32 2 8 0 0 0 
RLB3-3 3 9 0 0 0 
RLB3-4 3 10 0 0 0 
S1D4-13 4 11 0  0 
S1D4-5 4 12 0 0 0 
RLA2-12 5 13 0 0 0 
RLA2-9 5 14    
RLA2-5 5 15  0 0 
RLB1-10 5 15  0  
RLB1-8 5 15    
RLB3-12 5 15 0 0 0 
RLB3-15 5 15  0 0 
RLB3-5 5 15  0 0 
RPA4-3 5 15    
RPA4-4 5 15  0  
RPA4-6 5 15  0 0 
S1D4-10 5 15 0 0 0 
S1D4-17 5 15 0 0 0 
S1D4-18 5 15 0 0 0 
S1D4-20 5 15 0 0 0 
RLB1-9 5 16   0 
RLB3-17 5 16    
S1A1-16 5 16   0 
S1A1-18 5 16   0 
S1A1-8 5 16   0 
S1A1-9 5 16   0 
S1A1-3 5 16    
S1D4-14 5 16 0 0 0 
S1A1-19 5 17   0 
RLA2-11 5 18   0 
RLB3-6 5 18   0 
S1D4-23 5 19   0 
S1A1-7 5 20   0 
RLB1-7 5 20   0 
RLA2-35 5 21    
RLB1-16 5 22    
S1A1-12 5 23   0 
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Afin, d’étudier plus en détail cette production différentielle de métabolites, dix-sept 

souches identiques en ARNr 16S et représentant différents profils alléliques du groupe 5 ont 

été sélectionnées. Pour ces tests, trois souches indicatrices isolées du même sol que les 

souches de Streptomyces ont été utilisées. Ces indicatrices ont été choisies plutôt que des 

souches types afin de tenter de se rapprocher d’interactions ayant pu se produire dans l’envi-

ronnement. Ces souches indicatrices ont été caractérisées par séquençage du gène codant 

l’ARNr 16S et appartenaient aux genres Micrococcus, Bacillus et Paenisporosarcina. La pro-

duction de métabolites chez les Streptomyces pouvant être influencée par les conditions de 

culture en laboratoire, trois milieux ont été utilisés (MP5, GA et R2). Nos résultats ont bien 

illustré ce phénomène avec l’observation d’inhibitions de croissance sur milieu GA et R2, mais 

aucune sur MP5 (Tableau 4). 

 

Ces tests qui représentaient 228 interactions différentes ont confirmé la production dif-

férentielle de métabolites chez des souches partageant des séquences 16S ARNr identiques. 

Par exemple, sur milieu GA, dix souches ont inhibé les trois souches indicatrices quand les 

sept autres n’en n’ont inhibé aucune. Ce premier résultat sur GA pourrait être le fruit d’un 

unique métabolite présent chez les souches inhibitrices et absent chez les autres souches du 

groupe. Toutefois, les résultats sur R2 suggèrent que plusieurs métabolites pourraient être en 

fait impliqués.  

 

En effet, Micrococcus a par exemple été inhibé chez l’ensemble des souches produc-

trices sur GA mais jamais sur milieu R2, alors qu’une inhibition de Bacillus et/ou Paenisporo-

sarcina était encore observée sur ce dernier. Ceci implique que le métabolite inhibant ces deux 

dernières souches était probablement différent entre les milieux GA et R2. Au sein de souches 

appartenant à un même ST, il a également été constaté des profils d’inhibition différents. Par 

exemple, au sein du ST16 représenté par 4 souches, aucune d’entre elles n’a présenté le 

même profil d’inhibition sur l’ensemble des expériences.  

 

Bien que n’ayant combiné ici qu’un nombre de milieux de culture et de souches indica-

trices peu nombreux, nous avons pu confirmer que la capacité à inhiber d’autres souches était 

répandue chez les Streptomyces. Le fait que certaines souches indicatrices provenaient du 

même sol que les Streptomyces soulignent le fait que ces métabolites peuvent avoir un effet 

de structuration sur d’éventuels compétiteurs présents dans la même niche. La présence de 

profils variés a de plus suggéré que plusieurs molécules étaient susceptibles d’être produites 

par une même souche et que les métabolites produits pouvaient être différents entre isolats. 
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Tableau 4 : Bilan des tests d’antibiose par les 17 souches du groupe 5 sur les souches environ-
nementales 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Les cases noires représentent une inhibition de croissance de la souche indicatrice et les cases 
blanches une absence d’effet. B. :  Bacillus sp., P. : Paenisporosarcina sp., M. : Micrococcus sp. 

 

I.3.3) Crible de la capacité d’inhibition des souches de Strepto-
myces en intra et inter-groupes 
 

Ayant mis en évidence que les Streptomyces de la collection pouvaient inhiber des 

souches d’autres genres provenant du même sol, nous nous sommes intéressés aux consé-

quences de la production de ces métabolites secondaires entre souches de Streptomyces 

provenant d’une même population (intragroupe ARNr 16S) ou de la même communauté (in-

tergroupes).  

 

Pour ce faire, 2116 interactions bipartites entre les 46 souches de la collection ont été 

réalisées. Brièvement, une goutte de sporée de la souche productrice a été déposée et incu-

bée trois jours sur boite de pétri. Une goutte de sporée de la souche indicatrice a ensuite été 

déposée à deux millimètres de la souche productrice et les phénotypes d’inhibition observés 

après sept jours. Une altération significative du phénotype de la souche (croissance ou sporu-

lation de la souche) par rapport au phénotype observé pour la souche cultivée seule a été 

  Souches indicatrices 

Souches Profils MLST Milieu GA Milieu MP5 Milieu R2 
  B. P. M. B. P. M. B. P. M. 

RLB1-10 15          
RLB1-8 15          
RLB3-12 15          
RLB3-5 15          
S1D4-10 15          
S1D4-20 15          
RLB1-9 16          
RLB3-17 16          
S1A1-3 16          
S1D4-14 16          
S1A1-19 17          
RLB3-6 18          
S1D4-23 19          
RLB1-7 20          
S1A1-7 20          
RLB1-16 22          
S1A1-12 23          
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considérée comme une interaction antagoniste. Une absence d’altération du phénotype de la 

souche indicatrice correspondait à une interaction neutre (Figure 20) 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 20 : Illustration des interactions bipartites entre les souches de Streptomyces 
 
La souche indicatrice (1) a été déposée trois jours avant les souches indicatrices (2), (3), (4). Le phé-
notype de la bactérie indicatrice est observé après sept jours de croissance en comparaison avec le 
phénotype de la souche seule (partie gauche de la figure). Soit aucun effet de la bactérie émettrice (A) 
sur la bactérie réceptrice est observé. Soit (B) la bactérie productrice inhibe ou altère la sporulation et 
la croissance et/ou altère la croissance de la bactérie indicatrice. La croissance de la souche indicatrice 
a été comparée avec la croissance de la souche seule. 
 

Sur les 2116 interactions réalisées, 494 interactions antagonistes (23 %) et 1622 inte-

ractions neutres (77 %) ont été observées (Tableau 5). En moyenne, les souches de la collec-

tion en ont inhibé 5 et seules deux n’ont pas eu de phénotype inhibiteur (Tableau 5). Six 

souches (RLB3-3, RLA2-12, RLB1-32, RPA4-5, RLB1-33 et S1D4-5) appartenant à 4 groupes 

phylogénétiques différents ont inhibé quasiment l’ensemble des autres souches (en moyenne 

44 des 46) (Figure 21).  

Cette capacité à inhiber la croissance de la grande majorité des souches indicatrices 

utilisées a déjà été défini sous le terme de « super-killer » (Schlatter and Kinkel 2015).  Sur les 

46 souches, 24 profils d’inhibition uniques ont été identifiés, indiquant une grande diversité de 

production. Des analyses similaires ont ensuite été effectuées du point de vue de la capacité 

à résister aux métabolites produits par les autres souches et dix-sept profils de sensibilité 

uniques ont été observés. Aucune souche de la collection n’a été capable de résister à l’en-

semble des autres souches et sept ont été inhibées par la majorité des isolats de la collection. 

En moyenne, une souche a été inhibée par 5 autres (en excluant les super-killers de l’analyse).  
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Tableau 5 : Tableau bilan des interactions bipartites entre les souches du genre Streptomyces de la collection 
 
Les cases blanches représen-
tent le fait que la souche produc-
trice n’a pas d’effet sur la sporu-
lation ou la croissance de la 
souche réceptrice. Les cases 
noires représentent une interac-
tion antagoniste sur la crois-
sance ou la sporulation. Les ob-
servations du phénotype de la 
souche réceptrice ont été réali-
sées après sept jours de co-cul-
tures des souches productrices 
et réceptrices et en comparaison 
avec une boite témoin sans la 
souche productrice. Les résul-
tats présentés ont été réalisés en 
duplicat. P.a.=Profils alléliqus 
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RLA2-7 1 1                                               
RLA4-6 1 2                                               
RPA4-5 1 3                                               
RLA2-32 2 4                                               
S1D4-11 2 4                                               
RLB1-30 2 5                                               
RPA4-30 2 6                                               
RPA4-2 2 6                                               
RLB1-33 2 7                                               
RLB1-32 2 8                                               
RLB3-3 3 9                                               
RLB3-4 3 10                                               
S1D4-13 4 11                                               
S1D4-5 4 12                                               
RLA2-12 5 13                                               
RLA2-9 5 14                                               
RLA2-5 5 15                                               
RLB1-8 5 15                                               
RLB1-10 5 15                                               
RLB3-5 5 15                                               
RLB3-12 5 15                                               
RLB3-15 5 15                                               
RPA4-3 5 15                                               
RPA4-4 5 15                                               
RPA4-6 5 15                                               
S1D4-10 5 15                                               
S1D4-17 5 15                                               
S1D4-18 5 15                                               
S1D4-20 5 15                                               
RLB1-9 5 16                                               
RLB3-17 5 16                                               
S1A1-3 5 16                                               
S1A1-8 5 16                                               
S1A1-9 5 16                                               
S1A1-16 5 16                                               
S1A1-18 5 16                                               
S1D4-14 5 16                                               
S1A1-19 5 17                                               
RLA2-11 5 18                                               
RLB3-6 5 18                                               
S1D4-23 5 19                                               
RLB1-7 5 20                                               
S1A1-7 5 20                                               
RLA2-35 5 21                                               
RLB1-16 5 22                                               
S1A1-12 5 23                                               
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Figure 21 : Représentation des profils inhibiteur/sensibilité des souches de la collection. 
 
L’axe des abscisses représente le nombre de souches inhibées pour chaque souche productrice. L’axe 
des ordonnées représente le nombre de fois où les souches sont inhibées en tant que souches récep-
trices. La zone entourée en rouge contient 35 souches appartenant aux groupes 1,2,3,4 et 5 et ayant 
des profils inhibiteur/inhibé non différentiables sur le graphique. Les souches représentées en rouge 
appartiennent au groupe 1, en vert au groupe 2, en orange au groupe 3, en bleu au groupe 4, et en noir 
au groupe 5.  
 

Sur l’ensemble des souches, les profils d’inhibition et de sensibilité observés étaient 

bimodaux, c’est-à-dire que les isolats inhibaient et/ou résistaient soit à une majorité soit à une 

minorité de souches et aucun profil intermédiaire n’a été observé. Résistance et sensibilité 

semblaient être indépendants, ce qui s’est traduit par quatre schémas d’interaction distincts 

(Figure 21). Ce type d’interaction bimodal confirme des résultats obtenus par Vetsigian et al., 

(2011).  Une variabilité du métabolome secondaire chez des souches partageant des mêmes 

séquences 16S ARNr a déjà été mis en évidence chez des souches isolées de lichens ou de 

grains de sol (Antony-Babu et al., 2017 ; Vetsigian et al., 2011). Le gène codant l’ARNr 16S 

apparait donc comme un mauvais indicateur de la production de métabolites et ne permet pas 

de refléter les propriétés écologiques d’isolats pouvant pourtant être considérés comme simi-

laires. Dans notre étude, cette variabilité a également été observée à un niveau phylogéné-

tique plus fin pour des souches de même profil allélique et provenant d’une même niche éco-

logique, indiquant que même au sein d’une population cohésive une production différentielle 

de métabolites peut être observée. Ceci suggère que la vitesse d’évolution de ces populations 

est suffisamment rapide pour créer des variants avec des capacités d’inhibition et de résis-

tance différents. En conséquence les communautés et populations de Streptomyces ne repré-

senteraient pas un état écologique stable, mais seraient dynamiques au niveau éco-évolutif.  
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Toutefois, au sein du groupe 5, on peut constater qu’à l’exception de la souche super-

killeur, les souches n’ont pas été capables de s’inhiber entre elles et ce malgré une production 

de métabolites différents (10 profils distincts). Cela suggère que des antibiotiques produits 

uniquement par certaines souches pourraient profiter à l’ensemble de la population car l’en-

semble de ses représentants y sont résistants.  

 

Cette notion de biens communs peut être étendue à nos résultats sur les capacités 

cellulolytiques. La dégradation de la cellulose se faisant de manière extra-cellulaire, elle abou-

tit à des formes de sucres facilement assimilables par des souches non cellulolytiques. La 

présence dans une communauté de souches avec des capacités cellulolytiques efficaces 

pourrait donc profiter à la communauté via des interactions syntrophiques. Les populations 

bactériennes pourraient donc trouver une forme d’équilibre au niveau populationnel et avoir 

un fitness augmenté en réalisant des fonctions de façon coopérative plutôt que seules. Toute-

fois, il est intéressant de constater qu’au sein de ce cadre, il existe des souches super-killers, 

capables d’inhiber l’ensemble des individus de la population. Nos résultats ont été réalisés au 

laboratoire et ne permettent d’avoir une description totale de ce qui se passe dans le sol qui 

est un environnement très complexe. Toutefois, il intéressant de s’interroger comment des 

souches super-killers peuvent coexister au sein d’une population. Les souches sensibles arri-

vent-elles à les réguler d’une façon ou d’une autre ? Sont-elles de futurs clones émergeant 

d’une nouvelle population en devenir ? 

   

I.4) Etude de la diversité génétique au sein d’une population de Strepto-
myces 

 
Les résultats de caractérisation taxonomique et fonctionnelle ont mis en évidence au sein de 

notre communauté 5 groupes phylogénétiques composés de souches non différentiables sur 

la base du gène codant l’ARNr 16S, voire de la MLST mais qui présentaient néanmoins une 

diversité intraspécifique et fonctionnelle. Une approche de génomique été entreprise au cours 

de cette thèse, notamment sur le groupe 5 qui comprenait un grand nombre d’isolats, afin de 

comprendre sur quelles bases génétiques reposait cette diversité  

 
I.4.1) Stratégie de séquençage  
 

Dix-sept souches sur les trente-et-unes du groupe 5 ont été sélectionnées pour le sé-

quençage. Le choix des souches a notamment été dirigé en fonction de leur profil MLST et de 

leur diversité fonctionnelle. Leur génome a été séquencé par la technologie Illumina (banques 
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paired-ends) (Figure 22). Les résultats de séquençage et de l’assemblage réalisés sont pré-

sentés dans le Tableau Annexe 2. Afin de comparer les génomes obtenus, une approche 

basée sur l’alignement des lectures du séquençage paired-end sur un génome de référence 

a été développée en collaboration avec Jean Noel Lorrenzi et Olivier Lespinet, respectivement 

doctorant et Directeur de recherche à l’Institut de Biologie Intégrative de la Cellule (I2BC), 

Paris Saclay. 

 La souche RLB1-8 a été choisie comme souche de référence car elle présentait de 

bonnes statistiques de séquençage dès l’approche paired-end. Son génome a ensuite été re-

séquencé en mate-pair afin de permettre un assemblage de bonne qualité de son génome. 

L’assemblage du génome à partir des lectures obtenues à partir de ces deux banques a permis 

de réduire le nombre de contigs de 1285 à 142 pour le génome de RLB1-8 (11,706 kb). Les 

caractéristiques du chromosome de RLB1-9 sont présentées dans le Tableau Annexe 3. Les 

contigs produits ont ensuite été organisés par alignement (Artemis Comparison Tool, ACT) 

avec le génome de Streptomyces avermitilis MA 4680 qui présentait la plus forte parenté avec 

la souche RLB1-8 (99% d’identité du gène ARN 16S) en faisant l’hypothèse d’une forte con-

servation de l’ordre des gènes entre ces espèces. Seuls 191 kb organisés en vingt contigs 

n’ont pas pu être organisés avec cette approche et ont été considérés comme spécifiques à 

la souche RLB1-8. Ces vingt contigs ont donc été placés à l’extrémité du chromosome. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figures 22 : Schéma bilan de la stratégie de séquençage.  

Une analyse phylogénétique et fonctionnelle des 46 souches de la collection a été réalisée. Sur la base 
des résultats obtenus, dix-sept souches du groupe phylogénétique 5 ont ensuite été séquencées selon 
la technologie Illumina (banques paired-ends). Afin de pouvoir comparer les génomes obtenus, le gé-
nome de la souche RLB1-8 a ensuite été re-sequençée selon la technologie mate pair, assemblée et 
ordonnée en utilisant la souche de référence S. avermitilis MA4680 comme référence. Les reads des 
autres souches séquencées en paired-end ont alors été mappés sur la souche de référence RLB1-8 
afin de déterminer les régions spécifiques à cette souche. 

46 Souches sporulantes de la 
collection de Montier-Sur-

Saulx 

Analyse phylogénétique : ARNr 16S et MLST 
Analyse fonctionnelle : CMC et antibiose 

Une souche en séquen-
çage mate-pair (RLB1-8) 

Assemblage RLB1-8 
avec S.avermitilis MA-

4680 

Mapping des reads paired-
end des autres souches sur 

RLB1-8 assemblé  

Détection des régions géno-
miques spécifiques à RLB1-8 

17 souches en séquençage 
paired-end 
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I.4.2) Identification de variations génomiques entre souches par 
génomique comparative 
 

Les lectures du séquençage (reads) paired-end de chaque souche ont été alignées sur 

le génome de RLB1-8 à l’aide de l’outil Bowtie2 (Langmead et Salzberg 2012). Seules les 

régions spécifiques de RLB1-8 de plus de 10 kb pour lesquelles aucune lecture ne s’alignait 

ont été visualisées à l’aide du logiciel R version 3.3.2 (Figure 23). En effet l’observation de 

régions spécifiques d’une taille plus faible aurait pu correspondre à des régions mal séquen-

cées, ou à un problème d’assemblage des contigs de petites tailles au sein de la référence. 

Cette analyse a permis de mettre en évidence la présence de régions spécifiques chez la 

souche de référence par rapport à la plupart des autres souches (Tableau 6).  

 
Tableaux 6 : Quantité d’ADN spécifique à la souche de référence 

Souches Quantité d'ADN spécifique (en kb) Nombre de blocs spécifiques Profil MLST 
RLB3-5 0 0 15 
RLB1-10 61 4 15 
S1D4-14 72 1 15 
S1D4-20 72 1 15 
S1D4-10 100 2 15 
RLB3-17 318 8 16 
RLB1-9 365 9 16 
S1A1-3 386 11 16 
RLB1-16 551 14 22 
S1A1-12 610 13 23 
RLB1-7 620 12 20 
RLB3-6 627 22 18 
S1D4-23 699 27 19 
S1A1-19 732 22 17 
RLB3-12 992 2 15 
S1A1-7 1 007 24 20 

L’ensemble des régions de plus de 10 kb spécifiques à la souches RLB1-8 mis en évidence par l’ali-
gnement des lectures du séquençage paired-end à l’aide de l’outil Bowtie2 a été additionné afin d’esti-
mer la quantité d’ADN spécifique à la référence par rapport aux souches testées. 

 

Une absence d’ADN spécifique à la souche RLB1-8 a seulement été observée lors de 

l’alignement des lectures de la souche RLB3-5 sur la référence. Pour les autres souches une 

quantité d’ADN spécifique à RLB1-8 variant de 61 kb à 1 Mb (soit 0.5 % à 8% du génome de 

RLB1-8) a été relevée. Ces régions étaient principalement situées au niveau des bras du chro-

mosomes de RLB1-8 (Figure 24). De plus, la diversité observée est corrélée à la phylogénie 

MLST des souches (Figure Annexe 1 et Tableau 6). En effet, la quantité de divergence aug-

mente lorsque les souches sont plus éloignées au niveau de la phylogénie intra-cluster.  
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Figure 23 :  Alignement des lectures de séquençage des 18 souches de Streptomyces sp. sur la 
souche de référence RLB1-8. 

Les lectures obtenues lors du séquençage selon la technologie paired-end de la collection ont été ali-
gnées à l’aide l’outil Bowtie2 sur les contigs de la souche RLB1-8 et visualisées à l’aide du logiciel R. 
Les différentes souches sont représentées par un code couleur. Les zones du génome de RLB1-8 où 
aucune lecture ne s’alignait sur plus de 10 kb ont été représentées par un carré noir. Les valeurs en 
abscisse représentent la position dans le génome en kilos-bases. Les valeurs en ordonnée représen-
tent, la position dans le génome en Méga-bases. Les zones entourées en rouge et les lettres corres-
pondantes délimitent les blocs de spécificités. 
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Figure 24 : Localisation et distribution au sein de la population des régions spécifiques de RLB1-8 

Le chromosome de RLB1-8 est schématisé sous la forme d’une double flèche. La partie rouge représente le bras gauche, la partie bleue le bras droit et les 
flèches des extrémités les TIR. Les carrés noirs représentent les régions spécifiques à RLB1-8. La taille des carrés est proportionnelle à la taille des régions 
spécifiques. Les histogrammes représentent le nombre de souches (n=17 au total) pour lesquelles cette région est conservée (en gris clair) et absente (en gris 
foncé). 

 

 

 

 

11,706 kb Chromosome RLB1_8 
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Toutefois, bien que la souche RLB3-12 appartenait au même profil MLST que la souche 

de référence, une quantité importante (992 kb) d’ADN spécifique à la souche RLB1-8 a été 

relevée.  Cette exception est due à la présence d’une région de 920 kb dans la région terminale 

du génome de RLB1-8. Les bactéries du genre Streptomyces sont connues pour leur grande 

instabilité génétique au niveau des bras chromosomiques qui portent de nombreux réarrange-

ments chromosomiques et de séquences spécifiques d’espèces (Ikeda et al., 2003). Cette 

région étant de grande taille et uniquement présente chez cette souche, l’hypothèse d’un évè-

nement de délétion semble le plus probable. De même, la souche S1A1-7 ne possède pas 

une région d’environ 240 kb qui pourrait également correspondre à une grande délétion. 

 

De nombreuses régions spécifiques de tailles variables, représentant environ 500 kb 

d’ADN spécifique à la souche RLB1-8, sont absentes d’un nombre variable de souches (Figure 

24). Une identification de la nature de ces régions a été réalisée de manière non exhaustive 

en définissant 13 blocs de spécificité (Figure 23) qui ont été annotés de manière syntaxique à 

l’aide du logiciel RAST (Tableau Annexe 4). 

Globalement, 521 gènes dont 53 % de protéines hypothétiques ont été annotées par 

cette approche. Au sein de 10 blocs sur les 13 étudiés, des gènes tels que des intégrases, 

des transposases, des gènes de phages ou de plasmides, ou des gènes annotés « Mobile 

Element protein » pouvant avoir un rôle dans la mobilité d’éléments génétiques mobiles ont 

été relevés. Pour les autres blocs, l’absence de gènes signature ne nous permet pas d’émettre 

d’hypothèse sur la nature de l’élément. La majorité de ces régions spécifiques semblaient donc 

correspondre à des éléments génétiques mobiles qui pourraient porter des gènes ou groupes 

de gènes pouvant présenter un rôle écologique (métabolites secondaires, sidérophores, en-

zymes, système de restriction-modification…).  

A titre d’exemple, au sein du bloc L présent chez 9 souches, des gènes étiquetés 

comme « Mobile element protein » correspondant à deux transposases (BlastX) ont été iden-

tifiés. Cet élément portait également de nombreux gènes permettant la dégradation de sucres 

(β-galactosidase, β-glucuronidase ; β-xylosidase), des gènes pouvant intervenir dans la syn-

thèse de métabolites secondaires (régulateur tetR ; 3-oxoacyl-[acyl-carrier protein] reductase ; 

Acyl-CoA synthetases (AMP-forming)/AMP-acid ligases). On peut donc supposer que cet élé-

ment serait mobile et aurait un rôle dans la production de métabolite secondaire et/ou d’en-

zymes permettant la dégradation de composés ligneux.  

L’approche de génomique comparative utilisée a révélé une diversité en termes de 

présence/absence de gènes au sein des souches du groupe 5. Cette diversité peut représen-

ter jusqu’à 8% du génome de la souche de référence. Une grande partie des régions spéci-

fiques correspondait à des éléments génétiques mobiles portant des fonctions adaptatives qui 
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pourraient avoir un impact sur les interactions et l’écologie au sein de l’environnement. Une 

telle diversité chez des souches phylogénétiquement proches n’était pas attendue et traduit 

une évolution très rapide des génomes inhérente à de nombreux évènements de transfert. 

Toutefois, cette analyse préliminaire, n’a permis de voir que les régions spécifiques de RLB1-

8. Cette approche ne permet pas d’aller plus loin que la prédiction du fait de la qualité hétéro-

gène des génomes obtenue lors du séquençage en Ilumina (banque paired-end) et de l’utili-

sation d’une référence composée encore de 142 contigs ordonnés sur le génome de S. aver-

mitlis MA 4680.  
 

A la fin de ma thèse, la souche RLB1-9 a été séquencée en utilisant une nouvelle 

technique de séquençage par nanopores (Mini-Ion). Ce séquençage a permis un assemblage 

de novo du génome de cette souche sous la forme de trois contigs. Ces derniers ont été ca-

ractérisés au cours de la thèse de Abdoul Razak Tidjani, actuellement en cours au laboratoire 

comme correspondant au chromosome de la souche (12.2 Mb), un prophage (163 kb) et un 

plasmide (93 kb). Les caractéristiques du chromosome de RLB1-9 sont présentées dans la 

Tableau Annexe 5. Cette nouvelle technique de séquençage est donc prometteuse, car l’ob-

tention de novo de génomes complets permettra une comparaison des génomes beaucoup 

plus aisée sans passer par l’alignement de reads sur une référence.  

 
I.4.3) Mise en évidence d’un peptide non ribosomique spécifique 
à une partie du groupe phylogénétique 5 

 
Les tests fonctionnels réalisés dans le chapitre 2.2 ont mis en évidence une production 

différentielle de métabolites secondaires chez les souches du groupe 5. Parmi ces souches 

RLB1-9 présentait cette activité, mais pas RLB1-8. La comparaison des génomes de ces deux 

souches a permis d’identifier 89 contigs (> 2 kb) représentant environ 500 kb d’ADN spécifique 

chez RLB1-9 par rapport à RLB1-8.  Sur ces 89 contigs, des gènes de synthèse d’antibiotique 

ont été prédits sur la plateforme en ligne antiSMASH (Medema et al., 2011) pour les contigs 

861 et 1075 (Figure Annexe 2). Suite au reséquençage ultérieur de RLB1-9 par la technologie 

Mini-ION, 35 clusters de synthèse de métabolites secondaires ont été prédits pour cette 

souche (Tableau Annexe 6). Une recherche par Blast des contigs 1075 et 861 a révélé qu’ils 

étaient co-localisés dans un cluster de gènes de 55 kb codant potentiellement un peptide non 

ribosomique (NRPS) (Figure 25). Suite à une attribution automatique avec le logiciel Artemis 

de nom aux gènes annotés, les gènes de ce cluster ont été nommés S1-9-01739 à S1-

9_01782.   
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Ce cluster de gènes n’apparaissait pas conservé dans la base de données d’antiS-

MASH (seulement 6% d’identité avec le cluster de synthèse de la Teicoplanine) (Medema et 

al., 2011) et pourrait coder un nouveau métabolite. La présence de ce cluster dans la popula-

tion a été recherchée en identifiant chez chaque souche séquencée des reads couvrant la 

séquence nucléotidique des contigs 861 et 1075 de RLB1-9 (logiciel CLC). Au vu de la bonne 

couverture de séquençage et de la longueur des contigs utilisés, il apparaissait peu probable 

que de faux négatifs puisse être obtenus (c’est-à-dire ne pas arriver à détecter le cluster mal-

gré sa présence). Des reads couvrant les contigs 861 et 1075 ont ainsi pu être identifiés chez 

7 des 10 souches qui présentaient des profils d’inhibition su milieu GA (Tableau 7). Le cluster 

n’a pas été identifié chez les souches ne présentant pas d’activité.  Pour trois souches avec 

une activité inhibitrice, la présence du cluster de NRPS prédit n’a pas pu être mis en évidence, 

suggérant que leur activité pourrait provenir d’un ou de plusieurs autres métabolites secon-

daires.  

 
Tableau 7 : Bilan de la recherche du cluster de synthèse de métabolite secondaire prédit chez 
Streptomyces. sp. RLB1-9 

 Profil d’inhibition contig 861 contig 1075 

RLB1-9 + + + 
RLB1-7 + + + 
RLB3-6 + + + 
RLB1-16 + + + 
S1D4-23 + + + 
S1A1-7 + + + 
S1A1-3 + + + 
S1A1-19 + - - 
RLB3-17 + - - 
S1A1-12 + - - 
SID4-10 - - - 
RLB1-10 - - - 
RLB3-12 - - - 
SID4-14 - - - 
RLB3-5 - - - 
S1D4-20 - - - 
RLB1-8 - - - 

 
 
Les reads obtenus pour le séquençage selon la technologie paired-end pour chacune des souches du 
groupe 5 ont été alignés sur les séquences nucléotidiques des clusters de métabolites identifiées chez 
la souche Streptomyces sp. RLB1-9. La présence de reads couvrant les contigs 815 et 1075 de RLB1-
9 a été notée « + ». L’absence de reads est noté « - ». Les profils d’inhibitions correspondent aux profils 
observés dans le tableau 4. Une activité inhibitrice de la souche sur les quatre souches indicatrices est 
notée « + ». Une absence d’inhibition est notée « - »  
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Figures 25 : Cluster de synthèse de NRPS spécifique à la souche Streptomcyes. sp. RLB1-9 par 
rapport à Streptomyces. sp. RLB1-8. 
 
Le cluster a été identifié à l’aide de la plateforme antiSMASH. Les gènes en rouge et rose correspondent 
aux gènes prédits pour la synthèse. Les gènes en vert et bleu correspondent aux gènes prédits pour 
être impliqués dans la régulation et le transport respectivement. Les gènes en gris n’ont pas de fonctions 
prédites. La zone délimitée par la ligne bleue correspond au cluster de synthèse prédit. Le gène encerclé 
en rouge correpond au gène S1-9_01749. Les barres noires représentent les zones couvertes par les 
contigs 861 et 1075.   

 
Afin de tester l’hypothèse que l’activité inhibitrice observée était liée à ce cluster de 

métabolites, une mutation de type interruption de gène a été entreprise. Le gène S1-9_01749   

codant pour une protéine avec un domaine thioesterase (du cluster 1075 initial) a été choisi 

car ces domaines interviennent dans le clivage de la liaison entre le complexe de synthèse et 

le peptide afin de libérer ce dernier et ont donc un rôle important dans la production de la 

molécule synthétisée. 

Suite à la mutagenèse, deux clones indépendants ont été obtenus et testés pour leur 

capacité inhibitrice sur les souches indicatrices. Aucune activité n’a été observée pour les deux 

clones indépendants de la souche mutée lors de trois expériences indépendantes (Figure 26). 

Ces résultats ont mis en évidence que ce cluster de gènes est impliqué dans la synthèse d’un 

composé actif contre les souches testées et que seul ce composé semble responsable de 

l’activité inhibitrice observée. Les mutants des six autres souches inhibitrices sont en cours de 

création et n’ont pas pu être testés au cours de cette thèse.   

 

 

 

 

 

 
Figure 26 : Test d’antibiose des clones de la souche RLB1-9 muté pourle gène S1-9_01749. 

La souche indicatrice a été déposée sous la forme d’une goutte sur une gélose de milieu GA. Après 
cinq jours de croissance, une gélose molle contenant la souche indicatrice a été coulée. Les boîtes ont 
été incubées une nuit. La présence de halo d’inhibition est observée. La souche Streptomyces. sp. 
RLB1-9 correspond à la souche sauvage et les souches RLB1-9 NRPS::pIJ8668 correspondent aux 
deux clones de la souche mutée pour le gène S1-9_01749 porteur du domaine thioestérase. 

RLB1‐9 Clone 1 RLB1‐9 NRPS:pIJ8668 Clone 2 RLB1‐9 NRPS:pIJ8668 

Contig 861 Contig 1075 
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Figures et Tableaux Annexes 
 
 
 
Tableau Annexe 1 : Distribution des profils MLST au sein de la collection 

 Allèle ARNr 16S Allèle atpD Allèle gyrB Allèle recA Allèle rpoB Allèle trpB P.a. 

RLA2-7  1 1 1 1 1 1 1 
RLA4-6  1 1 1 1 2 1 2 
RPA4-5  1 2 2 2 3 2 3 
RLA2-32  2 3 3 3 4 3 4 
S1D4-11 2 3 3 3 4 3 4 
RLB1-30 2 4 4 3 5 4 5 
RPA4-30  2 5 5 4 5 4 6 
RPA4-2 2 5 5 4 5 4 6 
RLB1-33 2 3 6 5 6 5 7 
RLB1-32 2 3 6 6 6 5 8 
RLB3-3  3 7 9 9 8 7 9 
RLB3-4  3 3 9 10 9 3 10 
S1D4-13  4 6 7 7 7 6 11 
S1D4-5  4 6 8 8 9 6 12 

RLA2-12 5 8 10 10 9 8 13 
RLA2-9  5 8 10 11 9 8 14 
RLA2-5  5 8 10 12 9 8 15 

RLB1-10  5 8 10 12 9 8 15 
RLB1-8  5 8 10 12 9 8 15 

RLB3-12  5 8 10 12 9 8 15 
RLB3-15  5 8 10 12 9 8 15 
RLB3-5  5 8 10 12 9 8 15 
RPA4-3  5 8 10 12 9 8 15 
RPA4-4  5 8 10 12 9 8 15 
RPA4-6  5 8 10 12 9 8 15 
S1D4-10  5 8 10 12 9 8 15 
S1D4-17  5 8 10 12 9 8 15 
S1D4-18  5 8 10 12 9 8 15 
S1D4-20  5 8 10 12 9 8 15 
RLB1-9   5 8 10 12 9 9 16 

RLB3-17  5 8 10 12 9 9 16 
S1A1-16  5 8 10 12 9 9 16 
S1A1-18  5 8 10 12 9 9 16 
S1A1-8  5 8 10 12 9 9 16 
S1A1-9  5 8 10 12 9 9 16 
S1A1-3  5 8 10 12 9 9 16 

S1D4-14  5 8 10 12 9 9 16 
S1A1-19  5 8 11 12 9 9 17 
RLA2-11  5 8 11 12 11 9 18 
RLB3-6  5 8 11 12 11 9 18 
S1D4-23  5 8 11 12 12 9 19 
S1A1-7  5 9 10 11 10 9 20 
RLB1-7  5 9 10 11 10 9 20 
RLA2-35  5 9 12 12 11 9 21 
RLB1-16  5 10 12 12 11 9 22 
S1A1-12  5 11 11 11 9 9 23 
 
Le code couleur représente les différents profils alléliques obtenu pour chacun des gènes. Les groupes ARNr 16S, 

sont ceux définis dans la figure 17 sur la base d’un gène 16S partiel de 993 pb. Les profils alléliques de gyrB, rpoB, recA, atpD, 
trpB ont été définis comme des séquences présentant au moins un nucléotide de différence. P. a. =Profils allèliques 
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Tableau Annexe 2 : Tableau bilan des résultats de séquençage 

* Assemblage réalisé sous CLC avec une contrainte de 500 pb pour la taille minimum d’un contig. ** 
Taux de couverture = Nombre de bases séquencées/ Taille de la somme des contigs.  
 
 
 

 

 

 

 
Tableau Annexe 3 : Caractéristiques du génome de RLB1-8 

Caractéristiques  

Taille du génome (Mb) 11.7 

Nombre de contigs 142 

Nombre de CDS  10 684 

Pourcentage en G+C (%)  70.67 

Taille moyenne des CDS (pb)  906 

Nombre d’opéron ARNr 6 

Nombre d’ARNt 99 

Les caractéristiques du génome ont été obtenues avec l’outil de visualisation, navigation et annotation 
Artemis. Mb = Méga bases ; pb= paires de base 
 

 

 

 

 

Souche Groupes Nombre de 
reads 

Nombre de bases 
séquencées (Mb) 

Nombre de 
Contigs* 

Taille de la somme 
des contigs (Mb) 

Taux de 
couver-
ture** 

Reads non pris en 
compte dans l’as-

semblage 
RLB1_8 5 2109982 997 1285 11278202 88 4% 

RLB3_3 3 710768 331 1700 7955133 41 8.90% 

RLB3_4 3 392550 171 2564 7291960 23 14.20% 

RLB3_6 5 452232 209 3254 10173328 21 13% 

RLB3_12 5 428774 196 2709 9030379 22 13% 

RLB1_9 5 614390 274 3753 9935513 28 14% 

RLB1_10 5 381164 171 3541 9066739 19 17% 

RLB3_17 5 405224 181 3475 9473439 19 17% 

RLB1_16 5 401910 179 3818 9567885 19 18% 

S1D4_10 5 357926 157 3739 8808944 18 19% 

RLB3_5 5 317304 140 3869 8630942 16 20% 

S1A1_19 5 230528 88 4137 5914828 15 41% 

RLB1_7 5 237222 89 2302 5019337 18 45% 

S1A1_3 5 15159 53 1170 3758262 14 55% 

S1A1_7 5 131888 45 1165 3408721 13 57% 

S1D4_14 5 85018 25 1041 1587177 16 73% 

S1D4_23 5 46298 13 912 830713 16 80% 
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Tableau annexe 4 : Prédiction des fonctions des gènes spécifiques à la souche RLB1-8 

Bloc Fonction prédite du gene 
A tRNA-Pseudo-CCT 
A Putative integrase 
A Mobile element protein 
A Transcriptional regulator, SARP family 
A Putative phage integrase 
A Transcriptional regulator, AraC family 
A Lactoylglutathione lyase and related lyases 
  

B Putative DNA helicase 
B Putative transcriptional regulator 

B Nitrilotriacetate monooxygenase component 
B  

B Putative integral membrane transport protein 
B Mobile element protein 
B Mobile element protein 
B Retron-type RNA-directed DNA polymerase  
B Mobile element protein 

B Probable nikkomycin biosynthesis protein, 
carboxylase 

B Membrane transport protein 
B Carboxylase 
B Putative secreted protein 
B Carboxylase 
B NAD-dependent epimerase/dehydratase 
B Carboxylase 
B Cysteine synthase 
B Argininosuccinate lyase  

B Acyl-CoA dehydrogenase, type 2, C-terminal 
domain 

B Nitrilotriacetate monooxygenase component 
B  

B Alpha-ketoglutarate-dependent taurine dioxy-
genase  

B Mobile element protein 
B Mobile element protein 
B Tagatose 1,6-diphosphate aldolase  
B Threonine synthase 
B Aspartate aminotransferase 
B 4-nitrophenylphosphatase 

B Siderophore biosynthesis non-ribosomal 
peptide synthetase modules 

B Prolyl endopeptidase 
B Ornithine cyclodeaminase  
B Ornithine carbamoyltransferase  
B Putative hydrolase 
B Bona fide RidA/YjgF/TdcF/RutC subgroup 
B Mobile element protein 
B Plasmid-related protein 
B Putative ATP/GTP-binding protein. 
B Integrase, catalytic region 
  

C Serine/threonine protein kinase PrkC,  
C Transposase, IS4 
C Transposase, IS4 

C Succinyl-CoA:3-ketoacid-coenzyme A trans-
ferase subunit B  

C Succinyl-CoA:3-ketoacid-coenzyme A trans-
ferase subunit A () 

C 3-oxoacyl-[acyl-carrier protein] reductase  
C Fumarylacetoacetase  
C Catechol 2,3-dioxygenase  

C 2-amino-3-carboxymuconate-6-semialde-
hyde decarboxylase  

C Putative n-hydroxybenzoate hydroxylase 
C Putative cyclase 
C N-formylglutamate deformylase  
C Transcriptional regulator 
C Major facilitator family transporter 

  

Bloc Fonction prédite du gene 
D Putative transcriptional regulator 
D Transcriptional regulator 
D Histone acetyltransferase HPA2  
D Mobile element protein 
  

E Integrase 
E Probable regulatory protein 
E Aspartyl-tRNA synthetase 

E Xanthosine/inosine triphosphate pyrophos-
phatase 

E Nucleoside diphosphate kinase  
E D-amino-acid oxidase  
E Putative transcriptional regulator 
E Putative membrane protein 
E Amino acid/metabolite permease  
E Glutamine synthetase family protein  
E Uncharacterized methyltransferase Mb3374  
E ABC transporter 
E Putative integral membrane protein 
E Putative DNA-binding protein 
E Putative transcriptional regulator, XRE family 
E Putative phage or prophage related protein 
E Helicase loader DnaI 
E WhiB-type transcriptional regulator 
E RelE/StbE replicon stabilization toxin 
E ATP-binding protein 
E Secreted protein 
E Putative integral membrane protein 
E DNA methylase 
E Transporter 
E High-affnity carbon uptake protein Hat/HatR 
  

F tRNA-specific adenosine-34 deaminase 

F Putative DNA-binding protein in cluster with 
Type I restriction-modification system 

F Cys-tRNA(Pro) deacylase YbaK 
F Superfamily II DNA and RNA helicase 
F ATP-dependent DNA helicase RecQ 
F DNA cytosine methyltransferase M.NgoMIII 
F Modification methylase NgoMIV  

F Very-short-patch mismatch repair endonucle-
ase 

F Endonuclease 
  

G Urea carboxylase-related amino acid per-
mease 

G Transcriptional regulator, LacI family 
G TraB protein 
G Putative DNA-binding protein 
G Putative transcriptional regulator 
G Phage tail length tape-measure protein 
G Putative integrase/recombinase 
G Integrase 
  

H Fructokinase  
H Mobile element protein 
H Mobile element protein 
H Mobile element protein 
H Mobile element protein 
H Putative transposase 
H SWF/SNF family helicase 
H Helicase, SNF2/RAD54 family 
H tRNA-Met-CAT 
H 3-oxoacyl-[acyl-carrier protein] reductase  
H Predicted metal-dependent hydrolase  
H Phosphoprotein phosphatase 
H Transposase 
H Transcriptional regulator, MerR family 
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Bloc Fonction prédite du gène 
H Methylated-DNA--protein-cysteine methyl-

transferase 
H Putative oxidoreductase 
H Chalcone synthase (EC 2.3.1.74) 

H 1,4-dihydroxy-2-naphthoate polyprenyltrans-
ferase (EC 2.5.1.74) 

H Possible Linoleoyl-CoA desaturase  
H Flavodoxin reductases  
H Putative secreted lipase 
H Mobile element protein 
H Putative secreted lipase 
H Aspartate aminotransferase  
H Hypothetical ATP-binding protein 
H Phospholipid-binding protein 
H Protein-L-isoaspartate O-methyltransferase  
H Possible resolvase 
H Mobile element protein 

H Putative formate dehydrogenase oxidoreduc-
tase protein 

H BAT1-like 
H Glutamate racemase ( 
H D-alanyl-D-alanine dipeptidase 
H Secreted protein 
H L-fuco-beta-pyranose dehydrogenase  
H Glycosyltransferase (EC 2.4.1.-) 
H UDP-glucose dehydrogenase (EC 1.1.1.22) 
H Dolichol-phosphate mannosyltransferase 
H Mobile element protein 
  
I Putative secreted protein 
I Mobile element protein 
I Cys-tRNA(Pro) deacylase YbaK 
I Serine protease 
I Rhs family protein 
I Phage protein 
I Serine/threonine protein kinase 
I Mobile element protein 
I Mobile element protein 
I Mobile element protein 
I Methyltransferase 
I Putative cytochrome P450 hydroxylase 
I Na+/H+ antiporter 
I FAD-binding protein 
I Mobile element protein 

I KilB protein from Streptomyces lividans plas-
mid pIJ101 

I Glycosyl transferase, group 2 family protein 

I Organic hydroperoxide resistance transcrip-
tional regulator 

I N-ethylmaleimide reductase  
  
J 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase 
J putative membrane protein 
J integral membrane protein 
J putative transcriptional regulator 
J putative transcriptional regulator 

J 
Aromatic hydrocarbon utilization transcrip-
tional regulator CatR (LysR family) 

J Osmotically inducible protein Y precursor 
J putative regulator 
J NADH dehydrogenase  
  

K Transcriptional regulator, AraC family 
K Fumarate hydratase class II 
K NAD-dependent malic enzyme 

K Putrescine transport ATP-binding protein 
PotA 

K ABC Fe3+ siderophore transporter, inner 
membrane subunit 

K ABC-type Fe3+ transport system, periplas-
mic component 

K Integral membrane protein 

K 
DNA-binding heavy metal response regula-
tor 

K probable two-component sensor kinase 
  
L Mobile element protein 
L Beta-galactosidase  
L Beta-glucuronidase  
L Putative membrane transport protein 
L Esterase/lipase/thioesterase 
L Beta-xylosidase  
L Transcriptional regulator, TetR family 

L Acyl-CoA synthetases (AMP-forming)/AMP-
acid ligases 

L Enoyl-CoA hydratase  
L 3-oxoacyl-[acyl-carrier protein] reductase 
L Lipase LipU 
L Lipase LipU 
L putative phosphotriesterase protein 
L Alfa-L-rhamnosidase  
L Transcriptional regulator, TetR family 
L 3-oxoacyl-[acyl-carrier protein] reductase 
L Esterase/lipase, sll0644 homolog 
L Esterase 
L Lipase LipU 
  

M Putative transposase 
M Putative ATP/GTP-binding protein 
M Endonuclease 
M Putative DNA-binding protein 
M Membrane protein involved in colicin uptake 
M Transcriptional regulator, TetR family 
M Putative ATP/GTP-binding protein 
M Superfamily II DNA and RNA helicase 
M ATP-dependent DNA helicase RecQ 

M KilB protein from Streptomyces lividans plas-
mid pIJ101 

M DNA polymerase III epsilon subunit  
M Putative transcriptional regulatory protein 
M Putative terminal protein 
M Pypothetical protein 
M Putative membrane protein 

M Putative DNA-binding protein in cluster with 
Type I restriction-modification system 

M Putative transcriptional regulator 
M ATP-dependent DNA ligase  LigC 
M SOS-response repressor and protease LexA  
M Putative helicase 

M TPR domain protein, putative component of 
TonB system 

M Serine/threonine protein kinase 

M Ribonucleotide reductase of class II (coen-
zyme B12-dependent)  

M Ribonucleotide reductase transcriptional reg-
ulator NrdR 

  
Les gènes au sein des treize régions spéci-
fiques à la souche RLB1-8 ont été annotées 
de manière syntaxique à l’aide l’aide duciel 
RAST. Les gènes annotées « hypothetical 
protein » n’ont pas été pris en compte dans 
ce tableau. 
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Figure Annexe 1 : Répartition phylogénétique de la quantité d’ADN spécifique à RLB1-8 
 
L’arbre a été construit selon la méthode de distance Neighbor-Joining et corrigé avec la méthode Kimura 2-parameter. Les séquences nucléotidiques partielles 
des gènes recA (552 pb), rpoB (727 pb), trpB (473 pb), atpD (570 pb) et (gyrB 865 pb) ont été concaténées (3184 positions) et utilisées pour générer l’arbre. 
La robustesse des branches a été statistiquement éprouvée par 100 répliques de bootstrap. Seules les valeurs de bootstrap supérieures à 70 % sont indiquées. 
Toutes les positions contenant des gaps ont été éliminées. L’échelle représente le nombre de substitution par nucléotide.  La souche en rouge correspond à la 
souche de référence RLB1-8. Les valeurs entre parenthèse correspondent à la quantité d’ADN spécifique (en kilos-base) de la souche RLB1-8 par rapport à la 
souche comparée. 
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Tableau Annexe 5 : Caractéristiques du chromosome de RLB1-9 

Caractéristiques  

Taille du génome (Mb) 12.2 

Nombre de contigs 1 

Nombre de CDS  11 912 

Pourcentage en G+C (%)  70.2 

Taille moyenne des CDS (pb)  860 

Nombre d’opéron ARNr 6 

Nombre d’ARNt 80 

Les caractéristiques du génome ont été obtenus avec l’outil de visualisation, navigation et annotation Artemis. 

Mb = Méga bases ; pb= paires de base 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure Annexes 2 : Résultat antiSMASH des 89 contigs spécifiques à RLB1-9 par rapport à 
RLB1-8 
 

 
Résultat obtnu sur https://antismash.secondarymetabolites.org/#!/start 
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Tableau Annexes 6 : Prédiction fonctionnelle des clusters de métabolites secondaires de la souche RLB1-9 

Type Position Clusters similaires connus Pourcentage de gènes présentant une similarité 
Peptide non ribosomique 792 263..837 125 Cluster de synthèse de la Myxocheline 16% 

Lantipeptide-Terpène 1 088 993..1 137 959 Cluster de synthèse de la Salinomycine 12% 
Autre 1 212 398..1 254 929 Cluster de synthèse de la Stenothricine 13% 

Nucleoside-Peptide non ribosomique 1 619 751..1 676 430 Cluster de synthèse de la Teicoplanine 6% 
Autre 1 875 995..1 899 523 - - 

Terpène 2 059 790..2 080 605 - - 
Polycétide 2 087 372..2 080 605 Cluster de synthèse de l'Alkylresorcinol 100% 
Mélanine 2 145 136..2 155 528 Cluster de synthèse de Mélanine 42% 

Autre 2 182 977..2 226 966 - - 
Peptide non ribosomique - Polykétide 2 577 603..2 633 465 Cluster de synthèse de la Laspartomycine 11% 

Polycétide 2 852 171..2 893 235 Cluster de synthèse de l'Herboxidiene 8% 
Autre 3 473 790..3 517 665 - - 

Ectoine 3 754 101..3 764 505 Cluster de synthèse d'Ectoine 100% 
Sidérophore 5 094 807..5 106 579 Cluster de synthèse de Desferrioxamine B 100% 

Peptide non ribosomique - Polykétide 5 132 606..5 190 091 Cluster de synthèse de l'Hismatatine 10% 
Lassopeptide 5 692 834..5 715 402 Cluster de synthèse de SSV-2083 75% 

Polycétide-Butyrolactone 6 355 475..6 403 007 Cluster de synthèse de la Rabelomycine 29% 
Terpène 7 852 988..7 873 911 Cluster de synthèse de l'Albaflavenone 100% 

Autre 7 943 509..7 986 757 Cluster de synthèse de la Stenothricine 13% 
Peptide non ribosomique 8 142 186..8 222 542 Cluster de synthèse de la Skyllamycine 30% 

Sidérophore 8 673 083..8 687 654 - - 
Bactériocine 8 883 305..8 894 915 - - 

Terpène 8 955 805..8 978 150 - - 
Bacteriocine 9 059 496..9 069 795 - - 

Other 9 129 255..9 180 953 Cluster de synthèse de la Teicoplanine 3% 
Sidérophore 9 248 105..9 261 232 - - 

Terpène 10 031 918..10 058 582 Cluster de synthèse d' Hopène 92% 
Indole 10 072 503..10 128 117 Cluster de synthèse de 7-Prenylisatine 40% 

Polycétide 10 139 617..10 201 884 Cluster de synthèse de pigment de spore 83% 
Lantipeptide 10 684 602..10 707 250 Cluster de synthèse d'Informatipeptine 42% 
Bactériocine 10 869 832..10 880 047 Cluster de synthèse d'Informatipeptine 57% 

Autre 11 146 578..11 190 018 Cluster de synthèse de Natamycine 13% 
Terpène 11 365 135..11 386 175 Cluster de synthèse de Galbonolides 10% 

Bactériocine 11 400 762..11 412 564 - - 
Arylpolyène 11 975 083..12 015 649 Cluster de synthèse de Pristinamycine 5% 

La ligne encadrée en rouge correspond au cluster de métabolites délété dans la partie III.3. 
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Matériels et Méthodes 
 

II.1) Souches bactériennes, conditions de cultures et vecteur utilisés  
  

II.1.1) Souches bactériennes et conditions de culture 
 
 Les milieux utilisés dans ce travail sont listés dans le Tableau MM1. La composition 

des solutions est décrite dans le Tableau MM2. Les souches utilisées dans ce travail sont 

listées dans le Tableau MM3.  

 
 Les cultures de Streptomyces ont été effectuées à 30°C. Dans le cas de cultures 

liquides, le milieu ensemencé a été placé sous agitation à 450 rotations par minutes (rpm) pour 

assurer une bonne oxygénation. 

 

 La souche d’E.coli DH5α a été utilisée comme hôte pour la propagation et de stock-

age des constructions pour la réalisation des mutations. La souche E.coli ET12567/pUZ8002 

a été utilisée pour la réalisation des expériences de conjugaison inter-générique entre Esche-

richia coli et Streptomyces. Le plasmide pUZ8002 porte un gène de résistance à la kanamy-

cine et les fonctions nécessaires à la mobilisation en trans du BAC.  

 

Toutes les souches de E.coli ont été cultivées à 37°C et 150 rpm en culture liquide.  

 
II.1.2) Vecteurs utilisés 

 
Les plasmide pIJ8668 (Sun et al.,1999) et pGemT-easy (Promega) utilisés dans ce travail sont 

décrits dans la Figure MM1 et MM2 

II.1.3) Réalisation de sporées 
 

Les sporées de Streptomyces utilisées au cours de cette étude ont été obtenues à 

partir de boîtes de milieu SFM striées en masse (à partir des sporées de collections) et placées 

quatre jours à 30 °C. Après incubation, les spores ont été récupérées dans cinq ml d’eau stérile 

en frottant à l’aide d’une oese la surface de la boîte, filtrées, puis centrifugées à 4 500 rpm 

pendant dix minutes. Le culot a été repris dans 1 ml de glycérol à 20% stérile (v/v) et conservé 

à -20 °C. Dans le cas des sporées de mise en collection, les boîtes ont été ensemencées à 

partir d’un clone isolé et le culot repris dans 1 ml de glycérol à 80 % stérile et stocké à -80°C. 
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Tableau MM1 : Composition des différents milieux de culture utilisés. 

 

(1) Solution mère d’oligoéléments (pour un litre) : 10 g de Fe(SO4)3H2O, 1 g de Cu(SO4)5H2O, 1 g de 
Zn(SO4)7H2O, 1 g de Mn(SO4)3H2O. 
(2) Ajout d’agar dans le cas de réalisation d’un milieu gélosé. Dans le cas d’un milieu gélose LB molle 
ajouter 5 g d’agar pour 1 litre de milieu. 
(3) Après autoclavage du milieu, pour 400 ml de milieu, ajouter 5 ml KH2PO4 (0,5%), 40 ml CaCl2 , 2H2O 
(3,68%), 7,5 ml L-proline (20%), 50 ml tampon TES (5,73% ; pH 7,2), 2,5 ml de NaOH (1M), 1 ml de 
solution de traces éléments (pour 1 L : 40 mg de ZnCl2, 200 mg de FeCl3, 10 mg de CaCl2, 10 mg de 
MnCl2, 10 mg de Na2B4O7, 10 mg de (NH4)6Mo7O24). 
 
Les milieux et solutions sont autoclavés 20 minutes à 120°C. Dans le cas des acides aminés, les solu-
tions sont filtrées avec un filtre de 0,45 µm (Pall). 
 
 
 

 

 HT SFM LB  R2 (3) MP5 GA MM_CMC SIM 2YT 
Amidon - - - - - 15 g - 1 g - 

Mannitol 5g 20 g - - -  - - - 

D-Glucose - - - 12,5 g -  - - - 

Sucrose - - - 128,75 g -  - - - 

Carboxymethylcellulose - - - - - - 5 g - - 

Caseine - - - - -  - 0,4 g - 

Extrait de levure 1 g - 5 g - 7 g  - - 10 g 

Casamino acides - - - 0.125 g -  - - - 

Extrait de viande 1 g - - - -  - - - 

Bacto-tryptone 2 g - 10 g - -  - - 16 g 

Glycérol - - - - 29 ml  - - - 

Farine de soja - 20 g - - -  - - - 

COCl2 0,02g - - - -  - - - 

NaCl - - 5 g 5 g - 5 g - - 5 g 

KNO3 - - - - - 0,5 g - - - 

NaNO3 - - - - 1 g - - - - 

CaCO3 - - - - - - - 0.1 g - 

Ca(NO3)2 - - - - - - - 0,250 g - 

MgSO4 - - - - - 0,5 g 0,2 g 0,1 g - 

(NH4)2 SO4 - - - - - - 1 g - - 

MgCl2 - - - 10,12 g - - - - - 

K2SO4 - - - 0,3125 g - - - - - 

K2HPO4 - - - - - - 0,5 g 0,2 g - 

Fe2SO4 - - - - - 0,01 g 0,1 g - - 

KCl - - - - - 5 g - - - 

MOPS - - - - 0.1 M final - - - - 

Oligoéléments (1) - - - - - - 1 ml - - 

Agar (2) - 20g - / 20 g 27,5 g 20 g 18 g - / 15 g 20 g - 

pH 7,3 - - - 7,5 7,4 7,0 - 7,0 

Volume d’eau stérile qsp 1L qsp 1L qsp 1L qsp 1L qsp 1L qsp 1L qsp 1L qsp 1L qsp 1L 
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Tableau MM2 : Composition des différentes solutions  

Toutes les solutions sont réalisées avec de l’eau ultra-pure (Millipore) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tableau MM3 : Souches bactériennes utilisées dans cette étude. 

 
 
 
 

Souches  Caractéristiques Référence 

Souches   

E.coli DH5α supE44 ΔlacU169(Φ80lacZΔM15) hsdR17 recA1 endA1 gyrA96 thi-11 relA1 Hanahan, 1983 

E. coli ET12567/pUZ8002 dam-13::Tn9 dcm cat tet hsdM hsdR zjj-201::Tn10/tra neo RP4 
MacNeil et al., 
1992; Paget et 
al., 1999 

RLB1-9_S1-9_01749::pIJ8668 Souche RLB1-9 dont le gene S1-9_01749 a été interrompu avec le plasmide 
pIJ8668 Cette étude 

Méthodes expérimentales Solutions Composition 

Electrophorèse en gel d’agarose 

Gel d’agarose 

Agarose 0,8% à 2% p/v 

TBE 1X 

Eau ultra-pure 

Tampon TBE 5X 

Trizma base [54g/L-1] 

EDTA 0,5M pH8 [20g/L-1] 

Acide borique [55g/L-1] 

Extraction d’ADNg TE 1X 
1 mM EDTA 

10 mM Tris pH8 

Transformation SOC 

5 g d’extrait de levure ; 20 g de 

Bacto-Tryptone ; 0,58 g de NaCl ; 

3,6 g de glucose ; 2,46 g de 

MgSO4 ; 2,03 g de MgCl2 ; 0,18 g 

de KCl 
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Figures MM1 : Représentation de la carte du vecteur de clonage pGEM-T Easy 

Ampr : gène de résistance à l’ampicilline. lacZ : gène codant une β-galactosidase. F1 ori : Origine de 
réplication chez E.coli 

 

 

 

 

Figure MM2 : Représentation de la carte du plasmide pIJ8668  
aac(3)IV : gène de résistance à l’apramycine. EGFP : gène codant pour une protéine de fluorescence 
verte provenant de Aequorea victoria modifié (Clontech). L’émission lumineuse de cette protéine est 
augmentée. oripUC18 : Origine de réplication chez E.coli. oriTRK2 : Origine de transfert. Extraite de (Sun 
et al., 1999) 
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II.2) Extraction, dosage, purification et restriction des acides nucléiques 
 

II.2.1) Extraction et purification des ADNs génomique et plasmi-
dique 

 
Les extractions d’ADN génomique pour le séquençage des génomes ou la réalisation 

de PCR ont été réalisées avec 20 ml de cultures de 24 heures en milieu liquide HT. Des culots 

cellulaires ont été obtenus par 3 min de centrifugation à 4500 rpm. Après lavage dans un 

volume de TE 1X (1 mM EDTA, 10 mM Tris pH8), les culots ont été lysés dans 500 μL de 

lysozyme à 1 mg/ml à 37°C sous légère agitation pendant 30 min. La lyse a été continuée une 

nuit à 37°C après l’ajout de 30 μL de SDS 10 % et de 10 μL de protéinase K à 20 mg/ml et 

ensuite finalisée par l’ajout de 20 µl de SDS 10% et 130 µl de NaCl 5M pendant 30 minutes 

sur glace. Après centrifugation (15 min à 5000 rpm) et récupération du surnageant, l’ADNg a 

été précipité par ajout d’un volume d’isopropanol et 1/10ème de volume d’acétate de sodium 

(3,5M, pH 5,5). Après centrifugation 10 minutes à 5000 rpm le culot d’ADN a été lavé avec de 

l’éthanol 70%. Une fois séché, l’ADN a été re-suspendu dans 50 μL de TE 1X et stocké à - 20 

°C.  

 La méthode de lyse alcaline a été utilisée pour l’extraction d’ADN plasmidique chez E. 

coli (Sambrook and Russell 2001).  

 

II.2.2) Dosage des acides nucléiques 
 

 Le dosage des acides nucléiques a été réalisé par mesure de la DO à 260 nm à l’aide 

de l’appareil nanodrope ND-1000 Spectrophotometer (Labtech France). L’analyse est réalisée 

par le logiciel ND-1000 V3.5.1 (Labtech France). 

 

II.2.3 Restriction enzymatique de l’ADN et électrophorèse des 
fragments de restriction 

 
 Les enzymes de restriction sont utilisées selon les recommandations du fournisseur 

(Thermo Scientifique). La séparation des fragments d’ADN se fait par électrophorèse en gel 

d’agarose dans du tampon TBE (Trizma base [54g/L] ; EDTA 0.5 M pH8 [20g/L] ; Acide borique 

[55g/L]) 1X. La concentration en gel d’agarose (1 à 2 %), le voltage et la durée de migration 

sont adaptés en fonction de la taille du fragment d’ADN à séparer. Après migration le gel 

d’agarose est immergé 15 minutes dans une solution de BET (0.5 µg/ml) et les profils de res-

triction sont visualisés sous UV à λ = 254 nm à l’aide de l’appareil Gel Doc 1000 (Biorad).  
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II.3) Techniques de polymérisation en chaîne 
 

II.3.1) Amorces utilisées 
 
 Les séquences des amorces utilisées (Tableau MM4) lors des réactions de polyméri-

sation en chaîne ont été dessinées à l’aide du logiciel Primer III ( http://primer3.ut.ee/). L pré-

sence de dimer et de structures en tige-boucle ont été vérifiées à l’aide du logiciel Primer Stat 

(http://www.bioinformatics.org/sms2/pcr_primer_stats.html). Les amorces de synthèse sont 

fournies par Eurogentec. 

 

 2) Réaction de polymérisation en chaîne classique  
 
 Les réactions de polymérisation en chaîne (PCR), dont le protocole est décrit dans le 

Tableau MM5 et MM6, ont été réalisées à l’aide de l’appareil T100 Thermal Cycler (Biorad) et 

C1000 Thermal Cycler (Biorad). Les différentes étapes du cycle, ainsi que le nombre de cycles 

dépendent du couple d’amorces utilisé et de l’ADN à amplifier. Le contrôle négatif consiste en 

une réaction dans laquelle la matrice d’ADN est remplacée par un volume équivalent d’eau. 

 

II.4) Clonage et transformation de souches bactériennes 
 

 II.4.1) Ligation de fragments d’ADN 
 

 Les réactions de ligation des fragments d’ADN sont réalisées à l’aide de l’enzyme T4 

DNA ligase selon les recommandations du fournisseur (Fermentas) pendant 16 H à 4°C ou 

22°C pendant 20 minutes. 

 

 II.4.2) Préparation des cellules électro compétentes chez  
E. coli et électroporation 

 

 La préparation des cellules électro-compétentes d’E.coli ainsi que l’électroporation 

(2.kV, 4.5 msec) ont été réalisées selon le protocole décrit par (Sambrook and Russell 2001) 

avec l’ajout d’une étape de dessalage à l’aide de membrane de 0.22 µm (DURAPORE) pen-

dant 10 à 15 minutes avant transformation. Après transformation, les bactéries sont immédia-

tement reprises dans 1 ml de milieu SOC liquide et incubées 1 heure à 37°C, sous agitation 

(250 rpm), puis étalées sur milieu gélosé LB supplémenté avec l’antibiotique nécessaire et 

incubé une nuit à 37°C. 
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Tableau MM4 : Liste des amorces 

Nom Séquence  Fonction Tm 
°C 

mut1_f GGATCCGTCCTACGTCCTGTGGATCG Amplification d’une région du gène 
portant le domaine thioesterase 60 

mut1_r GGATCCCCCAGCTCGAAGAAGTTGTC 

16S_fD1 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG Amplification d’une région du gène co-
dant l’ARN ribosomique 16S  

60 

16S_rp2 AAGGAGGTGATCCAGCC 54 

16S_139fwd ACAAGCCCTGGAAACGGGGT Amplification d’une région du gène co-
dant l’ARN ribosomique 16S spécifique 
au genre Streptomyces 

64 

16S_1212rev ACGTGTGCAGCCCAAGACA 60 

atpDPR GTGAACTGCTTGGCGACGTGGGTGTTCTGGGACAGGAA 

Obtention des profils MLST (Amplifica-
tion des genes atpD, recA, trpB, 

rpoB,gyrB ) 

66 

atpDPF GTCGGCGACTTCACCAAGGGCAAGGTGTTCAACACC 65 

trpBPF GCGCGAGGACCTGAACCACACCGGCTCACACAAGATCAACA 67 

trpBPR TCGATGGCCGGGATGATGCCCTCGGTGCGCGACAGCAGGC 71 

gyrB_130fwd CTGGACGCGGTCCGCAAGCG 70 

gyrB_1166rev GTCTGGCCCTCGAACTGCGGCT 57 

recA_45fwd ACAGATTGAACGGCAATTCG 58 

recA_752rev ACCTTGTTCTTGACCACCTT 58 

rpoB-1273fwd TTCATGGACCAGAACC 56 

rpoB_2135rev CGTAGTTGTGACCCTCCC 58 
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Tableau MM5 : Protocoles utilisés lors des réactions de PCR avec la Dream Taq poly-
mérase 
 

Réaction de polymérisation en chaîne (PCR) 

Mélange 
réactionnel 

Composants Volume 

Tampon Dream Taq 10X (concentration fi-
nale=1X) 

 

 
 

dNTP (2 mM) (concentration finale=0,2mM) 
 

 

DMSO 100% (concentration finale=5%) 

 
 
 
 

Primer 1 (20 µM) (concentration finale=0,2 µM) 
 

 
 

Primer 2 (20µM)  (concentration finale=0,2 µM) 
 

 
Dream Taq (Fermentas) 

 
 

 
ADN 

 
 

H2O UP 

2,5 µl 

 

 

                     2,5 µl 

 

1,25 µl 

 

 

0,25 µl 

 

0,25 µl 

 

0,125 µl 

 

                10 pg à 1 µg 

 

                   qsp 25 µl 

Cycle 

Etapes Durée Température 
Nombre de 

cycle 
Dénaturation initiale 5 min 95°C 1 

Cycle d’amplifi-
cation 

Dénaturation 30 sec 95°C 

25 à 35*  Appariement 
des amorces 30 sec Tm‐5°C* 

Elongation 1 min/kb* 72°C 
Extension finale 5 min 72°C 1 

* La durée, la température et le nombre de cycles dépendent des amorces utilisées et de la taille des 
fragments à amplifier. 
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Tableau MM6 : Protocoles utilisés lors des réactions de PCR avec la Taq polymérase 
TaKaRa® LA. 
 

Réaction de polymérisation en chaîne (PCR) 

Mélange 
réactionnel 

Composants Volume 

Tampon LA PCR II 10X (concentration finale=1X) 
 

 
 

dNTP (2 mM) (concentration finale=0,2mM) 
 

 

25 mM MgCl2 (concentration final=2.5mM) 

 
 

Primer 1 (20 µM) (concentration finale=0,2 µM) 
 

 

Primer 2 (20µM)  (concentration finale=0,2 µM) 
 

 

Takara LA Taq (5U/µL) 
 
 
 

ADN 
 
 
 

H2O UP 

2,5 µl 

 

4 µl 

 

2.5 µl 

 

0,25 µl 

 

0,25 µl 

 

0,125 µl 

 

< 1 µg 

 

qsp 25 µl 

Cycle 

Etapes Durée Tempéra-
ture 

Nombre 
de cycle 

Dénaturation initiale 1 min 94°C 1 

Cycle d’amplifi-
cation 

Dénaturation 10 sec 98°C 

30  
Appariement 
des amorces 

et 
Elongation 

1 min/kb* 60-72°C* 

Extension finale 10 min 72°C 1 

* La durée, la température et le nombre de cycles dépendent des amorces utilisées et de la taille des 
fragments à amplifier 
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II.5) Création de la collection et mise en collection 
 

La stratégie développée pour la réalisation de cette collection a reposé sur l’isolement 

de souches du genre Streptomyces à partir d'agrégats du sol et d'agrégats rhizosphèriques 

distants de l’ordre du centimètre.  Les échantillons prélevés ont été subdivisés en quatre sous-

agrégats, afin d’obtenir des échantillons de l’ordre du mm3. Pour deux échantillons de sol nu 

(S1 et S2), l’échantillon a été subdivisé en quatre morceaux, puis chaque quart a été redivisé 

en quatre morceaux afin d’obtenir des échantillons du même ordre de taille que pour les échan-

tillons en contact avec la racine (Figure MM3). La nomenclature et localisation spatiale des 

échantillons prélevés par rapport au jeune plant de hêtre sont présentées dans la figure MM3.  

 

Les micro-agrégats ont ensuite été re-suspendus dans 100 µl d’eau physiologique/ 

gramme de sol et vortexé 15 minutes. Des dilutions en cascades (10-1 à 10-3) ont ensuite été 

étalées en triplicat sur milieu SIM contenant un antifongique (Carboxine à 2.5 mg/ml) à une 

concentration finale de 5 µg/ml. Ce milieu favorise la croissance des bactéries du genre Strep-

tomyces. 

 

Afin d’avoir la meilleure représentativité de la population des bactéries du genre Strep-

tomyces au sein d’un micro-agrégat, une boite de dilution unique présentant environ une tren-

taine de colonies ayant un phénotype d’actinomycète (morphologie de la colonie, sporulation) 

a été sélectionnée. L’ensemble de ces souches ont ensuite été prélevées et purifiées par trois 

repiquages successifs d’un clone.  Pour certains échantillons, plusieurs boites de dilution d’une 

même dilution ont toutefois été utilisées pour atteindre un nombre de souches suffisant.  

 

Après purification, 46 souches ont été sélectionnées pour leur capacité à sporuler sur 

milieu SFM efficacement au laboratoire et ont été mises en collection sous la forme de spo-

rées.  
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Figure MM3 : Plan d’échantillonnage des micro-habitats. 

Les micro-agrégats isolés de racines latérales, ont été fractionnés en quatre micro-agrégats. Par 
exemple le micro-habitat isolé de la racine latérale A, a été fractionné en RLA1, RLA2, RLA3 et RLA4. 
Les micro-agrégats isolés de sol nu S1 et S2, ont été fractionnés en 16 micro-agrégats, donnant ainsi, 
par exemple pour le micro-habitat isolé du sol nu 1, S1A, S1B, S1C et S1D, puis S1A1, S1A2, S1A3 et 
S1A4 etc. La profondeur (en cm) et la distance (en cm) des micro-agrégats par rapport à la racine 
principale sont données dans le tableau.  La nomenclature des isolats est présentée dans le tableau. 
La photographie illustre la taille des échantillons dans lesquels les souches ont été isolées. 

 Nom de l'agrégat Profondeur (cm) Distance par rapport à la racine principale (cm) Sous cluster 

S1 Sol nu 1 2 8 S1A1‐4 ; S1B1‐4; S1C1‐4; S1D1‐4 

S2 Sol nu 2 6 5 S2A1‐4 ;S2B1‐4; S2C1‐4; S2D1‐4 

S3 Sol nu 3 3 4 S3A1‐4 ; S3B1‐4; S3C1‐4; S3D1‐4 

RLA Racine latérale A 6 1 RLA1‐4 

RLB Racine latérale B 3 2 RLB1‐4 

RLC Racine latérale C 2 3 RLC1‐4 

RLD Racine latérale D 4 4 RLD1‐4 

RPA Racine principale A 3 0 RPA1‐4 

RPB Racine principale B 4 0 RPB1‐4 
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II.6) Etude phylogénétique 
 

II.6.1) Séquençage des produits PCR et traitement des données 
 

Les amplifications des gènes 16S, ainsi que les gènes recA, rpoB, trpB, gyrB et atpD 

ont été réalisées avec l’enzyme Dream Taq. Les produits PCR correspondant aux fragments 

partiels du gène codant l’ARN ribosomique 16S, ainsi que les gènes recA, rpoB, trpB, gyrB et 

atpD obtenus ont été séquencés dans le sens forward et reverse par la société Genewiz. Les 

séquences forward et reverse des gènes ont été assemblées et corrigées à l’aide du logiciel 

Vector NTI® (ThermoFisher Scientific). 

 

Un blastN sur le site NCBI ® (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) a ensuite été ré-

alisé avec chacune des séquences du gène codant l’ARN ribosomique 16S afin de valider 

l’appartenance des souches au genre Streptomyces, et d’identifier les espèces de référence. 

Les matrices d’identité des séquences nucléotidiques ont été réalisées avec le logiciel 

Bioedit.( http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html). La distance génétique moyenne a 

été calculée à l’aide du logiciel Mega (Kumar et al., 2016). 

 
II.6.2) Réalisation d’arbres phylogénétiques  

 
Pour l’ensemble des arbres phylogénétiques réalisés au cours de ce travail, un aligne-

ment en utilisant l’algorithme de calcul Clustal W et une correction manuelle des séquences 

identifiées ont été réalisés à l’aide du logiciel Bioedit (Hall 1999). L’alignement a ensuite été 

utilisé pour la construction d’arbres phylogénétiques selon la méthode de Neighbor-Joining 

(Saitou and Nei 1987) et corrigé avec la méthode Kimura 2-parameter (Kimura 1980) à l’aide 

du logiciel Mega (Kumar et al., 2016). La robustesse des branches a été statistiquement éprou-

vée par 100 répliques de bootstrap. Toutes les positions contenant des gaps ont été éliminées. 

 
II.6.3) Caractérisation des souches indicatrices du test de bio-ac-
tivité. 

 
Les amplifications des gènes 16S, ainsi que les gènes recA, rpoB, trpB, gyrB et atpD 

ont été réalisées avec l’enzyme Dream Taq. Les produits PCR correspondant aux fragments 

partiels du gène codant l’ARN ribosomique 16S, obtenus ont été séquencés dans le sens 

forward et reverse par la société Genewiz. Les séquences forward et reverse des gènes ont 

été assemblées et corrigées à l’aide du logiciel Vector NTI® (ThermoFisher Scientific). Un 

blastN sur le site NCBI ® (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) a ensuite été réalisé avec 

chacune des séquences du gène codant l’ARN ribosomique 16S afin d’identifier le genre bac-

térien des souches indicatrices. 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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II.7) Criblage de la capacité à dégrader la carboxymethylcellulose 
  

 L’analyse de la capacité de dégradation de la carboxyméthylcellulose a été réalisée 

en milieu minimum complémenté en CMC. Sa composition est détaillée dans le Tableau MM1. 

Des dépôts de 5 µl de sporée à 107 spores/ml ont été réalisés sur trois boîtes indépendantes. 

Après sept jours d’incubation à 30°C, une solution de rouge-congo acqueuse 0.1% a été ajou-

tée jusqu’à recouvrir la boîte et laissée pendant 5 minutes sur une surface plane. La boîte a 

ensuite été lavée avec une solution de NaCl 1M jusqu’à élimination du colorant superflu. Le 

rouge-congo se fixant sur la cellulose, un halo dépourvu de colorant entoure les colonies 

l’ayant dégradé (Bruce et al.,2010). L’activité cellulase a été indexée comme étant le diamètre 

du halo non coloré par le rouge Congo divisé par le diamètre de la colonie (Huang et al., 2012). 

 
II.8) Criblage de la capacité d’inhibition au sein des souches de la col-
lection. 
 

II.8.1) Crible de la capacité d’inhibition des souches de la collec-
tion contre les souches de référence et les souches environne-
mentales 

 
L’activité antibactérienne des souches de Streptomyces de la collection a été testés 

sur milieu MP5, LB, R2 et GA.  

Pour cela, une boîte de pétri contenant le milieu choisi a été ensemencée avec 5 µl 

d’une sporée à 107 spores/ml afin d’obtenir un tapis confluent. Après 4 jours de croissance à 

30°C, un morceau de gélose est découpé à l’emporte-pièce préalablement stérilisé à la 

flamme. Le morceau de gélose est prélevé à l’aide d’un cure dent stérile et déposé sur une 

boîte de Petri carrée (12*12 cm) contenant 40 ml de milieu LB soft ensemencé avec la souche 

indicatrice.  

Pour un volume de LB de 10 ml, 4 µl d’une solution de spores de B. subtilis ATCC6633 

à 1010 spores/ml est ajoutée, 300 µl de E. coli DH5α d’une culture de 3 ml sur la nuit et M. 

luteus est inoculé à une DO600 finale de 0,04. Les souches indicatrices environnementales 

Micrococcus sp., Bacillus sp. et Paenisporosarcina sp. ont été inoculées à une DO600 finale de 

0,1. 

La boîte a été ensuite incubée 2 heures à 4°C, puis à 37°C pour E.coli DH5α et Micro-

coccus luteus sur la nuit. L’ensemble des autres souches indicatrices ont été incubées à 30°C 

sur la nuit également. La sensibilité des souches indicatrices est révélée par la présence d’un 

halo d’inhibition de croissance autour du morceau de gélose. 
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II.8.2) Expérience d’interaction Streptomyces-Streptomyces 
 

Une boîte de Pétri carrée (12*12 cm) contenant 30 ml de milieu gélosé SFM a été 

inoculée avec une souche de la collection. Une goutte de 5 µl de sporée à 107 spores/ml d’une 

souche a été déposée 36 fois sur une boîte.  Chaque goutte été espacée de 2,5 cm. La souche 

déposée constitue la souche productrice. 

Après trois jours d’incubation à 30°C, sur une même boîte, une goutte de 5 µl de sporée 

à 107 spores/ml de chaque souche est déposée à 5 mm des colonies de souches de Strepto-

myces productrices. Ces souches constituent les souches indicatrices. 

 Les boîtes ont ensuite été incubées 5 jours à 30°C. Le phénotype des souches indica-

trices a été observé par comparaison avec une boîte témoin contenant uniquement les 

souches indicatrices. Une altération de la croissance ou de la sporulation a été considérés 

comme un effet antagoniste. Une absence de variation phénotypique a été considérée comme 

une interaction neutre.  

 
II.8.3) Test de bioactivité des souches RLB1-9 interrompues 
dans le gène S1-9_01749  

  
L’activité antibactérienne des souches interrompues dans le gène S1-9_01749 codant pour 

une protéine contenant un domaine thioesterase a été testée par la méthode du recouvrement.  

Une goutte de 5 µl de sporée à 107 spores/ml a été déposée sur une boîte carrée (12*12 

cm) contenant 40 ml de milieu gélosé GA. Après 5 jours d’incubation à 30°C, 20 ml de LB softs 

préalablement ensemencé avec les souches indicatrices Micrococcus sp., Bacillus sp.ou Pae-

nisporosarcina sp. à une DO600 finale de 0,1 a été ajouté et répartie de manière homogène sur 

l’ensemble de la boîte.  

Les boîtes ont ensuite été incubées 2 heures à 4°C, puis à 30°C sur la nuit. La sensi-

bilité des souches indicatrices est révélée par la présence d’un halo d’inhibition de croissance 

autour de la colonie de Streptomyces. 
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II.9) Séquençage des génomes et assemblage. 
 
 Le séquençage Illumina de la banque Paired end des 17 souches de la collection a 

été réalisé en collaboration avec la Plateforme de Génomique Fonctionnelle du laboratoire 

Nutrition-Genetique et Exposition aux risques environnementaux (NGERE) (INSERM Unité 

954 – NGERE, Faculté de Médecine – Bâtiment C 2ème étage, 9 Avenue de la Forêt de Haye 

– BP 20199 – 54505 Vandoeuvre les Nancy). 

 

Le séquençage Illumina de la banque Paired end de la souche RLB1-8 a été réalisé en 

collaboration avec la Plateforme de Séquençage à haut débit de l’Institut de Biologie inté-

grative de la cellule (IB2C) (Paris Sclay) (Plateforme de Séquençage Haut Débit I2BC- 

UMR9198 CNRS, Bât. 26 (1er étage, pièces 104/106) Avenue de la Terrasse 91198 Gif-sur-

Yvette). Le séquençage Nanopore Oxford Technologies de la banque Mini-Ion, ainsi que le 

séquençage Paired end de la souche RLB1-9 ont également été réalisés en partenariat avec 

cette plateforme. 

L’assemblage des lectures de séquençage de la banque Paired end des 17 souches 

de la collection aété réalisé au sein du laboratoire à l’aide de la solution CLC Genomics 

Workbench (Qiagen) 

 L’assemblage des lectures de séquençage de la banque Mate Paired, ainsi que des 

séquençages des banques Mini-Ion et Paired end de la souche RLB1-8 et RLB1-9 respecti-

vement a été réalisé par la Plateforme de Séquençage à haut débit du laboratoire IB2C 

(Paris Saclay). 

II.10) Approche de génomique comparative. 
 
 L’approche de génomique comparative utilisée dans ce travail a été réalisée 

en collaboration avec Jean Noel Lorenzi (Doctorant en cotutelle Laboratoire Dyna-

mique (Université de Lorraine/Inra – Institut de biologie intégrative de la cellule 

(CEA/CNRS/Université Paris Sud) et le Professeur Olivier Lespinet (Institut de biologie 

intégrative de la cellule (CEA/CNRS/Université Paris Sud) 

 

 Cette approche repose sur l’alignement à l’aide du logiciel Bowtie2 (version 

2.2.6) (Langmead and Salzberg 2012) des lectures de séquençage de la banque Paired 

end des souches sur une souche de référence avec les paramètres suivants : (Figure 

MM4) : 

http://bmct.federation.univ-lorraine.fr/plateformes-de-la-federation/7_plateforme-de-genomique-fonctionnelle/
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1) Aucun filtre de qualité des lectures n’a été appliqué mais un contrôle qualité a été effectué 

avec FastQC (v0.11.5). Aucun biais n’a été détecté. 

  

2) Pour que l’alignement des lectures paired end soit validé, il faut que les deux lectures 

(directe et reverse) soient alignées 
 

3) Aucun filtre de taille n’a été appliqué pour la taille minimum d’un alignement. La taille 

maximale est de 500 nucléotides 
 
4) Pour qu’un alignement soit validé, il faut que le score de l’alignement calculé par le logiciel 

Bowtie2 (version 2.2.6) soit inférieur à la fonction « -0.6*-06* taille du read ». Ce score est 

calculé par le logiciel Bowtie2 (version 2.2.6) selon les paramètres par défaut. 

  

  

 5) L’identification des régions manquantes dans le génome de référence correspond à des 

zones où le nombre de lectures moyennes alignées est inférieur au seuil de significativité. Ce 

seuil est défini comme étant le quart du nombre moyen de lectures par positions couvertes 

dans l’ensemble du génome. Les positions où aucune lecture ne s’aligne ne sont pas prises 

en compte dans le calcul de la moyenne. 

 

6) Seules les zones de plus de 10 kb ont été représentées à l’aide du logiciel R (version 

3.3.2). 
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Figure MM4 : Schématisation de la stratégie de l’approche de génomique comparative. 

Paramètre 
2 et 3 

Paramètre 
4 

Paramètre 
5 

Génome de référence 

Nombre de lectures alignés > ¼* X Nombre de lectures alignés < ¼* X Nombre de lectures alignés > ¼* X 

Région présente Région manquante 

X correspond au nombre moyen de lectures par position dans le génome 

Numération du nombre de lecture alignées sur la référence par positions nucléotidiques   

Région présente 
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II.11) Stratégie de mutation du gène S1-9_01749 portant le domaine 
thioestérase dans le cluster de synthèse de peptide non ribosomique 
chez RLB1-9 

 

La stratégie mise en place pour l’interruption du gène S1-9_01749 dans le cluster de NRPS 

a consisté à insérer le plasmide pIJ8668 par recombinaison homologue au sein du gène.  

 II.11.1) Réalisation de la construction pour la mutagenèse 
du gène 
 

Afin de permettre une insertion par recombinaison homologue du plasmide réplicatif 

chez E.coli pIJ8668, un insert de 896 pb homologue à la séquence nucléotidique du gène S1-

9_01749 a été amplifié par PCR en utilisant comme matrice l’ADNg de la souche RLB1-9.  

Cette amplification a été réalisée avec l’enzyme Dream Taq. Les couples d’amorces 

mut1_f et mut1_r qui portent à leur extrémité 5’ un site de restriction BamHI (GGATCC) ont 

été utilisés. Ces sites de restrictions permettront par la suite d’insérer par ligation ce fragment 

au sein du plasmide préalablement digéré avec cette enzyme. 

 

Après vérification de la bonne amplification du gène sur un gel d’agarose en TBE 0.8%, 

5 µl du produit PCR a été sous-cloné dans le vecteur pGEMT-Easy selon les recommandations 

du fabricant. Le produit de ligation a ensuite été transformé dans la souche E. coli DH5α par 

électroporation. La sélection des transformants a été réalisée sur milieu gélosé LB contenant 

de l’ampicilline (100 µg/ml), de l’IPTG (0.5 mM) et du X-gal (80 µg/ml). Le contenu plasmidique 

de clones dépourvus d’activités β-galactosidase (blanc) a ensuite été extrait.  

L’extraction plasmidique de ces clones a été digérée par l’enzyme de restriction BamHI 

et une partie de la digestion a été déposée sur un gel d’agarose afin de vérifier la présence de 

l’insert dans le plasmide pGEM-T easy.  Après vérification, le reste du produit de digestion 

d’un clone validé a été redéposé sur un gel d’agarose et l’insert libéré du vecteur a été purifié 

à l’aide du kit Gene Jet Gel Extraction Kit (Thermofisher).  

 

Une ligation de l’insert purifié avec le plasmide pIJ8668 préalablement digéré avec 

l’enzyme BamHI et déphosphorylé a été réalisée. Le produit de ligation a ensuite été trans-

formé dans la souche E. coli DH5. La sélection des transformants a été réalisée sur milieu 

gélosé LB contenant de l’apramycine (50 µg/ml). Comme précédemment, le contenu plasmi-

dique des clones a été extrait, digéré, déposé sur gel d’agarose afin de vérifier la présence de 

l’insert dans le plasmide. 
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II.11.2) Obtention des mutants par interruption du gène  
S1-9_01749 
 

L’extraction plasmidique d’un clone validé de la souche de E.coli DH5α contenant le 

plasmide pIJ8668 modifié, a ensuite été transformée dans la souche E.coli ET12567/pUZ8002 

afin de transférer par conjugaison inter-générique la construction dans la souche RLB1-9. La 

sélection des transformants a été réalisée sur milieu gélosé LB contenant de l’apramycine (50 

µg/ml) + chloramphénicol (25 µg/ml) + kanamycine (50 µg/ml). Comme précédemment, le con-

tenu plasmidique des clones a été extrait, digéré, déposé sur gel d’agarose afin de vérifier la 

présence de l’insert dans le plasmide. 

 

Une conjugaison inter-générique entre la souche RLB1-9 et un clone validé précédem-

ment de la souche E. coli ET12567/pUZ8002 portant le plasmide pIJ8668 avec l’insert a été 

réalisée. Pour cela, une préculture de 3 ml du clone E. coli ET12567/pUZ8002 contenant la 

construction d’intérêt a été réalisée sur la nuit en milieu LB contenant de l’apramycine (50 

µg/ml) + chloramphénicol (25 µg/ml) + kanamycine (50 µg/ml).  

Une culture de 50 ml inoculée au 100ème à partir d’une préculture a été réalisée jusqu’à 

obtention d’une DO de 0.4-0.6 (600nm). La culture a ensuite été culotée, puis lavée trois fois 

avec un volume de LB afin d’éliminer les traces d’antibiotiques. Le culot cellulaire a ensuite 

été re-suspendu dans 0,1 volume de LB. En parallèle, 500 µl de milieu 2YT contenant 108 

spores de Streptomyces. 500 µl de cellules re-suspendus sont ajoutées aux spores et mélan-

gées par influx/reflux avec une pipette. 100 µl de mélange ont été étalés sur milieu SFM+ 

MgCl2 10 mM au râteau.  

Les 900 µl restants sont centrifugés et 800 microlitres de surnageant ont été éliminés. 

Le culot cellulaire est ensuite re-suspendu dans les 100 µl restant, puis étalés sur milieu SFM+ 

MgCl2 10 mM au râteau. 

  

Après 18 H d’incubation à 30°C, un flooding a été réalisé avec de l’acide nalidixique 

(25 mg/ml) afin de contre sélectionner E. coli ET12567/pUZ8002 et de l’apramycine (50 µg/ml) 

pour contre sélectionner les Streptomyces n’ayant pas acquis la construction. Les boites ont 

ensuite été incubées 3 à 4 jours à 30 °C. L’insertion du plasmide par recombinaison a été 

analysée par PCR avec comme matrice l’ADNg des transconjuguants obtenus. L’insertion du 

plasmide n’étant pas orientée, elle a été testée par PCR avec l’enzyme Taq polymerase Ta-

KaRa (TaKaRa) avec plusieurs couples d’amorces comprenant une amorce s’hybridant dans 

le gène eGFP porté par le plasmide pIJ8668 (pIJ8668_eGFP_f ou pIJ8668_eGFP_r) et deux 

amorces s’hybridant en amont et aval du site d’insertion du plasmide dans le gène S1-9_01749 
(nrps_1-9_g1_6_f ou nrps_1-9_g1_1796_r). (Figure MM5)  
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. 

 

 

Figures MM5 : Schématisation de la vérification de l’insertion du plasmide pIJ8668 : mut1 dans 
le gène S1-9_01749. 

L’insertion de la séquence homologue à une portion du gène S1-9_01749 a été réalisée après diges-
tion avec l’enzyme BamHI. L’insertion de cette région n’est pas orientée. La séquence peut être insé-
rée dans le même sens que la séquence nucléotidique génomique, ou dans le sens inverse à la sé-
quence génomique. A) Lors de la recombinaison homologue le plasmide pourra donc s’insérer dans 
deux sens. B) Lors de la vérification PCR, selon le sens d’insertion du plasmide les couples 
d’amorces permettant d’obtenir un amplifiat ne seront pas les mêmes. 
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II) Exploitation de la diversité bactérienne : Développement 
d’un biosenseur bactérien  

 
 
II.1) Etat de l’art 
 

II.1.1) La dégradation biologique du bois 
 

Le bois est généralement composé à environ 90% d’un assemblage complexe et très 

résistant de trois biopolymères : la cellulose, les hémicelluloses et la lignine (Pu et al., 2011) 

présents en différentes proportions selon l’essence (Tableau 8). Le reste du bois est com-

posé de pectine  et de substances de faible poids moléculaire (extractibles, cendres) qui sont 

présents en faibles quantités (Kubicek 2012) (Figure 27). 

 

Tableau 8 : Composition chimique du bois selon le type d’essence. 

Composant Proportion dans le bois des feuillus Proportion dans le bois des résineux 

Cellulose 40-50 % 45-50 % 

Hémicellulose 24-40 % 25-35% 

Lignine 18-25 % 25-35 % 

(D’après Howard et al., 2003) 
 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 27 : Schéma des différents constituants chimiques du bois. 

Substances macromoléculaires 

Polysaccharides 

Pectine 

Hémicellulose 
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Lignine 
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minérales 

Substances de faible 
poids moléculaire 

Bois 

Matières 
organiques 

Extractibles Cen‐
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Figure 29 : Schéma d’une fibre de cellulose in situ. 

(A) Structure cristalline où les molécules de cellulose sont 
ordonnées et très compactes, rendant impossible la péné-
tration d’eau ou d’enzymes au sein de la molécule pour une 
éventuelle dégradation. (B) Structure amorphe, les molé-
cules sont plus lâches. Des aspérités sont présentes dans 
la structure, permettant la pénétration d’eau et d’enzymes 
entrainant le processus de dégradation. (Extraite de Lynd et 
al., 2002) 

 

• La Cellulose 
 

La cellulose est le matériel de base des parois cellulaires végétales et constitue le biopolymère 

terrestre le plus abondamment synthétisé sur terre. C’est un homopolymère linéaire dont 

l’unité structurale est la cellobiose qui est constituée de β-D-glucopyranoses liés entre eux par 

des liaisons osidiques β-1=>4 (Figure 28).  

 
 

La chaîne de β-D-glucopyranose va subir de nombreuses polymérisations permettant 

un passage d’une chaine de cellulose native en passant par la phase de protofibrille, puis 

microfibrille à une fibre de cellulose insoluble très résistante aux dégradations chimiques (Lynd 

et al., 2002). Au cours de ces polymérisations successives des liaisons hydrogènes intra- et 

inter-caténaires entre les groupements hydroxyles de glucopyranoses vont se former, permet-

tant une structuration et une consolidation de la structure protofibrillaire de la cellulose (Lynd 

et al., 2002 ; Hallac et Ragauskas 2011). Les liaisons formées vont donner à la cellulose une 

structure majoritairement homogène avec des régions hautement ordonnées dites cristallines. 

Il existe toutefois au sein des fibres de celluloses des régions moins homogènes (régions 

amorphes) ou des zones composées d’aspérités créées par des entortillements et des tor-

sades entre les microfibrilles (Ding et Himmel 2009) (Figure 29).  

 

En milieu humide, ces régions hétérogènes peuvent faciliter l’hydratation et la dégra-

dation de la cellulose. Toutefois, malgré ces fragilités ponctuelles, la présence de lignine et 

d’hémicelluloses dans le bois confèrent à la cellulose une résistance très importante aux con-

traintes bio-physico-chimiques de l’environnement en formant un « manteau protecteur » au-

tour de cette dernière (Jacobsen et Wyman 2000). 

 

 

 

Figure 28 : Projection de Haworth 
de la cellulose. 

La cellulose est constituée de β-D-
glucopyranoses, liés entre eux par 
des liaisons osidique β-1 => 4. Son 
unité structurale est la cellobiose 

A 
B 
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• Les hémicelluloses 

 Les hémicelluloses, sont des hétéropolysaccharides composés d’une grande variété 

d’oses modifiés. Contrairement à la cellulose, les hémicelluloses sont ramifiées et n’existent 

pas sous forme cristalline. De manière générale, la chaîne principale peut être composée d’al-

dopentoses comme le D-xylose ou le L-arabinose ou bien d’aldohexoses comme le D-glucose, 

le D-mannose, ou le D-galactose liés entre eux par des liaisons osidique β-1=>4. La chaine 

principale se présentera donc soit sous la forme d’un homopolymère (xyloglucane) ou d’un 

hétéropolymère (glucommananes) présentant de courtes ramifications composées de résidus 

de sucres ou divers groupements chimiques (Shallom and Shoham 2003). La grande diversité 

de liaisons au niveau des ramifications, des embranchements, et des sous-unités de base va 

contribuer à la complexité structurelle des hémicelluloses (Jacobsen and Wyman 2000) (Fi-

gure 30).  

 
 
Figure 30 : Projection de Haworth des différentes hémicelluloses et localisation des sites 
cibles des enzymes intervenant dans leur dégradation. 

 (Extrait de Shallom and Shoham 2003) 



 
 

 
89 

 

 

• La lignine 
 

 La lignine est le second biopolymère terrestre le plus important. C’est une macromolé-

cule amorphe, ne possédant pas de structure générale déterminée et dont la composition et 

la structure varient selon les essences considérées, les conditions environnementales et la 

nature cellulaire (Boerjan et al., 2003). Sa synthèse se réalise par polymérisation oxydative de 

trois précurseurs : l’alcool p-coumarique, l’alcool coniférique et l’alcool sinapilyque (Vanholme 

et al., 2010) (Figure 31). La lignine, en s’associant avec les autres constituants de la paroi et 

les hémicelluloses, confère à la paroi cellulaire un rôle de support structural important et sert 

de barrière contre les attaques microbiennes et les stress oxydatifs (Howard et al., 2003).  

 

Figure 31 : Représentation des monomères de base des lignines. 

Extrait de  http://www.snv.jussieu.fr/bmedia/bois/bois_chimie.html 
 
 

La composition chimique du bois en fait un matériau naturellement très résistant aux 

facteurs de dégradation abiotique. Ces facteurs sont liés à l’environnement comme les rayon-

nements UV, les changements de température ou l’humidité. En revanche, du fait de sa nature 

biologique, le bois est biodégradable. Cette dégradation biotique est essentielle pour le recy-

clage de la matière organique dans les écosystèmes, mais représente un problème majeur au 

niveau du bois comme matériaux. Cette biodégradation est principalement le fruit de la macro-

flore et de la micro-flore. 

http://www.snv.jussieu.fr/bmedia/bois/bois_chimie.html
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 Au sein de la macro-flore, sont retrouvés les térébrants en milieux marins, les insectes 

xylophiles (abeille, guêpes), les insectes xylophages et à larves xylophages (termites, capri-

corne, vrillette). Toutefois, la plupart des macro-dégradeurs ne produisent pas directement les 

enzymes permettant de transformer la cellulose, les hémicelluloses et la lignine du bois en 

élément nutritif assimilable. Par exemple, le scolyte Dendroctonus ponderosae inocule un 

champignon xylophage au moment de la ponte. La guêpe Sirex noctilio  possède quant à elle 

des microorganismes cellulolytiques au niveau de son tractus digestif (Amylostereum, Strep-

tomyces et des γ-protéobactéries (Bergeron et al., 2011 ; Adams et al., 2011 ; Coutts 1969) 

qui participent à la dégradation du bois. Les termites, qui constituent un des plus grands rava-

geurs du bois, peuvent être distinguées en deux catégories. Les termites « inférieurs » qui 

nécessitent une symbiose avec des protistes et des bactéries pour digérer le bois et les ter-

mites « supérieurs » capables de produire leur propre cellulase (Tartar et al., 2009). Dans leur 

grande majorité, les macro-dégradeurs utilisent donc des associations symbiotiques avec des 

microorganismes pour se nourrir des composés du bois. Les microorganismes sont également 

au niveau du bois en décomposition dans l’environnement et appartiennent à la catégorie des 

micro-dégradeurs.  

 

La micro-flore est constituée des bactéries et des champignons saprophytes, capables 

de dégrader la cellulose, les hémicelluloses et/ou la lignine. La capacité de dégradation de ces 

microorganismes est généralement liée à des consortiums enzymatiques importants. Récem-

ment ces enzymes et ces microorganismes ont trouvé un intérêt appliqué en industrie au sein 

des biotechnologies blanches. Un exemple est la production d’énergie (biofuel) par la dégra-

dation des éléments lignocellulosiques récalcitrants de la biomasse. 

 

• Les champignons saprophytes 

 

 Au sein des communautés fongiques, deux groupes responsables de l’altération du 

bois sont distingués. Le premier est constitué de champignons lignicoles (qui se développent 

à la surface du bois dans les forêts tempérées). Ces moisissures provoquent une coloration 

de surface (bleuissement) mais aucune altération des propriétés physiques du bois (Schwarze 

et al., 2000). Le deuxième groupe est composé de champignons dits lignivores qui se déve-

loppent non seulement à la surface du bois, mais également en profondeur. Cette attaque des 

tissus profonds provoque une dégradation des constituants pariétaux des cellules végétales 

et donc une déstructuration du bois. Les lignivores se divisent notamment en pourritures 
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brunes, pourritures molles et pourritures blanches selon leurs spécificité de substrat de dégra-

dation observables à l’échelle macroscopique Les pourritures brunes (Basidiomycètes), aussi 

appelées pourritures cubiques, dégradent la cellulose et les hémicelluloses (Schwarze et al., 

2000). Elles sont en revanche incapables de dégrader la lignine. Elles sont principalement 

trouvées dans les forêts de résineux et très souvent au niveau du bois matériaux. Les pourri-

tures molles (Ascomycètes, Deutéromycètes) possèdent un répertoire enzymatique permet-

tant la dégradation la cellulose et des hémicelluloses, ainsi qu’une dégradation partielle de la 

lignine. Les agents de pourriture molle sont souvent les premières colonisateurs du bois en 

milieu naturel (Schneider et al., 2012). Enfin, les pourritures blanches constituées quasiment 

uniquement de Basidiomycète et de quelques espèces d’Ascomycètes (Liers et al., 2005) sont 

capables de dégrader totalement la lignine, la cellulose et l’hémicellulose, entrainant une mi-

néralisation des tissus lignifiés (Hatakka 2005).  

 
 La connaissance des champignons saprophytes, ainsi que de leur succession durant 

les étapes de dégradation du bois repose principalement sur les observations macroscopiques 

de leurs fructifications (Norden et al., ; Allen et al., 2000; Jönsson, Edman, and Jonsson 2008) 

ou de leur mycélium cultivé en laboratoire (Lumley et al., 2001 ; Tiunov and Scheu 2000). 

Néanmoins, ces approches ne permettent qu’un inventaire des espèces cultivables ou fructi-

fiantes. Plus récemment, des techniques basées sur l’ADN et permettant de s’affranchir de la 

culture des souches ont été utilisées afin d’étudier les espèces présentes sur le bois en dé-

composition, ainsi que leur cinétique d’apparition (Allmér et al., 2006 ; Kulhánková et al., 2006; 

Ovaskainen et al., 2010 ; Rajala et al., 2012).  

 

D’une manière générale, les techniques de séquençage à haut débit, ainsi que d’autres 

techniques comme la méta-protéomique (analyse par spectrométrie de masse de l’ensemble 

des protéines produites par une population dans un échantillons prélevé à un instant donné) 

(Schneider et al., 2012) participent à une meilleure compréhension des communautés fon-

giques et bactériennes associées au processus de dégradation de la matière organique dans 

le sol (Buée et al., 2009) et dans le bois mort (Ovaskainen et al., 2010 ; Kulhánková et al., 

2006). A terme, elles permettront de mieux appréhender la diversité associée à différents types 

de bois en décomposition (Prewitt et al., 2014), leur cinétique d’apparition (Yamashita et al., 

2015) et leur relation avec des facteurs environnementaux (température, précipitation, saison, 

composition de la litière).  
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Elles ont d’ores et déjà permis de montrer que les champignons sont les principaux 

acteurs de la dégradation du bois, et que différents types de pourriture, avec leurs spécificités 

d’action propres, s’associent et se succèdent afin de permettre une attaque de tous les com-

posants du bois. 

• Les communautés microbiennes 
 

 Bien que primordiale, la dégradation et l'utilisation des composés du bois ne 

sont pas assurés par la seule population fongique (Clausen 1996). Des études de métagéno-

mique  (Kielak et al., 2016 ; Lauber et al., 2009 ; Baldrian et al., 2012) ou de méta-protéomique 

(Schneider et al., 2012), mais également de reconstruction de microcosmes (Folman et al., 

2008 ; Hervé et al., 2014) ont montré que les bactéries sont impliquées de façon significative. 

Trois grands phylums sont retrouvés au niveau des zones de dégradation de la matière orga-

nique forestière :ce sont les Protéobactéries, les Acidobactéries et majoritairement les Actino-

bactéries  (Schneider et al., 2012 ; Baldrian et al., 2012 ; Šnajdr et al., 2011).  

 

Ces communautés bactériennes sont capables d’utiliser les ressources nutritives libé-

rées lors de la dégradation fongique mais également de dégrader la cellulose, les hémicellu-

loses, la pectine, les produits ligneux de faible poids moléculaire. En revanche elles ne sont 

que très rarement capables de dégrader les lignines qui sont principalement dégradées par 

les communautés fongiques (Bugg et al., 2011 ; Zabel and Morrell 2012). 

 

Dans le bois en décomposition en forêt, les communautés fongiques et bactériennes 

coexistent (Valásková et al., 2009). Les interactions entre ces deux groupes durant le proces-

sus de dégradation peuvent être positives, négatives ou neutres pour l’un ou les deux orga-

nismes. Par exemple, il a été montré que le champignon de la pourriture blanche Phane-

rochaete chrysosporium (Hervé et al., 2016), mais aussi R. bicolor et H. fascicular (Folman et 

al., 2008) étaient capable d’impacter la diversité fonctionnelle des communautés bactériennes. 

Dans des conditions contrôlées, certaines souches bactériennes ont été capables de promou-

voir (Kamei et al., 2012; Bontemps et al.,2013) ou d’inhiber (Bontemps et al.,2013; Radtke, 

Cook, and Anderson 1994) la croissance des champignons de la pourriture blanche.  

 

Plus spécifiquement, d'un point de vue fonctionnel, il a été suggéré que les interactions 

bactéries-fongiques au cours du processus de décomposition du bois peuvent être bénéfiques  
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pour les deux partenaires à travers une succession de réactions enzymatiques. Le champi-

gnon commence par hydrolyser la lignocellulose récalcitrante, libérant des produits de dégra-

dation. Ces produits sont ensuite assimilables par les bactéries qui contribueront à la dégra-

dation de la cellulose et permettront aux champignons un meilleur accès à la lignine (Boer et 

al.,2005).  

En outre, la concentration d'azote dans le bois est connue pour être faible, et peut 

devenir un élément limitant la production d’enzymes de dégradation par les communautés 

fongiques (Deacon et al., 2006). Les bactéries fixatrices d'azote pourraient alors favoriser la 

croissance fongique (Clausen 1996 ; Hoppe et al., 2014). Toutefois, l’influence réciproque de 

ces deux communautés dans leur composition et leur succession n’est pas encore bien com-

pris et pourrait être dépendant de paramètres abiotiques (Rinta-Kanto et al., 2016), du type de 

bois (Prewitt et al., 2014) ou du stade de dégradation (Kielak et al., 2016). 

 

II.1.2) La norme EN113 
 

Afin de prévenir la dégradation du bois matériau, des traitements protecteurs existent : 

imprégnation, fumigation, autoclavage du bois… L’efficacité de ces traitements préventifs 

contre les champignons basidiomycètes lignivores est évaluée à l’aide d’une méthode de la-

boratoire spécifiée par la norme EN 113 (EN 113 1996). Les espèces fongiques utilisées dans 

le test sont trois champignons de pourriture brunes (Coniophora puteana, Gloeophyllum tra-

beum et Postia placenta) et un champignon de pourriture blanche (Trametes versicolor). Les 

tests actuels de cette norme sont basés sur une mesure de perte de masse d’éprouvettes de 

bois traitées après 4 mois d’infection fongique par des champignons de référence (Figure 32).  

 
 
 

 

 

 

 
  

 

  

Figure 32 : Test de la norme EN 113 en flacon de Kolle.  

Des éprouvettes de bois traité (morceaux de bois de tailles 
standardisés [40×15×5 mm]) sont soumises à une dégradation 
fongique par des champignons Basidiomycètes de référence 
dans un flacon de Kolle pendant 4 mois. Un relevé de masse 
de l’éprouvette de bois est réalisé avant expérience, et après 
quatre mois. La différence de masse avant et après expérience 
permet d’apprécier l’efficacité du traitement. (Extraite de : 
http://www.mpaew.de/wirksamkeit-en.php) 
 
 

http://www.mpaew.de/wirksamkeit-en.php
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Un des objectifs de cette thèse a été de développer un outil métrologique permettant de dé-

tecter la dégradation du bois de façon plus rapide que la norme EN 113. Cet outil a été dédié 

à la détection des cello-oligosaccharides (composés issus de la dégradation de la cellulose) 

comme signature de la dégradation du bois et est basé sur le concept des biosenseurs.  

 

II.1.3) Les biosenseurs 
 

Déterminer la qualité et la sécurité de l’environnement est primordial et nécessite la 

mise en place de moyens rapides, fiables, pratiques et miniatures de mesure. Le concept de 

biosenseur remonte à l’antiquité.  En effet, les romains utilisaient déjà des canaris comme 

détecteur du monoxyde de carbone dans les mines. Plus récemment le chien a été utilisé pour 

la détection d’explosifs, de drogue ou la détection de maladies comme le cancer du sein. De-

puis une vingtaine d’années, l’utilisation des organismes vivants et notamment de microorga-

nismes comme senseur connait un nouvel essor, notamment par l’apport du génie génétique. 

 
 Biosenseurs : Définition et systèmes techniques 

 
Actuellement, la formalisation et la spécification de la terminologie relative aux biosen-

seurs sont effectuées par l'Union internationale de chimie pure et appliquée (IUPAC) 

(https://goldbook.iupac.org/html/B/B00663.html) qui émet des recommandations aux cher-

cheurs, comités de rédaction de revues et éditeurs. L’IUPAC défini les biosenseurs comme 

des « dispositifs petits et compacts qui utilisent des réactions spécifiques induites par des 

enzymes, des immunosystèmes, des tissus, des organelles ou cellules entières en réponse à 

la détection des composés. Les réactions spécifiques sont ensuite transcrites en signaux chi-

mioélectriques, thermiques ou optiques. Le biosenseur doit donner des déterminations pré-

cises (réactions « on-off ») et établir une connexion réelle entre le matériel biologique et le 

transducteur ». En résumé, un biosenseur (ou biocapteur) est constitué de deux parties prin-

cipales : une composante biologique appelée aussi bio-composant qui est soit un organisme 

vivant, soit un produit biologique et un système transducteur. Le signal sera ensuite mesuré à 

l’aide d’un outil numérique ou simplement par l’observateur dans le cas d’un signal optique 

(Figure 33).  

 

Le premier biosenseur répondant à cette définition a été développé aux Etats-Unis par 

L. C. Clark en 1962 (Clark and Lyons 1962 ; Setford and Newman 2005). Ce système était 

https://goldbook.iupac.org/html/B/B00663.html
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Figure 33 : Représentation sché-
matique d’un système biosen-
seur. 
 
Les échantillons sont détectés par 
la partie senseur qui reliée au trans-
ducteur, transmet un signal au dé-
tecteur. Différents systèmes utilisés 
pour les senseurs et les transduc-
teurs sont indiqués à droite. 

Echantillons à analyser 
 
Enzymes immobilisées 
Microorganismes 
Anticorps 
Acide désoxyribonucléique  
Cellules 
 
Electrochimique : 
Potentiométrie 
Ampérometrie 
Conductimétrie 
 
Optique 
Calorimétrique 
 
 

basé sur l’utilisation d’une enzyme, la glucose oxidase, comme bio-composant. Ce bio-com-

posant été fixé sur une électrode ampérométrique mesurant la concentration en oxygène d’un 

milieu qui jouait le rôle de transducteur. L’électrode mesure les variations d’intensité due à la 

variation de la concentration en oxygène du milieu. Dans un tampon saturé en oxygène et 

contenant une concentration de glucose à déterminer, l’enzyme va utiliser l’oxygène dissous 

dans le milieu pour oxyder le glucose. La consommation d’oxygène est alors visualisée par 

une variation de l’intensité du courant électrique mesurer par l’électrode proportionnelle à la 

concentration en glucose dans le milieu (Turner 1997). 

 

 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Depuis la création du premier biosenseur par Clark, la technologie des biosenseurs 

a largement été étudiée et développée avec notamment 4000 à 5000 publications chaque 

année entre 2014 à 2016 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed). De plus cette technologie 

représente un marché estimé à 14 milliards de dollars pour l’année 2010 (Turner 2013) avec 

des champs d’application multiples allant de la santé publique (cancer, diabète, insuffisance 

rénale), à la sécurité alimentaire, la sécurité intérieure, la surveillance environnementale et le 

suivis de procédé en industrie (Tiwari et al., 2012 ; Senveli and Tigli 2013 ; Richter 1993).  

 

 II.1.3.2) Les bactéries comme biosenseurs 
 

Dans le cadre de ma thèse, je me suis principalement intéressé aux biosenseurs basés 

sur des cellules entières, et notamment sur des cellules bactériennes qui sont les plus utilisées 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed
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dans cette catégorie (D’Souza 2001). Le premier biosenseur bactérien aurait été réalisé par 

Divies en 1975 (Turner 1997) et utilisait la bactérie Acetobacter zylinum pour détecter la pré-

sence d’alcool. En tant que senseur, les bactéries présentent l’avantage de posséder un grand 

répertoire enzymatique  (Ikeda et al.,1996) qui permet de réaliser un très large éventail d’ana-

lyses. Elles sont ubiquistes et permettent d’avoir un grand spectre d’applications. Enfin, elles 

sont généralement facilement cultivables et donc plus faciles à produire que des enzymes. 

Néanmoins, le choix du microorganisme est primordial afin de réaliser une analyse sensible 

et précise (Reshetilov, Iliasov, and Reshtilova 2010). Les biosenseurs basés sur des cellules 

bactériennes utilisent les propriétés biologiques des organismes à détecter des composés 

dans leur environnement et/ou leur capacité à les dégrader, libérant des composés qui peu-

vent alors être mesurés. Au sein des biosenseurs bactériens, la bactérie joue le rôle de bio-

composant et convertit la détection d’un élément en un signal.  

 

 Les systèmes de transduction du signal, reposent sur plusieurs principes de mesures. 

Les systèmes électrochimiques (ampérométrie, potentiométrie, conductrimétrie) détectent à 

l’aide d’électrode des variations de courants électriques relatifs au métabolisme de la bactérie 

(Chouteau et al., ; Okochi et al., 2004 ; Bergveld 2003).  

Les systèmes calorimétriques mesurent quant à eux un dégagement de chaleur pou-

vant aller jusque 100 kj/mol lors de réactions chimiques (Schugerl 2001).  

Les systèmes optiques qui peuvent être divisés en deux groupes. Le premier résulte 

de l’utilisation d’organismes recombinants ou naturellement bioluminescents. Le deuxième ré-

sulte de la transformation génétique de l’organisme avec une fusion transcriptionnelle entre 

un gène rapporteur exogène et le promoteur d’un gène induit par la cible étudiée (Mitchell and 

Gu 2004).  

Dans le système biosenseur, les bactéries peuvent être libres dans un milieu de culture 

relié au transducteur (Flow cells) (Kim et al., 2003 ; Chang et al., 2004) ou fixées. La fixation 

peut se présenter sous la forme d’une inclusion dans un gel ou une matrice de polymères (Jia 

J. et al.,2003 ; D’Souza 2001 ; Philp et al.,2003), une adsorption sur des surfaces ou mem-

branes (D’Souza 2001). Une des limitations de l’utilisation des microorganismes reste la diffu-

sion des molécules dans la cellule (Rainina et al., 1996). Une perméabilisation des cellules de 

manière physique (congélation/décongélation), chimique (solvant organique, détergent) ou en-

zymatique (lysozyme, papaïne) permet de faciliter la diffusion (D’Souza and Marolia 1999 ; 

Patil and D’Souza 1997). 
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II.2) Résultats 
 

 Les résultats obtenus au cours de ce travail ont été valorisés par une publication :  
Toussaint, Maxime, Cyril Bontemps, Arnaud Besserer, Laurence Hotel, Philippe Gérar-
din, and Pierre Leblond. “Whole-Cell Biosensor of Cellobiose and Application to Wood 
Decay Detection.” Journal of Biotechnology 239 (October): 39–46. doi:10.1016/j.jbio-
tec.2016.10.003. Ces travaux ont également fait l’objet d’un brevet international : « Biosen-
seur bactérien de la dégradation du bois » (Toussaint, Bontemps, Leblond WO 
2016131665 A1). 

Les souches environnementales utilisées pour la réalisation du biosenseurs ont été 

caractérisées au sein d’une publication réalisée au début de ce travail de thèse : Cyril Bon-
temps, Maxime Toussaint, Pierre-Vincent Revol, Laurence Hotel, Mathilde Jeanbille, 
Stéphane Uroz, Marie-Pierre Turpault, Damien Blaudez, Pierre Leblond; Taxonomic and 
functional diversity of Streptomyces in a forest soil, FEMS Microbiology Letters, Vo-
lume 342, Issue 2, 1 2013, Pages 157–167, https://doi.org/10.1111/1574-6968.12126. 

 

Dans un premier temps un résumé des résultats présentés dans la publication Tous-

saint et al., J. Biotech. et le brevet sera présenté. Puis des résultats complémentaires au dé-

veloppement du biosenseur seront également fournis. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

https://doi.org/10.1111/1574-6968.12126
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Résumé des résultats présenté dans la publication et le brevet  
 

Comme il a été présenté dans l’état de l’art, l’évaluation de l’efficacité des traitements 

protecteur du bois est réalisé à l’aide de la norme EN 113. Les tests actuels de cette norme 

sont basés sur une mesure de perte de masse d’éprouvettes de bois standardisées traitées 

avec le produit à évaluer et infectées par des champignons de référence. Après 4 mois d’in-

fection la mesure de perte de masse des éprouvettes permet d’estimer l’efficacité du traite-

ment. Ce test nécessite donc 16 semaines avant de pouvoir apporter une réponse quant à 

l’efficacité des traitements. Afin de tenter de trouver une alternative plus rapide à ce test, un 

biosenseur bactérien capable d’évaluer la dégradation des éprouvettes de bois a été déve-

loppé au cours de ce travail de thèse. Cet outil a été construit en détournant le mécanisme de 

régulation des gènes cellulolytiques par le régulateur CebR retrouvé au sein de plusieurs 

genres d’Actinomycètes (Anderson et al., 2012) et notamment plusieurs espèces appartenant 

au genre Streptomyces (Marushima et al., 2009 ; Schlösser et al., 2000 ; Book et al., 2016). 

 

• Le régulateur CebR 
 
Le gène cebR est une protéine homodimérique qui agit comme répresseur transcrip-

tionnel en se fixant sur une séquence nucléotidique palindromique de 14 nucléotides conser-

vés dans la région promotrice des gènes régulés (Schlösser et al., 2000 ; Spiridonov and Wil-

son 1999 ; Marushima et al., 2009). Au sein du genre Streptomyces cette séquence est appe-

lée « boîte CebR » (Schlösser et al.,2000 ; Marushima et al.,2009) (Figure 34).   

En présence de cellooligosaccharides issus de la dégradation de la cellulose tels que 

la cellobiose, ces molécules vont jouer le rôle d’effecteur. La fixation de ces composés par la 

protéine CebR va induire un changement de conformation de cette dernière qui ne pourra plus 

se fixer dans la région promotrice des gènes régulés. La répression transcriptionnelle est alors 

levée et les gènes peuvent s’exprimer (Figure 34). 

Whole-Cell Biosensor of Cellobiose and Application to 
Wood Decay Detection 

Toussaint Maxime, Cyril Bontemps, Arnaud Besserer, Laurence Hotel, Philippe 
Gérardin, and Pierre Leblond 
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Figure 34 : Mécanisme de régulation par le régulateur CebR 

 A) En absence de composés de dégradation du bois, la protéine CebR se fixe sur la boîte 
CebR (TGGGAGCGCTCCCA) (boîte rouge) située dans la région promotrice des gènes qu’elle régule 
et en inactive l’expression. B) En présence de cello-oligosaccharides, la protéine CebR change de con-
formation et ne se fixe pas sur la boîte CebR levant ainsi la répression des gènes régulés, et permettant 
ainsi leur expression. La plupart des gènes exprimés vont être impliqués dans la dégradation et la mé-
tabolisation des composés du bois.  
 

Au sein du génome des bactéries, ce gène est co-localisé avec un opéron composé de 

quatre gènes (cebEFG-BglC) et forme le système CebR (Figure 35). Les gènes de cet opéron 

codent respectivement pour un homologue de protéine de liaison de sucre (cebE), des homo-

logues de protéines membranaires de transport (cebFG) et une béta-glucosidase (bglC), per-

mettant le transport et l’utilisation des cello-oligosaccharides comme source de carbone.  

Une boîte CebR est retrouvée dans la région promotrice de l’opéron cebEFG ainsi que 

la région promotrice du régulateur lui-même. La fixation de la protéine et la régulation de l’ex-

pression de l’opéron ainsi que de sa propre régulation a été démontré chez S. griseus (Marus-

hima et al., 2009) et S. reticuli (Schlösser et al., 2000).    

 

 

 
 

 

 

 

 
Figure 35 : Illustration du système CebR  
Chez S. reticuli (A) La boîte CebR est localisée au niveau de l’espace intergénique (cebR-cebE) et le 
gène cebR est en orientation inverse de l’opéron. Chez Streptomyces griseus (B) le gène cebR est dans 
la même orientation que l’opéron cebEFG-BglC. Une boîte CebR est présente dans la région promotrice 
du gène cebR, ainsi que dans la région promotrice du gène cebE. 
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• Résumé du principe et de la stratégie de réalisation de la construction biosen-
seur décris dans Toussaint et al., (2016) 

 
Principe de la construction 

 

Le principe de la construction du biosenseur a consisté à construire un système rap-

porteur porté par un plasmide. Ce système rapporteur est basé sur la fusion transcriptionnelle 

entre une région promotrice portée par le plasmide dans laquelle a été insérée la boîte CebR 

et un gène rapporteur. L’expression du gène rapporteur est alors placée sous la dépendance 

du régulateur CebR endogène à la souche transformée avec la construction.  

En absence de composés issus de la dégradation de la cellulose, la protéine CebR 

réprime l’expression du gène rapporteur en se fixant sur la boîte CebR localisée entre le pro-

moteur et la phase codante du gène. En présence de composés issus de la dégradation de la 

cellulose, la protéine CebR ne se fixe pas à la boîte et la répression transcriptionnelle est alors 

levée (Figure 36). L’insertion de cette construction dans le génome des Streptomyces permet 

donc théoriquement s’ils possèdent un système CebR l’émission d’un signal spécifique et si-

gnificatif en présence de molécules signales issues de la dégradation du bois. 

 

 

 

 
 

 

 

 
 
 
Figure 36 : Mécanisme de régulation par le régulateur CebR dans le système rapporteur 

A) En absence de composés de dégradation du bois, la protéine CebR se fixe sur la boîte CebR 
(boîte rouge) située en aval du promoteur constitutif et réprime l’expression du gène rapporteur. B) Des 
composés de la dégradation du bois vont interagir avec la protéine CebR. La protéine change de con-
formation et ne se fixe plus sur la boîte CebR. La répression du gène rapporteur est levée et le gène 
rapporteur est exprimé. 
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Différents cello-oligosaccharides sont susceptibles d’agir comme effecteurs selon les 

souches de Streptomyces (Marushima et al., 2009). Des souches différentes auraient donc 

des spécificités de reconnaissance des composés de dégradation du bois. La transformation 

de différentes espèces de Streptomyces pourrait donc permettre d’obtenir des souches con-

tenant la construction biosenseur avec des sensibilités différentes vis-à-vis des composés is-

sus de la dégradation du bois comme il a été proposé par Marushima et al.,(2009). Ce système 

ayant été caractérisé uniquement chez Streptomyces griseus (Marushima et al., 2009), Strep-

tomyces reticuli (Schlösser et al., 2000) et Streptomyces Sirex AA-E (Takasuka et al., 2013) 

une analyse in silico présentée dans les résultats complémentaires a été réalisée au cours de 

ce travail de thèse afin de s’assurer du caractère conservé et répandu de ce système de ré-

gulation au sein du genre Streptomyces. Les résultats obtenus ont permis de mettre en évi-

dence une conservation de ce système pour 41 des 45 souches étudiées. 

 

Résumé de la stratégie mis en place pour la réalisation de la construction  

Afin de détourner le système régulateur CebR, la boîte de fixation 

(TGGAGCGCTCCCA) de la protéine CebR a été clonée au sein du plasmide pIB139 entre un 

promoteur fort (PermE*), un site de traduction (RBS : Ribosome binding site ou site de fixation 

du ribosome) et le gène rapporteur xylE codant pour une enzyme de dégradation (dioxygé-

nase) d’un substrat (catéchol) aboutissant à un signal coloré jaune. Ce gène est classiquement 

utilisé pour la construction de système rapporteur chez les Streptomyces (Ingram et al., 1989). 

De plus, le plasmide pIB139 qui porte le promoteur fort PermE* a été choisi comme vecteur 

du système rapporteur car ce plasmide est réplicatif chez E. coli et intégratif de manière site-

spécifique au niveau des sites conservés ΦC31 chez Streptomyces (Kieser et al., 2000). Ce 

plasmide permet donc de pouvoir transformer un très grand nombre d’espèces et de souches 

de Streptomyces (Figure 37). 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 
104 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 37 : Représentation schématique du système biosenseur.  

La construction du système biosenseur consiste en un clonage de la région de fixation 
(TGGAGCGCTCCCA) de la protéine CebR flanquée d’un site RBS (Ribosome Binding Site) entre le 
promoteur constitutif Perme* porté par le plasmide pIB139 et le gène rapporteur xylE. Le système est 
alors ensuite transformé dans plusieurs souches de Streptomyces par conjugaison intergénérique et 
intégré de façon stable dans le génome de la réceptrice au niveau des sites conservés ΦC31. Le gène 
rapporteur code pour une catéchol dioxygénase qui en présence de catéchol colore la colonie en jaune. 

 

Suite à la vérification de la conservation de ce système au sein du genre Streptomyces, 

la construction a ainsi pu être introduite chez différentes souches types de laboratoire Strep-

tomyces ambofaciens ATCC23877, Streptomyces coelicolor M145 et Streptomyces lividans 

TK24. 

 Afin d’optimiser nos chances de modifier une souche capable de détecter les cello-

oligosaccharides, nous avons fait le postulat que des souches environnementales provenant 

d’un environnement de dégradation de la biomasse seraient d’excellentes candidates pour 

détecter les cello-oligosaccharides. En effet ces molécules constituent une source potentielle 

de nutriments dans l’environnement pour ces bactéries. Des souches de Streptomyces envi-

ronnementales (Streptomyces sp. S9N29, S2N2, S6N6, S9N14, S4N22, S1N3 et S4N27) pro-

venant d’une collection réalisée à partir de sol forestier lors d’une précédente étude au labo-

ratoire (Bontemps et al.,2013) ont donc également été transformées en partant de l’hypothèse 

que ces souches possédaient un système CebR. Dans le but de maximiser nos chances de 

réussite de transformer une souche avec ce système, ces souches ont été choisies pour leur 

représentativité de la diversité taxonomique de la collection (Bontemps et al.,2013).  

La capacité des souches modifiées à détecter les cello-oligosaccharides, ainsi que la dégra-

dation fongique d’éprouvettes de bois utilisées dans le cadre de la norme EN 113 ont ensuite 

été testés.  
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Gène rapporteur xylE 
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• Résumé des tests de validation de la détection de cello-oligosaccharide par l’ou-
tils développés dans l’article Toussaint et al., J. Biotech (2016). 

 

- Tests de détection de la cellobiose sur cultures gélosées :  

 

 Dans un premier temps, la capacité des souches à détecter la cellobiose qui est un 

diholoside issu de la dégradation de la cellulose reconnu comme effecteur par la protéine 

CebR chez Streptomyces griseus a été testée. Pour cela les souches modifiées ont été culti-

vées sur un milieu gélosé (HT*) contenant de la cellobiose et sur un milieu sans cellobiose.  

 Après 2 jours de croissance, les boîtes ont été vaporisées avec un révélateur de 

l’expression du gène xylE (le catéchol). La dégradation de ce substrat par la protéine codée 

par le gène xylE est observée par une coloration jaune de la colonie (Figure 38). 

  Seules les souches S. ambofaciens ATCC23877, S. coelicolor M145, S. lividans 

TK24, Streptomyces sp S4N27 ont présenté une coloration jaune en présence de cellobiose. 

La cellobiose a donc agi comme effecteur et a permis de lever la répression du gène xylE par 

le régulateur CebR endogène à la souche. La souche Streptomyces. sp. S6N6 a présenté 

également une coloration jaune sur milieu avec cellobiose. Toutefois, une coloration jaune a 

également été observée sur le contrôle sans cellobiose traduisant une fuite du système dans 

cette souche (Tableau 8). 

 
 
 
 
 
 
 
 
Figures 38 : Illustration du crible réalisé sur milieu riche solide pour sélectionner les souches 
biosenseurs. 
A) Les souches modifiées avec la construction biosenseur ont été striées et incubées sur un milieu riche 
avec du mannitol comme seule source de carbone. B) Les souches ont également été striées sur le 
même milieu, mais supplémenté avec de la cellobiose (5g/L-1), molécule signal de la dégradation du 
bois.  C) Afin de s’assurer que la cellulose crystalline ne pourrait pas induire de faux positifs, les souches 
ont été striées sur une boîte contenant de l’Avicel mimant la présence de cellulose cristalline (5g/L-1). 
Après croissance, les boîtes ont été vaporisées avec du catéchol (révélateur). Après 30 minutes, la 
souche biosenseur en présence de cellobiose a transformé le catéchol en un composé jaune, visuali-
sable à l’œil nu et nettement supérieur au bruit de fond observé en absence de cellobiose. 
 

A) 

‐ cellobiose 

B) 

 + cellobiose  + Avicel 

C) 
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- Tests sur cultures liquides 
 

 Afin de standardiser le test, un protocole de quantification de l’indicateur coloré 

adapté de Ingram et al.,(1989) a été mis au point à partir de cultures liquides. Parmi les quatre 

souches validées lors du précédent test, la souche S4N27 a été sélectionnée pour la suite car 

elle présentait une croissance planctonique facilitant l’étape de lyse nécessaire à la mise en 

place de ce test. Toutes les autres souches testées présentaient une croissance en pelotes 

plus difficiles à lyser (Tableau 8).  

 En résumé, la bactérie est cultivée en culture liquide en présence ou absence de 

cellobiose. Les suspensions cellulaires sont ensuite lysées dans un tampon. Le lysat cellulaire 

a ensuite été mis en contact avec un tampon contenant du catéchol et l’activité catéchol dioxy-

génase de la protéine codée par le gène rapporteur mesurée par spectrophotométrie à 375 

nm. Ce protocole a été optimisé en microplaque, permettant le traitement d’un grand nombre 

d’échantillons simultanément.  

 

 
Tableau 8 : Caractéristiques des souches modifiées avec la construction biosenseur 

 
Huit clones indépendants pour chaque souche modifiée ont été striés sur un milieu HT * complété avec 
la cellobiose (5g/L-1). Après deux jours, une solution de catéchol (0,5 M) a été pulvérisée sur les boîtes 
et la coloration des colonies en jaune a été appréciée. Le phénotype en milieu liquide a été visualisée 
dans les milieux de culture HT * au bout de trois jours. 
 
 
 
 
 

Souches 
Activité XylE (coloration jaune) Phénotype 

en milieu 
liquide HT* HT* + Avicel HT* + Cellobiose 

Streptomyces sp. S4N27 - - + Planctoniques 

S. ambofaciens ATCC23877 - - + Pelotes 

S. lividans TK24 - - + Pelotes 

S. coelicolor M145 - - + Pelotes 

Streptomyces sp. S9N29 - - - Pelotes 

Streptomyces sp. S2N2 - - - Pelotes 

Streptomyces sp. S9N14 - - - Pelotes 

Streptomyces sp. S1N3 - - - Pelotes 

Streptomyces sp. S4N22 - - - Pelotes 

Streptomyces sp. S6N6 + - + Pelotes 
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- Test de sensibilité du système :  

 

Suite à la sélection de la souche S4N27 modifiée avec la construction biosenseur, ainsi que 

l’optimisation du test à partir de cultures liquides, la sensibilité de détection de la cellobiose du 

système a été évaluée (Figure 39). Le seuil de détection a été évalué à 15 µM de cellobiose. 

 
Figure 39 : Limite de détection de la cellobiose par le biosenseur. 
 
Les expériences ont été réalisées en milieu HT* complémenté avec des concentrations en cellobiose 
allant de 1,5 µM à 15000 µM. Pour chaque concentration, les résultats sont exprimés comme le rapport 
de l'activité XylE mesurée en présence et en l'absence de cellobiose (bruit de fond). Un rapport d'activité 
de 1 (représenté par la ligne horizontale noire) correspond à une activité équivalente au bruit de fond 
détecté sans cellobiose. Les résultats pour chaque concentration correspondent à trois cultures indé-
pendantes. Les barres d'erreur représentent l'écart type. Des différences significatives de l'intensité du 
signal entre les différentes conditions et le bruit de fond sont représentés par des astérisques et ont été 
déterminées par la réalisation d’un test de t-Student (P <0,05). 
 

- Test de détection de l’attaque fongique du bois :   

 

 La capacité de la souche S4N27 modifiée avec la construction biosenseur à détecter 

directement la dégradation de bois infecté a ensuite été évaluée. Pour cela des éprouvettes 

d’épicéa ont été infectées par le champignon lignivore Poria placenta selon le protocole de la 

norme EN113. Après 7 semaines d’infection, le champignon a été éliminé de la surface de 

l’éprouvette en grattant. Un tampon a ensuite été infiltré et exfiltré dans l’éprouvette sous vide 

afin de récupérer les molécules présentes au sein du bois dégradé.  
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 La souche a été cultivée en milieu liquide contenant soit le lixiviat d’une éprouvette 

infectée, soit le lixiviat d’une éprouvette non infectée. L’activité du gène rapporteur a ensuite 

été mesurée. Les résultats obtenus ont permis de montrer que l’attaque fongique est détectée 

de façon fiable sur le bois attaqué par rapport au bois sain (Figure 40).   
 
 

 
 
Figure 40 : La détection de la dégradation du bois par un champignon lignolytique. 
 
Un lixiviat de bois obtenu à partir d’éprouvettes d'épicéa infectées par Poria placenta pendant 7 se-
maines (boîte noire) et d'un contrôle non infecté (boîte blanche) ont été soumis à détection par la souche 
biosenseur. Les résultats correspondent à cinq tests indépendants et sont exprimés comme le rapport 
de l’activité XylE entre la condition non infectée et infectée. Ainsi, le rapport d'activité de la condition de 
bois d'épicéa non infecté a une valeur de 1 et correspond au bruit de fond. La différence significative 
entre les deux conditions expérimentales a été attestée par un test de t-Student (P <0,05) et est sym-
bolisée par un astérisque. 
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II.3) Résultats complémentaires  
 
Le système CebR est répandu et conservé au sein du genre Streptomyces. 

 

Afin de savoir si le système CebR était répandu au sein du genre Streptomyces, une 

recherche in silico de ce dernier a été réalisée à l’aide de l’algorithme blastX sur le génome de 

45 souches totalement séquencées et assemblées disponibles sur NCBI.  

L’identification des systèmes CebR a été effectuée en se basant sur le système de S. 

griseus en i) recherchant des gènes homologues aux gènes cebR-cebEFG-BglC présentant 

au moins 40% d’identité en protéine avec ceux de S. griseus, ii) en vérifiant la conservation de 

leur organisation (synténie)  et iii) en recherchant le motif strict (TGGGAGCGCTCCCA) de la 

boîte CebR à l’aide du logiciel ARTEMIS.  

 

 Sur les 45 souches testées, seulement 4 ne présentaient aucun des gènes du système 

CebR, ni de boites CebR (Streptomyces albulus NK660, Streptomyces albulus ZPM, S. lydicus 

103, Streptomyces noursei ATCC11455 ). L’ensemble des autres souches (représentant 36 

espèces) possédaient des gènes homologues et synténiques du système identifié chez S. 

griseus. Toutes ces souches présentaient également une boîte CebR stricte 

(TGGGAGCGCTCCCA) entre cebR et cebE à l’exception de quatre d’entre elles qui possé-

daient une boite imparfaite avec un mismatch (TGGGAGCGgTCCCA) (Tableau annexes 7 et 

Tableau 9).  

 

 De manière intéressante, ces 4 souches qui appartenaient à deux espèces différentes 

(S. hygroscopicus subsp. jinggangensis 5008, S. hygroscopicus subsp. jinggangensis TL01 ; 

S. hygroscopicus subsp. limoneus KCTC 1771 et S. leeuwenhoekii C34)  possédaient égale-

ment une copie supplémentaire de cebR (appelée cebR2), suggérant un mode de régulation 

de l’opéron potentiellement différent (Figure 41). 

 

Pour 14 souches un second système CebR a également pu être identifié. Par rapport 

au premier système, le second système présentait pour le gène cebR une identité de séquence 

moins élevée par rapport à S. griseus (entre 50 et 60% d’identité en protéine), et équivalente 

pour les gènes cebEFG-BglC.  De plus, les gènes des deux systèmes partagait environ 70 % 

d’identités en protéine.  

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject?term=txid355249%5borgn%5d
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject?term=txid591158%5borgn%5d
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject?term=txid443255%5borgn%5d
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Tableau 9 : Répartition des différents systèmes CebR au sein des 45 génomes de Streptomyces 
étudiés 

 
(x) représente la présence du sytème au sein des souches. (x*) représente les souches présentant le 
premier système avec une deuxième copie du gène cebR. S.= Streptomyces 
 
 
 
 
 

  Premier Système Second Système 
S. albulus NK660   
S. albulus ZPM   
S. lydicus 103   
S. noursei ATCC11455   
S. albus DSM41398 x  
S. autolyticus CGMCC0516 x  
S. avermitilis MA-4680 x  
S. cattleya DSM 46488 x  
S. cattleya NRRL 8057 x  
S. collinus Tu 365 x  
S. davawensis JCM 4913 x  
S. pratensis ATCC 33331 x  
S. fulvissimus DSM 40593 x  
S. globisporus C1027 x  
S. griseochromogenes ATCC14511 x  
S. griseus NBRC 13350 x  
S. puniscabiei TW1S1 x  
S. rapamycinicus NRRL 5491 x  
S. reticuli TUE45 x  
S. sp. Mg1 x  
S. sp. PAMC26508 x  
S. sp. TN58 x  
S. sp. SirexAA-E x  
S. venezuelae ATCC 15439 x  
S. violaceusniger Tu 4113 x  
S. vietnamensis GIM4.0001 x  
S. xiamensis 318 x  
S. albus J1074 x x 
S. ambofaciens ATCC 23877  x x 
S. ambofaciens DSM40697  x x 
S. bingchenggensis BCW-1(b) x x 
S. coelicolor A3(2) x x 
S. glaucescens GLA O (b) x x 
S. lincolnensis NRRL 2936  x x 
S. lividans TK24 x x 
S. pactum ACT12  x x 
S. parvulus 2297  x x 
S. scabiei 87.22  x x 
S. sp. 4F  x x 
S. sp. CCM_MD2014  x x 
S. sp. FR-008  x x 
S. hygroscopicus subsp.jinggangensis 5008  x*  
S. hygroscopicus subsp.jinggangensis TL01  x*  
S. hygroscopicus subsp.limoneus KCTC 1771  x*  
S. leeuwenhoekii C34 x*  
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Figure 41 : Illustration de l’organisation du cluster d’utilisation des cello-oligosaccharides  
(A) Cluster chez S. hygroscopicus subsp. jinggangensis 5008, S. hygroscopicus subsp. jinggangensis TL01 ; S. 
hygroscopicus subsp. limoneus KCTC 1771 (B) Cluster chez S. leeuwenhoekii C34. cebR1 correspond au gène 
SHJG_4302 ; SHJGH_4066 ; SHL15_RS14090 ; BN2145_RS23820 , cebR2 correspond aux gènes SHJG_4297 ; 
SHJGH_4061 ; SHL15_RS14065 ; BN2145_RS23845. Les séquences notées dans les accolades correspondent 
aux boîtes CebR identifiées à l’aide du logiciel PREDetector.  

 

 

L’organisation de l’opéron cebEFG-bglC était également conservée, mais aucune boite 

CebR stricte n’a en revanche pu être identifiée pour ces systèmes. Une recherche de boîtes 

CebR dégénérées a donc été entreprise à l’aide du logiciel PREDetector. Ce logiciel développé 

par (Hiard et al.,2007) est basé sur la réalisation de matrice de poids à partir de séquences de 

fixation connues pour le régulateur étudié. La matrice de poids permet de mesurer par des 

méthodes statistiques la fréquence de chaque nucléotide par position dans le séquence. Cette 

matrice permet ensuite de prédire dans les génomes les gènes régulés par ce régulateur, mais 

également de prédire de nouveaux motifs potentiels de fixation du régulateur. Pour ces 14 

souches deux séquences proches de la boite CebR conservée (TGGGAaCGtgCCCA et 

TGGGcaCGtTCCCA) présentant respectivement 2 et 3 mismatches ont pu être identifiées 

dans la région promotrice du gènes cebR et cebE et pourrait suggérer un rôle dans la fixation 

de la protéine CebR. 

 

Les résultats in silico obtenus ici ont permis de mettre en évidence que le système CebR 

était conservé et répandu au sein du genre Streptomyces. La fonction de reconnaissance et 

de dégradation des cello-oligosaccharides potentiellement codée par ce système serait donc 

commune chez ces bactéries. La présence de boites CebR identiques chez la majorité des 

souches suggère que leur régulation pourrait être très similaire et c’est sur la base de ce cons-

tat que le principe du biosenseur présenté précédemment a été imaginé. 

A) 

cebR1 bglC cebG cebF cebE 

TGGGAGCGgTCCCA  

cebR2 
 

B) 

cebR2 cebR1 bglC cebG cebF cebE 

 TGGGAGCGgTCCCA 
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• Les différents systèmes CebR sont distincts mais apparentés. 
 

Comme plusieurs systèmes coexistaient au sein de certaines souches, nous nous sommes 

intéressés à leur parenté en construisant un arbre phylogénétique en maximum de vraisem-

blance sur la base de la séquence nucléotidique des gènes cebR. Des séquences du régula-

teur CelR de Thermobifida ont été utilisées pour enraciner l’arbre. Une approche identique a 

été réalisé pour les gènes cebE, cebF, cebG, bglC et a permis de mettre en évidence des 

résultats congruents avec ceux obtenus pour le gène cebR (données non présentées). 

 

Trois groupes monophylétiques A, B et C ont été définis (Figure 42). Le groupe A ne 

regroupait que des séquences de Streptomyces appartenant au système présentant une boîte 

CebR canonique non dégénérée. Les gènes cebR constituant ce groupe monophylétique étant 

présents chez quasiment toutes les souches (41 sur 45), ils pourraient dériver d’une séquence 

ancestrale héritée de l’ancêtre commun aux Streptomyces. L’analyse réalisée ici sur cebR n’a 

pas permis d’obtenir une très bonne résolution phylogénétique, mais le regroupement des 

espèces au sein du cluster semblait assez congruent à celle de l’arbre des espèces de Strep-

tomyces (données non présentées), ce qui constitue un argument suggérant que ce gène au-

rait été transmis de manière verticale au sein de ce genre.  

 

Le groupe B n’était quant à lui composé que des séquences cebR présentes dans les 

systèmes additionnels identifiés chez 14 souches. Ces séquences formaient un groupe dis-

tinct, mais proche de celles du groupe A. Cette proximité phylogénétique en addition de l’iden-

tité forte entre les séquences de ces deux groupes suggère que ce deuxième système aurait 

pu émerger par duplication. Comme précédemment, l’information phylogénétique disponible 

ne nous permet pas d’inférer un scénario évolutif sûr, mais le caractère monophylétique du 

cluster B et la distribution de ce système principalement chez des espèces proches taxonomi-

quement suggèrent que cet événement de duplication se serait produit une seule fois chez un 

ancêtre commun à ces espèces et que sa distribution ultérieure serait le résultat de phéno-

mènes de perte, voire de transferts vers des espèces plus éloignées. 

 

Enfin, le cluster C n’était composé que des séquences cebR2 supplémentaires identi-

fiées chez 4 souches en aval du gène bglC. Leur regroupement assez éloigné par rapport aux 

autres séquences cebR suggère une histoire évolutive différente et notamment par rapport à 

sa copie homologue présente dans la même souche. 
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Figure 42 : Relations phylogénétiques des séquences cebR de 45 souches de Streptomyces. 

L’arbre a été construit par la méthode du Maximum de Vraissemblance basé sur le modèle « General Times Re-
verse ». La robustesse des branches a été statistiquement éprouvée par 100 répliques de bootstrap. 62 séquences 
nucléotidiques présentes dans les 45 génomes entièrement séquencés et ayant été identifié dans le tableau annexe 
7 comme appartenant au système CebR ont été utilisées. Seules les valeurs de bootstrap supérieures à 70 % sont 
indiquées. Toutes les positions contenant des gaps ont été éliminés. 951 positions ont été utilisées pour générer 
l’arbre et l’échelle représente le nombre de substitution par nucléotides. L’arbre a été enraciné sur des séquences 
du régulateur celR chez le genre Thermobifida. Trois clusters indiqués par les lettre A,B,C ont été définis  sur la 
base des valeurs de bootstrap et la profondeur des branches. Les flèches indiquent la position de S. griseus 
subspecies griseus et de S. reticuli, caractérisés au niveau fonctionnel pour la reconnaissance de composés de 
dégradation du bois. S.= Streptomyces, T. = Thermobifida. Dans le cas de la présence de deux copies du gène 
cebR appartenant aux deux systèmes identifiés au sein d’un même génome, les copies ont été identifiées par (1) 
et (2). La deuxième copie du gène cebR pour les souches (S. hygroscopicus subsp. jinggangensis 5008, S. hy-
groscopicus subsp. jinggangensis TL01 ; S. hygroscopicus subsp. limoneus KCTC 1771 et S. leeuwenhoekii C34 
) a été identifiée avec un astérisque (*) 

 T.fusca TM51 
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 S.hygroscopicusTL01(*) 
 S.hygroscopicus5008(*) 
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• Quelle est l’utilité et comment sont régulés les deux systèmes CebR au sein 
d’une même souche ? 
 

La présence chez certaines souches de deux systèmes CebR conservés en termes de 

séquence et de synténie et le fait que leur boîte CebR soient proches posent plusieurs ques-

tions. Ces systèmes sont-ils synergiques et complémentaires pour la réalisation de leur fonc-

tion ou ont-ils des rôles distincts ? Existe-t-il une régulation croisée des deux systèmes ?  

Afin de tester ces hypothèses une analyse fonctionnelle a été entreprise via la cons-

truction de mutants chez la souche S. ambofaciens ATCC23877 présentant deux systèmes 

CebR. Des mutants du gène cebR de chacun des deux systèmes (S. ambofaciens 

ATCC23877 Δceb1 ; S. ambofaciens ATCC23877 Δceb2), ainsi qu’un double mutant (S. am-

bofaciens ATCC23877 ΔΔceb) ont été réalisées selon le protocole décrit dans le Matériel et 

Méthode.  

 Afin de voir l’impact de ces mutations sur les fonctions cellulolytiques de la souche, 

des gènes potentiellement régulés par cebR ont été recherchés afin de suivre leur expression 

en RT-PCR. Pour identifier ces gènes, une recherche d’homologie avec des gènes connus 

comme étant fortement induits en présence de cellobiose et potentiellement régulés par cebR 

chez la souche cellulolytique Streptomyces sp. SIREX AA-E a été réalisée (Takasuka et al., 

2013) (Tableau 10) 
 
Tableaux 10 : Recherche d’homologues aux gènes de S. sp. Sirex AA-E présentant une surex-
pression en croissance sur cellulose et cellobiose chez S.ambofaciens ATCC23877. 

 
(a) Dénomination des gènes chez S.sp. Sirex AA-E. (b) (c) Dénomination des gènes et fonctions pré-
dites chez S.ambofaciens ATCC23877. Les gènes chez S. ambofaciens ATCC 23877 ont été sélection-
nés par blast P avec des gènes surexprimés en présence de cellulose ou cellobiose et qui sont régulés 
par le gène cebR chez Streptomyces. sp. Sirex AA-E dans l’étude de (Takasuka et al., 2013).  
 

Nom du gène (a) % d’identité en blastP E value Nom du gène 
(b) Fonctions prédites (c) 

Présence d’une 
boîte CebR  

conservée chez  
S. ambofaciens 

SACTE_0236 43% 2E-16 SAM23877_6969 secreted beta-mannosidase  Oui 
SACTE_0237 44% 7E-18 SAM23877_1270 secreted cellulase B precursor  Oui 
SACTE_0482 47% 2E-17 SAM23877_1270 secreted cellulase B precursor  Oui 
SACTE_2288 59% 3E-121 SAM23877_0659 sugar transport permease  Non 
SACTE_3717 57% 0 SAM23877_6761 secreted endoglucanase  Oui 
SACTE_6428 75% 8E-127 SAM23877_6899 secreted cellulose-binding protein  Oui 
SACTE_3159 81% 0 SAM23877_1271 secreted cellulose binding protein Non 
SACTE_2347 76% 0 SAM23877_6969 secreted beta-mannosidase  Oui 
SACTE_2287 66% 4E-126 SAM23877_0658 sugar transport integral membrane protein  Non 
SACTE_2289 47% 8E-131 SAM23877_0660 solute binding lipoprotein  Non 
SACTE_2286 70% 0 SAM23877_0657 beta-glucosidase  Non 
SACTE_0483 46% 1E-18 SAM23877_1270 secreted cellulase B precursor  Oui 
SACTE_0562 50% 9E-23 SAM23877_1270 secreted cellulase B precursor  Oui 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#alnHdr_117164775
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#alnHdr_126348436
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#alnHdr_126348436
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#alnHdr_126347849
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#alnHdr_117164973
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#alnHdr_117164842
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#alnHdr_117164775
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#alnHdr_126347848
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#alnHdr_126347850
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#alnHdr_126347847
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#alnHdr_126348436
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#alnHdr_126348436
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Parmi les gènes homologues chez S. ambofaciens ATCC23877, 3 gènes ont ainsi été 

sélectionnés pour un suivi d’expression en RT-PCR : le gène SAM_6969 codant une β- man-

nosidase potentiellement impliquée dans la dégradation d’hémicelluloses, le gène SAM_1271 

prédit comme codant une protéine permettant la fixation de la bactérie sur les fibres de cellu-

loses et le gène SAM_0657 prédit comme codant une β-glucosidase intervenant dans la dé-

gradation des liaisons osidiques entre les molécules de glucose. Ces gènes présentaient un 

pourcentage d’identité compris entre 70 et 81% en protéine avec les gènes de Streptomyces 

sp. SIREX (Tableau 10). L’expression des deux copies des gènes cebR a également été sui-

vie. Les résultats obtenus sont présentés dans la Figure 43. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 43 : Analyse transcriptionnelle par RT-PCR des gènes d’intérêt chez Streptomyces am-
bofaciens ATCC23877 
 

Les ARN ont été extraits après 24H de croissance et l’absence de contamination par de l’ADN contrôlée 
par l’absence d’amplification du gène hrdB. WT) S. ambofaciens ATCC23877 A) S. ambofaciens 
ATCC23877 Δceb1 ; B) S. ambofaciens ATCC23877 Δceb2 ; C) S. ambofaciens ATCC23877 ΔΔceb. 
La colonne ADNg correspond à une amplification réalisée avec de l’ADN génomique de S. ambofaciens 
ATCC 23877 comme matrice avec ces mêmes primers afin de vérifier leur efficacité et celle de la PCR 
(30 cycles). Après reverse transcription, le gène de la protéine de fixation à la cellulose a été amplifié 
par les amorces SAML1174F 43 / SAML1174R 671, le gène de la putative β- mannosidase par le couple 
SAMR0614F 902 / SAMR0614R 1076 et le gène de la β- glucosidase par le couple SAML0581R 503 / 
SAML0581F 746 et les gènes cebR1 (SAM23877_2831) et cebR2 (SAM23877_0661) par le couple 
cebRcore_280f / cebRcore_540r et SAML0585_cebR_242-F / SAML0585_cebR_441-R respective-
ment.  

 

 

hrdB 

murX 

β-mannosidase 

protéine de fixation à la cellulose 

β-glucosidase 

cebR1  

cebR2  

ADNg     WT     A        B         C 
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Les bandes obtenues pour les gènes de référence, ainsi que les gènes étudiés dans 

les différents contextes génétiques étaient très ténues, voire indiscernables sur le gel. Suite à 

cette expérience, une répétition de la réaction de reverse transcription, puis l’amplification par 

PCR des gènes à partir des ADNc obtenus ont de nouveau été réalisés. Un profil de gel iden-

tique a été obtenu, ne permettant pas de conclure. Toutefois des hypothèses quant aux rai-

sons de la faible expression des gènes de référence, ainsi que des gènes d’intérêt peuvent 

être faites. 

 

Tout d’abord, l’absence d’un signal pour les gènes de référence semble indiquer que 

soit ces gènes ne sont pas exprimés dans les conditions testées, soit la réaction de reverse 

transcription n’a pas permis d’obtenir des ADNc pour ces gènes. Le gène hrdB code pour un 

facteur sigma qui est l’un des facteurs sigma principal au sein de ce genre bactérien (Shiina 

et al., 1991). Selon toute vraisemblance ce gène est donc exprimé chez Streptomyces puisqu’il 

est essentiel à la survie de la bactérie. L’hypothèse d’un problème lors de la réaction de re-

verse transcription semble donc l’hypothèse la plus probable. 

Une inefficience de la réaction de reverse transcription pourrait être due à un problème 

de dégradation des ARNs au cours de la réaction ou une activité de la reverse transcriptase 

non optimale. Afin de tester ces hypothèses, une nouvelle extraction d’ARN sera réalisée.  

Parallèlement, la réalisation d’une réaction de reverse transcription avec une nouvelle 

enzyme sera réalisée, afin de s’assurer que la difficulté d’amplification n’est pas causée par 

l’enzyme.  

Concernant les gènes d’intérêt, les mêmes hypothèses peuvent être faites. Toutefois, 

pour ces gènes, le postulat d’une expression dans les conditions testées, ainsi que d’une im-

plication de la protéine CebR a été fait en se basant sur les résultats obtenus chez S. Sirex 

AA-E (Takasuka et al., 2013). Une recherche de la présence de boîte CebR en amont de ces 

gènes chez Streptomyces ambofaciens ATCC23877 a été réalisée a posteriori de cette expé-

rience. Une absence de boîte CebR canonique conservée a été constatée pour les gènes 

codant pour la β-glucosidase, ainsi que la protéine de fixation de la cellulose. L’hypothèse 

d’une absence de régulation par le système CebR peut être faite. Une absence des régula-

teurs CebR aurait alors potentiellement aucun effet sur la transcription de ces gènes. 
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Figures et Tableaux annexes 
 
Tableau Annexe 7 : Recherche et identification du système CebR dans le génome de 45 Streptomyces totalement séquencés. 

Souche cebR cebE cebF cebG BglC 

S. albulus NK660 - - - - - 

S. albulus ZPM - - - - - 

S. albus J1074 
XNR_4175 (73%) (SI) XNR_4173 (45%) (SI) XNR_4172 (65%) (SI) XNR_4171 (60%) (SI) XNR_4170 (68%) (SI) 

XNR_1977 (60%) (SII) XNR_1977 (48%) (SII) XNR_1977 (56%) (SII) XNR_1977 (60%) (SII) XNR_1977 (68%) (SI) 

S. albus DSM41398 SLNWT_RS02215 (81%) SLNWT_RS02195 (76%) SLNWT_RS02200 (88%) SLNWT_RS02205 (84%) SLNWT_RS02210 (81%) 

S. ambofaciens ATCC 23877 (b) 
SAM23877_2831 (75%) (SI) SAM23877_2832 (49%) (SI) SAM23877_2833 (64%) (SI) SAM23877_2834 (58%) (SI) SAM23877_2835 (68%) (SI) 

SAM23877_0661 (56%) (SII) SAM23877_0660 (48%) (SII) SAM23877_0659 (63%) (SII) SAM23877_0658 (60%) (SII) SAM23877_0657 (70%) (SII) 

S. ambofaciens DSM40697 (b) 
SAM40697_2594 (75%) (SI) SAM40697_25945 (49%) (SI) SAM40697_2596 (64%) (SI) SAM40697_2597 (58%) (SI) SAM40697_2598 (68%) (SI) 

SAM40697_0550 (56%) (SII) SAM40697_0549 (49%) (SII) SAM40697_0548 (64%) (SII) SAM40697_0547 (58%) (SII) SAM40697_0546 (68%) (SII) 

S. autolyticus CGMCC0516 BV401_17880 (71%) BV401_17885 (51%) BV401_17890 (66%) BV401_17895 (61%) BV401_17900 (72%) 

S. avermitilis MA-4680 SAV_5257 (76%) SAV_5256 (42%) SAV_5255 (56%) SAV_5254 (58%) SAV_5253 (68%) 

S. bingchenggensis BCW-1(b) 
SBI_06894 (71%) (SI) SBI_06893 (50%) (SI) SBI_06892 (68%) (SI) SBI_06891 (60%) (SI) SBI_06890 (73%) (SI) 

SBI_01291 (59%) (SII) SBI_01290 (47%) (SII) SBI_01289 (59%) (SII) SBI_01288 (62%) (SII) - 

S. cattleya DSM 46488 SCATT_RS00325 (64%) SCATT_RS00320 (44%) SCATT_RS00315 (59%) SCATT_RS00310 (58%) SCATT_RS00305 (67%) 

S. cattleya NRRL 8057 SCAT_RS08505 (64%) SCAT_RS08500 (44%) SCAT_RS08495 (59%) SCAT_RS08490 (58%) SCAT_RS08485 (67%) 

S. coelicolor A3(2) 
SCO2794 (76%) (SI) SCO2795 (48%) (SI) SCO2796 (62%) (SI) SCO2797 (56%) (SI) SCO2798 (68%) (SI) 

SCO7554 (56%) (SII) SCO7555 (48%) (SII) SCO7556 (62%) (SII) SCO7557 (60%) (SII) SCO7558 (71%) (SII) 

S. collinus Tu 365 B446_14745 (77%) B446_14750 (46%) B446_14755 (62%) B446_14760 (61%) B446_14765 (71%) 

S. davawensis JCM 4913 BN159_5472 (78%) BN159_5471 (43%) BN159_5470 (59%) BN159_5469 (56%) BN159_5468 (68%) 

S. pratensis ATCC 33331 Sfla_4096 (86%) Sfla_4092 (75%) Sfla_4093 (82%) Sfla_4094 (82%) Sfla_4095 (80%) 

S. fulvissimus DSM 40593 SFUL_2391 (93%) SFUL_2395 (94%) SFUL_2394 (99%) SFUL_2393 (95%) SFUL_2392 (91%) 
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S. glaucescens GLA O (b) 
SGLAU_12750 (76%) (SI) SGLAU_12755 (48%) (SI) SGLAU_12760 (64%) (SI) SGLAU_12765 (59%) (SI) SGLAU_12770 (70%) (SI) 

SGLAU_30205 (56%) (SII) SGLAU_30210 (49%) (SII) SGLAU_30215 (59%) (SII) SGLAU_30220 (64%) (SII) SGLAU_30225 (69%) (SII) 

S. globisporus C1027 WQO_RS11835 (97%) WQO_RS11855 (96%) WQO_RS11850 (94%) WQO_RS11845 (95%) WQO_RS11840 (93%) 

S. griseus NBRC 13350 SGR_4739 SGR_4735 SGR_4736 SGR_4737 SGR_4738 

S. griseochromogenes ATCC14511 AVL59_41665 (76%) AVL59_41670 (45%) AVL59_41675 (61%) AVL59_41680 (60%) AVL59_41685 (68%) 

S. hygroscopicus subsp. 
jinggangensis 5008 (a) 

SHJG_4297 (77%) 
SHJG_4301 (77%) SHJG_4300 (81 %) SHJG_4299 (81%) SHJG_4298 (78%) 

SHJG_4302 (65%)  

S. hygroscopicus subsp.  
jinggangensis TL01 (a) 

SHJGH_4061 (77%)  
SHJGH_4065 (77%) SHJGH_4064 (81%) SHJGH_4063 (81%) SHJGH_4062 (78%) 

SHJGH_4066 (65%)  

 
S. hygroscopicus subsp.  
limoneus KCTC 1771 (a) 

SHL15_RS14065 (77%)  
SHL15_RS14085 (77%) SHL15_RS14080 (81%) SHL15_RS14075 (81%) SHL15_RS14070 (78%) 

SHL15_RS14090 (65%) 

S. leeuwenhoekii C34 (a) 
BN2145_RS23845 (78%)  

BN2145_RS23825 (73%) BN2145_RS23830 (81%) BN2145_RS23835 (85%) BN2145_RS23840 (78%) 
BN2145_RS23820 (64%)  

S. lincolnensis NRRL 2936 (b) 
SLINC_3220 (77%) (SI) SLINC_3221 (45%) (SI) SLINC_3222 (55%) (SI) SLINC_3223 (56%) (SI) SLINC_3224 (69%) (SI) 

SLINC_0198 (57%) (SII) SLINC_0197 (48%) (SII) SLINC_0196 (55%) (SII) SLINC_0195 (61%) (SII) SLINC_0194 (69%) (SII) 

S. lividans TK24 
SLIV_23700 (76%) (SI) SLIV_23695 (49%) (SI) SLIV_23690 (59%) (SI) SLIV_23685 (58%) (SI) SLIV_23680 (68%) (SI) 

SLIV_01540 (56%) (SII) SLIV_01535 (48%) (SII) SLIV_01530 (59%) (SII) SLIV_025 (62%) (SII) SLIV_01520 (71%) (SII) 

S. lydicus 103 - - - - - 

S. noursei ATCC11455 - - - - - 

S. pactum ACT12 (b) 
B1H29_23470 (76%) (SI) B1H29_23465 (47%) (SI) B1H29_23460 (57%) (SI) B1H29_23455 (57%) (SI) B1H29_23450 (68%) (SI) 

B1H29_35255 (56%) (SII) B1H29_35260 (49%) (SII) B1H29_35265 (56%) (SII) B1H29_35270 (63%) (SII) B1H29_35275 (71%) (SII) 

S. parvulus 2297 (b) 
Spa2297_11850 (76%) (SI) Spa2297_11855 (47%) (SI) Spa2297_11860 (58%) (SI) Spa2297_11865 (55%) (SI) Spa2297_11870 (68%) (SI) 

Spa2297_RS01070 (56%) (SII) Spa2297_RS01065 (50%) (SII) Spa2297_RS01060 (57%) (SII) Spa2297_RS01055 (59%) (SII) Spa2297_RS01050 (70%) (SII) 

S. puniscabiei TW1S1 BFF78_26475 (77%) BFF78_26470 (47%) BFF78_26465 (58%) BFF78_26460 (61%) BFF78_26455 (69%) 

S. rapamycinicus NRRL 5491 M271_30960 (70%) M271_30955 (51%) M271_30950 (66%) M271_30945 (59%) M271_30940 (72%) 

S. reticuli TUE45 TUE45_03412 (77%) TUE45_03413 (47%) TUE45_03414 (63%) TUE45_03415 (63%) TUE45_03416 (69%) 
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S. scabiei 87.22 (b) 
SCAB_57761 (78%) (SI) SCAB_57751 (43%) (SI) SCAB_57741 (61%) (SI) SCAB_57731 (56 %) (SI) SCAB_57721 (68%) (SI) 

SCAB_2431 (55%) (SII) SCAB_2421 (48%) (SII) SCAB_2411 (61%) (SII) SCAB_2401 (60%) (SII) SCAB_2391 (68%) (SII) 

S. sp. CCM_MD2014 (b) 
NI25_24880 (75%) (SI) NI25_24875 (50%) (SI) NI25_24870 (58%) (SI) NI25_24865 (57%) (SI) NI25_24860 (67%) (SI) 

NI25_35945 (56%) (SII) NI25_35950 (50%) (SII) NI25_35955 (57%) (SII) NI25_35960 (61%) (SII) NI25_35965 (69%) (SII) 

S. sp. Mg1 M444_13415 (76%) M444_13420 (46%) M444_13425 (63%) M444_13430 (60%) M444_13435 (62%) 

S. sp. PAMC26508 F750_2620 (86%) F750_2625 (75%) F750_2624 (83%) F750_2623 (82%) F750_2621 (81%) 

S. sp. FR-008 (b) 
SFR_4899 (73%) (SI) SFR_4898 (45%) (SI) SFR_4896 (61%) (SI) SFR_4897 (60%) (SI) SFR_4895 (68%) (SI) 

SFR_2519 (60%) (SII) SFR_2518 (49%) (SII) SFR_2517 (58%) (SII) SFR_2516 (62%) (SII) SFR_2514 (69%) (SII) 

S. sp. 4F (b) 
ASR50_13585 (76%) (SI) ASR50_13590 (47%) (SI) ASR50_13595 (57%) (SI) ASR50_13600 (59%) (SI) ASR50_13605 (69%) (SI) 

ASR50_33475 (55%) (SII) ASR50_33480 (48%) (SII) ASR50_33485 (57%) (SII) ASR50_33490 (59%) (SII) ASR50_33495 (70%) (SII) 

S. sp. TN58 BSL84_12010 (74%) BSL84_12015 (47%) BSL84_12020 (62%) BSL84_12025 (57%) BSL84_12030 (64%) 

S. sp. SirexAA-E SACTE_2285 (86%) SACTE_2289 (75%) SACTE_2288 (81%) SACTE_2287 (79%) SACTE_2286 (82%) 

S. venezuelae ATCC 15439 AQF52_RS33180 (67%) AQF52_RS33175 (47%) AQF52_RS33170 (61%) AQF52_RS33165 (58%) AQF52_RS33160 (72%) 

S. violaceusniger Tu 4113 Strvi_8133 (71%) Strvi_8134 (50%) Strvi_8135 (64%) Strvi_8136 (58%) Strvi_8137 (71%) 

S. vietnamensis GIM4.0001 SVTN_RS32805 (67%) SVTN_RS32800 (46%) SVTN_RS32795 (61%) SVTN_RS32790 (59%) SVTN_RS32785 (71%) 

S. xiamensis 318 SXIM_39570 (67%) SXIM_39560 (43%) SXIM_39550 (60%) SXIM_39540 (58%) SXIM_39530 (65%) 

 
Les gènes homologues aux gènes du système Ceb de S. griseus ont été recherchés par blastX. Les valeurs entre parenthèse correspondent au pourcentage 
d’identité avec la séquence protéique des gènes cebR, cebE, cebF, cebG et BglC de Streptomyces griseus NBRC 13350. (a) Ces souches présentent une 
organisation différente de l’organisation du système classique CebR avec deux génes cebR en amont et aval de de l’opéron cebEFG- bglC. (b) Deux systèmes 
CebR ont été identifiés pour ces souches. Ces deux système sont nommés SI pour système I correspondant au système retrouvé chez S.griseus et SII pour 
système II dans le tableau. Le deuxième système et les souches pour lesquelles aucun homologue au système CebR ne possède de boîte CebR conservée 
(TGGGAGCGCTCCCA). 
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Matériel et Méthodes 
 

II.1) Souches bactériennes et conditions de culture  
 

Les milieux utilisés dans ce travail sont listés dans le Tableau MM7. Les souches et BAC 

utilisés dans ce travail sont listés dans le Tableau MM8.  

 

 La souche d’E.coli DH5α a été utilisée comme hôte pour la propagation et le stockage 

des BAC. Les étapes de remplacement de séquence au sein des BAC par le processus de 

PCR targetting ont été effectuée avec la souche d’E.coli BW25113/pKD20. Le plasmide pKD20 

porte une résistance à l’ampicilline (bla) ainsi que le système de recombinaison λ RED 

(exo,β,γ) inductible à l’arabinose. Le système λ RED augmente l’efficacité de la recombinaison 

homologue impliquant des extrémités doubles brins (Murphy 1998). La souche E.coli 

ET12567-pUZ8002 a été utilisée pour la réalisation des expériences de conjugaison inter-gé-

nérique entre E. coli et Streptomyces. Le plasmide pUZ8002 porte un gène de résistance à la 

kanamycine et les fonctions nécessaires à la mobilisation en trans du BAC. La souche de 

E.coli pOSK1112, porte le plasmide pOSK1112 qui porte un gène de résistance au thiostrep-

ton (tsr) et à l’ampicilline (amp). Ce vecteur porte également les gènes xis et int qui permettent 

l’excision d’ADN double brin bordés par les sites attL et attR de manière site-spécifique.  

 Toutes les souches de E.coli sauf E.coli BW25113/pKD20 ont été cultivées à 37°C 

et 150 rpm en culture liquide. Le plasmide pKD20 est thermosensible. E.coli BW25113/pKD20 

a donc été cultivée à 30°C.  

 

 Les sporées de Streptomyces utilisées ont été stockées dans du glycérol 20% à -

20°C. Ces sporées ont été quantifiées selon la méthode décrite dans (Kieser et al., 2000). 

 

 Les BAC BAB13ZC7, BAB12ZH5 respectivement porteurs du locus 

SAM23877_2831 (cebR1) et SAM23877_0661 (cebR2) de S. ambofaciens ATCC23877 sont 

issus d’une banque d’ADN génomique réalisée dans le BAC pBeloBAC11 (New England Bio-

labs) qui leur confère la résistance au chloramphénicol (Choulet et al., 2006). 
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Tableau MM7 : Composition des différents milieux de culture utilisés. 
 

 
(1) Solution mère d’oligoéléments (pour un litre) : 10 g de Fe(SO4)3H2O, 1 g de Cu(SO4)5H2O, 1 g de 
Zn(SO4)7H2O, 1 g de Mn(SO4)3H2O. 
(2) Ajout d’agar dans le cas de réalisation d’un milieu gélosé. 
 
Les milieux ont été autoclavés 20 minutes à 120°C. 
 
 

 HT* SFM LB MM_CMC SOC 
Extrait de levure 1 g - 5 g - 5 g 

Casamino acides - - - - - 
Extrait de viande 1 g - - - - 

Bacto-tryptone 2 g - 10 g - 20 g 
COCl2 0,02g - - - - 

NaCl - - 5 g - 0,58 g 
Mannitol 5g 20 g - - - 

D-Glucose - - - - 3,6 g 
Farine de soja - 20 g - - - 

Agar (2) - 20g - / 20 g - / 15 g - 

MgSO4 - - - 0,2 g 2,46 g 

(NH4)2 SO4 - - - 1 g - 

MgCl2 - - - - 2,03 g 

K2HPO4 - - - 0,5 g - 

Fe2SO4 - - - 0,1 g - 

KCl - - - - 0,18 g 

Carboxymethylcellulose - - - 5 - 

oligoéléments (1) - - - 1 ml - 
pH 7,3 - - 7,0 - 

Volume d’eau stérile qsp 1L qsp 1L qsp 1L qsp 1L - 
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Tableau MM8 : Souches bactériennes, BAC et plasmide utilisés dans cette étude 

 
II.2) Extraction, dosage des acides nucléiques et restriction de l’ADN 
 

II.2.1) Extraction et purification des ADN génomiques et plasmi-
diques 

 
Les extractions d’ADN génomique ont été réalisées avec 5 ml de cultures de 24H en 

milieu liquide HT. Des culots cellulaires ont été obtenus par 3 min de centrifugation à 4500 

rpm. Après lavage dans un volume de TE 1X (1 mM EDTA, 10 mM Tris pH8), les culots ont 

été lysés dans 500 μL de lysozyme à 1 mg/ml à 37°C sous légère agitation pendant 30 min. 

La lyse a été continuée une nuit à 37°C après l’ajout de 30 μL de SDS 10 % et de 10 μL de 

protéinase K à 20 mg/ml et ensuite finalisée par l’ajout de 20 µl de SDS 10% et 130 µl de NaCl 

5M pendant 30 minutes sur glace. Après centrifugation (15 min à 5000 rpm) et récupération 

du surnageant, l’ADNg a été précipité par ajout d’un volume d’isopropanol et 1/10ème de volume 

d’acétate de sodium (3,5M, pH 5,5). Après centrifugation 10 minutes à 5000 rpm le culot d’ADN 

a été lavé avec de l’éthanol 70%. Une fois séché, l’ADN a été resuspendu dans 50 μL de TE 

1X et stocké à - 20 °C.  

 La méthode de lyse alcaline a été utilisée pour l’extraction d’ADN plasmidique chez E. 

coli (Sambrook and Russell 2001).  

 

II.2.2) Extraction des ARN totaux chez S.ambofaciens 
 
 Les extractions d’ARN totaux ont été réalisées sur des cultures en milieu liquide HT* 

de 20 ml après de 24 H de croissance à 30°C, à l’aide du kit « Aurum Total RNA » (Bio-Rad). 

Une étape de sonication à hautes fréquences (3 à 5 fois 10 secondes à puissance maximum) 

Souches et BAC Caractéristiques Référence 
Souches   

E.coli DH5α supE44 ΔlacU169(Φ80lacZΔM15) hsdR17 recA1 endA1 gyrA96 thi-11 relA1 (Hanahan 1983) 

E.coli BW25113-pKD20 Utilisée pour la mutagenèse par PCR-targeting (Datsenko and 
Wanner 2000) 

E. coli ET12567/pUZ8002 dam-13::Tn9 dcm cat tet hsdM hsdR zjj-201::Tn10/tra neo RP4 
(MacNeil et al., 
1992; Paget et al., 
1999) 

E.coli pOSK1112 Utilisé pour l’excision de la cassette de mutagenèse J-L, Pernodet 
(IGM, Orsay) 

S. ambofaciens ATCC23877 Utilisée comme souche sauvage (Thibessard et al., 
2015) 

S. ambofaciens ATCC23877 Δceb1 Souche délétée pour le gène SAM23877_2831 

Cette étude 
S. ambofaciens ATCC23877 Δceb2 Souche délétée pour le gène SAM23877_0661 
S. ambofaciens ATCC23877 ΔΔceb Souche délétée pour le gène SAM23877_2831 et SAM23877_0661 
BAC et plasmide  

BAB13ZC7 Ressource pour la construction du mutant S. ambofaciens ATCC23877 Δceb1 
et S. ambofaciens ATCC23877 ΔΔceb (Choulet et al., 

2006) 
BAB12ZH5 Ressource pour la construction du mutant S. ambofaciens ATCC23877 

Δceb2 et S. ambofaciens ATCC23877 ΔΔceb 

pSMP88T Ressource de la cassette mutagénèse pour la construction des mutants L. Chipot  
(Dynamics) 
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a été réalisée en plus des recommandations du fournisseur juste après ajout de la solution de 

lyse afin d’avoir une meilleure lyse des Streptomyces. Les ARN ont été conservés à -80°C. 

II.2.3) Dosage des acides nucléiques 
 

 Le dosage des acides nucléiques a été réalisé par mesure de la DO à 260 nm à l’aide 

de l’appareil nanodrope ND-1000 Spectrophotometer (Labtech France). L’analyse a été réali-

sée par le logiciel ND-1000 V3.5.1 (Labtech France). 

 

II.2.4) Restriction enzymatique de l’ADN et électrophorèse des 
fragments de restriction 

 
 Les enzymes de restriction ont été utilisées selon les recommandations du fournisseur 

(Thermo Scientifique). La séparation des fragments d’ADN a été réalisée par électrophorèse 

en gel d’agarose dans du tampon TBE (Trizma base [54g/L] ; EDTA 0.5 M pH8 [20g/L] ; Acide 

borique [55g/L]) 1X. La concentration en gel d’agarose (1 à 2 %), le voltage et la durée de 

migration ont été adaptés en fonction de la taille du fragment d’ADN à séparer. Après migration 

le gel d’agarose est immergé 15 minutes dans une solution de BET (0.5 µg/ml) et les profils 

de restriction ont été visualisés sous UV à λ = 254 nm à l’aide de l’appareil Gel Doc 1000 

(Biorad).  

 

II.3) Techniques de polymérisation en chaînes 
 
II.3.1) Amorces utilisées 

 
 Les séquences des amorces utilisées (Tableau MM9) lors des réactions de polyméri-

sation en chaîne ont été dessinées à l’aide du logiciel Primer III (http://primer3.ut.ee/). La pré-

sence de dimers et de structures en tige-boucle ont été vérifiées à l’aide du logiciel Primer Stat 

(http://www.bioinformatics.org/sms2/pcr_primer_stats.html). Les amorces de synthèse sont 

fournies par Eurogentec. 
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Tableau MM9 : Liste des amorces 

Nom Séquence  Fonction Tm 
°C 

hrdB_F CGCGGCATGCTCTTCCT 
Gènes de référence en RT-PCR 

60 
hrdB_R AGGTGGCGTACGTGGAGAAC 60 
MurX_F GAGTCATTGGCCTCTTCCTG Amplicication du gène xylE pour la réalisa-

tion de la construction biosenseur 
62 

murX_180-R GGCGAAGATGAAGGCGATAC 62 
K7_pSPM88-1 GATAGTCACGCAGATAGACACGC Amplification de la cassette de mutagénèse 

 
60 

K7_pSPM88-2 GGTGAGTGTCTAACTGCGTGACA 61 

KanDApr_f CACCACCGACTATTTGCAACAGTGCCGTT-
GATCGTGCTATGCCCAGTTCCGCCCATTCTC Amplification de la cassette de résistance à 

la kanamycine 

62 

KanDApr_r GAGCGTCAGCATATCATCAGCGAGCTGAA-
GAAAGACAATCCATGAGATCCCCGCGCTGGA 62 

SAML1174F_438 TGACTTCCGGGTCTACCTGA Gène cible SAM23877_1271 en RT-PCR 62 
SAML1174R_671 TCGGAGCAGGAGAAGAAGTT 60 
SAMR0614F_902 GCGTTCAGGTAGTCGGTGAT Gène cible SAM23877_6969 en RT-PCR 62 
SAMR0614R_1076 GCTTCCAGCACACCATCAT 58 
SAML0581R_503 ACGGTCGGCGTGTAGTAGTT 

Gène cible SAM23877_0657 en RT-PCR 
62 

SAML0581F_746 TCACCCTCAACATCCACCA 58 
cebRcore_280f TGCTGAAGGGTGTCGGTTC 

Gène cible SAM23877_2831 en RT-PCR 
60 

cebRcore_540r TAGTTGTCCGAGTCCACCGA 62 
SAML0585_cebR_242-F AGCCGTTCTTCGCCGCACT 

Gène cible SAM23877_0661 en RT-PCR 
62 

SAML0585_cebR_441-R GCCCATCTCCTCCAGCATC 58 
Sam2832_cebEI-f AAGTTCGTCGACCTGTCCAA Gène cible SAM23877_2832 en RT-PCR 

Gène cible SAM23877_2832 en RT-PCR 
62 

Sam2832_cebEI-r GGCGTCGATGAACTTCTTCC 60 
Sam0660_cebEII-f CGAGCAGTACGAGAAGGAGA Gène cible SAM23877_660 en RT-PCR 

Gène cible SAM23877_660 en RT-PCR 
62 
62 Sam0660_cebEII-r GTGCTGATCTGGGACTCCTT 

cebrI-Verifmuta_f CAATTTTGGTGGGCACGTTC Vérification de la délétion du gène 
SAM23877_0661 60 

cebrI-Verifmuta_r CCAACCTCCCCTTCTACGAG Gène cible SAM23877_2832 en RT-PCR 64 

cebrIII-Verifmuta_f TGCTTCATGTGGTTCGTTCG Vérification de la délétion du gène 
SAM23877_2831 60 

cebrIII-Verifmuta_r TTGGTGGGTGTAGCTCAGTT Gène cible SAM23877_660 en RT-PCR 60 

SamCebRmut_F 
CCGCAGAGTGCGGGGTCTCGACGGGAGGCG-
GAGCCGATGATCGCGCGCGCTTCGTTCGGGAC-
GAA Amplification de la cassette interruption du 

gène SAM23877_2831 

63 

SamCebRmut_R 
CCGCACGG-
CACCCCGTGCCGCCCCGCTCCCCCACCCTCAAT
CTGCCTCTTCGTCCCGAAGCAACT 

64 

mutcebRII_3f 
GTAGGTTCGTCGCCGCGGCCGCCGAGGGGG-
GATTGCATGATCGCGCGCGCTTCGTTCGGGAC-
GAA Amplification de la cassette interruption du 

gène SAM23877_0661 

63 

mutcebRII_1044r 
CCCCGGCGGACCCGACCACGCGAC-
GGGTGGTCCGGGTCAATCTGCCTCTTCGTCCCG-
GAAGCAACT 

60 
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II.3.2) Retro-transcription des ARN totaux de S. ambofaciens  
 

Avant la transcription inverse, un microgramme d’ARN totaux des échantillons d'ARN 

ont été traités par 1 U de DNase I Ambion (ThermoFischer) en présence de 10 U d'inhibiteur 

de RNase Ribolock (Fermentas). La DNase I a ensuite été inactivée à 75 °C pendant 5 min en 

présence d'EDTA (5 mM finale). L'absence d'ADN génomique résiduel a été vérifiée par une 

PCR de 35 cycles en utilisant comme matrice l’ARN extrait et les paires d'amorces 

hrdB_F/hrdB_R et MurX_F / murX_180-R répertoriées dans le tableau MM9. La transcription 

inverse a été réalisée avec le kit de synthèse "iScript advanced cDNA RT-PCR quantitative" 

(Biorad) selon les instructions du fabricant (Tableau MM10). Les ADNc obtenus ont ensuite 

été utilisés comme matrice lors de réaction de polymérisation classique et conservés à -20°C. 

Les séquences des paires d'amorces utilisées pour amplifier les ADNc sont répertoriées dans 

le Tableau MM9 ainsi que leurs gènes cibles et leur température d’hybridation. Les RT-PCR 

classiques ont été réalisées avec l’enzyme Dreamtaq selon les recommandations du fournis-

seur (Fermentas) et avec 35 cycles (Tableau MM11).  

 
 II.3.3) Réaction de polymérisation en chaîne classique  

 
 Les réactions de polymérisation en chaîne (PCR), dont le protocole est décrit dans le 

Tableau MM10 et MM11, ont été réalisées à l’aide de l’appareil T100 Thermal Cycler (Biorad) 

et C1000 Thermal Cycler (Biorad). Les différentes étapes du cycle, ainsi que le nombre de 

cycles ont dépendu du couple d’amorces utilisé et de l’ADN à amplifier. Le contrôle négatif 

consiste en une réaction dans laquelle la matrice d’ADN est remplacée par un volume équiva-

lent d’eau.  
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Tableau MM10 : Protocoles utilisés pour éliminer l’ADN présent dans les extractions d’ARN et 
pour les réactions de reverse transcription (RT-PCR) 

 Traitement DNase RT PCR 

Proto-
cole 

Composants (Fermentas) Quantité Composants (Biorad) Quantité 

Ribolock Rnase inhibitor 
(40U/µl) 

 
Tampon DNase I +MgCl2 

 
 

DNase I 
(1U/µl) 

 
 

ARN  
 

 
H20 RNase free 

 

0.25 µl 
 
 

1µl 
 
 
 

1µl 
 
 

1 µg 
 

qsp 10 
µl 
 

 
 
 

5x iScript Advanced 
 

Reverse Transcriptase  
 

ARN 
 

H20 RNase free 

 
 
 

4 µl 
 

1 µl 
 

10 µl (1) 
 

5 µl  

Cycle 
 

Etapes Température Durée Etapes Température Durée 

 
Activation de 

l’enzyme 
 
 
 

Inactivation 
de l’enzyme 

 

 
37°C 

 
 

+1 µl EDTA 
(5mM) 

 
75°C 

 
30 min 

 
 
 
 

5 min 

 
Activité de 
l’enzyme 

 
 

Inactivation 
de l’enzyme 

 

 
 

42°C 
 
 

85°C 

 
 

30 min 
 
 

5 min 

Les témoins négatifs ont été réalisés en prélevant 1 µl des échantillons après traitement à la DNase I 
et avant l’étape de transcription inverse. (1) Les 10 µl d’ARN correspondent au produit de l’étape de 
traitement à la DNase auquel a été enlevé les 1 µl pour le témoin négatif.
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Tableau MM11 : Protocoles utilisés lors des réactions de PCR avec la Dream Taq polymérase 
 

Réaction de polymérisation en chaîne (PCR) 

Mélange 
réactionnelle 

Composants Volume 

Tampon Dream Taq 10X (concentration fi-
nale=1X) 

 

 
 

dNTP (2 mM) (concentration finale=0,2mM) 
 

 

DMSO 100% (concentration finale=5%) 

 
 
 
 

Primer 1 (20 µM) (concentration finale=0,2 µM) 
 

 
 

Primer 2 (20µM)  (concentration finale=0,2 µM) 
 

 
Dream Taq (Fermentas) 

 
 

 
ADN 

 
 

H2O Ultra Pure 

2,5 µl 

 

 

                     2,5 µl 

 

1,25 µl 

 

 

0,25 µl 

 

0,25 µl 

 

0,125 µl 

 

                10 pg à 1 µg 

 

                   qsp 25 µl 

Cycle 

Etapes Durée Température 
Nombre de 

cycle 
Dénaturation initial 5 min 95°C 1 

Cycle d’amplifi-
cation 

Dénaturation 30 sec 95°C 

25 à 35*  Appariement 
des amorces 30 sec Tm‐5°C* 

Elongation 1 min/kb* 72°C 
Extension finale 5 min 72°C 1 

* La durée, la température et le nombre de cycles dépendent des amorces utilisées et de la taille des 
fragments à amplifier. 
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II.4) Transformation des souches bactériennes par électroporation 
 

La préparation des cellules électro-compétentes d’E.coli ainsi que l’électroporation 

(2.kV, 4.5 msec) ont été réalisées selon le protocole décrit par (Sambrook and Russell 2001) 

avec l’ajout d’une étape de dessalage à l’aide de membrane de 0.22 µm (DURAPORE) pen-

dant 10 à 15 minutes avant transformation. Après transformation, les bactéries ont immédia-

tement été reprises dans 1 ml de milieu SOC liquide et incubées 1 H à 37°C, sous agitation 

(250 rpm), puis étalées sur milieu gélosé LB supplémenté avec l’antibiotique nécessaire et 

incubé une nuit à 37°C. 

 
II.5) Réalisation des mutants des gènes cebR ches S.ambofaciens 
ATCC23877 

 

Les simples mutants S. ambofaciens ATCC23877 Δceb1 ; S. ambofaciens ATCC23877 

Δceb2 et, le double mutant S. ambofaciens ATCC23877 ΔΔceb ont été réalisés par PCR-tar-

geting selon le protocole décrit dans la Figure MM6. 

 

II.6) Analyses bioinformatiques 
 

II.6.1) Recherche et identification du système CebR dans 
le génome de 45 Streptomyces totalement séquencée  

 
Les génomes des souches de Streptomyces et la séquence des gènes du système CebR de 

Streptomyces griseus subsp. griseus NBRC15350 (Marushima et al., 2009) ont été téléchar-

gés sur le site PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) dans la section génome. Un 

BLASTX (http://blast.ncbi .nlm.nih.gov/Blast.cgi) a été réalisé entre la séquence protéique de 

chaque gène et les génomes des souches de Streptomyces en ligne. La localisation du sys-

tème dans le génome et la localisation de la boîte CebR ont été réalisées avec le logiciel 

ARTEMIS (Carver et al., 2012).  
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Figure MM3. Schéma général de la stratégie expérimentale de mutagenèse.  

Le BAC a été extrait de la souche E.coli DH5α à partir d’une culture sur la nuit de 15 ml en milieu LB. 
1) Les BAC, ainsi qu’une cassette de mutagénèse conférant la résistance à la kanamycine amplifiée 
par PCR sur le cosmide SuperCos1 avec les amorces KanDApr_f/KanDApr_r ont été électroporés dans 
la souche électrocompétente E. coli BW25113/pKD20. Les transconjuguants ont été sélectionnés sur 
milieu LB + kanamycine (50 µg/ml finale). Une amplification par PCR de la cassette de mutagénèse a 
été réalisée sur la matrice pSMP88T à l’aide des amorces K7_pSPM88-1/K7-pSPM88-2. Cette cassette 
porte le gène de résistance à l’apramycine aac(3)IV (en orange), une origine de transfert oriT (en rouge) 
et les sites de recombinaison attL et attR (en marron). Les amorces K7_pSPM88-1/K7-pSPM88-2 utili-
sées au cours de cette amplification ont été dessinées avec des extensions en 5’ (région grise sur le 
schéma) correspondant aux régions flanquant le gène à déléter. 2) Les amplicons ainsi obtenus ont été 
introduits dans la souche E.coli BW25113-pKD20 portant le BAC adéquat par électroporation. 3)  Les 
transconjuguants ont été sélectionnés sur leur résistance à l’apramycine (50 µg/ml final). Le BAC pour 
les transconjuguants résistants a été extrait par lyse alcaline (Sambrook & Russel, 2001). Les BAC ont 
ensuite été digérés afin de confirmer le remplacement du gène cible par la cassette apramycine. 4) Le 
BAC modifié adéquat a été transformé par électroporation dans la souche non méthylante E. coli 
ET12567. Une conjugaison inter-générique entre cette souche et la souche de Streptomyces a ensuite 
été réalisé selon le protocole décrit dans Kieser et al., (2000). 5) Les transformants obtenus après 
double cross-over ont été sélectionnés sur leur résistance à l’apramycine (50 µg/ml final) et leur sensi-
bilité à la kanamycine (50 µg/ml finale. La délétion du gène cible a été vérifiée par PCR avec les amorces 
cebrI-Verifmuta_F/cebrI_Verifmuta_R et cebrIII-Verifmuta_f/cebRIII-Verifmuta_r. Après vérification la 
cassette d’interruption a été excisée après introduction du plasmide pOsk1112 par conjugaison inter-
générique. Les amorces utilisées sont présentées dans le tableau MM9. 
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II.6.2) Etude phylogénétique  
 

Un alignement en utilisant l’algorithme de calcul Clustal W et une correction manuelle des 

séquences identifiées ont été réalisés à l’aide du logiciel Bioedit (Hall 1999). L’alignement a 

ensuite été utilisé pour la construction d’arbres phylogénétiques selon la méthode de Maxi-

mum de Vraisemblance basé sur le modèle « General Times Reverse » (Nei and Kumar 2000) 

à l’aide du logiciel Mega (Kumar et al., 2016). La robustesse des branches a été statistique-

ment éprouvée par 100 répliques de bootstrap. Toutes les positions contenant des gaps ont 

été éliminés. 

II.6.3) Prédiction de la boîte CebR dans les régions promotrices 
 

Les boîtes CebR ont été prédites avec le logiciel PREDetector (Hiard et al., 2007) selon le 

protocole décrit dans (Craig et al., 2012). Les motifs d’ADN connus pour liéer CebR chez S. 

griseus (Marushima et al., 2014) ont été utilisés pour générer une matrice de poids. Les gé-

nomes des souches ont été scannés à l’aide de cette matrice (Rigali et al., 2015). 

 

II.6.4) Recherche de gènes d’intérêt in silico 
 

 La séquence des gènes d’intérêt de Streptomyces Sirex AA-E (ActE) publiée par Ta-

kasuka et al., (2013) ont été récupérées sur le site PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 

pubmed) dans la section génome. Un BLASTp (http://blast.ncbi .nlm.nih.gov/Blast.cgi) a été 

réalisé entre la séquence de chaque gène d ’ActE et le génome de Streptomyces ambofaciens 

ATCC23877. 
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Discussion générale et perspectives 
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Dans cette discussion, seuls les résultats non publiés et donc non encore discutés 

portant sur l’étude de la diversité taxonomique et fonctionnelle de la collection de Strepto-

myces seront abordés. 

L’avènement du séquençage massif avec les NGS ou ‘next-generation sequencing’ a 

augmenté de façon impressionnante la quantité de génomes totalement séquencés dans les 

bases de données. La génomique comparative a révélé qu’au sein d’isolats considérés comme 

appartenant à la même espèce des grandes variations du contenu génique (présence/ab-

sence) étaient courantes. Chez la bactérie modèle Escherichia coli, les génomes des souches 

pathogènes invasives et les souches commensales diffèrent jusqu’à 20% en taille (Luo et al., 

2011 ; Konstantinidis and Tiedje 2005). Cet exemple spectaculaire révèle une variabilité d’une 

ampleur insoupçonnée chez les bactéries. Ces organismes, regroupés ensemble sur la base 

des standards classiques, sont des organismes isolés à des échelles spatiales et temporelles 

différentes. L’écologie locale de ces organismes qui semble avoir un rôle fondamental dans la 

diversité bactérienne (Hanageet al., 2005 ; Cordero and Datta 2016) est à prendre en consi-

dération pour interpréter cette variabilité génomique.  

Cette variabilité constitue-t-elle le vivier dans lequel la sélection va favoriser l’émer-

gence d’un variant adapté aux conditions environnementales ? Chaque variant occupe alors 

une niche écologique propre à laquelle son génome et la physiologie qui en découle le prédis-

posent ? Alternativement, la diversité joue-t-elle un rôle à part entière dans l’adaptation à la 

niche écologique en permettant d’établir des fonctions écologiques ? Les différents variants 

permettraient alors en combinant leur physiologie d’assurer la colonisation de la niche. 

Des études réalisées récemment chez Myxococcus xanthus (Wielgoss et al., 2016), 

Bacillus subtilis (Stefanic et al., 2015) ou encore Vibrio fischeri (Cordero et al., 2012) ont révélé 

que les populations naturelles sont constituées d’isolats phylogénétiquement très proches ou 

cohésifs.  Ces groupes cohésifs, isolés d’un même environnement, se différencient par leur 

capacité à interagir au sein de structures sociales (ex. mobilité en essaim chez Myxococcus 

et Bacillus, (Vos and Velicer 2006; Stefanic et al., 2015) ou encore la capacité à produire et 

utiliser des sidérophores comme chez Vibrio fischeri (Cordero et al., 2012). Associée à ces 

propriétés physiologiques et comportementales différentes au sein de la même espèce, une 

grande variabilité de leur génome a également été observée. Ainsi, ces groupes génétique-

ment cohésifs mais variables au niveau contenu génomique seraient également écologique-

ment cohésifs, c’est-à-dire évoluant dans la même niche écologique (Shapiro and Polz 2014). 

La mise en corrélation de différences de contenu génomique avec les paramètres bio-

tiques ou abiotiques de la niche écologique peut permettre d’expliquer le rôle de la diversité 

génétique au sein d’une population naturelle. C’est le concept d’écologie reverse développé 
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par Shapiro et Polz (2014). Cette approche est applicable à des modèles biologiques peu 

étudiés jusqu’alors (Levy and Borenstein 2012) puisqu’elle ne requiert pas la connaissance a 

priori des phénotypes ou physiologies de l’organisme étudié. C’est l’identification de gènes 

associés à un paramètre de l’environnement qui conduira à l’identification d’un caractère adap-

tatif. De plus, les progrès spectaculaires du séquençage génomique (débits et taux de couver-

ture accrus, coûts en chute libre) permettent l’accès aux génomes totaux de nombreux isolats 

permettant les analyses corrélatives.  

Shapiro et Polz (2014) ont défini les requis expérimentaux pour réaliser une approche 

de reverse écologie ‘idéale’. Ainsi, il est important de disposer d’une population sympatrique 

(individus coexistants dans le même habitat) et cohésive (liens phylogénétiques étroits), afin 

de comparer le génome d’isolats ayant un même vécu (interactions biotiques, paramètres en-

vironnementaux). Le génome de chacun des isolats de la population est ensuite séquencé, 

puis assemblé afin de comparer le contenu et l’organisation génique entre les génomes. 

L’identification de régions variables permettra d’identifier les flux génétiques au sein des gé-

nomes. Une analyse des variations alléliques ou Single Nucleotide Polymorphism (SNP) per-

met également de caractériser la vitesse d’évolution au sein de la population. Enfin l’analyse 

des fonctions codées par les régions spécifiques permet d’assigner un rôle à la variabilité gé-

nomique dans l’écosystème. 

Dans ce travail, nous avons mis en place une stratégie expérimentale permettant de 

se conformer au mieux aux conditions d’application d’une démarche d’écologie reverse. Une 

collection de 46 souches sympatriques a été réalisée dans le but d’étudier les variations gé-

nomiques au sein de populations génétiquement cohésives de bactéries du sol, Streptomyces, 

isolées à l’échelle du grain de sol, c’est-à-dire à l’échelle millimétrique. Au sein de cette col-

lection, un groupe de 32 souches (le groupe 5) sont quasiment non discernables sur les bases 

de reconstruction phylogénétique classique : elles sont identiques en séquence du gène co-

dant l’ARN 16S et présentent une très faible variabilité en MLST. En revanche elles présentent 

une variabilité fonctionnelle avec notamment des activités d’inhibition de croissance de bacté-

ries ou de champignons distinctes.  

Cette proximité phylogénétique associée au mode d’échantillonnage suggère que ces 

souches dérivent d’un ancêtre commun proche et ont une histoire évolutive récente. Toutefois 

malgré cette évolution récente, la variabilité fonctionnelle observée suggère que ces isolats 

diffèrent dans leur contenu en gènes et pourraient appartenir à des groupes écologiques dif-

férents. Les génomes de 18 souches ont été séquencés et comparés permettant de mettre en 

évidence une diversité génique très importante. En effet, l’alignement des lectures de séquen-

çage des souches sur une référence assemblée a montré que la quantité d’ADN spécifique 
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chez la souche de référence représentait entre 0 à 1 Mb (0 à 12 %) de son génome. Cette 

information spécifique se présente sous la forme d’ilots génomiques d’une taille minimum de 

10 kb présents/absents (taille seuil de l’analyse).  

Si l’on compare nos résultats aux résultats précédemment cités chez E. coli (Luo et al., 

2011 ; Konstantinidis and Tiedje 2005), nos souches présentent une diversité du même ordre. 

Cependant, elles proviennent de la même micro-niche écologique et sont contemporaines ce 

qui n’est pas le cas des isolats d’E. coli comparés. Cette comparaison renforce l’hypothèse 

d’une diversification récente de nos isolats de Streptomyces au sein de la micro-niche sol. 

 

L’annotation et l’analyse du contenu en gènes des régions spécifiques ont révélé la 

présence de nombreuses signatures d’éléments génétiques mobiles. Ainsi, il est possible d’im-

pliquer le transfert horizontal et les réarrangements génomiques dans la diversification géné-

tique. Le regroupement des gènes spécifiques sous forme d’îlots génomiques renforce cette 

hypothèse. La comparaison des génomes de RLB1-8 et RLB1-9 réalisée suite à un reséquen-

çage de la souche RLB1-9 (selon la technologie Mini-Ion) a notamment montré la présence 

d’un cluster de synthèse potentiellement codant une NRPS associée à une activité antibiotique 

chez RLB1_9, cluster absent et remplacé par un cluster de synthèse de terpène chez RLB1-

8. Sur la base de cet exemple, il est donc possible que certaines régions du génome de la 

souche RLB1_8, enrichies en îlots spécifiques constituent des points chauds de recombinai-

son au sein desquels pourrait s’intégrer l’ADN exogène et ainsi générer la diversité observée.  

 

Les résultats obtenus ont donc montré que notre collection sympatrique était fortement 

cohésive et qu’une grande diversité génomique la caractérise. Cette diversité semble résulter 

d’évènements de transfert de gènes au sein de la communauté présente sur les grains de sol.  

 

 

Abdoul Razak Tidjani en thèse au laboratoire a poursuivi mes travaux selon l’approche 

de reverse écologie. Pour cela, il a initié le séquençage et l’assemblage complet des génomes 

des souches de la collection. L’obtention d’un génome de la souche RLB1-9 sous la forme de 

trois contigs correspondant au chromosome de la souche, ainsi que deux réplicons extrachro-

mosomiques (plasmide linéaire et bactériophage), par une stratégie combinée de séquençage 

par les technologies technologies Nanopore (MinIon) et Illumina nous a permis d’obtenir un 

assemblage de grande qualité.  

En effet, l’alignement des lectures de séquençage sur une référence ne permet pas 

d’identifier la spécificité que chez la souche de référence. L’obtention des génomes assemblés 

permettra de réaliser une comparaison réciproque des génomes et ainsi de distinguer les 
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gènes conservés (génome ‘core’) des gènes variables (génome ‘accessoire’ ou contingent) au 

sein de notre population. La définition du génome ‘core’, commun à tous les isolats considérés, 

permettra d’identifier les signatures phylogénétiques tels que les SNP et d’évaluer la vitesse 

d’évolution au niveau nucléotidique. 

L’analyse des substitutions nucléotidiques peut également permettre de mesurer l’in-

tensité de la recombinaison génétique, et donc du transfert d’ADN, au sein des gènes ortho-

logues. En effet, il est possible d’inférer les changements nucléotidiques dues à des change-

ments ponctuels et ceux résultant de remplacement de fragments d’ADN (remplacement allé-

lique). Par exemple, l’outil Clonal Frame (Didelot and Falush 2007) permet cette analyse sur 

l’ensemble du génome ‘core’. Il est fréquent chez les bactéries que la recombinaison soit plus 

importante que le taux de mutation. 

 

L’identification du génome accessoire nous permettra d’évaluer l’importance des évè-

nements des gains et pertes d’information génétique et l’impact de l’environnement sur ces 

transferts. Dans la plupart des études, les évènements de recombinaison observés sont des 

évènements sélectionnés au sein d’isolats génétiquement non cohésifs, et la majorité des évè-

nements de transfert de gènes sont susceptibles d’être délétères ou neutres peuvent être éli-

minés (Baltrus 2013). La plupart des études sous-estiment donc l’importance de ces évène-

ments. Au sein de notre collection, le lien phylogénétique très fort entre les isolats suggère 

que la population étudiée est quasi-clonale, c’est à dire que le temps écoulé depuis le dernier 

ancêtre commun est bref au regard de l’échelle évolutive classiquement considérée (millions 

d’années). Le corollaire de cette hypothèse est que les événements de diversification géné-

tique sont récents. Enfin, si les événements sont fréquents et le temps évolutif bref, il est per-

mis de se poser la question de la sélection appliquée sur cette variabilité.  

En effet, lorsque les isolats comparés sont phylogénétiquement distants, les évène-

ments anciens ont pu être positivement sélectionnés s’ils apportent un avantage adaptatif, ou 

plus fréquemment soient maintenus à cause de leur neutralité ou encore éliminés par des 

événements de recombinaison. Dans notre situation, il est possible d’imaginer que la variabilité 

observée n’a pas encore été sélectionnée par l’environnement. Il est possible de répondre à 

cette question en étudiant la vitesse d’évolution dans les gènes conservés dans tous les iso-

lats, et d’estimer les taux de mutations synonymes versus neutres dans les régions codantes 

(ratio Dn/Ds). Si la sélection est décelée dans les phases codantes, il est alors probable que 

la sélection s’applique également aux régions présentes/absentes, et que la présence/ab-

sence puisse ensuite être interprétée en termes de contribution à l’adaptation de la souche à 

l’environnement. 
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La comparaison réciproque des génomes aboutira à définir le génome accessoire de 

chaque souche et d’éventuellement établir des corrélations entre présence de gènes et para-

mètres de la niche. Selon Cordero et Polz (2014), les gènes identifiés au cours d’études de 

reverse écologie peuvent être classés selon quatre classes de fréquences au sein de l’échan-

tillon de souches étudiées (Figure 44). L’identification de ces profils de présence/absence de 

gènes ou clusters de gènes pourrait alors être corrélée à des processus évolutif ou écologique 

de la souche. 

 

 

Figure 44 : La fréquence des gènes et leur interprétation en termes de processus évolutif et 
écologique. Extraite de Cordero et Polz (2014).  
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La première catégorie correspond aux gènes présents à haute fréquence (c’est-à-dire 

dans la majeure partie des souches de l’échantillon). Ces gènes sont des gènes essentiels à 

la survie de la bactérie et sont soumis à une forte pression de sélection. Leur perte est forte-

ment contre sélectionnée, ils constituent principalement la génome ‘core’ et sont présents dans 

les régions centrales du chromosome chez les Streptomyces.  

La seconde catégorie de gènes correspond à ceux présents à haute fréquence mais 

spécifiques d’une sous population. Ces gènes sont des gènes acquis ou perdus dans une 

sous population et sont donc potentiellement dépendants de la sélection par l’environnement. 

Dans le cas de notre collection, nous avons isolé des souches au niveau de la racine ou du 

sol nu. Au niveau des racines, les bactéries du genre Streptomyces sont connues pour colo-

niser la rhizosphère, et même dans certains cas les tissus de la plante (Sardi et al., 1992 ; 

Coombs and Franco 2003). Elles peuvent jouer un rôle de protection contre les organismes 

phytopathogènes (Challis and Hopwood 2003 ; Tarkka et al., 2008), et dans certains cas in-

duire les systèmes de défense de la plante et favoriser les symbioses entre la plante et les 

champignons mycorhiziens (Conn et al., 2008 ; Frey-Klett et al., 2007). Notre étude pourrait 

aboutir à l’identification de gènes intervenant dans ces fonctions au sein des souches isolées 

au niveau de la racine. 

La troisième catégorie de gènes correspond aux gènes présentant une fréquence 

moyenne. Ces gènes sont retrouvés au sein de différentes populations et seraient impliqués 

dans la synthèse ou l’utilisation de composés sécrétés dans l’environnement. Ces métabolites 

constitueraient alors un bien commun pour la population. Le maintien de ces gènes au sein 

des génomes résulterait de la sélection pour l’établissement d’interactions entre les orga-

nismes au sein de la niche. Cordero et al., (2012) ont illustré ce cas à partir de l’étude d’une 

population de Vibrionaceae. Au sein de cette population, seule une partie présente la capacité 

de produire des sidérophores. Les souches non productrices ayant perdu sélectivement leurs 

voies de biosynthèse mais ayant conservé leurs transporteurs et récepteurs des sidérophores.  

Dans notre collection de Streptomyces, des gènes ou clusters de gènes ont été identi-

fés qui pourrait contrôler la synthèse de sidérophores au sein d’une région spécifique à la 

souche RLB1-8. Ces gènes sont partagés par plusieurs autres isolats. Il est possible qu’au 

sein de notre population, seules certaines souches puissent produire des sidérophores, alors 

que l’ensemble des autres souches de la population les utiliserait. Dans le cas de Strepto-

myces, des phénomènes de piratage de sidérophores par d’autres souches bactériennes 

telles que Pseudomonas fluorescences ou des phénomènes de piratage de sidérophores pro-

duits par des souches fongiques par les souches de Streptomyces ont été décrits (Galet et al., 

2015 ; Arias et al., 2015).  
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Un deuxième exemple est la présence au même locus chromosomique d’un cluster 

NRPS chez la souche RLB1-9 alors que la souche RLB1-8 possède un cluster de gènes co-

dant potentiellement un terpène. Bien que ces souches possèdent des capacités de production 

de métabolites différentes, aucune inhibition de croissance de l’une envers l’autre n’a été ob-

servée. Il est donc possible qu’elles soient réciproquement résistantes au métabolite produit 

par l’autre, si tant est que ces métabolites aient un effet antibactérien.  Les métabolites produit 

pourraient alors constituer des biens communs pour la population. Les souches productrices 

permettraient une inhibition des souches compétitrices pour les nutriments dans l’environne-

ment. Le reste de la population de Streptomyces profiterait alors de cette inhibition en ayant 

accès aux ressources sans assumer le coût métabolique de synthèse de ces métabolites se-

condaires (Garbeva et al., 2011). Des résultats similaires ont pu être observés au sein d’une 

population de Vibrio (Cordero et al., 2012). 

De plus, dans l’environnement, les antibiotiques sont produits à des concentrations 

sub-inhibitrices (Raaijmakers and Jakab 2012) et peuvent jouer un rôle dans la communication 

intracellulaire (Fajardo and Martínez 2008). Lors d’expérience d’interactions tripartites, Abru-

dan et al., ont ainsi démontré que dans le cas d’interactions inhibitrice ou neutre à deux par-

tenaires, l’ajout d’un troisième partenaire pouvait avoir un effet activateur ou répresseur sur la 

production de métabolites par la souche productrice dans l’interaction bipartite. En effet, dans 

l’environnement, les souches ne sont pas uniquement deux, et de nombreux autres parte-

naires peuvent influer sur ces interactions, au cours de ces interactions. Il serait donc égale-

ment intéressant notamment au sein de notre population 5 qui est très proche taxonomique-

ment de réaliser des interactions tripartites afin de tenter d’identifier une potentielle communi-

cation chimique. 

Enfin, les auteurs définissent une quatrième catégorie correspondant aux gènes à 

faible fréquence dans la population. Ces gènes sont typiquement issus d’un transfert récent et 

ne confère généralement pas de différenciation génétique déterminante entre les isolats. Ils 

sont souvent environnés par des transposases et autres éléments génétiques mobiles, et sont 

localisés dans des régions hypervariables du génome. Dans certains cas, ces gènes sont im-

pliqués dans la réponse transitoire à un environnement local. Des gènes participants aux mé-

canismes de défense, des pompes à efflux ou encore des codants des récepteurs/effecteurs 

font fréquemment partie de cette catégorie (Nakamura et al., 2004). 

Ces gènes sont fréquemment portés par des plasmides ou éléments génétiques mo-

biles. Au sein de notre collection, une recherche d’éléments extrachromosomiques a été initiée 

par électrophorèse en champs pulsés (PFGE, Pulsed-field Gel Electrophoresis) par Abdoul-

Razak Tidjani. La présence de plasmides linéaires a été décelée dans plusieurs souches de 

notre collection. De même, une molécule circulaire qui correspond probablement à un phage 

https://www.cdc.gov/pulsenet/pathogens/pfge.html
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latent a été identifié. S’il était connu que les Streptomyces possédaient des contenus plasmi-

diques divers, il est particulièrement original de démontrer cette variabilité in situ au sein d’une 

population sympatrique. Cela suggère fortement que ces éléments sont mobilisés dans le mi-

cro-habitat et participe aux flux de gènes. Des expériences sont actuellement en cours afin de 

définir si les échanges sont libres au sein de notre population environnementale ou si des 

barrières au transfert existent. Si les barrières de type isolement spatial (Linz et al., 2007) et 

génétique (Ansari and Didelot 2014) sont peu vraisemblables dans notre cas compte tenu de 

la stratégie d’isolement choisie (isolement à partir de grain de sol millimétriques) et de la proxi-

mité génétique très forte assurant un fort taux d’identité nucléotidique et donc une recombinai-

son efficace, d’autres barrières sont probables. La présence de systèmes de restriction-modi-

fication ou de CRISPR (Budroni et al., 2011) parmi les gènes spécifiques d’isolat suggère 

qu’au sein d’une même population les échanges génétiques pourraient être bridés et pour-

raient aboutir à des sous-groupes présentant un certain niveau d’isolement génétique (Vos 

2011 ; Shapiro and Polz 2014).  
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Résumé de la thèse 

Les Streptomyces sont des bactéries connues pour posséder un large arsenal enzymatique pouvant avoir des rôles 

importants dans le sol (production d’antibiotiques, effets PGPR, dégradation de biopolymères…). Au cours de cette thèse, nous 

avons exploré leur diversité génétique, fonctionnelle et écologique à partir de collections provenant de sols forestiers. 

Ainsi, l’exploration de leur potentiel cellulolytique et leur capacité à détecter des sucres complexes libérés par le bois 

lors de son attaque par des champignons lignivores a permis de créer une souche biosenseur dont l’exploitation pourrait constituer 

un nouvel outil normatif de la détection de la dégradation du bois. 

Suite à une approche de génomique comparative réalisée entre des isolats sympatriques, nos résultats ont également 

permis de démontrer que des souches phylogénétiquement très apparentées présentaient de grandes différences en termes de 

présence/absence de gènes, suggérant une vitesse d’évolution rapide du génome accessoire au sein de la population. Ces gènes, 

souvent associés à des éléments potentiellement transférables, a souligné un rôle important du transfert horizontal pour la diver-

sification de la population. Par une approche d’écologie réverse, la fonction prédite de certains de ces gènes a également pu être 

corrélée avec un rôle écologique potentiel. Ainsi, l’un des clusters de gènes variables identifié par l’analyse du génome était 

impliqué dans la production de métabolites secondaires et constituerait un bien commun pour la population en inhibant d’éventuels 

compétiteurs de la niche. 

L’ensemble de nos résultats confirme la grande diversité métabolique des Streptomyces (et leur utilité à des fins appli-

quées), mais indique également que cette diversification serait rapide entre souches proches et aurait un rôle écologique impor-

tant au niveau des populations naturelles de Streptomyces.  

 

Abstract 

 Streptomyces bacteria are known to possess a large enzymatic arsenal which can have important roles in the soil 

(production of antibiotics, PGPR effects, degradation of biopolymers, etc.). During this thesis, we explored their genetic, functional 

and ecological diversity using collections from forest soils. 

 

 Thus, the exploration of their cellulolytic potential and their ability to detect complex sugars released by wood during 

lignivorous fungi attacks has led to the creation of a biosensor strain whose exploitation could constitute a new normative tool for 

the detection of the degradation of wood. 

 

 Subsequent to comparative genomic approach carried out between sympatric isolates, our results also demonstrated 

that phylogenetically highly related strains exhibited large differences in the presence / absence of genes, suggesting a rapid rate 

of evolution of the population accessory genome. These genes, often associated with potentially transferable elements, underlined 

important role of horizontal transfer for population diversification. Using a reverse ecology approach, the predicted function of 

some of these genes could also be correlated with a potential ecological role. Thus, one of the variable gene clusters identified 

by genome analysis was involved in the production of secondary metabolites and would constitute a common good for the popu-

lation by inhibiting potential competitors from the niche. 

 

 All of our results confirm the wide metabolic diversity of Streptomyces (and their utility for applied purposes), but also 

indicates that this diversification would be rapid between nearby strains and would have an important ecological role in the natural 

populations of Streptomyces. 
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