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Avant-propos 

Le genre Pseudomonas est contenu dans le phylum des Proteobacteria, classe 

des Gammaproteobacteria, ordre des Pseudomonadales. Migula décrit en 1894 les 

bactéries du genre Pseudomonas comme des cellules de forme allongée, mobiles et 

strictement aérobies (Migula, 1894). Les Pseudomonas sont des bacilles (droits ou 

légèrement incurvés) à Gram négatif, aux extrémités arrondies et d’une taille moyenne 

de 2 µm de long et 0,5 µm de large (Palleroni et al., 1984).  

Les Pseudomonas sont des bactéries ubiquitaires, c’est-à-dire retrouvées dans de 

nombreux environnements comme le sol, l’air, l’eau, les végétaux et les animaux. 

L’ubiquité de ces bactéries résulte de la capacité adaptatrice de ces dernières, due 

notamment à la présence de nombreux systèmes à deux composants. Ces systèmes 

permettent de percevoir les signaux environnementaux et de moduler rapidement 

l’expression de nombreux gènes et jouent alors un rôle essentiel pour le fitness et 

l’adaptation bactérienne. Les bactéries, pour coloniser et persister au sein d’une niche 

écologique, ont recours à différents mécanismes pour combattre les autres micro-

organismes présents dans l’environnement. Parmi ces mécanismes, le système de 

sécrétion de type VI (SST6) est comparé à une seringue permettant l’injection de 

molécules toxiques et est considéré comme une arme bactérienne. 

L’objectif de ma thèse a été d’étudier le SST6 de la souche environnementale 

Pseudomonas fluorescens MFE01. Cette étude se focalise sur le rôle du SST6 dans 

l’activité antibactérienne in vitro et in planta, dans la formation de biofilm mais 

également sur l’impact de ce système de sécrétion sur l’assemblage du flagelle 

bactérien. 
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I. Les Pseudomonas fluorescens et leurs rôles dans la rhizosphère  
 

A. Prélude : Pseudomonas fluorescens, une espèce en remaniement 

 

P. aeruginosa, espèce modèle du genre Pseudomonas, est considérée comme un 

pathogène opportuniste nosocomial pouvant induire chez des patients 

immunodéprimés des infections pulmonaires et urinaires. Chez les grands brulés, 

sujets à diverses infections bactériennes, P. aeruginosa est responsable de 36% des 

infections (Revathi et al., 1998). 

Exception faite de certaines souches, l’espèce P. fluorescens contrairement à P. 

aeruginosa regroupe des bactéries psychrotrophes, non virulentes envers l’homme. 

L’espèce P. fluorescens est ubiquitaire et est souvent retrouvée dans le sol, 

notamment au niveau du système racinaire des plantes (la rhizosphère). Une majorité 

de ces souches rhizosphériques sont bénéfiques pour la croissance des plantes et 

sont ainsi appelées Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR). Ce chapitre 

portera surtout sur la relation entre les différents facteurs sécrétés et le rôle de PGPR 

de certaines souches de P. fluorescens et espèces apparentées dans la protection de 

la plante vis-à-vis des phytopathogènes présents dans le sol.  

Suite à un remaniement de la classification des Pseudomonas fluorescens en 

2012, certaines souches ont été reclassées dans des espèces apparentées, ce qui 

induit l’existence d’un ensemble appelé les Pseudomonas fluorescens « sensu lato » 

(Bodilis et al., 2012; Loper et al., 2012). Par opposition, les Pseudomonas fluorescens 

« sensu stricto » sont des souches qui ont conservé leur nom d’espèce. Par exemple, 

P. fluorescens CHAO et Pf-5 ont été reclassées dans l’espèce Pseudomonas 

protegens. De manière volontaire, je parlerai plusieurs fois au cours de ce chapitre de 

ces souches P. protegens CHAO et Pf-5 comme espèces apparentées aux 

Pseudomonas fluorescens, pour illustrer les différentes stratégies des rhizobactéries 

dans la compétition avec des phytopathogènes et dans la colonisation de niches 

écologiques, caractéristiques des PGPR. Il faut également prendre en considération 

que certaines souches classées P. fluorescens avant 2012 peuvent appartenir à une 

autre espèce du genre Pseudomonas sans pour autant avoir été renommées par la 

suite.  
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B. Scénario global: interaction entre les plantes et les rhizobactéries 

 

La plante est tributaire d’un environnement fluctuant et est exposée à la fois à des 

stress abiotiques (pH, osmose, carence en nutriments…) mais aussi à des stress 

biotiques tels que les phytopathogènes (bactéries, champignons, insectes…). Parmi 

les micro-organismes en contact avec la plante, se trouvent des bactéries qui peuvent 

être bénéfiques pour la plante et qui peuvent protéger la plante de manière indirecte, 

en défendant le système racinaire contre les phytopathogènes ou en induisant les 

défenses de la plante (figure 1). 

 

Figure 1: Schéma des interactions entre plantes, bactéries PGPR et phytopathogènes au niveau 
de la rhizosphère. (Haas and Défago, 2005). ISR : Résistance systémique induite et PGPR : Plant 
Growth Promoting Rhizobacteria. 

 

Ces bactéries peuvent aussi agir de manière directe en favorisant la croissance de 

la plante par l’intermédiaire de production de phytohormones (Haas and Défago, 2005; 

Hernández-León et al., 2015) (figures 2 et 3). 
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Figure 2: Relations entre les bactéries PGPR et le système racinaire d’une plante. (Vacheron et 
al., 2013). Les PGPR peuvent moduler la croissance de la plante (réduction du taux de croissance de 
la racine primaire et augmentation du nombre et de la longueur des racines latérales et des radicelles) 
en produisant des phytohormones, des enzymes et des métabolites secondaires. Les PGPR inflencent 
également la nutrition de la plante via la fixation de l’azote, la solubilisation du phosphate et la production 
de sidérophore, modifiant ainsi la physiologie de la racine (modification de la transcription de gènes et 
de la biosynthèse de métabolites). PGPR : Plant Growth Promoting Rhizobacteria. 

 

 

Figure 3: Les différentes voies métaboliques impliquées dans la production d‘auxine par la 
bactérie. (Spaepen et al., 2007). 
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Certaines souches PGPR ont des effets néfastes sur les phytopathogènes par 

l’intermédiaire d’activités antifongiques, antibactériennes, voire insecticides, limitant 

ainsi les infections et infestations de la plante. Cette défense exercée par les PGPR 

peut être la conséquence de la limitation de la biodisponibilité d’éléments essentiels à 

la croissance des phytopathogènes (compétition vis-à-vis de cette molécule), ou de la 

production de composant antagoniste à large spectre ou spécifique à un 

phytopathogène.  

La présence des PGPR peut promouvoir la résistance systémique induite de la 

plante (ISR, induced systemic resistance), améliorant ainsi sa protection contre un 

large spectre de phytopathogènes (Van der Ent et al., 2009). D’autre part, beaucoup 

de souches de Pseudomonas spp. ont la capacité de produire des phytohormones, 

dont l’auxine (IAA, indole-3-acetic acid), qui favorisent la croissance et le 

développement de la plante. Mais l’auxine est également une molécule signal qui a 

une influence sur le comportement bactérien (Spaepen et al., 2007). 

La plante libère des exsudats riches en carbone, « attirant » les micro-organismes 

de la rhizosphère : des acides organiques (citrate, acétate, succinate, pyruvate…), des 

sucres (ribose, galactose, glucose, fructose, sucrose…) mais aussi des acides aminés, 

vitamines et nucléobases (Haas and Défago, 2005). La composition des exsudats peut 

« sélectionner » la diversité des rhizobactéries colonisatrices selon leur capacité à 

métaboliser ces différentes sources de carbones qui diffèrent entre les plantes 

(Goddard et al., 2001).  

Au niveau de la rhizosphère, il existe un réseau de communication sous-terrain 

complexe et très dynamique. Les PGPR ayant colonisé la partie racinaire exercent un 

rôle essentiel dans sa protection, communiquant avec les racines et les autres micro-

organismes présents. L’utilisation de pesticides dans l’agriculture, néfastes pour les 

organismes, l’environnement et pour l’homme, est de plus en plus critiquée et soumise 

à controverse. Les PGPR pourraient remplacer les pesticides utilisés en agriculture et 

devenir des agents de biocontrôle afin de promouvoir la culture et limiter les infections 

par les phytopathogènes.  
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C. Une interaction plante-bactérie hautement régulée 

 

1) Implication de la cascade GacS/GacA  

 

Les systèmes à deux composants (TCST : two-component signal transduction 

systems) sont essentiels dans l’adaptation aux fluctuations des conditions 

environnementales.  

GacS/GacA (Gac : global antibiotic and cyanide control) est un système à deux 

composants qui relaie un signal extérieur via GacS (le sensor) et le convertit via GacA 

(le régulateur de réponse). Le système Gac active la transcription des petits ARNs 

(sRNA : small RNA) RsmY et RsmZ (Rsm : regulation of secondary metabolites). 

RsmY possède une grande affinité pour RsmA, une protéine qui se fixe sur certains 

ARNm et empêche leur traduction. La séquestration de RsmA par les ARNs permet 

aux ribosomes de se fixer sur les ARNm et ainsi effectuer leur traduction en protéines. 

Le régulateur global GacA est très conservé chez les bactéries à Gram négatif 

(Reimmann et al., 1997) et requis pour la production d’exoenzymes et de métabolites 

secondaires chez les Pseudomonas. De plus, le TCST GacS/GacA est un régulateur 

important qui contribue à la colonisation de la rhizosphère (Cheng et al., 2013). Chez 

la souche P. protegens CHAO, GacA est un régulateur positif de la production de 

métabolites tels que le DAPG (2,4-diacetylphloroglucinol) et le cyanure d’hydrogène 

(HCN), qui contribuent à la suppression de la pourriture de la racine noire du tabac 

induie par Thielaviopsis basicola (Laville et al., 1992). A l’inverse, une mutation de 

gacS chez P. fluorescens SBWβ5 augmente la production de l’acide gluconique et de 

l’acide β-kétogluconique qui inhibent la croissance des pathogènes par acidification du 

milieu extracellulaire (Cheng et al., 2015). Le senseur GacS de la souche P. 

fluorescens SBW25 est impliqué dans la régulation positive ou négative de la 

production de 24 molécules volatiles (VOC : volatile organic compound) dont trois 

alkènes acycliques (3-nonene, 4-undecyne, 1-undecene) affectant la croissance de la 

plante (Cheng et al., 2016). Le régulateur post-transcriptionnel RsmA, dont l’action est 

inhibée par les ARNs RsmY et RsmZ dépendant du système Gac, réprime la 

production des homosérines lactones impliquées dans le quorum sensing (Pessi et al., 

2001). Le système Gac, qui permet de lever la répression exercée par RsmA, est ainsi 

un activateur de la communication par quorum sensing. 
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2) Quorum sensing 

 

Le quorum sensing (QS) est un système d’auto-induction permettant une 

communication entre les bactéries, une synchronisation de leur physiologie (en 

modulant l’expression de gènes spécifiques) et ainsi l’adoption d’un comportement 

social. Chaque cellule produit un niveau basal de molécules signal auto-inductrices et 

peut détecter l’accumulation de ces molécules. Le taux de ces signaux dans le milieu 

extracellulaire est donc proportionnel à la population bactérienne. Plus cette population 

est dense, plus le taux de molécules signal est important. Au-delà d’un seuil limite, les 

voies du QS régulent certaines voies métaboliques. Chez P. aeruginosa, il existe 

quatre classes d’auto-inducteurs (Lee and Zhang, 2015): les homosérines lactones 

(HSL : homosérine lactone, odDHL : 3-oxo-dodecanoyl-HSL et BHL : N-

butyrylhomoserine lactones), contrôlées par les cascades Las et Rhl respectivement), 

le système Pseudomonas quinolone signal (PQS contrôlé par la cascade MvfR) et le 

integrated quorum sensing (IQS). Pour la plupart des souches de P. fluorescens, 

aucune de ces molécules n’a été retrouvé (Tashiro et al., 2013), excepté pour quelques 

souches. Par exemple, la souche rhizosphérique P. fluorescens CLR711 produit une 

homosérine lactone C6-HSL (Ghirardi et al., 2012). La souche P. fluorescens 2-79 

produit quatre formes d’homosérines lactones : 3-hydroxy-C6-HSL, 3-hydroxy-C8-

HSL, 3-hydroxy-C10-HSL et C8-HSL (Cha et al., 1998; Shaw et al., 1997). P. 

fluorescens CMR12a, isolée de la rhizosphère, produit un auto-inducteur de type acyl-

HSL (3-hydroxy-C12-HSL) typique de P. aeruginosa (De Maeyer et al., 2011) mais 

également des phénazines.  

Les composants phénazines, synthétisés par de nombreuses espèces de 

Pseudomonas (par exemple P. aeruginosa, P. fluorescens, P. aureofaciens), ne sont 

pas uniquement des molécules signal. En effet, ces métabolites secondaires 

possèdent également une toxicité contre les bactéries et champignons suite à la 

génération d’espèces réactives de l’oxygènes (ROS : reactive oxygen specie) (Price-

Whelan et al., 2006; Tashiro et al., 2013). La sécrétion de ce type de molécules 

participe à la compétition liée aux niches écologiques. De nombreuses souches du 

genre Pseudomonas, possèdent au sein de leur génome, des gènes qui codent pour 

différents arsenaux impliqués dans cette compétition, tels que les antibiotiques, exo-

enzymes, toxines ou systèmes de sécrétion (figure 4). 
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Figure 4: Analyse génomique comparative de différentes souches du genre Pseudomonas. 
(Loper et al., 2012). Les carrés colorés correspondent à la présence d’un gène ou cluster dans le 
génome (la présence d’un chiffre à l’intérieur du carré indique le nombre de copies si supérieur à 1). 
Les cercles vides indiquent l’absence de gène chez cette souche. 
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D. La compétition bactérienne par la biodisponibilité des nutriments 

 

1) Les sidérophores : compétition pour la biodisponibilité du fer 

 

La forme assimilable par les micro-organismes du fer(III) est un facteur limitant de 

la croissance bactérienne dans l’environnement. Les micro-organismes sont donc en 

compétition vis-à-vis de cet élément. L’ion ferrique Fe2+ s’associe au site catalytique 

d’enzymes impliquées dans le métabolisme et est donc indispensable à la croissance 

et au métabolisme bactérien, à une concentration de l’ordre du µM. Les P. fluorescens 

sécrètent dans l’environnement des sidérophores impliqués dans l’assimilation de l’ion 

ferrique. Les sidérophores, molécules chélatrices d’environ 1kDa présentent une forte 

affinité pour Fe3+.  

La pyoverdine (appelée aussi pseudobactine) est un pigment de couleur jaune-

vert, caractéristique des Pseudomonas fluorescens. Elle est composée de trois parties 

caractéristiques des sidérophores : une partie chromophore (dérivée d’une quinolone) 

responsable de la fluorescence, une chaîne acyl et d’une chaîne peptidique (Meyer, 

2000). Plus de 40 pyoverdines structurellement différentes ont été identifiées. De 

manière souche dépendante, il existe d’autres sidérophores chez les Pseudomonas 

fluorescens dont l’acide salicylique (Meyer et al., 1992), la pseudomonine (dérivée de 

l’acide salicylique) mais aussi la quinolobactine (8-hydroxy-4-methoxy-2-quinoline 

carboxylic acid) (Cornelis and Matthijs, 2002; Matthijs et al., 2004).  

Les bactéries produisant des sidérophores ont d’une part un avantage compétitif 

lors de la colonisation de la rhizosphère et d’autre part peuvent exercer une activité de 

protection de la racine en « privant » les pathogènes de cet élément indispensable 

(Haas and Défago, 2005). Il a été montré que la souche P. fluorescens C7R12 peut 

être utilisée comme agent de biocontrôle pour lutter contre les phytopathogènes, 

responsables de maladies de la racine de blé dont la fusariose, en lien avec sa 

production de sidérophores. Cette souche de la rhizosphère du lin (Mirleau et al., 2001; 

Trapet et al., 2016) sécrète des sidérophores dans le sol, réduisant ainsi la 

biodisponibilité du fer tellurique pour les organismes compétiteurs. La souche C7R12 

peut être alors être considérée comme PGPR par son action bénéfique sur la 

croissance des plantes. Van Loon et collaborateurs ont démontré que les sidérophores 
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produits par la souche P. fluorescens WCS374 permettent d’activer la résistance des 

plants de tabac amenant à la production d’espèces réactives de l’oxygène (van Loon 

et al., 2008).  

 

2) Solubilisation de phosphate : compétition pour le phosphate 

 

Le phosphate bio-assimilable, indispensable pour la croissance de la plante, est lui 

aussi un facteur de croissance limitant dans le sol. En effet, 70% des phosphates dans 

le sol sont complexés avec des cations (Adhikary et al., 2014). Certaines bactéries 

rhizosphériques, dont les Pseudomonas, ont la capacité de mobiliser les phosphates 

insolubles en éléments bio-assimilables par la plante et sont appelées PSM (PSM : 

phosphate solubilizing microorganism) (Richardson et al., 2009). Par conséquent, les 

micro-organismes biofertilisants présents dans le sol font partie intégrante du cycle du 

phosphate dans la rhizosphère. La souche P. fluorescens F113, mais aussi les 

souches P. protegens CHAO et Pf-5, peuvent solubiliser la forme Ca3(PO4)2 en 

phosphate inorganique soluble (Pi) (Miller et al., 2010). Chez ces souches, la libération 

de phosphate soluble Pi est corrélée à l’acidification du milieu par production d’acide 

organique comme l’acide gluconique et l’acide β-kétogluconique, métabolisés à partir 

de glucose par les enzymes glucose déshydrogénase (Gcd) et gluconate 

déshydrogénase (Gad) (figure 5).  

 

 

Figure 5: Voies métaboliques impliquées dans la synthèse de l’acide gluconique et l’acide 2-
kétogluconique. (Miller et al., 2010). OM : membrane externe ; IM : membrane interne ; PS : espace 
périplasmique et NAD(P) : nicotinamide adénine dinucléotide (phosphate). 
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La pyrroloquinoline quinone (PQQ) est un co-facteur essentiel des 

déshydrogénases dont la Gcd. La souche F113 ne possède pas le gène codant pour 

la gluconate déshydrogénase et produit uniquement l’acide gluconique. Un mutant de 

la souche F11γ ne produisant plus l’acide gluconique (le gène gcd est muté) est 

toujours capable de diminuer le pH et de libérer du phosphate inorganique, suggérant 

un mécanisme additionnel de la solubilisation de phosphate par acidification du milieu 

extracellulaire (Miller et al., 2010).  

La souche P. fluorescens RAF15, isolée de la rhizosphère de ginseng, produit 

différents acides organiques dont majoritairement l’acide gluconique et l’acide tartrique 

mais produit également en plus faible proportion l’acide 2-kétogluconique, l’acide 

formique et l’acide acétique (Park et al., 2009). Cette production d’acides est corrélée 

à la baisse du pH (pH 4) et à la hausse de phosphate organique.  

Une intégration chromosomique artificielle de l’opéron citrate (citrate synthase 

gltA1 et transporteur citC provenant d’une souche d’E. coli) chez la souche P. 

fluorescens Pf0-1 améliore la sécrétion d’acides citrique et gluconique, augmentant 

ainsi la capacité de la souche à solubiliser du phosphate (Adhikary et al., 2014).  

En plus de la compétition bactérienne pour un facteur limitant, les bactéries sont 

capables de sécréter des molécules néfastes pour le développement de micro-

organismes compétiteurs. 

 

E. Les facteurs sécrétés dans la rhizosphère 

 

Contrairement à ce qui est décrit pour les P. aeruginosa, très peu d’exotoxines sont 

connues chez les P. fluorescens. La souche P. protegens CHAO sécrète trois 

métabolites toxiques : le DAPG (2,4-diacetylphloroglucinol), le PLT (pyoluteorin) et le 

PRN (pyrrolnitrin) (Baehler et al., 2005) mais également d’autres composants 

antibiotiques (Haas and Défago, 2005) (figure 6). Parmi ces 3 métabolites, les effets 

et régulations de la production du DAPG sont les plus documentés. 
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Figure 6: Les différents composants antibiotiques produits par les bactéries du genre 
Pseudomonas. (Haas and Défago, 2005). 

 

1) Le DAPG 

 

Le DAPG est un métabolite secondaire qui est toxique sur de nombreux 

organismes comme les bactéries, les champignons, protistes et nématodes (Meyer et 

al., 2009). Par exemple, le DAPG cause des altérations de la membrane plasmique, 

la vacuolisation et la désintégration des constituants cellulaires de l’oomycète Pythium 

ultimum var. sporangiiferum (de Souza et al., 2003). Le DAPG est synthétisé à partir 

de phloroglucinol (PG) par l’intermédiaire du précurseur monoacetylphloroglucinol 

(MAPG) (Bangera and Thomashow, 1999; Jousset and Bonkowski, 2010). L’enzyme 

PhlD (polyketide synthase de type III) permet de synthétiser le phloroglucinol, PhlABC 

permet l’acétylation du PG et du MAPG et l’hydrolase PhlG dégrade le DAPG en 

MAPG (figure 7) (Kidarsa et al., 2011). 
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Figure 7: Voie métabolique pour la synthèse du DAPG. (Kidarsa et al., 2011). Le DAPG est 
synthétisé à partir de phloroglucinol (PG) par l’intermédiaire du précurseur monoacetylphloroglucinol 
(MAPG) via les enzymes PhlABC. L’enzyme PhlG permet de dégrader le DAPG en MAPG. 

 

Jousset et al. ont démontré qu’en présence du phytopathogène Pythium ultimum, 

l’expression du gène phlA (un des gènes du locus phlABCD codant pour les enzymes 

impliquées dans la production de MAPG et de DAPG) chez la souche CHAO est 

augmentée (Jousset et al., 2011), conduisant à une augmentation de la production de 

l’antifongique DAPG. L’expression du gène phlA n’est pas modulée directement par 

contact entre l’oomycète et la bactérie mais par la production de l’acide vanillique, 

l’acide paracoumarique et de l’acide fumarique, produits par la plante en réponse à 

l’agression du pathogène. Cette étude propose une interaction tripartite entre les 

plantes, les pathogènes de racines et les rhizobactéries. En effet, l’agent infectieux 

déclenche la production de trois exsudats de la plante impliqués dans l’induction du 

gène phlA codant pour l’antifongique.  

Bien que le DAPG soit un antifongique bénéfique, il s’avère avoir des quelques 

effets phytotoxiques. Le DAPG altère la croissance, le développement et la 

morphologie des plants de tomates. Il inhibe la croissance des racines primaires et 

stimule le développement de racines secondaires (Brazelton et al., 2008). L’effet du 

DAPG sur les plantes conforte l’idée que cette molécule soit produite uniquement en 

cas de nécessité, c’est-à-dire seulement en présence de l’agent infectieux (Jousset et 

al., 2011). Ceci confirme ainsi l’existence d’une communication indispensable entre les 

bactéries et la plante. La production de DAPG est ainsi localisée à l’endroit même de 

l’infection et au moment propice. L’équipe de Rochat a montré qu’il existe un lien entre 

la colonisation des racines du blé et la surexpression des gènes antifongiques phlA et 

prnA (Rochat et al., 2010). Le gène pnrA, en plus des gènes pnrBCD, permet la 

biosynthèse du composant antifongique PRN (pyrrolnitrin) chez la souche P. 

fluorescens BL915, par exemple (Hammer et al., 1997).  
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Acanthamoeba castellanii, amibe ubiquitaire pouvant causer la kératite amibienne 

et des encéphalites chez l’homme, induit, sans contact direct, la production de DAPG 

de la souche P. fluorescens Q2-87 (Jousset and Bonkowski, 2010). La présence de 

l’amibe, libérant des signaux diffusibles, activerait la conversion du MAPG, moins 

toxique et servant de réserve, en DAPG. Cette régulation permet une adaptation 

rapide de la souche Q2-87 dans la production du composé toxique DAPG, tout en 

évitant une auto-intoxication liée à l’accumulation du DAPG.  

L’hydrolase PhlG, retrouvée chez les souches de Pseudomonas produisant le 

DAPG, permet de dégrader spécifiquement le DAPG en MAPG (Bottiglieri and Keel, 

2006). Cette dégradation pourrait là encore prévenir d’une accumulation importante 

de ce métabolite secondaire et éviterait une auto-intoxication. 

P. protegens CHAO possède elle aussi une activité toxique envers l’amibe 

Acanthamoeba castellanii. Le surnageant de culture de l’amibe induit chez la souche 

CHAO l’expression des gènes phlA et prnA (Jousset et al., 2010), corrélée avec 

l’augmentation de la toxicité de la souche CHAO envers Acanthamoeba castellanii. En 

revanche, le surnageant de l’amibe réprime l’expression du gène pltA, codant pour une 

protéine impliquée dans la synthèse du composant PLT (pyoluteorin). Ces résultats 

montrent la production de métabolites secondaires néfastes pour l’amibe suite à sa 

perception par la souche P. protegens CHAO. 

 

2) Exotoxines hydrolytiques de la chitine  

 

La chitine est un polysaccharide, formé de résidus N-acétyl-D-glucosamine 

(GlcNAc) liés par des liaisons ȕ-1,4 (Neiendam Nielsen and Sørensen, 1999), de la 

paroi des champignons mais également présente dans la cuticule externe de 

l’exosquelette des insectes. De nombreuses souches produisent des enzymes 

chitinolytiques, exotoxines permettant la dégradation cet élément structural (figure 8), 

impliquées dans l’activité antifongique et insecticide. 
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Figure 8: Représentation schématique de l’acitivité catalytique des enzymes dégradant la chitine 
et le chitibiose. (Fenice, 2016). 

 

Plusieurs types d’enzymes chitinolytiques ont été décrits (Neiendam Nielsen and 

Sørensen, 1999) : la chitinase (ou endochitinase) (1,4-ȕ-poly-N-acetyl-

glucosaminidase) hydrolysant aléatoirement la chitine en oligomère ; l’exochitinase (ou 

chitobiosidase) (exo-N,N′-diacetylchitobiohydrolase), hydrolysant les extrémités du 

polymère / oligomère de chitine ; et la N-acetyl-glucosaminidase (ou NAGase ou 

chitobiase) hydrolysant les dimères de chitobiose et libérant les monomères de 

GlcNAc. 

La souche P. fluorescens NCIM-2631 présente une activité toxique envers le 

moustique Aedes aegypti via une exotoxine de type chitinase. L’utilisation de cette 

souche comme agent de biocontrôle afin de limiter la transmission d’agents 

pathogènes via ce moustique est envisageable (Mahamuni et al., 2016). Une autre 

souche de P. fluorescens (dont le nom n’est pas précisé) produit une protéine de 44 

kDa létale envers les larves et asticots de la mouche Musca domestica, mais sans 

effet contre les mammifères (Padmanabhan et al., 2005).  

La chitinase C, codée par le gène chiC, ainsi qu’une phospholipase C codée par le 

gène plcN contribuent à l’activité insecticide de la souche CHAO après ingestion chez 

la larve de Plutella xylostella (Flury et al., 2016), un papillon parasite connu sous le 

nom de la teigne des crucifères ou teigne des choux. Différentes souches de P. 

fluorescens isolées de l’orge et de la canne à sucre possèdent à la fois l’activité 

endochitinase et chitobiosidase, pouvant être couplées sur une seule et même 

enzyme, ainsi qu’une faible activité extracellulaire NAGase (Neiendam Nielsen and 
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Sørensen, 1999). Ces souches disposent d’un arsenal complet pour hydrolyser la 

chitine de Rhizoctonia solani, et peuvent alors être utilisées comme agents de 

biocontrôle. 

La souche de Pseudomonas fluorescente PGC2 (souche non définie comme 

fluorescens mais fluorescente) possède à la fois une activité chitinase et une activité 

ȕ-1,3-glucanase (Arora et al., 2008) permettant la dégradation des hyphes de 

Rhizoctonia solani (agent responsable de la variole des tubercules) et Phytophthora 

capsici (agent pathogène des cucurbitacées et des solanacées). La paroi de R. solani 

contient plus de polymère de ȕ-1,3-glucane que de chitine, alors que celle du genre 

Phytophthora ne possède pas de chitine. La production des deux enzymes 

hydrolytiques est primordiale à une activité antifongique efficace. 

La souche P. fluorescens In5, isolée de la pomme de terre de Groenland (Michelsen 

and Stougaard, 2011) inhibe un large spectre de champignons tels que Fusarium 

graminearum (ascomycète), R. solani, (basidiomycète) et Pythium aphanidermatum 

(oomycète). Cette souche synthétise également une enzyme de type ȕ-1,3-glucanase, 

de la chitinase ainsi qu’une protéase et du cyanure d’hydrogène. 

D’autres protéines peuvent avoir une activité entomopathogène. Par exemple, les 

souches de P. protegens CHAO et Pf-5 sécrètent la toxine Fit (Pseudomonas 

fluorescens insecticidal toxin), codée par le gène fitD, qui exerce une activité 

insecticide sur la larve Galleria mellonella (fausse teigne de la cire) (Péchy-Tarr et al., 

2008). Cette toxine, homologue à la toxine Mcf1 de Photorhabdus luminescens 

pourrait induire une mort massive chez les larves après ingestion (Dowling et al., 

2007).  

Le gène fitD est encadré par fitA, fitB, fitC en amont et fitE en aval (figure 9), qui 

codent pour des composants du système de sécrétion de type I (Péchy-Tarr et al., 

2008, 2013) permettant l’export de la toxine. Les gènes fitF, fitG et fitH codent pour 

des protéines à fonctions régulatrices putatives. Cependant, le mutant fitD conserve 

une activité insecticide, indiquant l’existence d’autres facteurs de virulence (Flury et 

al., 2016). Ainsi, les souches P. fluorescens DSM 50090T et SS101, dépourvues des 

gènes fit (uniquement présents chez les Pseudomonas de clade I), causent des 

infections létales contre la larve G. mellonella.  
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Figure 9: Environnement du gène codant la toxine insecticide des souches Pseudomonas 
protegens CHAO et Pf-5. (Péchy-Tarr et al., 2008). OMP : outer membrane protein. 

 

3) Le cyanure d’hydrogène 

 

Comme les exotoxines référencées précédemment, le cyanure d’hydrogène (HCN) 

est un composé toxique néfaste pour les organismes et peut participer à la lutte envers 

différents pathogènes dans la rhizosphère. Par exemple, le HCN inhibe l’activité 

cytochrome C oxydase de la chaîne respiratoire de la termite Odontotermes obesus 

(Devi and Kothamasi, 2009). Le surnageant de culture de l’amibe A. castellanii induit 

lui aussi modérément l’expression du gène hcnA, codant pour une enzyme impliquée 

dans la biosynthèse de cyanure d’hydrogène chez la souche P. protegens CHAO 

(Jousset et al., 2010). La souche CHAO produit ce métabolite secondaire, toxique pour 

le nématode Caenorhabditis elegans présent dans le sol (Neidig et al., 2011).  

Différentes souches de P. fluorescens, isolées au niveau de la rhizosphère 

d’arachides en Inde, ont des effets inhibiteurs envers différents pathogènes dont 

Alternaria alternata, Fusarium moniliforme et Fusarium pallidoroseum (Sajeli Begum 

et al., 2014). Il s’avère que ces souches isolées produisent de l’HCN et des dipeptides 

cycliques.  

Cependant, le cyanure d’hydrogène interfère sur la croissance racinaire en inhibant 

la biosynthèse de l’auxine, une phytohormone contrôlant la croissance de la plante 

(Rudrappa et al., 2008). Les auteurs montrent également que cet exo-métabolite 

empêche la formation de biofilm de Bacillus subtilis, espèce considérée comme PGPR. 

Le cyanure d’hydrogène peut ainsi affecter négativement le processus de biocontrôle. 
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4) Les cyclolipopeptides 

 

Les cyclolipopeptides (CLP) sont connus comme antimicrobiens, composés 

cytotoxiques et surfactants. Les CLP sont composés d’un acide gras rattaché à un 

oligopeptide (Raaijmakers et al., 2006). Les CLP sont synthétisés par des peptides 

synthases non ribosomales (NRPS : nonribosomal peptides synthetases). Parmi les 

CLP, la synthèse de la viscosine implique l’expression des gènes viscA, viscB et viscC 

(de Bruijn et al., 2007). La synthèse du massetolide A requiert l’expression de massA, 

massB et massC (de Bruijn et al., 2008) (figure 10).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10: Organisation des clusters et structure des cyclolipopeptides de type orfamide, 
viscosine et massetolide. Adapté de (Loper et al., 2012). Les flèches rouges correspondent aux NRPS 
qui possèdent 9 ou 10 domaines (M1-M10) contenant les domaines C (condensation), A (adénylation) 
et T (thiolation). 

 

Les CLP sécrétés par le genre Pseudomonas sont classés en quatre groupes 

principaux selon la composition et la longueur de l’acide gras ainsi que la nature du 

peptide : amphisine, syringomycine, tolaasine et viscosine (Nybroe and Sørensen, 

2004; Raaijmakers et al., 2006). La nature de la chaîne acyl est déterminante pour 

l’activité antibactérienne car l’hydrophobicité de la chaîne permet l’incorporation aux 
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membranes bactériennes (Vilà et al., 2016). L’amphisine produite par la souche P. 

fluorescens DSS7γ permet d’adsorber (fixation de molécule sur une surface solide) 

des hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP), polluants présents dans 

l’environnement (Groboillot et al., 2011). L’amphisine étant biodégradable, la souche 

DSS73 peut être utilisée en bioremédiation pour décontaminer les sols pollués. 

Globalement les CLP jouent un rôle important dans la colonisation de la plante 

(Nielsen et al., 2005; Tran et al., 2007). Ainsi, l’amphisine produite par la souche 

DSS73 est importante dans la colonisation de la betterave à sucre (Nielsen et al., 

2005). De même, Tran et collaborateurs ont montré que le massetolide A, produit par 

P. fluorescens SS101, contribue à la colonisation. Ce CLP permet aussi l’induction de 

la résistance systémique de la tomate et possède une action toxique envers le 

pathogène Phytophthora infestans. Par leur propriété de biosurfactant, les 

cyclolipopeptides peuvent être indispensables pour la mobilité de la bactérie (Nybroe 

and Sørensen, 2004; Yang et al., 2014a). Or, la mobilité est importante dans la 

colonisation de la racine (Barahona et al., 2016; de Weert et al., 2002). 

Dans l’étude menée par l’équipe de Yang, la souche P. fluorescens HC1-07, isolée 

de la phyllosphère (partie aérienne de la plante qui peut servir d’habitat aux micro-

organismes) du blé, produit un CLP de structure similaire à la viscosine (Yang et al., 

2014a). Les deux mutants des gènes viscB (codant pour la NRPS ViscB) et prtR2 

(codant pour le facteur anti-sigma transmembranaire PrtR2) ne produisent pas de 

CLP, ce qui les rend moins efficaces dans le biocontrôle que la souche sauvage. En 

effet, les CLP produits par la souche HC1-07 inhibent la croissance de l’hyphe des 

champignons phytopathogènes Gaeumannomyces graminis var. tritici et Rhizoctonia 

solani AG-8 (Yang et al., 2014a). Les CLP jouent de plus un rôle important dans la 

formation de biofilm en régulant l’attachement et le détachement sur les surfaces (de 

Bruijn et al., 2007, 2008; Yang et al., 2014a). Deux gènes, viscAR et viscBCR, dont 

l’expression permet la synthèse de régulateurs transcriptionnels de la famille LuxR, 

sont impliqués dans l’inhibition de l’expression des gènes viscABC et donc de la 

biosynthèse de la viscosine chez P. fluorescens SBW25 (de Bruijn and Raaijmakers, 

2009a). Chez la souche P. fluorescens SS101, l’expression des trois gènes codants 

pour les NRPS MassA, MassB et MassC est réprimée par MassAR et MassBCR, 

régulateurs transcriptionnels de la famille LuxR (de Bruijn and Raaijmakers, 2009b; 

Song et al., 2014). 
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Figure 11: Proposition d’un modèle de la régulation de la production de massetolide chez 
Pseudomonas fluorescens SS101. (Song et al., 2014). 

 

par le système à deux composants GacS/GacA, par la sérine protéase ClpP, la 

chaperonne DnaK (famille Hsp70) ainsi que par le facteur anti-sigma PrtR (figure 11). 

En effet la mutation des gènes codant les deux ARNs RsmY et RsmZ de la souche 

SS101 diminue la production de massetolide A (Song et al., 2014). 

 

5) Les pyocines 

 

Les pyocines sont impliquées dans l’activité antibactérienne et dans la colonisation 

de la rhizosphère. Certaines sont structurellement similaires au système de sécrétion 

de type VI (SST6). Je développerai donc considérablement, au cours de ce chapitre, 

les études portant sur des pyocines appartenant au genre Pseudomonas, sans me 

limiter à l’espèce fluorescens. 

Plus de 90% des souches de P. aeruginosa produisent des bactériocines, appelées 

pyocines (Michel-Briand and Baysse, 2002). La production des pyocines peut être 

induite par des agents mutagènes tels que les rayons ultraviolets (Matsui et al., 1993; 
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Jacob, 1954), le peroxyde d’hydrogène (Chang et al., 2005) ou la mitomycine C 

(Kageyama, 1964). Fischer et collaborateurs ont montré que ces différents agents 

mutagènes induisent l’expression du gène ptm codant pour une pyocine chez une 

souche de P. fluorescens (Fischer et al., 2012). Les structures de certaines pyocines 

ressemblent fortement à la queue de certains bactériophages et les gènes les 

spécifiant sont situés le chromosome bactérien. Il existe plusieurs types de pyocines :  

 

a) Les pyocines de type R  

 

Cette structure contractile est constituée d’une gaine formée d’anneaux 

hexamériques, d’un tube interne ainsi que d’une structure basale, d’un diamètre de β4 

nm, terminée par six fibres caudales (Ge et al., 2015; Williams et al., 2008). Cinq 

pyocines de type R ont été identifiées (R1 à R5), caractérisées par les domaines C-

terminal de leurs fibres qui diffèrent et sont spécifiques à une cible donnée (Ge et al., 

2015). Contrairement à d’autres systèmes contractiles, la pyocine de type Rβ ne 

délivre ni ADN ni toxine, mais sa toxicité repose sur la formation d’un pore 

membranaire induisant la dépolarisation de la membrane chargée négativement, suite 

à la translocation de proton/cation à travers la lumière du tube interne. Longue de 120 

nm et large de 18 nm à l’état détendu, la forme contractée mesure 46 nm de long et 

24 nm de large (Ge et al., 2015) (figure 12).  

 

Figure 12: Structure de la pyocine de type R2 de Pseudomonas aeruginosa. (Ghequire and Mot, 
2015). 
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La longueur de la pyocine de type R2 est cinq fois moins importante que celle du 

SST6. La structure des tubes hexamériques de la pyocine R2 ressemble fortement 

aux hexamères d’Hcp (Haemolysin-coregulated protein) constituant le tube du 

système de sécrétion de type VI (Ge et al., 2015). Par leur propriété électrostatique 

dipolaire (une face chargée négativement et l’autre chargée positivement), les 

anneaux constituants le tube interne s’auto-assembleraient. En ce qui concerne la 

gaine, il est possible que la structure basale serve de plateforme et initie l’assemblage, 

de manière similaire au bactériophage T4 (Ge et al., 2015). Un gène codant pour une 

protéine structurale de la pyocine de type R, le gène répresseur prtR, ainsi que les 

gènes lys (pour endolysine) et hol (pour holine), codant pour un système lytique ont 

été retrouvés chez la souche P. fluorescens SF4c, isolée de la rhizosphère (Fischer et 

al., 2012). 

 

b) Les pyocines de type F 

 

Alors que les pyocines de type R sont similaires au phage P2, les pyocines de type 

F sont similaires au phage lambda (Nakayama et al., 2000). Cette structure flexible et 

non contractile (figure 13), longue de 106 nm (βγ anneaux) et d’un diamètre de 10 nm, 

est prolongée par une terminaison constituée de plusieurs fibres. Des clusters de 

gènes codant pour des pyocines de type F ont également été retrouvés chez les 

rhizobactéries P. fluorescens SF4c (Fischer et al., 2012) et SF39a (Ly et al., 2015). 

 

 

Figure 13: Observation par microscopie électronique à transmission de pyocines de type F2 de 
P. aeruginosa. (Kuroda and Kageyama, 1981) La barre représente 100 nm. 
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c) Les pyocines de type S 

 

Contrairement aux pyocines de type R et F, les pyocines de type S sont sensibles 

aux protéases. Elles sont composées de deux protéines, dont la plus grosse possède 

une activité toxique tandis que la petite protéine est décrite sous le terme de protéine 

d’immunité. En effet, elle permet de protéger la bactérie productrice de l’effet de la 

toxine. Ces pyocines solubles peuvent se fixer, via leur domaine de liaison aux 

récepteurs (RBD : receptor binding domain), sur les récepteurs de la membrane 

externe impliqués dans l’import du fer. Par exemple chez P. aeruginosa, les pyocines 

S2 et S3 interagissent, respectivement avec FpvAI et FpvAII, des récepteurs de la 

pyoverdine (Elfarash et al., 2012). Les pyocines de type S peuvent avoir différentes 

actions et sont classées par groupes μ dégradation de l’ADN (S1, S2 et S3) (Michel-

Briand and Baysse, 2002), dégradation des ARNt (S4) (Elfarash et al., 2012) (ARNt : 

ARN de transfert), formation de pore membranaire (S5) (Ling et al., 2010) ou clivage 

d’une liaison de l’ARNr 16S (S6) (Dingemans et al., 2016) (ARNr : ARN ribosomique). 

Chez différentes souches de P. aeruginosa, douze pyocines de type S ont été 

répertoriées en 2014 (Ghequire and De Mot, 2014). Un gène codant pour une pyocine 

de type S contenant un domaine DNase/tRNase, nommé pys, a été identifié dans le 

génome de P. fluorescens SF39a, souche isolée de la rhizosphère en Argentine 

(Godino et al., 2016), ainsi qu’un gène codant pour une protéine d’immunité en aval. 

La pyocine est impliquée de manière partielle dans l’activité antibactérienne envers 

différentes souches phytopathogènes des genres Pseudomonas et Xanthomonas. De 

plus, la mutation du gène ptsP spécifiant une phosphoénolpyruvate 

phosphotransférase entraîne une réduction de la production de bactériocines, de la 

sécrétion de protéases, de la formation de biofilm et de la capacité à coloniser la 

rhizosphère. Parallèlement, cette mutation conduit à une surproduction de 

sidérophores.  

 

d) La bactériocine de type Llpa (lectine) ou putidacine A  

 

La bactériocine de type Llpa a été décrite chez P. aeruginosa et se lie au D-

rhamnose présent dans le lipopolysaccharide (Ghequire et al., 2014). Elle a été 

identifiée auparavant chez la souche isolée de la rhizosphère Pseudomonas putida 

http://context.reverso.net/traduction/francais-anglais/phospho%C3%A9nolpyruvate+phosphotransf%C3%A9rase
http://context.reverso.net/traduction/francais-anglais/phospho%C3%A9nolpyruvate+phosphotransf%C3%A9rase
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BW11M1 (Parret et al., 2003) ainsi que chez la souche P. protegens Pf-5 (Parret et al., 

2005). L’équipe de Parret a découvert deux gènes, homologues au gène llpA de la 

souche P. putida BW11M1, dans le génome de P. protegens Pf-5 (Parret et al., 2005). 

Les protéines codées par ces deux gènes présentent des homologies avec les lectines 

permettant la liaison au mannose des monocotylédones (MMBL : monocot mannose-

binding lectins). Il a été démontré que LlpA2Pf-5 et LlpA2Pf-5 ont une activité tueuse 

limitée envers les Pseudomonas fluorescentes. Ces deux protéines de 31 kDa ne 

possèdent ni séquence signal permettant leur sécrétion, ni de protéine d’immunité car 

LlpA2Pf-5 et LlpA2Pf-5 peuvent être exprimées chez des bactéries hétérologues (E. coli 

ou d’autres espèces de Pseudomonas). La souche P. protegens Pf-5 contient 

également deux gènes llpA ainsi que six régions contenant des prophages (Mavrodi 

et al., 2009). Le cluster des gènes du prophage 01 (F-pyocin-like prophage), 

ressemblant aux clusters de gènes des bactériophages CTX et Sfv, de la souche P. 

protegens Pf-5 et des souches P. fluorescens Pf0-1, SBW25 et Q8r1-96, est encadré 

par les gènes mutS et recA (Mavrodi et al., 2009). 

 

6) Et le système de sécrétion de type VI ? 

 

Développé ci-dessus, certaines phytobactéries, dont les Pseudomonas, favorisent 

la croissance et le développement de la plante, par activation des défenses de cette 

dernière, par la compétition ainsi qu’une activité inhibitrice contre les phytopathogènes. 

Il existe d’autres mécanismes bactériens de défense, dont le système de sécrétion de 

type VI (SST6). Un des rôles du SST6 est d’injecter des toxines directement dans la 

bactérie compétitrice en ciblant le peptidoglycane, les membranes ou bien l’ADN. Un 

des axes majeurs de ma thèse a été de caractériser l’activité antibactérienne de la 

souche Pseudomonas fluorescens MFE01 et notamment en condition in planta contre 

des phytopathogènes, tels que Pectobacterium atrosepticum, agent responsable de la 

macération du tubercule de pomme de terre. En effet, la présence de MFE01 permet 

limiter la macération du tubercule via l’activité antibactérienne de cette souche. Je 

développerai d’avantage les activités protectrices du SST6 dans le chapitre portant sur 

les différents rôles du SST6.  
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F. Communication des bactéries vers les plantes 

 

1) Production de phytohormones 

 

Plusieurs phytohormones sont produites par les rhizobactéries, dont l’acide 

abscissique (ABA), les gibbérellines (GA) dont GA1 et GA3, l’auxine (IAA : indole-3-

acetic acid), les jasmonates (JA) et les cytokinines (Salomon et al., 2014). La 

biosynthèse bactérienne de l’auxine peut être modulée par des facteurs 

environnementaux (carbone limitant, pH acide, stress osmotique…) mais aussi par des 

composés produits par les plantes (flavonoïdes) (Spaepen et al., 2007). La souche P. 

fluorescens Rt6M10, isolée de la rhizosphère de la vigne, produit les phytohormones 

ABA, IAA et GA1 (Salomon et al., 2014) et est capable d’induire la résistance 

systémique induite (ISR) de la vigne. Les souches rhizosphériques du pois et de 

l’herbe, P. fluorescens 6-8 et G20-18, produisent des cytokinines (l’isopentényl 

adénosine, la zéatine riboside et la dihydroxyzéatine riboside) et de l’IAA (Pallai et al., 

2012). Ainsi, la souche 6-8 est capable de coloniser les racines de colza et favorise 

l’allongement de ses racines. La souche P. fluorescens MKB158, isolée de la 

rhizosphère de l’orge, produit de l’auxine (Smyth et al., 2011), réduisant les symptômes 

de la fusariose de l’orge par le phytopathogène Fusarium culmorum (Petti et al., 2012). 

L’éthylène est une phytohormone qui joue un rôle important dans la croissance et 

le développement de la plante, la sénescence, le mûrissement des fruits etc. (Iqbal et 

al., 2017). Lors de stress, la production d’éthylène par la plante est augmentée et 

entraine la sénescence prématurée de la plante. L’éthylène est synthétisé à partir du 

précurseur 1-aminocyclopropane-1-carboxlyate (ACC) par l’ACC oxidase (figure 14). 

Le gène acdS, présent chez des PGPR, code pour l’enzyme ACC désaminase (AcdS) 

qui convertit l’ACC en α-kétobutyrate et en ammoniaque (Arshad et al., 2007), 

diminuant ainsi la production d’éthylène de la plante. L’activité de l’ACC désaminase 

des rhizobactéries stimule l’exsudation de l’ACC, source de carbone et d’azote pour 

les micro-organismes (Arshad et al., 2007). Ainsi la souche P. fluorescens 

KACC10070, via l’activité de l’AcdS, améliore la croissance du chou chinois en 

condition de stress salin (Soh et al., 2014), en diminuant la production d’éthylène.  
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Figure 14: Schéma représentant le rôle de l’enzyme bactérienne ACC désaminase. (Arshad et al., 
2007). L’ACC désaminase permet de dégrader l’ACC en α-kétobutyrate et en ammoniaque et de 
diminuer la production d’éthylène par la plante. IAA : indole acetic acid (auxine), SAM : S-adenosyl-
methionine, ACC : 1-Aminocyclopropane-1-carboxlyate. 

 

2) Production de composants organiques volatiles 

 

Décrits en 2003 par Ryu, les composants organiques volatiles (VOC : volatile 

organic compound), sont des molécules signal libérées par certaines PGPR qui 

permettent de promouvoir la croissance de la plante modèle Arabidopsis thaliana (Ryu 

et al., 2003). Les VOC produits par les bactéries (figure 15), sont des composés à 

faible poids moléculaire (inférieur à 300 Da) qui, même lors d’une séparation physique 

entre la bactérie et la plante, interviennent dans l’interaction plante-bactéries mais 

aussi bactéries-bactéries (Schmidt et al., 2015). Les composés volatiles bactériens 

sont disponibles sur la base de données « Super Scent » (Dunkel et al., 2009). Les 

rhizobactéries Collimonas pratensis Ter91 et Serratia plymuthica PRI-2C produisent 

des composés volatiles (methanthiosulfonate, S-methyl thioacetate, dimethyldisulfide 

et benzonitrile) qui stimulent la croissance de P. fluorescens Pf0-1 (Garbeva et al., 

2014). De plus, ces composés augmentent la production de métabolites secondaires 

de la souche PF0-1 en induisant également l’expression de nombreux gènes dont celui 

codant pour la catalase (impliquée dans la protection contre les espèces réactives de 

l’oxygène) et des gènes du chimiotactisme. Le chimiotactisme est un mouvement 

dirigé vers une substance chimique attractive (nutriments par exemple) ou permettant 

de s’éloigner de substances répulsives qui sont souvent des composés toxiques.  
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Figure 15: Voies métaboliques bactériennes impliquées dans la production de composants 
volatiles organiques. (Schmidt et al., 2015). 

 

Les souches P. fluorescens B-4117 et Q8r1-96 produisent plusieurs VOC, dont 

l’hydrocarbone 1-undécène majoritaire, mais aussi de très faible quantité de DMDS 

(dimethyl disulfide), de MeSH (methanethiol) et de MTA (methylthiol acetate) 

(Dandurishvili et al., 2011). Ces deux souches répriment sévèrement la croissance des 

phytopathogènes Agrobacterium tumefaciens (responsable de la maladie appelée 

galle du collet) et Agrobacterium vitis (responsable de la maladie du broussin de 

vigne). La souche rhizosphérique P. fluorescens B-4117 produit des VOC et perturbe 

la communication basée sur le quorum sensing (de type N-acyl homosérine lactone). 

Ainsi certains VOC empêchent les bactéries de produire des homosérines lactones, et 

ces composés peuvent être alors considérés comme des molécules interférant avec 

la communication entre les micro-organismes présents dans la rhizosphère (Chernin 

et al., 2011). Ce phénomène de perturbation de la communication entre les bactéries, 

appelé quorum quenching, affecte les phytopathogènes mais peut aussi affecter les 

souches bénéfiques (Chernin et al., 2011). Le DMDS possède une activité de type 

quorum quenching à de très faibles concentrations (50-100 µM) contrairement au 1-

undécène qui n’a pas d’activité quorum quenching même à de forte concentration 

(supérieure à 750 µM).  
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La souche P. fluorescens L13-6-12, isolée de la rhizosphère de la pomme de terre, 

libère des VOC qui inhibent la croissance du mycélium du phytopathogène Rhizoctonia 

solani Kühn (Kai et al., 2007) et d’autres espèces fongiques (Vespermann et al., 2007). 

Cependant, cette souche inhibe la croissance de la plante A. thaliana (Vespermann et 

al., 2007). Au contraire, la production de trois composants organiques volatiles par P. 

fluorescens SS101 (13-tetradecadien-1-ol, 2-methyl-n-1-tridecene et 2-butanone) 

permet d’augmenter la croissance et le développement des plants de tabac (Park et 

al., 2015).  

 

G. La colonisation des plantes : biofilm, flagelle et chimiotactisme 

 

1) Le biofilm bactérien 

 

Les bactéries peuvent adopter deux modes de vie distincts μ l’état planctonique, 

correspondant à la bactérie libre et mobile dans le milieu ; et l’état sessile, caractérisé 

par la fixation de la cellule sur une surface ou une interface. La majorité des bactéries 

de l’environnement présente un mode de vie sessile et sont principalement associées 

sous forme de biofilm. C’est aussi sous une forme de biofilm que la majorité des 

interactions bactéries-racines sont observées. Le biofilm correspond à une 

communauté bactérienne adhérée sur un support (ou interface) et entourée d’une 

matrice extracellulaire (Lee and Yoon, 2017), conférant une résistance face aux stress 

environnementaux. La formation de biofilm peut être divisée en plusieurs étapes (Lee 

and Yoon, 2017; Van Houdt and Michiels, 2005) (figure 16) :  

- L’adhésion réversible des bactéries planctoniques. Les bactéries à l’état 

planctoniques peuvent se déplacer sur de nouvelles surfaces à coloniser. Cette 

adhésion primaire dépend des propriétés physico-chimiques du support et de 

la surface bactérienne et implique des interactions de faible énergie (interaction 

hydrophobe, liaison de van der Walls…). 

- L’adhésion irréversible. Au cours de cette étape, le flagelle, le pili de type IV, le 

lipopolysaccharide ainsi que les adhésines jouent un rôle clef. De plus, les 

bactéries commencent à produire des exopolysaccharides. Il est à noter que 
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les bactéries peuvent toujours se déplacer par « twitching » par l’intermédiaire 

du pili de type IV. 

- La colonisation de la surface. Durant cette étape, les bactéries ne possèdent 

plus de flagelle. Les micro-organismes forment des micro-colonies dont la 

charge bactérienne provient à la fois de division cellulaire des bactéries 

préalablement adhérées mais également de l’arrivée de bactéries 

planctoniques non encore adhérées. 

- Maturation du biofilm. Chez Pseudomonas aeruginosa, des structures appelées 

« champignons » peuvent être observées, formant ainsi un biofilm hétérogène. 

Les exopolysaccharides vont permettre de structurer le biofilm. De plus, la 

distribution et l’acheminement de l’oxygène, de métabolites et de nutriments est 

rendue possible via l’existence de canaux aqueux (Davey and O’toole, β000).  

- Dispersion. Cette étape correspond au retour à l’état planctonique, permettant 

la dissémination des bactéries qui peuvent ainsi coloniser une nouvelle surface. 

De nombreux facteurs dont l’hypoxie, la carence en nutriments et les 

biosurfactants peuvent être à l’origine de la dispersion du biofilm.  

 

Figure 16: Les différentes étapes de formation de biofilm bactérien. (Van Houdt and Michiels, 
2005). 1 : adhésion réversible des bactéries planctoniques. 2 : adhésion irréversibles et début de 
production de matrice extracellulaire. 3 : formation de micro-colonies et colonisation de la surface. 4 : 
maturation du biofilm et formation de structures macroscopiques. 5 : dispersion des bactéries et retour 
à l’état planctonique. 
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2) Le flagelle  

 

a) Le rôle du flagelle chez les bactéries du genre Pseudomonas 

 

Le flagelle est impliqué dans la mobilité, le chimiotactisme, la colonisation mais 

aussi dans l’adhésion chez P. aeruginosa (Dasgupta et al., 2003; Haiko and 

Westerlund-Wikström, 2013), et est considéré comme un facteur de virulence. Chez 

certaines souches de P. fluorescens, le flagelle est indispensable à la colonisation de 

la rhizosphère et donc dans l’activité PGPR (Barahona et al., 2016; Capdevila et al., 

2004; De Weger et al., 1987; de Weert et al., 2002). Chez P. aeruginosa PAO1, les 

gènes flagellaires sont regroupés en trois clusters (Dasgupta et al., 2003). 

Le flagelle est impliqué dans la mobilité mais aussi dans la colonisation de la 

rhizosphère de plusieurs souches de Pseudomonas fluorescens. Par exemple, les 

flagelles (jusqu’à neuf flagelles polaires) de la souche P. fluorescens WCS374 sont 

indispensables à la colonisation de la racine de pomme de terre (De Weger et al., 

1987). Le filament flagellaire de la souche P. fluorescens F113, isolée de la 

rhizosphère de la betterave à sucre, est indispensable dans la colonisation compétitive 

de la rhizosphère (Capdevila et al., 2004). De plus, cette souche possède un cluster 

additionnel de 41 kb de 45 ORF (ORF : open reading frame) codant pour un second 

flagelle (Barahona et al., 2016).  

Le gène kinB, codant pour une protéine senseur kinase impliquée dans la 

transduction des signaux, réprime la mobilité de type « swimming » (Barahona et al., 

2011). Lorsque le deuxième flagelle est produit, ce qui est induit par des mutations des 

gènes kinB et algU (la souche sauvage produisant un seul type de flagelle), la souche 

est hyper-flagellée (Barahona et al., 2016). La production de ce second flagelle est un 

élément important pour la colonisation compétitive de la rhizosphère.  

La protéine FlgZ, possédant un domaine PilZ, récepteur au c-di-GMP, est localisée 

au niveau du pôle flagellaire lorsque le taux de c-di-GMP augmente. FlgZ, dont la 

production est contrôlée par les deux régulateurs FleQ et FliA, interagirait avec le rotor 

du flagelle et modulerait alors la mobilité (Martínez-Granero et al., 2014). 
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b) La structure du flagelle 

 

Figure 17: Représentation schématique de la structure du nano-moteur flagellaire. (Gallique et 
al., en préparation). La tige (rod), le crochet (hook) et le filament forment une construction continue 
creuse (lumière interne). L’arbre de transmission (drive-shaft rod) est entouré de plusieurs séries 
d’anneaux, nommés L-ring (pour lipopolysaccharide), P-ring (pour peptidoglycane), MS-ring (pour 
membrane-supramembrane) et C-ring (pour cytoplasmique) et ces différentes structures forment le 
corps basal (basal body). Les protéines de jonction FlgK et FlgL permettent d’associer le filament au 
niveau du crochet flexible. La machinerie d’export de type III, constituée du complexe ATPase, de la 
« cage d’export » ainsi que de la « porte d’export », permet d’exporter les sous-unités de la tige, du 
crochet et du filament à travers la lumière interne flagellaire. Le texte descriptif provient de l’article de 
Evans et collaborateurs (Evans et al., 2014). OM : membrane externe ; IM : membrane interne et PG : 
peptidoglycane. 

 

Le flagelle est une structure multi-protéique constituée de trois parties (figure 17) : 

le corps basal (« basal body »), le crochet (« hook ») et le filament (Evans et al., 2014). 

Le corps basal correspond à la structure basale du flagelle qui est ancrée dans 
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l’enveloppe bactérienne via plusieurs anneaux. L’anneau L (« L-ring ») au niveau de 

la membrane externe, l’anneau P (« P-ring ») ancré dans le périplasme, l’anneau MS 

(« MS-ring ») situé au niveau de la membrane interne et l’anneau C (« C-ring ») localisé 

dans le cytoplasme. Les anneaux entourent la tige de rotation (« rod ») qui relie le 

moteur au crochet et agit comme un « arbre de transmission ». L’appareil de sécrétion, 

similaire au système de sécrétion de type III (SST3), qui comprend le complexe 

ATPase, est localisé dans la cavité délimitée par les anneaux MS et C. Le crochet est 

à la surface de la cellule et fait la jonction entre le corps basal et le filament. Le filament 

correspond à une extension extracellulaire, attachée au crochet par l’intermédiaire des 

protéines de jonction FlgK/FlgL, et est majoritairement composé de la flagelline.  

 

 

Figure 18: Régulation hiérarchique de l’expression des gènes flagellaires chez P. aeruginosa. 
(Dasgupta et al., 2003). (+) et (-) correspondent à une régulation positive ou négative, 
respectivement. Le point d’interrogation désigne un facteur inconnu et ℗ une phosphorylation. 

 

Chez les bactéries du genre Pseudomonas, on distingue quatre grandes classes 

de gènes flagellaire, notés classe I-IV (figure 18) (Dasgupta et al., 2003). Ces classes 

correspondent à différentes étapes d’assemblage du flagelle. Pour assurer un 

assemblage correct, l’expression des différents gènes flagellaires est régulée de 

manière hiérarchique, sous l’influence de plusieurs régulateurs (FleQ, FleN, FleS, 
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FleR, RpoN, FliA et FlgM). En effet, le flagelle s’assemble de manière séquentielle en 

commençant par la formation du complexe basal, du crochet puis du filament. Par 

exemple, l’achèvement du crochet constitue un « checkpoint » qui permet l’activation 

de la transcription des gènes de classe IV. Ainsi, le passage de la classe III à la classe 

IV se fait à un moment précis, c’est-à-dire qu’une fois l’assemblage du crochet (ou 

« hook ») achevée, l’expression des gènes de classe IV est positivement régulée par 

le facteur sigma FliA (également appelé σ28). Une fois le crochet correctement 

assemblé, le facteur FliA peut s’associer au cœur de l’ARN-polymérase ADN-

dépendante (sous-unités α2ȕȕ’) et former ainsi l’holoenzyme (α2ȕȕ’σ). Le facteur 

sigma peut alors reconnaitre la région promotrice (boîtes -35 et -10) et ceci initie la 

transcription des gènes flagellaires de classes IV.  

 

c) Assemblage du filament et gènes de classe IV 

 

 

Figure 19: Etapes d’assemblage du flagelle de classe IV. (Gallique et al., en préparation). Les 
protéines dépliées sont représentées par des lignes courbées et la couleur est propre à chaque protéine. 
En effet, les protéines sont dépliées avant d’entrer au niveau de la lumière interne flagellaire afin d’être 
exportées. Les différentes protéines structurales du flagelle sont notées dans la figure 17. 1. Le crochet 
en cours d’assemblage (nécessite la protéine de cap FlgD) : le facteur antisigma séquestre FliA, 
empêchant alors la transcription des gènes flagellaires de classe IV. 2. Le crochet est entièrement 
assemblé (la protéine FliK permet de contrôler la longueur du crochet qui est d’environ 55 nm), la 
protéine FlgD se décroche et FlgM est sécrétée dans le milieu extracellulaire, libérant ainsi le facteur 
sigma FliA, ce qui permet de transcrire le régulon de classe IV. 3. La chaperonne FlgN permet la 
sécrétion des protéines de jonction (crochet-filament) FlgK et FlgL. 4. La protéine de cap FliD, sécrétée 
à l’aide de sa chaperonne FliT forme un hexamère (chez Pseudomonas aeruginosa). 5. Le filament 
flagellaire, constitué de la flagelline FlaA (ou FliC), est en cours d’assemblage. La chaperonne FliS 
permet la sécrétion de la flagelline et de FlaG (contrôle de la longueur du filament). 6. Le filament est 
entièrement assemblé. 7. Les protéines MotA et MotB, permettant l’influx de protons générant la force 
protomotrice, s’assemblent. Il est à noter que FliA contrôle également la transcription d’autres gènes, 
comme flgZ ou bien ceux du chimiotactisme, qui ne sont pas représentés sur cette figure. 
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L’assemblage du filament est dépendant de l’expression des gènes de classe IV 

régulés par le facteur sigma FliA. Les gènes flagellaires de classe IV codent pour les 

protéines impliquées dans la formation du filament flagellaire (figure 19). Par exemple, 

chez P. aeruginosa, le régulon, c’est-à-dire l’ensemble des gènes sous le contrôle d’un 

même régulateur, est constitué des gènes codant pour la flagelline (FlaA ou FliC), la 

chaperonne FlgN, le facteur antisigma FlgM (rétrocontrôle négatif), les protéines du 

moteur flagellaire MotA et MotB (formant le stator), et les protéines impliquées dans le 

chimiotactisme (CheA, CheB, CheY, CheW, CheZ…). En revanche, l’expression des 

gènes codant pour les chaperonnes FliS et FliT (nommée FliS’) ainsi que la protéine 

de cap FliD n’est pas dépendante du facteur sigma FliA chez la souche P. aeruginosa 

PAK (Dasgupta et al., 2003). En effet, l’expression des gènes fliS, fliS’ (fliT) et fliD est 

régulée à la fois par le facteur sigma RpoN et le régulateur majeur FleQ (figure 18).  

A contrario, chez la souche Pseudomonas putida KT2440, la chaperonne FliS et la 

protéine de cap FliD sont produites sous le contrôle de FliA. De plus, la présence d’une 

séquence consensus du promoteur FliA a été retrouvée en amont des gènes fliS et 

fliD (Rodríguez-Herva et al., 2010). En effet, ces deux gènes sont sous-exprimés chez 

le mutant fliA, soulignant une différence dans la régulation de l’expression de ces deux 

gènes entre P. aeruginosa et P. putida. 

 

i. La chaperonne FlgN 

 

FlgN peut interagir avec les deux protéines de jonction (lien entre le crochet et le 

filament) FlgK et FlgL et protège ces deux protéines de la protéolyse dans le 

cytoplasme (Minamino et al., 2012). 

 

ii. La flagelline et sa chaperonne FliS  

 

Le filament du flagelle forme un long faisceau accroché au crochet flagellaire (petite 

structure à la surface bactérienne, fortement courbée) et agit comme une hélice 

entraînée par le moteur flagellaire. Les monomères de flagelline, FliC (appelée dans 

certains cas FlaA) s’assemblent pour former cette fine structure pouvant atteindre 15 
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µm de long (Vonderviszt and Namba, 2013). Les monomères de flagelline voyagent à 

travers le canal central étroit (environ 2 nm). Des protéines additionnelles (telle que 

FlaG par exemple) peuvent être présentes et sembleraient influencer la longueur du 

flagelle et la vitesse de mobilité (Capdevila et al., 2004), par un mécanisme inconnu. 

En effet, la mutation de flaG chez la souche P. fluorescens F11γ n’entraine pas la perte 

de mobilité. Au contraire, le flagelle apparaît légèrement plus grand. 

La protéine FliS est indispensable à la mobilité puisqu’elle évite la polymérisation 

prématurée de la flagelline dans le cytoplasme et facilite son export à travers le canal 

du flagelle (Muskotál et al., 2006). FliS interagit avec un monomère de flagelline dans 

un ratio stœchiométrique 1:1. Lorsque la flagelline interagit avec sa chaperonne 

spécifique, ce complexe peut venir se fixer sur le domaine cytoplasmique (C-terminal) 

de la protéine membranaire FlhA (faisant partie de l’appareil de sécrétion), ce qui 

permet la sécrétion à travers le canal (Bange et al., 2010) (figure 20). Chez P. 

aeruginosa, la régulation de l’expression du gène fliS dépend de RpoN et de FleQ 

(Dasgupta et al., 2003). 

Figure 20: Interaction des sous-unités flagellaires avec l’appareil d’export. (Evans et al., 2014). 
Le complexe ATPase (composé des protéines FliI et FliJ) est associé avec le complexe C-ring (FliG, 
FliM et FliN) par l’intermédiaire de la protéine FliH. Le complexe chaperonne-flagelline (FliS-FliC) 
interagit avec l’ATPase, puis FliC rentre ensuite au niveau de la « cage d’export » (formée par FlhA), 
puis passe par la « porte d’export » (FlhB) pour être enfin exportée à travers la lumière interne flagellaire. 
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iii. La protéine de cap FliD et sa chaperonne FliT 

 

 

Figure 21: La protéine FliD forme un complexe hexamérique chez P. aeruginosa. (Postel et al., 
2016). Vue de dessus (a) et vue de côté (b) de la structure tridimensionnelle des protéines FliD formant 
un hexamère. 

 

Chez P. aeruginosa, FliD forme un hexamère (figure 21) qui est localisé sur 

l’extrémité distale du filament (Postel et al.). Le complexe FliD permet de polymériser 

un à un les monomères de flagelline passant par le canal interne du flagelle. Il est 

important de noter que la flagelline traverse cet étroit canal (≈ β nm) sous sa forme 

dépliée. Un mutant fliD sécrète toujours de la flagelline mais le filament ne se forme 

pas (Ikeda et al., 1983). En effet, le complexe FliD, probablement via les régions N- et 

C-terminales fortement flexibles (Postel et al.), insère les monomères de flagelline à 

l’extrémité grandissante du filament. Le complexe FliD agirait comme une foldase, 

c’est-à-dire permettrait d’assister au bon repliement de la flagelline au niveau de la 

pointe du flagelle (Evans et al.) (figure 22). Chez la souche P. aeruginosa PAK, la 

protéine FliD est impliquée dans la fixation sur la mucine présente dans le mucus 

(Arora et al., 1998).  

Les gènes codant pour la protéine de cap FliD et sa chaperonne FliT appartiennent 

aux gènes de classe II et leur expression est contrôlée par RpoN et FleQ chez P. 

aeruginosa (Dasgupta et al., 2003) (Figure 18). Alors que chez P. putida KT2440, 

l’expression du gène fliD est dépendante du facteur FliA. Aucune information 

concernant la régulation de l’expression du gène fliT n’est disponible chez cette 

souche (Rodríguez-Herva et al., 2010). 
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Figure 22: Mécanisme d’assemblage des monomères de flagelline par la protéine de cap FliD. 
(Evans et al., 2014). A) La machinerie d’export (similaire au système de sécrétion de type III) localisée 
dans le cytoplasme permet la sécrétion des sous-unités de flagelline, liées de manière « head-to-tail ». 
L’ATPase, schématisée en rouge, permet de prendre en charge et de déplier les sous-unités qui vont 
ensuite passer par la lumière interne du flagelle. La protéine FlhB (export gate protein, schématisée en 
orange) permet d’incorporer ses sous-unités dans le canal interne. B) Les sous-unités de flagelline 
dépliées sont liées « head-to-tail » à travers le canal interne du flagelle et sont connectées à l’extrémité 
distale du flagelle. C) La protéine de cap FliD, localisée au niveau de l’extrémité distale du filament, 
permet de replier les sous-unités de flagelline (activité foldase). Le repliement de la flagelline permet de 
« tirer » sur le réseau de sous-unités de flagelline dépliée. L’action de la protéine FlhB (export gate 
protein, schématisée en orange) est également nécessaire à l’incorporation de nouvelles sous-unités. 

 

La chaperonne FliT se lie de manière spécifique avec la protéine FliD afin d’éviter 

qu’elle s’agrège dans le cytoplasme (Imada et al., 2010). Lorsque la chaperonne FliT 

interagit avec FliD, ce complexe peut venir se fixer sur le domaine cytoplasmique (C-

terminal) de la protéine membranaire FlhA (Bange et al., 2010). 

 

iv. Le facteur antisigma FlgM 

 

L’activité du facteur sigma FliA est modulée par son facteur antisigma FlgM (Frisk 

et al., 2002). Lors de l’assemblage du flagelle, FlgM interagit directement avec FliA, 

empêchant ainsi l’expression des gènes de classe IV (Dasgupta et al., 2003). Lorsque 



 

57 
 

Introduction 

le crochet est correctement assemblé sur le corps basal (HBB : hook basal body, 

correspond au corps basal prolongé du crochet), la protéine FlgM est sécrétée à 

travers le crochet et le facteur FliA est alors libre dans le cytoplasme. Chez le mutant 

fliA, la transcription de flgM est significativement réduite (Dasgupta et al., 2003), ce qui 

suggère que la quantité de FlgM est positivement régulée par le facteur sigma FliA. 

Ceci conduit donc à un rétrocontrôle négatif de FliA sur l’expression de fliA. 

 

v. Les complexes MotAB, MotCD, la protéine FlgZ et le chimiotactisme 

 

Les protéines MotA et MotB forment le complexe stator, correspondant à la partie 

fixe du moteur flagellaire. La force protomotrice résulte de l’influx de protons (et dans 

certain cas d’ion sodium Na+) à travers le canal à proton MotAB, fournissant l’énergie 

nécessaire à la rotation du flagelle (Hosking et al., 2006). Les deux gènes motA et 

motB sont également exprimés sous contrôle du facteur sigma FliA (Dasgupta et al., 

2003).  

Il est à noter que chez P. aeruginosa, il existe deux stators flagellaires MotAB et 

MotCD (Kuchma et al., 2015), qui ont des rôles distincts dans la mobilité. Par exemple, 

MotCD promeut la mobilité de type « swarming » contrairement à MotAB. La protéine 

FlgZ contient un domaine liaison au c-di-GMP, un second messager important dans la 

régulation de la mobilité. Lors de forte concentration de c-di-GMP, FlgZ interagit avec 

MotCD (Baker et al., 2016) et pourrait alors empêcher l’interaction de MotCD avec le 

rotor. En plus de l’expression des gènes codant pour les protéines structurales du 

flagelle, FliA contrôle positivement l’expression des gènes codant pour les protéines 

impliquées dans le chimiotactisme (Dasgupta et al., 2003).  

 

3) Le Chimiotactisme  

 

Le chimiotactisme, impliqué dans la mobilité dirigée des bactéries, est important 

dans la colonisation de nouveau territoire. Il est contrôlé par le système à deux 

composants CheA (senseur kinase)/CheY (régulateur de réponse) (de Weert et al., 

2002). La production d’exsudats, molécules chimio-attractantes, par les plantes 
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permet d’attirer les bactéries afin que ces micro-organismes colonisent la partie 

racinaire. CheA phosphoryle CheY qui va ensuite changer la rotation du flagelle en 

interagissant avec le rotor du flagelle (Muriel et al., 2015) (figure 23). Le mutant cheA 

de la souche P. fluorescens WCS365 est toujours mobile mais cependant moins 

compétitif dans la colonisation de la racine de tomate que la souche sauvage (de Weert 

et al., 2002). La souche F113 possède trois systèmes de chimiotactisme fonctionnels 

et indépendants (notés Che1-3) (Muriel et al., 2015), qui jouent un rôle important dans 

la colonisation de la rhizosphère. La présence du phytopathogène Fusarium 

oxysporum augmente le taux de succinate, un des composants des exsudats produits 

par la racine de la tomate (Kamilova et al., 2006). Or la souche P. fluorescens Pf0-1 

possède un chimiotactisme envers différents acides aminés et acides organiques dont 

le succinate (Oku et al., 2014). Le chimiotactisme est donc important dans la 

colonisation de la rhizosphère, suite à un déplacement dirigé vers les exsudats 

produits par la plante, modulés par la présence de phytopathogène.  

 

H. Reconnaissance des micro-organismes par les plantes  

 

1) La résistance systémique induite et résistance acquise systémique  

 

Les plantes possèdent un « système immunitaire » activé suite à la perception des 

PAMP (pathogen-associated molecular patterns), les MAMP (microbe-associated 

molecular patterns, concernant les pathogènes, non pathogènes et saprophytes) et 

DAMP (damage-associated molecular patterns, dérivés de la plante après action de 

l’activité enzymatique du pathogène par exemple) via les récepteurs membranaires 

PRR (pattern recognition receptors) (Burketova et al., 2015). Après reconnaissance 

de ces PAMP/MAMP, les PRR activent les cascades de signalisation et conduisent à 

la production de ROS (reactive oxygen species), de monoxyde d’azote (NO) ou bien 

l’induction de la mitose via les protéines MAPK (mitogen-activated protein kinases) par 

exemple. Ces cascades vont permettre à la plante de se défendre contre le pathogène 

par production de protéines PR (pathogenesis-related protein, comme la chitinase ou 

la ȕ-1,4-glucanase), de phytoalexines (composants antimicrobiens) ou bien en 

renforçant sa paroi avec de la callose et de la lignine (figure 24). 
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Figure 23: Représentation de la réponse chimiotactique impliquée dans la mobilité chez P. 
aeruginosa. (Sampedro et al., 2015) Les chimio-récepteurs perçoivent les molécules attractives 
(ligands). L’augmentation de la concentration des molécules attractives inhibe l’autophosphorylation de 
CheA, empêchant ainsi la phosphorylation du régulateur de réponse CheY, ce qui diminue la fréquence 
de rotation CW (clockwise, sens des aiguilles d’une montre, représenté par les flèches roses). En 
revanche, la diminution de molécules attractantes ou l’augmentation de molécules répulsives activent 
l’autophosphorylation de CheA, augmentant la fréquence de rotation CW. Les rotations flagellaires CW 
permettent à la bactérie de se réorienter aléatoirement alors que la rotation CCW (counterclockwise, 
sens opposé des aiguilles d’une montre, représenté par les flèches rouges) permet un déplacement 
dirigé. La phosphatase CheZ permet de déphosphoryler CheY. La réponse chimiotactique est 
également régulée par l’intermédiaire de méthylation et déméthylation des chimio-récepteurs via CheR 
et CheB, respectivement. MCP : methyl-accepting chemotaxis proteins. 
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Figure 24: Schéma des différentes résistances systémiques de la plante. (Burketova et al., 2015). 
A gauche est représentée la résistance systèmique acquise (SAR) induite par l’attaque de pathogènes, 
par les MAMP et DAMP au niveau de la feuille, les phytohormones ou activateurs chimiques. La 
perception de ces signaux entraîne la production de protéines PR, des phytoalexines ou la fortification 
via la production de callose ou de lignine. A droite, la colonisation par les PGPR ou PGPF (plant-growth 
promoting fungi) induit la résistance systèmique induite (ISR) (indépendamement de l’acide salicylique 
(SA), via l’acide jasmonique (JA) et l’éthylène (ET). 

 

Contrairement aux phytopathogènes qui induisent la résistance acquise 

systémique (SAR) dépendant de l’acide salicylique (SA), les rhizobactéries non 

pathogènes induisent le mécanisme de résistance ISR (résistance systémique induite) 

(van Loon et al., 1998) (figures 24 et 25), généralement indépendant de l’acide 

salicylique (Hol et al., 2013), excepté pour quelques cas (van de Mortel et al., 2012). 

L’acide jasmonique (JA) et l’éthylène (ET) sont des régulateurs importants de l’ISR. 

Cependant, les PGPR n’influencent pas l’expression des gènes impliqués dans la 

défense de la plante mais « préparent » la défense de la plante. Cette dernière se 

défendra alors plus rapidement face à une attaque ultérieure d’un pathogène. 

Les souches productrices de DAPG P. fluorescens Q2-87, Q8r1-96 et HT5-1 ainsi 

que P. protegens Pf-5, induisent la résistance systémique (dépendant de l’acide 

jasmonique et de l’éthylène), au niveau des feuilles d’Arabidopsis thaliana contre 

Pseudomonas syringae pv tomato (Weller et al., 2012). L’induction de l’ISR par des 
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mutants de la souche Q2-87, ne produisant plus de DAPG (phlD ou phlBC), est 

fortement réduite. De plus, du DAPG synthétique ajouté dans le sol, avant l’infection 

par P. syringae pv tomato, permet de réduire les symptômes (présence de lésions ou 

de nécrose), soulignant l’importance du DAPG dans l’induction de résistance d’A. 

thaliana. Quant à la souche P. fluorescens SS101, isolée de la rhizosphère du blé, elle 

induit la résistance systémique d’A. thaliana contre P. syringae pv tomato,via la voie 

de l’acide salicylique (van de Mortel et al., 2012).  

 

 

Figure 25: Voie de transduction de signal des diférentes résistances systèmiques d’Arabidobsis 
thaliana. (Beneduzi et al., 2012). Les pathogènes induisent la résistance systèmique acquise (SAR) 
alors que les rhizobactéries induisent la résistance systèmique induite (ISR). 

 

2) Eliciteurs  

 

Les éliciteurs sont une appellation pour les composants conservés présents chez 

les micro-organismes, dont des épitopes sont reconnus par les récepteurs PRR des 

plantes (Burketova et al., 2015; Newman et al., 2013). La perception de ces 

composants (BDC : bacteria-derived compound) permet d’induire la défense de la 

plante (MTI : MAMP-triggered immunity). La flagelline, le facteur d’élongation EF-Tu, 

le peptidoglycane, les exopolysaccharides, le lipopolysaccharide (dont l’antigène O), 

les sidérophores (pyoverdine, pyochéline…), les rhamnolipides mais aussi le DAPG, 

peuvent être par exemple reconnus par la plante (Burketova et al., 2015; Newman et 
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al., 2013). La plante peut également reconnaitre les effecteurs sécrétés par le système 

de sécrétion de type III (SST3) comme HpaG et HrpN, qui représentent un danger pour 

la plante une fois injectés dans le cytoplasme (Burketova et al., 2015). 

Les DAMP correspondent à des produits de dégradation de la plante, résultant 

d’une activité enzymatique d’un pathogène. La plante est « avertie » d’une agression 

locale via ces DAMP. Par exemple, l’acide galacturonique, qui est issu de la 

dégradation de la pectine constituant de la paroi végétale, constitue un DAMP. La 

majorité des structures bactériennes reconnues par les plantes sont des facteurs 

extracellulaires ou présents à la surface bactérienne. Ces structures sont liées à 

l’existence chez la bactérie de mécanismes qui permettent le transport de molécules 

du cytoplasme bactérien vers le milieu extracellulaire ou de la paroi : les systèmes de 

sécrétion. 

 

II. Les Systèmes de sécrétion 
 

A. Généralités 

 

Chez les bactéries à Gram négatif, la paroi est constituée d’une membrane interne 

et d’une membrane externe, séparées par un espace périplasmique contenant du 

peptidoglycane. Pour s’adapter à l’environnement, entrer en compétition avec d’autres 

micro-organismes ou bien être virulentes envers un hôte, différentes machineries sont 

nécessaires pour la sécrétion de protéines à travers la paroi bactérienne. En tout, six 

systèmes de sécrétion, numérotés de 1 à 6, ont été particulièrement décrits chez les 

bactéries à Gram négatif (figure 26). Le système de sécrétion de type I (SST1), le 

système de sécrétion de type III (SST3), le système de sécrétion de type IV (SST4) et 

le système de sécrétion de type VI (SST6) sont impliqués dans la sécrétion 

d’exoprotéines qui traversent la double barrière hydrophobe en une seule étape 

(Bleves et al., 2010; Costa et al., 2015). Contrairement aux précédents, le système de 

sécrétion de type II (SST2) ainsi que le système de sécrétion de type V (SST5) 

permettent le passage de protéines à travers l’enveloppe bactérienne en deux étapes : 

d’abord le passage de la membrane interne vers le périplasme puis la traversée de la 

membrane externe (Bleves et al., 2010; Costa et al., 2015). 
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Figure 26: Structures de différents systèmes de sécrétion chez les bactéries à Gram négatif. 
Adapté de (Costa et al., 2015). Ces structures traversent soit les deux membranes (A) soit uniquement 
la membrane externe (B). OM : membrane externe ; IM : membrane interne et PG : peptidoglycane. 

 

A ce jour, 3 autres systèmes de sécrétion ont été décrits, numérotés de 7 à 9. La 

situation la plus ambiguë concerne le système de sécrétion de type VII (SST7) qui peut 

correspondre, selon les auteurs, soit au système d’export des pili de type I (appelé 

aussi le « chaperone usher pathway » (Desvaux et al., 2009) soit à un système décrit 

chez les Mycobacteria, appelé également ESAT-6 ou ESX (Abdallah et al., 2007). Le 

système de sécrétion de type VIII (SST8) est un système uniquement consacré à 

l’export des curlis. Ces curlis sont des fibres constituées d’agrégats protéiques qui sont 
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impliqués dans la formation de biofilm (Van Gerven et al., 2015). Enfin, le système de 

sécrétion de type IX (SST9) ou porSS est un système de sécrétion uniquement 

retrouvé chez certaines bactéries du phylum Bacteroitedes. Il permet la mobilité de 

type gliding pour certaines souches et l’injection d’effecteurs dans des cellules cibles 

pour d’autres (Lasica et al., 2017). 

Chez Pseudomonas aeruginosa, parmi les systèmes de sécrétion de type 1 à 6, 

des gènes codant des SST1, SST2, SST3, SST5 et SST6 ont été retrouvés mais ceux 

codant pour le SST4 sont absents (Bleves et al., 2010). Dans la suite de ce chapitre, 

seul le système de sécrétion de type 6 sera développé. 

 

B. Le système de sécrétion de type VI 

 

1) Historique et généralités 

 

Le système de sécrétion de type VI (SST6) a été décrit pour la première fois par 

l’équipe de Pukatzki chez la souche de Vibrio cholerae V52 comme étant impliqué 

dans la cytotoxicité envers l’amibe Dictyostelium discoideum et les macrophages J774 

(Pukatzki et al., 2006). Les auteurs montrent que ce système, codé par les gènes vas, 

permet la sécrétion des protéines Hcp (Haemolysin-coregulated protein), décrites 

auparavant dans la littérature comme des protéines sécrétées et co-régulées avec 

l’hémolysine HlyA (Williams et al., 1996). En raison de l’absence de séquence signal 

reconnaissable, les auteurs suggèrent que cette protéine Hcp traverserait la 

membrane externe via un système de sécrétion encore non identifié (Williams et al., 

1996). La sécrétion des protéines Hcp a également été identifiée chez P. aeruginosa, 

pathogène opportuniste chez les patients atteints de mucoviscidose (Mougous et al., 

2006). Les gènes codant pour les protéines structurales du SST6 sont regroupés en 

cluster et sont largement répandus chez les bactéries à Gram négatif, notamment les 

Ȗ-proteobactéries pathogènes et non pathogènes (Bingle et al., 2008; Boyer et al., 

2009; Cascales, 2008) (figure 27). Le SST6 est structurellement et fonctionnellement 

homologue au bactériophage T4 (Basler, 2015; Cascales and Cambillau, 2012; 

Cianfanelli et al., 2016; 
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Figure 27: Distribution phylogénétique des SST6. (Bingle et al., 2008). Les couleurs correspondent 
aux différents taxons : Alpha-protéobactérie (noir), Bêta-protéobactérie (bleu), Gamma-protéobactérie 
(rouge), Delta-protéobactérie (turquoise), Epsilon-protéobactérie (vert clair), Acidobactérie (pourpre), 
Planctomycetes (jaune). 

 

Cianfanelli et al., 2016; Cotter, 2011; Coulthurst, 2013; Ho et al., 2014; Planamente 

et al., 2016; Zoued et al., 2014) mais également avec les pyocines de type R (Ge et 

al., 2015). Plusieurs protéines du SST6 présentent des homologies de structures avec 

certains constituants des bactériophages (figure 28).  
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Figure 28: Comparaison des structures du bactériophage et du SST6. Adapté de (Cotter, 2011). 
Les composants présentant des homologies de structures apparaissent de la même couleur. Alors que 
le bactériophage s’attache sur la membrane externe de la cellule cible via ses fibres caudales, la 
machinerie du SST6 est ancrée dans l’enveloppe bactérienne (membranes interne et externe ainsi que 
le périplasme) via le complexe membranaire, absent chez les bactériophages. Le SST6 est dépourvu 
de fibres caudales (excepté chez Myxococcus xanthus qui présente des extensions similaires aux fibres 
caudales, figure 34). Les homologies de structures entre les composants du bactériophage T4 et le 
SST6 de Pseudomonas aeruginosa figurent au centre (traits en pointillée). Certaines protéines du core-
component présentent des différences de séquences entre les espèces, par exemple TssA diffère entre 
Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa. IM : membrane interne et CM : membrane cytoplasmique. 

 

En tout, il existe 13 gènes, dont l’expression permet la formation du « core-

component » (Blondel et al., 2009; Boyer et al., 2009; Zheng and Leung, 2007). Ces 

gènes sont conservés et essentiels pour un SST6 fonctionnel. Ils sont notés tssA à 

tssM (pour type six secretion). A ces gènes du « core-component » peuvent s’ajouter 

des gènes codant pour des protéines accessoires, notés tag (pour type six secretion 

associated genes) (Shalom et al., 2007). Au sein des génomes bactériens, les clusters 

des gènes « core-component » peuvent être présents en plusieurs copies. Par 

exemple, deux clusters sont présents dans le génome de P. fluorescens Pf0-1 

(Records, 2011) alors que chez P. aeruginosa PA01, il existe trois clusters notés H1- 

à H3-T6SS ou HSI-I à HSI-III (HSI-I ou H1-T6SS pour Hcp secretion island-I-encoded 

type VI secretion system of Pseudomonas aeruginosa) (Barret et al., 2011; Hood et 

al., 2010; Lesic et al., 2009; Mougous et al., 2007; Sana et al., 2012, 2015).  

La présence des protéines Hcp et VgrG (Valine-glycine repeat protein G) (Pukatzki 

et al., 2009) dans le milieu extracellulaire prouve la présence d’au moins un SST6 

fonctionnel. 
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2) Le SST6, un assemblage dynamique 

 

Le SST6 est constitué de trois parties : le complexe membranaire, qui permet le 

système de s’ancrer dans l’enveloppe bactérienne, est formé par les trois protéines 

TssJ, TssM et TssL. Le complexe basal, constitué des protéines TssE, TssF, TssG et 

TssK (TssA et VgrG peuvent également être considérées comme composants du 

complexe basal), est localisé dans le cytoplasme et fait le lien entre le complexe 

membranaire et la queue contractile. Ce complexe est indispensable pour la 

polymérisation de la queue contractile et serait impliqué dans l’initiation de la 

contraction de la gaine. La queue contractile correspond au tube formé d’hexamères 

d’Hcp, entouré par la gaine formée par les protéines TssB et TssC. Un trimère de 

protéines VgrG (cell puncturing device) est localisé sur l’extrémité du tube d’Hcp, et 

peut être également terminé par une protéine à motif PAAR (Proline Alanine Alanine 

Arginine). 

L’assemblage de la machinerie du SST6 se fait dans un ordre précis et TssA joue 

un rôle essentiel au cours de différentes étapes d’assemblage (Zoued et al., 2016a, 

2017) (figure 29). Tout d’abord, le complexe membranaire se forme dans l’enveloppe 

bactérienne, permettant ainsi le positionnement du complexe basal. Ce complexe sert 

de plateforme pour l’assemblage de la queue contractile. La gaine, entourant le tube 

formé des hexamères d’Hcp, se contracte et propulse ainsi les protéines Hcp, VgrG 

ainsi que les effecteurs dans le milieu extracellulaire ou directement dans le 

cytoplasme de la cellule cible. Après contraction, les composants de la gaine sont 

recyclés par l’ATPase ClpV (Caseinolytic peptidase V) et pourront servir à un nouvel 

assemblage. ClpV pourrait également recycler d’autres composants comme TssA par 

exemple (Planamente et al., 2016). Le complexe membranaire, toujours associé aux 

membranes, peut être utilisé lors d’un nouveau cycle d’assemblage. 
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Figure 29: Mode d’assemblage du SST6. (Gallique et al., 2017b). Le complexe membranaire est ancré 
et s’assemble dans l’enveloppe bactérienne avec l’aide d’une transglycosylase (1a, 1b et 2). Initié par 
TssA, le complexe basal se positionne à la base du complexe membranaire (3), permettant ainsi 
l’assemblage du tube interne et de la gaine (4 et 5). La contraction de la gaine permet d’expulser les 
protéines Hcp, VgrG ainsi que les effecteurs dans le cytoplasme de la bactérie cible (A) ou dans le 
milieu extracellulaire (B). L’ATPase ClpV permet de recycler les composants de la gaine et peut-être 
d’autres protéines dont TssA (7a). Le complexe membranaire est toujours associé aux membranes et 
peut être utilisé lors d’un autre cycle d’assemblage. Les protéines Hcp et VgrG, injectées par une 
bactérie isogénique peuvent être utilisées pour un nouvel assemblage (A). Le point d’interrogation 
indique une hypothèse. 
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a) Le complexe membranaire  

 

i. Structure du complexe membranaire TssJLM 

 

Le complexe membranaire est une structure de 1,7 MDa qui traverse la membrane 

interne et le périplasme. Il est ancré dans la membrane externe via l’extrémité N-

terminale de TssJ (Durand et al., 2015). Le complexe membranaire est composé de 

10 copies de TssJ, TssM et TssL et présente une symétrie axiale d’ordre 5. Ce 

complexe sert de station d’accueil au complexe basal et évite les dommages sur 

l’enveloppe cellulaire lors de l’éjection du tube d’Hcp à travers la membrane. Le 

complexe TssJLM mesure environ 300 Å de haut avec un diamètre de 205 Å. Cette 

structure possède 5 arches internes et 5 arches externes, arrangées en anneaux 

concentriques (Durand et al., 2015), qui relient la base du complexe à la pointe (figure 

30).  

 

Figure 30: Assemblage et structure du complexe membranaire. Adapté de (Durand et al., 2015). A) 
Représentation schématique de l’assemblage des protéines TssJ, TssM et TssL dans l’enveloppe 
bactérienne. La lipoprotéine TssJ, localisée dans la membrane externe, recrute la protéine TssM au 
niveau du périplasme. TssM recrute à son tour la protéine TssL, localisée dans la membrane interne. 
B) Le complexe TssJLM : vues de côté, de dessous et de dessus. Les différentes régions du complexe 
sont indiquées sur la vue en haut à droite. OM : membrane externe, IM : membrane interne, P : 
périplasme et C : cytoplasme. 

 

Les arches internes définissent un canal de 15 à 20 Å, trop petit par rapport à 

la largeur du tube d’Hcp (≈ 100 Å). Les auteurs proposent que lorsque le tube d’Hcp 

est éjecté à travers le complexe membranaire, les arches internes sont repoussées 
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vers l’extérieur, permettant ainsi le passage du tube (figure 31). La base du complexe 

est exposée au niveau du cytoplasme et permet d’interagir avec différents composants 

du complexe basal tel que TssE, TssG et TssK ainsi que la protéine de cap TssA 

(Logger et al., 2016; Zoued et al., 2016a, 2016b).  

 

Figure 31: Modèle du complexe membranaire durant la sécrétion de l’aiguille Hcp/VgrG. (Durand 
et al., 2015). Le complexe membranaire n’est pas entièrement intégré dans la membrane interne (1). 
Lors de l’assemblage du complexe basal et de la queue contractile, l’extrémité C-terminale de TssM est 
accessible au niveau de la surface bactérienne (β). La propulsion du tube d’Hcp/VgrG ou la contraction 
de la gaine provoque un changement conformationnel de TssJLM (3 et 4). Une fois Hcp/VgrG éjecté 
dans le milieu extracellulaire, TssJLM retourne dans son état de « repos » et est prêt pour un nouveau 
cycle d’assemblage. 

 

ii. Assemblage du complexe membranaire TssJLM 

 

L’assemblage de ce complexe est initié par l’insertion de la lipoprotéine TssJ 

(environ 18 kDa) dans la membrane externe (Aschtgen et al., 2008; Zoued et al., 

2014). TssJ possède un domaine localisé dans le périplasme qui interagit avec 

l’extrémité C-terminale de la partie périplasmique de TssM (Felisberto-Rodrigues et 

al., 2011; Nguyen et al., 2015). Il a été montré, chez Serratia marcescens, que les 
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protéines TssJ (appelées dans cet article SmLip) peuvent interagir entre elles (Rao et 

al., 2011). Chez des bactéries du genre Acinetobacter, certaines espèces sont 

dépourvues de protéines homologues à TssJ, ce qui suggère la présence d’autres 

protéines qui « remplaceraient » la fonction indispensable de la lipoprotéine (Weber et 

al., 2013, 2016). 

La protéine TssM présente des homologies avec la protéine IcmF (Intracellular 

multiplication protein F) du SST4b (Bingle et al., 2008; Cascales, 2008; Ma et al., 

2012). TssM possède trois domaines transmembranaires (Logger et al., 2016; Ma et 

al., 2009b; Nguyen et al., 2015) et un large domaine périplasmique. La protéine TssM 

est insérée dans la membrane interne. Chez une souche d’Escherichia coli entéro-

agrégative (EAEC), le domaine cytoplasmique de TssM d’environ γ5 kDa est présent 

entre les hélices transmembranaires TMH2 et TMH3 (Logger et al., 2016). La partie 

cytoplasmique de TssM est divisée en deux sous-domaines : un domaine NTPase 

(sans motif d’hydrolyse) qui interagit avec la protéine TssK et une extension C-

terminale qui permet l’interaction avec le composant du complexe basal TssG, avec la 

région cytoplasmique de la protéine de membrane interne TssL et permet également 

l’oligomérisation de TssM (les domaines cytoplasmiques de TssM interagissent entre 

eux).  

Il existe quelques cas particuliers pour la protéine TssM. Par exemple, chez 

Agrobacterium tumefaciens, TssM (qui possède un domaine NTPase, et des motifs 

Walker A et B) exercerait une activité ATPase qui serait essentielle pour l’assemblage 

du complexe TssM-TssL-Hcp ainsi que pour la sécrétion des protéines Hcp (Ma et al., 

2009b, 2012). Dans ce cas, il semblerait que l’activité ATPase de TssM ait un rôle 

dans le recrutement de TssL puis des protéines Hcp, probablement lors de 

changement de conformation suite à la liaison à l’ATP. Cependant, le rôle de ce motif 

de liaison aux nucléotides triphosphates reste à éclaircir puisque chez une souche 

d’Edwardsiella tarda, le motif Walker A n’est pas requis pour la sécrétion des substrats 

du SST6 (Zheng and Leung, 2007). De plus, chez Pseudomonas aeruginosa, Serratia 

marcescens, Citrobacter rodentium et Escherichia coli EAEC, le motif d’hydrolyse au 

niveau du domaine NTPase est absent (Logger et al., 2016).  

Un autre cas particulier existe chez Citrobacter rodentium, qui produit deux variants 

de TssM, une protéine entière d’environ 1γ0 kDa et une protéine tronquée d’environ 

88 kDa (Gueguen et al., 2014). Ces deux formes existent selon un ratio fixe (3-4 fois 



 

72 
 

Introduction 

plus de la forme tronquée par rapport à la forme entière) et ces deux formes sont 

indispensables pour l’activité du SST6 chez cette souche. Ces deux variants résultent 

d’un décalage du cadre de lecture au niveau d’une zone riche en adénosines (11 

adénosines successives) en amont d’un codon stop. Lors du dérapage de l’ARN-

polymérase ADN-dépendante (+1 μ l’enzyme « glisse » sur une base μ 1 base n’est pas 

lue), le cadre de lecture est décalé et ceci conduit à la production de la protéine entière, 

plus longue (figure 32).  

 

 
Figure 32: Représentation de la séquence de tssM et des traductions correspondantes chez 
Citrobacter rodentium. (Gueguen et al., 2014). Les A en rouges correspondent à la région riche en 
adénosine et les astérisques représentent les codons stop. 

 

La protéine TssL présente des homologies avec la protéine IcmH (Intracellular 

multiplication protein F, également appelée DotU) du SST4b (Aschtgen et al., 2010a; 

Bingle et al., 2008; Cascales, 2008). La protéine TssL est associée à la membrane 

interne et interagit avec la partie cytoplasmique de TssM (Logger et al., 2016; Zoued 

et al., 2016b). Il est à noter que la protéine TssA est recrutée par le complexe TssJM, 

avant le recrutement de TssL (Zoued et al., 2016a, 2017), et pourrait agir comme une 

chaperonne qui contrôlerait la polymérisation du complexe membranaire (Zoued et al., 

2017). Il est envisageable que TssA stabilise le complexe TssJLM avec une symétrie 

axiale d’ordre 6 plutôt que d’ordre 5 (la symétrie d’ordre 5 du complexe TssJLM a été 

montrée par Durand et al. en l’absence de TssA).  

Le domaine cytoplasmique de TssL interagit avec deux composants du complexe 

basal TssE et TssK, mais également avec un domaine cytoplasmique d’une autre 

protéine TssL, permettant une oligomérisation (Durand et al., 2012a; Zoued et al., 

2016b). Le domaine C-terminal de la protéine TssL possède un motif de liaison au 

peptidoglycane, nécessaire à son ancrage au niveau du périplasme (Aschtgen et al., 

2010a; Ma et al., 2009b).  
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Cependant, la protéine TssL de certaines souches ne possède pas ce motif de 

liaison au peptidoglycane (Aschtgen et al., 2010a, 2010b). Dans ce cas, la protéine 

accessoire TagL est indispensable pour l’activité du SST6. En effet, TagL possède un 

motif de liaison au peptidoglycane, amenant à l’ancrage du SST6 dans le périplasme 

via cette protéine accessoire. TagL correspondrait dans ce cas-là à un domaine 

« ancestral » de TssL. 

Récemment, chez Acinetobacter baumannii la protéine accessoire TagX a été 

décrite. Cette protéine est une hydrolase indispensable pour le fonctionnement du 

SST6 (Weber et al., 2016), localisée dans le peptidoglycane. Par ailleurs, chez les 

bactéries du genre Acinetobacter, aucun gène codant pour la lipoprotéine TssJ n’a été 

retrouvé (Weber et al., 2013).  

Une autre protéine MltE, une transglycosylase lytique (LTG : lytic transglycosylase) 

nécessaire pour la fonctionnalité du SST6 (Santin and Cascales, 2017) vient d’être 

mise en évidence. Elle est requise lors de l’assemblage du complexe membranaire 

(figure 33). MltE interagit avec le domaine périplasmique de TssM, stimulant ainsi 

l’activité hydrolase qui conduit à l’oligomérisation de TssM et la biogénèse du 

complexe TssJLM de 1,7 MDa. 

 

 

Figure 33: L’assemblage du complexe membranaire nécessite l’activité hydrolase de MltE. 
(Santin and Cascales, 2017). MltE, qui interagit avec TssM, permet de dégrader le peptidoglycane 
localement et facilite la polymérisation des trimères TssJLM entre eux. 

 

Récemment, le SST6 de Myxococcus xanthus a été observé en microscopie 

électronique (Chang et al., 2017) (figure 34). Les auteurs ont découvert de nouvelles 

structures, similaires aux fibres caudales des bactériophages, qui sont des extensions 
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de la membrane externe vers le milieu extérieur, proches du complexe membranaire. 

Concernant cette observation, de nombreuses question se posent. Cette forme est-

elle typique de M. xanthus ? D’autres espèces possèdent-elles ce type de structure, 

encore non identifiée? Mais surtout, ces antennes permettraient-elles de reconnaitre 

une cellule cible et de s’y accrocher, comme lors des interactions bactériophage-

cellule cible ?  

 

Figure 34: Observation par microscopie électronique des « antennes » du SST6 chez 
Myxococcus xanthus. (Chang et al., 2017). La présence d’antennes est pointée avec les flèches 
noires. IM : membrane interne et OM : membrane externe. 

 

b) Le complexe basal 

 

i. Structure du complexe basal TssEFGKI et la protéine de cap TssA 

 

Chez le bactériophage, le complexe basal permet un assemblage correct du tube, 

initie la polymérisation de la gaine et déclenche la contraction de la gaine (Leiman and 

Shneider, 2012). En ce qui concerne le complexe basal du SST6, il reste encore 

plusieurs points d’interrogation, notamment sur la chronologie d’assemblage des 

différents composants et l’implication du complexe dans le déclenchement de la 

polymérisation de la gaine. Des analyses comparatives d’homologies de structures 

entre les composants du complexe basal du bactériophage et les protéines du « core-

component » du SST6 permettent de prédire les protéines du complexe basal du SST6 

(Brunet et al., 2015). L’étude de la structure du complexe basal du bactériophage T4 

(Taylor et al., 2016) permet également d’avoir une idée sur l’organisation de ce 

complexe du SST6 (figure 35). 
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Figure 35: Comparaison entre les structures du complexe basal du bactériophage T4 et celui du 
SST6. Adapté de (Taylor et al., 2016), (Brackmann et al., 2017) et (Nguyen et al., 2017). A) Organisation 
et structure tridimensionnelle des différentes protéines du complexe basal du bactériophage T4. B) 
Selon les homologies de structure avec le bactériophage T4, Brackmann et collaborateurs proposent 
un modèle de la répartition de TssEFGKI au niveau du complexe basal du SST6. C) Modèle 
représentatif des interactions entre les différents composants du complexe basal, structure 
intermédiaire entre le complexe membranaire et la queue contractile Hcp/TssBC. 

 

Cependant, il a été montré que le complexe basal du SST6 est constitué des 

protéines TssA, TssE , TssF, TssG, TssK et VgrG (Brunet et al., 2015). En effet, ces 

protéines sont indispensables pour l’assemblage correct des anneaux hexamériques 

d’Hcp. Les anneaux d’Hcp s’empilent les uns sur les autres et peuvent s’assembler in 

vitro selon différentes orientations : « head-to-tail », « tail-to-tail » et « head-to-head » 

(figure 36) (Brunet et al., 2014). Cependant, in vivo (dans le cytoplasme d’E. coli 

EAEC), les hexamères d’Hcp s’empilent selon la conformation « head-to-tail ». Des 

mutations des gènes vgrG, tssA, tssE, tssF, tssG et tssK entraînent un empilement 

des hexamères d’Hcp de manière aléatoire, c’est-à-dire que les trois formes 

d’assemblage sont retrouvées (head-to-tail, tail-to-tail et head-to-head) (Brunet et al., 

2015). Par conséquent, les protéines VgrG, TssA, TssE, TssF, TssG et TssK sont 

requises pour un assemblage correct des anneaux d’Hcp et pour un SST6 fonctionnel. 
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Figure 36: Les différents types d’assemblage des hexamères d’Hcp chez Escherichia coli EAEC. 
Adapté de (Brunet et al., 2014) et (Filloux et al., 2008). A) Head-to-tail. B) Tail-to-tail. C) Head-to-tail. 
Les points jaunes correspondent à la localisation des cystéines. D) Représentation de la structure 
tridimensionnelle d’un hexamère d’Hcp vue de dessus. 

 

ii. Assemblage du complexe basal TssEFGKI et importance de TssA 

 

TssA forme un dodecamère (deux hexamères qui s’empilent en conformation 

head-to-head) qui se fixe en premier lieu sur le complexe membranaire (Zoued et al., 

2016a) (figure 37). Une fois accroché au niveau de la base du complexe membranaire, 

le complexe TssA peut recruter TssE, TssK et VgrG (Planamente et al., 2016; Zoued 

et al., 2016a) et ainsi initier l’assemblage du complexe basal au niveau du complexe 

membranaire. Cependant, TssA n’est pas considéré comme un composant du 

complexe basal en soi, puisqu’il n’est présent que provisoirement au niveau du 

complexe basal (Zoued et al., 2016a), décrit ci-après. Néanmoins, chez Pseudomonas 

aeruginosa, la protéine TssA serait localisée au niveau du complexe basal et non au 

niveau de l’extrémité distale de la queue contractile (Planamente et al., 2016). 

 

Figure 37: Observation par microscopie électronique de TssA associée au complexe 
membranaire. (Zoued et al., 2016a). A gauche, le complexe membranaire seul (TssJLM) ou à droite 
associé avec le complexe TssA (TssJLM-A). 
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Il a été montré que le TssF et TssG forment un complexe stable in vitro (Brunet et 

al., 2015; English et al., 2014). Le composant TssF interagit avec le tube d’Hcp alors 

que TssG interagit à la fois avec le tube d’Hcp, avec un des deux composants de la 

gaine (TssC), avec un autre composant du complexe basal (TssE) (Brunet et al., 

2015), mais également avec la région cytoplasmique de TssM. English et 

collaborateurs mettent en évidence que TssK, TssF et TssG forment un complexe 

stable selon un ratio 12:6:3 (>670 kDa) mais qui peut exister aussi selon un ratio 4:2:1 

d’environ γ85 kDa (English et al., 2014). 

La protéine TssK, recrutée par TssA (Zoued et al., 2013, 2016a) interagit avec le 

complexe TssFG (Brunet et al., 2015; English et al., 2014; Nguyen et al., 2017). TssK 

est présente dans le cytoplasme, pourtant une partie de la protéine TssK est localisée 

au niveau de la membrane interne (English et al., 2014). TssK est une protéine qui 

forme un trimère (English et al., 2014; Nguyen et al., 2017; Zoued et al., 2013). TssK 

possède trois domaines : un domaine N-terminal présentant des homologies avec une 

protéine de liaison aux récepteurs d’un phage (RBP : receptor-binding protein) noté 

TssKS (pour shoulder), une partie intermédiaire appelée TssKN (pour neck) et une 

région C-terminale appelée TssKH (pour head) (Nguyen et al., 2017). Les auteurs ont 

montré que la région TssKN (N-terminale) interagissait avec le complexe FG alors que 

TssKH (C-terminale) permettait l’interaction avec les domaines cytoplasmiques de 

TssM et de TssL. La région C-terminale de TssK est flexible et permettrait de maintenir 

l’ancrage du complexe basal au complexe membranaire. TssK interagit également 

avec Hcp et TssC (Zoued et al., 2013), soulignant ainsi que TssK est à l’interface entre 

le complexe membranaire, le complexe basal et la queue contractile. 

TssE présente une similarité de séquence (environ 40%) avec la glycoprotéine 

gp25 du phage T4 et est cruciale pour la sécrétion des protéines Hcp et VgrG (Lossi 

et al., 2011). Contrairement à la glycoprotéine gp25, TssE ne semble pas posséder 

d’activité de type lysozyme. TssE interagit avec des protéines du complexe basal 

(TssA, TssF et TssG) mais également avec TssC, un des deux composants de la gaine 

(Brunet et al., 2015; Zoued et al., 2016a).  

La protéine VgrG est à la fois considérée comme un composant du complexe basal 

et comme une protéine structurale terminant le tube interne d’Hcp, impliquée dans le 

transport des toxines. Je détaillerai le trimère VgrG ci-après en tant que « cell-

puncturing device ». 
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Conscient que les interactions décrites ci-dessus sont lourdes, j’ai répertorié les 

différentes interactions entre les protéines du « core-component » des différents 

complexes du SST6 afin de simplifier au maximum l’interactomique (figure 38). 

 

Figure 38: Synthèse des interactions entre les différents composants du SST6 chez E. coli EAEC. 
(non publié). Les traits noirs en pointillés délimitent les complexes entre eux. Les traits rouges en 
pointillés entourent un réseau d’interactions au sein d’un même complexe. La couleur bleue foncée 
correspond à une interaction entre les deux protéines (par méthodes BACTH ou par co-immuno-
précipitation), la couleur bleue claire décrit une probable interaction et l’absence de couleur montre une 
non-interaction. Ce tableau ne représente pas l’interaction entre le complexe TssFG et TssK et TssI. Il 
est à noter que TssA1 de Pseudomonas aeruginosa interagit avec TssF1 et TssB1 (Planamente et al., 
2016). 

 

c) La queue contractile  

 

i. Structure de la queue contractile TssBCDI et importance de TssA 

 

La queue contractile correspond au tube interne formé des anneaux hexamériques 

d’Hcp entourés de la gaine formée par les protéines TssB et TssC. Le trimère VgrG 

termine le tube d’Hcp et serait impliqué dans la perforation de la membrane de la 
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cellule cible. La formation du long tube d’Hcp est requise pour la polymérisation de la 

gaine alors que la gaine n’est pas essentielle pour l’assemblage du tube interne 

(Brunet et al., 2014). Des images de microscopie électroniques montrent de longues 

structures correspondant à la queue contractile pouvant dépasser 1 µm de longueur 

(Basler et al., 2012).  

Les protéines Hcp (Haemolysin coregulated protein) ont été décrites pour la 

première fois comme étant des protéines co-régulées avec l’hémolysine HlyA 

(Williams et al., 1996), et associées au SST6 à partir de 2006 (Mougous et al., 2006; 

Pukatzki et al., 2006). Généralement, les gènes hcp sont présents en multiples copies 

au sein du génome bactérien et peuvent être retrouvés en dehors du cluster codant 

pour la machinerie du SST6 (Barret et al., 2011). Par exemple, chez la souche P. 

fluorescens MFE01, les gènes hcp1, hcp2 et hcp3 sont retrouvés en dehors du cluster 

du SST6 (Decoin et al., 2014, 2015; Gallique et al., 2017a).  

Dans l’environnement de ces gènes hcp, il n’est pas rare de trouver les gènes 

codant pour les protéines VgrG, des adaptateurs, ainsi que des gènes codant pour les 

toxines et antitoxines (Joshi et al., 2017). Les protéines Hcp forment des anneaux 

hexamériques d’environ 80-85 Å avec une lumière interne d’environ 40 Å (Mougous et 

al., 2006). Décrits précédemment, les protéines VgrG et les composants du complexe 

basal sont nécessaires à un assemblage correct du tube interne formé par les 

protéines Hcp (conformation head-to-tail) (Brunet et al., 2014, 2015). Les anneaux 

s’empilent sans rotation de type hélicoïdale (Brunet et al., 2014; Douzi et al., 2016). 

Ge et collaborateurs ont montré que, contrairement aux bactériophages ou aux 

pyocines, la lumière interne du tube d’Hcp est neutre, ce qui suggère que le transport 

des toxines au niveau de la lumière d’Hcp est passif (pas de déplacement à l’intérieur 

du tube interne, les toxines restent fixées) (Ge et al., 2015). Hcp n’est pas seulement 

une protéine structurale, cette dernière peut également être chaperonne et permettre 

la sécrétion de toxine ou même posséder une extension C-terminale effectrice (appelé 

Hcp-ET: Haemolysin coregulated protein with C-terminal extension toxins) (Bleves, 

2017; Ma et al., 2017a). Les toxines peuvent directement interagir avec la lumière 

interne de l’hexamère d’Hcp (Silverman et al., 2013). En prenant en considération la 

taille de la lumière interne, les protéines Hcp peuvent transporter des effecteurs dont 

la taille est inférieure à 50 kDa (Silverman et al., 2012). Les Hcp-ET sont largement 

répandues chez les entérobactéries: 350 Hcp-ET retrouvées chez 17 espèces 



 

80 
 

Introduction 

d’entérobactéries (Ma et al., 2017a). Par exemple, Hcp-ET1, délivrée par le SST6-2 

de la souche E. coli STEC004 (STEC : shiga toxin-producing E. coli) possède une 

extension C-terminale HNH-DNase, qui dégrade l’ADN de la cellule cible et est 

neutralisée par la protéine d’immunité ETI-1 (codée en aval de hcp-et1) (Ma et al., 

2017a). Chez la souche E. coli ETEC (E. coli entéro-toxigenique), Hcp-ET2 contient 

au niveau de la région C-terminale un domaine conservé DUF2235 et une séquence 

conservée GxSxG caractérisée comme motif catalytique des lipases Tle1 (Type VI 

lipase effector) (Flaugnatti et al., 2016; Ma et al., 2017a; Russell et al., 2013). 

La protéine VgrG (ou TssI) forme un trimère et possède des homologies 

structurales avec les glycoprotéines gp27 et gp5 du bactériophage T4, qui est 

nécessaire à la perforation de l’enveloppe de la cellule cible (Bönemann et al., 2010; 

Leiman et al., 2009; Pukatzki et al., 2007). En effet, la partie N-terminale de VgrG 

(« head »), qui interagit avec un hexamère d’Hcp, est similaire à la protéine gp27 alors 

que la partie C-terminale (« spike ») correspond plutôt à la protéine gp5 où le domaine 

lysozyme est absent (Bondage et al., 2016; Leiman et al., 2009; Pukatzki et al., 2007) 

(figure 39).  

 

 

Figure 39: Comparaison entre les structures de la pointe du bactériophage T4 et de VgrG. 
(Bondage et al., 2016). Le monomère VgrG1 d’Agrobacterium tumefaciens présente des homologies 
structurales avec le complexe gp5-gp27 (monomère) du bactériophage T4 mais ne possède pas le 
domaine lysozyme. 
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La base du trimère VgrG compte six domaines tonneaux ȕ (une paire pour chaque 

VgrG), donc d’une symétrie d’ordre six et interagirait directement avec l’hexamère 

d’Hcp (Cascales and Cambillau, 2012). Il existe des différences entre les VgrG : par 

exemple la protéine VgrG de la souche E. coli CFT073 possède un domaine OB 

(oligonucleotide/oligosaccharide-binding) (Cascales and Cambillau, 2012) alors que 

VgrG-1, VgrG-2 et VgrG-3 de Vibrio cholerae V52 ne possèdent pas ce domaine 

(Pukatzki et al., 2007).  

La structure tridimensionnelle du trimère VgrG1 de P. aeruginosa a récemment été 

décrite (Spínola-Amilibia et al., 2016) (figure 40). Chez le bactériophage T4, le 

complexe gp5-gp27 forme un trimère (gp5)3-(gp27)3 (Leiman et al., 2010) (figure 40). 

Il existe également des VgrG dits « évolués », c’est-à-dire possédant des extensions 

au niveau de l’extrémité C-terminale, qui ont une activité enzymatique. Par exemple, 

le domaine ACD (actin crosslinking domain) permet de remanier le cytosquelette 

d’actine et inhibe la polymérisation de l’actine lorsque V. cholerae est phagocyté 

(Durand et al., 2012b; Hachani et al., 2016; Ma et al., 2009a; Pukatzki et al., 2007; 

Satchell, 2009) (figure 41). De même, VgrG1 d’Aeromonas hydrophila possède une 

extension C-terminale ADP-ribosyltransferase (ADPRT) qui entraine une 

dépolymérisation de l’actine (Suarez et al., 2010).  

 

Figure 40: Structure tridimensionnelle du complexe (gp5)3-(gp27)3 et du trimère de VgrG1. Adapté 
de (Leiman et al., 2010) et (Spínola-Amilibia et al., 2016). A) Structure du trimère (gp5)3-(gp27)3 du 
bactériophage T4. B) Structure tridimensionnelle du trimère VgrG1 de P. aeruginosa constitué de deux 
parties : la « tête » et la « pointe », reliées entre elles par le « cou ». Le trimère de VgrG ne possède 
pas les domaines lysozymes, contrairement au bactériophage T4. N correspond à l’extrémité N-
terminale et C à l’extrémité C-terminale. 
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Figure 41: Importance du SST6 de Vibrio cholerae lors de la phagocytose. (Satchell, 2009). La 
phagocytose est un mécanisme d’endocytose dépendant du remaniement du cytosquelette d’actine. 
Une fois V. cholerae phagocytée, son SST6 va être actif. Le transfert de VgrG-1, possèdant un domaine 
actin-crosslinking (ACD), polymérise ainsi les monomères d’actine. Le SST6 permet alors d’inhiber un 
nouvel événement d’endocytose, dépendant du remaniement du cytosquelette, et donc empêche la 
phagocytose d’autres V. cholerae par le macrophage, la bactérie reste piégée. 

 

Une protéine accessoire à motif PAAR (Proline-Alanine-Alanine-Arginine, aussi 

appelées TagD) (Bondage et al., 2016; Cianfanelli et al., 2016; Ma et al., 2016; Shalom 

et al., 2007) peut être associée sur la pointe du trimère de VgrG et forment une 

structure conique (Shneider et al., 2013) (figure 42). Le repliement de la protéine à 

motif PAAR est stabilisée par un atome de zinc localisé au sommet de cette protéine. 

La protéine à motif PAAR est essentielle pour la sécrétion des protéines Hcp chez 

Acinetobacter baylyi, suggérant que cette protéine est soit impliquée dans 

l’incorporation du trimère VgrG lors de l’assemblage, soit essentielle au repliement 

correct du trimère VgrG (Shneider et al., 2013). Les protéines à motif PAAR peuvent 

avoir une extension de type toxine. Par exemple, chez Pseudomonas aeruginosa 

PAO1, l’effecteur Tse6 possède un motif PAAR au niveau N-terminal (Whitney et al., 

2014) et Tse5 (dont le gène est en aval de vgrG4) possède un repliement similaire à 

celui des protéines PAAR mais ne possède pas le motif PAAR (Whitney et al., 2014). 

Des analyses informatiques montrent que certaines protéines possèdent un motif 

PAAR au niveau de la région N-terminale, une région centrale Rhs (Rearrangement 

hotspot), et un domaine toxine sur la région C-terminale (Ma et al., 2017b; Shneider et 

al., 2013).  
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Figure 42: La protéine à motif PAAR s’associe avec le trimère VgrG. Adapté de (Shneider et al., 
2013). A gauche, représentation schématique de l’interaction entre le trimère VgrG et la protéine à motif 
PAAR (VCA0105). A droite, structure tridimensionnelle du complexe gp5-VCA0105. 

 

L’hétérodimère TssBC, formant la gaine, présente des homologies structurales 

avec la glycoprotéine gp18 du bactériophage T4 (Bönemann et al., 2009; Cascales, 

2008; Leiman et al., 2009). Chez Vibrio cholerae, la gaine, constituée des protéines 

VipA (TssB) et VipB (TssC) (Vip: ClpV interacting protein), forme une structure en roue 

dentée avec 12 renflements (Bönemann et al., 2009) et entoure le tube interne d’Hcp. 

Pour le bactériophage T4 et la pyocine de type R, la longueur de la gaine est contrôlée 

par une protéine (Abuladze et al., 1994; Ghequire et al., 2015), alors que la gaine du 

SST6 semble s’assembler sans régulation apparente (Basler and Mekalanos, 2012; 

Basler et al., 2012). Chez E. coli EAEC, TssB interagit à la fois avec Hcp (Zoued et al., 

2016a) et avec l’extrémité N-terminale de TssC, via l’hélice α localisée au niveau de 

l’extrémité C-terminale de TssB (Zhang et al., 2013). Le diamètre interne de la gaine 

(qui entoure le tube interne formé des protéines Hcp) coïncide avec le diamètre de 

l’hexamère d’Hcp (figure 43). 
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Figure 43: La gaine TssBC entourant le tube interne d’Hcp. (Cascales and Cambillau, 2012). La 
surface moléculaire de l’hexamère d’Hcp est représentée en rouge et l’hétérodimère TssBC est 
représenté en bleu (TssB en bleu clair et TssC en bleu foncé). 

 

ii. L’élongation de la queue contractile 

  

Il a été montré que 1 µm de gaine s’assemble en β0-30 secondes chez Vibrio 

cholerae (Basler et al., 2012). Le dodecamère TssAc correspondant à deux 

hexamères superposés en conformation « head-to-head », présenterait six extrémités 

flexibles de chaque côté (Zoued et al., 2016a) (figure 44).  

 

Figure 44: Structure du complexe TssA d’E. coli EAEC. Adapté de (Zoued et al., 2016a). A gauche, 
représentation en position inclinée du complexe TssA par méthode SAXS. Ce modèle montre des 
extensions non identifiées par microscopie électronique (droite). A droite, représentation en position 
inclinée du complexe dodécamérique de TssA obtenue à l’aide des images effectuées par microscopie 
électronique. Cette méthode ne révèle pas les extensions observées par le modèle obtenue par SAXS, 
probablement à cause de la flexibilité de ces extensions. 
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Figure 45: Superposition du complexe TssA sur l’extrémité distale de la gaine. (Zoued et al., 
2016a). Le complexe TssA se superpose parfaitement avec la gaine à l’état détendu (A), mais pas avec 
la gaine contractée (B). Une fois la gaine contractée, le complexe TssA se libérerait suite à cette 
contrainte physique. 

 

Le dodecamère TssA, localisé sur l’extrémité distale de la queue contractile chez 

E. coli (figure 45), pourrait, via ses extensions flexibles incorporer les hexamères d’Hcp 

un par un sur la structure en pleine expansion (Zoued et al., 2016a). Plusieurs modèles 

d’action de TssA au niveau de l’extrémité de la queue contractile ont été envisagés 

(Zoued et al., 2017) (figure 46). Chez P. aeruginosa, TssA ne serait pas localisée sur 

l’extrémité distale de la queue contractile (Planamente et al., 2016), mais serait 

localisée au niveau du complexe basal (figure 47).  

 

 

Figure 46: Les différents modèles possibles d’assemblage de la queue contractile par TssA. 
(Zoued et al., 2017). A) le modèle « exchange »: le « nouveau » complexe TssA chargé avec Hcp-
TssBC remplace « l’ancien » complexe TssA localisé au niveau de l’extrémité de la queue contractile. 
A chaque échange s’ajoute une à une des nouvelles sous-unités Hcp-TssBC. B) le modèle « Flip » : 
TssA forme un dodecamère, dont la partie opposée au complexe membranaire est libre et peut 
« agripper » de nouvelles sous-unités Hcp-TssBC. Une fois ces dernières accrochées, le complexe 
TssA se retourne, incorporant ainsi Hcp-TssBC sur l’extrémité de la queue contractile. C) le modèle 
« cap » μ l’hexamère d’Hcp passerait à travers la lumière interne du complexe TssA alors que les bras 
flexibles de TssA, orientés vers le complexe membranaire, recrutent, positionnent et polymérisent les 
sous-unités TssBC. Le dernier modèle (C) est le plus probable parmi les trois proposés. 
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Figure 47: La protéine TssA1 de P. aeruginosa serait localisée au niveau du complexe basal. 
Adapté de (Planamente et al., 2016). A) Structure tridimensionnelle et organisation du complexe basal 
du bactériophage T4. Les homologues du SST6 avec les protéines du bactériophage sont mis entre 
parenthèses. B) Selon l’interactomique des différents constituants du bactériophage T4, TssA 
(homologue à la protéine gp6) serait associée avec TssF et interagirait avec différentes protéines du 
complexe basal (TssF, TssK) mais également avec Hcp et les constituants de la gaine. C) Modèle 
proposé μ TssA serait localisée au niveau de l’extrémité proximale de la gaine, au niveau du complexe 
basal. 

 

Le canal central de TssA d’environ 100 Å, coïncide avec le diamètre externe des 

hexamères d’Hcp (80-85 Å) (Cascales and Cambillau, 2012). Comme mentionné 

précédemment, la taille de la queue contractile ne dépend pas d’une protéine 

régulatrice mais plutôt de la contrainte physique de la membrane opposée (Basler and 

Mekalanos, 2012; Basler et al., 2012; Vettiger et al., 2017). Lorsque Vibrio cholerae 

est sous forme de sphéroplastes (cellules arrondies dont la division cellulaire est 

atténuée), la longueur du SST6 est corrélée au diamètre des cellules et atteint en 

moyenne 2.63 µm (au lieu de 0.85 µm) et peut atteindre jusqu’à 8.4 µm de longueur. 

La longueur du SST6 coïncide avec la largeur de la cellule et sa taille n’est pas 

constante contrairement à celle du bactériophage T4 et la pyocine de type R (Abuladze 

et al., 1994; Ghequire et al., 2015). 

Les protéines Hcp, VgrG ainsi que les effecteurs provenant d’une attaque d’une 

bactérie isogénique peuvent être réutilisées lors de l’assemblage d’un nouveau SST6 

fonctionnel chez Vibrio cholerae (Vettiger and Basler, 2016). Très récemment, Vettiger 

et collaborateurs ont démontré chez V. cholerae que les sous-unités de la gaine 

s’ajoutent sur l’extrémité distale de la queue du SST6 (Vettiger et al., 2017). On peut 

envisager que le complexe TssA ajouterait, via ses extensions flexibles, les hexamères 

d’Hcp (passant par la lumière interne d’Hcp) sur l’extrémité distale de la queue 

contractile. Le tube interne d’Hcp servirait d’échafaudage pour l’ajout de nouveaux 

hétérodimères TssBC, probablement ajoutés par les bras flexibles du complexe TssA. 
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iii. La contraction : expulsion du tube interne  

 

Chez V. cholerae, la gaine se contracte en moins de 5 millisecondes (Basler et al., 

2012). L’initiation de la contraction de la gaine reste encore inconnue, mais il est fort 

probable que le complexe basal soit à l’origine de ce déclenchement, reposant sur les 

connaissances acquises sur le fonctionnement du bactériophage T4 (Leiman and 

Shneider, 2012). Selon la forme hélicoïdale de la gaine du SST6 et les similitudes avec 

le bactériophage T4, il semblerait que la gaine tourne sur elle-même lors de la 

contraction (Basler, 2015; Ge et al., 2015; Kube et al., 2014; Kudryashev et al., 2015). 

De plus, il est estimé que pour un SST6 long de 100 nm, la gaine se contracterait en 

moins de 5 ms en faisant 10 rotations, soit une vitesse d’environ 1β0 000 rpm (Basler, 

2015). Dans le cas des sphéroplastes de V. cholerae, la vitesse de la contraction de 

la gaine semble supérieure à 800 nm/ms (c’est-à-dire qu’une gaine longue de 0,8 µm 

se contracte en moins d’une milliseconde) (Vettiger et al., 2017). Après contraction, la 

gaine devient plus petite et plus large (Basler et al., 2012) (figure 48), ce qui pourrait 

être à l’origine du détachement du complexe TssA de l’extrémité distale de la queue 

contractile (Zoued et al., 2016a).  

 

Figure 48: Observation par microscopie électronique du SST6 à l’état détendu et contracté. 
Adapté de (Basler et al., 2012) et (Chang et al., 2017). Observation en microscopie électronique de la 
queue contractile du SST6 à l’état contracté ainsi qu’à l’état détendu chez la souche Vibrio cholerae (A 
et B, respectivement, la barre d’échelle noire représente 100 nm) et Myxococcus xanthus (C et D, 
respectivement, la barre d’échelle blanche représente 50 nm). IM : membrane interne ; OM : membrane 
externe ; F : flagelle ; R : putatif ribosome. 
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En ce qui concerne le bactériophage A511, la gaine se contracte en partant du 

complexe basal et se déplace par « vague » jusqu’à l’extrémité distale (figure 49). En 

revanche, le mode de contraction de la gaine du SST6 n’est pas encore connu : se 

contracte-t-il de manière continue ou de manière similaire au bactériophage A511 ? 

 

Figure 49: Mode de contraction du bactériophage A511. Adapté de (Guerrero-Ferreira et al., 2015). 
A) Observation par microscopie électronique d’un bactériophage A511 à l’état non contracté. B) Etat de 
contraction intermédiaire : la gaine se contracte en partant du complexe basal (la propagation de la 
contraction est pointée par la flèche noire). C) bactériophage A511 à l’état contracté. 

 

iv. Le désassemblage : implication de l’ATPase ClpV 

 

Le gène clpV (Caseinolytic peptidase V) code pour une ATPase de la famille 

Hsp100/Clp AAA+ (ATPases associated with various cellular activities) (Records, 

2011). ClpV s’associe en hexamère et permet le désassemblage de la gaine en 

environ 30 secondes (Basler et al., 2012). Lors de la polymérisation de la gaine ou du 

SST6 dans l’état détendu, ClpV est présente dans le cytoplasme mais n’interagit pas 

avec la gaine TssBC (Basler and Mekalanos, 2012). Après contraction de la gaine, 

l’ATPase ClpV est co-localisée avec la gaine. Le site reconnu par ClpV, situé sur la 

région N-terminale de TssC, est rendu accessible suite aux changements de 

conformation de TssBC après la contraction (Bönemann et al., 2009; Douzi et al., 

2016; Förster et al., 2014; Kube et al., 2014) (figure 50).  
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Figure 50: Modèle du recyclage de la gaine. (Kube et al., 2014). Le domaine N-terminal de TssC 
reconnu par ClpV n’est accessible que lorsque la gaine est à l’état contracté. Dans l’état détendu, ce 
site de reconnaissance est caché, évitant ainsi un recyclage prématuré. 

 

Les protéines AAA+ possèdent un domaine conservé qui permet de fixer l’ATP et 

forment des structures oligomériques (Bönemann et al., 2009; Hanson and Whiteheart, 

2005). Le domaine ATPase sert à la conversion d’énergie, fournie par l’hydrolyse de 

l’ATP, en force mécanique. Ceci permet de dissocier les composants de la gaine et 

ainsi son recyclage. Chez P. aeruginosa, la protéine accessoire TagJ est essentielle 

au recrutement de l’ATPase (Förster et al., 2014) en se fixant sur la région N-terminale 

de TssB (figure 51) et peut ainsi interagir avec TssC et initier le désassemblage de la 

gaine. ClpV permettrait également de recycler d’autres composants du SST6, comme 

TssA par exemple (Planamente et al., 2016). 

 

 

Figure 51: Modèle du recrutement de ClpV par le domaine N-terminale de TssB chez P. 
aeruginosa. (Förster et al., 2014). (E) représente TagJ, (V) l’ATPase ClpV, (B) TssB et (C) TssC. 
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Pour résumer, le SST6 fait intervenir plusieurs protéines structurales (« core-

component ») qui s’assemblent de manière très ordonnée, mais nécessite également 

que les effecteurs soient pris en charge par ce mécanisme de sécrétion. Par 

conséquent, lorsque la bactérie active son système de sécrétion de type VI à un 

moment opportun, l’assemblage du SST6 doit être très coordonné. Le SST6 doit alors 

être finement régulé afin d’assurer un assemblage correct lors d’un moment propice. 

 

3) Régulation du SST6 chez Pseudomonas aeruginosa 

 

De nombreuses études ont permis d’élucider la régulation du SST6 chez 

différentes espèces pathogènes mais je ne développerai ici que la régulation chez 

Pseudomonas aeruginosa. La souche PAO1 possède trois clusters du SST6 (noté H1- 

à H3-T6SS ou HSI-I à III) (figure 52). Le cluster H2-T6SS de la souche P. aeruginosa 

PA14 présente quatre gènes additionnels absents chez P. aeruginosa PAO1 (ces 

quatre gènes sont conservés chez d’autres souches) (Jones et al., 2014a). Il est à 

noter que le cluster H3-T6SS est séparé en deux opérons, appelés opéron gauche et 

droit. Les clusters sont régulés différemment et par plusieurs régulateurs, suggérant 

que chaque SST6 est activé de manière complexe et selon le contexte de 

l’environnement de la bactérie. 

 

Figure 52: Organisation génomique des différents clusters de SST6 chez P. aeruginosa. Adapté 
de (Jones et al., 2014a) et (Sana et al., 2013). 
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a) Régulation transcriptionnelle  

 

i. Régulation via le facteur sigma 54 

 

Les facteurs sigma peuvent se fixer au core de l’ARN-polymérase ADN-

dépendante (appelée alors holoenzyme) et ainsi se fixer sur une région promotrice 

spécifique à chaque facteur sigma. Le facteur sigma 54, ou RpoN, reconnait les 

séquences -24 (TGGCA) et -12 (TGCA) par rapport au site de transcription et 

nécessite la protéine EBP (enhancer binding protein) (Dixon and Kahn, 2004) (figure 

53). Des séquences consensus du facteur RpoN ainsi que les gènes codant pour la 

protéine EBP putative, nommée Sfa (sigma factor activation) ont été retrouvés au 

niveau des clusters H2- et H3-T6SS (Bernard et al., 2011). Sana et collaborateurs ont 

montré que le facteur sigma 54 permet d’activer l’expression des gènes du cluster droit 

du H3-T6SS et réprime l’expression des gènes du cluster H2-T6SS et du cluster 

gauche du H3-T6SS (Sana et al., 2013). De plus, les auteurs ont montré que 

l’expression des gènes du cluster Hβ-T6SS était dépendante de la protéine Sfa2 

(protéine EBP putative) alors que le H3-T6SS ne nécessite pas la présence de Sfa3. 

En effet, Sfa2 contribue à la répression du H2-T6SS par RpoN (Sana et al., 2013). 

 

 

Figure 53: Schéma représentant la régulation des gènes par le facteur sigma RpoN. (Dixon and 
Kahn, 2004). A) Le facteur à fonction extracytoplasmique RpoN (en orange) se fixe sur l’ARN-
polymérase ADN-dépendante (en rouge), permettant ainsi une fixation spécifique sur la région 
promotrice (le site consensus -24 et -1β est représenté par les rectangles jaunes). B) L’initiation de la 
transcription nécessite la protéine EBP, qui une fois phosphorylée, va se fixer sur le site UAS (upstream 
activating sequence) et va interagir avec l’holoenzyme (formant alors une boucle). La protéine de liaison 
à l’ADN IHF (integration host factor) facilite également la formation de cette boucle. C) Initiation de la 
transcription suite à la formation de l’œil de transcription. 

 



 

92 
 

Introduction 

Cependant, le système Gac/Rsm (développé ci-après) est impliqué dans 

l’activation de l’expression des gènes du Hγ-T6SS. Le facteur RpoN inhibe également 

l’expression du gène gacA (Heurlier et al., 2003), et donc par conséquent l’expression 

du H3-T6SS (Sana et al., 2013). 

 

ii. Régulation via le facteur transcriptionnel Amrz 

 

Le facteur transcriptionnel AmrZ (alginate and motility regulator Z) est un régulateur 

global qui active notamment la transcription des gènes dont l’expression conduit à la 

production des alginates et de gènes dont l’expression permet la mobilité de type 

« twitching ». AmrZ réprime aussi la transcription des gènes flagellaires (flgG, fleQ…) 

et la production de c-di-GMP (Jones et al., 2014b). AmrZ réprime la transcription des 

gènes du H2-T6SS mais active l’expression des gènes du H1- et H3-T6SS (Allsopp et 

al., 2017).  

 

iii. Régulation via le système Fur 

 

Le régulateur Fur (ferric uptake regulator) est impliqué dans l’expression de 

nombreux gènes et est activé lors d’une carence en fer, élément indispensable aux 

bactéries. En présence de fer, ces ions se complexent avec le répresseur Fur, ce 

complexe se fixe au niveau du site consensus -35 et -10, empêchant ainsi la fixation 

de l’ARN-polymérase ADN-dépendante et la transcription des gènes du régulon Fur 

(ensemble de gènes dont l’expression est contrôlée par le régulateur Fur) (figure 54) 

(Troxell and Hassan, 2013). En cas de carence de fer, le répresseur Fur ne fixe pas 

sur le site consensus, laissant le libre accès à l’ARN-polymérase, autorisant alors la 

transcription du ou des gènes (comme par exemple ceux dont l’expression permet la 

synthèse des sidérophores impliqués dans l’acquisition du fer). En condition limitante 

en fer, l’expression des gènes du cluster Hβ-T6SS est activée de manière Fur-

dépendante (Sana et al., 2012). De plus, le H3-T6SS est impliqué dans l’acquisition 

d’ion Fe3+ par l’intermédiaire de l’effecteur TseF (Lin et al., 2017) (développé ci-après 

dans le chapitre rôle du SST6). 
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Figure 54: Modèle d’action du répresseur Fur. Adapté de (Troxell and Hassan, 2013). Lors d’une 
carence en fer (condition « iron poor »), la molécule ApoFur (représentée par les rectangles blancs) non 
complexée aux ions Fe2+ ne se fixe pas sur la séquence consensus -35 et -10. L’ARN polymérase (en 
bleu) peut alors se fixer sur la région promotrice, permettant la transcription du régulon. En condition 
non carencée (condition « iron replete »), les ions Fe2+ se complexent avec Fur et se fixent au niveau 
du FBS (Fur binding site, en vert) empêchant ainsi l’ARN-polymérase de se fixer sur la région promotrice 
(boîtes -35 et -10, en blanc) et donc l’expression du régulon. 

 

iv. Régulation par un régulateur transcriptionnel de type LysR 

 

Le facteur transcriptionnel de type LysR PA3225 de P. aeruginosa PA14 interagit 

avec la région promotrice de l’opéron tssABC1 (H1-T6SS) (Hall et al., 2017). 

Cependant, la délétion du gène PA3225 induit une faible diminution de l’expression du 

gène tssA1 des bactéries à l’état planctonique (et non significatif en condition de 

biofilm). Ceci peut être expliqué par les régulations multiples auxquelles le cluster H1-

T6SS est soumis. Le mécanisme fin de régulation reste encore non élucidé. PA3225 

agit également comme un répresseur transcriptionnel des gènes dont l’expression 

intervient dans le mécanisme de résistance aux antibiotiques.  

 

v. Régulation par le quorum sensing 

 

Le quorum sensing (QS) est un moyen de communication qui contrôle l’expression 

de gènes de manière coordonnée au sein d’une population bactérienne. La quantité 

de ces molécules est proportionnelle à la population bactérienne. Au-delà d’un seuil 

critique, les bactéries peuvent synchroniser leur métabolisme et ainsi coordonner la 
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production de facteurs de virulence. Les facteurs transcriptionnels LasR et PqsR 

(PqsR a été par le passé appelé MvfR pour Multiple virulence factor regulator) 

augmentent l’expression des gènes des clusters Hβ- et H3-T6SS (Lesic et al., 2009). 

A l’inverse, LasR et MvfR répriment l’expression des gènes du H1-T6SS. Il semblerait 

également que les systèmes du quorum Las et Rhl contrôlent directement l’expression 

des gènes du H2-T6SS (Sana et al., 2012). 

 

b) Régulation post-transcriptionnelle 

 

Cette régulation est dépendante du système à deux composants (TCST) 

GacS/GacA (Gac : global activation of antibiotic and cyanide synthesis) (figure 55). 

Les TCST sont essentiels dans l’adaptation, puisqu’ils sont impliqués dans la 

perception et l’internalisation de signaux extérieurs vers le cytoplasme. En effet, le 

senseur GacS perçoit un signal de l’environnement et va phosphoryler le régulateur 

(« response regulator ») par phototransfert (phosphate transféré du senseur au 

régulateur de réponse) (Lapouge et al., 2008). Une fois phosphorylé, GacA va activer 

la transcription des gènes codant pour des petits ARNs régulateurs RsmY et RsmZ, 

qui vont séquestrer la protéine RsmA (Rsm : Regulator of secondary metabolite). 

RsmA est un répresseur traductionnel qui se fixe sur les ARNm cibles, empêchant 

ainsi l’accès aux ribosomes. RsmY et RsmZ en se liant à RsmA vont « libérer » les 

ARNm qui vont pouvoir être traduits en protéine. Mais ce système est plus complexe, 

puisqu’il est également contrôlé par deux senseurs hybrides kinases : RetS (regulator 

of exopolysaccharide and type III secretion) et LadS (lost adherence) (Bernard et al., 

2010; Chen et al., 2015; Goodman et al., 2004; Mougous et al., 2006). L’hybride 

senseur kinase RetS diminue la transcription des ARNs RsmY et RsmZ en inhibant la 

cascade phosphorelay GacS/GacA (Goodman et al., 2004) ; a contrario LadS 

augmente la phosphorylation de GacA (augmentant ainsi le taux de RsmY et RsmZ) 

(Chen et al., 2015). C’est d’ailleurs pour cette raison que les études portant sur le H1-

T6SS chez P. aeruginosa s’effectuent majoritairement sur un mutant retS et non pas 

sur la souche sauvage, afin d’améliorer l’activation du SST6 (Hood et al., 2010; 

Mougous et al., 2006).  
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Figure 55: Régulation de la transition entre les modes de vies de P. aeruginosa. (Moscoso et al., 
2011). Les deux modes de vies de type infection aigüe ou chronique de P. aeruginosa sont contrôlés à 
la fois par RetS et le c-di-GMP. Une augmentation artificielle de c-di-GMP suite à la surproduction de la 
diguanylate cyclase (ou diminution par la phosphodiestérase) favorise la formation de biofilm et 
l’activation du SST6. Les flèches en pointillés indiquent un mécanisme d’action inconnu. 

 

La voie de signalisation HptB (histidine phototransfert) influence également le taux 

de RsmY (Bordi et al., 2010; Valentini et al., 2016) (figure 56). En effet, lorsque HptR 

n’est pas phosphorylée, cette protéine possède une activité kinase, qui va 

phosphoryler HptA (Valentini et al., 2016). Une fois phosphorylée, HptA va interagir 

avec la diguanylate cyclase HsbD, augmentant ainsi le taux de c-di-GMP et de RsmY. 

La protéine HptB peut être phosphorylée par trois senseurs kinase : PA1611, SagS ou 

EcrS’, et va transférer le groupement phosphate sur le domaine receveur de HptR. 

Cependant, lorsque HptR est phosphorylée, cette protéine possède une activité 

phosphatase qui par conséquent empêche la phosphorylation de HptA. Par ailleurs, 

HptR non phosphorylée va déphosphoryler l’anti-antisigma HptA qui sera ainsi libéré 

et pourra séquestrer l’antisigma FlgM. Cette séquestration de FlgM aboutira à la 

libération du facteur sigma FliA, activant ainsi la mobilité de type « swimming » et 

« swarming ». 
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Figure 56: Modèle représentant la voie de signalisation HptB chez P. aeruginosa. (Valentini et al., 
2016). Les trois senseurs kinase PA1611, SagS ou ErcS’ vont phosphoryler et activer HptB qui va à 
son tour transférer le phosphate sur le domaine receveur de HsbR (HptR-P). La phosphorylation de 
HsbR va réprimer son activité kinase et activer sa fonction phosphatase, déphosphorylant ainsi l’anti-
anti-sigma HsbA. La protéine HsbA phosphorylée interagit avec HsbD, augmentant ainsi le taux du 
second messager c-di-GMP et de l’ARN de régulation RsmY. ℗ : phosporylation et de-℗ : 
déphosphorylation. 

 

Il a été montré que la présence d’autres bactéries compétitrices permettent 

l’activation du H1-T6SS de P. aeruginosa, et ce phénomène est appelé PARA 

(Pseudomonas aeruginosa response to antagonism) (LeRoux et al., 2015). Cette 

réponse est indépendante de la voie de phosphorylation des thréonines (TPP : 

threonine phosphorylation pathway, développé ci-après) et ce mécanisme de défense 

requiert la voie de signalisation Gac/Rsm. Ainsi, les lysats provenant de P. aeruginosa, 

ayant subi une lyse suite à l’agression d’une bactérie compétitrice, servent de signal 

pour la stimulation du H1-T6SS via la voie Gac/Rsm (LeRoux et al., 2015). Ce 

mécanisme serait un mécanisme de défense, capable de percevoir un danger (lyse de 

bactérie isogénique) et d’activer le SST6 afin de tuer l’antagonisme (figure 57). Ce 

modèle montre l’adaptation des Pseudomonas dans l’environnement : la bactérie 

n’active son SST6 que lors de la présence d’un agent compétiteur, suite à la perception 

des dommages d’une bactérie isogénique.  
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Figure 57: Modèle du mécanisme PARA (Pseudomonas aeruginosa response to antagonism). 
Adapté de (LeRoux et al., 2015). 1) Une bactérie compétitrice (figurant en marron) lyse P. aeruginosa 
(représentée en vert), 2) libérant ainsi le contenu cytoplasmique (lysat) de P. aeruginosa. 3) Les signaux 
de danger présents dans le milieu extracellulaire activent la voie de signalisation Gac/Rsm, activant 
ainsi les facteurs de compétition de P. aeruginosa (H1-T6SS, cyanure d’hydrogène…). 4) Pseudomonas 
aeruginosa tue alors la bactérie compétitrice suite à l’agression d’une cellule soeur. 

 

Le répresseur traductionnel RsmA contrôle de manière négative l’assemblage des 

trois SST6 chez P. aeruginosa (H1-, H2- et H3-T6SS), en empêchant la traduction des 

ARNm (Allsopp et al., 2017). Des sites de liaisons putatifs ont été identifiés en amont 

du codon start des ARNm correspondant à l’expression de tssA1 (H1-T6SS), tssA2 

(H2-T6SS) et tssB3 (H3-T6SS) (figure 58). En activant l’expression des ARNs RsmY 

et RsmZ, la voie Gac/Rsm permet de lever la répression de la traduction des ARNm 

du SST6 exercée par la protéine RsmA.  

 

Figure 58: Prédiction des sites de liaison de RsmA sur les ARNm. (Allsopp et al., 2017). Les cercles 
bleus correspondent au site de liaison putatif, la ligne verte au motif GGA, les lettres encadrées en 
rouge représentent le codon start et les sites de liaison des ribosomes (RBS : ribosome binding site) 
sont soulignés en noir. 
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c) Régulation par le second messager c-di-GMP 

 

Le di-GMP cyclique (c-di-GMP) est un second messager qui contrôle le 

comportement et coordonne le mode de vie bactérien, dont le biofilm (Valentini and 

Filloux, 2016) (figure 59). La concentration intracellulaire en c-di-GMP est contrôlée 

par l’activité des diguanylate cyclases (DGC, qui augmentent le taux de c-di-GMP) et 

par les phosphodiestérases (PDE, qui dégradent le c-di-GMP). Le taux de c-di-GMP 

est faible lorsque la bactérie est à l’état planctonique. L’augmentation de c-di-GMP 

permet la transition du mode planctonique au mode sessile (bactérie attachée sur une 

surface, non libre), en inhibant la formation du flagelle et favorise la formation de 

biofilm.  

 

Figure 59: Systèmes à deux composants et c-di-GMP dans la formation de biofilm chez P. 
aeruginosa. (Valentini and Filloux, 2016). Les différents états physiologiques de la bactérie sont 
représentés : contour vert de la bactérie : état planctonique, contour noir : formation de biofilm et contour 
rouge : bactérie dispersive. Les étapes de formation de biofilm (attachement de la bactérie sur une 
surface, formation de micro-colonie, maturation du biofilm en structure de type « mushroom » et 
dispersion) et le gradient de c-di-GMP intracellulaire sont représentés (du moins au plus concentré : * à 
****). Les diguanylate cyclases (DGC) figurent en vert, les phosphodiestérases (PDE) en rouge et les 
récepteurs/effecteurs du c-di-GMP sont représentés en bleu. 

 

Une surexpression du gène codant pour la diguanylate cyclase WspR 

(augmentation artificielle de c-di-GMP) favorise la formation de biofilm et l’activation 

de SST6 (Moscoso et al., 2011). A l’inverse, la surproduction de la phosphodiestérase 
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PA2133 (dégradation du taux de c-di-GMP) entraîne l’activation du SSTγ et favorise 

la mobilité. Chez P. aeruginosa, le taux de c-di-GMP contrôle le SST3 (actif à faible 

concentration de c-di-GMP lors d’infection aigue) et le SST6 (actif lors d’une 

concentration plus élevée en c-di-GMP lors d’infection chronique) (figure 55). Le taux 

de c-di-GMP est corrélé au type d’infection de P. aeruginosa : un faible taux 

intracellulaire de ce second messager favorise l’infection aigüe et a contrario, un taux 

plus élevé favorise l’infection chronique. 

 

d) Régulation post-traductionnelle 

 

La régulation est dépendante de la voie de phosphorylation des thréonines (TPP : 

threonin phosphorylation pathway) sous contrôle de la cascade TagQRST et des 

protéines PpkA, Fha1 et PppA (figure 60). La cascade de signalisation TagQRST 

permet de percevoir l’attaque suite à une perturbation de la paroi bactérienne (Basler 

et al., 2013; Casabona et al., 2013; Ho et al., 2013). En effet, l’altération de la 

membrane bactérienne, induite par la polymyxine B, provoque l’activation du SST6 

(Ho et al., 2013). Cette cascade de phosphorylation est liée à la présence d’un 

complexe ABC transporteur ancré dans la membrane interne (TagS et TagT), de la 

lipoprotéine de membrane externe TagQ et de la protéine associée à la membrane 

externe TagR (Casabona et al., 2013). La lipoprotéine TagQ est indispensable au 

recrutement et à la localisation de la protéine TagR au niveau de la membrane externe 

(Casabona et al., 2013). La protéine TagR est ensuite requise pour l’activation de la 

protéine kinase PpkA, en induisant probablement la dimérisation de PpkA, entraînant 

ainsi l’autophosphorylation de cette protéine kinase (Hsu et al., 2009).  

Une fois phosphorylée, la protéine Ppka, qui est associée à la membrane interne, 

va transférer le groupement phosphate sur la protéine cytoplasmique Fha1 (forkhead-

associated protein) (Hsu et al., 2009). Lorsque Fha1 est phosphorylée, cette dernière 

va pouvoir activer l’assemblage du H1-T6SS. L’action de la phosphatase PppA permet 

de déphosphoryler Fha1, empêchant alors l’assemblage du H1-T6SS. Dans ce cas, le 

H1-T6SS est contrôlé au niveau post-traductionnel par l’intermédiaire de la protéine 

kinase Ppka, de la protéine Fha1, de la protéine phosphatase PppA et de la cascade 

de phosphorylation TagQRST.  
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Figure 60: Régulation post-traductionnelle du H1-T6SS par la voie de phosphorylation des 
thréonines. (Cianfanelli et al., 2016). L’activation de la cascade TagQRST (éclair blanc), entraînant 
l’autophosphorylation de la protéine kinase PpkA permet de phosphoryler Fha1. La protéine Fha1 
phosphorylée va ensuite interagir avec les composants du H1-T6SS et permettre d’activer ce SST6. 
IM : membrane interne ; OM : membrane externe ; PG ; peptidoglycane ; Pi : phosphate inorganique ; 
P : groupement phosphate. 

 

Cette cascade de régulation intervient suite à la perception d’une agression (via un 

SST6) d’une souche antagoniste et permet d’assembler le SST6 à l’endroit même de 

l’attaque (Basler et al., 2013). Je développerai cet aspect dans le chapitre portant sur 

la réponse bactérienne de type « Tit-for-Tat ».  

La régulation des différents clusters de P.aeruginosa est complexe et fait intervenir 

de nombreux régulateurs, modulant l’activité du SST6 notamment par des régulations 

au niveau transcriptionnel, post-transcriptionnel et post-traductionnel. Ce niveau de 

complexité suggère différents rôles du SST6 qui est régulé selon l’environnement de 

la bactérie, permettant ainsi de s’adapter, de coloniser et de persister au sein d’une 

niche écologique. 
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4) Rôles du SST6 

 

Le SST6 n’est pas uniquement associé à l’activité antibactérienne et à la virulence 

envers les cellules eucaryotes. A l’heure actuelle, il a été montré que de nombreuses 

bactéries possèdent une activité antibactérienne (Hood et al., 2017) (figure 61). Dans 

cette partie, je citerai de nombreuses fonctions attribuées au SST6, à la fois dans la 

compétition interbactérienne et la pathogénie mais également dans son implication 

dans l’acquisition d’ions dans l’environnement, le comportement social et la formation 

de biofilm (figure 62). Bien sûr, cette liste n’est pas exhaustive mais donne un aperçu 

général des rôles du SST6. Le SST6 de Pseudomonas fluorescens MFE01 étant 

fortement impliqué dans l’activité bactéricide et non dans la virulence envers des 

cellules eucaryotes, je développerai d’avantage le rôle du SST6 dans la compétition 

bactérienne.  

 

 

Figure 61: Découvertes chronologiques des diverses espèces bactériennes possédant une 
activité bactéricide via le SST6. Adapté de (Hood et al., 2017). 
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Figure 62: Les principaux rôles du SST6. (non publié). 
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1 μ L’activité antibactérienne exercée par le SST6 (Pseudomonas fluorescens MFE01 et Pseudomonas 
putida KT2440) permet de protéger la plante contre des phytopathogènes (Bernal et al., 2017; Decoin 
et al., 2014). 

2 : Les toxines de type Tae (Type VI amidase effector) et Tge (Type VI glycoside hydrolase effector) 
permettent de cliver certaines liaisons du peptidoglycane et induisent la mort cellulaire suite à une 
déformation de la bactérie cible. Ces toxines ont tout d’abord été découvertes chez Pseudomonas 
aeruginosa puis mises en évidence chez d’autres bactéries (Decoin et al., 2014; Durand et al., 2014; 
English et al., 2012; Hood et al., 2010; Russell et al., 2011, 2012; Whitney et al., 2013).  

3 : Les toxines de type Tde (Type VI DNAse effector) dégradent les acides nucléiques, induisant la mort 
cellulaire. Ces effecteurs ont été découverts chez Agrobacterium tumefaciens mais aussi chez Dickeya 
dadantii (Koskiniemi et al., 2013; Ma et al., 2014).  

4 : Les toxines de type Tle (Type VI lipase effector) dégradent les lipides des cellules eucaryotes et 
procaryotes (« trans-kingdom ») (Bleves et al., 2014; Jiang et al., 2014, 2016; Russell et al., 2013). Les 
phospholipases PldA et PldB interagissent avec la voie PI3K (phosphoinositide 3-kinase)/Akt pathway 
et sont impliquées dans l’internalisation de Pseudomonas aeruginosa (Sana et al., 2016a).  

5 : Des protéines VgrG possèdent des extensions C-terminales avec un domaine actin-crosslinking 
(ACD) ou un domaine ADP-ribosyltransferase (ADPRT) et sont impliquées dans le remodelage de 
l’actine. Ces effecteurs sont notamment impliqués dans l’inhibition de la phagocytose chez Vibrio 
cholerae (Ma et al., 2009a; Satchell, 2009). Le remodelage du cytosquelette permet entre autre 
l’internalisation. D’autres effecteurs peuvent interagir avec le centre de nucléation des microtubules 
ȖTuRC et permettre l’internalisation de Pseudomonas aeruginosa (Sana et al., 2015, 2016a).  

6 μ Le SST6 d’Helicobacter hepaticus créerait un environnement immunitaire « tolérant » et entrainerait 
une symbiose entre la bactérie et l’hôte (Chow and Mazmanian, 2010).  

7 : Le stress oxydatif active le SST6 de Burkholderia thailandensis et Yersinia pseudotuberculosis 
permettant ainsi l’acquisition des ions Mn2+ et Zn2+, respectivement. Ces ions interviennent dans la 
résistance au stress oxydatif lors de la phagocytose (Wang et al., 2015; Si et al., 2017a). 

8 : Le SST6 des souches non toxigéniques de Bacteroides fragilis a un rôle dans la compétition vis-à-
vis des souches de B. fragilis entéro-toxigéniques et offre alors une protection de l’intestin contre la 
colonisation de souches pathogènes (Sana et al., 2017;Hecht et al., 2016).  

9 : Certains effecteurs du SST6 sont sécrétés dans le milieu extracellulaire et sont liés à l’acquisition 
d’ions (Fe3+ et Zn2+), éléments indispensables à la croissance bactérienne (Si et al., 2017b).  

10 : Le SST6 de Pseudomonas fluorescens MFE01 assure la sécrétion, par l’intermédiaire de la protéine 
Hcp1, de un ou plusieurs effecteurs qui inhiberaient l’assemblage du flagelle. (Decoin et al., 2015).  

11 μ Le SST6 intervient dans la lyse de bactérie compétitrice, libérant ainsi de l’ADN chromosomique 
qui sera assimilé par la « DNA-uptake machinery » chez Vibrio cholerae compétente (Blokesch, 2015; 
Borgeaud et al., 2015; Thomas et al., 2017). 

12 : Le SST6 joue un rôle dans la formation (de Pace et al., 2011; Tian et al., 2015; Weber et al., 2016; 
Zhang et al., 2014) et dans la maturation de biofilm (Gallique et al., 2017a) mais également dans la 
compétition au sein d’un biofilm (Gallique et al., 2017a).  

13 : La protéine IdsD, sécrétée par le SST6 de Proteus mirabilis, interagit avec IdsE d’une autre souche 
et l’interaction spécifique entre ces deux protéines permet de reconnaitre une souche de même parenté 
(Alteri et al., 2013; Cardarelli et al., 2015; Wenren et al., 2013). 

14 : Pseudomonas aeruginosa peut percevoir la perforation d’une autre P. aeruginosa et activer à son 
tour son SST6. Cette activation locale est appelée « T6SS dueling » (Basler and Mekalanos, 2012).  

15 : Certains composants du SST6, tels que les protéines Hcp, VgrG ou bien les effecteurs, peuvent 
être recyclés entre les bactéries isogéniques (Vettiger and Basler, 2016).  

16 : Pseudomonas aeruginosa peut percevoir la présence d’un agresseur via la réponse PARA 
(libération de débris cellulaire d’une bactérie isogénique) ou suite à une perforation par un SST6 d’une 
souche compétitrice (« Tit-for-Tat »). Suite à la perception de cette agression, P. aeruginosa active son 
SST6 afin d’éliminer la bactérie compétitrice (Basler et al., 2013; LeRoux et al., 2015). 
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a) La compétition interbactérienne 

 

Beaucoup d’études portent sur les systèmes de sécrétion de type VI du pathogène 

opportuniste P. aeruginosa. Chez ce pathogène opportuniste, pour rappel, il existe 

trois clusters du SST6 (notés H1- à H3-T6SS) codant pour trois appareils de SST6. 

Alors que le H1-T6SS est impliqué dans l’activité antibactérienne (Hood et al., 2010), 

le H2- et H3-T6SS sont impliqués à la fois dans la virulence envers les cellules 

eucaryotes et l’activité antibactérienne (Lesic et al., 2009; Sana et al., 2012, 2015). 

 

i. Implication des toxines ciblant le peptidoglycane dans l’activité antibactérienne 

 

Découvert pour la première fois chez P. aeruginosa, les toxines Tse1 (ou Tae1PA) 

et Tse3 (ou Tge1PA), délivrées par le H1-T6SS exercent des activités hydrolytiques de 

type amidase et muramidase sur le peptidoglycane, respectivement (Russell et al., 

2011) (figure 63) (Tse : Type VI secretion exported). Les toxines sont classées selon 

la nature de leur activité enzymatique.  

Les Tae (Type VI secretion amidase effector) qui clivent les liaisons peptidiques 

sont classées en quatre sous-catégories notées Tae1-4 (Durand et al., 2014; Russell 

et al., 2012) alors que les Tge (Type VI secretion glycoside hydrolase effector) clivent 

les liaisons osidiques ȕ1-4 entre le résidu N-acétyl-glucosamine (GlcNAc) et l'acide N-

acétyl-muramique (MurNAc) et sont classées en trois sous-catégories notées Tge1-3 

(Durand et al., 2014; Whitney et al., 2013). Les protéines d’immunité permettent 

d’inhiber l’activité toxique par interaction directe et sont appelées Tai et Tgi, 

respectivement à la catégorie de la toxine correspondante (Tae ou Tge). Les protéines 

d’immunité ont un rôle essentiel, puisque ces protéines évitent l’auto-intoxication, 

c’est-à-dire l’action toxique de l’effecteur entre les cellules sœurs (isogénique). Par 

exemple, les bactéries isogéniques peuvent s’affronter, mécanisme appelé 

« dueling », comme c’est le cas chez P. aeruginosa (Basler and Mekalanos, 2012) et 

résister à l’injection des toxines injectées par leur cellules soeurs. C’est d’ailleurs sur 

ce principe que repose l’identification de protéines d’immunité par les méthodes de 

mutagénèse aléatoire Tn-Seq (Transposon mutagenesis and deep sequencing) (Dong 

et al., 2013).  

https://fr.wikipedia.org/wiki/N-ac%C3%A9tyl-glucosamine
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Figure 63: Structure et fonction des toxines délivrées par le SST6 ciblant le peptidoglycane. 
(Durand et al., 2014). Représentation schématique des liaisons cibles (flèches rouges) des toxines de 
type Tae et Tge sur les chaines peptidiques et osidiques du peptidoglycane. Les structures par 
cristallographie des couples toxines/antitoxines sont affichées en haut et à droite. Les toxines sont 
représentées en gris et leur site catalytique en rouge alors que leurs protéines d’immunité respectives 
figurent en bleu. GlcNac : acide N-acétyl-D-glucosamine ; MurNAc : acide N-acétyl-muramique ; mDAP : 
acide méso-diaminopimélique ; Tge : Type VI secretion glycoside hydrolase effector et Tae : Type VI 
secretion amidase effector. 

 

Il est important de noter que la région périplasmique est très fine (environ 10-25 

nm) (Van Wielink and Duine, 1990). Par conséquent, les toxines devraient être plus 

facilement délivrées dans le cytoplasme que dans le périplasme (Ho et al., 2017). Ainsi 

on peut poser la question suivante: comment une toxine ciblant le périplasme, délivrée 

dans le mauvais compartiment cellulaire de la bactérie cible, arrive-t-elle à atteindre le 

périplasme? On peut postuler que le peptidoglycane est bien trop rigide pour que le 

SST6 puisse entièrement perforer la paroi bactérienne (le trimère VgrG serait stoppé 

au niveau du peptidoglycane) et donc les toxines seraient bien délivrées directement 

dans le bon compartiment. Mais il est envisageable que le SST6 injecte la toxine dans 

le cytoplasme et que cet effecteur puisse atteindre la région périplasmique suite à la 

perforation de la membrane provoquée par le SST6. Très récemment, Ho et 

collaborateurs ont montré que l’effecteur VgrGγ de Vibrio cholerae, qui dégrade le 
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peptidoglycane, possède une région de liaison (linker) similaire (mais légèrement 

différente) au peptide signal TAT (twin-arginine translocation pathway). Ce domaine 

est localisé entre le « core » de la protéine VgrG (région N-terminale correspondant à 

la partie gp27-gp5) et le domaine C-terminal toxique (Ho et al., 2017). Malgré l’injection 

de l’effecteur VgrGγ dans le cytoplasme de la bactérie cible, cette toxine, via cette 

région « linker », peut alors atteindre le périplasme. Cependant, l’inactivation du 

système de translocation TAT n’empêche pas la cytotoxicité de VgrGγ, suggérant que 

cet effecteur atteint le périplasme indépendamment du système TAT. Il est probable 

que ce domaine « linker » posséderait une activité permettant la pénétration de la 

membrane interne et puisse donc « s’auto-transporter » à travers la membrane, c’est-

à-dire indépendamment de tout système de translocation bactérien.  

De même, il s’avère que la région N-terminale de TseL (effecteur de type lipase de 

V. cholerae) joue un rôle essentiel dans l’arrivée de la toxine dans le périplasme car 

les lipases dégradent les lipides aux interfaces périplasme-membranes (Durand et al., 

2014; Russell et al., 2013). En ce qui concerne l’antitoxine de TseL, cette protéine 

d’immunité serait transportée à travers la membrane interne via le système Sec 

(prédiction d’un signal de sécrétion), permettant ainsi à l’antitoxine d’atteindre le 

périplasme (Ho et al., 2017). 

Chez P. aeruginosa, les effecteurs Tse1, Tse3, Tse4 et Tse5 ciblent le périplasme 

(Russell et al., 2011; Whitney et al., 2014). Chez Vibrio cholerae, VgrG3 possède un 

domaine à activité muramidase qui dégrade le peptidoglycane et la protéine 

d’immunité TsiVγ permet de neutraliser cette activité hydrolytique sur la souche 

productrice (Yang et al., 2014b). Chez Serratia marcescens, les effecteurs de type 

amidase Ssp1 (Tae4.1SM) et Ssp2 (Tae4.2SM) sont sécrétées par le SST6 et 

neutralisés par les protéines d’immunité Rap1a (Tai4.1aSM) et Rap2a (Tai4.2aSM) 

(English et al., 2012). La protéine Hcp2 de la souche P. fluorescens MFE01 permettrait 

également de sécréter une ou des toxines de type amidase. En effet, la production des 

protéines d’immunité Rap1a et Rap1b (de Serratia marcescens) permet de protéger la 

souche d’Escherichia coli de l’activité antibactérienne de MFE01 exercée via la 

protéine Hcp2 (Decoin et al., 2014; English et al., 2012). La protéine Hcp3 de la souche 

MFE01 est impliquée dans l’activité antibactérienne, et l’étude in silico révèle 

l’existence de gènes codant pour des putatives toxines de type NUDIX hydrolase et 

amidase (Gallique et al., 2017a). 



 

107 
 

Introduction 

Certains effecteurs appelés Tde (Type VI secretion DNase effector) ciblent les 

acides nucléiques et sont impliqués dans l’activité antibactérienne. Le phytopathogène 

Dickeya dadantii délivre par l’intermédiaire de protéines VgrG, les effecteurs RhsA et 

RhsB (de type Rhs) qui dégradent l’ADN (Koskiniemi et al., 2013). Agrobacterium 

tumefaciens produit deux toxines Tde1 (Atu4350) et Tde2 (Atu3640) présentant une 

activité nucléase et impliquées dans l’activité antibactérienne qui donne un avantage 

compétitif dans la colonisation de la plante de tabac Nicotiana benthamiana (Ma et al., 

2014). La souche Pseudomonas putida KT2440 possède une multitude d’effecteurs 

dont Tke2 et Tke4 qui présentent au niveau de leur extrémité C-terminale un domaine 

cytotoxique appartenant à la famille des HNH nucléases (Bernal et al., 2017). 

 

ii. Implication du SST6 dans la protection des plantes 

 

Pectobacterium atrosepticum est un phytopathogène responsable de la pourriture 

molle du tubercule de pomme de terre. En 2014, Decoin et collaborateurs ont montrés 

que la souche P. fluorescens MFE01 exerce une activité antibactérienne via un SST6 

fonctionnel contre un large spectre bactérien, dont P. atrosepticum et P. aeruginosa 

H103 (Decoin et al., 2014). La souche non pathogène MFE01 permet de protéger le 

tubercule de pomme de terre (rhizosphère) du phytopathogène P. atrosepticum en 

compétition in planta via l’activité antibactérienne associée à la protéine Hcpβ en 

relation avec le SST6. La protéine Hcpβ permettrait la sécrétion d’une toxine qui 

ciblerait le peptidoglycane. De plus, MFE01 protège également la feuille d’endive 

(phyllosphère) de la macération provoquée par P. aeruginosa H103. Pour la première 

fois, les auteurs ont mis en évidence l’importance du SST6 dans la protection d’une 

plante contre un phytopathogène et donc le potentiel rôle du SST6 dans l’activité 

PGPR (plant growth promoting rhizobacterium). La souche de biocontrôle 

Pseudomonas putida KT2440 possède trois clusters codant pour la machinerie de 

SST6 (notés K1-, K2- et K3-T6SS) ainsi que 10 couples toxines-protéines d’immunité 

(notés Tke-Tki, pour Type six KT2440 effector and immunity) (Bernal et al., 2017). Le 

K1-T6SS est fonctionnel et impliqué dans l’activité antibactérienne contre plusieurs 

phytopathogènes tels que Pseudomonas syringae, Xanthomonas campestris, 

Pectobacterium carotovorum et Agrobacterium tumefaciens. La souche KT2440 
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permet de protéger la feuille de tabac Nicotiana benthamiana contre le 

phytopathogène Xanthomonas campestris en compétition in planta.  

Ryu en β015 a souligné l’implication du SST6 de bactéries symbiotiques et la 

nodulation des racines de pois en mettant en relation deux publications datant de 1997 

et 2003 (Bladergroen et al., 2003; Roest et al., 1997) avec le SST6 (découvert en 

2006) (Ryu, 2015). Par exemple, chez la souche Rhizobium leguminosarum RBL5523, 

l’effecteur RbsB transporté via le SST6 (cluster de gènes appelé imp pour impaired in 

nitrogen fixation) est impliqué dans la fixation d’azote (Bladergroen et al., 2003). 

Cependant, le rôle de RbsB reste à élucider (Ryu, 2015). Le SST6 à la fois impliqué 

dans la colonisation de la plante (décrit chez le phytopathogène A. tumafaciens, Ma et 

al., 2014), la protection de plante par compétition avec des phytopathogènes in planta 

(Bernal et al., 2017; Decoin et al., 2014) et dans la fixation d’azote, exercerait donc un 

rôle important dans l’activité PGPR (Ryu, 2015). 

Alors que le système de sécrétion de type III (SST3) est impliqué dans la virulence 

envers les végétaux, le SST6 au contraire ne semble pas participer directement à cette 

cytotoxicité. En effet, bien que certains phytopathogènes possèdent un SST6, ce 

dernier n’a pas été montré comme impliqué dans la phyto-toxicité. Par exemple, 

Pseudomonas syringae sécrète la protéine Hcpβ qui n’est ni impliquée dans la 

colonisation ni dans la virulence envers la plante (Haapalainen et al., 2012). Chez 

Pectobacterium atrosepticum, l’expression des gènes hcp, vgrG et ceux du cluster du 

SST6 est augmentée lors de la présence d’extraits de pommes de terre (Mattinen et 

al., 2008) mais ne participe pas à la virulence envers le tubercule de pomme de terre. 

Les phytopathogènes Agrobacterium tumefaciens et Dickeya dadantii possèdent aussi 

un SST6 mais il n’est impliqué que dans l’activité antibactérienne via des effecteurs de 

type nucléase (Koskiniemi et al., 2013; Ma et al., 2014). De même, l’inactivation du 

SST6 de Xanthomonas euvesicatoria n’affecte pas la virulence envers les feuilles de 

plante de tomate et de piment (Abendroth et al., 2017). Ces exemples illustrent plutôt 

que si un phytopathogène possède un ou des SST6, ce dernier est impliqué dans la 

compétition bactérienne et non dans la virulence envers les végétaux.  

Cependant, le SST6 de ces phytopathogènes peut être considéré comme un 

facteur indirect dans cette phyto-pathogénicité puisqu’il est impliqué dans l’activité 

antibactérienne. Ainsi en tuant les bactéries protectrices, le phytopathogène peut 

coloniser la plante et ainsi déployer un arsenal (par exemple le SST3) induisant une 
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pathologie chez le végétal. Une bactérie PGPR possédant un SST6 joue alors un rôle 

clef dans la protection de la plante puisque cette bactérie, via ses toxines, peut 

également rentrer en compétition avec les phytopathogènes mais aussi résister aux 

autres bactéries via ses antitoxines. 

 

iii. Implication du SST6 dans la compétition interbactérienne au sein d’un biofilm 

 

Le biofilm est une communauté microbienne englobée dans une matrice 

protectrice. Les bactéries dans l’environnement sont très souvent retrouvées dans ce 

type de structure, et notamment les PGPR, dont Bacillus subtilis, au niveau des racines 

de plantes (Rudrappa et al., 2007). Ces biofilms sont souvent multi-espèces (Yang et 

al., 2011). Au sein même d’un biofilm, il existe des interactions entre les micro-

organismes qui entretiennent un remodelage dynamique de la communauté 

microbienne (communication, coopération et compétition) (Flemming et al., 2016). 

Dans l’environnement, les bactéries sont majoritairement retrouvées au sein d’un 

biofilm et très rarement sous forme planctonique (Giaouris et al., 2015). En effet, le 

biofilm offre de nombreux avantages comme, par exemple, une protection contre le 

dessèchement mais aussi dans la capture de nutriments (Flemming et al., 2016). 

Pourtant, la plupart des études mettent en évidence l’implication du SST6 dans 

l’activité antibactérienne entre des bactéries planctoniques, forme de vie bactérienne 

minoritaire dans l’environnement. L’implication du SST6 au sein d’un biofilm mixte a 

été mis en évidence (Gallique et al., 2017a). La souche P. fluorescens MFE01 inhibe, 

via le SST6, la croissance et la prolifération de MFP05, une autre souche de 

Pseudomonas fluorescens, au sein d’un biofilm. Cette étude souligne le rôle du SST6 

dans la compétition interbactérienne au sein d’un biofilm et permettrait ainsi un 

remodelage dynamique de la communauté bactérienne dans ce microenvironnement. 

 

iv. Inhibition de mobilité par le SST6 

 

Certaines études ont mis en relation le SST6 et la mobilité (Decoin et al., 2015; Liu 

et al., 2015; de Pace et al., 2011). En 2011, la mutation du gène icmF (intracellular 

multiplication factor, codant pour la protéine TssM) chez la souche d’E. coli APEC 
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(avian pathogenic Escherichia coli) SEPT362 entraîne la perte de mobilité (de Pace et 

al., 2011). En effet, chez ce mutant icmF, des gènes flagellaires sont sous-exprimés 

notamment flhC, flhD, flgM et fliA. Les auteurs associent la protéine IcmF à plusieurs 

phénotypes tels que l’adhésion, l’invasion des cellules épithéliales, la survie et 

prolifération au sein d’un macrophage, la formation de biofilm et la mobilité. Liu et 

collaborateurs en 2015 ont démontré que le SST6 d’une souche de Citrobacter freundii 

CF74 intervient dans la sécrétion de la flagelline FliC et que la mutation du SST6 

diminue significativement la transcription de gènes flagellaires (fliC, fliD, flgK, flgL, flgM 

et fliT) (Liu et al., 2015). Les mutations des gènes clpV, vgrG et hcp2 diminuent 

également la transcription certains de ces gènes. Ces deux publications mettent en 

évidence l’implication du SST6 dans la mobilité chez des entérobactéries, chez 

lesquelles la régulation du flagelle est différente de celle décrite pour les Pseudomonas 

(classe I-III pour les entérobactéries alors que pour les Pseudomonas : classe I-IV). 

Ces deux articles mettent en évidence que le SST6 est impliqué dans la régulation du 

flagelle et dans la colonisation de ces pathogènes. 

En 2015, nous avons mis en évidence que le SST6 chez Pseudomonas 

fluorescens MFE01 est impliqué dans l’inhibition de mobilité de type « swarming » 

d’une autre souche de P. fluorescens MFN1032 (Decoin et al., 2015). Cette 

immobilisation est spécifique à la protéine Hcp1 alors que les protéines Hcp2 et Hcp3 

sont impliquées dans l’activité antibactérienne (Decoin et al., 2014; Gallique et al., 

2017a). La mutation du gène hcp1 entraîne la perte de mobilité de la souche, 

probablement par l’accumulation de la ou des toxine(s) associée(s) à Hcp1. La délétion 

d’un gène codant pour la machinerie du SST6 (MFE01ΔtssC) entraîne également la 

perte de la capacité de la souche à se déplacer. Au cours de cette étude, nous avons 

suggéré que la perte de mobilité de la souche cible est associée au SST6 et plus 

particulièrement à un ou des effecteurs qui ciblerai(en)t le flagelle. Même si les auteurs 

n’ont pas émis cette hypothèse, il est envisageable que la mutation du SST6 chez E. 

coli EAEC et chez Citrobacter freundii entraîne la perte de mobilité suite à 

l’accumulation d’une toxine « anti-flagelle ». Le flagelle est essentiel à la colonisation 

d’une niche environnementale (Capdevila et al., 2004; De Weger et al., 1987; Liu et 

al., 2015; de Pace et al., 2011). Il est envisageable que l’inhibition de mobilité d’une 

bactérie cible donne un avantage à la bactérie productrice en empêchant la 

colonisation (implication du flagelle) d’un nouveau compétiteur au sein d’un territoire.  
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v. Implication des toxines ciblant les membranes  

 

Les effecteurs transportés par le SST6 ciblent également les membranes. Les 

enzymes appartenant à la famille des phospholipases/lipases, délivrées par le SST6 

sont appelées Tle (Type VI secretion lipase effector) et sont classées en 5 familles 

(Russell et al., 2013). Les lipases Tle1 à Tle4 possèdent un domaine conservé GxSxG 

(motif retrouvé pour la plupart des estérases et lipases) alors que les Tle5 possèdent 

un double motif HxKxxxxD (caractéristique des phospholipases D). La capacité des 

effecteurs de type Tle à cibler une structure conservée chez les cellules eucaryotes et 

les bactéries suggère que ces effecteurs sont à la fois impliqués dans la pathogénie 

et l’activité antibactérienne. Les effecteurs de type Tle peuvent être alors considérés 

comme des « trans-kingdom toxins » (Jiang et al., 2014, 2016). La phospholipase D 

(nommée PldA ou Tle5), sécrétée via le H2-T6SS de P. aeruginosa (impliquée dans 

la virulence des cellules eucaryotes), participe à l’activité antibactérienne par la 

dégradation d’un des composants majoritaires de la membrane bactérienne, le 

phosphatidyléthanolamine (Russell et al., 2013). Les auteurs décrivent également 

d’autres phospholipases présentes chez Vibrio cholerae (de type phospholipase A1, 

nommé PLA1 ou Tle2VC) et chez Burkholderia thailandensis (de type phospholipase 

A2, nommé PLA2 ou Tle1BT) et leur mode d’action (figure 64). Les protéines d’immunité 

Tli (Tli1 à Tli5 selon la famille de l’effecteur) sont potentiellement localisées au niveau 

du peptidoglycane car les gènes tli codent pour des putatives protéines périplasmiques 

ou des lipoprotéines. Il existe d’autres effecteurs ciblant les membranes chez 

Pseudomonas aeruginosa, notamment TplE qui est une toxine possédant une activité 

lipase de type phospholipase A1 (hydrolyse des fonctions esters) et lipolytique 

(dégradation des acides gras). La toxine TplE dégrade les lipides une fois délivrée 

dans le périplasme bactérien et cible également le réticulum endoplasmique des 

cellules eucaryotes de l’hôte (Jiang et al., 2016). PldB, dépendant du H3-T6SS, qui est 

impliqué dans l’activité antibactérienne facilite aussi l’internalisation de P. aeruginosa 

dans les cellules épithéliales humaines (Jiang et al., 2014).  
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Figure 64: Activité des effecteurs de type lipase sur les phospholipides. (Russell et al., 2013) 
Schéma des sites cibles des lipides par les lipases PldA de P. aeruginosa (Tle5PA), PLA1 de Vibrio 
cholerae (Tle2VC) et PLA2 de Burkholderia thailandensis (Tle1BT). 

 

vi. Le SST6, un outil important dans la protection de l’intestin de l’hôte 

 

 Le microbiote de l’intestin est en ensemble dynamique, dépendant des 

capacités colonisatrices et compétitrices des micro-organismes. Les bactéries 

commensales doivent non seulement coloniser l’intestin mais également persister à 

l’arrivée d’organismes compétiteurs, dont des pathogènes.  

 

 

Figure 65: Importance du SST6 dans la protection de l’intestin de la souris contre la colonisation 
d’agents pathogènes. (Hecht et al., 2016) ETBF : Enterotoxigenic Bacteroides fragilis ; NTBF : non‐
toxigenic Bacteroides fragilis et BFT : Bacteroides fragilis toxin. 

 

 Le SST6 permet l’interaction entre les bactéries du microbiote et les 

pathogènes invasifs (Sana et al., 2017) et procure également un avantage dans la 

persistance dans l’intestin en minimisant la compétition nutritionnelle (Wexler et al., 
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2016). Les auteurs montrent que le SST6 permet l’interaction et une sélection entre 

les micro-organismes du microbiote : Bacteroides fragilis est capable in vitro et in vivo 

de cibler d’autres espèces de Bacteroides. Il est estimé une fréquence de 109 

évènements de transmission d’effecteurs par gramme de contenu du colon (Wexler et 

al., 2016). De plus, des analyses génomiques montrent la présence de 130 locus de 

SST6 dans une population de 205 Bacteroidales humains (Coyne et al., 2016) et des 

éléments du SST6 sont transférés entre les Bacteroidales (Coyne et al., 2014). Ces 

données suggèrent une importance capitale du SST6 dans la colonisation et la 

persistance dans l’intestin. Le SST6 joue en rôle important dans la protection de l’hôte 

par les bactéries commensales de l’intestin (Hecht et al., 2016) (figure 65). En effet, 

les souches non toxigéniques Bacteroides fragilis forment une barrière protectrice 

contre la colonisation des souches de B. fragilis entérotoxigénique responsables de 

colites. La compétition entre la souche entérotoxigénique de B. fragilis avec une 

souche non toxigénique, via les effecteurs du SST6, empêche la colonisation et la 

maladie chez un hôte murin. 

 

b) Rôle du SST6 dans la virulence eucaryote 

 

i. Cytotoxicité suite aux remaniements du cytosquelette d’actine 

 

Certaines protéines VgrG possèdent une extension C-terminale comportant un 

domaine effecteur. Par exemple, VgrG-1, sécrétée par Vibrio cholerae V52, possède 

un domaine ACD (actin cross-linking domain) (Ma and Mekalanos, 2010; Pukatzki et 

al., 2007). Le domaine effecteur de VgrG-1 est similaire au domaine ACD de la toxine 

RtxA de V. cholerae (Pukatzki et al., 2007). Le domaine ACD permet de réticuler de 

manière covalente les monomères d’actines entre eux et ainsi de former un filament 

d’actine. VgrG contenant le domaine ACD est sécrétée lorsque la bactérie est 

phagocytée par un macrophage ou par l’amibe Dictyostelium discoideum (Ma and 

Mekalanos, 2010; Ma et al., 2009a) et permet de remodeler le cytosquelette d’actine, 

empêchant le macrophage de phagocyter d’autres bactéries. La bactérie « sacrifiée » 

dans la lumière endosomale empêche ainsi la phagocytose d’autres souches de V. 

cholerae. Dans le cas de Aeromonas hydrophila, la protéine VgrG1 possède un 

domaine ADP-ribosyltransferase (ADPRT) au niveau de l’extension C-terminale 
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(Suarez et al., 2010). L’ADP-ribosylation est une modification post-traductionnelle 

permettant d’ajouter une molécule d’ADP-ribose au niveau de la chaine latérale de 

l’actine. La protéine VgrG, une fois injectée dans le cytoplasme de la cellule eucaryote, 

perturbe le cytosquelette d’actine en modifiant la morphologie des cellules épithéliales 

HeLa (phénotype cellulaire arrondit). VgrG1 déclenche probablement la 

dépolymérisation des filaments d’actine au niveau de la barrière intestinale et 

permettrait l’entrée d’autres facteurs de virulence d’A. hydrophila (Suarez et al., 2010). 

 

ii. Importance du SST6 dans l’internalisation dans les cellules épithéliales 

 

Les effecteurs PldA et PldB possèdent une activité de type phospholipase D 

(possèdent deux domaines catalytiques HxKxxxxD) et sont délivrées via le H2-T6SS 

et le H3-T6SS de P. aeruginosa, respectivement (Jiang et al., 2014; Sana et al., 2012, 

2015).  

En plus de cibler le périplasme bactérien, ces effecteurs facilitent l’invasion 

intracellulaire des cellules eucaryotes de l’hôte en activant la voie PI3K/Akt (voie de 

signalisation intracellulaire) (Jiang et al., 2014; Sana et al., 2012). L’activité 

enzymatique de type phospholipase D de PldA et PldB, génére ainsi de l’acide 

phosphatique et contribue au phénotype invasive de P. aeruginosa. Ces deux 

effecteurs interagissent avec Akt1 et Akt2 (figure 66), deux protéines impliquées dans 

le réarrangement du cytosquelette d’actine. Par conséquent, PldA et PldB induisent la 

formation de protrusions, facilitant ainsi l’internalisation de P. aeruginosa dans les 

cellules de l’hôte suite à un remaniement du cytosquelette d’actine.  

Le H2-T6SS est impliqué dans l’invasion des cellules épithéliales durant la phase 

exponentionnelle (Sana et al., 2012) alors que le H3-T6SS n’est pas actif durant cette 

phase. La protéine VgrGβ, dont la sécrétion dépend de l’activité du Hβ-T6SS, interagit 

avec le centre de nucléation des microtubules Ȗ-TuRC (gamma-tubulin ring complex 

components) (Kollman et al., 2011) et est impliquée dans l’internalisation de P. 

aeruginosa (Sana et al., 2015, 2016a). 
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Figure 66: Action de PldA et PldB sur le remodelage du cytosquelette d’actine des cellules 
eucaryotes. (Jiang et al., 2014). Les toxines PldA et PldB sont délivrées via le H2- et H3-T6SS 
respectivement. Le réarrangement d’actine favorise alors l’internalisation du pathogène opportuniste 
Pseudomonas aeruginosa au sein des cellules eucaryotes. PA : acide phosphatique. 

 

iii. Induction de l’autophagie et stress du réticulum endoplasmique de l’hôte 

 

Décrite dans un chapitre précèdent, la toxine TplE, également appelée Tle4 (Lu et 

al., 2014), est délivrée par le H2-T6SS de P. aeruginosa. Elle cible à la fois les cellules 

eucaryotes et procaryotes. La protéine d’immunité TplEi (ou Tli4) est présente dans le 

périplasme et interagit directement avec la toxine, réprimant l’action néfaste de 

l’effecteur (Jiang et al., 2016; Lu et al., 2014). La phospholipase TplE (pour Type 6 

PGAP1-like effector) possède un domaine de type PGAP1 (post-

glycosylphosphatidylinositol attachment to proteins 1) (Jiang et al., 2016). La protéine 

membranaire eucaryote PGAP1 possède un domaine conservé caractéristique des 

lipases (motif GxSxG) et est localisée au niveau du réticulum endoplasmique. Les 

auteurs ont montré que l’effecteur TplE cible le compartiment du réticulum 

endoplasmique de l’hôte, induisant la perturbation de cet organite. L’effecteur TplE 

entraîne alors un stress au niveau du réticulum et peut conduire à l’induction de 

l’autophagie (auto-dégradation d’une partie du cytoplasme par les lysozymes de la 

cellule) des cellules épithéliales humaines. 
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iv. Effecteurs impliqués dans l’acquisition d’ions dans l’hôte 

 

Le SST6 ne permet pas uniquement l’injection des effecteurs directement dans le 

cytoplasme de la cellule cible, mais peut également sécréter l’effecteur dans le milieu 

extracellulaire. 

Par exemple, l’expression des gènes du T6SS-4 de la bactérie Yersinia 

pseudotuberculosis est activée par OxyR, un régulateur transcriptionnel qui régule de 

l’expression de nombreux gènes de réponse au stress oxydatif (Wang et al., 2015). Le 

T6SS-4 est impliqué dans l’accumulation d’ions zinc (les ions Zn2+ sont des co-facteurs 

de nombreuses enzymes essentielles) dans le cytoplasme et est requis dans la 

neutralisation des radicaux hydroxyles accumulés lors de stress oxydatif. En effet, la 

protéine YezP (Yersinia extracellular zinc-binding protein) est sécrétée via le T6SS-4 

d’Y. pseudotuberculosis et est impliquée dans l’acquisition de l’ion zinc Zn2+ provenant 

du milieu extracellulaire. L’effecteur YezP permet alors à la bactérie d’assimiler les 

ions zinc et de résister au stress oxydatif. L’hôte et la bactérie sont en compétition pour 

cet élément limitant, révélant un nouveau mécanisme du SST6 dans la pathogénie. 

De plus, le T6SS-4 est activé lorsque la bactérie est phagocytée par un macrophage 

et le mutant du T6SS-4 n’est plus virulent envers le modèle murin. 

Chez Burkholderia thailandensis, le régulateur OxyR régule négativement 

l’expression des gènes du T6SS-4 (Si et al., 2017a). Le T6SS-4 est activé lors d’un 

stress oxydatif et sécrète dans le milieu extracellulaire TseM, un effecteur impliqué 

dans la prise en charge des ions manganèse (Mn2+) (figure 67). TseM interagit ensuite 

avec le transporteur de membrane externe TonB-dépendant MnoT. Ce transporteur 

spécifique aux ions Mn2+ permet d’internaliser les ions manganèses dans le 

cytoplasme bactérien. L’accumulation cytoplasmique des ions Mn2+ permet à la 

bactérie de résister là encore au stress oxydatif. L’expression du gène mnoT est 

également régulée négativement par OxyR. Les auteurs ont également montré que le 

T6SS-4, TseM et MnoT sont impliqués dans la virulence envers la larve de la fausse 

teigne de la cire Galleria mellonella. L’import des ions manganèses confère aussi un 

avantage dans la compétition interbactérienne et ne nécessite pas de contact entre 

les bactéries compétitrices.  

 



 

117 
 

Introduction 

 

Figure 67: Modèle du transport des ions manganèse chez Burkholderia thailandensis. (Si et al., 
2017a). Lors d’un stress oxidatif, le T6SS-4 est activé et peut alors sécréter TseM, une protéine qui 
interagit avec les ions Mn2+. TseM intéragit avec le transporteur MnoT, permettant l’internalisation des 
ions dans le cytoplasme bactérien. 

 

v. Implication du SST6 dans la réponse inflammatoire 

 

Helicobacter hepaticus est une bactérie considérée comme un « pathobiont 

intestinal », c’est-à-dire que cet organisme est en symbiose avec l’hôte mais dans 

certaines conditions peut entrainer des pathologies. Chow et collaborateurs ont montré 

que le SST6 d’H. hepaticus permet à la fois de limiter le nombre de bactéries 

intracellulaires et d’atténuer les réponses immunitaires, innée et adaptative, des 

cellules épithéliales de l’intestin durant la colonisation bactérienne (Chow and 

Mazmanian, 2010). Dans ce cas, le SST6 permettrait de maintenir H. hepaticus dans 

un état non pathogène et ainsi de promouvoir une relation symbiotique entre la bactérie 

et l’hôte. L’inactivation du SST6 améliore le pouvoir colonisateur d’H. hepaticus et 

entraîne une réponse du système immunitaire conduisant à une inflammation de 

l’intestin. Cependant, une autre étude montre que les protéines VgrG1 et VgrGβ d’H. 

hepaticus augmentent la réponse pro-inflammatoire et que VgrG1 augmente le pouvoir 

pathogène de cette souche (Bartonickova et al., 2013). 
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c) Implication du SST6 dans une niche écologique : avantage et compétition 

 

i. Effecteurs impliqués dans l’acquisition d’ions dans l’environnement 
 

Certains ions sont indispensables au métabolisme bactérien et se trouvent en 

concentration limitante dans l’environnement. Tout comme pour les sidérophores, une 

bactérie sécrétant un effecteur SST6-dépendant lié à la séquestration et à 

l’internalisation d’ions peu bio-disponibles, possède un avantage compétitif. 

La souche Pseudomonas taiwanensis sp. nov. CMST est une bactérie du sol qui 

présente une activité antagoniste contre le phytopathogène du riz Xanthomonas 

oryzae pv. oryzae (Chen et al., 2016). Les auteurs ont montré que le SST6 est impliqué 

dans la sécrétion de pyoverdine mature, sidérophore majeur de P. taiwanensis. 

L’inactivation de la machinerie du SST6 provoque une accumulation de la pyoverdine 

dans le périplasme. Lorsque l’ion ferrique Fe3+ est limitant dans l’environnement, la 

pyoverdine permet d’assimiler les ions ferrique donnant ainsi un avantage compétitif 

et limite donc la croissance de X. oryzae pv. oryzae. L’import des ions Fe3+ complexés 

à la pyoverdine est réalisé via le récepteur FpvA. Le SST6 de P. taiwanensis offre donc 

un avantage compétitif dans l’acquisition d’éléments extracellulaires limitants. Il peut 

être envisagé que dans ce cas la souche exerce un rôle essentiel, via le SST6, dans 

la protection de la plante vis-à-vis d’un phytopathogène et dans l’activité de 

biocontrôle. 

Chez P. aeruginosa, le H3-T6SS permet la sécrétion de TseF qui joue un rôle dans 

l’acquisition d’ion ferrique Fe3+ (Lin et al., 2017) (figure 68). En effet, TseF interagit 

avec le PQS (Pseudomonas quinolone signal), molécule de la communication 

bactérienne mais aussi liée à la fixation des ions Fe3+. TseF et le complexe PQS-Fe3+ 

sont incorporés dans les vésicules de membrane externe (OMV : outer membrane 

vesicule), présentes dans le milieu extracellulaire. TseF interagit avec le récepteur 

FptA et/ou la porine OprF et faciliterait ainsi l’import du complexe PQS-Fe3+ dans le 

cytoplasme bactérien.  
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Figure 68: Mécanisme d’action de TseF dans l’acquisition d’ion ferrique. (Lin et al., 2017). 
L’effecteur TseF est sécrété dans le milieu extracellulaire par le Hγ-T6SS de Pseudomonas aeruginosa. 
Ensuite TseF interagit avec le complexe PQS-Fe3+ incorporé dans les vésicules de membranes 
externes. TseF interagit avec les récepteurs de membrane externe FptA et/ou la porine OprF et 
faciliterait ainsi l’import du complexe PQS-Fe3+ dans le cytoplasme bactérien. OMV : vésicule de 
membrane externe ; PQS : Pseudomonas quinolone signal et LPS : lipopolysaccharide. 

 

Ainsi pour l’acquisition du fer, P. aeruginosa utilise d’autres systèmes que les 

sidérophores (pyochéline, pyoverdine). L’effecteur TseF et les molécules du PQS 

interviennent dans l’acquisition d’éléments extracellulaires limitants, donnant alors un 

avantage compétitif. Chez Burkholderia thailandensis, le T6SS4 intervient dans la 

sécrétion de l’effecteur TseZ (type VI secretion system effector for zinc acquisition) (Si 

et al., 2017b). Ce dernier est lié à l’acquisition de zinc et interagit avec le transporteur 

d’hème HmuR localisé au niveau de la membrane externe. Le transporteur HmuR 

intervient dans le transport d’ion Zn2+ lors de condition de stress oxydatif et joue un 

rôle important dans la résistance au cours de ce stress. TseZ est également requis 

pour une survie bactérienne maximale lors de stress oxydatif. La voie de transport de 

zinc, dépendant du T6SS4 et du transporteur HmuR offre un avantage compétitif et ne 

nécessite pas de contact direct avec les autres bactéries compétitrices (Si et al., 

2017b). Tout comme les effecteurs de type lipase, TseZ est à la fois impliqué dans la 
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compétition bactérienne et dans la pathogénie. En effet, les mutants clpv4 (T6SS4 

inactif), tseZ et hmuR ne présentent plus de cytotoxicité envers la larve Galleria 

mellonella (Si et al., 2017b). 

 

ii. Implication du SST6 dans la formation de biofilm 

 

La mutation du gène icmF (intracellular multiplication factor) codant pour la protéine 

TssM (complexe membranaire) de la souche d’Escherichia coli APEC (avian 

pathogenic E. coli) SEPT362 entraîne l’incapacité à former des biofilms (de Pace et 

al., 2011). Le SST6 de cette souche contribue à l’adhésion de la bactérie sur les 

cellules épithéliales, favorise la formation de biofilm et pourrait jouer un rôle dans la 

dispersion de ce pathogène. De même, le SST6 de la souche d’Acidovorax citrulli xjl12 

est lié à la formation de biofilm et est ainsi un facteur critique pour la colonisation des 

graines de melon (Tian et al., 2015). Il a également été montré que le SST6 du 

phytopathogène Ralstonia solanacearum intervient dans la formation de biofilm 

(Zhang et al., 2014). En revanche, la mutation du gène tssM d’une souche 

d’Acinetobacter baumannii n’altère pas la formation de biofilm (Weber et al., 2013) 

contrairement à ce qui est décrit chez P. aeruginosa où la mutation du gène icmf3 

(équivalent au gène tssM) améliore la formation de biofilm (Lin et al., 2015). Chez la 

souche P. fluorescens MFE01, nous avons montré que l’inactivation totale du SST6 

(l’absence de la protéine TssC impacte sur l’assemblage et la contraction de la gaine) 

entraîne la perte de la capacité de la souche à former du biofilm (Gallique et al., 

2017a). Il a été montré auparavant que le complexe membranaire est correctement 

assemblé lorsque les gènes tssB et tssC sont mutés (Durand et al., 2015). Dans le cas 

du mutant MFE01ΔtssC, la perte de la capacité de la souche à former un biofilm n’est 

donc pas corrélée à l’absence du complexe membranaire mais plutôt à une autre 

fonction du SST6. Nous proposons une implication du SST6 dans le comportement 

social de la souche, nécessaire à la formation de biofilm. De plus, les protéines Hcp1, 

Hcpβ et Hcpγ n’influencent pas sur la formation de biofilm ni son biovolume, mais 

jouent un rôle dans la maturation du biofilm (Gallique et al., 2017a). 
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iii. SST6, transfert horizontal et compétence naturelle 

 

La machinerie d’import d’ADN de V. cholerae est impliquée dans l’assimilation 

d’ADN extracellulaire (DNA-uptake machinery) par la bactérie compétente 

(transformation naturelle) et est activée en présence de chitine (figure 69). 

L’assimilation d’ADN extracellulaire étranger permet le transfert horizontal de gènes, 

et donc à l’échange d’information génétique et favorisant ainsi l’évolution bactérienne. 

TfoX est un régulateur important dans l’activation de l’expression des gènes de la 

compétence naturelle et régule également de manière positive l’expression de 

différents gènes du SST6 (Borgeaud et al., 2015). De même, l’expression des gènes 

du SST6 de Vibrio cholerae O1 A1552 est régulée positivement par TfoX (et QstR, un 

autre régulateur important de la compétence naturelle). Ainsi, les auteurs ont montré 

que les gènes codant pour le SST6 de V. cholerae font partie du même régulon que 

ceux de la compétence naturelle et sont activés durant la croissance de certaines 

souches de V. cholerae sur des surfaces chitineuses (la chitine est un polysaccharide 

structural de nombreux eucaryotes) (figure 69). La machinerie d’assimilation d’ADN et 

le SST6 sont co-régulés positivement par TfoX, HapR et QstR (Blokesch, 2015; 

Borgeaud et al., 2015) (figure 70).  

Figure 69: Schéma du mode d’action de V. cholerae dans l’acquisition d’ADN par transfert 
horizontal. Adapté de (Borgeaud et al., 2015). La chitine (marron clair), constituant de l’exosquelette 
du zooplancton est un élément souvent colonisé par V. cholerae. Une fois attachée (I), V. cholerae 
forme un biofilm à la surface de la chitine (II), très souvent multi-espèces (III). Les bactéries de 
différentes couleurs représentent une panoplie de couples toxines/antitoxines non compatibles (pas 
d’immunité croisée). La chitine ainsi que la forte densité bactérienne (HCD : high cell density), la 
compétence naturelle et également le SST6 (représenté par la flèche rouge) sont activés (IV). Le SST6 
permet de lyser les bactéries non-isogéniques (ou non-immunes), libérant ainsi l’ADN de la bactérie 
cible (V). L’ADN libéré va être assimilé par la bactérie compétente (VI), entrainant la transformation 
naturelle et l’évolution lorsque le matériel génétique est incorporé (VII). HGT : Transfert de gènes 
horizontal et HCD : high cell density. 
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Figure 70: Le SST6 et le système d’import d’ADN de Vibrio cholerae sont co-régulés par trois 
protéines. (Blokesch, 2015). La chitine (formée de monomères de GlcNac), via le régulateur TfoX, et 
le quorum sensing, via la production de HapR, co-régulent à la fois le SST6 (violet) et le système 
d’import d’ADN (DNA-uptake machinery en bleu, ComEA et ComEC en vert). L’activité de QstR dépend 
à la fois des protéines TfoX et de HapR. IM : membrane interne ; OM : membrane externe ; GlcNac : 
acide N-acétyl-D-glucosamine et HCD : high cell density. 

 

Le SST6 conduit à la lyse des bactéries voisines (ne possédant pas les protéines 

d’immunité), libérant ainsi l’ADN bactérien dans le milieu extracellulaire qui sera 

ensuite importé via le système d’import d’ADN. L’assimilation d’ADN étranger permet 

à la bactérie d’acquérir de nouveaux gènes (par exemple des gènes de résistance aux 

antibiotiques) pouvant être incorporés dans le chromosome. Il a été montré que ce 

transfert horizontal est lié à l’acquisition de gènes du SST6 (Thomas et al., 2017), 

notamment dans celui des deux clusters auxiliaires aux1 et aux2 (contenant les gènes 

codant pour une protéine Hcp, une protéine VgrG, et un couple toxine-antitoxine) de 

Vibrio cholerae. Par conséquent, V. cholerae est capable, via son SST6, de lyser une 

bactérie cible et d’acquérir son « patrimoine génétique » par recombinaison 

homologue (échange d’allèles μ acquisition d’un nouvel allèle et perte de 

« l’ancien » allèle) dont des couples toxines-antitoxines de SST6. L’acquisition de 

nouvelles protéines d’immunité offre également une protection contre l’agression par 

un SST6 de bactéries compétitrices. L’acquisition de nouveaux « répertoires » de 

toxines-antitoxines fonctionnelles augmente le fitness et procure un avantage adaptatif 

dans la compétition interbactérienne. Cependant, il est important de souligner que 

l’acquisition de nouvelles toxines s’avère risquée, puisque la bactérie compétente peut 

tuer ses « sœurs » qui elles n’ont pas acquis ni la toxine ni l’antitoxine (Thomas et al., 

2017) ! 
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iv. Implication du SST6 dans la colonisation ? 

 

Le flagelle est un organelle indispensable à la colonisation (voir partie PGPR). 

Plusieurs publications montrent que l’inactivation du SST6 chez des phytopathogènes 

entraîne une sous-expression de certains gènes flagellaires mais également aussi une 

incapacité à coloniser la plante (Tian et al., 2015; Zhang et al., 2014). Ainsi, le SST6 

intervient de manière indirecte à la colonisation de la plante par l’intermédiaire du 

flagelle.  

Chez le phytopathogène Agrobacterium tumefaciens, le SST6 et les toxines 

associées de type DNase (Tde) confèrent un avantage compétitif durant la colonisation 

de la plante (Ma et al., 2014). Le SST6 (SPI-6) de Salmonella Typhimurium est requis 

lors de la colonisation de l’intestin de la souris (Sana et al., 2016b). De manière 

indirecte, le SST6 de ce pathogène entérique favorise la colonisation et l’infection de 

l’intestin de l’hôte par son activité antibactérienne envers les bactéries commensales 

de l’intestin. De plus, le SST6 des Bacteroidales, fonctionnel dans l’intestin, confère 

un avantage compétitif dans cet habitat (Chatzidaki-Livanis et al., 2016). Chez Vibrio 

cholerae, la délétion du gène codant pour la protéine d’immunité TsiVγ (inhibant 

l’action bactéricide de VgrGγ) entraîne une déficience dans la colonisation de l’intestin 

du souriceau (Fu et al., 2013). En effet, la perte de l’antitoxine rend la bactérie sensible 

à l’attaque de bactérie sécrétant encore l’effecteur VgrGγ. La présence de couples 

toxine-antitoxine est fondamentale dans la compétition interbactérienne et donc dans 

la colonisation d’une niche écologique. 

 

d) Le SST6, un système permettant la communication entre les bactéries ? 

 

i. Reconnaissance et comportement social des souches de Proteus mirabilis 

 

Lorsque deux souches différentes de Proteus mirabilis se rencontrent sur gélose 

(en condition de « swarming »), une démarcation visible formant une frontière entre 

les deux populations bactériennes est observée (Alteri et al., 2013). Cette démarcation 

macroscopique située entre les souches mobiles est appelée « Dienes lines ». Les 

auteurs ont montré qu’un SST6 fonctionnel permet une interaction physique bactérie-
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bactérie et est essentiel durant ce phénomène de reconnaissance. En effet, il 

semblerait que les souches de P. mirabilis localisée au niveau de cette frontière 

essayent de s’entre-tuer en utilisant des effecteurs dépendants du SST6 (Alteri et al., 

2013).  

La protéine IdsD (Ids pour identification of self) est sécrétée par le SST6 et permet 

de transmettre « l’identité » entre les bactéries avoisinantes (Wenren et al., 2013). Les 

deux protéines de reconnaissance IdsD et IdsE, probablement membranaires, 

intéragissent entre elles de manière spécifique ce qui conduit à un comportement 

social (Cardarelli et al., 2015). En effet, la protéine IdsD interagit uniquement avec sa 

protéine IdsE correspondante (elle n’interagit pas avec la protéine IdsE d’une autre 

souche). L’absence d’interaction entre IdsD et IdsE protéines est corrélée avec la 

formation de la démarcation visible entre les souches. Les auteurs supposent que la 

protéine IdsE interagit avec elle-même et contribue à la formation de cette 

démarcation. L’interaction entre IdsD sur IdsE empêcherait alors l’auto-interaction 

d’IdsE et atténuerait ainsi la restriction de mobilité de type « swarming » et provoquerait 

donc l’absence de démarcation macroscopique (Cardarelli et al., 2015). Dans ce cas, 

le SST6 permet de discriminer, par interaction physique, les souches de P. mirabilis 

entre elle, coordonne un mouvement collectif et contribue donc à un comportement 

social. Il est envisageable que les protéines IdsD et IdsE forment un couple toxine-

antitoxine.  

 

ii. « Tit-for-tat »: perception des bactéries avoisinantes 

 

On distingue deux types de bactéries : les cellules attaquantes qui contractent leur 

SST6 de manière aléatoire (par exemple Vibrio cholerae) et les cellules défensives qui 

détectent l’agression d’une bactérie voisine (montré chez P. aeruginosa). En effet, P. 

aeruginosa est à la fois capable de percevoir l’attaque par le SST6 d’une souche de 

P. aeruginosa (Basler and Mekalanos, 2012), de Vibrio cholerae ou d’Acinetobacter 

baumannii (Basler et al., 2013). Par exemple, V. cholerae peut perforer aléatoirement 

via son SST6 une souche de P. aeruginosa qui percevra cette agression et 

« ripostera » en assemblant un SST6 à l’endroit de l’agression. Il est probable que P. 

aeruginosa survive à cette attaque par la présence de protéines d’immunité croisées.  
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La cascade de signalisation TagQRST permet de percevoir l’attaque suite à une 

perturbation de la paroi bactérienne (Basler et al., 2013; Casabona et al., 2013; Ho et 

al., 2013). Ceci est à rapprocher de l’altération de la membrane bactérienne induite 

par la polymyxine B qui provoque l’activation du SST6 (Ho et al., 2013).  

 

5) Reste-t-il d’autres mécanismes à découvrir ? 

 

 

Figure 71: Les différents systèmes contractiles connus. Les images proviennent et sont adaptées 
du site Web du laboratoire Pilhoferlab (http://www.pilhoferlab.ethz.ch/the-lab.html) et des articles 
suivants (Basler et al., 2012; Böck et al., 2017; Ge et al., 2015; Miller et al., 2003; Sen et al., 2010; 
Shikuma et al., 2014). Les bactériocines et les bactériophages sont des structures contractiles unitaires 
ciblant les cellules procaryotes. Les AFP sont des structures unitaires ciblant les cellules eucaryotes 
alors que les MAC correspondent à un regroupement de multiples structures contractiles (environ 100) 
et sont impliquées dans la métamorphose d’organismes eucaryotes. Les SST6, quant à eux, ciblent à 
la fois les bactéries et cellules eucaryotes et peuvent être soit unitaires soit formés de paquets (de 2 à 
34 machines individuelles). MAC : metamorphosis-associated contractile structure et AFP : Anti-feeding 
prophage. 

 

Aujourd’hui, d’autres systèmes contractiles extracellulaires (eCIS : extracellular 

contractile injection system) (figure 71) ont été décrits : des bactériophages capables 

d’injecter des acides nucléiques, la pyocine de type Rβ présentant une activité 

antibactérienne, les MAC (metamorphosis-associated contractile structure) de 

Pseudoalteromonas luteoviolacea indispensables à la métamorphose de la larve 

d’Hydroides elegans (Shikuma et al., 2014, 2016), les AFP (Anti-feeding prophage) de 
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Serratia entomophila injectant une toxine insecticide (causant l’arrêt de l’alimentation) 

de Costelytra zealandica (Heymann et al., 2013), les PVC (Photorhabdus virulence 

cassettes) de Photorhabdus luminescens possédant une activité insecticide (Yang et 

al., 2006). Ces systèmes contractiles sont synthétisés et assemblés dans le 

cytoplasme bactérien puis sont libérés lors de la lyse cellulaire. Une fois dans le milieu 

extracellulaire, ces systèmes peuvent se contracter. 

Contrairement à ces eCIS présents dans le milieu extracellulaire, le SST6 possède 

un complexe membranaire permettant l’ancrage de cette structure au niveau de 

l’enveloppe bactérienne (figure 72) et fait partie d’un groupe à part entière ne 

comportant que le SST6. Actuellement, il existe plusieurs sous-types de SST6, noté 

T6SSi (e.g V. cholerae, P. aeruginosa …) (Mougous et al., 2006; Pukatzki et al., 2006), 

T6SSii (e.g Francisella tularensis) (Bröms et al., 2010) et T6SSiii (e.g Flavobacterium 

johnsoniae) (Russell et al., 2014). Mais récemment, une machinerie très similaire au 

SST6 (nommée T6SSiv) a été décrite chez Amoebophilus asiaticus et présente des 

particularités (Böck et al., 2017). Ces structures contractiles sont codées par des 

gènes regroupés en clusters qui ressemblent à celui du cluster Afp. Par microscopie 

électronique, la présence des trois complexes typiques du SST6 a été révélée : une 

queue contractile, un complexe membranaire et un complexe basal, ayant tous les 

trois une symétrie axiale d’ordre 6. Pour rappel, le complexe membranaire d’E. coli a 

été décrit comme d’ordre 5 mais pourrait via TssA d’être d’ordre 6 (Zoued et al., 2017). 

Contrairement au SST6, ces structures sont regroupées en faisceau (alors que les 

SST6 ont toujours été observés comme « isolés » les uns des autres). De plus, la 

protéine Hcp est retrouvée dans le surnageant de culture, soulignant que ce SST6 est 

fonctionnel mais surtout que cette structure appartient plutôt au groupe SST6 qu’à 

celui des eCIS (bien que le cluster soit similaire au cluster codant pour les AFP) (Böck 

et al., 2017). De plus, la taille de la queue contractile est homogène (figure 73) et des 

gènes codant pour des protéines similaires à celles intervenant dans le contrôle de la 

taille de la queue contractile ont été découverts (T4 gp15 et T4 gp29). Ces résultats 

suggèrent que contrairement au SST6 classique, la longueur de la queue contractile 

du SST6 d’A. asiaticus est contrôlée par des protéines. Ce SST6 pourrait alors avoir 

évolué à partir des Afp ou MAC (Böck et al., 2017). Cette souche utiliserait ce SST6 

afin de s’échapper des phagosomes, soit par des forces mécaniques soit par des 

effecteurs dédiés (Böck et al., 2017). 
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Figure 72: Mécanisme d’action des différentes structures contractiles. (Brackmann et al., 2017) 
Le SST6 permet d’injecter des effecteurs présents dans le cytoplasme de la bactérie productrice vers 
le cytoplasme, l’enveloppe bactérienne de la bactérie cible ou le milieu extracellulaire (non représenté). 
Le bactériophage T4 injecte son matériel génétique dans le cytoplasme de la bactérie cible. La pyocine 
de type Rβ génère un trou dans l’enveloppe membranaire de la cellule cible. IM : membrane interne ; 
OM : membrane externe. 

 

La découverte de ce genre de structure montre un lien dans l’évolution entre le 

T6SSi et les eCIS (figure 73), qui comprend notamment les bactériophages. Ceci est 

à rapprocher de ce qui a été décrit auparavant chez Myxococcus xanthus. A savoir, 

l’existence de structures similaires aux fibres caudales des bactériophages qui pourrait 

révéler un « état transitoire » dans l’évolution entre le bactériophage et le SST6 (ou 

inversement).  

 

 



 

128 
 

Introduction 

 

Figure 73: Représentation des structures des SST6 ainsi que les systèmes contractiles 
extracellulaires (eCIS). (Böck et al., 2017). Deux scénarios d’évolution sont possibles : le SST6 de 
classe iv (T6SSiv) a évolué à partir d’un eCIS (par exemple l’AFP) ou alors le SST6 de classe iv est le 
système primaire de l’évolution à l’origine des SST6 de classe i à iii ainsi que des phages ou autre eCIS 
(bactériophage, bactériocine, AFP...). eCIS : systèmes contractiles extracellulaires. 

 

Ces nouvelles structures ont été mises en évidence par microscopie électronique 

chez des souches particulières. D’autres structures de SST6 présentent-elles aussi 

des particularités chez d’autres espèces ? Sont-elles impliquées dans des rôles encore 

non décrits ?  

Nous ne connaissons qu’environ 1% des bactéries présentes dans 

l’environnement car les conditions de culture de ces dernières restent encore non 

définies. Or, de nouvelles méthodes permettent de cultiver les bactéries 

« incultivables » (Lewis et al., 2010). De plus, les récentes technologies de microscopie 

électronique révèlent des structures jusqu’alors non décrites (Dobro et al., 2017). Ainsi, 

le SST6 ne semble pas avoir livré tous ses secrets ! 
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Objectifs de la thèse 

La souche Pseudomonas fluorescens MFE01 environnementale sécrète un fort 

taux de protéines Hcp dans le surnageant de culture, qui constituent les protéines 

sécrétées majoritaires, et ce dès le début de la croissance. Ainsi nous avons envisagé 

que ce système de sécrétion jouerait un rôle crucial dans l’adaptation et le fitness de 

cette souche. Lors de la découverte du SST6 en 2006, il a été associé à la virulence 

envers les cellules eucaryotes chez Vibrio cholerae, P. aeruginosa et Escherichia coli 

EAEC (Dudley et al., 2006; Mougous et al., 2006; Pukatzki et al., 2006). Puis le SST6 

de P. aeruginosa s’est révélé comme étant également impliqué dans la compétition 

bactérienne (Hood et al., 2010). Actuellement, l’ensemble des études portant sur le 

SST6 tend à montrer que le SST6 possède d’autres fonctions, comme l’acquisition 

d’ions ou bien dans l’évolution par acquisition de nouveaux gènes (Thomas et al., 

2017). 

Le séquençage de la souche MFE01 a révélé au sein du génome la présence 

d’un seul cluster du SST6, d’une dizaine de gènes vgrG ainsi que de plusieurs gènes 

hcp. Victorien Decoin a démontré qu’une des protéines Hcp produites par la souche 

MFE01, la protéine Hcpβ, était liée à l’activité antibactérienne de MFE01 envers de 

nombreuses bactéries à Gram négatif (Decoin et al., 2014). En lien avec cette activité 

antibactérienne et la protéine Hcp2, MFE01 permet la protection de différents modèles 

végétaux contre des bactéries phytopathogènes à Gram négatif. De plus, MFE01 ne 

montre aucune virulence envers différents modèles de cellules animales. En lien avec 

ces travaux, nous avons démontré, que si la protéine Hcp2 est impliquée dans l’activité 

antibactérienne, la protéine Hcp1, est nécessaire à l’immobilisation de la souche 

clinique P. fluorescens MFN1032 (Decoin et al., 2015). C’est dans ce contexte que la 

suite de mes travaux de thèse s’est dessinée. Nous avons donc choisi d’étudier les 

mécanismes d’action des toxines associées à Hcp1 et le rôle de la protéine Hcpγ. 

L’objectif de ma thèse était de caractériser les différents rôles des toxines associées à 

chaque protéine Hcp mais également les fonctions potentielles du SST6. Il semble en 

effet primordial de s’interroger sur le rôle de chaque protéine Hcp et d’étudier leurs 

rôles individuels dans le fitness de la souche MFE01. Quelle est ou quelles sont les 

cibles de la (ou des) toxine(s) associée(s) à Hcp1 ? Quelle est cette toxine ou que sont 

ces toxines ? La protéine Hcp3 est-elle impliquée dans l’activité antibactérienne ? 

Quelles sont les toxines associées à cette protéine ? Le SST6 de la souche MFE01 

joue-t-il un rôle crucial dans la compétition interbactérienne au sein d’un biofilm ?  
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I. Physiologie bactérienne  
 

1) Composition des milieux de culture 

 

Les différents milieux de culture utilisés sont référencés dans le tableau 1. Ces 

milieux sont stérilisés par chaleur humide sous pression (autoclavage, 121°C, environ 

1 bar, 20 minutes). Les antibiotiques, molécules thermosensibles, sont ajoutés une 

fois le milieu refroidi. 

Tableau 1: Composition des milieux de culture. Le pH des milieux de culture est ajustée à 7,4 avec 
du NaOH 1M. Le LBg sucrose 10% est utilisée lors de la recombinaison homologue (mutagénèse). 

 Quantité 
Composants LB liquide LB 0.3% agar LB 0.6% agar LBg Sucrose 10% 

Tryptone 10 g 10 g 10 g 10 g 10 g 
Extrait de 

levure 5 g 5 g 5 g 5 g 5 g 

NaCl 5 g 5 g 5 g 5 g 5 g 
Sucrose --- --- --- --- 100 g 

Eau Milli-Q 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 
Agar --- 1,5 g 3 g 7,5 g 7,5 g 

 

2) Conditions de culture des souches bactériennes 

 

Les différents mutants de la souche MFE01 ainsi que les autres souches et 

plasmides utilisés sont référencés dans les tableaux 2 et 3, respectivement. Toutes 

les cultures bactériennes sont cultivées dans du milieu Luria Bertani dont la 

composition est décrite dans le tableau 1. Les cultures liquides sont incubées sous 

agitation de 180 rpm. Les souches de P. fluorescens MFE01, MFN1032, MFP05 sont 

cultivées à 28°C en étuve statique ou agitation. Les souches d’E. coli W3110, S17.1, 

Top10 et P. aeruginosa H103 ou PA14 sont incubées à 37°C et E. coli BTH101 à 30°C. 

 

3) Conservation des souches  

 

Les souches sont isolées sur gélose, supplémentée en antibiotique si besoin, afin 

de vérifier l’absence de contamination. La biomasse bactérienne est resuspendue 

dans un tube cryobille (Fisher Scientific). Les souches sont conservées à -80°C.  
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Tableau 2: Liste des souches utilisées. 

Souches Caractéristiques  Références 
P. fluorescens   
MFE01 Isolée de l’air, RifR (Decoin et al., 2014) 
MFE01+fliA MFE01 avec le plasmide pPSV35 contenant le gène 

sauvage fliA, GmR 
(Gallique et al., en 
préparation) 

MFE01Δhcp1+EV Interruption du gène hcp1 avec la cassette 
Tétracycline, TcR 

(Decoin et al., 2015) 

MFE01Δhcp1+hcp1 MFE01Δhcp1 avec le plasmide pPSV35 contenant le 
gène sauvage hcp1, TcR et GmR 

(Decoin et al., 2015) 

MFE01Δhcp1+fliA MFE01Δhcp1 avec le plasmide pPSV35 contenant le 
gène sauvage fliA, TcR et GmR 

(Gallique et al., en 
préparation) 

MFE01Δhcp2 Interruption du gène hcp2 avec un codon stop 
précoce 

(Decoin et al., 2014) 

MFE01Δhcp3 Mutation du gène hcp3 par délétion centrale (291 pb) (Gallique et al., 
2017a) 

MFE01Δhcp3 + EV MFE01Δhcp3 avec le plasmide pPSV35 vide, GmR (Gallique et al., 
2017a) 

MFE01Δhcp3+hcp3 MFE01Δhcp3 avec le plasmide pPSV35 contenant le 
gène sauvage hcp3, GmR 

(Gallique et al., 
2017a) 

MFE01ΔtssC Mutation du gène tssC par délétion centrale (414 pb) (Gallique et al., 
2017a) 

MFE01ΔtssC+EV MFE01ΔtssC avec le plasmide pPSV35 vide, GmR (Gallique et al., 
2017a) 

MFE01ΔtssC+tssC MFE01ΔtssC avec le plasmide pPSV35 contenant le 
gène sauvage tssC, GmR 

(Gallique et al., 
2017a) 

MFE01ΔtssC+fliA MFE01ΔtssC avec le plasmide pPSV35 contenant le 
gène sauvage fliA, GmR 

(Gallique et al., en 
préparation) 

MFE01ΔfliA Mutation du gène fliA par délétion centrale (411 pb) (Gallique et al., en 
préparation) 

MFE01ΔfliA+EV MFE01ΔfliA avec le plasmide pPSV35 vide, GmR (Gallique et al., en 
préparation) 

MFE01ΔfliA+fliA MFE01ΔfliA avec le plasmide pPSV35 contenant le 
gène sauvage fliA, GmR 

(Gallique et al., en 
préparation) 

MFE01Δtec1 Mutation du gène tec1 par délétion centrale (258 pb) Non publié 
MFE01ΔvgrG1 Mutation du gène vgrG1 par délétion centrale (1728 

pb) 
Non publié 

MFE01ΔlysM Mutation du gène lysM par délétion centrale (1833 pb) Non publié 
MFE01Δtpr Mutation du gène tpr par délétion centrale (510 pb) Non publié 
MFN1032 Souche Clinique, infection pulmonaire (Chapalain et al., 

2008) 
MFP05 Souche isolée de la peau (Dagorn et al., 2013) 
P. aeruginosa   
PA14 Isolat clinique (Tan et al., 1999) 
H103 Souche dérivée de PAO1 (Hancock et al., 

1979) 
E. coli   
S17.1 RP4-2-Tc::Mu, aph::Tn7, recA, SmR, souche 

donneuse pour conjugation 
(Simon et al., 1983) 

Top10® F- mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) Φ80lacZΔM15 
ΔlacX74 recA1 araD139 Δ(araleu)7697 galU galK 
rpsL (StrR) endA1 nupG 

Collection du LMSM 

BTH101 F-, cya-99, araD139, galE15, galK16, rpsL1 (Str r), 
hsdR2, mcrA1, mcrB1. 

(Karimova et al., 
1998) 

W3110 F-, lambda- IN(rrnD-rrnE)1 rph-1 Collection du LISM 
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Tableau 3: Liste des plasmides. 

Plasmides Caractéristiques Références 
pPSV35 P. aeruginosa oriV, lacIq mob+, PlacUV5, pUC18 

MCS, vecteur d’expression, GmR 
(Rietsch et al., 2005) 

pPSV35-hcp1 pPSV35 portant le gène hcp1 (516 pb) de P. 
fluorescens MFE01 (SmaI) 

(Decoin et al., 2015) 

pPSV35-hcp3 pPSV35 portant le gène hcp3 (507 pb) de P. 
fluorescens MFE01 (EcoRI/XbaI) 

(Gallique et al., 
2017b) 

pPSV35-tssC pPSV35 portant le gène tssC (1476 pb) de P. 
fluorescens MFE01 (EcoRI/XbaI) 

(Gallique et al., en 
préparation) 

pPSV35-fliA pPSV35 portant le gène fliA (741 pb) de P. 
fluorescens MFE01 (EcoRI/XbaI) 

(Gallique et al., en 
préparation) 

pPSV35-flaA-flaG pPSV35 portant les gènes flaA et flaG (861 et 357 
pb) de P. fluorescens MFE01 (XmaI/XbaI) 

Non publié 

pPSV35-fliD pPSV35 portant le gène fliD (1461 pb) de P. 
fluorescens MFE01 (EcoRI/XbaI) 

Non publié 

pPSV35-fliS pPSV35 portant le gène fliS (399 pb) de P. 
fluorescens MFE01 (EcoRI/XbaI) 

Non publié 

pPSV35-fliT pPSV35 portant le gène fliT (297 pb) de P. 
fluorescens MFE01 (EcoRI/XbaI) 

Non publié 

pPSV35-flgN pPSV35 portant le gène flgN (468 pb) de P. 
fluorescens MFE01 (EcoRI/XbaI) 

Non publié 

pPSV35-flgZ pPSV35 portant le gène flgZ (747 pb) de P. 
fluorescens MFE01 (EcoRI/XbaI) 

Non publié 

pPSV35-lysM pPSV35 portant le gène lysM (3009 pb) de P. 
fluorescens MFE01 (EcoRI/XmaI) 

Non publié 

pPSV35-tpr pPSV35 portant le gène tpr (1047 pb) de P. 
fluorescens MFE01 (EcoRI/SacI) 

Non publié 

pAKE604 Vecteur plasmide conjugatif, ApR, KmR, oriT, lacZ, 
sacB 

(El-Sayed et al., 
2001) 

pSMC2.1-gfp Vecteur réplicatif chez les bactéries à Gram-négatif, 
contenant le gène de la gfp, KmR 

(Crépin et al., 2012) 

pT18-FLAG Bacterial Two Hybrid vector, ColE1 origin, Plac, 
fragment T25 de B. pertussis CyaA, AmpR 

(Battesti and 
Bouveret, 2012) 

T18-Pal Plasmide pT18-FLAG contenant le gène pal en aval 
de la séquence codante T18 

(Battesti and 
Bouveret, 2012) 

Tec1-T18 Plasmide pT18-FLAG contenant le gène tec1 en 
amont de la séquence codante T18 

Non publié 

T18-Tec1 Plasmide pT18-FLAG contenant le gène tec1 en aval 
de la séquence codante T18 

Non publié 

VgrG1C-T18 Plasmide pT18-FLAG contenant la région γ’ du gène 
vgrG1 en amont de la séquence codante T18 

Non publié 

T18-VgrG1C Plasmide pT18-FLAG contenant la région γ’ du gène 
vgrG1 en aval de la séquence codante T18 

Non publié 

pT25-FLAG Vecteur du double hybride bactérien, p15A origin, 
Plac, fragment T25 de B. pertussis CyaA, KanR 

(Battesti and 
Bouveret, 2012) 

TolB-T25 Plasmide pT25-FLAG contenant le gène tolB en 
amont de la séquence codante T25 

(Battesti and 
Bouveret, 2012) 

VgrG1N-T25 Plasmide pT25-FLAG contenant la région 5’ du gène 
vgrG1 en amont de la séquence codante T25 

Non publié 

VgrG1C-T25 Plasmide pT25-FLAG contenant la région γ’ du gène 
vgrG1 en amont de la séquence codante T25 

Non publié 

T25-VgrG1C Plasmide pT25-FLAG contenant la région γ’ du gène 
vgrG1 en aval de la séquence codante T25 

Non publié 

VgrG15-T25 Plasmide pT25-FLAG contenant le gène vgrG15 en 
amont de la séquence codante T25 

Non publié 

VgrGc1-T25 Plasmide pT25-FLAG contenant le gène vgrGc1 en 
amont de la séquence codante T25 

Non publié 



 

140 
 

Matériels et méthodes 

4) Test de mobilité de type « swimming » 

 

La mobilité de type « swimming » résulte de l’action des flagelles bactériens 

permettant le déplacement de la cellule sur une gélose semi-solide à 0,γ% d’agar 

(tableau 1). Les souches sont incubées sur la nuit en milieu liquide puis sont 

centrifugées à 7 500 x g pendant 5 minutes. La biomasse bactérienne est prélevée à 

l’aide d’un cure-dent et déposée sur une gélose LB 0,γ% d’agar, supplémentée ou non 

avec de l’IPTG 1 mM final et préalablement séchée stérilement, puis incubée à β8°C 

sur la nuit.  

 

5) Inhibition de mobilité de type « swarming » ou « swarm killing » 

 

La mobilité de type « swarming » est testée sur gélose 0,6% d’agar (tableau 1), 

nécessitant en plus de l’action du flagelle, la production de biosurfactant (Caiazza et 

al., 2005) ou de l’action du pili de type IV (Köhler et al., 2000). Les cultures 

bactériennes sont incubées sur la nuit sous agitation (180 rpm). La densité optique 

(DO580) est ajustée à 0,5 et les souches sont mélangées selon un ratio 5 : 1 (500 µl de 

la souche MFE01 ou mutant contre 100 µl de la souche compétitrice). Un volume de 

5 µl de ce mélange est déposé au centre de la gélose 0,6% agar préalablement séchée 

stérilement et incubée pendant 18 h à 28°C. 

 

6) Activité antibactérienne en condition solide 

 

L’activité antibactérienne est mesurée selon le protocole décrit par Murdoch et ses 

collègues avec quelques modifications (Murdoch et al., 2011). Les bactéries cibles ont 

été transformées avec le plasmide conférant la résistance à la kanamycine (pSMC2.1) 

afin de dénombrer uniquement la population de la bactérie cible et donc déterminer 

l’activité antibactérienne de MFE01 ou de ses mutants (figure 74). Les souches sont 

cultivées sur la nuit sur milieu LB gélosé puis la biomasse est reprise dans du milieu 

LB liquide. La densité optique (DO580) est ajustée à 0,5 et les souches sont mélangées 

selon un ratio 5 : 1 (500 µl de la souche MFE01 ou mutant contre 100 µl de la souche 
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compétitrice). Le témoin correspond à 100 µl de la suspension de la cellule cible dans 

500 µl de LB. Un volume de 25 µl de ce mélange est déposé sur filtre avec pore de 

0,β µm placé à la surface d’une gélose puis incubé pendant 4 h à β8°C. Les filtres sont 

ensuite resuspendus dans 1 ml d’eau physiologique stérile et une dilution en série est 

effectuée. Un volume de 10 µl de chaque dilution est déposé sur une gélose LB 

supplémenté en kanamycine incubée sur la nuit à 28°C. 

Figure 74: Représentation du protocole du test d'activité antibactérienne. 

 

7) Test d’activité antibactérienne in planta sur l’endive 

 

La souche MFE01 sauvage (ou un de ses mutants) et P. aeruginosa H103 sont 

cultivées avec agitation (180 rpm) sur la nuit à 28°C et 37°C respectivement. Un 

volume de 1 ml est centrifugé à 7 500 x g et les culots sont repris dans 1 ml de MgSO4 

à 10 mM puis la DO580 est ajustée à 0,1 dans du MgSO4 à 10 mM. Les souches sont 

mélangées en respectant le ratio 5 : 1 (MFE01 : H103) puis 10 µl de suspension 

bactérienne est injectée dans la nervure centrale de la feuille d’endive (Chicorium 

intybus var. foliosum) préalablement rincée à l’eau distillée. Les endives sont ensuite 

incubées à β8°C pendant β4 h en présence d’une feuille de papier Whatman® imbibée 

d’eau distillée afin d’éviter l’asséchement de l’endive. La présence ou non de 

macération permet de déterminer l’activité antibactérienne de la souche de MFE01 (ou 

mutant) sur H103 (macération μ pas ou peu d’activité antibactérienne). 
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8) Test d’activité antibactérienne in planta sur tubercule de pommes de terre 

 

La surface des pommes de terre, Solanum tuberosum cv. Alllians, est désinfectée 

dans un bain d’eau de javel 1,β% pendant 10 minutes puis lavée deux fois avec de 

l’eau distillée. La souche MFE01 ou un de ses mutants, ainsi que Pectobacterium 

atrosepticum 6276, phytopathogène responsable de la macération du tubercule de 

pomme de terre, sont cultivées jusqu’en phase stationnaire. Le culot bactérien (après 

une centrifugation de 7 500 x g, 5 minutes) est repris dans de l’eau physiologique et la 

DO580 est ajustée à 1. Les deux souches sont mélangées selon le ratio 5 : 1 (MFE01 : 

P. atrosepticum). Un volume de 10 µl des suspensions bactériennes est ensuite injecté 

directement dans la blessure superficielle réalisée auparavant à l’aide d’un cône de 

propipette. Les tubercules sont incubés dans une étuve à 25°C avec une humidité 

relative de 65% ± 2% pendant 7 jours (Minitron, Infors HT). Les tubercules sont ensuite 

découpées à l’endroit où la suspension bactérienne a été injectée et les diamètres de 

macération sont mesurés.  

 

9) Conjugaison bactérienne et mutagénèse 

 

Le plasmide pAKE604 (contenant la version du gène d’intérêt avec délétion 

centrale) est transféré par conjugaison biparentale entre la souche E. coli S.17 et P. 

fluorescens MFE01. Les bactéries sont centrifugées à 7 500 x g pendant 5 minutes et 

le culot est repris dans 100 µl d’eau physiologique stérile. Un volume de 50 µl de 

suspension de la souche MFE01 en phase stationnaire est ajouté à la suspension de 

50 µl de culture E. coli S.17 (ayant la construction plasmidique) en phase 

exponentionnelle. Le mélange bactérien (un volume de 35 µl) est déposé sur gélose 

LB sans antibiotique à γ7°C (afin d’éviter l’activité antibactérienne de la souche MFE01 

sur E. coli). Les souches MFE01 ayant réalisé la première recombinaison homologue 

sont sélectionnées sur une gélose LB supplémentée en rifampicine (50 µg/ml) et en 

kanamycine (50 µg/ml). Seule la souche MFE01 est naturellement résistante à la 

rifampicine et la kanamycine permet de vérifier l’intégration du plasmide au 

chromosome. Puis les souches ayant réalisé la deuxième recombinaison homologue 

sont sélectionnées sur une gélose LB supplémentée en sucrose 10% final. En effet, le 
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plasmide intégré au sein du chromosome contient le gène sacB, conférant la sensibilité 

au sucrose. La présence de sucrose favorise la sélection des clones ayant éliminé le 

plasmide par une recombinaison homologue. Les clones positifs contenant la version 

du gène portant une délétion centrale sont vérifiés par PCR (avec l’amorce sens 1F et 

l’amorce antisens 4R, tableau 4), selon la taille de l’amplicon. 

Tableau 4: Liste des amorces utilisées pour la mutagénèse. Les lettres soulignées correspondent 
aux sites de restriction (EcoRI : GAATTC ; XhoI : CTCGAG et XbaI : TCTAGA) et les lettres figurant en 
rouge correspondent aux extrémités flottantes utilisées lors de la PCR chevauchante. 

Nom de l’amorce Séquence 5’→3’ 
Muta1-tssC-F CTGAGACTCCAGTAGCCAAG 
Muta2-tssC-QC-R ATACTTCGTGGGTCCAGGTGATAAGCTTTCCAGACCGAAGAA 
Muta3-tssC-QC-F ATCACCTGGACCCACGAAGTATGAAGGCTTCATCTCCCTGAC 
Muta4-tssC-R ATGTCATTGAGATCGGGCAA 
Muta1-hcp3-F TCGACCACAACCATACAACA 
Muta2-hcp3-QC-R ATACTTCGTGGGTCCAGGTGATAAGTCCACTTCAGCTACCG 
Muta3-hcp3-QC-F ATCACCTGGACCCACGAAGTATCACCATGATCTTGTCTTCGC 
Muta4-hcp3-R TGGATCAGCAAGTCCAGATC 
Muta1-fliA-F ACACTGGCCGACGTTATC 
Muta2-fliA-EcoRI-R TAATAAGAATTCGTAAAGATTCATGCCACTGG 
Muta3-fliA-EcoRI-F TAATAAGAATTCCTGTTCAGTTTCGACGAC 
Muta4-fliA-R CTTCAGCAGTCACCATCAA 
Muta1-tec1-F CATGAAAGTGGTGATGGAAG 
Muta2-tec1-Xho1-R ATACTTCGTGGGTCCAGGTGAACGATGTGAGCAGAATACC 
Muta3-tec1-Xho1-F TCACCTGGACCCACGAAGTATAACTAAAGATCAACACGCTG 
Muta4-tec1-Xba1-R GAAGTAGTCCATCAACCCTG 
Muta1-vgrG1-F AAAACAAGGCCTGATCACT 
Muta2-vgrG1-Xho1-R TAATAACTCGAGCTCCACCTCAAACACAAAAG 
Muta3-vgrG1-Xho1-F TAATAACTCGAGGTGATCAACATGAACTCCG 
Muta4-vgrG1-Xba1-R TAATAATCTAGAGATTTCATCGAACGCTATCA 
Muta1-lysM-F AACTAAAGATCAACACGCTG 
Muta2-lysM-QC-R ATACTTCGTGGGTCCAGGTGATGCTTTCGACTCCACATAACTG 
Muta3-lysM-QC-F ATCACCTGGACCCACGAAGTATACTGCTGTTATCGATCAAGG 
Muta4-lysM-R GCCATAAATGAATCGAGCTT 
Muta1-tpr-F GACAATAAAAGCGTCAAGGA 
Muta2-tpr-QC-R ATACTTCGTGGGTCCAGGTGATGGCTGCTTCATACCATTTTCT 
Muta3-tpr-QC-F CATCACCTGGACCCACGAAGTATACTTGATTGAGGCTTATGGA 
Muta4-tpr-R GTTGGCTGAAATGCGATT 

 

10) Formation de biofilm en condition statique 

 

Les bactéries sont incubées sur la nuit à 28°C avec agitation (180 rpm). Après 

centrifugation (7 500 x g, 5 minutes), les bactéries sont lavées deux fois avec 4 ml 

d’eau physiologique stérile. La DO580 est ensuite ajustée à 1 dans de l’eau 

physiologique. Un volume de 400 µl de suspension bactérienne est déposé dans les 

puits centraux à fond de verre (plaque 24 puits, Greiner Bio-One). Les puits latéraux 

sont remplis avec 600 µl d’eau physiologique afin d’éviter l’asséchement des cultures 
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bactériennes dans l’étuve. Après β h d’incubation à β8°C permettant l’adhésion des 

cellules sur le support en verre, le surnageant est retiré délicatement et un volume de 

600 µl de milieu liquide LB (supplémenté ou non en IPTG 1 mM ou en antibiotique) est 

ajouté doucement afin de ne pas décrocher les bactéries. Les cellules sont ensuite 

incubées pendant 48 h à 28°C avec un changement de milieu LB au bout de 24 h.  

 

11) Formation de biofilm en condition dynamique « flow cell » 

 

Cette technique consiste en un apport continu de nutriments, évitant ainsi de 

décrocher une partie du biofilm lors du pipetage. Le montage du système ainsi que le 

protocole ci-dessous a été décrit par les équipes de Bazire et de Sternberg avec 

quelques modifications (Bazire et al., 2010; Sternberg et al., 1999). Les différents 

composants (piégeur de bulles, chambre…) ont été conçus par Biocentrum DTU 

(Danemark, http://comstat.dk/reswiki/doku.php?id=biofilm_setup). Le système « flow 

cell » est stérilisé par un flux de javel 1,2% pendant 4h. Puis le système est rincé avec 

de l’eau physiologique stérile pendant une nuit. Une mise en milieu avec du LB est 

effectuée avant l’inoculation de la chambre (dimension : 1 x 4 x 40 mm, en 

polycarbonate recouvert par une fine lamelle de microscopie en verre permettant 

l’adhésion bactérienne, VWR international). Les bactéries sont cultivées dans du 

milieu LB liquide à 28°C sur la nuit. Les cultures subissent deux lavages successifs à 

l’eau physiologique stérile (centrifugation de 6 000 x g, 5 minutes), puis le culot est 

repris dans β ml d’eau physiologique. La DO580 est ajustée à 0,1 pour un volume final 

de 1 ml. Dans le cas des cultures mixtes, le ratio 5 : 1 est respecté (1 ml de la souche 

MFE01 ou mutants ajouté à 200 µl de la bactérie cible expimant le gène gfp). La 

suspension bactérienne est injectée directement dans la chambre de la « flow cell » à 

l’aide d’une seringue. Une étape d’adhésion de 2 heures est respectée en interrompant 

le flux. Après une inoculation de 48h à 28°C avec un faible flux de milieux LB 

(supplémenté ou non en antibiotique ou en IPTG 1 mM), le flux est stoppé. Dans le 

cas des souches transformées avec la Green Fluorescent Protein, les bactéries 

peuvent être directement observées par microscopie confocale. Une alternative 

consiste à marquer la biomasse au Syto®λ (Life technologies™, 5 ȝg/ml). Le flux est 

rétabli 15 minutes après l’injection du fluorophore afin de rincer les chambres et 

d’éliminer les bactéries planctoniques.  
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Figure 75: Système de chambre en flux « flow cell ». (Weiss Nielsen et al., 2011). La pompe 
péristaltique permet d’alimenter en continu avec un débit constant les suspensions bactériennes 
adhérées sur lame de verre dans les canaux (« flow channels »). Les pièges à bulles (« bubble traps ») 
permettent d’éviter la formation de bulles en amont des suspensions bactériennes. Une « poubelle » en 
aval permet de récupérer les déchets bactériens. 

 

12) Observation de biofilm par microscopie confocale 

   

L’observation est effectuée avec le microscope confocal à balayage laser LSM 710 

(Zeiss, Allemagne) avec l’objectif à immersion à huile 6γx. Les biofilms sont observés 

par coupes de 1µm en enregistrant la fluorescence du fluorophore Syto®9 (pour les 

cultures pures) ou de la protéine GFP dans le cas des cultures mixtes (la bactérie 

compétitrice est transformée avec la GFP dont le gène est présent dans le plasmide 

pSMCβ.1). La longueur d’onde d’excitation (Ȝ) est de 488 nm et celle d’émission de 

510 nm. Les différentes coupes sont superposées pour obtenir des images en 3D. 

L’intensité de la fluorescence est analysée avec le logiciel COMSTAT (Heydorn et al., 

2000, 2002). Le paramètre calculé est le biovolume, c’est à dire le volume de bactéries 

(en ȝmγ) par ȝmβ. Les résultats sont représentatifs d’au moins trois expériences 

indépendantes. 

 

13) Test statistique 

 

Les données sont analysées avec le test non paramétrique Mann-Whitney avec le 

logiciel Prism6. 
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II. Culture de cellules eucaryotes et test de cytotoxicité 
 

1) Culture des cellules HaCaT 

 

La lignée cellulaire de kératinocyte humain HaCaT est stockée à -80°C. Une fois 

décongelées, les cellules sont centrifugées (2 000 x g, 3 minutes) puis resuspendues 

subtilement avec 1 ml de milieu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium - high 

glucose, Sigma-Aldrich, préalablement incubé à 37°C) supplémenté avec du sérum de 

veau fœtal (SVF, Sigma-Aldrich) 10% final et 1% d’un mélange d’antibiotiques 

(pénicilline et streptomycine pour éviter toute contamination bactérienne). Les cellules 

sont incubées dans des flasques à 37°C et 5% de CO2. Le milieu de culture est 

renouvelé tous les 2 jours. Lorsque les cellules atteignent environ 90% de confluence 

(monocouche de cellules adhérées sur support avec quelques interstices entre les 

cellules), le tapis cellulaire est rincé deux fois délicatement avec 4 ml de tampon PBS 

(phosphate buffered saline, Sigma-Aldrich, préalablement incubé à 37°C). Une fois le 

surnageant retiré, un volume de 2 ml de solution trypsique (Sigma-Aldrich) est ajouté 

et incubé à 37°C avec 5% CO2 pendant 15 minutes. Les cellules sont décollées à l’aide 

de raclette cellulaire (Fisher Scientific) et individualisées, puis de légers pipetages 

(cône de propipette P1000). Une fois homogène, l’action de la trypsine est stoppée 

par ajout de 3 ml de SVF. Les cellules sont ensuite culotées (2 000 x g, 3 minutes), 

resuspendues dans du DMEM supplémenté en SVF 10% final et un volume de 1 ml 

est déposé dans les puits centraux d’une plaque β4 puits (les puits latéraux sont 

remplis avec 1 ml de PBS pour éviter l’asséchement des cellules). La culture est 

incubée à 37°C, 5% CO2 avec renouvellement en milieu tous les deux jours. 

 

2) Test de cytotoxicité de la souche MFE01 sur les cellules HaCaT 

 

Tout d’abord, il faut déterminer le nombre de cellules avec la méthode de Neubauer 

(http://www.celeromics.com/fr/resources/docs/Articles/Comptage-de-Cellules-avec-

Neubauer.pdf) qui permet de déterminer la concentration cellulaire selon le nombre de 

cellules comptées sur une surface. En moyenne, il y a environ 5.106 cellules par puits. 

Les tests de cytotoxicité ont été effectués avec une multiplicité d’infection cellulaire de 

http://www.celeromics.com/fr/resources/docs/Articles/Comptage-de-Cellules-avec-Neubauer.pdf
http://www.celeromics.com/fr/resources/docs/Articles/Comptage-de-Cellules-avec-Neubauer.pdf
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20 (MOI : multiplicity of infection), correspondant à 20 bactéries pour une seule cellule 

HaCaT (nombre de bactérie : 20 x 5.106 soit 1.108 bactéries par puits). La DO580 

bactérienne en phase exponentielle (environ DO580 = 1) est ajustée à 0,1 (1 ml de 

suspension bactérienne à DO580 = 0,1 représente 1.108 bactéries) avec du milieu 

DMEM. Le milieu des cultures de cellules HaCaT est retiré et 1 ml de suspension de 

MFE01 à DO580 = 0,1 est ajoutée sur le tapis bactérien. Le témoin négatif de lyse 

correspond à l’ajout de 1 ml de DMEM seul sur les cellules HaCaT alors que l’ajout de 

1 ml de Triton™ X-100 0,9% final dans du DMEM correspondant au témoin positif. 

 

3) Dosage de la lactate déshydrogénase des cellules HaCaT infectées 

 

La lactate déshydrogénase (LDH) est une enzyme cytosolique. Sa présence dans 

le milieu extracellulaire indique une perturbation de la membrane cellulaire, 

potentiellement causée par une lyse suite à une infection bactérienne. Le dosage de 

la LDH est réalisé avec le test enzymatique CytoTox 96® Non-Radioactive Cytotoxicity 

Assay (Promega). 

Les surnageants des cultures infectées ainsi que ceux correspondant aux témoins 

positifs et négatifs sont prélevés et centrifugés (afin d’éliminer d’éventuelles cellules). 

Un volume de 100 µl de surnageant est prélevé et ajouté à 100 µl de solution Start 

puis incubé à l’obscurité à température ambiante pendant γ0 minutes. Puis la réaction 

est stoppée avec 100 µl de solution Stop et 700 µl d’eau distillée est ajoutée. La densité 

optique est déterminée à DO490 (le « blanc » est réalisé avec une solution de 100 µl 

de DMEM + 100 µl de solution Sart + 100 µl de solution Stop + 700 µl d’eau 

distillée). Le pourcentage de cytotoxicité est calculé avec la relation :  

 

DO49଴ ୢୣ ୪’éୡ୦a୬୲୧୪୪୭୬ ୲ୣୱ୲éDO49଴ ୲é୫୭୧୬ ୮୭ୱ୧୲୧୤ ୢୣ ୪yୱୣ T୰୧୲୭୬™ Xଵ଴଴ ଴,9% = cytotoxicité (en %). 

Le témoin négatif permet de soustraire le pourcentage de lyse des cellules non 

infectées. 
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III. Techniques d’interaction protéine-protéine 
 

1) Double hybride bactérien 
 

Tableau 5: Listes des amorces utilisées pour le BACTH. Les lettres en bleu correspondent aux 
extrémités flanquantes s’hybridant sur le plasmide et le codon stop est représenté en rouge. 

Nom de l’amorce Séquence 5’→3’ 

T25T18C-Tec1-F CGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGTCTGAATGG
CTAAGTCATTTCCTGAAAAAAACC 

T18C-Tec1-R CCTCGCTGGCGGCTAAGCTTGGCGTAATGACTTCCATTCGTTGTACT
TTCTCGAATGC 

T18N-Tec1-F CGCCACTGCAGGGATTATAAAGATGACGATGACAAGTCTGAATGGCT
AAGTCATTTCCTGAAAAAAACC 

T25T18N-Tec1-R CGAGGTCGACGGTATCGATAAGCTTGATATCGAATTCTAGTTAGACT
TCCATTCGTTGTACTTTCTCGAATGC 

T25T18C-VgrG1N-F CGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGTTGCGGCCG
TCGACGAGCG 

T25C-VgrG1N-R GTTTGCGTAACCAGCCTGATGCGATTGCTGCCAGCACTTCCATGCCG
ATGC 

T25N-5-Pfl-VgrG1N-F GGCGGGCTGCAGATTATAAAGATGACGATGACAAGTTGCGGCCGTC
GACGAGCG 

T25T18N-VgrG1N-R CGAGGTCGACGGTATCGATAAGCTTGATATCGAATTCTAGTTACCAG
CACTTCCATGCCGATGC 

T25T18C-VgrG1C-F CGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGGAAGTGCTG
GTGACCTTCCTTGAAG 

T25C-VgrG1C-R GTTTGCGTAACCAGCCTGATGCGATTGCTGGCCATTCAGACATGGG
CAAACC 

T25N-VgrG1C-F GGCGGGCTGCAGATTATAAAGATGACGATGACAAGGAAGTGCTGGT
GACCTTCCTTGAAG 

T25T18N-VgrG1C-R CGAGGTCGACGGTATCGATAAGCTTGATATCGAATTCTAGTTAGCCA
TTCAGACATGGGCAAACC 

T18N-VgrG1C-F CGCCACTGCAGGGATTATAAAGATGACGATGACAAGGAAGTGCTGG
TGACCTTCCTTG 

T25T18N-VgrG1C-R CGAGGTCGACGGTATCGATAAGCTTGATATCGAATTCTAGTTAGCCA
TTCAGACATGGGCAAACC 

T25T18C-VgrG1C-F CGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGGAAGTGCTG
GTGACCTTCCTTGAAG 

T18C-VgrG1C-R CCTCGCTGGCGGCTAAGCTTGGCGTAATGCCATTCAGACATGGGCA
AACC 

T25T18C-VgrG15-F CGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGCTCAATGAC
AAGGAAAGTCCCTTCACCC 

T25C-VgrG15-R GTTTGCGTAACCAGCCTGATGCGATTGCTGATGCTCGGCGCGGTGG
CTC 

T25N-VgrG15-F GGCGGGCTGCAGATTATAAAGATGACGATGACAAGCTCAATGACAA
GGAAAGTCCCTTCACCC 

T25T18N-VgrG15-R CGAGGTCGACGGTATCGATAAGCTTGATATCGAATTCTAGTTAATGC
TCGGCGCGGTGGCTC 

T25T18C-VgrGc1-F CGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGTTCGGCAAA
GGCCACTGCGCT 

T25C-VgrGc1-R GTTTGCGTAACCAGCCTGATGCGATTGCTGTGCGACTTCTCCCAGCT
CACAC 

T25N-VgrGc1-F GGCGGGCTGCAGATTATAAAGATGACGATGACAAGTTCGGCAAAGG
CCACTGCGCT 

T25T18N-VgrGc1-R CGAGGTCGACGGTATCGATAAGCTTGATATCGAATTCTAGTTATGCG
ACTTCTCCCAGCTCACAC 
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Les amorces utilisées pour les constructions (voir partie « megaprimers ») sont 

listées dans le tableau 5. Le protocole de « Bacterial Adenylate Cyclase Two-Hybrid 

system » découle du protocole décrit par Karimova avec quelques modifications 

(Karimova et al., 1998). Les deux gènes codant pour les domaines catalytiques T18 et 

Tβ5 de l’adénylate cyclase de Bordetella pertussis, sont fusionnés avec les gènes 

d’intérêt sur les plasmides pT18-FLAG et pT25-FLAG respectivement (Battesti and 

Bouveret, 2012). Le témoin positif utilisé est l’interaction entre la lipoprotéine Pal et la 

protéine périplasmique TolB. Les souches d’E. coli BTH101 sont co-transformées par 

choc thermique (voir partie choc thermique) et sélectionnées sur gélose supplémenté 

en kanamycine (50 µg/ml) et en ampicilline (100 µg/ml). Après co-transformation, les 

souches BTH101 contenant les deux constructions plasmidiques sont incubées à 30°C 

pendant 48 h dans 600 µl de milieu LB supplémenté en ampicilline (25 µg/ml), en 

kanamycine (10 µg/ml), en IPTG (0,5 mM) et en acides aminés (leucine 0,3 mM, 

isoleucine 0,15 mM et valine 0,4 mM). Un volume de 10 µl de chaque suspension 

bactérienne est ensuite déposé sur gélose LB supplémentée en ampicilline (25 µg/ml), 

en kanamycine (10 µg/ml), en IPTG (0,5 mM) et avec le substrat chromogène X-gal 

(40 µg/ml). La gélose est ensuite incubée à 30°C pendant environ 6-7 h. 

 

2) Co-immunoprécipitation 

 

Le protocole utilisé est celui décrit par Zoued (Zoued et al., 2013) avec quelques 

modifications. Les cultures d’E. coli W3110 transformées avec les plasmides pASK-

IBAγ7 et pBADγγ, produisant les protéines fusionnées avec l’étiquette FLAG 

(DYKDDDDK) ou VSV-G (YTDIEMNRLGK) respectivement, sont incubées à 37°C 

avec agitation (180 rpm) jusqu’à DO580 = 0,5. Puis les cultures sont induites avec de 

l’anhydrotétracycline (0,1 µg/ml) ou avec de L-arabinose (0,2%) pendant 1 h. Les 

cellules sont ensuite lysées par sonication à 4°C (6 cycles de 10 secondes avec 10 

secondes de repos entre chaque cycle). Le lysat est centrifugé à 13 000 x g pendant 

10 minutes à 4°C et le surngeant  est récupéré. Les surnageants des deux cultures 

indépendantes sont mélangés par faible rotation (environ 20 rpm) à température 

ambiante pendant 30 minutes puis agités par faible rotation pendant 2 h avec 25 µl de 

billes anti-FLAG M2 affinity (Sigma-Aldrich). Les billes sont ensuite lavées trois fois 

avec du tampon 20 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, pH 8,0 et centrifugées à 500 x g.  
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IV. Techniques analytiques des échantillons protéiques 
 

1) Analyse des protéines du surnageant de culture 

 

Les bactéries sont cultivées (25 ml) sur la nuit à 28°C avec agitation (180 rpm) avec 

induction à l’IPTG 1 mM si besoin. Les cellules sont ensuite centrifugées à 7 500 x g 

pendant 5 minutes puis le surnageant est filtré sur membrane 0,2 µm (Millipore) afin 

d’éliminer les bactéries résiduelles. Les protéines présentes dans le surnageant sont 

ensuite précipitées sur la nuit dans de la glace avec de l’acide trichloroacétique (TCA) 

10% final. Après la précipitation sur la nuit, le surnageant est centrifugé à 13 000 x g 

à 4°C pendant 30 minutes afin de culotter les protéines. Le culot est lavé deux fois 

avec 5 ml d’acétone froid (stocké au -20°C) sans pipetage et centrifugé à 13 000 x g 

pendant γ0 minutes à 4°C. Le culot est ensuite séché sous hotte chimique jusqu’à 

évaporation de l’acétone. Le culot est repris dans 100 µl de tampon de réhydratation 

(tableau 6). 

 

Tableau 6: composition du tampon de réhydratation. CHAPS: 3-[(3-Cholamidopropyl) 
dimethylammonio]-1-propanesulfonate hydrate (Sigma-Aldrich). Tampon IPG 3-10 (Sigma-Aldrich). 

Composants Quantité 
Urée 2,1 g 

Thiourée 0,76 g 
CHAPS 0,2 g 

Tampon IPG 3-10 25 µl 
Eau milli-Q Qsp 5 ml 

 

 

2) Séparation des protéines sur gel SDS-PAGE 

 

Les protéines sont séparées par électrophorèse en condition dénaturante SDS-PAGE 

(sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis). Le pourcentage 

d’acrylamide final des gels SDS-PAGE utilisé est soit de 10, 12 ou 15% pour le gel de 

séparation et de 7% d’acrylamide final pour le gel de concentration. La composition de 

chaque gel utilisé figure dans le tableau 7. Les échantillons sont repris dans du tampon 

Laemmli 2X (6,25 ml de Tris-HCl pH 6,8, 0,5 g de SDS, 2,5 ml de glycérol, 50 µl de 

bleu de Bromophénol 10% et 1,β5 ml de ȕ-mercaptoéthanol, qsp 10ml) puis chauffés 
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pendant 5 minutes à 100°C et chargés sur gel SDS-PAGE. La migration s’effectue 

avec un ampérage constant (25 mA pour un petit gel et 60 mA pour un grand gel) avec 

du tampon de migration (14,4 g glycine, 3,03 g Tris-Base, SDS 0,1 % final, qsp 10 1L). 

 

Tableau 7: Composition des gels SDS-PAGE utilisés au cours de ce travail. 

Réactifs 
Gel de 

séparation 
10% 

Gel de 
séparation 

12% 

Gel de 
séparation 

15% 

Gel de 
concentration 

Acryl/bisacrylamide 40% 2.5 ml 3 ml 3.75 ml 2.430 ml 

Tris-HCl 0.75M pH 8.8 2.35 ml 2.35 ml 2.35 ml -------------------- 

Tris-HCl 0.75M pH 6.8 ------------------ -------------------- -------------------- 3.45 ml 

Eau MilliQ 5.1 ml 4.6 ml 3.85 ml 9 ml 

SDS 20% 60 µl 60 µl 60 µl 114 µl 

APS 10% 60 µl 60 µl 60 µl 114 µl 

TEMED 6 µl 6 µl 6 µl 9 µl 

 

3) Western Blot 

 

Après migration sur gel SDS-PAGE, les protéines sont transférées sur membrane 

de nitrocellulose 0,2 µm (BioRad) avec un voltage constant de 100 volts pendant 1 h 

dans du tampon de transfert (25 ml Tris-Base 1M pH 8,3, 11,26 g glycine, 200 ml 

méthanol, qsp 1L). Puis la membrane est lavée dans du tampon de lavage PBS-Tween 

(10 ml Tris-Base 1M pH 8,0, 11,7 g NaCl, 500 µl TWEEN® 20, qsp 1L) avec une faible 

agitation puis incubée pendant 1 h dans du tampon de blocage (10 g de lait en poudre 

dans 100 ml de PBS-Tween). La membrane est lavée dans du tampon de lavage 

pendant 15 minutes puis est incubée avec les anticorps primaires (généralement 

dilués au 1/2000ème dans du tampon de blocage pendant 1 h). Puis la membrane est 

lavée dans un bain de tampon de lavage trois fois successivement (15 minutes 

d’incubation par bain). Ensuite, la membrane est incubée avec les anticorps 

secondaires couplés à la phosphatase alcaline pendant 1 h puis lavée trois fois avec 

du tampon de lavage. La phosphatase alcaline est ensuite révélée par colorimétrie (AP 

conjugate substrate kit, BioRad) selon les recommandations du fournisseur. 
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4) Révélation des protéines par coloration au bleu de Coomassie 

 

Après migration sur gel SDS-PAGE, le gel est incubé sur la nuit dans une solution 

de coloration contenant du bleu de Coomassie G-250 (Merck) se fixant sur les 

protéines (400 ml méthanol, 100 ml acide acétique glaciale, 1 g de bleu de Coomassie 

G-250, qsp 1L). Puis le gel est décoloré par plusieurs bains de décoloration (400 ml 

méthanol, 100 ml acide acétique glaciale, qsp 1L). 

 

5) Digestion des protéines d’intérêts extraites sur gel SDS-PAGE 

 

Les protéines sont extraites directement sur gel SDS-PAGE à l’aide d’un scalpel 

nettoyé à l’éthanol et les fragments de gels sont découpés en petits morceau afin de 

faciliter la digestion. Le gel est décoloré dans un bain BICAM 100 mM/acétonitrile (1 :1, 

v/v) (BICAM μ 1λλ mg bicarbonate d’ammonium qsp β5 ml) pendant γ0 minutes à 

température ambiante, en vortexant toutes les 10 minutes. Si nécessaire, un nouveau 

bain de BICAM/acétonitrile peut être utilisé pour les gels encore non décolorés. Une 

fois décoloré, le mélange BICAM/acétonitrile est enlevé, puis le gel est desséché avec 

500 µl d’acétonitrile pur et incubé pendant 10 minutes environ à température ambiante 

jusqu’à ce que le gel apparaisse blanchâtre puis l’acétonitrile est enlevé. La solution 

de trypsinolyse (tampon de trypsinolyse + trypsine à 13 ng/µl) (Trypsin Gold Mass 

Spectrometry grade, Promega, tableau 7) est ajoutée de façon à recouvrir totalement 

la fraction protéique et le tout est incubé dans la glace pendant 30 minutes afin que le 

gel absorbe la solution de trypsinolyse. Puis la digestion trypsique a lieu sur la nuit à 

37°C. Les peptides digérés à la trypsine sont stockés au -80°C ou analysés 

directement par spectrométrie de masse.  

 

Tableau 8: Composition de la solution de trypsinolyse. 

Solution Composants Quantité 

Tampon de trypsinolyse 
BICAM 800 µl (100 mM) 

Acétonitrile 800 µl 
Eau Milli-Q 6,4 ml 

Trypsine à 13 ng/µl 
Acide formique 100 µl 

Acétonitrile 200 µl 
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6) Préparation de plaque pour l’analyse MALDI-TOF 

 

Les échantillons protéiques sont cristallisés avec la matrice HCCA (α-cyano-4-

hydroxycinnamic acid, Bruker Daltonics). Pour la préparation de la matrice HCCA, 

environ 10 mg de poudre de HCCA sont repris dans 100 µl d’acide trifluoroacétique 

0,β % (TFA) et 100 µl d’acétonitrile pure. Puis le mélange est vortexé et soniqué 

pendant 5 minutes dans un bain à ultrason (Branson 2200, 47 kHz ± 6%) puis 

centrifugé (1 000 x g pendant 1 minute). 100 µl de surnageant sont mélangés avec 

100 µl de TFA 0,2% et 100 µL d’acétonitrile pure.  

Un volume de 1,5 µl d’échantillon est déposé sur la plaque MALDI-TOF puis 1,5 µl 

de matrice HCCA préparée est déposée sur la goute d’échantillon. La préparation du 

calibrant (peptide calibration standard II, Bruker Daltonics) est également déposée de 

la même façon (0,5 µl de calibrant puis 0,5 µl de matrice HCCA). Puis les échantillons 

sont séchés sous hotte chimique jusqu’à cristallisation des échantillons (environ 1 h). 

 

7) Analyse de protéines par spectrométrie de masse MALDI-TOF 

 

Les échantillons sont analysés par Matrix Assisted Laser Desorption Ionization-

Time of Flight (MALDI-TOF/TOF LIFT, AutoFlexIII, Bruker Daltonics) en mode positif 

MH+ contrôlé par le logiciel FlexControl software Version 3.3 selon le protocole décrit 

par Barbey (Barbey et al., 2012). Le profil peptidique (PMF : peptide mass 

fingerprinting) caractérisé par la masse des différents pics, est renvoyé au logiciel 

MASCOT (http://www.matrixscience.com/cgi/nph-mascot.exe) avec une tolérance de 

100 ppm. L’analyse statistique des séquences est déterminée selon le score de 

Mowse du logiciel MASCOT. Lorsque la P-value est inférieure à 0,05 (seuil p < 0,05), 

l’identification protéique est significative. 

Le site web http://web.expasy.org/peptide_mass/ permet déterminer in silico des 

différents peptides générés par digestion trypsique d’une protéine à partir de sa 

séquence afin de comparer à un profil peptidique. 

 

 

http://www.matrixscience.com/cgi/nph-mascot.exe
http://web.expasy.org/peptide_mass/
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V. Techniques de biologie moléculaire 
 

1) Annotation du génome de P. fluorescens MFE01 
 

Le génome de P. fluorescens MFE01, séquencé mais non totalement assemblé 

(une centaine de contigs), a été annoté avec plusieurs logiciels. Le génome global a 

été annoté avec le logiciel RAST (Rapid Annotation using Subsystem Technology 

(http://www.nmpdr.org/FIG/wiki/view.cgi/FIG/RapidAnnotationServer) mais également 

avec le serveur CDSeasy (http://db-mml.sjtu.edu.cn/STEP/STEP_CDSeasy.php) 

permettant l’identification avec le programme Prodigal Vβ.60 et utilisant Blastp. En 

effet, l’utilisation de différents logiciels d’annotation est préférable car l’annotation peut 

différer entre les logiciels, permettant d’avoir une meilleure vue d’ensemble. Pour 

compléter l’annotation, les contigs intéressants (annotés par Rast ou CDSeasy) ont 

été renvoyés au système d’annotation bactérien en ligne BASys 

(https://www.basys.ca/). Les outils BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) Blastn 

(alignement ADN/ADN) et Blastp (alignement protéine/protéine) du site NCBI (National 

Center for Biotechnology Information) ont également été utilisés au cours de ma thèse 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) afin de confirmer l’annotation par les logiciels 

présentés ci-dessus et de comparer les séquences avec celles d’autres souches ou 

espèces bactériennes.  

Lorsque l’annotation est « non satisfaisante » (par exemple le cas des 

« hypothetical proteins »), l’analyse de domaines protéiques a été réalisée avec le 

serveur Phyre2 (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index) 

permettant de prédire la structure et d’analyser les domaines protéiques par rapport à 

l’homologie de séquence d’autres protéines dont la structure a été décrite. 

 

2) Extraction d’ADN et de plasmide 

 

Le chromosome bactérien a été extrait à l’aide du kit ChargeSwitch® Forensic DNA 

Purification (Invitrogen™) selon les recommandations du fournisseur à partir d’une 

culture de nuit. Les plasmides bactériens ont étés extraits à l’aide du kit 

GeneJET®Genomic DNA Purification (Thermo Scientific™) selon les 

recommandations du fournisseur à partir d’une culture de nuit. 

http://db-mml.sjtu.edu.cn/STEP/STEP_CDSeasy.php
http://db-mml.sjtu.edu.cn/STEP/STEP_CDSeasy.php
https://www.basys.ca/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index
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3) Conception des amorces et amplification par PCR 

 

Les séquences des amorces utilisées ont été « dessinées » sur le site web 

http://primer3.ut.ee/. La conception des amorces est réalisée par Eurogentec™. Les 

amorces utilisées pour l’amplification de fragments d’acide nucléique sont référencées 

dans le tableau 9. 

Les fragments d’ADN chromosomiques ont été amplifiés par PCR (polymerase 

chain reaction) par utilisation de l’ADN-polymérase ADN-dépendant Phusion® High 

Fidelity DNA polymerase (NEB). La température d’hybridation des amorces est 

déterminée avec l’outil en ligne NEBtools™ sur le site web NEB 

(http://calculator.neb.com/). Le temps d’élongation est calculé selon les descriptions 

du fournisseur : 30 secondes pour 1 000 pb (tableau 10). Le premier cycle PCR d’un 

volume réactionnel final de 50 µl contient : 10 µl de tampon 5X (HF buffer, NEB), 4 µl 

d’amorce « sens » à 10 µM et 4 µl d’amorce « antisens » à 10 µM, 4 µl de dNTP à 2,5 

mM, βµl d’ADN chromosomique à environ 15ng/µl et 0,5U de Phusion® High Fidelity 

DNA polymerase (NEB) et complété pour un volume final de 50 µl avec de l’eau de 

biologie moléculaire. 

Tableau 9: Amorces utilisées pour l'amplification de fragments d'ADN d'intérêts. Les lettres 
soulignées correspondent aux sites de restriction (EcoRI : GAATTC ; XbaI : TCTAGA ; XmaI : CCCGGG 
et SacI : GAGCTC). 

Nom de l’amorce Séquence 5’→3’ 
hcp3-EcoRI-F TAATAAGAATTCACTTCATAACTAAGGAGCCA 
hcp3-XbaI-R TAATAATCTAGAGTCGGTCATGCTCAGTTC 
tssC-EcoRI-F TAATAAGAATTCAAGGAAGCCAACACAATG 
tssC-XbaI-R TAATAATCTAGAAGTCGCTCTTACTCTTTGTC 
fliA-EcoRI-F TAATAAGAATTCGGCATCTGGAATTTTTCGT 
fliA-XbaI-R TAATAATCTAGATCCCCACACTGCCTTCA 
flaA-flaG-XmaI-F  TAATAACCCGGGATTCGTCATGGCTTTAACAG 
flaA-flaG-XbaI-R  TAATAATCTAGACCATTCTTTTGACCGTTACA 
fliD-EcoRI-F TAATAAGAATTCCTGAAGGGAGATGCACAT 
fliD-XbaI-R TAATAATCTAGACGTTACTGACTGTTACTTCG 
fliS-EcoRI-F  TAATAAGAATTCGGCAATGAGGTAGAACATGA 
fliS-XbaI-R  TAATAATCTAGAAATTCGCTGCAATACGAGA 
fliT-EcoRI-F TAATAAGAATTCGCACCATGAGTCTCGTATT 
fliT-XbaI-R  TAATAATCTAGAACATCTCTGGTTCAACTGAC 
flgN-EcoRI-F  TAATAAGAATTCCATGCACGACACTAACTTAT 
flgN-XbaI-R  TAATAATCTAGACAGGTGGATAGTACAGGGT 
flgZ-EcoRI-R  TAATAAGAATTCATTGAAGAACCGTGTCCAA 
flgZ-XbaI-R  TAATAATCTAGATGCGACTCAGAGATCGTC 
lysM-EcoRI-F  TAATAAGAATTCAGTACAACGAATGGAAGTCT 
lysM-XmaI-R  TAATAACCCGGGGCTGTTCTTGTGTTAGTTGT 
tpr-EcoRI-F TAATAAGAATTCTAACTGGACACTGTGAGTAC 
tpr-SacI-R TAATAAGAGCTCAGGTTTTGACTACGTTGAAC 

http://primer3.ut.ee/
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Tableau 10: Mix réactionnel et cycle PCR utilisés pour amplifier des fragments d'acide nucléique. 

Solution réactionnelle de la PCR Cycle PCR 
Composants volume Degré Temps Cycle 

Tampon 5X Phusion 10 µl 98 °C 30 sec X 1 
dNTP 2,5 mM 4 µl 98 °C 10 sec X 30 

Primer F 2,5 µM 4 µl Tm °C 30 sec X 30 
Primer R 2,5 µM 4 µl 72 °C 1 min/kb X 30 

ADN 2 µL 72 °C 5 min X 1 
Eau Milli-Q 25,5 µl 4 °C ∞ X 1 

Taq Phusion 0,5 µl 
 

4) Séparation des fragments d’acide nucléique 

 

Les fragments d’acide nucléique (produits PCR, ARNm…) sont séparés par 

électrophorèse sur gel d’agarose (de 0,8%, pour les fragments de grande taille, à β% 

pour ceux de petites tailles) dans du tampon TAE (Tris 40 mM, acide acétique 0,1%, 

EDTA 2 mM, pH 8,5). Du tampon de charge (30% glycérol, 0,25% bleu de 

bromophénol) est ajouté aux échantillons (1 :5, v/v) qui sont ensuite déposés sur gel 

pour une migration avec un voltage de 125 volts. La visualisation des fragments 

d’acide nucléique est effectuée sous éclairage UV (280 nm) après une incubation dans 

un bain de coloration de Sybr® Safe DNA Gel (Invitrogen™).  

 

5) Purification et extraction sur gel des fragments d’ADN 

 

Les produits PCR spécifiques sont purifiés à l’aide du kit PureLink® PCR 

Purification (Invitrogen™) selon les recommandations du fournisseur. Si l’amplification 

est non spécifique (présence de plusieurs bandes), la bande d’inérêt est extraite et 

purifiée à l’aide du kit PureLink® Quick Gel Extraction (Invitrogen™). 

 

6) Digestion enzymatique et ligature 

 

Le choix des enzymes de restriction dépend de la cassette de multiclonage (MCS) 

du plasmide mais également de l’absence du site de restriction au sein du fragment 

(vérifié sur le site http://www.restrictionmapper.org/). Les enzymes de restriction sont 

utilisées selon les recommandations du fabricant (NEB) fournissant le tampon optimal, 
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la température et le temps de digestion etc... La plupart des enzymes utilisées sont 

actives à γ7°C et inactivées à 65° pendant 10 minutes. Pour le cas de d’une double 

digestion, le tampon optimal est déterminé avec l’outil en ligne Double Digest Finder 

(site web NEB) https://www.neb.com/tools-and-resources/interactive-tools/double-

digest-finder.  

La T4 DNA ligase (NEB) est utilisée pour insérer le fragment digéré au sein du 

plasmide linéarisé selon les recommandations du fournisseur. Afin d’optimiser l’étape 

de ligature, un ratio de 3 μ 1 de mélange d’insert/plasmide est effectué, selon la 

quantification des acides nucléiques par le NanoDrop β000c™ (Thermo Scientific™). 

Le mélange réactionnel est incubé à température ambiante sur la nuit.  

 

7) Clonage par « megaprimer » polymerase chain reaction 

 

Comme son nom l’indique, cette technique nécessite de longues amorces et 

s’effectue par deux cycles PCR (Tyagi et al., 2004). Cette technique se déroule en 

plusieurs étapes μ une première PCR permet d’amplifier l’ADN chromosomique ayant 

des extrémités flanquantes, venant s’hybrider sur le plasmide et ainsi insérer le 

fragment d’intérêt dans le plasmide via une deuxième PCR (où les extrémités 

flanquantes de l’insert servent d’amorces).  

L’ADN-polymérase ADN-dépendant Phusion® High Fidelity DNA polymerase 

(NEB) est utilisée pour les deux étapes de PCR selon les recommandations du 

fournisseur. La température d’hybridation des amorces est déterminée avec l’outil en 

ligne NEBtools™ sur le site web NEB (http://tmcalculator.neb.com/). Le temps 

d’élongation est calculé selon les descriptions du fournisseur : 30 secondes pour 1 000 

pb.  

Le premier cycle PCR (tableau 10) d’un volume réactionnel final de 50 µl 

contient μ 10 µl de tampon 5X (HF buffer, NEB), 4 µl d’amorce « sens » à 10 µM et 4 

µl d’amorce « antisens » à 10 µM, 4 µl de dNTP à β,5 mM, βµl d’ADN chromosomique 

à environ 15ng/µl et 0,5U de Phusion® High Fidelity DNA polymerase (NEB) et 

complété à un volume final de 50 µl avec de l’eau de biologie moléculaire.  

https://www.neb.com/tools-and-resources/interactive-tools/double-digest-finder
https://www.neb.com/tools-and-resources/interactive-tools/double-digest-finder
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Le deuxième cycle PCR (tableau 11) d’un volume réactionnel final de 50 µl 

contient : 10 µl de tampon 5X (HF buffer, NEB), 8 µl de la première PCR purifiée, 2 µl 

de solution plasmidique, 5 µl de dNTP à 2,5 mM et 0,5U de Phusion® High Fidelity 

DNA polymerase (NEB) et complété à un volume final de 50 µl avec de l’eau de 

biologie moléculaire.  

Tableau 11: Mix réactionnel et cycle PCR utilisés pour le deuxième cycle PCR « Megaprimer ». 

Solution réactionnelle de la PCR Cycle PCR 
Composants volume Degré Temps Cycle 

Tampon 5X Phusion 10 µl 98 °C 30 sec X 1 
dNTP 2,5 mM 5 µl 98 °C 10 sec X 21 
Produit PCR 8 µl Tm °C 30 sec X 21 

Plasmide 2 µl 72 °C 1 min/kb X 21 
Eau Milli-Q 24,5 µL 72 °C 5 min X 1 

Taq Phusion 0,5 µl 4 °C ∞ X 1 
 

Ensuite, 1 µl de DpnI (NEB) est ajouté directement au produit de la deuxième 

PCR (compatibilité des tampons sur le site NEB : https://www.neb.com/tools-and-

resources/usage-guidelines/activity-of-restriction-enzymes-in-pcr-buffers) et incubé 

pendant 5 h à 37°C afin de digérer le plasmide « original » mais pas le plasmide « néo-

synthétisé ». En effet, étant synthétisé in vitro, ce plasmide ne possède pas de 

méthylation. Ce produit de digestion est ensuite introduit par choc thermique dans la 

souche E. coli Top10. 

 

8) Vérification de la séquence nucléotidique 
 

Le séquençage des produits PCR et des constructions plasmidiques contenant 

l’insert d’intérêt a été réalisé par la société Beckman Coulter Genomics (Royaume-

Uni, http://www.beckmangenomics.com/). 

 

9) Transformation des souches d’Escherichia coli 
 

a) Préparation des cellules d’Escherichia coli compétentes  
 

Les souches d’E. coli BTH101, W3110, Top10 et S.17 sont cultivées à 37°C ou 

30°C avec agitation (180 rpm). Lorsque la culture de 50 ml atteint la phase 

exponentielle (DO580 compris entre 0,6 et 0,8), les cellules sont centrifugées à 2 000 x 

https://www.neb.com/tools-and-resources/usage-guidelines/activity-of-restriction-enzymes-in-pcr-buffers
https://www.neb.com/tools-and-resources/usage-guidelines/activity-of-restriction-enzymes-in-pcr-buffers
http://www.beckmangenomics.com/
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g à 4°C pendant 10 minutes. Le culot est incubé pendant 10 minutes dans la glace 

puis repris dans 5 ml de tampon TSB froid (tableau 12). Les bactéries sont aliquotées 

(100 µl) et stockées au -80°C pour des transformations ultérieures par choc thermique. 

Tableau 12: Composition de la solution de TSB. 

Composants Quantité 
Polyéthylène glycol 8000 5 g 

Diméthylsulfoxyde 2,5 ml 
MgCl2 (H2O) 101,5 mg 

MgSO4 60,15 mg 
Eau Milli-Q Qsp 50 ml 

 

b) Transformation des souches d’E. coli par choc thermique 

 

Un volume de 20 µl de KCM 5X froid (tableau 13) et 70 µl d’eau distillée froide sont 

ajoutés aux bactéries rendues compétentes, stockées au -80°C (100 µl). Un volume 

de 10 µl de produit de ligature ou 5 µl d’une extraction plasmidique est ensuite ajouté 

à cette suspension bactérienne. Après une incubation de cette suspension pendant 20 

minutes dans la glace, un passage à 42°C pendant 45 secondes puis une deuxième 

incubation dans la glace pendant 5 minutes sont réalisés. Puis 500 µl de milieu LB 

liquide sans antibiotique est ajouté. Suite à une incubation à 37°C pendant 1 h 30, les 

cellules sont étalées sur milieu gélosé LB comprenant l’antibiotique approprié (tableau 

2).  

Tableau 13: Composition de la solution de KCM 5X. 

Composants Quantité 
KCl 1,86 g 

CaCl2 (H2O) 1,1 g 
MgCl2 (H2O) 2,54 g 
Eau Milli-Q Qsp 50 ml 

 

Dans le cas de construction pour le clonage, une solution de X-gal 40 µg/ml peut 

être ajoutée afin de sélectionner les clones ayant intégré un fragment. En effet, les 

sites de restriction de la cassette de multiclonage se situent au sein du gène lacZ 

codant pour la ȕ-galactosidase. Lors de l’insertion d’un fragment sur cette région, le 

gène lacZ est alors inactivé, la bactérie incapable de dégrader le X-gal en un produit 

bleu. Les clones positifs apparaîtront blancs contrairement aux clones négatifs qui eux 

seront bleus. Les clones blancs sont vérifiés par PCR. 
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10) Transformations des souches de Pseudomonas  

 

a) Préparation des souches de Pseudomonas fluorescens compétentes 

 

A partir d’une culture bactérienne sur gélose de 12 h, un peu de biomasse 

bactérienne est resuspendue dans de l’eau distillée stérile froide. Après une 

centrifugation (10 000 x g, 4°C, 1 minute), deux lavages consécutifs du culot avec de 

l’eau distillée froide sont effectués. Puis le culot est repris dans 100 µl d’eau distillée 

froide. 

 

b) Transformation par électroporation (décharges électriques) 

 

Ce protocole de transformation est décrit par Enderle et Farwell (Enderle and 

Farwell, 1998). Environ 150 ng d’ADN sont ajoutés à la suspension bactérienne décrite 

ci-dessus. Cette suspension est ensuite transférée dans une cuve d’électroporation (1 

mm entre les deux électrodes) puis exposée à une décharge électrique de 1 800 volts 

pendant 5 millisecondes (Gene transformer GTF100, Savant). Très rapidement, un 

volume de 500 µl de milieu LB liquide sans antibiotique est ajouté et les cellules sont 

incubées à 28°C pendant 1 h 30 sous agitation (180 rpm). Puis les bactéries sont 

étalées sur milieu LB gélosé supplémenté avec un antibiotique sélectif (tableau 2). 

 

VI. Transciptomique 
 

1) Extraction des ARN totaux 
 

Les ARN sont extraits par la méthode d’extraction au phénol acide chaud selon la 

méthode décrite par l’équipe de Bouffartigues (Bouffartigues et al., 2012). Lorsque la 

culture bactérienne est en phase exponentielle (0,8 < DO580 < 1), environ 109 

bactéries sont culotées. Les bactéries sont ensuite lysées avec un tampon de lyse 

(0,0β M d’acétate de sodium, pH 5,5, SDS 0,5% (w/v), 1 mM EDTA). Les lysats sont 

extraits avec deux incubations successives avec 600 µl de phénol acide chaud (à 

60°C, pH 4,3, Sigma Aldrich) pendant 3 minutes à 60°C. Une centrifugation de 13 000 

x g pendant 5 minutes permet de séparer les ARN totaux, présents dans la phase 
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aqueuse, de la phase organique. Puis la phase aqueuse est traitée avec 500 µl de 

mélange chloroforme/alcool iso-amylique (24 :1, Sigma-Aldrich) et ensuite centrifugée 

à 13 000 x g pendant 5 minutes afin de séparer les deux phases. Les ARN totaux sont 

précipités sur la nuit à -β0°C dans β volume d’éthanol 100% contenant 100 mM 

d’acétate de sodium. Après la précipitation sur la nuit, les ARN sont culotés 

(centrifugation de 13 000 x g, 30 minutes, 4°C) puis rincés avec un volume de 1 ml 

d’éthanol 70% froid (-20°C). Le culot est séché sous hotte chimique pendant 1 h afin 

d’enlever toute trace de solvant et repris dans 50 µl d’eau DEPC (diéthyl 

pyrocarbonate, Sigma-Aldrich). Afin d’éliminer toute trace éventuelle d’ADN, les ARN 

sont traités avec de la DNase pendant 2 h à 37°C selon les recommandations du 

fournisseur (Turbo™ DNase, Life Technologies®). L’absence d’ADN est confirmée par 

PCR. La DNase est ensuite inactivée à 75°C pendant 10 minutes après ajout d’un 

volume 1 µl d’EDTA 0,5 M (protection des ARN totaux). Une migration sur gel 

d’agarose β% permet de vérifier la qualité des ARN totaux et une quantification est 

effectuée avec le spectromètre NanoDrop β000c™ (Thermo Scientific™). 

 

2) Reverse transcriptase (RT) ou transcription inverse 
 

Avant traitement, la concentration des ARN est ajustée à 50 ng/µl. La rétro-

transcription des ARN totaux en ADNc (ADN complémentaires) a été obtenue à l’aide 

du kit High capacity cDNA RT (Applied Biosystems™, Life Technologies) selon les 

recommandations du fournisseur (10 minutes à 25°C, 2 h à 37°C puis inactivation à 

85°C pendant 5 minutes) (tableau 14). Les échantillons négatifs de transcription (ou 

RT-, sans reverse transcriptase, même cycle d’incubation) sont utilisés comme 

témoins lors des PCR quantitatives. Les ADNc sont séparés par migration sur gel 

d’agarose β% afin de vérifier la quantité équivalente entre les différents échantillons. 

 

Tableau 14: Mix réactionnel et cycle de la RT-PCR. 

Solution réactionnelle de la RT-PCR Cycle RT-PCR 
Echantillons RT + RT - Degré Temps 
Composants Volume Volume 25 °C 5 min 

Tampon 5X RT 5 µl 5 µl 37 °C 2 h 
dNTP 100 mM 2 µl 0 µl 85 °C 10 min 

Amorces aléatoires 5 µl 5 µl 4 °C ∞ 
ARN 50 µg/µl 25 µl 25 µl 

Eau DEPC 10,5 µL 15 µl 
Reverse transcriptase 2,5 µl 0 µl 
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3) PCR quantitative en temps réel 

 

Tableau 15: Amorces utilisée pour l'étude de l'expression des gènes en qRT-PCR. 

Nom de l’amorce Séquence 5’→3’ 
qRT-PCR-recA-F AAGGGTGCCGTAATGCGTAT 
qRT-PCR-recA-R ATATCCAGACCCAGAGAGCCAGTA 
qRT-PCR-fleQ-F CATCGCGAACCCAATCTGT 
qRT-PCR-fleQ-R GGCCACTTGCTGCATCATCT 
qRT-PCR-flgH-F TCACCATCACCCTGAACGAA 
qRT-PCR-flgH-R GCCGAACAACGAGGTCAGA 
qRT-PCR-flgE-F AGCACGCCGATCTATGACACT 
qRT-PCR-flgE-R TTCCAGGTATTCTCGCCAGTCT 
qRT-PCR-fliA-F CTGGTGTTGGCGCTGTACTAC 
qRT-PCR-fliA-R GCCAAGGACTTCACCGATTT 
qRT-PCR-flgM-F GTACCAGCAACGCCAAGGAA 
qRT-PCR-flgM-R TGTACCGACTCCCCGCTTT 
qRT-PCR-flaA-F ACACCCAGGCCATCCAGAA 
qRT-PCR-flaA-R TGCAGGATGTCGGTCGAA 
qRT-PCR-flaG-F GCTGCCAAGAGACAGGATACG 
qRT-PCR-flaG-R AACTCCAGATTACGCTTGATCGA 
qRT-PCR-rpoN-F ACTGGTCGCAGCGGAAAAT 
qRT-PCR-rpoN-R ATGCCTTGTGCCTCCAGTAAA 
qRT-PCR-fliD-F CATCGACGGTCTGACGGTTA 
qRT-PCR-fliD-R ACTGATCGCGCCGCTTA 
qRT-PCR-fliS-F GATGTTAGCCCTTCGGCAGTAC 
qRT-PCR-fliS-R CACCTTCCATCAACATTTGCA 
qRT-PCR-fliT-F AATTGCCGATACCCGTGAAG 
qRT-PCR-fliT-R CAGGAACGGCAAGCCAGAT 
qRT-PCR-flgZ-F CACCACGCCACTGGAAATC 
qRT-PCR-flgZ-R GGATCGTGGCTGTCTTGCA 
qRT-PCR-motA-F GCGTTCGTCTGCGATTACCT 
qRT-PCR-motA-R CGTGCGGAGCCATGTTG 
qRT-PCR-motB-F TCGATATTGTCGTACTGACCAAA 
qRT-PCR-motB-R GGACCCTGCGCACCTT 
qRT-PCR-flgN-F TGCAACTGATCAACGACGACTT 
qRT-PCR-flgN-R TGCAAAGCGAGGGATTCG 

 

La conception des amorces a été effectuée avec le logiciel PrimerExpress® 

software v3.0.1 (tableau 15) et vérifiée préalablement par PCR. Les réactions 

s’effectuent dans un mélange de 1γ ȝL comprenant 6,5 ȝL de SYBR Green PCR 

Master Mix (AmpliTaq Gold® DNA Polymerase, Applied Biosystems™) auquel ont été 

ajoutés 100 nM de chaque amorce et les échantillons d’ADNc (un volume de γ µl). Les 

amplifications PCR quantitatives en temps réels ont été réalisées avec l’appareil 7500 

Fast Real Time PCR system » (Applied Biosystem®, LifeTechnologies) avec 40 cycles 

d’amplification (dénaturation : 95°C, 10 secondes ; hybridation des amorces : 58°C, 30 

secondes ; élongation : 72°C, 6 secondes). 
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Matériels et méthodes 

La quantification relative des ARNm d’intérêt a été obtenue par comparaison à la 

souche sauvage selon le seuil de détection Ct (2ˉΔΔCt), en utilisant le gène recA 

comme contrôle endogène. Les échantillons négatifs de transcription ont été utilisés 

pour contrôler l’absence d’ADN résiduel. 

 

4) Analyse des expressions transcriptionnelles 

 

Les valeurs d’expression ont été analysées avec le logiciel DataAssist vγ.01 

(Applied Biosystems™) avec un nombre d’échantillons n=6 indépendants. La 

différence transcriptionnelle est considérée comme significative si la P-value est 

inférieure à 0,02. 
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Article 1 

I. Article 1 
  

A Pseudomonas fluorescens type 6 secretion system is related to mucoidy, 

motility and bacterial competition 

Victorien Decoin, Mathias Gallique, Corinne Barbey, Francois Le Mauff, 

Cecile Duclairoir Poc, Marc GJ Feuilloley, Nicole Orange and Annabelle Merieau  

Contexte et importance de l’article 1:  

Lors du premier article portant sur le système de sécrétion de type VI de la souche 

Pseudomonas fluorescens MFE01 (Decoin et al., 2014), il a été montré que la protéine 

Hcpβ était impliquée dans l’activité antibactérienne. Au cours de cet article, nous avons 

mis en évidence un nouveau rôle du SST6, spécifique à la protéine Hcp1 qui ne 

participe pas à l’activité antibactérienne.  

Le premier phénotype observable chez le mutant MFE01Δhcp1 est la perte de 

mucoïdie. La mucoïdie est liée à la production d’exopolysaccharides formant un mucus 

qui confère aux colonies un aspect « gras » sur boîte. Par conséquent, nous nous 

sommes intéressés aux exopolysaccharides de la matrice extracellulaire. Nous avons 

comparé les compositions des matrices extracellulaires de la souche sauvage, 

mucoïde et du mutant MFE01Δhcp1. Aucune différence qualitative n’a été révélée en 

ce qui concerne les sucres majoritaires qui sont présents en même proportion chez 

les deux souches. Cependant, il existe une différence quantitative car MFE01Δhcp1 

présente deux fois moins d’exopolysaccharides que la souche sauvage. Nous nous 

sommes également intéressés aux protéines présentes dans le surngeant  de culture 

et nous avons observé l’absence d’une protéine chez le mutant MFE01Δhcp1. 

L’analyse par spectrométrie de masse a permis d’identifier cette protéine : la flagelline. 

La perte de sécrétion de la flagelline chez ce mutant nous a incité à effectuer des tests 

de mobilité, révélant ainsi la perte de la mobilité chez MFE01Δhcp1. De plus, nous 

avons démontré l’implication de la protéine Hcp1 dans l’inhibition de mobilité d’une 

souche clinique de P. fluorescens, MFN1032. En effet, lorsque MFE01 encercle la 

souche MFN1032 sur une gélose 0.3% agar, favorisant la mobilité de type 

« swimming », MFE01 est capable de séquestrer MFN1032, contrairement au mutant 

MFE01Δhcp1. Deux hypothèses ont été formulées μ (i) soit le mutant MFE01Δhcp1 
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n’est plus capable de séquestrer MFN10γβ car la mutation d’hcp1 entraîne la perte de 

mobilité de MFE01 et la rend donc incapable de former une barrière physique autour 

de MFN1032 ; (ii) soit MFE01 sécrète un effecteur, par l’intermédiaire de la protéine 

Hcp1, délivré directement dans le cytoplasme de la souche MFN1032, inhibant ainsi 

sa mobilité. Pour répondre à cette question, nous avons procédé à une compétition 

entre les souches sur une gélose 0.6% agar, favorisant la mobilité de type 

« swarming ». Cette mobilité requiert à la fois un flagelle et la production de 

biosurfactant ou un flagelle et un pili de type IV. Seule la souche MFN1032, qui produit 

des biosurfactants, peut se déplacer sur ce type de gélose, contrairement à MFE01 

qui est incapable de se déplacer par « swarming ». Sur ce milieu, la souche MFE01, 

pourtant immobile, est toujours capable d’inhiber la mobilité de type « swarming » de 

la souche compétitrice, écartant ainsi la première hypothèse. Par conséquent, notre 

hypothèse est que la protéine Hcp1 est impliquée dans la sécrétion d’un effecteur qui, 

une fois injecté dans le cytoplasme de la souche MFN1032, va y empêcher le 

fonctionnement ou la formation de flagelle. Chez MFE01Δhcp1, l’absence de la 

protéine Hcp1 provoquerait une accumulation de cette toxine responsable de 

l’immobilisation dans le cytoplasme de MFE01Δhcp1. Cette accumulation saturerait la 

capacité protectrice des antitoxines correspondantes. Ceci impliquerait une action de 

cette toxine dans le cytoplasme de MFE01Δhcp1, empêchant ainsi la formation de 

flagelle ce qui conduirait à la perte du phénotype de mobilité. L’introduction du gène 

hcp1 dans la souche MFE01Δhcp1 restaure la mobilité, ce qui est cohérent avec notre 

hypothèse. Puis nous avons inactivé le SST6, par mutation du gène tssC codant pour 

une protéine de la gaine du SST6. Cette mutation rend impossible la sécrétion de 

toutes les toxines transportées par le SST6, dont celles associées à la protéine Hcp1. 

La mutation de tssC entraine chez MFE01ΔtssC la perte de la mucoïdie et de la 

mobilité, prouvant ainsi que ces deux phénotypes sont associés spécifiquement à la 

perte de la sécrétion faisant intervenir la protéine Hcp1. Cette activité d’immobilisation, 

liée au SST6 n’avait encore jamais été décrite jusqu’à présent.   
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Article 2 

II. Article 2 
 

Contribution of the Pseudomonas fluorescens MFE01 Type VI Secretion 

System to Biofilm Formation 

Mathias Gallique, Victorien Decoin, Corinne Barbey, Thibaut Rosay, Marc G. J. 

Feuilloley, Nicole Orange and Annabelle Merieau  

Contexte et importance de l’article 2 : 

Nous avons préalablement montré que la protéine Hcp2 participait à l’activité 

antibactérienne (Decoin et al., 2014) alors que la protéine Hcp1 était nécessaire à 

l’immobilisation de bactéries compétitrices (Decoin et al., 2015). Durant cette période, 

l’annotation du génome de MFE01 a révélé la présence d’un autre gène codant pour 

une autre protéine Hcp, nommée Hcpγ. L’étude de l’environnement du gène hcp3 nous 

a permis d’identifier des gènes codant pour deux enzymes putatives responsables de 

la dégradation du peptidoglycane, annotées NUDIX hydrolase (probable Tge) et 

amidase (probable Tae) mais aussi un gène codant pour un adaptateur (noté Tec3, 

pour Toxin effector chaperone associated to Hcp3), un gène vgrG3 ainsi que d’autres 

gènes encore non décrits. Cette étude in silico nous a suggéré que la protéine Hcp3 

était donc potentiellement, elle-aussi, impliquée dans l’activité antibactérienne par 

l’intermédiaire d’au moins deux toxines. Dans l’environnement, on estime que les 

bactéries favorisent l’état sessile et forment un biofilm, protégeant alors les bactéries 

de différents stress environnementaux. Il nous est donc apparu primordial d’étudier 

l’activité antibactérienne de MFE01 au sein d’un biofilm multi-espèces. 

L’activité antibactérienne de MFE01 et de ses mutants en condition solide a donc 

été testée et nous avons mis en évidence que l’activité antibactérienne associée à 

Hcp3 dépend de la bactérie cible. En effet, certaines souches sont plus résistantes 

que d’autres, peut-être en fonction de la présence d’une immunité croisée entre 

MFE01 et la bactérie cible. C’est-à-dire que si cette dernière possède une paire toxine-

antitoxine homologue, la bactérie produit également une protéine d’immunité qui lui 

confère une résistance face aux toxines de MFE01, diminuant ainsi l’efficacité de 

l’activité antibactérienne exercée par MFE01. Nous avons ensuite étudié l’activité anti-
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biofilm de MFE01 sur une autre souche de P. fluorescens, la souche MFP05 isolée de 

la flore cutanée humaine, au sein d’un biofilm mixte. La population de MFP05 est 

estimée selon la fluorescence émise par cette souche (produisant la protéine GFP). 

MFE01 inhibe la formation de biofilm de la souche compétitrice MFP05 (peu de 

fluorescence). De manière surprenante, la mutation individuelle des gènes hcp1, hcp2 

et hcp3 n’affecte pas cette inhibition de formation. Cependant, lorsque le SST6 entier 

de MFE01 est non fonctionnel, comme c’est le cas chez le mutant MFE01ΔtssC, la 

souche MFP05 forme un biofilm et la population est aussi importante que lorsque cette 

souche est seule (MFE01ΔtssC est alors incapable d’inhiber la formation de biofilm de 

la souche MFP05). Plusieurs hypothèses ont pu être formulées : (i) soit les trois 

protéines Hcp sont essentielles dans cette inhibition, (ii) soit un autre facteur 

dépendant du SST6, mais ne dépendant directement d’aucune des protéines Hcp 

étudiées, est responsable de l’inhibition de la formation de biofilm de la souche 

compétitrice, (iii) soit le mutant MFE01ΔtssC n’est plus compétitif suite à l’incapacité 

de former un biofilm et ainsi de persister au sein de ce biofilm multi-espèces. Suite à 

ces résultats, nous nous sommes alors intéressés à l’implication des différents 

constituants du SST6, à savoir les protéines Hcp1, Hcp2, Hcp3 ainsi que la machinerie 

globale du SST6 (via MFE01ΔtssC) sur la formation de biofilm par MFE01. La mutation 

des gènes hcp1, hcp2 et hcp3 n’impacte pas le biovolume du biofilm (densité 

bactérienne) mais modifie la maturation de biofilm. En effet, le biofilm de la souche 

sauvage est très hétérogène et forme des structures comparables à de fines « 

chevelures » alors que celui du mutant Hcp3 par exemple est très homogène. Lorsque 

le SST6 est non fonctionnel, ce qui est le cas pour MFE01ΔtssC, ceci induit une 

incapacité à former un biofilm. L’introduction en trans du gène tssC chez ce mutant 

améliore légèrement la formation de biofilm. La mutation tssC n’influant en aucun cas 

la présence du complexe membranaire chez ce mutant, l’incapacité de formation de 

biofilm chez le mutant MFE01ΔtssC ne peut s’expliquer par le rôle exercé par ce 

complexe membranaire. Par contre, MFE01, comme bien d’autres souches de P. 

fluorescens, ne produit pas de molécules signal du quorum sensing typiques de P. 

aeruginosa. Notre hypothèse est que le SST6 est impliqué dans la communication 

bactérienne et permet un comportement social, typique des bactéries présentes au 

sein d’un biofilm. On peut donc envisager que le mutant MFE01ΔtssC soit incapable 

de coordonner un mouvement collectif expliquant ainsi l’incapacité à former un biofilm. 
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Mini-revue 

III. Mini-Revue 
 

The Type VI Secretion System: A Dynamic System for Bacterial 

Communication? 

Mathias Gallique, Mathilde Bouteiller and Annabelle Merieau 

Contexte et intérêt de la rédaction d’une mini-revue 

Au cours de l’article β, nous avions émis l’hypothèse que le SST6 pourrait être 

impliqué dans la communication bactérienne au sein d’un biofilm et permettrait ainsi 

de coordonner un mouvement collectif de population, nécessaire à la formation d’un 

biofilm. Plusieurs articles mettent en évidence que le SST6 n’est pas qu’un mécanisme 

impliqué dans l’activité antibactérienne ou dans la virulence envers les cellules 

eucaryotes. En effet, ce système permet entre autre de sécréter dans le milieu 

extracellulaire des effecteurs permettant l’import d’ions, par exemple le zinc ou bien le 

fer, et est donc impliqué dans la compétition bactérienne. Au cours de cette revue, 

nous décrivons l’assemblage du SST6, en intégrant le recyclage des protéines Hcp, 

VgrG et des effecteurs provenant d’une bactérie isogénique, le rôle de TssA ou bien 

celui de l’enzyme MltE durant la biogénèse du complexe membranaire. Nous 

référençons plusieurs cas d’implication de ce système dans le comportement social, 

par exemple la perception du soi et du non-soi chez Proteus mirabilis. De même, il 

nous semblait important de rappeler que la régulation du SST6 chez Pseudomonas 

aeruginosa est étroitement liée avec le quorum sensing, qui permet la communication 

bactérienne. Or certaines bactéries, dont MFE01, semblent dépourvues de molécules 

classiques du quorum sensing tout en montrant des comportements sociaux. L’objectif 

de cette revue est donc de souligner que le SST6 n’est pas limité à l’activité 

antibactérienne ou bien à la virulence envers les cellules eucaryotes, mais participe 

aussi à l’acquisition de facteurs limitant, à l’adaptation, au comportement social et 

probablement à la communication. 

 

 

 

http://www.frontiersin.org/people/u/287322
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IV. Article 3 
 

En préparation: Relation between Type VI secretion system and flagellar class 

IV genes in Pseudomonas fluorescens MFE01 strain 

Gallique et al., en préparation 

La liste définitive des auteurs est encore à définir car cet article est en préparation. 

Chaque co-auteur doit lire, modifier et faire une analyse critique de l’article avant sa 

soumission. A cette étape de la rédaction de l’article et du manuscrit de thèse, tous les 

co-auteurs potentiels ne l’ont pas encore lu. Ainsi cette liste des auteurs apparaît sous 

forme masquée dans ce mémoire de thèse.  

Contexte et importance de l’article 3 :  

Lors de l’article 1 portant sur l’inhibition de mobilité liée à la présence de la protéine 

Hcp1 (Decoin et al., 2015), nous avons montré que MFE01 empêche la souche 

MFN1032 de se déplacer par « swarming ». Nous avions supposé qu’une toxine 

pourrait s’accumuler dans le cytoplasme du mutant MFE01Δhcp1 ce qui provoquerait 

la perte de mobilité chez ce mutant. Cependant, le mécanisme d’action de cette 

inhibition de mobilité restait à élucider. C’est pourquoi nous avons envisagé d’étudier 

l’impact des mutations de gènes hcp1 et tssC chez MFE01. Aussi au cours de ces 

travaux, nous étudions en parallèle les phénotypes des mutants MFE01Δhcp1 et 

MFE01ΔtssC. Ces deux mutants ne sécrètent plus de flagelline, et ont donc perdu leur 

capacité à se déplacer. D’ailleurs, nous avons montré que l’introduction en trans du 

gène tssC chez le MFE01ΔtssC ne permet pas de restaurer les phénotypes de mobilité 

et de mucoïdie mais permet la sécrétion de protéines Hcp. Ceci souligne que la non 

restauration du phénotype sauvage n’est pas un problème d’expression ou de 

mutation en dehors du gène tssC mais semble plus complexe, comme par exemple 

un problème de niveau d’expression du gène tssC (non suffisant pour secréter le 

surplus de toxine). Des images de microscopies électroniques obtenues ont été 

réalisées sur la plateforme de de Microscopie de l’Institut de Microbiologie de la 

Méditerranée (IMM, FR 347λ), sous la responsabilité d’Artemis Kosta lors de ma 

collaboration avec Eric Cascales en Juin-Juillet 2016. La souche sauvage MFE01 

possède plusieurs flagelles polaires (jusqu’à trois) tout comme les mutants 
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MFE01Δhcp2 et MFE01Δhcp3, contrairement à MFE01Δhcp1 et MFE01ΔtssC qui sont 

dépourvus de flagelles. La surproduction du régulateur sigma FliA permet de restaurer 

la mobilité chez MFE01Δhcp1 et MFE01ΔtssC, qui sont d’ailleurs hyper-mobile sur 

gélose 0.3% agar (le diamètre de « swim » est plus important par rapport à celui de la 

souche sauvage). L’expression de fliA augmente l’expression du gène codant pour la 

flagelline ainsi que celle d’autres gènes indispensables à l’assemblage du filament 

flagellaire, non exprimés chez MFE01Δhcp1 et MFE01ΔtssC. Ces résultats, si l’on 

considère l’hypothèse de départ, signifieraient que la toxine accumulée dans le 

cytoplasme des deux mutants inhiberait la production de certaines protéines du 

filament et/ou l’assemblage de ce dernier, et donc perturberait l’expression des gènes 

de classe IV du flagelle. Cette phase IV correspond à l’assemblage du filament, 

appendice extracellulaire propulsant la bactérie. De plus, nous montrons que 

l’expression du gène codant pour la flagelline est fortement atténuée, voire totalement 

réprimée chez le mutant MFE01Δhcp1. Enfin, cette étude permet d’expliquer la perte 

de mucoïdie chez MFE01Δhcp1 et MFE01ΔtssC. En effet, chez MFE01 la mutation du 

gène fliA entraîne la perte de la mobilité et du caractère mucoide alors que la 

surexpression du gène fliA chez les mutants MFE01ΔtssC, MFE01Δhcp1 et 

MFE01ΔfliA restaure la mucoïdie et la mobilité. Dans cet article, nous formulons un 

certain nombre d’hypothèses sur l’action des toxines associées à Hcp1. 
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Association between the Type VI secretion system and expression of flagellar 

class IV genes in the Pseudomonas fluorescens MFE01 strain  
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Abstract 

Type VI secretion systems (T6SSs) are multiprotein contractile nanomachines that inject toxic 

effectors into prey bacteria. Several T6SS effectors with antibacterial properties have been 

described. We previously reported that the Pseudomonas fluorescens MFE01 strain can protect 

potato tubers against phytopathogen maceration. We demonstrated that the MFE01 strain has 

antibacterial activity and can immobilize competitive bacteria through the T6SS. Hcp1 

(hemolysin co-regulated protein 1) is involved in the inhibition of motility. Disruption of hcp1 

or the contractile tail gene tssC in MFE01 results in the loss of mucoid and motile phenotypes. 

Here, we established that the MFE01ΔtssC mutant is unable to secrete flagellar proteins into 

the supernatant. Electronic microscopy revealed the absence of flagellar filaments for 

MFE01Δhcp1 and MFE01ΔtssC. Introduction of the FliA class IV flagellar regulator restored 

motile and mucoid phenotypes in both MFE01Δhcp1+fliA and MFE01ΔtssC+fliA. Moreover, 

a fliA mutant displayed the same phenotype as MFE01Δhcp1 and MFE01ΔtssC. Transcriptomic 

analysis showed perturbation of class IV flagellar assembly in these T6SS mutants. Hcp1-

associated toxins involved in the immobilization of prey bacteria may accumulate in 

MFE01Δhcp1 and MFE01ΔtssC cytoplasm and specifically perturb class IV flagellar assembly. 

Hcp1-associated toxins may enable biocontrol by preventing rhizosphere colonization by 

phytopathogens, as flagella are essential for colonization.  

 

Introduction 

Environmental strains must adapt to and 

conquer ecological niches to survive. 

During this war, secretion apparatuses are 

essential for such competition and 

adaptation. Among these mechanisms, the 

Type VI Secretion System (T6SS), an 

inverted bacteriophage like structure (Ho, 

Dong, and Mekalanos 2014; Leiman et al. 

2009), allows bacteria to defend against or 

http://www.imm.cnrs.fr/microscopie/spip.php?rubrique2
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attack target cells using various secreted 

effectors. T6SS confers a competitive 

advantage to the producing bacteria by 

killing target bacteria (Basler, Ho, and 

Mekalanos 2013; Coulthurst 2013; Hood et 

al. 2010), recognizing of isogenic cells 

(Alteri et al. 2013; Cardarelli, Saak, and 

Gibbs 2015; Wenren et al. 2013) or 

immobilizing adjacent antagonism (Decoin 

et al. 2015). T6SS is also involved the 

uptake of metal ions such as iron, zinc or 

manganese (Chen et al. 2016; Lin et al. 

2017; Si, Zhao, et al. 2017; Si, Wang, et al. 

2017; Wang et al. 2015) and probably in 

bacterial communication (Gallique, 

Bouteiller, and Merieau 2017). The T6SS 

apparatus is composed of at least 13 

essential conserved proteins (named TssA 

to TssM, for type six secretion), which 

constitute the “core component” (Boyer et 

al. 2009; Silverman et al. 2012). Membrane 

complex TssJLM anchors T6SS into the 

bacterial envelope and positions the 

baseplate complex (Durand et al. 2015). 

This structure allows a proper contractile 

tail assembly (Brunet et al. 2015) and may 

initiate sheath contraction similarly to 

bacteriophage. Contraction of the sheath 

surrounding the inner-Hcp proteins tube 

propels effectors into prey cells or 

extracellular medium. A ClpV ATPase then 

recycles sheath sub-units for new firing and 

the membrane complex can be used to fire a 

new salvo (Durand et al. 2015). 

We previously described Pseudomonas 

fluorescens MFE01, a strain that secretes 

large amounts of Hcp proteins, a marker of 

T6SS functionality (Decoin et al. 2014). 

MFE01 has antibacterial activity against a 

wide range of competitor bacteria that is 

associated with the T6SS. Genomic analysis 

has revealed the existence of a unique T6SS 

core component locus and at least three 

orphan hcp genes, named hcp1, hcp2 and 

hcp3 (Gallique et al., 2017a). The Hcp2 and 

Hcp3 proteins are directly involved in the 

killing activity of MFE01 (Decoin et al. 

2014; Gallique et al. 2017a). Hcp1 proteins 

of MFE01 are essential for inhibiting the 

swarming of prey cells (Decoin et al 2015). 

Indeed, MFE01 can sequester prey bacteria, 

under swimming and swarming conditions, 

whereas the hcp1 mutant of MFE01, 

MFE01Δhcp1, cannot.  Surprisingly, 

mutation of hcp1 has pleiotropic effects on 

the phenotype of MFE01, affecting its 

mucoidy and motility (Decoin et al. 2015). 

It is possible that several effectors that 

inhibit competitor motility may accumulate 

in the cytoplasm MFE01Δhcp1 cells in the 

absence of Hcp1, inhibiting motility of the 

mutant strain. Here, we studied the effects 

of a dysfunctional T6SS on flagellar 

assembly in the strain MFE01 to better 

understand the immobilization activity of 

Hcp1-associated toxins. We thus focused on 

the association between the T6SS and 

flagellar filaments in P. fluorescens 

MFE01.   

 

Results and discussion 

A functional T6SS and Hcp1 are crucial 

for inhibiting the swarming of prey 

bacteria 

The clinical P. fluorescens MFN1032 strain 

is motile on 0.6% LB agar medium, in 

contrast to MFE01, which lacks surfactants 

essential for swarming (Rossignol et al. 

2009).  
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Figure 1: Effects of P. fluorescens MFE01 and its mutants on swarming of competing bacteria. Co-cultures 

were performed on swarming medium (LB in 0.6% agar) at 28°C for 24 h. MFN1032 can swarm on this medium, 

but ME01 cannot. Prey cells (MFN1032) were mixed, or not, with P. fluorescens MFE01 or its derivatives at a 

ratio of 1:5. Images shown are representative of three assays. 

 
Figure 2: Motility and mucoidy of P. fluorescens MFE01 and mutants  

 A: Swimming motility: Swimming assays were performed on LB in 0.3% agar at 28°C. (n = 3). +: motile, −: 
non-motile, ++:hypermotile. The images shown are representative of three assays. B: Mucoid 

phenotype:Mucoidy was assessed on LB agar at 28°C. +: mucoid, −: non-mucoid. The images shown are 

representative of three assays.  

Wild type MFE01 inhibited MFN1032 

strain swarming. Deletion of hcp2 did not 

affect the inhibition of MFN1032 swarming 

by MFE01, whereas MFE01Δhcp1 

displayed reduced inhibition of swarming, 

as previously described (Decoin et al. 

2015). Disruption of the hcp3 gene also did 

not affect the inhibition of swarming 
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(Figure 1). The swarming diameter of 

MFN1032 co-cultured with MFE01∆hcp1 

was smaller than that of the MFN1032 

control because MFE01∆hcp1 still has 

bactericidal activity associated with Hcp2 

and Hcp3 proteins (Decoin et al. 2014; 

Gallique et al. 2017a), slowing the growth 

of MFN1032 cells. This is consistent with 

MFN1032/MFE01∆tssC mixed culture 

results, in which the MFN1032 swarming 

diameter was identical to that of control. 

Indeed, we previously demonstrated that the 

T6SS is non-functional in MFE01∆tssC and 

that this mutant lacks antibacterial activity 

(Gallique et al., 2017a; Decoin et al., 2015). 

These results show a synergistic effect of 

the three Hcp proteins, which are essential 

for bacterial competition. However, only 

Hcp1-associated toxins affected the motility 

of competing bacteria 

 

MFE01 motility and mucoidy are 

dependent on Hcp1 secretion 

We studied motility on 0.3% LB agar 

medium and mucoidy of MFE01 mutants. 

Disruption of the hcp1 gene caused the loss 

of both mucoid and motile phenotypes, as 

previously described (Decoin et al. 2015), 

which were restored by the in trans 

introduction of hcp1 into MFE01Δhcp1. 

Similarly, the T6SS defective strain 

MFE01ΔtssC was nonmotile under 

swimming conditions and non-mucoid, 

whereas MFE01Δhcp2 and MFE01Δhcp3 

exhibited wild type phenotypes (motile and 

mucoid) (Figure 2A and 2B). In 

MFE01Δhcp1, which is unable to 

immobilize prey cells during swarming, 

does not secrete Hcp1-associated toxins 

into their cytoplasm. It is possible that upon 

disruption of hcp1, Hcp1-related toxins 

cannot translocate into prey cells, 

accumulate in the MFE01Δhcp1 cytoplasm, 

and inhibit motility. If the loss of motility in 

MFE01Δhcp1 is due to toxin accumulation 

in the cytoplasm, then Hcp1-associated 

toxins may target a cytoplasmic protein 

(Figure 3A and 3B). The phenotypes 

observed in MFE01ΔtssC may also result 

from the accumulation of Hcp1-associated 

toxins, similarly to those of the 

MFE01Δhcp1 mutant (Figure 3C). 

However, insertion of the tssC gene in trans 

in MFE01ΔtssC did not restore either the 

motile or mucoid phenotypes (Figure 2). 

We verified the absence of another mutation 

outside the tssC gene in MFE01ΔtssC by 

reintroducing the native tssC gene at its 

usual chromosomal location to obtain the 

revertant strain MFE01ΔtssC-R. 

MFE01ΔtssC-R was motile and mucoid, 

demonstrating that an unidentified mutation 

was not responsible for the 

complementation failure (Figure 2). It is 

possible that contraction events may be less 

active in the MFE01ΔtssC+tssC than wild 

type strain. Indeed, Basler et collaborators 

(Basler, Ho, and Mekalanos 2013) 

estimated that one T6SS sheath is composed 

of approximately 1500 sheath subunits. The 

expression of tssC in trans in 

MFE01ΔtssC+tssC may be insufficient to 

ensure secretion of all Hcp1-associated 

toxins.  

Inactivation of the T6SS apparatus has 

already been shown to correlate with the 

loss of motility of enterobacteria, such as 

the Escherichia coli APEC SEPT362 and

 .



 

222 
 

Article 3 

Figure 3: Hypothetical model for Hcp1-

associated toxin accumulation in MFE01Δhcp1 

and MFE01ΔtssC. 

 A: Pseudomonas fluorescens MFE01 can kill the 

competing P. fluorescens MFN1032 strain in a 

T6SS-dependent manner. Both Hcp2 and Hcp3 are 

involved in the delivery of peptidoglycan-targeting 

toxins and participate in the antibacterial activity 

against MFN1032. Hcp1 protein is associated with 

the inhibition of motility of prey cells. MFE01 

immobilizes and kills MFN1032 on 0.6% LB agar 

medium. B: Disruption of hcp1 abolishes secretion 

of Hcp1-associated toxins that may accumulate in 

MFE01Δhcp1 cytoplasm. MFE01Δhcp1 produces 

proteins that confer resistance against Hcp1-

associated toxins, but their quantity is probably very 

small relative to the level of the toxins. This may 

inhibit its own flagellar filament assembly and 

motility. MFE01Δhcp1 is unable to immobilize 

MFN1032 on 0.6% LB agar medium, but 

MFE01Δhcp1 may still secrete toxins associated 

with Hcp2 and Hcp3 and thus kill prey cells. This 

would explain why the swarming diameter of 

MFN1032 in contact with MFE01Δhcp1 is higher 

than that of the MFN1032/MFE01 control. 

C: Inactivation of T6SS abolishes secretion of all 

T6SS components, including effectors, VgrG, and 

Hcp proteins. All T6SS-dependent toxins 

accumulate and only Hcp1-assciated toxins, which 

may target cytoplasmic proteins, would have a 

harmful effect on MFE01ΔtssC. Although 

MFE01ΔtssC produces proteins that confer 

resistance against Hcp1-associated toxins, their 

quantity may be very small relative to the level of the 

toxins.  MFE01ΔtssC is consequently unable to 

immobilize and kill prey bacteria on 0.6% LB agar 

medium, explaining the similar swarming diameter 

between MFN1032 in contact with MFE01ΔtssC 

and that of the MFN1032 control.  

 

Citrobacter freundii CF74 strains (Liu et al. 

2015; de Pace et al. 2011). The authors of 

the E. coli APEC study concluded that 

TssM is essential for bacterial motility, but 

did not provide an explanation for this 

mechanism (de Pace et al. 2011). Liu et al. 

observed that T6SS mutations, particularly 

a mutation in the hcp2 gene, affected the 

motility of C. freundii (Liu et al. 2015). The 

loss of motility of these two strains may also 

have been caused by effector accumulation 

and not only by defects of the T6SS 

apparatus. 

Disruptions of hcp1 or tssC genes abolish 

both flagellin secretion and filament 

assembly 

We separated supernatant proteins of 

MFE01 mutants by SDS-PAGE. The 

MFE01 strain secreted large amounts of 

Hcp proteins into the supernatant, revealing 

a functional T6SS (Figure 4). We separated 

supernatant proteins of MFE01 mutants by 

SDS-PAGE. The MFE01 strain secreted 

large amounts of Hcp proteins into the 

supernatant, revealing a functional  
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Figure 4: Hcp and flagellin secretion of P. 

fluorescens MFE01 and mutants. Concentrated 

supernatants of late exponential phase cultures, 

grown at 28°C, were analysed by SDS-PAGE (15% 

separation gel) and Coomassie staining. Bands, 

indicated by arrows and labelled H and F, were 

identified by Mass spectrometry as Hcp and flagellin 

proteins, respectively. MWM: molecular weight 

marker. 

 

T6SS. Surprisingly, overproduction of 

Hcp1 in MFE01Δhcp1+hcp1 reduced 

secretion of all Hcp proteins, as we 

observed less Hcp proteins in the 

supernatant than for the MFE01Δhcp1 

mutant (Figure 4). This suggests that Hcp1 

overproduction affects Hcp protein 

secretion. It is possible that a high 

concentration of Hcp1 protein in the 

cytoplasm perturbs T6SS assembly. Hcp 

proteins were not secreted by the 

MFE01ΔtssC mutant (Figure 4). The T6SS 

was functional in MFE01ΔtssC+tssC 

because Hcp proteins were normally 

secreted. This is consistent with the 

restoration of antibacterial activity we 

already described for this strain (Gallique et 

al. 2017a).  

As previously described, an approximately 

30kDa band was identified in MFE01 

supernatant as flagellin by Mass 

spectrometry and was absent from the 

supernatant of MFE01Δhcp1 (Decoin et al. 

2015). We did not detect flagellin in either 

MFE01ΔtssC or MFE01ΔtssC+tssC strain 

supernatants (Figure 4). Flagellin is the 

major component of flagella, extracellular 

appendices anchored to bacteria, which 

provide motility Flagellin was properly 

secreted by both MFE01Δhcp2 and 

MFE01Δhcp3 mutants into the supernatant, 

emphasizing that perturbation of flagellin 

secretion was specific to Hcp1 protein 

secretion (Figure 4). These results are 

consistent with the loss of motility of 

MFE01Δhcp1 and MFE01ΔtssC under 

swimming conditions, in contrast to 

MFE01Δhcp2 and MFE01Δhcp3 (Figure 

2). Although Hcp secretion was perturbed 

in the MFE01Δhcp1+hcp1 strain, flagellin 

was properly secreted (Figure 4). This 

appears to contradict the absence of 

flagellin secretion in the absence of Hcp1-

associated toxin secretion in MFE01Δhcp1. 

However, Hcp1 production in the 

MFE01Δhcp1+hcp1 strain may be 

sufficient to allow a direct interaction of 

Hcp1-associated toxins with the Hcp1-ring 

lumen (Silverman et al. 2013), inhibiting 

their detrimental effect on the flagellar 

filament assembly. We examined the 

various mutants by electron microscopy to 

confirm the perturbation of flagellar 

assembly (Figure 5). The MFE01 wild type 

strain had up to three polar flagella and 

disruption of hcp2 or hcp3 did not affect 

their number. As expected, we observed no 

flagella in MFE01Δhcp1, MFE01ΔtssC, or 

MFE01ΔtssC+tssC. However, 

MFE01Δhcp1+hcp1 had the same number 

of flagella as MFE01.  

 

FliA restores motility and mucoidy of 

MFE01Δhcp1 and MFE01ΔtssC mutants 

Schulz and coworkers demonstrated that 

there is crosstalk among sigma factor-

associated networks in Pseudomonas  



 

224 
 

Article 3 

 

Figure 5: Flagella of P. fluorescens MFE01 and derivatives. Transmission electron microscopy images of 

bacteria grown at 28°C on LB medium (negative stain). Arrows indicate flagellum. 

 

aeruginosa (Schulz et al. 2015). FliA 

controls the expression of genes in several 

functional categories, including 

chemotaxis, motility, and attachment, as 

well as secreted factors whose alginate.  

 Over-expression of fliA restored both 

motile and mucoid phenotypes in 

MFE01ΔtssC and MFE01Δhcp1 mutants 

(Figure 6A and 6B) and its overproduction 

conferred a hyper-motile phenotype in both 

mutants and wild type strain (Figure 6 B). 

Moreover flagellin secretion was restored in 

MFE01Δhcp1+fliA (Figure 6C) and in 

MFE01ΔtssC+fliA (Figure S1). There are 

two possible explanations for these 

phenotypes: (i) the flagella of the over-

expressing stains are more active than in 

wild type, as FliA controls the expression of 

chemotaxis genes (which control flagellar 

activity and rotation) and those of the 

flagellar proton channel MotA/MotB 

(flagellar rotation is fueled by the proton 

motive force) or (ii) FliA overexpression 

increases the number of flagella. Electron 

microscopy observation confirmed an 

increase in the number of flagella upon FliA 

overproduction in MFE01, MFE01Δhcp1, 

or MFE01ΔtssC (Figure 6D). We thus 

focused on the effect of fliA disruption in 

the MFE01 strain. As expected, 

MFE01ΔfliA was non-motile and non-

mucoid and both phenotypes were restored 

after introduction of fliA into this mutant 

(Figure 7 A and 7B). Moreover, 

supernatants of MFE01ΔfliA+fliA showed 

flagellin secretion whereas supernatants of 

MFE01ΔfliA did not (Fig 7C). 
 

FliA-dependent flagellar assembly may 

be attenuated in MFE01Δhcp1  

Flagellar gene expression in P. aeruginosa 

is controlled in a four-tiered (called classes 

I to IV) hierarchy of transcriptional 

regulation (Dasgupta et al. 2003). 

Transcriptional regulators, including RpoN, 

FliA, FleR and FleQ, finely control the 

expression of flagellar genes needed for the 

coordinated assembly of flagella. FliA, also 

called sigma factor σ28, acts as checkpoint 
permitting the transition of flagella from 

class III (hook-based-body) 
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Figure 6: Phenotypes of MFE01 and derivatives after fliA introduction. A: Swimming motility. Swimming 

assays were performed on LB in 0.3% agar at 28°C. (n = 3). +: motile, −: non-motile, ++:hypermotile. The images 

shown are representative of three assays. B: Mucoid phenotypes. Mucoidy was assessed on LB agar at 28°C. +: 

mucoid, −: non-mucoid. The images shown are representative of three assays. C: Hcp and flagellin secretion by 

P. fluorescens MFE01 Δhcp1 after fliA introduction. Concentrated supernatants of late exponential phase 

cultures, grown at 28°C, were analysed by SDS-PAGE (15% separation gel) and Coomassie staining. Bands, 

indicated by arrows and labelled H and F, were identified by Mass spectrometry as Hcp and flagellin proteins, 

respectively. MWM: molecular weight marker. D: Flagella of P. fluorescens MFE01 and derivatives after fliA 

introduction.Transmission electron microscopy images of bacteria grown at 28°C on LB medium (negative stain). 

Arrows indicate multiple flagella.

to class IV (filament) (Figure S2). The 

sigma factor FliA binds to RNA polymerase 

and recognizes sites 35 and 10 base pairs 

upstream of target genes. Thus, FliA 

specifically activates expression of flagellar 

class IV genes located downstream of 

specific promoters. FliA allows control of 

flagellar filament assembly by regulating, 

for example, expression of genes coding for 

flagellin (flaA or fliC), the chaperone FlgN, 

the antisigma FlgM and MotA and MotB 

(stator). In contrast, in the P.aeruginosa 

PAK strain, the transcription of genes 

coding for flagellin export chaperone FliS 

and capping protein FliD (and its chaperone 

FliT also named FliS’) is not controlled by 
FliA, but by both RpoN and FleQ (Dasgupta 

et al. 2003). In the Pseudomonas putida 

KT2440 strain, FliS and FliD are produced 

under the control of FliA, and fliS and fliD 

are down-reglated in a fliA 

mutant(Rodríguez-Herva et al. 2010). 

These examples highlight the 
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 Figure 7: Phenotypes of MFE01 after fliA deletion  

A:   Swimming motility. assays were performed on LB in 0.3% agar at 28°C. (n = 3). +: motile, −: non-motile, 

++: hypermotile. Images shown are representative of three assays. B: Mucoid phenotypes. Mucoidy was assessed 

on LB agar at 28°C. +: mucoid, −: non-mucoid. The images shown are representative of three assays. C: Hcp and 

flagellin secretion.Concentrated supernatants of late exponential phase cultures, grown at 28°C, were analysed by 

SDS-PAGE (15% separation gel) and Coomassie staining. Bands indicated by arrows and labelled H and F were 

identified by Mass spectrometry as Hcp and flagellin proteins respectively. MWM: molecular weight marker. 

 

differences in regulation of FliS, FliD, and 

FliT production by P. aeruginosa and P. 

putida.

In P. aeruginosa, the antisigma factor FlgM 

negatively regulates class IV gene 

expression, interacting directly with FliA 

(Frisk et al. 2002). Such sequestration of 

FliA by FlgM leaves no free FliA available 

for class IV gene expression.  Upon proper 

assembly of the flagellar hook basal body, 

FlgM is secreted and FliA is free to interact 

with RNA polymerase and promote class IV 

gene expression. Flagellin protein is 

encoded by the flaA gene, which 

corresponds to a class IV hierarchy gene of 

which the expression is controlled by the 

FliA sigma factor. . Little information is 

available concerning flagellar assembly in 

Pseudomonas fluorescens species. In the 

Pseudomonas fluorescens F113 strain, 

Redondo-Nieto and collaborators studied 

the transcriptional organization of the 

region encoding the synthesis of the 

flagellar filament (Redondo-Nieto et al. 

2008).They concluded that fliC (flaA) 

transcription is regulated both by FliA and 

RpoN /FleQ. In this study, no putative fliA 

promoter were found upstream of the  fliS 

and fliT genes. FliA controls the expression 

of flgZ in the F113 strain (Martinez-Granero 

et al. 2014). 

If the regulation of flagellar assembly is the 

same in P. fluorescens MFE01 as in P. 

aeruginosa, the restoration of motility in 

MFE01Δhcp1 and MFE01ΔtssC by 
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overexpression of fliA would suggest 

specific class IV protein perturbation upon 

disruption of hcp1 or tssC. Thus, disruption 

of Hcp1-dependent secretion may have no 

impact on hook basal body assembly (class 

III), as FliA controls only class IV gene 

expression.

 

Figure 8: Putative model of the action of Hcp1-associated toxins on a hypothetical target. (i) Hcp1-associated 

toxins may inhibit transcription of fliA, the regulator of class IV flagellar genes, either by inhibiting the FliA 

activator or by binding to the fliA promoter region. Without FliA, there is no transcription of genes encoding 

proteins essential for flagellar filament assembly. (ii) Hcp1-associated toxins may directly interact with FliA 

proteins as an anti-sigma factor, such that there is no free FliA,  and the class IV genes are not transcribed. (iii) 

Hcp1-associated toxins may inhibit transcription of class IV genes by interacting with a FliA-dependent promoter 

locus or directly with class IV protein(s). Overexpression of fliA in trans can counteract toxin perturbation if its 

level is sufficiently high. Green star: Hcp1-associated toxin; IV: a class IV protein; RNAP: RNA polymerase; TSS: 

Transcriptional Start Site; PFliA: FliA-dependent promoter. Black lines represent a binding to DNA and red lines a 

protein-protein interaction. Grey arrows represent transcriptional activation by the unknown FliA activator (grey 

box). Black arrows represent both transcription and translation. 

 

Thus, it is possible that: (i) Hcp1-associated 

toxins inhibit fliA transcription by inactivation of 

a fliA transcriptional activator or by binding to 

the fliA promotor locus, (ii) Hcp1-associated 

toxins interact directly with FliA proteins, 

impairing class IV flagellar gene transcription, or 

(iii) Hcp1-associated toxins act on one class IV 

flagellar protein (Figure 8). 

FliA activates transcription of flagellar class 

IV genes in MFE01 strain 

Flagellar biosynthesis is differently 

regulated in different Pseudomonas strains 

(Redondo-Nieto et al., 2008). We studied 

the relative expression of several flagellar 

genes between MFE01 and MFE01ΔfliA to 

elucidate FliA-dependant gene transcription 

in P. fluorescens MFE01. The functions of 

the proteins encoded by these genes are 

listed in Table S1. We used the consensus 

motif (TAAAGTTT-N11-GCCGATAA), 

corresponding to promoters recognized by 

FliA (Frisk et al. 2002) ), to search for 

putative promoters upstream of flagellar 

genes in MFE01. Sequences corresponding 

to putative consensus sequences of FliA 

promoters were found upstream of the flaA, 

fliS, flgM and motA genes (Figure 9A). A 

sequence logo corresponding to the four 

putative promoters using Multiple Em for 

Motif Elicitation (MEME) is show Figure 

9B.  

Disruption of the fliA gene significantly 

decreased transcription of flgM, flaA, flaG, 

flgN, flgZ and motA (Figure 9 C). In this 
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experiment, the primers used for fliA were 

located downstream of the fliA deletion, 

explaining the absence of decrease in fliA 

transcription in MFE01ΔfliA. Introduction 

of fliA in MFE01ΔfliA increased the 

expression of the previously cited genes as 

well as fleQ, fliA, flgE, fliD, fliT, and motA, 

relative to the mutant strain.

 

Figure 9: Transcription of flagellar genes in MFE01 and derivatives  

A: Putative promoters upstream flagellar genes. A consensus motif (TAAAGTTT-N11-GCCGATAA) 

corresponding to promoters recognized by FliA (Frisk et al. 2002) was used to search for promoter upstream of 

flagellar genes in MFE01. Sequences corresponding to putative promoters are indicated. 

B: MEME sequence logo of the four putative promoters motif. The sequence logo generated by Multiple Em 

for Motif Elicitation (MEME), corresponding to the four putative promoters, is shown. C:  Flagellar gene 

expression in MFE01ΔfliA and MFE01ΔfliA+fliA. D: Flagellar genes expression in MFE01ΔtssC and 

MFE01ΔtssC+tssC. E: Flagellar gene expression in MFE01Δhcp1, MFE01Δhcp1+fliA, and 

MFE01Δhcp1+fliA.  

mRNA levels are relative to those obtained in MFE01. Relative levels of gene expression were calculated using 

DataAssistTM software (v3.01) and are based on the comparative CT (2–ΔΔCT) method. The ln of the relative 

levels was calculated to optimize the representation. Statistical analyses were performed on relative level 

differences > two-fold (ln approx. 0.7) using the two-tailed t-test:  *P < 0.02; n = 6 

 

Their relative transcription was 

considerably higher that of the wild type 

strain. Overexpression of fliA in trans 

promoted strong class IV genes expression, 

which could explain the hypermotile 

phenotype observed for MFE01ΔfliA+fliA. 

Such FliA-dependent class IV gene 

expression is required for flagellar filament 

assembly, explaining the loss of motility of 

the MFE01ΔfliA mutant. Deletion of fliA 

also affected the mucoid phenotype, 

suggesting FliA regulation of mucoidy-

associated genes in the MFE01 strain, as 

described for P. aeruginosa (Schulz et al. 

2015).  

The T6SS core component is associated 

with the motility phenotype and affects the 

expression of flagellar genes in C. freundii 
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and E.coli APEC (Liu et al. 2015; de Pace 

et al. 2011). Thus, we assessed whether 

flagellar gene expression was affected in 

MFE01ΔtssC (Figure 9D). The flagellar 

assembly cascade is differently regulated 

between enterobacteria (lateral flagella) and 

Pseudomonadaceae (polar flagella) 

(Soutourina and Bertin 2003). In E. coli, 

FliA positively regulates the transition to 

class III and FlhC and FlhD are 

transcriptional activators of the class II gene 

expression. De Pace et al. showed that, fliA, 

as well as flhC and flhD, gene expression 

was decreased in a ΔicmF E. coli strain (a 

tssM mutant) (de Pace et al. 2011). Here, 

disruption of tssC strongly decreased class 

IV genes transcription in MFE01ΔtssC, 

including fliA. In Pseudomonas aeruginosa, 

FleQ is the master regulator of flagellar 

biogenesis and RpoN controlled transition 

from class II to class III (Dasgupta et al. 

2003). The expression of fleQ and rpoN 

genes was not affected in MFE01ΔtssC, 

suggesting specific perturbation of class IV 

gene expression.  The profile of flagellar 

gene expression was comparable to that of 

MFE01ΔfliA. This suggests that TssC is 

required for proper filament assembly, but 

not that of the hook basal body. There are 

two possible mechanisms to explain the 

inhibition of fliA transcription: (i) 

inactivation of the T6SS machinery 

indirectly affects flagellar regulation or (ii) 

an Hcp-1 dependent toxin inhibits fliA 

transcription. Introduction of the tssC gene 

in MFE01ΔtssC did not reestablish wild 

type transcription of all class IV flagellar 

genes, consistent with phenotypic 

observations.  

Transcription of the flaA gene, encoding 

flagellin, was strongly reduced in 

MFE01Δhcp1 as was that of flaG, fliT, 

motA, and motB, but not as strongly (Figure 

9E). Introduction of the hcp1 gene restored 

gene expression, consistent with the 

recovery of motility of 

MFE01Δhcp1+hcp1. The expression of 

class IV genes also increased in 

MFE01Δhcp1+fliA, confirming that 

transcription of these genes was controlled 

by the FliA factor. There was no decrease of 

fliA transcription in MFE01Δhcp1. It is 

possible that one of the Hcp1-associated 

toxins, which perhaps accumulates in 

MFE01Δhcp1 cytoplasm, may be a protein 

that specifically interacts with FliA, thus 

preventing the RNA polymerase from 

transcribing class IV flagellar genes.  

 

Conclusion 

Here, we focused on the correlation 

between T6SS and flagella. The MFE01 

strain produces toxins that can inhibit the 

swarming of competing prey cells. 

Inactivation of Hcp1 production or T6SS 

function abolishes the ability of MFE01 to 

immobilize MFN1032 and renders them 

non-motile. We highlight the putative 

impact of Hcp1-associated toxins on 

flagellar class IV expression. These toxins 

have yet to be identified.  

Several Pseudomonad strains have been 

shown to be potential biocontrol agents 

(Weller 2007). P. fluorescens MFE01 and 

P. putida KT2440 can protect plants in a 

T6SS-dependant manner against several 

phytopathogens, including Pectobacterium 

atrosepticum or Xanthomonas campestris 

under in planta conditions (Bernal et al. 

2017; Decoin et al. 2014). MFE01 is 

responsible for suppressing tuber soft rot 

caused by P. atrosepticum (Decoin et al. 

2014). The MFE01 strain has antibacterial 

activity due to its Hcp2 and Hcp3 proteins 

(Decoin et al. 2014; Gallique et al. 2017a) 

and can immobilise prey cells through the 

control of the Hcp1 proteins of the T6SS.  
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In the rhizosphere, plant growth promoting 

rhizobacteria (PGPR) protect plant roots 

from phytopathogens and are beneficial for 

root growth (Haas and Défago 2005). The 

root system produces several exudates 

which provide nutrients and a rich source of 

energy for bacteria. Bacterial motility is 

important for colonization and flagella are 

crucial for root colonization for both PGPR 

(Barahona et al. 2016; Capdevila et al. 

2004; De Weger et al. 1987) and for 

phytopathogens (Jahn, Willis, and 

Charkowski 2008). Hcp1-associated toxins 

that inhibit motility would be a strategical 

weapon in the protection of plants from 

phytopathogens preventing colonization via 

their flagella. 

 

Materials and methods 
Bacterial strains, plasmids and culture conditions 

All the strains and plasmids used in this study are 

listed in Table 1. All strains were grown in LB (Luria 

Bertani) medium with shaking (180 rpm). P. 

fluorescens strains were grown at 28°C. E. coli 

strains were grown at 37°C. Media were 

supplemented with antibiotics, as appropriate: 15 

µg/ml tetracycline (Tc); 15 µg/ml (E. coli) or 50 

µg/ml (P. fluorescens) gentamycin (Gt), 50 µg/ml 

(E. coli) or 200 µg/ml (P. fluorescens) kanamycin 

(Km), 30 µg/ml chloramphenicol (Cm) (E.coli), or 

100 µg/ml ampicillin (Amp) (E. coli). 

 

Culture supernatant proteins analysis 

Overnight cultures (25 ml) were centrifuged at 7,000 

x g for 5 min at room temperature and the 

supernatants filtered through a Millipore membrane 

with 0.22-µm pores. Trichloroacetic acid (TCA, 

Sigma-Aldrich) was added to the filtered 

supernatants to a final concentration of 10% and they 

were incubated overnight at 4°C. The supernatant 

was removed by centrifugation at 13,000 x g, for 30 

min at 4°C. The pellet was washed twice with 5 ml 

cold 100% acetone (Merck) (without resuspending 

the pellet) and centrifuged at 13,000 x g, for 30 min 

at 4°C. The protein pellet was dried for 30 min at 4°C 

and resuspended with distilled water. Supernatant 

proteins were separated by sodium dodecyl sulphate 

polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). 

Samples were mixed with an equal volume of 2X 

Laemmli sample buffer with β-mercaptoethanol 

before loading. 

 

Swimming motility 

Strains were grown overnight and centrifuged at 

7 000 x g, for 5 minutes at room temperature. 

Biomass was spotted onto 0.3% agar LB plates with 

a sterile toothpick and incubated at 28°C overnight. 

 

Swarming inhibition assay  

After overnight culture, the OD580nm of the cells was 

adjusted to 0.5. Then, MFE01 or mutants were 

mixed with the MFN1032 strain at a ratio of 5:1 and 

5 µl spotted onto 0.6% agar LB plates. The plates 

were incubated at 28°C overnight. 

 

Antibacterial competition assay 

The antibacterial competition assay was performed 

as described by Decoin et al.  (Decoin et al. 2015). 

 

Disruption of the fliA gene in P. fluorescens 

MFE01 strain 

Each PCR was performed under standard conditions 

using Phusion® High-Fidelity DNA polymerase 

(NEB). fliA in-frame disruption, obtained by central 

deletion of 411 bp, was achieved by PCR with 

muta1-fliA-F and muta2-fliA-ecoRI-R primers 

(named amplicon A, > 650-bp product) or muta3-

fliA-EcoRI-F and muta4-fliA-R primers (named 

amplicon B, > 700-bp product) (Table 2). The PCR 

products corresponded to the upstream and 

downstream parts of the MFE01fliA gene, each 

carrying an EcoRI restriction site at the end. PCR 

parameters were as follows: 55°C for X s, 72°C for 

45 s; 30 cycles. Both A and B amplicons were 

digested by EcoRI (NEB) and ligated with T4 DNA 

ligase (NEB). A third PCR was then carried out with 

muta1-fliA-F and muta4-fliA-R primers. The PCR 

parameters were as follows: 55°C for X s, 72°C for 

90 s; 35 cycles. The resulting disrupted fliA construct 

was introduced into the pAKE604 suicide vector, 

previously digested by SmaI (blunt-ended), and 

ligated with T4 DNA ligase (NEB). This 

construction was verified by sequencing and 

introduced into the E. coli S17-1 strain (Simon et al., 

1983). The recombinant plasmid was transferred by 

biparental mating: recipient MFE01 and the S17-1 

strain containing pAKE604∆fliA were mixed at a 1:1 

ratio and spotted onto LB agar medium and 

incubated at 37°C overnight. The biomass mixture 

was resuspended in 1 ml sterile physiological saline 

and 0.1 ml of the cell suspension spread on LB agar 

plates supplemented with rifampicin (50 µg/ml, for 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4379610/table/Tab2/
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MFE01 selection and E. coli S17-1 killing) and 

kanamycin (200 µg/ml, for selection of cells 

containing recombinant plasmid) and incubated at 

28°C for 48 h. Colonies were isolated on LB agar 

plates supplemented with 10% sucrose to select the 

second homologous recombinants. The resulting fliA 

mutant was verified by DNA sequencing and named 

MFE01∆fliA. 

 

Table 1: Strains and plasmids used in this work 

Strains or plasmids Relevant characteristics  Reference/source 

P. fluorescens   

MFE01 Air isolate, RifR (Decoin et al. 2014) 

MFE01+fliA MFE01 with pPSV35 carrying the wild-type 

fliA gene, GmR 

This study 

MFE01Δhcp1+EV MFE01 with hcp1 disruption carrying the 

empty pPSV35, TcR and GmR 

(Decoin et al. 2015) 

MFE01Δhcp1+hcp1 MFE01Δhcp1 with pPSV35 carrying the 

wild-type hcp1 gene, TcR and GmR 

(Decoin et al. 2015) 

MFE01Δhcp1+fliA MFE01Δhcp1 with pPSV35 carrying the 

wild-type hcp1 gene, TcR and GmR 

This study 

MFE01Δhcp2 MFE01 with early stop codon in hcp2 (Decoin et al. 2014) 

MFE01Δhcp3 MFE01 with central disruption in hcp3 gene (Gallique et al. 2017a) 

MFE01ΔtssC+EV MFE01 with tssC central disruption 

carrying the empty pPSV35, TcR and GmR 

(Gallique et al. 2017a) 

MFE01ΔtssC+tssC MFE01ΔtssC with pPSV35 carrying the 

wild-type tssC gene, GmR 

(Gallique et al. 2017a) 

MFE01ΔtssC+fliA MFE01ΔtssC with pPSV35 carrying the 

wild-type fliA gene, GmR 

This study 

MFE01ΔfliA+EV MFE01 with fliA central disruption carrying 

the empty pPSV35, GmR 

This study 

MFE01ΔfliA+fliA MFE01ΔfliA with pPSV35 carrying the 

wild-type fliA gene, GmR 

This study 

MFN1032 Clinical strain (Chapalain et al. 2007) 

E. coli   

S17.1 RP4-2-Tc::Mu, aph::Tn7, recA, SmR, 

donor strain for conjugation 

(Simon, Priefer, and Pühler 1983) 

Top10® F- mcrA Δ( mrr-hsdRMS-mcrBC) 

Φ80lacZΔM15 Δ lacX74 recA1 araD139 

Δ( araleu)7697 galU galK rpsL (StrR) 

endA1 nupG 

ThermoFischer Scientific 

Plasmid   

pPSV35 P. aeruginosa oriV, lacIq mob+, PlacUV5, 

pUC18 MCS, expression vector, GmR 

(Rietsch et al. 2005) 

pAKE604 Conjugative suicide vector, ApR, KmR, oriT, 

lacZ, sacB 

(El-Sayed, Hothersall, and Thomas 

2001) 

 

Insertion of the fliA gene into pPSV35  

The fliA gene was amplified from the P. 

fluorescens strain MFE01 using Phusion® 

High-Fidelity DNA polymerase (NEB) and fliA-

EcoRI-F and fliA-XbaI-R primers (Table 2) 

under the following PCR conditions: 60°C for X 

s, 72°C for 50 s; 30 cycles. The amplified 

fragment and the pPSV35 shuttle vector 

(Rietsch et al., 2005) were digested with EcoRI 

and XbaI (NEB), to generate cohesive ends, 

and the fliA gene inserted into pPSV35 by 

ligation. The resulting plasmid, pPSV35-fliA, 

was used to transform E. coli Top10® cells by 

thermal shock. Plasmid DNA was isolated using 

the GeneJET Plasmid Miniprep Kit 

(ThermoFisher Scientific) and verified by PCR 

with plasmid-specific primers. 

http://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0170770#pone-0170770-t002
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Construction of strains MFE01∆fliA+fliA, 

MFE01+fliA MFE01∆hcp1+fliA or 

MFE01∆tssC+fliA 

Fresh colonies of MFE01, MFE01ΔfliA, 

MFE01∆hcp1 or MFE01∆tssC were washed 

twice with 1 mL cold sterile water before 

transformation with 5 ȝL pPSV35-fliA by 

electroporation in 1-mm electroporation cells at 

1.8 KV for 5 milliseconds (Savant GTF100 

Gene Transformer). LB was added and the 

mixture incubated at 28°C for 1 h with shaking 

(180 rpm). Transformed bacteria were then 

selected by plating on LB agar supplemented 

with gentamycin and IPTG. 

Table 2: Oligonucleotides used in this work  

Mutagenesis primers Primer sequence (5’→3’) 
muta1-fliA-F ACACTGGCCGACGTTATC 

muta2-fliA-EcoRI-R TAATAAGAATTCGTAAAGATTCATGCCACTGG 

muta3-fliA-EcoRI-F TAATAAGAATTCCTGTTCAGTTTCGACGAC 

muta4-fliA-R CTTCAGCAGTCACCATCAA 

muta1-tssC-F CTGAGACTCCAGTAGCCAAG 

muta4-tssC-R ATGTCATTGAGATCGGGCAA 

fliA-EcoRI-F TAATAAGAATTCGGCATCTGGAATTTTTCGT 

fliA-XbaI-R TAATAATCTAGATCCCCACACTGCCTTCA 

qRT-Primers Primer sequence (5’→3’) 
qRT-PCR-RecA-F AAGGGTGCCGTAATGCGTAT 

qRT-PCR-RecA-R ATATCCAGACCCAGAGAGCCAGTA 

qRT-PCR-FleQ-F CATCGCGAACCCAATCTGT 

qRT-PCR-FleQ-R GGCCACTTGCTGCATCATCT 

qRT-PCR-FlgH-F TCACCATCACCCTGAACGAA 

qRT-PCR-FlgH-R GCCGAACAACGAGGTCAGA 

qRT-PCR-FlgE-F AGCACGCCGATCTATGACACT 

qRT-PCR-FlgE-R TTCCAGGTATTCTCGCCAGTCT 

qRT-PCR-FliA-F CTGGTGTTGGCGCTGTACTAC 

qRT-PCR-FliA-R GCCAAGGACTTCACCGATTT 

qRT-PCR-FlgM-F GTACCAGCAACGCCAAGGAA 

qRT-PCR-FlgM-R TGTACCGACTCCCCGCTTT 

qRT-PCR-FlaA-F ACACCCAGGCCATCCAGAA 

qRT-PCR-FlaA-R TGCAGGATGTCGGTCGAA 

qRT-PCR-FlaG-F GCTGCCAAGAGACAGGATACG 

qRT-PCR-FlaG-R AACTCCAGATTACGCTTGATCGA 

qRT-PCR-RpoN-F ACTGGTCGCAGCGGAAAAT 

qRT-PCR-RpoN-R ATGCCTTGTGCCTCCAGTAAA 

qRT-PCR-FliD-F CATCGACGGTCTGACGGTTA 

qRT-PCR-FliD-R ACTGATCGCGCCGCTTA 

qRT-PCR-FliS-F GATGTTAGCCCTTCGGCAGTAC 

qRT-PCR-FliS-R CACCTTCCATCAACATTTGCA 

qRT-PCR-FliT-F AATTGCCGATACCCGTGAAG 

qRT-PCR-FliT-R CAGGAACGGCAAGCCAGAT 

qRT-PCR-FlgZ-F CACCACGCCACTGGAAATC 

qRT-PCR-FlgZ-R GGATCGTGGCTGTCTTGCA 

qRT-PCR-MotA-F GCGTTCGTCTGCGATTACCT 

qRT-PCR-MotA-R CGTGCGGAGCCATGTTG 

qRT-PCR-MotB-F TCGATATTGTCGTACTGACCAAA 

qRT-PCR-MotB-R GGACCCTGCGCACCTT 

qRT-PCR-FlgN-F TGCAACTGATCAACGACGACTT 

qRT-PCR-FlgN-R TGCAAAGCGAGGGATTCG 
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Construction of the revertant strain 

MFE01ΔtssC-R 

Each PCR was performed under standard conditions 

using Phusion® High-Fidelity DNA polymerase 

(NEB). The tssC amplicon (wild type gene and 

environment) was amplified from P. fluorescens 

strain MFE01 with muta1-tssC-F and muta4-tssC-R 

primers (Table 2) using the following PCR 

parameters: 61°C for X s, 72°C for 2 min; 30 cycles. 

The resulting tssC amplicon was introduced into the 

pAKE604 suicide vector, previously digested by 

SmaI (blunt-ended), and ligated with T4 DNA ligase. 

The construct was verified by sequencing and then 

introduced into E. coli S17-1 (Simon et al., 1983). 

The recombinant plasmid was transferred by 

biparental mating: recipient MFE01ΔtssC and the 

S17-1 strain containing pAKE604-tssC were mixed 

at the same ratio and spotted onto LB agar medium 

and incubated at 37°C overnight. The biomass 

mixture was resuspended in 1 ml sterile 

physiological saline and 0.1 ml of the cell suspension 

spread on LB agar plates supplemented with 

rifampicin (50 µg/ml, for MFE01ΔtssC selection and 

E. coli S17-1 killing) and kanamycin (200 µg/ml, for 

the selection of cells containing the recombinant 

plasmid) and incubated at 28°C for 48 h. Colonies 

were isolated on LB agar plates supplemented with 

10% sucrose to select the second homologous 

recombinants. The resulting revertant strain was 

verified by DNA sequencing and named 

MFE01ΔtssC-R 

 

Extraction of total RNA from P. fluorescens 

MFE01 

Total RNA was extracted using the hot acid-phenol 

protocol described by Bouffartigues et al. 

(Bouffartigues et al. 2012)  with modifications. 

Bacteria were lysed in lysis buffer (0.02 M sodium 

acetate, pH 5.5, 0.5% (w/v) SDS, 1 mM EDTA) in 

early exponential growth (OD580nm = 1). An acid-

phenol solution (Sigma-Aldrich) was heated to 

60°C. The lysate was mixed with the hot acid-phenol 

solution and incubated at 60°C for 3 min. The 

aqueous phase was then removed after centrifugation 

at 13 000 x g for 5 min and mixed two times with the 

acid-phenol solution and once with 

choloroform/isoamyl alcohol 24:1 (Sigma-Aldricht). 

Total RNA was precipitated with 100% ethanol (2∶1, 

v/v) containing 1 M sodium acetate (1∶10, v/v), 

washed with ethanol, dried at room temperature for 

2 h, and dissolved in RNase free water. DNA was 

digested with TurboTM DNase (ThermoFisher 

Scientific) and the DNase inactivated by adding 1 µl 

0.5 M EDTA and incubating at 75°C for 10 min. The 

absence of DNA was verified by PCR. RNA 

extraction was verified on a 2% agarose gel and the 

concentration determined by measuring the OD 

ratios A260/A280 and A260/A230 by Nanodrop. 

 

Putative FliA promoters and consensus motif 

The consensus motif (TAAAGTTT-N11-

GCCGATAA), corresponding to promoters 

recognized by FliA (Frisk et al. 2002) was used to 

search for promoters upstream of flagellar genes in 

MFE01. The sequence logo, corresponding to four 

genes, was generated using Multiple Em for Motif 

Elicitation (MEME) (Bailey et al. 2006). 

 

cDNA amplification  

Total cDNA was amplified from total RNA extracts 

with the High-Capacity cDNA Reverse 

Transcription Kit (Applied Biosystems) according to 

the manufacturer's recommendations. The 50-µl 

reaction containing 25 µL RNA was incubated at 

37°C for 2 h and inactivated for 5 min at 85°C. 

 

Quantitative Reverse Transcription-PCR 

experiments  

qRT-PCR was performed in triplicate using the 

protocol described by Guyard-Nicodème et 

al.(Guyard-Nicodeme et al. 2008). The primers 

(Table 3) were designed using Primer Express 3 

software. A single PCR product for each primer pair 

was verified prior to use. The 20-µL reaction 

contained 6.5 µL SYBR Green PCR Master Mix 

(Applied Biosystems), 10 µM primers, and 3 µl 

cDNA. PCR reactions were performed with the 7300 

Real Time PCR System apparatus (Applied 

Biosystems). We used recA as a gene expression 

control. Relative quantification of the mRNAs was 

obtained by comparison with wild type expression. 

 

Transmission electron microscopic 

This work was aided by the facilities and expertise 

of the Platform for Microscopy of IMM. Bacteria 

were grown on LB medium at 28°C for 48 h. 100 µL 

cell suspension was drawn into a pipette tip which 

had been cut. Bacteria were gently centrifuged (500 

x g for 3 min) and resuspended in HEPES buffer pH 

http://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0170770#pone-0170770-t002
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7.2 and 5 µl dropped onto a hydrophobic carbon-

coated Formvar copper grid (300 mesh). The 

samples were air dried for 3 min, stained with a 1% 

aqueous solution of uranyl acetate, pH 4·5, air dried 

for 1 min, and examined with a FEI Tecnai G2 20 

TWIN (200KV), LaB6, Eagle 2k camera.  
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Figure S1: Hcp and flagelin secretion in 

MFE01∆tssC+fliA 

Concentrated supernatants of cultures in late 

exponential growth phase, grown at 28°C, were 

analysed by SDS-PAGE (15% separation gel) and 

Coomassie staining. Bands indicated by arrows and 

labelled H and F were identified by Mass 

spectrometry as Hcp and flagellin proteins 

respectively. MWM: molecular weight marker. 
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Figure S2: Flagellar assembly in P.aeruginosa 

This picture is a model inspired from literature (Dasgupta et al. 2003; Evans, Hughes, and Fraser 2014; Minamino 

and Imada 2015; Postel et al. 2016; Herlihey and Clarke 2017). Unfold proteins are represented as curved lines 

which color is specific to each protein. Indeed the proteins are unfolded before export. 1) Assembly of the flagellar-

hook (needing cap protein FlgD): Antisigma factor sequester FliA, inhibiting la class IV flagellar genes 

transcription. 2) The hook is achieved and it length is controlled by the protein FliK (hook reaches its mature 

length of ∼55 nm). The FlgD protein is released and FlgM is secreted in extracellular medium, releasing thus the 

sigma factor FliA. This enables class IV regulon transcription. 3) The FlgN chaperone allows junction-proteins 

secretion (hook-filament), FlgK and FlgL. 4) The cap protein FliD, secreted with the help of its chaperone FliT 

forms a hexamer (in Pseudomonas aeruginosa). 5) The flagellar filament, consisting of flagellin FlaA (or FliC), 

is in the assembly phase. The chaperone FliS allows flagellin and FlaG (control of length filament) secretion. 6) 

The filament is achieved. 7) The MotA and MotB proteins allowing protons influx (proton motive-force) fit 

together. FliA also controls some other genes transcription, like flgZ and chemotaxis genes (not represented in this 

figure). 

  
 

Table S1: Functions genes studied in this work 

Gene  Protein function or localization MFE01 gene accession 

fleQ RpoN dependent transcriptional activator, Master regulator, 

required for classes I and II 

 

rpoN σ54 sigma factor, required for classes II and III  

flgH Basal body L-ring, anchored to outer membrane  

flgE Hook component, anchors the filament to basal body   

fliA σ28 sigma factor, required for class IV  

flgM σ28-specific antisigma factor, interacts directly with FliA  

flaA Flagellin, major filament component  

flaG Filament length control  

flgN Chaperone; export of junction proteins FlgK-FlgL, initiation of 

filament assembly 

 

fliD Filament cap protein, controls flagellin assembly  

fliS Chaperone, export of flagellin  

fliT Chaperone, export of filament cap protein FliD  

flgZ PilZ domain-containing protein, interact with stator protein, 

implicated in motility regulation 

 

motA Proton-dependent-stator complex, motor rotation  

motB Proton-dependent-stator complex, motor rotation  
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Discussion, résultats préliminaires et perspectives 

Contrairement aux nombreux travaux portant sur les pathogènes, comme 

Pseudomonas aeruginosa, Vibrio cholerae, Escherichia coli EAEC, Burkholderia 

pseudomallei, Acinetobacter baumannii etc., très peu d’études portent sur le SST6 des 

souches environnementales. Pourtant, en ce qui concerne la souche P. fluorescens 

MFE01, les protéines Hcp sont les protéines majoritaires du surnageant  de culture. A 

contrario, la sécrétion des protéines Hcp chez la majorité des souches de 

Pseudomonas aeruginosa est très faible et nécessite souvent, pour être visualisée, 

l’inactivation du répresseur RetS. Une quantité aussi importante de protéine Hcp 

suggère que le SST6 serait alors impliqué dans un processus important chez MFE01. 

L’objectif global de ma thèse était donc d’étudier le rôle de ce SST6 chez la souche 

environnementale de P. fluorescens MFE01.  

 

I. Une seule machinerie, une panoplie de gènes vgrG et hcp 

 

Il n’est pas rare de retrouver plusieurs clusters du SST6 chez les bactéries à Gram 

négatif. Par exemple, P. aeruginosa possède trois clusters (H1- à H3-T6SS) (Barret et 

al., 2011; Hood et al., 2010; Lesic et al., 2009; Mougous et al., 2007; Sana et al., 2012, 

2015) et chez Burkholderia pseudomallei six clusters ont été retrouvés (Burtnick et al., 

2011). Avoir plusieurs clusters et donc plusieurs machineries du SST6 permet de 

réguler différents SST6 selon l’environnement et donc selon un contexte particulier. 

L’analyse in silico n’a révélé dans le génome de MFE01 qu’un seul cluster du SST6, 

regroupant tous les gènes du core component, excepté tssD codant pour la protéine 

Hcp (figure 76). Des gènes hcp sont éparpillés au sein du génome et sont dits 

orphelins. En tout, en complétant l’annotation, nous avons découvert non pas 3 mais 

4 gènes hcp. De même, les gènes vgrG sont présents en multiples copies à travers le 

génome de MFE01. Deux sont localisés en amont et en aval du cluster du SST6 

(Gallique et al., 2017a). Il est important de noter la difficulté d’analyse et l’estimation 

des gènes vgrG, puisque le génome de MFE01 séquencé courant β014 n’est pas 

totalement assemblé (une centaine de contigs). La présence de nombreux gènes vgrG 

par exemple, qui sont conservés, implique des difficultés d’assemblage. En effet, des 

gènes vgrG incomplets (par exemple partie 5’ ou γ’) sont retrouvés en fin ou en début 

de contig et un assemblage manuel est requis pour assembler correctement les gènes 

vgrG entre eux (associer par exemple la partie 5’ d’un vgrG présente en fin de cluster 
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et sa partie γ’ présente dans un autre cluster). En autres termes, il faut d’abord 

associer chaque portion de gène vgrG avec l’autre partie correspondante. On estime 

le nombre de gènes vgrG à une dizaine, sans compter ceux codant pour des putatives 

protéines Rhs (rearrangement hotspot protein). La présence de nombreux gènes vgrG 

dans le génome, donne de l’importance à l’étude des interactions entre les protéines 

VgrG et les protéines Hcp (environ une dizaine de protéines VgrG pour quatre 

protéines Hcp : quelle protéine VgrG interagit avec quelle protéine Hcp ?).  

Figure 76: Organisation génomique du cluster SST6 et des opérons hcp de la souche P. 
fluorescens MFE01. 

 

II. Le SST6 de la souche MFE01 est fortement impliqué dans l’activité 

antibactérienne 
 

La souche MFE01 sécrète différentes protéines Hcp dans le surngeant  de culture 

à 28°C (pas de sécrétion à 37°C) (Decoin et al., 2014). Quatre gènes hcp ont été 

retrouvés au sein du génome et trois ont fait l’objet de mutagénèse afin d’étudier le 

rôle de chaque protéine Hcp dans la compétition bactérienne (Decoin et al., 2014, 

2015; Gallique et al., 2017a). MFE01 ne présente pas de virulence envers certains 

modèles eucaryotes tels que l’amibe, certaines plantes ou cellules l’animales (Decoin 

et al., 2014). Par ailleurs, nous avons montré que MFE01 exerce une activité 

bactéricide envers de nombreuse bactéries telles qu’E. coli, P.aeruginosa, plusieurs 

souches de P. fluorescens et Pectobacterium atrosepticum.  
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De plus, l’inactivation totale du SST6 de MFE01 (chez le mutant MFE01ΔtssC) 

entraîne une perte totale de l’activité antibactérienne, suggérant que le SST6 est 

principalement ou totalement impliqué dans l’antagonisme bactérien et donc dans la 

compétition antibactérienne. Actuellement, nous avons construit les mutants 

MFE01Δhcp1, MFE01Δhcp2 et MFE01Δhcp3. Ainsi nous avons pu mettre en évidence 

que les protéines Hcp2 et Hcp3 sont impliquées dans le sécrétion d’effecteurs 

antibactériens (Decoin et al., 2014; Gallique et al., 2017a), ce qui n’est pas le cas de 

la protéine Hcp1 (Decoin et al., 2015). La toxine associée à Hcp2, encore non identifiée 

actuellement, serait une toxine de type amidase, puisque la production de la protéine 

d’immunité Rap1a (de Serratia marcescens) permet d’améliorer la survie d’E. coli 

(normalement sensible à MFE01). Les études de cultures mixtes en condition solide 

montrent que l’activité antibactérienne exercée par MFE01 sur la bactérie cible est 

contact-dépendant, puisque le surngeant  de MFE01 n’a pas d’activité bactéricide ou 

d’impact sur la formation de biofilm sur la bactérie cible (Decoin et al., 2014; Gallique 

et al., 2017a). 

 

Figure 77: Schéma explicatif de l’activité antibactérienne exercée par les toxines associées à 
Hcp3. (non publié). 

A) Culture entre MFN1032 et MFE01 : forte activité antibactérienne exercée par MFE01. Les protéines 
Hcp2 et Hcp3 forment les tubes internes du SST6 et sécrètent leur toxine(s) associée(s). B) Culture 
entre MFN1032 et MFE01Δhcp3 : les toxines associées à Hcp3 ne sont plus sécrétées. En revanche, 
celle(s) associée(s) à Hcp2 l’est ou le sont toujours et participe(nt) à une activité antibactérienne. C) 
Culture entre MFN1032 et MFE01Δamidase μ seule l’amidase n’est pas produite et secrétée 
contrairement à l’autre toxine associée à Hcpγ et celle(s) associée(s) à Hcp2. Il existe toujours une forte 
activité antibactérienne qui ne permet pas alors de voir si la putative amidase est une toxine (car que 
ce gène soit muté ou non, la population de la cellule cible est fortement réduite). D) Avantages d’utiliser 
la cible MFE01Δopéron-hcp3 : toutes les autres toxines non associées à Hcp3 et dépendantes du SST6 
sont sécrétées par MFE01Δamidase mais n’exercent pas d’activité antibactérienne car les antitoxines 
correspondantes sont présentes chez la cible. MFE01Δopéronhcp3 n’est sensible qu’aux toxines de 
l’opéron hcp3. Cette souche serait donc moins sensible que les autres souches telles que P. fluorescens 
MFP05 ou MFN1032. La légende est commune aux figures 77 et 78. 
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La protéine Hcpγ est fortement impliquée elle aussi dans l’activité antibactérienne 

(Gallique et al., 2017a) qui est souche dépendante. L’analyse de l’environnement du 

gène hcp3 révèle deux gènes codant pour des enzymes dégradant le peptidoglycane 

(putative amidase et hydrolase). De plus, selon la bactérie cible, l’effet de la mutation 

du gène hcp3 de MFE01 n’a pas le même impact sur la survie de la population cible 

(Gallique et al., 2017a). La présence de protéines d’immunité chez certaines bactéries 

pourrait expliquer ces différences (Gallique et al., 2017a). Ces deux gènes codant 

respectivement pour la NUDIX hydrolase et l’amidase ont fait l’objet de mutagénèse. 

Ces deux mutants possèdent encore une activité antibactérienne importante (toxine(s) 

associée(s) à Hcpβ, voire même d’autres toxines dont les gènes sont encore non 

annotés dans le génome). Un des moyens de démontrer l’activité antibactérienne 

repose sur le choix d’une cible adaptée. Nous envisageons donc de muter tout 

l’environnement du gène hcp3 (environ 12 000 pb), comprenant les gènes codant 

pour : la protéine Hcp3, la NUDIX hydrolase et l’amidase, leur antitoxines putatives, 

VgrG3 et Tec3, afin d’obtenir le mutant MFE01Δopéron-hcp3 (figure 77). En effet, cette 

souche sera une cible idéale puisqu’elle ne possède plus les antitoxines associées 

aux toxines transportées via Hcp3 mais possède les protéines d’immunité pour des 

autres toxines non associées à Hcp3 (figure 78).  

 

Figure 78: Schéma explicatif de la mise en évidence des protéines d’immunité des toxines 
associées à Hcp3. (non publié). 

A) MFE01Δopéronhcp3 n’est sensible qu’aux toxines de l’opéron hcp3. L’expression du gène sui1 (Sui1: 
antitoxine putative de la NUDIX hydrolase) permet-elle d’améliorer la survie face à MFE01Δamidase 
(ne produit pas la toxine amidase putative mais produit les autres dont la NUDIX hydrolase) ? Si la 
bactérie survit (dénombrement de la population identique au témoin positif), le gène sui1 code pour 
l’antitoxine respective de la NUDIX hydrolase.B) Même raisonnement que précédemment. L’expression 
du gène duf2333 (DUF2333: antitoxine putative de l’amidase) permet-elle améliorer la survie face à 
MFE01Δnudix-hydrolase (produit notamment l’amidase) ? La légende est commune aux figures 77 et 
78. 
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De plus, nous envisageons de cloner les gènes codants pour les toxines et 

antitoxines sur deux plasmides différents et d’induire leur expression indépendamment 

dans le périplasme (compartiment cible présumé). L’ajout d’une séquence signale Sec 

est donc indispensable afin de garantir le passage des protéines du cytoplasme vers 

le périplasme. Par exemple, nous envisageons de cloner le gène codant pour la toxine 

amidase dans le pET22+ (possédant une séquence signal pelB) et le gène duf2333 

(codant pour une potentielle antitoxine de l’amidase) dans le pRSF-Duet1. Ces deux 

plasmides possèdent un promoteur T7 et seront introduits chez Escherichia coli 

BL21DE3 (le gène codant pour l’ARN-polymérase T7 est sous le contrôle d’un 

promoteur Plac). Ainsi, si l’induction de l’expression du gène amidase (E. coli + 

pET22+-amidase) entraine la mort de la bactérie, l’amidase putative serait donc une 

toxine. Si le gène duf2333 est exprimé en même temps que le gène codant pour 

l’amidase (E. coli + pET22+-amidase + pRSF-Duet1-duf2333) et que cette double 

expression n’entraîne pas la mort de la bactérie, alors le gène duf2333 coderait pour 

l’antitoxine correspondante.  

La souche pathogène P. aeruginosa H103 est très sensible à MFE01 mais 

également aux deux mutants MFE01Δhcp2 et MFE01Δhcp3. En effet, ces mutants 

exercent respectivement de manière partielle ou totale une activité antibactérienne 

envers H10γ, alors que le mutant MFE01ΔtssC n’exerce plus cette activité bactéricide. 

Ces résultats suggèrent que soit Hcp2 et Hcp3 sont fortement impliquées dans 

l’activité bactéricide ou soit qu’il existe un autre facteur, dépendant du SST6, qui est 

impliqué dans cette activité de tuerie. On peut aussi envisager que la protéine Hcp4 

soit impliquée car l’environnement génomique d’hcp4 révèle la présence d’un gène 

codant pour une protéine putative présentant un domaine de type colicine  

 

III. Activité de biocontrôle et moyen de lutte contre des pathogènes 
 

Nous avons montré que MFE01 permettait la protection du tubercule de pomme de 

terre (rhizosphère) contre le phytopathogène Pectobacterium atrosepticum (Decoin et 

al., 2014). De plus, nous avons observé une protection exercée par MFE01 sur la 

feuille d’endive (phyllosphère) envers la macération induite par P. aeruginosa H103. 

MFE01 semble donc pouvoir protéger certaines plantes de différents phytopathogènes 

ce qui est une caractéristique potentielle des bactéries de type PGPR. 
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Dans l’environnement, que ce soit dans le sol, l’eau, dans le milieu hospitalier etc., 

les micro-organismes sont rarement isolés et forment des structures complexes de 

type biofilm. Cette communauté bactérienne permet une protection face aux stress 

environnementaux. Par ailleurs, ces biofilms sont problématiques en milieu hospitalier, 

notamment à cause de la résistance accrue aux traitements antibiotiques chez les 

bactéries protégées par la matrice du biofilm. Nous avons démontré que la souche 

MFE01 exerce une action inhibitrice sur une souche de P. fluorescens isolée du 

microbiote cutané, MFP05, en condition de biofilm. Cependant les protéines Hcp1, 

Hcp2 et Hcp3 ne sont pas indispensables individuellement à cette activité inhibitrice 

qui dépendrait pourtant du SST6. II existerait alors peut-être un autre facteur 

dépendant du SST6 impliqué dans cette activité ou bien que les trois protéines Hcp 

joueraient un rôle synergique. Il est également possible que le SST6, essentiel pour la 

formation de biofilm, joue un rôle indirect dans cette activité. En effet, le mutant 

MFE01ΔtssC est incapable de former un biofilm. L’incapacité de MFE01ΔtssC à 

coloniser est-elle responsable de l’incapacité de MFE01ΔtssC à tuer MFP05 ?. Le 

SST6 est-il impliqué dans la communication et permettrait-il de coordonner un 

comportement social au sein du biofilm (Gallique et al., 2017b), et ainsi de coloniser et 

persiter au sein d’un biofilm multi-espèces ? 

Les résultats obtenus suggèrent ainsi que le SST6 joue un rôle important au 

sein d’un biofilm mais également dans la protection des plantes. Afin d’explorer le 

potentiel phyto-protecteur de MFE01 de manière plus complexe, il sera intéressant 

d’inoculer MFE01 au niveau de la rhizosphère ou de la phyllosphère en serre 

contrôlée ; et d’infecter la plante avec un phytopathogène afin d’étudier le potentiel 

protecteur de MFE01. De plus, l’observation de la dynamique d’assemblage et de la 

« cadence de tir » du SST6 peut être suivi par fusion traductionnelle (par exemple 

TssC μμGFP). Cette méthode permettrait de comparer le niveau d’activité du SST6 en 

condition de biofilm au niveau de la racine par rapport aux conditions in vitro. D’ailleurs, 

nous ne connaissons pas vraiment la régulation du SST6 de MFE01 (l’analyse 

génomique du cluster du SST6 révèle une probable régulation par le facteur sigma 

RpoN). Le SST6 est-il activé en présence d’auxine, comme c’est le cas chez 

Azospirillium brasilense (Van Puyvelde et al., 2011) ou bien par la présence d’exsudat 

racinaire par exemple ? 
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Figure 79: Rôles probables du SST6 et réseau d’interactions plante-bactérie et bactérie-bactérie 
dans la rhizosphère. 

A : Approche de phytopathogènes  

B : La production d’exsudats par la plante « attire » de nombreux micro-organismes. Le flagelle joue un 
rôle important dans le chimiotactisme et dans la colonisation de la racine. 

C : La racine n’est pas protégée par l’action des bactéries PGPR contre les phytopathogènes. Ces 
derniers peuvent communiquer entre eux via le quorum sensing et synchroniser la production de 
facteurs de virulence. 

D : Le quorum quenching (dégradation des molécules impliquées dans le quorum sensing) est un atout 
pour empêcher la communication des pathogènes et ainsi limiter leur virulence. 

1 : Le SST6 permet indirectement la colonisation de la racine. De par son activité antibactérienne, le 
SST6 permet de tuer certains micro-organismes présents dans cette niche écologique. 

2 : Le SST6 est impliqué dans la formation de biofilm.  

3 : Inhibition de mobilité par des effecteurs sécrétés par le SST6 : éviteraient-ils la colonisation de 
phytopathogènes et donc impliqués dans la protection de la plante? 

4 : Au sein d’un biofilm, le SST6 permet d’entrer en compétition avec différents micro-organismes. 

5 μ Implication du SST6 dans l’activité antibactérienne en condition planctonique. 

6 : Le SST6 : un mécanisme permettant le comportement social et la communication bactérienne? 

7 : Le SST6 de la souche Rhizobium leguminosarum RBL5523 intervient dans la formation de nodosités 
et dans la fixation d’azote, bénéfique pour la croissance de la plante. 

8 : Certains micro-organismes bénéfiques pour la croissance de la plante, présents dans un biofilm 
multi-espèces, peuvent-ils cohabiter ensemble au sein d’un biofilm ?  

9 : Le SST6 des phytopathogènes permet de rentrer en compétition (importance des toxines, développé 
en figure 85) avec les bactéries bénéfiques et d’altérer la santé de la plante via des facteurs de virulence. 
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Il est également envisagé d’étudier la cohabitation de MFE01 avec d’autres 

bactéries de type PGPR. MFE01 présente-t-elle une activité bactéricide envers ces 

autres bactéries ? L’utilisation d’un « cocktail » de bactéries bénéfiques pour la 

croissance de la plante pourrait améliorer cette barrière protectrice dans laquelle 

chaque souche contribuerait différemment à la protection de la plante (figure 79). Par 

exemple, une culture mixte contenant la souche MFE01, d’autres souches PGPR (par 

exemple Bacillus subtilis, Pseudomonas putida ou bien Pseudomonas 

brassicacearum) mais également des souches empêchant la communication des 

phytopathogènes (par exemple Rhodococcus erythropolis qui produit des molécules 

impliquées dans le quorum quenching, c’est-à-dire dans la dégradation des signaux 

du quorum sensing des pathogènes). 

L’activité d’inhibition de mobilité par MFE01 constitue-t-elle un atout majeur dans 

la protection de la plante ? Cette inhibition par la souche P. fluorescens MFE01 des 

phytopathogènes pourrait aussi contribuer à la protection du système racinaire, en 

limitant la colonisation d’un phytopathogène, complémentant ainsi l’activité bactéricide 

exercée par les protéines Hcp2 et Hcp3. Une étude de l’inhibition de la mobilité des 

phytopathogènes résistants à l’effet bactéricide de MFE01 est donc souhaitable. 

 

IV. Implication de la protéine Hcp1 dans l’immobilisation de bactéries 

compétitrices 
 

Plusieurs publications montrent que la mutation du SST6 induit une perte de 

mobilité de la souche mutée (Liu et al., 2015; de Pace et al., 2011). Cependant, 

l’implication d’effecteurs dans ces publications n’est pas décrite et l’inactivation de la 

machinerie SST6 impacterait indirectement sur le flagelle. Par ailleurs, la protéine 

Hcp1 de la souche MFE01 est impliquée dans l’immobilisation de la bactérie cible 

(Decoin et al., 2015). L’absence de cette protéine serait alors à l’origine de 

l’accumulation d’effecteur dans le cytoplasme et entraînerait la perte de mobilité. Au 

cours de ma thèse, je me suis focalisé sur l’impact de la mutation des gènes hcp1 et 

tssC sur la régulation et l’assemblage du flagelle (Gallique et al. en préparation). Nous 

avons pu montrer que les mutations des gènes hcp1 et de tssC impactent uniquement 

sur l’expression des gènes de classe IV du flagelle. En effet, l’introduction du 

régulateur transcriptionnel FliA restaure à la fois la sécrétion de la flagelline, la 
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transcription des gènes flagellaires de classe IV, la présence du filament flagellaire et 

la mobilité chez ces deux mutants. FliA permet en effet la transition du flagelle de 

classe III (Hook basal body : complexe basal comprenant le crochet) vers la classe IV 

(flagelle entier : complexe basal + crochet + filament). Par conséquent, il est important 

de souligner que la toxine (ou les toxines) n’agirai(en)t pas avant la classe IV (par 

exemple sur l’assemblage du crochet), car FliA n’aurait alors pas pu restaurer 

l’assemblage correct du filament flagellaire. Par ailleurs, FliA est également en relation 

avec la perte du caractère mucoïde, puisque la surexpression du gène fliA chez les 

mutants MFE01Δhcp1 et MFE01ΔtssC restaure aussi le phénotype mucoïde (Gallique 

et al., en préparation). De même, la mutation du gène fliA chez MFE01 entraîne à la 

fois une perte de mobilité et de mucoïdie. La recherche de promoteurs spécifiques de 

FliA a donc été réalisée et des résultats préliminaires montrent que de tels promoteurs 

putatifs ont été retrouvés en amont de différents gènes, en plus de ceux décrits dans 

l’article γ (à savoir les gènes fliS, motA, flgM et flaA), codant pour un système à deux 

composants (famille MutS-III), la protéine CheW (chimiotactisme), un transporteur de 

type MFS (Majeur Facilitator Superfamily), une toxine de type RTX (liaison au calcium) 

et d’une malate-quinone oxydoréductase.  

Par conséquent, des prochaines études sur l’implication de ces différents gènes 

dans le caractère mucoïde seront réalisées, afin d’expliquer la perte de ce caractère 

mucoïde, qui semble être spécifiquement régulé par FliA. Cela pourrait-il être dû à une 

perturbation de la sécrétion des exopolysaccharides (MFS transporteur) ? A l’absence 

du système à deux composants MutS-III qui pourrait contrôler la production d’autres 

exopolysaccharides ?  

 

V. Implication du facteur sigma FliA dans la régulation des gènes de 

classe IV 

 

Tel que décrit dans l’introduction, il existe des différences notables dans la 

régulation des gènes flagellaires de classe IV entre les souches P. aeruginosa PAK et 

P. putida KT2440. En effet, alors que chez P. aeruginosa, l’expression des gènes fliT, 

fliS et fliD est dépendante des régulateurs RpoN et FleQ, celle de fliS et fliD nécessite 

le régulateur FliA chez P. putida.  
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Concernant la régulation chez la souche P. fluorescens MFE01, on peut se 

demander si elle est différente de celles décrites chez P. aeruginosa et P. putida. A 

ma connaissance, très peu de travaux portent sur la régulation des gènes de classe 

IV chez les Pseudomonas fluorescens par le régulateur FliA. Les études menées l’ont 

été chez la souche de P. fluorescens F113. Dans une publication de 2008, Redondo-

Nieto et collaborateurs ont étudié la transcription de la région permettant la synthèse 

du filament (Redondo-Nieto et al., 2008). Ils ont conclu que la transcription de fliC (flaA) 

est sous le contrôle conjoint de FliA, RpoN and FleQ. Cependant, aucun promoteur 

dépendant de FliA en amont de fliS et fliT n’a été retrouvé. La protéine à domaine c-

di-GMP FlgZ a été décrite chez F113 plus récemment et la transcription de flgZ est 

régulée à la fois par FliA et FleQ (Martínez-Granero et al., 2014). Afin de comprendre 

la régulation spécifique liée au facteur FliA chez la souche MFE01, nous avons donc 

envisagé d’étudier l’impact de la mutation fliA sur l’expression des différents gènes 

flagellaires (Gallique et al., en préparation). Différents promoteurs spécifiques au 

facteur FliA ont été retrouvés en amont des gènes flaA, fliS, flgM et motA (figure 19) 

Chez la souche MFE01ΔfliA, les gènes codant pour FlgM (soulignant également un 

rétrocontrôle négatif), FlaA et FlaG (flagelline), FlgN (la chaperonne des protéines de 

jonction FlgK et FlgL), FlgZ et MotA (stator) sont sous-exprimés de manière 

significative (Gallique et al., en préparation). Par ailleurs, l’expression des gènes fliS 

et fliT est également diminuée mais de manière non significative. Ce résultat, ainsi que 

la présence d’un promoteur putatif spécifique au facteur FliA retrouvé en amont, 

permet d’envisager que ces deux gènes peuvent être sous la régulation à la fois de 

FliA et d’un autre régulateur (FleQ par exemple). Afin de confirmer ou non l’implication 

de FliA dans la régulation de fliS et fliT, il serait judicieux d’étudier leur expression lors 

de la surexpression de fliA chez la souche MFE01+fliA. 

 

VI. Effet de la mutation des gènes hcp1 et tssC sur l’expression des 

gènes flagellaires 
 

L’absence de sécrétion de flagelline chez les mutants MFE01Δhcp1 et 

MFE01ΔtssC nous a conduit à étudier l’expression relative des gènes de classe IV 

chez ces mutants (Gallique et al., en préparation). Chez le mutant MFE01Δhcp1, les 

gènes flaA et flaG, codant pour la flagelline, sont fortement sous-exprimés. De même, 
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les gènes fliT (FliT est la chaperonne de la protéine de cap FliD), motA et motB (codant 

pour les protéines du stator flagellaire) sont significativement sous-exprimés. Bien que 

plusieurs gènes de classe IV semblent sous-exprimés, la transcription du gène fliA 

n’est pas impactée par la mutation du gène hcp1. Plusieurs hypothèses peuvent être 

formulées : soit la toxine associée à Hcp1 inhibe la transcription de plusieurs gènes de 

classe IV indépendamment de FliA, soit cet effecteur agit comme un facteur antisigma 

en interagissant directement avec la protéine régulatrice FliA, qui ne peut alors 

contrôler l’expression des gènes appartenant au régulon. Il est à noter que la 

transcription des gènes est restaurée chez le mutant complémenté 

MFE01Δhcp1+hcp1 et même augmentée chez MFE01Δhcp1+fliA. La surexpression 

de fliA pourrait contrebalancer l’effet de la toxine, c’est-à-dire que le nombre de cible 

(par exemple FliA) augmenterait considérablement et serait nettement supérieur à 

celui de la toxine (plus de cible que de toxine aboutissant à une absence d’effet).  

Chez le mutant MFE01ΔtssC, tous les gènes du régulon, y compris fliA, sont sous-

exprimés (Gallique et al., en préparation). Ces résultats sont à prendre avec 

précaution: ceci est-il un effet direct d’une accumulation de plusieurs toxines (dont une 

empêchant la transcription de fliA) ou un effet indirect ? En effet chez ce mutant, 

l’assemblage de la machinerie du SST6 est déficient, ce qui pourrait avoir un effet 

indirect sur l’assemblage du flagelle. En concordance avec les résultats phénotypiques 

de la souche MFE01ΔtssC+tssC, la surexpression du gène tssC ne restaure pas 

l’expression des gènes de classe IV.  

 

VII. La protéine Hcp1, transport d’au moins deux toxines ciblant 

l’assemblage du flagelle 
 

L’analyse de l’environnement du gène hcp1 révèle la présence des gènes vgrG1 

et tec1 en aval du gène hcp1 (figure 76). Par méthode de double hybride bactérien 

BACTH (Bacterial Adenylate Cyclase Two-Hybrid system) (Karimova et al., 1998), 

nous avons pu établir un réseau d’interactions des différents constituants associés à 

Hcp1 (figure 80). La protéine Tec1 interagit spécifiquement avec VgrG1 au niveau de 

la région C-terminale. De plus, il existe une possibilité d’hétéro-trimères de VgrG, par 

exemple VgrG1 peut interagir également avec VgrGc1 (en amont du cluster du SST6) 

et une autre protéine VgrG (VgrG15, probablement tronquée)  
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Figure 80: Les différentes interactions entre les protéines VgrG et l’adaptateur Tec1. (non publié). 
A) Technique de double hybride bactérien reposant sur l’activité complémentaire des domaines T18 
(gène sur le plasmide pT18-FLAG) et T25 (gène sur le plasmide pT25-FLAG) de l’adénylate cyclase. 
VgrG1N et VgrG1C correspondent aux domaines N- et C-terminal de VgrG1 respectivement. VgrG15 
et VgrGc1 correspondent à des VgrG différents de VgrG1. L’interaction entre la lipoprotéine Pal et la 
protéine périplasmique TolB sert de témoin positif. Chaque case correspond à une co-transformation 
(les deux constructions sur les plasmides pT18-FLAG et pT25-FLAG) de la souche E. coli BTH101 
déposée sur gélose supplémentée en kanamycine, en ampicilline, en IPTG et en X-gal (substrat 
chromogène). Les colonies en blanc correspondent à une absence d’interaction alors que les colonies 
bleues indiquent une interaction entre les domaines T18 et Tβ5 (production d’AMP cyclique) et donc 
des deux protéines testées. B) Représentation de la structure tridimensionnelle prédite par le logiciel 
Phyre2 des protéines testées en BACTH. VgrG1N correspond à la base de VgrG1 (gp27-like) alors que 
VgrG1C correspond à la pointe de VgrG1 (gp5-like). VgrG15 serait une protéine tronquée (gène vgrG15 
est cloné entièrement) et présente une structure proche avec VgrG1N contrairement à VgrG28 qui est 
« entier » (comme VgrG1). 

 

Les deux gènes tec1 et vgrG1 ont fait l’objet de mutagénèse. Nous nous sommes 

intéressés au caractère mucoïde et mobile des deux mutants, qui comme attendu 

étaient non mobiles et non mucoïdes. La mutation de ces deux gènes entraîne 

également une perte de mobilité, mais étonnamment, n’empêche pas la sécrétion de 

la flagelline (figure 81), contrairement à ce qui est observé chez les mutants 

MFE01Δhcp1 et MFE01ΔtssC. Deux hypothèses ont donc été formulées : (i) soit le 

filament est correctement assemblé chez MFE01ΔvgrG1 et MFE01Δtec1 mais ne 

tourne pas (par exemple en impactant sur MotAB, protéines impliquées dans l’influx 

de proton et qui génèrent la force protomotrice permettant la rotation du rotor 

flagellaire), (ii) soit il y a un problème d’assemblage du filament flagellaire chez 

MFE01ΔvgrG1 et MFE01Δtec1. Par microscopie électronique, nous n’avons pas 

observé de flagelles chez le mutant MFE01Δtec1, démontrant ainsi que la flagelline 

n’est pas correctement assemblée (figure 82).  



 

254 
 

Discussion, résultats préliminaires et perspectives 

 

Figure 81: Mobilité et séparation des protéines du surnageant des souches MFE01, MFE01Δtec1 
et MFE01ΔvgrG1. (non publié). A) Les mutations des gènes tec1 et vgrG1 entrainent la perte de 
mobilité de type « swimming » sur gélose LB 0.γ% agar. B) Les mutants MFE01Δtec1 et MFE01ΔvgrG1 
sécrètent toujours la flagelline dans le surngeant  de culture, suggérant alors un problème d’assemblage 
de la flagelline ou bien d’un flagelle entièrement assemblé mais inactif. 

 

 

Figure 82: Observation par microscopie électronique à transmission de MFE01 et MFE01Δtec1. 
(non publié). A) La souche P. fluorescens MFE01 possède un à trois flagelles polaires, montrés par la 
flèche noire. B) La mutation du gène tec1 entraine une perte des flagelles. Ces photos mettent en 
évidence l’absence de flagelle chez MFE01Δtec1, qui pourtant sécrète toujours la flagelline. 

Ceci nous a amené à reconsidérer notre hypothèse de départ. Il existerait non pas 

une mais au moins deux toxines exportées par l’intermédiaire de la protéine Hcp1. Une 

toxine interagirait avec la lumière interne de la protéine Hcp1 et inhiberait la 

transcription de certains gènes de classe IV dont flaA codant pour la flagelline (figure 

83). Une autre toxine, n’empêchant pas la sécrétion de la flagelline, interagirait avec 
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Tec1 (adaptateur fixé sur la partie C-terminale de VgrG1) (figure 83). Il est possible 

que cette toxine spécifiquement liée à Tec1 interagisse avec une protéine 

indispensable à l’assemblage correct de la flagelline, mais non essentielle à sa 

sécrétion. Par exemple, cet effecteur, accumulé dans le cytoplasme des mutants 

MFE01ΔvgrG1 et MFE01Δtec1 (figure 84) se fixerait directement avec soit FliD ou soit 

avec sa chaperonne FliT, empêchant ainsi un assemblage correct de la flagelline (sans 

impacter sa sécrétion). En effet la protéine de cap FliD, localisée à l’extrémité distale 

du filament, est responsable de l’assemblage de la flagelline et semble agir comme 

une foldase (Evans et al., 2014). La sécrétion de FliD à travers la lumière interne du 

flagelle requiert la présence de chaperonne FliT. 

Chez le mutant MFE01Δhcp1, ni la toxine associée au niveau de la lumière interne 

d’Hcp1 ni le complexe VgrG1-Tec1-toxine ne peut être sécrété. Ainsi, le phénotype de 

MFE01Δhcp1 correspond à l’accumulation des toxines interagissant directement avec 

Hcp1 et celle associée à Tec1. Autrement dit, les phénotypes de MFE01Δhcp1 sont 

corrélés à l’accumulation de plusieurs toxines. A contrario, les mutations des gènes 

vgrG1 et tec1 entraînent uniquement l’accumulation de la toxine complexée à 

l’adaptateur Tec1 et non celle associée au niveau de l’hexamère d’Hcp1. Pour vérifier 

l’hypothèse d’une seconde toxine (FliT ou FliD serait la cible de la toxine associée à 

Tec1), nous projetons de surexprimer le gène fliD (ou fliT) chez les mutants 

MFE01Δtec1 et MFE01ΔvgrG1, ce qui devrait restaurer la mobilité de ces mutants. 

Il est également prévu de créer un mutant du flagelle de la souche MFE01 (par 

exemple MFE01ΔflgK) afin de tester la capacité de ce mutant à inhiber la mobilité 

d’une autre souche sur gélose 0.γ%. En effet, sur ce type de gélose, la souche 

sauvage MFE01 se déplace par « swimming », rendant ainsi difficile l’interprétation de 

la capacité d’immobilisation de MFE01. Ainsi, une culture mixte entre le mutant 

MFE01ΔflgK (non mobile) et une bactérie compétitrice (possédant un flagelle) sur une 

gélose LB 0.3% agar est envisagée. Seule la souche compétitrice pourrait se déplacer 

alors que MFE01ΔflgK en serait incapable. L’absence d’un halo de mobilité de la 

souche compétitrice lors de cette culture mixte permettrait de mettre facilement en 

évidence la capacité d’inhibition de mobilité de MFE01. Ce test sera donc 

complémentaire à la compétition sur gélose 0.6% agar, qui se limite à des souches 

bactériennes (MFN1032 par exemple) pouvant se déplacer par « swarming ». 
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Figure 83: Modèle d'action des toxines associées à Hcp1 sur l'inhibition de mobilité d'une 
bactérie compétitrice. (non publié). Lors de la compétition en condition de mobilité de type 
« swarming », la souche Pseudomonas fluorescens MFE01 délivre directement dans le cytoplasme de 
la souche P. fluorescens MFN10γβ différentes toxines par l’intermédiaire des protéines Hcp1 et Tec1. 
L’injection de ces toxines est contact-dépendant. La toxine liée à l’adaptateur Tec1 pourrait soit interagir 
avec la protéine de cap FliD, soit avec sa chaperonne FliT. Par conséquent, cette toxine empêcherait 
un assemblage correct de la flagelline sans impacter sa sécrétion. Quant à la toxine interagissant avec 
la lumière interne de l’hexamère d’Hcp1, elle inhiberait la transcription du gène codant pour la flagelline 
probablement en se fixant directement sur la région promotrice du gène flaA. L’injection simultanée de 
ces deux toxines inhiberait à la fois la production et l’assemblage correct de la flagelline, immobilisant 
ainsi la bactérie compétitrice. La légende est commune aux figures 83 et 84. 

 

VIII. Identification des toxines associées à Hcp1 
 

Dans la littérature, des toxines ont pu être identifiées par analyse in silico (Bernal 

et al., 2017; Hachani et al., 2014) car, de manière générale, les gènes codant pour les 

toxines et antitoxines sont présents dans l’environnement du gène hcp associé. Pour 

vérifier que ces gènes codent pour des toxines, des tests phénotypiques sont 

effectués. Par exemple si l’inactivation d’un gène impact sur l’activité antibactérienne 

de la souche, ce gène code pour une toxine antibactérienne. En aval du gène tec1 est 

présent un gène codant pour une protéine d’environ 1 000 acides aminés (figure 76) 

(dont le poids moléculaire est estimé à environ 130 kDa) et qui possèderait un large 

domaine LysM (protéine probablement périplasmique).  
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Figure 84: Proposition d'un modèle d'action des toxines associées à Hcp1 et Tec1. (non publié). 
La mutation du gène hcp1 (à gauche) empêcherait la sécrétion des deux toxines, provoquant une 
accumulation des toxines dans le cytoplasme du mutant MFE01Δhcp1. Le taux d’antitoxine devenant 
alors insuffisant, les toxines agiraient sur les cibles cytoplasmiques et inhiberaient la transcription du 
gène codant la flagelline et empêcheraient également l’assemblage correct en stoppant la sécrétion de 
la protéine de cap FliD. Dans le mutant MFE01Δtec1 (à droite), la toxine associée à la lumière d’Hcp1 
est toujours sécrétée, alors que celle liée à l’adaptateur Tec1 s’accumulerait dans le cytoplasme. Chez 
ce mutant, seule la toxine associée à Tec1 aurait un effet inhibiteur, à savoir un assemblage incorrect 
de la flagelline (mais la flagelline est toujours sécrétée). La légende est commune aux figures 83 et 84. 

 

Aucun domaine transmembranaire n’a été identifié sur la protéine LysM, suggérant 

ainsi que cette protéine périplasmique ne posséderait pas de domaine cytoplasmique. 

Or nous supposons, en relation avec l’hypothèse d’une accumulation de toxine dans 

le cytoplasme du mutant MFE01Δhcp1 impactant la mobilité de la souche, que la 

toxine agirait au niveau du cytoplasme. Un récent article (Ho et al., 2017) montre que 

l’effecteur VgrGγ peut être injecté dans le cytoplasme de la bactérie cible et franchir la 

membrane interne, via un domaine « linker », afin de d’interagir avec la cible : le 

peptidoglycane. Il est donc possible que cette protéine LysM, bien qu’accumulée 
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initialement dans le cytoplasme puisse se transférer au niveau des membranes voire 

même du périplasme et ainsi exercer son activité inhibitrice sur un substrat 

périplasmique. Cet effecteur peut aussi, par exemple, interagir avec un système à deux 

composants, inhibant alors une cascade de régulation dont le produit final est 

cytoplasmique. Ainsi, il existe chez P. aeruginosa, trois systèmes à deux composants, 

PA1611, SagS et ErcS’ qui contrôlent la cascade de phosphorylation HptB 

responsable notamment de l’activation de la mobilité de type « swimming » et 

« swarming » suite à la séquestration du facteur sigma FlgM par l’anti-antisigma HsbA, 

libérant ainsi FliA (Bordi et al., 2010; Valentini et al., 2016) (figure 56).  

Transposée à notre souche, la protéine à motif LysM, pourrait après avoir franchi 

la membrane interne, interagir avec un système à deux composants qui empêcherait 

l’activation de la cascade de phosphorylation HptB-dépendant. Par conséquent ceci 

aboutirait à une non-activation de l’anti-antisigma HsbA. Le facteur FliA serait donc 

toujours séquestré et ne pourrait pas activer la transcription des gènes flagellaires de 

classe IV, impactant ainsi sur l’assemblage du filament et sur la mobilité du mutant 

(MFE01Δhcp1 par exemple). 

Suite à cette idée, le gène codant pour cette protéine à motif LysM a été muté et 

des tests phénotypiques ont été effectués. Ce mutant (pour l’instant appelé 

MFE01ΔlysM) est toujours capable d’inhiber la mobilité de la souche MFN10γβ, 

suggérant de prime abord que cette protéine n’est probablement pas impliquée dans 

l’inhibition de mobilité.  

Cependant d’après nos récents résultats, il est envisageable que la protéine Hcp1 

soit impliquée dans sécrétion d’au moins deux toxines « anti-flagelle ». Par 

conséquent, cette protéine LysM pourrait tout de même être une toxine inhibant la 

mobilité mais la présence de la deuxième toxine chez MFE01ΔlysM suffirait à inhiber 

la mobilité de type « swarming » de MFN10γβ. Ainsi pour réprimer l’inhibition de 

mobilité exercée par MFE01, il faudrait donc réaliser la mutation de tous les gènes 

codant pour les toxines associées à Hcp1 potentiellement impliquées dans l’inhibition 

de mobilité.  

Mais il existe également une autre méthode, qui consiste à cloner ce gène dans un 

plasmide et de surexprimer ce gène chez une bactérie cible afin d’étudier l’impact sur 

la mobilité. Par exemple, il est envisagé de réaliser les constructions plasmidiques 
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suivantes : le gène lysM dans le pET-Duet1 (pas de peptide signal, production 

cytoplasmique) et dans le pET-ββb+ (présence d’un peptide signal Sec-dépendant, la 

protéine est exportée dans le périplasme). Ces constructions seront introduites dans 

Escherichia coli BL21 DE3 (ces plasmides possèdent un promoteur T7). Ainsi, un 

étalement sur gélose supplémentée en glucose (qui réprime la production de l’ARN-

polymérase T7 sous l’influence d’un promoteur Plac) empêchera la production de la 

protéine LysM alors que l’IPTG activera la production. Ainsi, si la production de LysM 

inhibe la mobilité de la souche BL21 DE3, alors la protéine LysM pourrait être une des 

toxines associées à Hcp1 inhibant la mobilité d’une bactérie cible. 

Il est également important de noter que le gène précédant lysM coderait pour un 

tétratricopeptide putatif (TPR), qui possède une localisation périplasmique présumée. 

La présence de ces deux gènes adjacents, qui codent pour des protéines localisées 

dans le même compartiment cellulaire pourrait alors refléter un couple toxine-

antitoxine. La protéine TPR pourrait dont être la protéine d’immunité correspondant à 

la toxine LysM. En effet, pour protéger la bactérie productrice, la protéine d’immunité 

doit être localisée dans le même compartiment cellulaire (par exemple le périplasme) 

que la cible de la toxine.  

Les toxines et antitoxines peuvent également être identifiées par mutagénèse 

aléatoire (Tn-seq) (Dong et al., 2013). Cependant, l’identification d’antitoxines « anti-

flagelle » de la souche MFE01 peut s‘avérer longue et très compliquée. En effet, la 

mutation de l’antitoxine induirait la perte de la mobilité de la souche, et donc un test de 

mobilité permettrait d’identifier le gène codant pour l’antitoxine. Cependant, la mutation 

des gènes flagellaires auraient exactement le même phénotype. Par exemple, la 

mutation du gène fliA entraîne également la perte de mobilité. Or il existe une 

quarantaine de gènes flagellaires (codant pour les protéines structurales du flagelle ou 

bien du chimiotactisme par exemple). De plus l’identification de la toxine par cette 

méthode est également compliquée, puisque un test d’inhibition de type « swarming » 

des différents mutants doit être effectué. Ce test doit être rigoureux puisque une 

humidité différente des boîtes LB 0.6% agar peut impacter sur la mobilité de type 

« swarming ». De plus, les récents résultats soulignent une probable existence de deux 

toxines « anti-flagelle ». Ainsi, la mutation d’un seul gène codant pour une des deux 

toxines « anti-flagelle » n’affecterait pas la capacité d’inhiber la mobilité de la souche 
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MFN1032. Pour résumer, cette méthode est lourde et demande beaucoup de temps, 

d’autres méthodes ont alors été envisagées. 

En effet, il existe d’autres façons d’identifier les toxines. Tout d’abord, on suppose 

que les deux toxines interagissent avec Hcp1 et Tec1 respectivement. Ainsi, une 

étiquette de type FLAG (séquence protéique : DYKDDDDK) a été rajoutée à la protéine 

Tec1 sur un plasmide de surexpression (suite aux récents résultats, une étiquette 

FLAG sera rajoutée à la protéine Hcp1). Par méthode de Co-immunoprécipitation, des 

billes d’agarose couplées aux anticorps anti-FLAG permettront de précipiter de 

manière spécifique la protéine Tec1 (via le domaine N-terminal FLAG rajouté) et ainsi 

de précipiter tous les interactants de cette protéine, dont la toxine. Au cours de ma 

thèse, nous avons utilisé cette méthode pour identifier la toxine mais il reste à mettre 

au point la production de la protéine FLAG-Tec1 ; car cette dernière est fortement 

produite chez E. coli et forme des corps d’inclusion qui précipitent parmi les débris 

bactériens. Par conséquent, des fusions traductionnelles entre la séquence FLAG et 

le gène chromosomique tec1 ainsi que le gène hcp1 chez MFE01 sont prévues. 

Nous pensons aussi identifier les toxines par couplage HPLC-MS 

(chromatographie en phase liquide à haute performance couplée à la spectrométrie 

de masse). En effet, le mutant MFE01Δhcp1 ne sécrète plus dans le surnageant de 

culture diverses protéines, telles que Hcp1, VgrG1, Tec1, la flagelline mais également 

les toxines associées (et peut être encore d’autres protéines) par rapport à la souche 

sauvage MFE01. Par conséquent, le profil des protéines du surnageant sera différent 

entre la souche sauvage et le mutant MFE01Δhcp1. Les protéines absentes chez le 

mutant MFE01Δhcp1 par rapport à la souche sauvage seront identifiées par 

spectrométrie de masse grâce à une future collaboration avec le laboratoire de 

biotechnologie et chimie marines (LBCM) à Lorient. 
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Conclusion 

Par les travaux menés au cours de ma thèse et précédemment, nous avons montré 

que la souche non virulente P. fluorescens MFE01 possède une activité compétitrice 

via le système de sécrétion de type VI. Cette souche utiliserait ce mécanisme afin de 

coloniser et persister au sein d’une niche écologique (figure 79). Le rôle du SST6 de 

cette souche est multiple, à la fois impliqué dans l’activité antibactérienne, dans la 

protection de plantes vis-à-vis de phytopathogènes et dans l’inhibition de mobilité de 

type « swarming ». Plusieurs points concernant le rôle du SST6 restent encore à 

éclaircir notamment sur les toxines associées à Hcp1. Quelles sont-elles, que ciblent-

elles spécifiquement ? Mais on peut également se demander quels sont les véritables 

rôles de ces toxines. Sont-elles capables d’inhiber l’assemblage du flagelle des 

phytopathogènes ? Empêchent-elle ainsi leur colonisation au niveau du système 

racinaire de la plante et ainsi participent-elles au caractère phyto-protecteur de 

MFE01? Actuellement, la régulation du SST6 de cette souche n’a pas encore été 

étudiée, bien que nous supposions que la régulation fasse intervenir le facteur sigma 

RpoN. Dans quelles conditions le SST6 est-il activé ? La présence d’exsudats ou de 

phytohormones produits par la plante active-t-elle le SST6 de MFE01 ?  

En prenant compte le potentiel phyto-protecteur de cette souche, des recherches 

appliquées sont envisageables, notamment en agriculture. Il est programmé d’étudier 

la « cohabitation » entre différentes bactéries impliquées dans la protection de la plante 

(figure 79). Par exemple, Rhodococcus erythropolis  produit des molécules impliquées 

dans le quorum quenching en dégradant les molécules du quorum sensing de 

phytopathogènes. R. erythropolis peut donc interférer avec le phytopathogène 

Agrobacterium tumefaciens qui produit des homosérines lactones. Lorsque le niveau 

de ces molécules atteint un seuil critique, la population de ce phytopathogène secrète 

de manière synchronisée des enzymes dégradant la paroi des végétaux. R. 

erythropolis capable de dégrader ces molécules empêcherait donc une communication 

entre les Agrobacterium et limiterait ainsi l’attaque de ce phytopathogène. La question 

à se poser est la suivante : MFE01 cohabite-t-elle avec R. erythropolis sans exercer 

d’activité antibactérienne? De même avec d’autres bactéries de type PGRP telles que 

Bacillus subtilis, Pseudomonas putida ou bien Pseudomonas brassicaceum. Ainsi 

l’utilisation d’un « cocktail » de bactéries bénéfiques pour la croissance de plante est-

il à envisager et serait-il plus efficace que l’utilisation d’une seule espèce bactérienne 

dans l’agriculture ? 
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Figure 85: Les effecteurs jouent un rôle crucial dans la compétition et l’adaptation. (non publié). 

Les effecteurs sont représentés par des étoiles et les antitoxines par les ronds barrés. Les couples 
effecteurs / antitoxines apparaissent de la même couleur. En vert μ bactérie d’intérêt qui à gauche (A1 
et Aβ) possède très peu de couples toxines / antitoxines et à droite (B1 et Bβ) en possède d’avantage. 
En rouge : bactérie compétitrice (à gauche et à droite, la bactérie compétitrice possède le même nombre 
de couples toxines / antitoxines). 

A1 : La bactérie (verte) possède très peu de couples toxines / antitoxines (deux couples), ce qui ne 
permet pas de tuer la bactérie compétitrice (en rouge) car cette dernière possède les antitoxines 
appropriées (immunité croisée). La bactérie en vert est très peu compétitive. 

A2 : De plus, la bactérie verte est d’avantage sensible à la bactérie compétitrice car elle possède peu 
d’antitoxine et a de faibles chances de posséder les antitoxines permettant de se protéger des effets 
néfastes des toxines injectées par la bactérie compétitrice. La bactérie en vert est très peu persistante. 

B1 : Contrairement à ce qui est décrit en A1 et A2, la bactérie en vert possède d’avantage de couples 
toxines / antitoxines, ce qui lui permet de tuer la bactérie compétitrice (car cette dernière a moins de 
chances d’avoir toutes les antitoxines conférant la résitance). La bactérie en vert est fortement 
compétitive. 

B2 : Grace à la production de nombreuses toxines, la bactérie en vert possède les antitoxines 
appropriées et à donc plus de chances de résister à l’injection de toxines par la bactérie compétitrice. 
Ainsi la bactérie en vert est plus résistante et persistante.  

La production de toxines et d’antitoxines par une bactérie est donc importante dans la compétition, dans 
la colonisation et dans la persistance au sein d’une niche écologique. Plus une bactérie est « armée », 
plus elle est compétitive. Plus une bactérie possède de protéines d’immunité, plus cette dernière 
résistera vis-à-vis de bactéries compétitrices, est donc plus persistante. 

Les différentes couleurs ne représentent pas seulement des toxines différentes mais surtout des toxines 
qui ciblent des éléments différents. Par exemple, on peut imaginer qu’une souche produisant des 
effecteurs ciblant le peptidoglycane (amidase et glycoside hydrolase), l’ADN (nucléase), les membranes 
(lipase) mais également le flagelle (non encore décrit, mais MFE01 semble en produire plusieurs) est 
plus adaptative. En effet, il est peu probable que la bactérie cible possède cette panoplie d’antitoxines 
conférant la résistance à toutes les toxines injectées. Il est important de rappeler ici que la protéine 
d’immunité Rap1a produite chez E. coli permet de résister fortement à l’activité antibactérienne de 
MFE01, qui pourtant sécrète plusieurs toxines via Hcp2 et Hcp3 (une seule antitoxine permet la 
résitance face à plusieurs toxines, qui ciblent le même compartiment cellulaire, à savoir le périplasme) ! 
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L’avantage compétitif d’une souche n’est pas lié uniquement à la possession d’un 

SST6 mais dépend surtout de son « arsenal » d’effecteurs-antitoxines. Plus une 

bactérie possède de couples toxines-antitoxines, plus cette bactérie est compétitrice 

(une panoplie d’effecteurs différents a plus de chance de tuer la bactérie cible) et 

persiste mieux dans une niche écologique (la bactérie possédant différentes protéines 

d’immunité a plus de chance de résister à différents effecteurs de la bactérie 

compétitrice) (figure 85). Par exemple, Vibrio cholerae utilise le transfert horizontal de 

gènes dans le but d’acquérir un « répertoire » plus large de couples toxines-antitoxines 

du SST6 afin d’être plus compétitive (Thomas et al., 2017). Ainsi, le SST6 offre un 

pouvoir adaptatif dans l’environnement, et est par conséquent indispensable à la 

survie dans ce monde bactérien sans merci. Les diverses effecteurs produits par 

MFE01 ciblant à la fois le peptidoglycane, les lipides ou bien le flagelle lui confèrent 

donc une compétitivité importante dans une niche environnementale (figure 85).  

En résumé, le SST6 de la souche MFE01 pourrait jouer un rôle crucial dans la 

protection de végétaux. Les pesticides utilisés dans l’agriculture sont sujets à 

controverse. L’utilisation de micro-organismes en substitution des produits chimiques 

est non négligeable et apporte de nombreux avantages : les pesticides détruisent 

autant les phytopathogènes que les bactéries bénéfiques qui assurent une barrière 

protectrice vis-à-vis des agents infectieux résistants. De plus, certains de ces agents 

chimiques s’avèrent nocifs pour l’environnement et pour la santé humaine. Les micro-

organismes quant à eux s’avèrent plus respectueux et plus naturels. Après tout, 

l’utilisation de bactéries contre des pathogènes s’avère être un excellent moyen de 

lutte en agriculture dans l’avenir. “Le meilleur médecin est la nature μ elle guérit les 

trois quarts des maladies et ne dit jamais de mal de ses confrères.” Louis Pasteur. 

 

http://evene.lefigaro.fr/citation/meilleur-medecin-nature-guerit-trois-quarts-maladies-dit-jamais-26352.php
http://evene.lefigaro.fr/citation/meilleur-medecin-nature-guerit-trois-quarts-maladies-dit-jamais-26352.php
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Congrès Federation of European Microbiological Societies (FEMS), 2015, Maastricht 

A Pseudomonas fluorescens Type VI Secretion System Is Involved in 

Antibacterial Activity 

Mathias Gallique, Victorien Decoin, Corinne Barbey, Marc G. J. Feuilloley, Nicole 

Orange and Annabelle Merieau 

Background 

To persist in an ecological niche, bacteria have developed several strategies to 
enable them to resist in the environment. One of these mechanisms able to struggle 
with other bacterial species is Type VI Secretion System (T6SS). This allows the 
bacterium to inject toxins directly into prey’ cytoplasm and could cause death. A mucoid 
environmental strain of Pseudomonas fluorescens, MFE01, has antibacterial activity 
carried by T6SS. MFE01 is not virulent against eukaryotic cell models (amoebas, plant 
or animal cell models). Currently, genomic analysis reveals only one T6SS core 
component cluster and three hcp genes were found (named hcp1, hcp2 and hcp3).  

Objectives 

Aims of this study are to assign a role to each Hcp protein and to test the potential 
application of this secretion system to prevent infection by nosocomial strain (like 
Pseudomonas aeruginosa) in burn wound. 

Methods 

Mutations of hcp1, hcp2 and hcp3 were performed. Furthermore, T6SS apparatus 
was also inactivated by tssE gene mutagenesis. Competitor activity were established 
in different conditions: immobilized experiment, swarming or swimming conditions. 
Hereafter, we will use Hacat keratinocyte model to study the ability of MFE01 to protect 
against infection by etiologic agents.  

Conclusion 

MFE01 T6SS plays a crucial role in bacterial competition in ecological niche. Hcp2 
was involved in antibacterial activity [1] whereas Hcp1 immobilized prey cell [2]. Hcp1 
and Hcp2 proteins had a synergic effect which Hcp1 inhibits prey cell mobility and then 
Hcp2 can killed it. Presently, no role is attributed to Hcp3. 

References 

[1] A Type VI Secretion System Is Involved in Pseudomonas fluorescens Bacterial 
Competition, Decoin and al, 2014 

[2] A Pseudomonas fluorescens type VI secretion system is related to mucoidy, motility 
and bacterial competition, Decoin and al, 2014 
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Congrès Federation of European Microbiological Societies (FEMS), 2017, Valence 

Contribution of the Pseudomonas fluorescens MFE01 Type VI Secretion System 
to Biofilm Formation 

Gallique M, Decoin V, Barbey C, Rosay T, Feuilloley MG, Orange N, Merieau A. 

Background  

To persist in an ecological niche, bacteria have developed several strategies to 
enable them to resist in the environment. One of these mechanisms, able to struggle 
with other bacterial species, is the Type VI Secretion System (T6SS). This allows 
bacteria to inject toxins directly into prey cell cytoplasm. A mucoid environmental 
isolate of Pseudomonas fluorescens, the MFE01 strain, has antibacterial activity 
carried by T6SS [1]. Indeed, MFE01 can immobilise prey cells through the action of 
the Hcp1 protein of the T6SS [2]. Currently, genomic analysis reveals only one T6SS 
core component cluster and three orphan hcp genes (named hcp1, hcp2 and hcp3).  

Objectives 

Aims of this study are to assign a role to each Hcp proteins (Hcp1, Hcp2 and Hcp3) 

in biofilm maturation and competition against prey strains during co-inoculation in 

biofilm condition. 

Methods 

Biofilms were grown on a glass surface, for 48 h at 28°C, under a flow of LB medium 
and observed by confocal laser scanning microscopy. Prey cells bearing pSMC2.1 gfp, 
encoding green fluorescent protein, were co-cultured alone or with MFE01 or 
derivatives, in a 1:5 ratio.  

Conclusion  

Mutations of hcp1, hcp2 and hcp3 did not reduce P. fluorescens MFE01 biofilm 
formation [3], but the three Hcp proteins were required for the completion of biofilm 
maturation. Moreover, a mutant with a disruption of one of the unique core component 
genes, MFE01∆tssC, was unable to produce its own biofilm or to inhibit prey cells 
biofilm formation. 

Reference 

[1] A Type VI Secretion System Is Involved in Pseudomonas fluorescens Bacterial 
Competition, Decoin and al, 2014 

[2] A Pseudomonas fluorescens type VI secretion system is related to mucoidy, motility 
and bacterial competition, Decoin and al, 2014 

[3] Accepted in PlosOne (11th January 2017) Contribution of the Pseudomonas 

fluorescens MFE01 Type VI Secretion System to Biofilm Formation, Gallique et al, 
2017  
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Congrès Société Française de Micorbiologie (SFM), 2017, Paris 

Contribution of the Pseudomonas fluorescens MFE01 Type VI Secretion System 

to biofilm formation 

Gallique Mathias, Bouteiller Mathilde, Decoin Victorien, Barbey Corinne, Depayras 

Ségolène, Rosay Thibault, Feuilloley Marc and Merieau Annabelle 

Background  

To persist in an ecological niche, bacteria have developed several strategies to 

enable them to resist in the environment. One of these mechanisms, able to struggle 

with other bacterial species, is the Type VI Secretion System (T6SS). It allows bacteria 

to inject toxins directly into prey cell cytoplasm and numerous studies have 

demonstrated that T6SS is involved in antibacterial activity between free-living 

planktonic bacteria. However in environment, biofilms are considered to be the major 

lifestyle compared to free-living bacteria. Biofilms are communities of microorganisms 

attached to surfaces and embedded in an extracellular matrix containing 

exopolysaccharides (EPS). The EPS production and T6SS are co-regulated in 

Pseudomonas aeruginosa by RetS/GacS, c-di-GMP and Quorum Sensing pathways.  

A mucoid environmental isolate of Pseudomonas fluorescens, the MFE01 strain, 

has antibacterial activity carried by T6SS. Indeed, MFE01 can immobilise prey cells 

through the action of the Hcp1 protein of the T6SS. Currently, genomic analysis reveals 

only one T6SS core component cluster and three orphan hcp genes (named hcp1, 

hcp2 and hcp3).  

Objectives and Methods 

In this study, we focused on T6SS involvement in bacterial competition within 

multispecies biofilm and we assign a role to each Hcp proteins (Hcp1, Hcp2 and Hcp3) 

and T6SS machinery in MFE01 biofilm maturation.  

Biofilms were grown on a glass surface, for 48 h at 28°C, under a flow of LB medium 

and observed by confocal laser scanning microscopy. Prey cells, P. fluorescens 

MFP05 bearing pSMC2.1-gfp encoding green fluorescent protein, were co-cultured 

alone or with MFE01 or derivatives, in a 1:5 ratio.  
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Results and conclusion  

MFE01 abolishes the formation of P. fluorescens MFP05 strain and T6SS is crucial 

for this competition activity. Surprisingly, Hcp2 and Hcp3 proteins are not involved in 

this inhibition of MFP05 biofilm formation whereas these proteins are linked to killing 

activity on solid medium (planktonic bacteria). Mutations of hcp1, hcp2 or hcp3 did not 

reduce P. fluorescens MFE01 biofilm formation, but the three Hcp proteins were 

required for the completion of biofilm maturation. Moreover, a mutant with a disruption 

in one of the unique core component genes, MFE01∆tssC, was unable to produce its 

own biofilm. Furthermore, MFE01 strain does not produce conventional quorum 

sensing signals, unlike Pseudomonas aeruginosa. We assume that T6SS is essential 

for intra-bacterial cooperation in biofilm and allows social behaviour between MFE01 

sister cells.  
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V. Résumé en anglais 
 

Type IV secretion system (T6SS) is a multiproteic apparatus that secreted 

proteinaceous effectors. T6SS participate in a variety of functions, whose eukaryote 

virulence, antibacterial activity or metal ion uptake. These capacities conferring an 

advantage in adaptation and competition, crucial to colonization or persistence within 

ecological niche. As well, only a few studies have focused on the T6SS functions of 

environmental strains, contrary to numerous studies dealing with pathogens as 

Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia thailandensis, Vibrio cholerae or Escherichia 

coli. The purpose of my research project was to characterize the T6SS function(s) of 

the environmental strain Pseudomonas fluorescens MFE01. 

This work had led to understand the various functions of T6SS of MFE01 strain. 

This strain has a single T6SS cluster where all the core component proteins were 

gathered, except hcp genes. Three orphan hcp genes where found and are scattered 

in genome. Hcp proteins form the inner tube allowing effectors secretion. Both Hcp2 

and Hcp3 proteins were involved in antibacterial activity on pathogens or 

environmental strains like P. aeruginosa, P. fluorescens or Pectobacterium 

atrosepticum. Characterization of Hcp1 proteins role constituted a major focus of this 

project. Hcp1 proteins participate to motility inhibition of competitive strains through 

T6SS. Hcp1 may be associated with secretion of at least two toxins perturbing the 

flagellar filament assembly. In MFE01Δhcp1 and MFE01ΔtssC mutants (Tss is a 

contractile sheath constituent), these toxins may be accumulated into cytoplasm and 

perturb assembly of their own flagella. Interestingly, overproduction of FliA flagellar 

regulator, which controls assembly of flagellar filament, restores motility of both 

mutants. Simultaneously, T6SS of MFE01 strain contributes to maturation and biofilm 

formation but also in bacterial competition within mixed biofilm. T6SS may be a mean 

of bacterial communication and thus coordinate a social behavior, primordial for biofilm 

formation. 

http://www.linguee.fr/anglais-francais/traduction/simultaneously.html
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Le système de sécrétion de type VI (SST6) est un complexe multi-protéique permettant l’export 

d’effecteurs. Ce mécanisme est impliqué à la fois dans la virulence envers les cellules eucaryotes, dans 

l’activité antibactérienne mais également dans l’acquisition d’ions présents dans l’environnement. Ainsi, 

le SST6 joue un rôle important dans l’adaptation et la compétition, éléments essentiels dans la 

colonisation et la persistance au sein d’une niche écologique. Actuellement, très peu d’études portent 

sur l’importance du SST6 chez des souches environnementales, contrairement aux nombreuses études 

portant sur des pathogènes tels que Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia thailandensis, Vibrio 

cholerae ou Escherichia coli. Mon sujet de recherche avait pour objectif de caractériser le ou les rôles 

du SST6 de la souche environnementale Pseudomonas fluorescens MFE01. 

Ces travaux ont permis d’appréhender certaines fonctions du SST6 de cette souche. Le génome 

de MFE01 ne comporte qu’un seul cluster de gènes du SST6 où sont regroupés les gènes codant pour 

la machinerie du SST6 (le « core-component ») à l’exception des gènes hcp. Les protéines Hcp sont 

des éléments structuraux du SST6 dont elles forment le tube interne qui permet le transfert des 

effecteurs. Différents gènes hcp sont disséminés sur le chromosome et parmi ces « hcp » orphelins, 

hcp2 et hcp3 codent respectivement pour les protéines Hcp2 et Hcp3. Ces deux Hcp sécrétées par le 

SST6, sont associées à l’activité antibactérienne de MFE01 sur différentes souches pathogènes et 

environnementales, tels que P. aeruginosa, P. fluorescens MFN1032 et Pectobacterium atrosepticum. 

La protéine Hcp1, codée par le gène orphelin hcp1, est impliquée dans l’inhibition de mobilité de  souche 

compétitrice. Hcp1 permettrait la sécrétion d’au moins deux toxines qui perturberaient l’assemblage du 

flagelle. Chez MFE01Δhcp1 et MFE01ΔtssC (TssC est un élément de la gaine contractile du SST6), 

ces toxines seraient accumulées dans le cytoplasme, inhibant ainsi l’assemblage de leur propre flagelle. 

La surproduction du régulateur FliA, qui contrôle notamment l’assemblage du filament flagellaire, 

restaure la mobilité chez ces deux mutants. En parallèle, le SST6 de la souche MFE01 est essentiel à 

la formation et la maturation de biofilm mais également à la compétition bactérienne en biofilm mixte. 

Ce système interviendrait dans la communication bactérienne indispensable au comportement social, 

requis lors de l’élaboration des biofilms. 
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