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Résumé

Les bactéries environnementales font face a de tres nombreux stress dans leur milieu de
vie. Ces dernieres doivent s’acclimater rapidement pour faire face a des variations de
température, des changements d’osmolarité, des changements de pH ou encore des
carences nutritives afin de survivre et de prospérer dans leur environnement naturel. Ce
travail de these s’inscrit dans I'étude de la réponse aux stress chez les bactéries
environnementales en prenant I'exemple du stress engendré par les métaux chez la
bactérie modele Pseudomonas putida et du stress rencontré en cours d’infection de
plante chez le phytopathogéne Dickeya dadantii. La présence d'un exces d’ions
meétalliques ainsi que les défenses d’'une plante sur un phytopathogene entrainent tout
deux un stress oxydatif et peut provoquer une altération membranaire ainsi que
protéique. Ces stress, a premiere vue éloignés, pourraient ainsi induire des mécanismes
de réponses similaires chez les bactéries. La plupart des études de résistance aux stress
chez les bactéries portent sur 'étude de genes sur ou sous exprimés et peuvent alors
manquer des génes importants pour la réponse a un stress donné dont I’expression
reste inchangée. Afin d’identifier de nouveaux facteurs de résistance aux stress
métalliques chez P. putida ainsi que de nouveaux facteurs de résistance/virulence chez
le phytopathogene D. dadantii, un crible Tn-seq (Transposon-Sequencing) a été réalisé a
I'aide de banques de mutants trés denses. Les deux cribles ont permis de mettre en
évidence le réle majeur de régulateurs de transcription ainsi que lI'importance des
mécanismes d’efflux dans la réponse a un stress. Les deux cribles ont aussi mis en
évidence I'importance des voies de biosynthéses en acides aminées et acides nucléiques.
Enfin, de nombreux génes a fonction inconnue participent a la survie des deux bactéries
en condition de stress. Les résultats obtenus pourraient permettre de développer de
nouveaux antimicrobiens chez D. dadantii. Les mécanismes de résistance aux métaux et
aux antibiotiques peuvent étre similaires. Nos travaux améliorent la compréhension des
mécanismes de résistance aux métaux et pourraient ainsi permettre de trouver de

nouvelles molécules a activité antimicrobienne.

MOTS-CLES: cobalt, cadmium, zinc, cuivre, stress, efflux, résistance, Tn-seq,
Pseudomonas putida, Dickeya Dadantii, maladie de la pourriture molle, mobilité,

métabolisme, glycosylation






Summary

Environmental bacteria have to deal with a number of stresses in their living
environment. The bacteria have to adapt quickly to changes in temperature, osmolarity,
pH changes or nutrient deficiencies in order to survive and thrive in their natural
environment. This thesis work is related to the study of stress response in
environmental bacteria by taking the example of stress caused by metals in the
bacterium Pseudomonas putida model and stress encountered during plant infection in
the phytopathogen Dickeya dadantii. The presence of an excess of metal ions as well as
the defences of a plant on a phytopathogen both cause oxidative stress and can cause
membrane and protein alteration. These stresses, at first sight distant, could thus induce
similar response mechanisms in bacteria. Most stress resistance studies in bacteria
focus on the study of over- or under-expressed genes and may then lack genes
important for the response to a given stress whose expression remains unchanged. In
order to identify new metal stress resistance genes in P. putida and new
resistance/virulence factors in D. dadantii phytopathogen, a Tn-seq (Transposon-
Sequencing) screen was performed using very dense mutant banks. Both screens
highlighted the major role of transcription regulators as well as the importance of efflux
mechanisms in the response to stress. Both screens also highlighted the importance of
amino acid and nucleic acid biosynthesis pathways. Finally, many genes with unknown
function participate in the survival of both bacteria in stress conditions. The results
obtained could lead to the development of new antimicrobials in D. dadantii. The
mechanisms of resistance to metals and antibiotics may be similar. Our work is
improving our understanding of metal resistance mechanisms and could lead to new

molecules with antimicrobial activity.

KEYWORDS: cobalt, cadmium, zinc, copper, stress, efflux, resistance, Tn-seq,
Pseudomonas putida, Dickeya Dadantii, soft-rot disease, motility, metabolism,

glycosylation
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A- Introduction bibliographique

I- les mécanismes de réponse au stress

1.1 Généralités

Les micro-organismes sont adaptés pour fonctionner de facon optimale dans leur
habitat naturel. Ils doivent pourtant faire face a de nombreux stress tels que les
variations de pH, une osmolarité changeante, une disponibilité variée en nutriments, des
variations de température etc... La situation rencontrée par les entérobactéries en est
une belle illustration. Les entérobactéries sont transmises de l'environnement a
'intestin du mammifere par l'intermédiaire de I'eau ou d’aliments. Au passage dans
I'hote, les entérobactéries sont confrontées a de grandes variations environnementales
telles qu'un pH extrémement bas dans I'estomac (pH 1,5-2) et une osmolarité élevée. Ces
entérobactéries font aussi face aux défenses de 1'hote dans le systéme intestinal (Figure
1). Les pathogenes de plantes sont également confrontés a différents stress tels qu'une
disponibilité en eau variable a la surface des plantes et des changements de température
durant les saisons [1]. L'ampleur du changement des conditions de vie peut alors causer
un défaut de croissance allant jusqu’a la mort [2]. La plupart des bactéries du sol sont
capables de tolérer des changements d’amplitude variables dans leur milieu de vie en

s’adaptant au cours du temps [3].

Ces changements des conditions environnementales loin des optimums de croissance
engendrent I'induction de réponses au stress élaborées. Les stratégies employées sont
généralement orientées pour favoriser la survie plutot que la croissance.

Les mécanismes de réponse au stress peuvent étre généraux ou spécifiques du stress
rencontré. La réponse générale au stress est une réponse cellulaire commune qui peut
étre déclenchée par diverses conditions de stress, telles qu'une osmolarité élevée, une
température basse, un pH acide ou un manque de nutriments [4]. La sous-unité sigma(S)
de I'ARN polymérase (RpoS) est le régulateur central de nombreuses conditions de
stress chez E. coli, ce qui augmente considérablement la spécificité des promoteurs des
genes impliqués dans les processus adaptatifs et diminue 'affinité de I'ARN polymérase

(RNAP) pour les génes non essentiels [5]. Les réponses spécifiques a un seul stress vont



quant a elles privilégier I'expression d'un petit nombre de génes spécialement adaptés.
Une interaction entre plusieurs stress est parfois possible, c’est la cas d’'un pH faible qui
amplifie la toxicité des radicaux oxygénés [6][7]. Les différents niveaux de réponses au
stress montrent la complexité des systemes de survie des bactéries.

Certains micro-organismes ont ainsi évolué et sont capables de s'adapter rapidement a
un environnement en constante évolution, développant ainsi une tolérance ou une
résistance a des "doses" accrues de stress particuliers. Différents types d'organismes
possedent des résistances inhérentes et des susceptibilités différentes au stress. Par
exemple, les bactéries a Gram négatif sont considérées comme étant plus sensibles au
choc thermique, a la réfrigération et a la congélation que les bactéries a Gram positif [8].
Les sections suivantes se concentreront sur la description des mécanismes de réponses

aux principaux stress rencontrés par les bactéries dans leur environnement.

Chaleur
Peptides antimicrobiens

=

Especes réactives d’oxygene
pH acide

Peptides antimicrobiens
Limitation en nutriments Espéces réactives d’oxygene
pH acide

Sels biliaires

Peptides antimicrobiens
Espéce réactive d’oxygéne
Hypoxie

Osmolarité élevée

Figure 1: Stress environnementaux lors de la colonisation de I'hote par les
entérobactéries.

Apres ingestion, les entérobactéries rencontrent différentes conditions de stress dans la cavité
buccale, I'estomac, I'intestin gréle et le c6lon de 1'hote. Les bactéries doivent également résister
aux contraintes imposées par le systeme immunitaire suite a l'invasion de tissus plus profonds

et de la circulation sanguine. Figure adaptée d’aprés [9].



1.2 Le stress acide

1.2.1 Importance de la force protomotrice

Les niches écologiques des bactéries sont variées, le pH peut varier de ~0 dans certaines
eaux acides pres de sites miniers a ~13 dans les lacs au pH le plus haut. Les organismes,
tel que Acidithiobacillus ferrooxidans, dont la croissance optimale se situe entre pH ~0,5-
5,0 sont appelés acidophiles. Au contraire, les alcaliphiles sont des organismes, comme
Bacillus pseudofirmus, qui ont une croissance optimale dans des milieux dont le pH est
supérieur a 9,0. Entre ces deux valeurs extrémes, les bactéries qui peuvent se
développer comme E. coli, Salmonella enterica ou encore Bacillus subtilis sont dites
neutrophiles [10]. Les bactéries maintiennent cependant leur pH interne (pHi) dans une
gamme plus étroite, généralement proche du pH neutre (Figure 2). Par exemple, alors
que le pH externe (pHo) passe de 5,5 a 9,0, le pHi d’E. coli est maintenu a des conditions
de croissance optimales entre 7,4 et 7,8. L'acidophile A. ferrooxidans se développe a un
pHo compris entre 1,0 et 8,0, mais maintient son pHi entre 6,0 et 7,0 [11]. Cette stratégie
de maintien d'un pH interne constant, appelé homéostasie du pH, joue un role
fondamental dans la physiologie cellulaire, car le pH affecte l'activité enzymatique, la
solubilité et la stabilité des protéines. Le pHi est tamponné par de petites molécules
comme les acides aminés, ainsi que par des groupes ionisables présents sur les
protéines et les polymeres ionisables comme le polyphosphate (P,On).

La force protomotrice (PMF), a la base de la création de la monnaie bioénergétique
cellulaire (ATP), comprend le gradient chimique des protons (ApH) et le gradient de
potentiel électrique transmembranaire (AW). La valeur de ApH correspond a la force
chimique, qui favorise le mouvement des protons du milieu le plus concentré au moins
concentré a travers une membrane ; le AW représente la force électrique, qui attire ou
repousse les protons. Comme le gradient de proton chimique et le gradient de potentiel
électrique affectent le mouvement des protons, le maintien de 1'homéostasie du pH
affecte les deux composantes de la PMF [12]. Les différentes espéces qui se multiplient a
différents niveaux de pH ont ainsi des modeles distincts de PMF (Figure 2). Ces divers
modeles supposent que les bactéries ont réussi a s’adapter a des conditions de vie ou le

pH atteint des valeurs extremes (Figure 2).
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Figure 2: Homeostasie pH chez les bactéries

Les bactéries ont divers modeles de force protomotrice (PMF) selon les valeurs de pH. La PMF
d’E. coli, un neutrophile, est utilisé ici comme référence. Les acidophiles et les alcaliphiles
modifient leur modéle pour réduire la PMF totale afin de maintenir I'homéostasie du pH. Par
exemple, le Ay des acidophiles est inversé, ce qui compense le trés grand ApH ; l'alcaliphile
maintient le Ay plus élevé que celui du neutrophile, ce qui compense 'effet du ApH inversé.

Adaptée de [12].

1.2.2 Mécanismes de protection du périplasme

En comparaison avec la membrane interne, la membrane externe est plus perméable
aux protons. Le pH dans le périplasme chute treés rapidement a un niveau quasi similaire
au pH externe. Par conséquent, le périplasme est plus sensible aux dommages causés
par l'acidité du milieu. Plusieurs protéines chaperonnes jouent un réle important dans la
protection des protéines périplasmiques contre la dénaturation et les dommages causés
par l'acidité.

Les protéines HdeA et HdeB sont des chaperonnes périplasmiques qui réduisent
'agrégation des protéines périplasmiques induite par l'acidité du milieu. Ces protéines
sont retrouvées chez différentes especes, y compris E. coli, Shigella flexneri et Brucella
abortus [13]. Lorsque le pH est inférieur a 3, HdeA change de conformation pour jouer
son roéle de chaperonne. Au cours de cette renaturation, d'autres chaperons
périplasmiques (DegP et SurA) aident HdeA a replier efficacement les substrats (Figure
3). HdeB a une fonction similaire a celle de HdeA, mais son optimum de pH est différent
(pH=3). Ceci suggere que HdeA et HdeB collaborent ensemble pour protéger les
bactéries contre les dommages causés par l'acide dans différentes gammes de pH
(Figure 3).

Le gene asr code une protéine périplasmique en réponse aux chocs acides. Ce gene est

transcrit lorsque le pH est compris entre 4,0 et 5,0 et ce chez plusieurs especes
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bactériennes incluant E. coli [14]. La croissance de la souche sauvage et de la souche
mutée pour asr est semblable a pH 5,0, mais le gene asr est essentiel a la croissance a pH
4,5 [15]. Dans des conditions acides, I'expression du gene asr est directement activée par
le systeme a deux composants RstA-RstB. L'activation de RstA-RstB peut étre
déclenchée par un pH faible ou par le systeme PhoP-PhoQ [16]. Cependant, le
mécanisme de protection d’Asr n’a pas encore été élucidé. Asr est une protéine riche en
lysine et pourrait servir de protéine tampon par la protonation et la déprotonation du

groupe amine (NH3+).

pH7 <pH3 pH 7

Q @ HdeA
HdeA inactif HdeA actif @

\ ] deA inactif
y - Complexe &

soluble DegP/SurA
DegP/SurA DegP/SurA DegP/SurA natif
natif non replié natif
Complexe Q
HdeA
@ Substrat
Q @ Substrat natif
— — — o
non replié
Complexe
Subst.rat Substrat soluble Q
natif non replié
‘ HdeA inactif

Figure 3: Repliement protéique dans le périplasme par I'intermédiaire de
chaperonne.

Lorsque les bactéries sont cultivées a un pH inférieur a trois, de nombreuses protéines, y
compris certaines chaperonnes (p. ex. DegP et SurA) sont mal repliées. La chaperonne
périplasmique HdeA passe d'un dimeére replié inactif a un monomere actif déplié, puis se lie a ses
substrats pour former des complexes solubles. Lors du retour a un pH neutre, HdeA libére le
substrat et redevient inactif. La chaperonne DegP ou SurA peut aider efficacement au repliement

d'autres protéines. Adaptée de [13].
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1.2.3 Mécanismes de protection du cytosol

La membrane cytoplasmique est une barriere majeure a l'afflux de protons dans les
cellules traitées a l'acide, cependant une réduction significative du pH peut aussi se
produire dans le cytoplasme.

Pour répondre a ce stress, plusieurs systemes de régulation (ex: PhoP/PhoQ,
PmrA/PmrB, OmpR/EnvZ) sont activés. Ces systemes controlent de nombreux geénes
impliqués dans la résistance aux acides. Les mécanismes cellulaires mis en jeu sont alors
variés : consommation de protons intracellulaires par des réactions biochimiques (ex:
décarboxylation d'acides aminés), expulsion des protons par la chalne de transport
d'électrons et les systemes import/export (ex : transporteurs Cl-/H*, K*/H*), répression
de 'ATP synthase pour inhiber l'afflux de protons, ou encore activation des genes
impliqués dans la modification de la membrane cellulaire afin de diminuer la
perméabilité aux protons. L’ensemble de ces mécanismes sera décrit dans les prochains

paragraphes.

1.2.3.1 Réle des régulateurs et des systemes a deux composants

Durant son cycle de vie, Salmonella typhimurium doit survivre au sein des macrophages
ou le pH atteint 5,5. Miller et al. [17] ont démontré que les mutants des genes phoP et
phoQ présentent un défaut de survie dans les macrophages ainsi qu'un défaut d’infection
des souris. En paralléle, il a été découvert qu'une série de protéines de choc acide
nommeées ASPs sont induites lorsque le pH diminue. Ces ASPs sont principalement
controlées par le systeme a deux composants PhoP-PhoQ [18]. Ainsi, plus de 100 ASPs
différentes seraient produites en réponse a un choc acide et permettrait la survie au sein
des macrophages [19]. Un second régulateur, OmpR est aussi impliqué dans la réponse
au stress acide. Le stress acide provoque un relachement de ’ADN a 'origine fortement
enroulé chez Salmonella thyphimurium, ce qui conduit a favoriser la transcription
d’ompR. OmpR active alors la transcription de génes cibles nécessaires a l'infection et a

la survie a l'intérieur du macrophage de I'hote [20][21] (Figure 4).
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Figure 4: Génes de virulence induis par OmpR en réponse a I'acidité chez

Salmonella typhimurium

Pendant l'infection, S. typhimurium s'adapte a la vacuole du macrophage, son ADN se désenroule
en réponse a un pH acide. Le désenroulement de I'ADN inhibe l'effet répressif d'H-NS et
augmente la transcription d'ompR . De I'autre c6té, le relachement de I'ADN augmente fortement
la liaison d'OmpR a I'ADN. Ensemble, lors de 1'exposition a I'environnement acide, OmpR induit
les génes de pathogénicité de S. typhimurium (SPI) impliqués dans la régulation du systéme de
sécrétion de type Il et ses effecteurs. OmpR induit également le gene ompC codant une porine

de la membrane externe [22]. + : régulation positive. - : régulation négative

1.2.3.2 Systemes d’efflux et d'import

En respiration aérobie, 1'énergie provenant du transfert d'électrons par une série de
réactions d'oxydation-réduction est utilisée pour pomper les protons hors du
cytoplasme. Les protons sont alors accumulés au sein du périplasme. Ces derniers
forment le gradient électrochimique a la base de la synthese d’ATP.

Chez E. coli, 1a synthése du complexe F1F0-ATPase est régulée négativement en réponse
a une acidité modérée [23], tandis que sa synthese est fortement augmentée dans des
conditions alcalines [6]. Néanmoins, la délétion de genes codant des enzymes

productrice d’AMP (ex: purA et purB) ou de I'ADP (ex: adk) augmente
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considérablement la sensibilité a un environnement extrémement acide (pH 2,5). De
plus, la synthése d’ATP est aussi nécessaire pour les systemes de réparation de I'ADN en
conditions acides [24]. Ces résultats suggerent que la répression et I'induction de la
synthese d’ATP dépendent du pH. Le fait que la synthese de la F1F0-ATPase soit régulée
négativement lors d'une exposition a un pH sublétal peut s'expliquer par le fait que les
cellules tentent de prévenir le flux entrant excessif de protons via cette ATPase. Au
contraire, lors d’'une exposition a un pH encore plus faible (1éthal pour la bactérie), la
synthese de la F1F0-ATPase, dont l'activité va produire de I'ATP, peut étre régulé
positivement pour fournir I'énergie nécessaire a la survie de la cellule malgré l'entrée

excessive de protons.

Selon le modele de Iyer et ses collaborateurs, en cas de stress acide extréme (pH 2-3), le
HCI, en tant que molécule non chargée, peut diffuser dans la cellule. Le pH interne
(pH=4,5) étant alors plus élevé que le pH externe, le HCl se dissocie en ions H* et Cl-. Les
protons sont alors éliminés via la réaction de décarboxylation des acides aminés, les
anions chlorure s'accumulent eux dans le cytoplasme. Un excés d’ions chargés
négativement peut causer une hyperpolarisation de la membrane. Iyer et al. ont donc
proposé un premier modele dans lequel les transporteurs CIC (canal a ions chlorures)
empécheraient I'’hyperpolarisation de la membrane en catalysant I'efflux d’ions
chlorures. Iyer et al. ont en effet prouvé que les mutants dépourvus de canaux CIC ne
parviennent pas a survivre a des conditions d’extréme acidité [25]. Cependant, Foster et
ses collaborateurs ont prouvé que lorsque les cellules sont exposées a une extréme
acidité, le potentiel électrique de la membrane s’inverse [26]. Ce phénomene est
d’autant plus important en présence de glutamine ou d’arginine dans le milieu extérieur
[26]. La charge interne positive peut alors, par répulsion, ralentir I'entrée de proton
dans la cellule. Comment expliquer ce phénomeéne ? Au contraire du modele de Iyer et
al., Foster et ses collaborateurs proposent que sous des conditions d’acidité extreme, les
protons entreraient dans la cellule sans étre associé aux anions chlorures. L'entrée de
protons augmente alors les charges positives a I'intérieur de la cellule. Les protons sont
ensuite éliminés par la réaction de décarboxylation des acides aminés. Cette réaction
permet de maintenir un pH optimal mais laisse subsister les charges positives
conduisant ainsi a la mise en place d’'un AW positif (Figure 5). Un transporteur CIC H*/Cl-

peut alors rétablir I'équilibre des charges et éliminer I'excés de proton en important du
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Cl- en échange de protons. Ce mécanisme diminue ainsi les risques d’hyperpolarisation
membranaire d’'une direction opposé a celle proposé par lyer et ses collaborateurs [26].

Ce modele est présenté dans la figure 5.

HCI
Arginine (+1) @ @ oH externe
o BRRRR AR ctaddtaddtattanatinnd addaddteadd
Cessesss EEEEEEEEEEEEEEEEEEEE, Sessessssoos
Périplasme @ @ Ajout charge négative

Arginine (+1)  Agmatine (+2)

pH interne

e

Arginine (+1) —» Agmatine (+2) + CO, (g
_/
Consomme un proton retire proton

cytoplasme

Figure 5: systeme de transport du CIC en réponse a un pH environnant tres faible.

A pH 2,5, les protons pénétrent probablement dans la cellule sans chlorure associé, ce qui réduit
le pH cytoplasmique d'environ 7,5 a 4,5. La décarboxylation dépendante des acides aminés est
induite pour consommer des protons, mais la charge positive associée perdure dans le produit
final. Par exemple, la décarboxylation de l'arginine (charge +1) produit de I'agmatine avec une
charge +2. Les charges positives provenant des protons et des produits de décarboxylation
positivement chargés inversent le potentiel de la membrane électrique (AW) de intérieur-négatif
a intérieur-positif. Le transporteur CIC H+/Cl- catalyse 1'échange transmembranaire du chlorure
contre les protons, pour contrebalancer les charges positives intracellulaires excessives et
éliminer les protons en exces. Cela empécherait I'hyperpolarisation (ici exces de charge positive)

de la membrane et aiderait la cellule a retrouver un AW interne négatif. Adaptée de [26].

1.2.3.3 Systemes enzymatiques

Certains organismes possédent des systémes de résistance aux acides qui permettent
aux cellules de survivre dans un environnement extrémement acide (pH 2 a 2,5) [13].
Par exemple, E. coli est un neutrophile qui préfere étre cultivé a pH neutre, mais qui peut
survivre a pH 2 pendant plusieurs heures. E. coli a donc dii développer de nombreux

systemes de résistance. Ces systémes comprennent un systeme de résistance a l'acide
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réprimé par le glucose (AR1) et trois systéemes de résistance dépendants des acides
aminés, a savoir les systemes dépendants du glutamate, de l'arginine et de la lysine
(AR2-AR4) [26].

La stimulation du systéme AR1 permet aux bactéries de survivre a une exposition a des
conditions de pH 2,5. Le facteur sigma (stress alternatif) RpoS et la protéine CRP sont
nécéssaires a son expression. Les composantes structurelles d’AR1 et son mécanisme
d'action n'ont pas été élucidés. Cependant, il a été démontré que l'activité de la F1F0-
ATPase et la présence de GadC, l'antitransporteur de glutamate/GABA, est importante

pour la protection des cellules par AR1 [27][28].

Les systemes de résistance aux acides dépendant des acides aminés, sont induits en
présence de glutamate ou d'autres acides aminés. Chaque systeme de résistance aux
acides, acides aminés dépendants, implique une décarboxylase d'acides aminés
cytoplasmique qui convertit les acides aminés en un produit neutre et un transporteur
qui catalyse l'efflux des produits finaux de décarboxylation en échange de plus d'acides
aminés. Au cours de ce processus, un proton cytoplasmique est consommé et une
molécule de CO2 est produite (Figure 6). De plus, les décarboxylases d'acides aminés ont
des valeurs de pH optimales distinctes. La glutamate décarboxylase a une activité
optimale a pH <4, tandis que les arginine- et lysine-décarboxylase ont un pH optimal
supérieur a environ 5-6 [13]. Des études comparatives ont démontré que le systéme
dépendant du glutamate est le plus efficace parmi les quatre systémes [27][29]. S.
Typhimurium et Vibrio cholerae, qui n'ont pas de systeme de résistance a l'acide
dépendant du glutamate, ne peuvent pas survivre dans des conditions de pH <2,5 ; E. coli
et Shigella flexneri, qui possedent ce systeme, peuvent survivre a pH < 2 [13]. La
régulation de ces systemes de résistance au stress acide est complexe et contrélée par
de multiples régulateurs dont H-NS [30].

L’ensemble des mécanismes de réponse a un faible pH est résumé a la Figure 6 suivante.
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Figure 6: Bilan des systemes de réponse a un faible pH.

La diminution de la perméabilité de I'enveloppe cellulaire par remodelage de 1a membrane est la
premiere ligne de défense bactérienne contre le stress acide. Les chaperons sont incités a
compenser les dommages produits par le traitement a l'acide. Les systémes a deux composants
sont capables de détecter l'acidité et d'activer la réponse d'adaptation a l'acide. Différents

mécanismes sont activés pour séquestrer ou pomper les protons hors de la cellule.

1.3 Stress osmotique

1.3.1 Généralités

Une augmentation de la concentration extracellulaire des solutés ioniques ou non
ioniques est l'une des nombreuses conditions face a laquelle les micro-organismes
doivent faire face. Dans un milieu hypertonique (solution concentrée), la cellule perdra
de l'eau, ce qui entrainera un début de plasmolyse cellulaire. Au contraire, dans des
conditions hypotoniques, 1'eau entre dans la cellule, ce qui augmente la turgescence

(Figure 7). Les flux d'eau transmembranaires peuvent menacer la structure et la
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fonction des cellules. Pour éviter la lyse dans des conditions de faible osmolarité ou la
déshydratation dans des conditions de forte osmolarité, les bactéries ont développé un
certain nombre de mécanismes pour s'adapter a une large gamme d'osmolarité. Les sels
sont les solutés prédominants dans de nombreux milieux naturels. Certaines bactéries,
classées comme halophiles comme Salinibacter, peuvent s'épanouir a des concentrations
élevées de sel. D'autres bactéries tolerent des variations de pressions osmotiques
comme E. coli, S. enterica et D. dadantii. Dans la section suivante, nous nous

concentrerons sur la réponse au stress hyperosmotique chez les bactéries.

Figure 7: Osmolarité et flux d’eau dans la cellule

La pression turgescente d'une cellule est largement maintenue par osmose. Dans les
environnements hypertoniques, 1'eau sort de la cellule, provoquant un rétrécissement de son
cytoplasme. Au contraire, I'eau pénétre dans la cellule dans des conditions hypotoniques, ce qui
entraine un gonflement et éventuellement une cytolyse. Pour rétablir 1'équilibre osmotique, la
cellule synthétise ou importe des osmolytes pour augmenter I'osmolarité en réponse a un stress
hyperosmotique, tandis que la cellule libére des osmolytes du cytoplasme en réponse a un stress

hypoosmotique.
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1.3.2 Accumulation de composés organiques

Pour faire face aux conditions hyperosmotiques, un grand nombre de procaryotes
accumulent de petites molécules organiques tres solubles. Leur accumulation conduit a
réduire le mouvement de l'eau hors du cytoplasme. Comme ils ne perturbent pas le
meétabolisme central et les processus cellulaires vitaux a des concentrations élevées (> 1
mol kg-1 eau), ils sont communément appelés solutés compatibles [31]. Les solutés
exogenes compatibles (ex: glycine bétaine, proline, ectoine) permettent aux bactéries de
se développer dans des conditions d'osmolarité défavorables [32]. Ces composés
s'accumulent dans les cellules soit par absorption soit par synthese (Figure 8). Cette
stratégie, également adoptée par les eukaryotes, est conservée dans les trois branches
du vivant [33]. Comme la biosynthese des osmolytes est un processus énergiquement
colteux et plutdt lent, la cellule préfere l'import plutot que la synthese. De plus,
I'accumulation de solutés compatibles d'origine externe inhibe généralement la
synthése endogéne [31]. A titre d'exemple, chez E. coli, la synthése de glycine bétaine et
de trehalose est inhibée en présence de glycine bétaine dans le milieu externe [34]. En
plus du roéle majeur des solutés compatibles dans la balance osmotique, ceux-ci
améliorent également la résistance a d'autres stress, y compris a la dessiccation, au choc
thermique et aux chocs de congélation-décongélation. Les solutés agissent comme des

chaperons chimiques en prévenant la dénaturation des protéines [35].

19



Ext

Choline
Ectoine Carnitine
Glycine betaine Ectoine
Proline Glycine betaine
Proline Proline betaine Proline betaine  Choline Betaine
PutP ProP,/ | ProU BetT BetU
&S S S S
v ATP \ 4 A\ 4
Glutamate —5 —» —5 Proline
proB proA proC
Choline —> —> Glycine betaine
Synthése de solutés _ betA betB
compatibles Glucose-6_phosphate
—> —> Trehalose
ostA ostB
UDP-glucose
Cytoplasme

Figure 8: Entrée de solutés compatibles en réponse a une osmolarité élevée
Les solutés compatibles peuvent étre synthétisés ou étre importés par différents transporteurs

(PutP, ProP, ProU, ProU, BetT et BetU).

1.3.3 Accumulation de composés inorganiques

Certaines bactéries halophiles utilisent des cations inorganiques pour ajuster 1'équilibre
osmotique de la cellule. Ils maintiennent principalement des concentrations
intracellulaires élevées en potassium (K*), ainsi que son contre anion Cl-. Cette stratégie
pose un probléme majeur : l'ensemble de la machinerie intracellulaire (enzymes,
protéines structurales, etc...) est affecté par des concentrations ioniques élevées. Par
conséquent, les bactéries doivent réaliser des modifications pour adapter la machinerie
intracellulaire a une osmolarité élevée. Par exemple, les protéines des bactéries
halophiles ont subi d'importantes substitutions d'acides aminés, dont un enrichissement
en acides aminés acides [31]. L'accumulation de solutés compatibles ne nécessite que
peu ou pas d'ajustement génétique. Pour cette raison, l'accumulation d'ions
inorganiques comme osmolytes primaires ne semble pas étre une adaptation optimale.

Ce mécanisme n’est utilisé que par les bactéries halophiles et les archées halophiles.
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Pour de nombreuses bactéries non halophiles, il a été démontré que le pool
intracellulaire de K* n'est modifié qu'apres une augmentation soudaine de la salinité, ce
qui entraine une accumulation transitoire de K+ (Figure 9). Le potassium n'étant pas le
principal osmolyte de ces bactéries, 'accumulation de K* agit transitoirement comme un
osmolyte pour restaurer la pression de la turgescence et le volume des cellules jusqu'a
ce qu'il soit remplacé par des solutés compatibles [36]. Pendant ce temps, la synthese du
glutamate est activée afin de contrebalancer I'augmentation des charges positives dans
le cytoplasme. Cependant, une étude a montré qu'un stress hyperosmotique sévere (8 %
de NaCl) provoquait un efflux net de K* de la cellule, tandis qu'une faible concentration
externe de NaCl (1 % de NaCl) entrainait une absorption transitoire de potassium [37].
A des niveaux élevés de NaCl externe, l'afflux massif de Na* i travers la membrane
plasmique peut entrainer une dépolarisation de la membrane. La voie d'efflux du K+ est
activée par cette dépolarisation provoquant la fuite de K+ de la cellule. La sévérité du

stress hyperosmotique semble ainsi déterminer la direction du flux de K* cellulaire.
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Figure 9: Homéostasie du potassium chez E. coli

Les bactéries ont développé divers transporteurs de K+ pour maintenir une concentration
interne optimale de K*. Il y a trois systéemes d'absorption du potassium chez Escherichia coli, a
savoir Trk, Kup et Kdp. Le systeme Trk est un transport a faible affinité. Le systéme Kdp est un
systeme de transport de potassium a haute affinité qui est codé par l'opéron kdpFABCDE. Le
systéme de régulation a deux composants KdpD-KdpE contréle la transcription de kdpFABC en
réponse a un stress osmotique ou a de faibles concentrations de K+ intracellulaire. La fonction
premiere du systeme Kdp est de compenser la carence du systéme Trk, en particulier en limitant
les concentrations de K+. Contrairement aux systémes Kdp et Trk, le systéme Kup est le principal
systeme d'absorption de K* en cas de stress hyperosmotique a faible pH. Les systemes d’efflux

(KefB, KefC) sont activés par un taux de sel élevé.

1.3.4 Les autres mécanismes de protection

Comme la stabilité et le repliement des protéines sont profondément affectés par les
changements d'osmolarité, les cellules doivent promouvoir un repliement correct des
protéines en réponse a une pression osmotique externe accrue. Les protéines
chaperonnes jouent un role important dans ce processus de protection. Les protéines du
choc thermique (par exemple, les complexes chaperons DnaK-Dna]-GrpE et GroEL-
GroES) sont induites par une osmolarité élevée chez les espéces a Gram négatif et Gram
positif, comme E. coli, B. subtilis, Lactococcus lactis et Campylobacter jejuni [38],[20],
[39], [40]. Leur role durant le stress osmotique est de sauver ou de piéger des protéines

dénaturées. Par exemple, un mutant dnaK d'E. coli est déficient dans le transport de K*
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(absence de protection de la pompe Trk) et ne peut pas retrouver un état de turgescence

lorsque la pression osmotique externe augmente [38].

E. coli contient deux principales porines dans la membrane externe, OmpF et OmpC, qui
servent de canal de diffusion passif a travers la membrane externe. A faible osmolarité,
OmpF est la porine principale de la membrane externe et a osmolarité élevée, la
production d'OmpF est réprimée et OmpC devient la porine principale de la membrane
externe. Comme OmpF forme un pore plus grand que OmpC [41], la régulation de la
taille des pores de diffusion passive a travers la membrane externe est vitale pour E. coli,
qui vit dans des environnements a osmolarité variable. Par exemple, il a été proposé que
la plus grande taille du pore formé par OmpF est importante pour une absorption
efficace des nutriments dans les milieux pauvres en nutriments, alors que le plus petit
pore OmpC est important pour exclure des sels biliaires toxiques ou d'autres composés

chargés a travers la membrane externe [42].

Chez E. coli les systemes de régulation a deux composants EnvZ-OmpR et KdpD-KdpE
ont été identifiés comme étant les systémes de réponse au stress osmotique. Ces deux
systemes sont composés d'un senseur histidine kinase et d'un régulateur de réponse.
Les régulateurs de réponse OmpR et KdpE appartiennent a la méme famille de protéines
de liaison a I'ADN et agissent comme activateurs en réponse a la modification de
I'osmolarité du milieu [43]. D'autres études ont révélé que le systeme EnvZ-OmpR
module de nombreux genes de virulence chez E. coli et chez de nombreux pathogénes, y
compris D. dadantii et Salmonella enterica [44], [20]. Chez D. dadantii, OmpR régule de
facon différentielle deux porines KdgM et KdgN impliquées dans I'entrée
d'oligogalacturonides [45]. Comme mentionné précédemment, des études récentes
réalisées sur E. coli et S. enterica ont également identifié OmpR comme un régulateur
majeur de l'adaptation au stress acide [21], [23]. OmpR apparait donc comme un

régulateur polyvalent et flexible.
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1.4 Le stress oxydatif

En présence d'oxygene, les micro-organismes font face a certains problemes. Bien qu'ils
aient besoin d'oxygeéne pour la production d'énergie, l'ion superoxyde (02-) et le
peroxyde d'hydrogene (H202) sont générés en continu au cours de ce processus (Figure
10). Généralement, la réduction complete de 1'oxygeéne entraine la formation d'eau. Mais
dans certains cas, les électrons s'accumulent sur les déshydrogénases, et l'interaction
entre les électrons et l'oxygene produit de 1'0;- et de 1'H;02. L' H202 peut ensuite
produire des radicaux hydroxyles hautement réactifs (HO) par interaction avec le fer
(Figure 10). D'autre part, 'Oz et 'H202 réagissent rapidement avec d'autres éléments
cellulaires. Certains micro-organismes échappent au stress oxydatif en résidant dans des
micro-habitats dépourvus d'oxygene ; tous les autres doivent faire face a ces ROS
intracellulaires.

Outre ces mécanismes endogenes de génération de ROS, la cellule est exposée a une
grande variété de ROS provenant de sources exogeénes, telles que le dioxygene lui-méme,
l'irradiation UV, la pollution (Figure 10) et l'irradiation y [46]. L'interaction des
bactéries pathogénes avec les cellules immunitaires de I'hote peut également produire
des ROS a I'encontre des pathogénes (Figure 10). La formation continue de ROS cause
des dommages a différentes biomolécules : HO- est trés réactif avec toutes les
macromolécules cellulaires (tels que I’ADN), tandis que 1'0Oz- et I’ H202 endommagent
directement les groupements fer-soufre d'importantes enzymes [47]. Par conséquent, le
stress oxydatif entraine la dégradation des protéines, la peroxydation des lipides et la
rupture des brins d'ADN, provoquant la mort cellulaire et le vieillissement progressif de
I'organisme. Dans la défense des plantes, les ROS agissent non seulement comme des
toxines, capables de tuer ou de ralentir directement la croissance de I'agent pathogene,
mais aussi comme faisant partie d'une cascade de signalisation qui peut conduire a des
défenses multiples, y compris la réponse hypersensible [48]. Des études récentes
révelent que la tolérance aux ROS joue un roéle important non seulement dans la
résistance des pathogénes dans la plante hote, mais aussi dans la résistance aux produits
chimiques antimicrobiens d'origine végétale et a d'autres facteurs de stress chimiques
rencontrés dans l'environnement au contact des plantes tels que les antibiotiques
produits par des bactéries et champignons associés aux plantes. Par conséquent, la
capacité de prévenir ou de tolérer des concentrations élevées de ROS est d'une

importance particuliere pour tous les pathogénes des plantes[49], [50].
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Figure 10: Source d’ H202 dans la cellule

Les sources endogenes de stress oxydatif pour les bactéries comprennent (a) la respiration
aérobie, (b) la réaction de Fenton (M=Métal). De plus, les ROS sont également produits par
divers facteurs environnementaux, tels que (c) l'irradiation UV, (d) la pollution de l'air. La
défense immunitaire de I'h6te stimule également la génération de ROS pour prévenir l'invasion

de pathogenes (e).

1.4.1 Protection enzymatique

Une grande variété d'enzymes protectrices face aux ROS ont été identifiées au fil des ans
dans diverses bactéries y compris E. coli [51]-[53] (Figure 11 a): les superoxydes
dismutases, les catalases et les peroxydases.

Les superoxydes dismutases sont omniprésentes chez les organismes aérobies,
catalysant le passage du superoxyde en oxygene plus peroxyde d'hydrogeéne. Il existe
trois superoxydes dismutases, a savoir MnSOD, FeSOD et CuZnSOD. Elles different par
leur cofacteur, leur structure et leur masse moléculaire, et sont impliquées dans la
virulence de nombreuses especes. Par exemple, un mutant de D. dadantii défectueux
pour la MnSOD ne parvient pas a macérer les feuilles de Saintpaulia ionantha, alors qu’il
est capable de macérer les tissus végétaux apres une supplémentation en SOD purifiée

[54].
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Le produit final H202 peut étre éliminé par les catalases et les peroxydases. Toutes les
peroxydases partagent le méme mécanisme catalytique, dans lequel un résidu cystéine
du site actif est oxydé en acide sulfénique par le substrat peroxyde. Pour compléter le
cycle de réaction, des réducteurs (ex: thiorédoxines et glutaredoxines) sont nécessaires
pour catalyser le recyclage de 1'acide sulfénique en thiol [55].

Les catalases et I'hydroperoxyde réductase (Ahp) agissent distinctement en fonction des
différentes concentrations d’ H202 [53]. Lorsque la concentration en H20; est faible,
I’Ahp, qui possede une grande affinité pour I' H202, peut le dégrader. Cette dégradation
nécessite un petit métabolite comme réducteur. Au contraire, les catalases agissent en
conditions de concentration élevée d’H20>. Cette différence est probablement due au fait
que les catalases produisent un intermédiaire réactif potentiellement toxique pour les
cellules. Lorsque 1" H202 intracellulaire dépasse 20 uM, I’Ahp ne joue plus un role
suffisant car les réducteurs sont rares, et les catalases, qui n'ont pas besoin de
réducteurs, deviennent les enzymes principales de piégeage d’ H202 [51].

Pour produire ces enzymes, plusieurs régulateurs majeurs sont activés pendant le stress
oxydatif. OxyR et SoxR sont les principaux régulateurs d'E. coli. Ils subissent des
changements conformationnels en présence de radicaux de peroxyde d'hydrogéne et de
superoxyde respectivement pour devenir actif (Figure 11). OxyR régule alors pres de 40
genes [52]. En plus des catalases et des peroxydases, OxyR active également plusieurs
genes impliqués dans diverses voies de protection contre le peroxyde d'hydrogéne (voir
la section suivante). SoxR serait activé directement ou indirectement par les radicaux
superoxydes. Cependant, de récentes études ont montré que 1'oxydation de SoxR (état
actif) serait due a une oxydation directe par des agents redox, généralement des
phénazines ou des quinones, qui sont produits par les plantes ou des bactéries [56]. Le
systeme SoxR-SoxS existe dans de nombreuses bactéries, telles que Salmonella, Shigella,
Pantoea, Erwinia amylovora, mais il est absent de certains pathogénes de plantes, tels

que Dickeya et Pectobacterium.
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Figure 11: Enzymes de lutte contre le stress oxydatif.

(1) Liste des enzymes de lutte contre le stress oxydatif

(2) Activation de regulateurs transcriptionnels en réponse au stress oxydatif chez E. coli.

(a) En présence d' H20, le résidu soufre d'OxyR est oxydé pour former une liaison disulfure. Le
changement allostérique qui en résulte permet la liaison d'OxyR a I'ADN, pour réguler
positivement ahpCF (codant I'hydroperoxyde-réductase d'alkyle) et katG (codant la catalase).
(b) En présence d'02-, I'oxydation du cluster fer-soufre de SoxR provoque un changement dans
sa conformation, ce qui entraine la stimulation de la transcription de soxS. SoxS active alors

I'expression de sodA (qui code la superoxyde dismutase).

1.4.2 Protection non enzymatique

Le glutathion est un tripeptide de faible poids moléculaire a groupement thiol présent
chez les protéobactéries et les cyanobactéries, ainsi que chez quelques espéces de
bactéries a Gram positif. Il agit comme cofacteur des peroxydases pour protéger la
cellule du stress oxydatif. Lorsque les peroxydases éliminent une molécule d’ H202, deux
molécules de glutathion agissent comme réducteurs et sont oxydées pour former un
pont disulfure. Chez E. coli, un mutant déficient dans la production de glutathion est plus
susceptible de mourir en présence d’ H202. De plus, le glutathion agit également comme
un régulateur post-traductionnel de la fonction des protéines dans des conditions de
stress oxydatif, par modification directe des protéines par "glutathionylation". Cette

modification géneére des liaisons disulfures entre le glutathion et les résidus cystéines, ce
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qui protege les protéines a groupement thiol d'une sur-oxydation en acide sulfinique

[57].

Le manganese peut former des complexes avec le phosphate et d'autres métabolites
pour protéger les cellules des dommages oxydatifs. De plus, le manganese sert
également de cofacteur a la SOD. Le fer, quant a lui, peut générer un radical hydroxyle
par réaction de Fenton. Le fer peut ainsi augmenter les dommages oxydatifs et pose des
problemes de toxicité pour les cellules. Pour ces raisons, les bactéries doivent controler
finement I'homéostasie du fer afin de limiter la production de ROS[58]. Un rapport
Mn/Fe intracellulaire élevé est corrélé avec un niveau élevé de résistance aux radiations
et un faible niveau d'oxydation des protéines chez les bactéries [47]. Par exemple, D.
radiodurans a un rapport manganese/fer intracellulaire élevé ( >1), alors que le rapport
est inférieur a 0,1 dans la bactérie E. coli plus sensible aux UV [59].

Les bactéries ont ainsi mis au point plusieurs stratégies pour réguler rapidement le
rapport manganese/fer intracellulaire. Chez E. coli, OxyR active plusieurs genes
impliqués dans l'acquisition du manganese et le maintien de 1'homéostasie du fer
(Figure 12). L'induction de dps, codant pour une protéine séquestrant le fer, est
généralement impliquée dans la diminution de la quantité de fer libre. En contre partie,
un importeur de manganese (MntH) est simultanément activé pour importer du
manganese comme métal de remplacement. La suppression du systéme d'import de
manganese ou du senseur associé nuit a la virulence et a la viabilité de nombreuses
bactéries pathogenes Gram positif et Gram négatif, telles que Yersinia pestis, Neisseria
gonorrhoeae, Streptococcus pneumoniae [59]. L'expression de Fur, principal régulateur
de I'homéostasie du fer chez E. coli, est également régulée positivement par OxyR
(Figure 12). En tant que répresseur des genes d'import du fer, Fur inhibe I'import de fer
durant le stress oxydatif. OxyR et Fur peuvent réprimer conjointement le gene fhuF qui
est nécessaire a la libération du fer a partir des sidérophores. Des études ont révélé
qu'un autre régulateur, HypT, un facteur de transcription spécifique de 1'hypochlorite
(HOCI, une espeéce réactive d'oxygene antimicrobienne), est également impliquée dans
I'homéostasie du fer. Il réprime l'acquisition du fer pendant le stress oxydatif chez E.

coli [60][58].
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Figure 12: Mécanismes de défense indirecte au stress oxydatif

Apercu de l'expression des génes régulés par OxyR et impliqués dans la protection contre les
dommages oxydatifs. OxyR est activé par le peroxyde d'hydrogene, ce qui lui permet de réguler
positivement un ensemble de genes (dps, mntH, sufABCDSE, fur) et de réguler négativement le
géne fhuF. Fur réprime ensuite les genes d'import du fer. Les fleches rouges représentent

I'induction d'un géne ; les barres bleues représentent la répression d'un géne.

1.4.3 Réparation des dommages du stress oxydatif

Malgré I'utilisation d’'une grande variété d’enzymes, le niveau intracellulaire des ROS
n’atteint jamais zéro. Toutes les macromolécules, a savoir I'ADN, les lipides et les
protéines, peuvent subir une oxydation plus ou moins importante. Ainsi, de nombreux
mécanismes de réparation supplémentaires sont mis en place pour protéger les

bactéries contre le stress oxydatif.

1.4.3.1 Réparation des dommages aux protéines

Les protéines contenant des clusters fer-soufre peuvent étre oxydées d'une forme active
(cluster [4Fe-4S]) a une forme inactive (cluster [3Fe-4S]*) par I’ H202 ou 'Oz . Chez E.
coli, Isc et son cluster Fe-S peuvent étre inactivés par 1'H202 en concentration
submicromolaire (0,5-1 uM). Un autre systeme Fe-S dépendant, Suf, est induit par OxyR
lors d'un stress oxydatif. Le systéme Suf permet de réparer une importante

déshydratase a groupement fer-soufre (isopropylmalate isomérase) [61] (Figure 12). Ce
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role important du systeme Suf peut maintenir les activités de toutes les enzymes Fe-S
dépendantes durant un stress oxydatif. Les mutants suf de D. dadantii présentaient une
sensibilité accrue au stress oxydatif et une capacité réduite a causer des maladies sur les

feuilles d’endive et de S. ionantha [62].

1.4.3.2 Réparation des dommages causés a '’ADN

Le stress oxydatif est connu pour causer des 1ésions a I'"ADN. Ces lésions peuvent affecter
la réplication et/ou la transcription. Les 1ésions d'ADN les plus abondantes résultant du
stress oxydatif sont les dérivés de base endommagés. Pour contrer ces effets déléteres,
les bactéries réparent principalement les dommages oxydatifs causés a 'ADN par la voie
de réparation par excision de base (BER), qui élimine les petites lésions de base sans
distorsion de I'hélice du génome. Ce mécanisme repose sur les glycosylases de 'ADN, qui
reconnaissent et éliminent des bases spécifiques endommagées ou inappropriées,
formant des sites apuriniques ou apyrimidiniques. Ces sites sont ensuite clivés par des
endonucléases. Chez E. coli, plusieurs génes sont impliqués dans le codage des
glycosylases de I'ADN, tels que ung, mutY et mug. L'endonucléase III (codée par le gene
nth) et I'endonucléase VIII (codée par le gene nei) peuvent reconnaitre la perturbation
de 1'hélice d’ADN et cliver les régions endommagées afin de générer des sites sans bases
azotés. L'endonucléase IV (codée par le gene nfo) et I'exonucléase IlI (codée par le gene
xth) sont responsables d’un clivage sur les sites apuriniques et apyrimidiques de ’ADN
endommagé. Les mutants dépourvus a la fois des génes nth et nei meurent rapidement
en présence d' H202. Les mutants des genes nfo et xth montrent tous deux une sensibilité

accrue aux peroxydes par rapport a la souche sauvage [51].

Les lésions de I'ADN activent également la réponse SOS afin de réparer 1'ADN
endommagé. LexA, un régulateur clé de la réponse SOS, réprime les genes SOS dans des
conditions normales. Aprés un dommage a I’ADN, la protéine RecA est activée par liaison
a de ’ADN simple brin et stimule alors le clivage autocatalytique de LexA, qui génere des
fragments de LexA [63]. Cette induction conduit a la stimulation de plus de quarante
genes SOS. Plusieurs de ces genes codent des protéines impliquées dans la réparation
des dommages a 1'ADN ou la tolérance aux dommages, y compris la réparation par
excision des nucléotides, la réparation par recombinaison de I'ADN et la division

cellulaire.
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1.5 Stress nutritionnel

La carence en nutriments peut étre définie comme une condition de privation, entre
I'exces et l'absence totale de nutriments [64]. Les bactéries ont généralement des
stratégies distinctes pour lutter contre cette carence selon la source de nutriments mais
ont développé une stratégie de réponse plus globale appelée réponse stringente [64].
Les micro-organismes pathogenes font tres souvent face a des carences nutritives au
sein de leur hote. Par exemple, Mycobacterium a la capacité de survivre assez
efficacement a l'intérieur de 1'hdte, ou la réponse stringente semble jouer un role

important [65], [66].

La réponse stringente est mise en place en cas de carence en acide aminé, en phosphate,
en azote, en acide gras ainsi qu’a divers stress tels que les chocs hyperosmotiques et le
stress oxydatif. Cette réponse est possible grace a deux acteurs majeurs, RelA et SpoT,
qui contrdle la synthese et la dégradation de l'alarmone ppGpp (guanosine 3'5'-
bisphosphate) [67] [68] [69] [70] (Figure 13). Lors d’'une carence nutritive, I'alarmone
ppGpp s’accumule. Cette derniére peut se lier a I'ARN polymérase et réguler
négativement la production d'ARN ribosomaux et d’ARN de transfert diminuant ainsi
globalement la synthese protéique [71]. De maniere générale, lors d’'une accumulation
de ppGpp, la biosynthese des protéines diminue et leur hydrolyse augmente, la cellule
ralentie/stoppe sa division et privilégie sa survie en activant des genes de réponse au
stress et de biosynthése d’acide aminés [69]. L'accumulation de (p)ppGpp dépend de la
double activité de SpoT sous forme de (p)ppGpp-hydrolase ou ppGpp-synthétase. La
détection du stress se fait par l'intermédiaire de RelA qui détecte le blocage d'un
ribosome sur un ARNt non chargé d’un acide aminé. Le mécanisme d’action de RelA et

SpoT est représenté Figure 13.
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Figure 13 : Mécanismes de synthese et d’hydrolyse du (p)ppGpp par RelA et SpoT
et leurs mécanismes d’action.

(a) Représentation des mécanismes de synthese et d'hydrolyse de (p)ppGpp par RelA/SpoT. La
premiere réaction se produit en présence de Mg?+, tandis que la seconde se produit en présence
de Mn?+. Les phosphates sont représentés sous forme de petits cercles. A signifie Adénosine
ribonucléoside et G représente Guanosine ribonucléoside.

(b) Représentation du mécanisme d'action de RelA et SpoT. Un ribosome se bloque lors de
I'entrée d'un ARNt non chargé, ce qui signale a RelA de se lier au ribosome, provoquant la
synthése de (p)ppGpp. RelA peut alors étre transféré de ce ribosome a un autre ribosome
bloqué. Inversement, SpoT provoque la dégradation de (p)ppGpp lorsqu'il n'est pas nécessaire.

Adaptée de [69].

En se liant a deux sites de 'ARN polymérase, I'alamone ppGpp augmente la production
de oS [72]. En condition de carence nutritive, oS est alors plus présent et régule
négativement les génes de ménage dépendants de 670, tels que les génes du cycle TCA et
ceux impliqués dans la réplication d’ADN et la division cellulaire [73]. De plus, le ppGpp
influence la compétition entre les différents facteurs sigma dans la liaison a I'ARN
polymérase au détriment de 670 [74] et de la disponibilité de I'ARN polymérase [67]. La
réponse stringente est donc caractérisée par une expression réduite des genes
typiquement associés a la croissance et une expression accrue des genes de survie qui
économisent l'utilisation de nutriments rares par un processus connu sous le nom de
commutation transcriptionnelle (Diminution de l'activité du facteur sigma 70 au profit
d'autres facteurs sigma) [75]. Le ppGpp réprime ainsi la transcription d'ARNs stables,
comme I'ARNt et I'ARNr, et régule positivement des genes codant les enzymes

impliquées dans la biosynthése des acides aminés. Des facteurs accessoires, tel que le
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facteur de transcription DksA chez E. coli, peuvent renforcer 'action de ppGpp [76]-

[78][79].

La gestion des sources carbonées implique la régulation du chimiotactisme (contrdle des
mouvements cellulaires). Cela indique que les cellules poursuivent une stratégie
"offensive” afin d'exploiter la faible quantité de sources de carbone disponible dans
I'environnement [67]. D'autre part, le ppGpp régule aussi la concentration des
ribosomes et le taux de croissance cellulaire. Ceci pourrait étre considéré comme une
stratégie "défensive", car le ppGpp régule ainsi la production d'énergie en controlant le

métabolisme central du carbone [67].

Le ppGpp joue un réle important dans la survie des bactéries dans différentes conditions
environnementales avec des fonctions dans la persistance au sein de I'environnement, la
symbiose et la production d'antibiotiques, ainsi qu'un roéle dans la virulence [69]. Le
(p)ppGpp a en effet des implications directes sur la virulence, la pathogenese et la survie
des micro-organismes a l'intérieur de I'hote. Des pathogeénes, tels que Vibrio cholerae et
Salmonella, et des pathogenes opportunistes, tels que Pseudomonas et Legionella, ont
également été décrits pour avoir leur virulence contrélée par le ppGpp [80]-[82].
Campylobactor jejuni, un pathogéne humain, présente une régulation positive de spoT
pendant l'infection de 1'épithélium humain, de fagon coordonnée avec le(s) facteur(s) de
virulence. La réponse stringente de cette bactérie est nécessaire a sa survie dans la
phase stationnaire et dans des conditions de faible teneur en CO2/haute teneur en 02
[83]. Une régulation négative des facteurs de virulence en l'absence du geéne relA a été
observée chez Vibrio cholerae. Un niveau accru de (p)ppGpp est observé dans des
conditions ou les genes de virulence sont induits (ex: toxine cholérique) alors que les
mutants dépourvus de relA ne produisent pas ces facteurs de virulence [81]. La
virulence d'un pathogeéne est également régie par sa capacité a adhérer a la surface de
I'hote et de former un biofilm. Le ppGpp joue un role crucial car un mutant relA de
Listeria monocytogenes perd sa capacité d’adhésion et d’infection d’'un modele murin
[84]. Chez une souche de Salmonella typhimurium présentant des mutations dans les
genes relA et spoT, I'absence de synthése de ppGpp provoque également un défaut de

virulence [85]. Un ajustement des niveaux de ppGpp a aussi été observé chez P.
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aeruginosa lors d'une infection de Drosophila [86]. Un schéma bilan de I'action de ppGpp

dans la cellule est présenté figure 14.

Quorum sensing Symbiose

. Production d’antibiotiques
Sporulation

(p)ppGpﬂ

_ Formation de biofilms
Virulence

Persistance a long terme

Figure 14: Diagramme illustrant les différents aspects physiologiques des

bactéries affectées par (p)ppGpp.
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II. Les métaux, un générateur de stress chez les

bactéries

2.1 Origines et intérét de les étudier

La Terre est apparue il y a 4,5 milliards d’années. Les gaz composant son atmosphere
étaient le méthane (CH4), le dihydrogene (H:) et le sulfure d’hydrogene (H-:S).
L’appauvrissement en méthane, I'enrichissement en oxygene dans 'atmosphere et la
présence de métaux sur terre ont été des événements majeurs pour le développement
de la vie, les métaux conduisant a un grand événement oxydatif [87]. Il y a 2,4 milliards
d’années, I'activité volcanique qui induisait la diffusion de métaux dans I'’environnement
a diminuée. Il y a 2 milliards d’années, les cyanobactéries ont remplacé les organismes
methanogenes grace a leur faculté a solubiliser les ions métalliques [88]. Ces
transformations chimiques ont été possibles grace a I'apport énergétique de la lumiere
(photosynthése) qui est a 'origine du relargage progressif d’0; libre dans I'atmosphére.
L’existence de gisements de fer dans des roches tres anciennes témoigne de cette
activité photosynthétique. Dans l'eau, le fer existait a 1’état solule Fe2* [89]. Les
cyanobactéries, qui oxydent le fer en Fe3*, ont permis son accumulation au fond de
I'océan. Les métaux vont avoir un role ubiquitaire et rester des éléments essentiels a la

vie.

L’utilisation des métaux a aussi eu une importance capitale chez 'Homme. L’or,
découvert 6000 ans avant J-C, a été le premier métal extrait. Les métaux ont d’abord été
utilisés a des fins décoratives pour ensuite étre utilisés pour la confection d’armes,
d’ustensiles et d’outils. Au Vllle siecle, des métaux, comme 'arsenic, ont commencé a
étre utilisés en tant que poisons. D’autres, comme le plomb ou le mercure étaient utilisés
pour traiter certaines maladies de peau. Le mercure fut méme par la suite utilisé lors de
traitement parasitaire et maladies chroniques.

Aujourd’hui, les métaux sont largement répandus dans les industries métallurgiques a
cause de leur propriété de conduction électrique (ex: cuivre) ou thermique (ex:
aluminium). Ils sont aussi utilisés en agriculture en tant qu’antimicrobiens, comme le

sulfate de cuivre.
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Certains métaux, toxiques pour l'organisme, sont pourtant essentiels aux micro-
organismes pour vivre, coloniser ou conserver leur pouvoir pathogene. Leur étude
améliore la compréhension du fonctionnement des micro-organismes et des interactions

possibles avec des hotes.

2.2 Essentialité des métaux
Les métaux sont impliqués dans des réactions d’oxydo-réduction consistant a un
transfert d’électrons d’'un donneur (agent réducteur) vers un accepteur (agent oxydant).

Exemple de réaction d’oxydo-réduction:

Fe3* + Cut «Fe2++ Cu?+

Cette réaction peut étre décomposée en deux demi-réactions ou couples rédox :

Fe3* + e« Fe?* (réduction)

Cut< Cu?t+ e

Ces demi-réactions ont lieu au niveau de la chaine respiratoire lors du transfert vital
d’électrons au sein du cytochrome C oxydase. Ce transport d’électrons est indispensable
aux activités bioénergétiques comme la respiration cellulaire. Au cours de ce transfert,
'énergie libre transfére des électrons depuis la NADH ou le FADH>, processus couplé a la
synthese d’ATP. Les ions Fe et Cu assurent ces réactions d’oxydoréduction. A titre
d’exemple, la chaine de transport des électrons des mitochondries compte plus de 31

clusters Fe-S ainsi que deux ions Cu [90] (tableau 1).

Complexes Enzymes Métaux de transition
| NADH-coenzyme Q oxydoréductase 22 a 24 Fe-S
7 a 8 Fe-S dans 3
I1 succinate-coenzymeQ oxydoréductase
centres
[11 coenzyme Q- cytochrome C oxydoréductase 2 centres Fe-S
I\Y cytochrome c-oxydase 2 ions Cu?*

Tableau 1: Métaux de transition essentiels a la chaine de transport des électrons.

Exemple de la chaine de transport des électrons dans la mitochondrie [90].
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Les plantes a chlorophylle, organismes photosynthetiques, ont dans leur centre
réactionnel des métaux, comme c’est le cas pour le Photosysteme II (PSII). Le PSII
contient deux hemes, un cluster Mn3zCa04 et un cation Fe?* [91].

Chez les vertébres, I'exemple le plus courant est celui du transport du dioxygene réalisé
par des protéines appelées hémoglobines. Ses quatre sous unités sont reliées entre elles
et chacune lie un seul groupe héme par des liaisons non covalentes. La liaison avec
I'oxygéne se fait par le complexe fer-porphyrine qui subit un changement
conformationnel a la suite de la fixation de 1'O5.

Ces exemples illustrent parfaitement le role indispensable des métaux dans les grandes
fonctions cellulaires. Ces métaux, en plus d’avoir une fonction redox, jouent également
un role structural au sein des protéines. En effet, chez les bactéries, plus d’un tiers des
protéines lient un métal indispensable a leur fonction [92]. On parle de
métalloprotéines. Le métal le plus abondant chez les bactéries est le zinc avec une
concentration de 10-*M chez E. coli alors qu'il est retrouvé a 10-’M dans un milieu riche
de type Luria Broth [93]. Le Zn est ainsi capable de se lier a plus de 100 protéines
différentes suggerant que les bactéries ont une forte capacité a chélater le Zn [94]. Par
exemple, La sous-unité § de 'ARN polymérase et plusieurs protéines ribosomales fixent
des ions Zn. D’autres métaux peuvent également accomplir la fonction de cofacteur
comme l'ion Co au sein de la cobalamine (vitamine B12) (figure 15). Chez E. coli, aucun
systeme d’'import spécifique des ions Co2* n’a été décrit. Afin d'importer des ions Co, les
bactéries peuvent ainsi importer la vitamine B12 directement. Le nickel a également un
réle de cofacteur catalytique d’enzymes. Sa fonction est parfois essentielle chez les
eubactéries et les archées. Des uréases contenant du nickel sont retrouvés chez les
champignons et les plantes mais ces ions sont utilisés de manieére plus limitée [95], [96].
Aucune fonction n’a jusqu’a aujourd’hui été identifiée chez les vertébrés malgré le fait

qu’elle y paraisse nécessaire car une carence en nickel induit une pathologie [97].
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HO 0" H

Figure 15: ion cobalt cofacteur de cobalamine

Structure de la vitamine B12 (cobalamine) et de son cofacteur, I'ion Co, entouré en rose.

Le tableau 2 suivant présente diverses fonctions de quelques métaux

ElementsFonctions

Co Oxydase; transfert de groupement alkyle

Cu Oxydase; transfert d'oxygene; transfert d'électrons

Fe Oxydase; transport et stockage de l'oxygéne; transfert d'électrons
Mn Oxydase; photosynthese; structure

Mo Oxydase; fixation d'azote; transfert d'oxygene

Ni Hydrolase; hydrogénase

7n Hydrolase; structure

Tableau 2: Fonctions biologiques de quelques métaux de transition.

Tableau de [98].

2.3 Toxicité des métaux

2.3.1 Toxicité : Liaison aspécifique

L’'une des premiéres causes de la toxicité des métaux est leur capacité a former des
liaisons aspécifiques. Ces liaisons aspécifiques sont générées lorsque le métal est en
exces. Chaque organisme possede des teneurs en métaux différentes (tableau 3).

Lorsqu’un organisme se retrouve avec un exces d’'ions, ces derniers vont pouvoir se fixer
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sur les chaines latérales des protéines ou des acides nucléiques par exemple. Les métaux
comme I’Ag, le Cd ou le Hg ont une plus grande affinité pour les composés soufrés et
vont bloquer les groupes fonctionnels de certaines molécules [92]. Les liaisons
aspécifiques des métaux sur les protéines peuvent empécher la création de ponts
disulfure et géner le repliement correct des protéines [99]. Une carence en métaux peut
au contraire étre létale pour les organismes. En effet, si le métal carenceé est essentiel aux

grandes fonctions cellulaires, I'organisme fera face a un stress.

Concentration dans Ila
Concentration dans l'eau Concentration chez

Eléments de mer (1) E. coli (2) plante (en pg.g! de poids
sec) (3) (%)
Sodium 457 mM 236 mM n.d
Magnésium 55,5 mM 44 mM n.d
Potassium 9,72 mM 210 mM n.d
Calcium 9,98 mM 0,3 mM n.d
Manganése 36,4 nM 1,7 mM 10-100
Fer 179 nM 180 uM 50-150
Cobalt 4,78 nM 0,5 uM 1-20
Nickel 92,0 nM 5uM 15-22
Cuivre 47,2 nM 18 uM n.d
Zinc 153 nM 270 uM 15-50

Tableau 3: Teneurs théoriques en métaux dans I’eau de mer, bactérie et plante.
[93], [93], [100] (*) Les concentrations des métaux dans les plantes peuvent varier en fonction
de l'espece, du génotype, de l'organe, du tissu ou des conditions de croissance. n.d= non

déterminé

2.3.2 Toxicité et nature du métal :

Un autre facteur a prendre en considération quant a la toxicité des métaux est la
fonctionnalité du métal. Certains métaux sont en effet plus essentiels que d’autres au
sein de la cellule et sont ainsi moins toxiques a forte concentration. La Figure 16
présente les différents éléments en fonction de leur degré de toxicité. Les éléments

comme le sodium, magnésium, potassium ou le calcium sont des éléments majeurs et
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sont en quantité trés importante dans la cellule (tableau 3). Ils sont essentiels car ils
participent au métabolisme de base de la cellule. On trouve d’autres éléments traces
comme le manganese, le fer, le cobalt, le nickel, le cuivre et le zinc. Ces métaux, en plus
faible quantité que ceux évoqués précédemment sont des éléments impliqués dans de
nombreux processus cellulaires et peuvent étre toxiques a forte concentration. Les
éléments uniquement toxiques, sans fonction dans la cellule, sont entre autres, le
cadmium, le chrome, I'argent, l'or le mercure et le plomb. Ces éléments sont en tres

faible quantité (picomolaire) et n’ont pour la plupart aucun réle biologique dans la

cellule.
1 18
H 2 13 14 15 16 17 | He
Li | Be B|C|N|O|F|Ne

Na|Mg| 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12| Al|[Si| P |S |CI|Ar
K|Ca|Sc| Ti V | Cr |[Mn | Fe | Co | Ni [Cu|[Zn | Ga|Ge|As | Se|Br|Kr
Rb|[Sr| Y | Zr [Nb | Mo | Tc [ Ru | Rh | Pd |Ag|Cd|In [Sn|Sb|Te | | | Xe
Cs|Ba|lLa| Hf | Ta | W | Re | Os | Ir | Pt |Au|[Hg | Tl |Pb| Bi | Po| At |Rn
Fr | Ra [ Ac | Ung | Unp | Unh | Uns | Uno | Une | Unn

Figure 16: Un tableau périodique des métaux et métalloides bénéfiques et
toxiques.

Le bleu indique les métaux bénéfiques pour la cellule ; le violet indique les éléments bénéfiques
mais qui peuvent étre toxiques a des concentrations élevées. Le rouge indique les éléments qui

sont toxiques ou qui n'ont aucun avantage pour la plupart des organismes. Tableau adapté

d’apres [101].

2.3.3 Toxicité : stress oxydant :

Les espéces réactives oxygénées (ROS) induisent un stress oxydant. Ces ROS, composés
de l'ion superoxyde ou le peroxyde d’hydrogene, sont produits de maniere
physiologique dans tous les organismes vivants utilisant l'oxygéne et ils sont
continuellement générés au cours du processus de respiration cellulaire. (Voir chapitre

1.3 pour plus de détails).
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La présence de Fe et Cu entraine la production du radical hydroxyle (OH'). Les réactions

associées sont les suivantes :

Réaction de Fenton : Mn* + H,02 =M@+ + OH- + OH- M=Métal

M@®+1) + 05- = Mn* + 03

Réaction d’Haber-Weiss: H202 + 027 = 02+ OH- + OH:

La formation massive du radical hydroxyle est la résultante de la présence simultanée
des ions superoxydes, du peroxyde d’hydrogene et des métaux. Ces radicaux libres

causent de nombreux dégats dans la cellule.

Les lipides sont des cibles majeures lors d'un stress oxydatif [102]. Les acides gras
polyinsaturés vont étre attaqués par les radicaux libres au niveau des membranes ce qui
initie la péroxydation des lipides. Cette péroxydation entraine une diminution de la
fluidité membranaire altérant les propriétés de la membrane et perturbant les protéines

qui y sont présentes.

Certains acides aminés comme, la cystéine, 'arginine, la lysine, I'histidine et la proline
vont aussi étre oxydés par le radical hydroxyle. Cette oxydation provoque la formation
de liaisons aspécifiques inter ou intramoléculaires et la fragmentation des protéines
[103]. En plus du stress oxydant, les métaux sont capables de prendre la place d’autres
métaux au sein des protéines. A titre d’exemple, le mercure et le cadmium, deux métaux
toxiques sans role biologique dans la cellule (Figure 16), peuvent remplacer le zinc sur
une protéine, plus spécialement pour les protéines contenant une cystéine dans le site
de fixation du zinc. Le Cd et le Hg ont en effet une forte affinité pour I'élément soufre des
groupements thiol des cystéines [92]. Les ions Co a forte concentration ont eux la faculté
de rentrer en compétition avec les ions Fe. Les ions Co altérent donc les voies

métaboliques dépendantes des enzymes possédant des clusters fer-souffre [104].

Le stress oxydatif entraine des cassures simples et doubles brins de I’ADN. Des

modifications comme des dépurinations et des dépyrimidations sont engendrées par
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I'oxydation des bases. Les liaisons ADN-protéines sont également altérées et les sucres
phosphates peuvent étre modifiés [105]. Les dégats du stress oxydatif sur 'ADN sont
fortement augmentés en présence d’ions Fe et de Cu. Plusieurs expériences suggerent
que les ROS les plus agressives pour I'oxydation de ’ADN sont les radicaux hydroxyles.
Les radicaux superoxydes n’ont pas ou tres peu d’effet sur 'oxydation de 'ADN en
I'absence de métaux ce qui suggere que les radicaux superoxydes ont tout simplement
un rdle dans la réaction chimique d’Haber-Weiss pour produire le radical hydroxyle

véritable responsable de I'oxydation de 'ADN [105].

2.4- Les métaux au centre des interactions Hommes-bactéries et
plantes-bactéries: Role bénéfique et néfaste dans ces deux

interactions

2.4.1 Interaction Homme/micro-organismes

Au sein des interactions entre les micro-organismes et 'Homme, les métaux jouent un
réle important. Les métaux peuvent ainsi jouer un réle bénéfique dans les mécanismes
de défense contre les pathogénes ou dans les interactions symbiotiques mais peuvent
aussi avoir un effet néfaste sur ces interactions en altérant par exemple la composition
de la flore intestinale ou en permettant la pathogénie de certains micro-organismes

(Figure 17).

2.4.1.1 Effet néfaste du métal sur les bactéries

Les cellules macrophages de 'Homme utilisent les métaux, notamment les ions Cu, pour
lutter contre les infections bactériennes (Figure 17A) [106]. La virulence de Salmonella
typhimurium, un pathogéne a Gram négatif, ou de Mycobacterium tuberculosis, agent de
la tuberculose, est déterminée par leur capacité a survivre et a se répliquer dans les
macrophages. Ces derniers interviennent lors de la réponse innée en phagocytant un
intrus qui se retrouve alors piégé dans un phagosome. Le phagosome subit plusieurs
étapes de maturation au cours desquelles des enzymes et des toxines bactéricides
s‘accumulent en plus que le pH interne diminue. De méme, des ROS sont créées par
action de la NADPH oxydase sur l'oxygene pour tuer les micro-organismes. Du cuivre
peut étre importé par des systémes d'import spécifiques tels que CTR1 au sein du

macrophage puis par ATP7A au sein du phagosome (Figure 18). La réaction de Fenton
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est ensuite réalisée entre les ions Cu et les peroxydes d’hydrogene (voir réaction
précédente). Cette réaction forme des ROS a activité bactéricide dans le phagolysosome.
Pour échapper a cela, les pathogenes produisent des protéines impliquées dans
I’homéostasie du cuivre, tels que les pompes a efflux CItV et MetB chez M. tutberculosis et
la pompe a efflux CopA ou une enzyme de détoxification CueO chez S. typhymurium
[106].

Dans certains cas, la présence de fortes concentrations de métaux peut nuire aux
interactions micro-organismes/hotes si aucun systeme de défense n’est employé. Des

travaux ont montré que l'ingestion de plomb et de cadmium par des souris changeait

drastiquement la flore intestinale du modele murin [107].

Role bénéfique
Défense
(A)

Symbiose

(8.)

Altération de la flore
(c)

Pathogénie

(D.)

Réle néfaste

Figure 17: Les métaux dans les interactions hommes-bactéries

Afin de lutter contre les infections microbiennes, 'hote peut utiliser les métaux comme le Cu
pour produire des ROS (A). Les métaux peuvent aussi influencer les interactions d’ordre
symbiotique (B). Le fer, notamment, permet le développement des bactéries symbiotes de
I'intestin. Les métaux peuvent aussi avoir un effet néfaste en altérant la composition de la flore
bactérienne (C). Les métaux peuvent étre d'importants facteurs de pathogénie, essentiels pour la

survie de micro-organismes pathogenes (D). Adaptée de [108].
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Figure 18: Réponse du macrophage dépendante du Cuivre lors d’'une infection
bactérienne par Mycobacterium tuberculosis et Salmonella typhimurium.

Les lipopolysaccharides bactériens stimulent l'absorption du Cu chez le macrophage en
induisant I'expression de la pompe CTR1 pour I’entrée des ions Cu?+. Les ions Cu2+ sont pris en
charge par la protéine chaperonne ATOX1 puis les ions sont apportés au phagolysosome et
importés par 'ATPase ATP7A. Lors de linfection, la NADPH oxydase (NOX) est produite,
permettant la production d’ H;0,. L’H;0; et les ions Cu provoquent la réaction de Fenton
entrainant la production de ROS. Les bactéries, en réponse a ce stress, synthétisent des systémes

de défense. Figure adaptée d’apres [106].

2.4.1.2 Effet néfaste du métal sur 'hbte

Dans d’autres cas, des bactéries pathogénes peuvent utiliser les métaux environnants a
leur avantage. C'est le cas d’helicobacter pylori, un colonisateur d’intestion responsable
d’ulceres et de cancer [109]. Cette bactérie synthétise une uréase, capable de catalyser la
réaction d’hydrolyse de I'urée en dioxyde de carbone et ammoniaque afin d‘augmenter
le pH environnant. Cette enzyme a besoin de deux ions Ni pour fonctionner [110].
D’autres enzymes, telles que les hydrogénases indispensables a la croissance
d’helicobacter pylori, sont nickel ou fer dépendante. H. pylori utilise en effet I'hydrogéne

produit par d’autres bactéries colonisatrices de l'estomac comme sources d’énergie

[111].
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2.4.1.3 Importance des métaux dans les interactions symbiotiques

La majorité des millions de micro-organismes du corps humain est inoffensive et a
méme un role bénéfique. Le microbiote intestinal est un organe complexe jouant un role
clé dans le maintien de 'homéostasie du tractus intestinal [112]. Des études ont montré
que la supplémentation en fer dans I'alimentation de souris augmentait la concentration
de butyrate d’origine bactérienne dans les intestins [113]. Le butyrate microbien est une
source d’énergie pour les cellules du colon de mammiferes [114]. Ces résultats montrent
I'effet bénéfique que peuvent avoir les métaux dans l'interaction micro-organismes

symbiotiques/cellules hotes.

2.4.2 Intéractions plantes/micro-organismes

Comme pour les interactions bactéries/Homme, les métaux peuvent avoir un role
bénéfique ou nocif pour la bactérie ou sa plante hote. La Figure 19 référence quelques
grandes fonctions des métaux dans les relations entre les micro-organismes et les

plantes.

2.4.2.1 Combat pour I'accés aux métaux entre la plante et le pathogéne

La disponibilité des métaux dans les tissus végétaux est un enjeu majeur pour la
croissance du pathogene. De plus, les métaux peuvent également étre impliqués dans la
régulation des genes de pathogénie et de virulence (Figure 19). L'exemple le plus
révélateur est celui du régulateur transcriptionnel FUR. FUR controle I'expression des
systemes d’entrée et de stockage du fer de maniére fer dépendante. Chez Pseudomonas
syringae pv. Tabaci, pathogéne du tabac, des mutants Afur ont une virulence diminuée
[115]. Cette perte de virulence est due a une diminution de la production de toxines
provoquant ainsi un défaut de croissance [115].

L’assimilation des métaux va entrainer une compétition entre les deux organismes
durant laquelle la plante va chercher a carencer le pathogene des métaux essentiels a sa
pathogénicité. Le métal le plus pertinent a prendre en considération est donc le fer. Le
fer est 'un des éléments les plus abondants sur terre, mais en condition aérobie, il existe
surtout sous forme insoluble Fe3+, ce qui le rend tres faiblement biodisponible [116].
Lors de cette compétition, les bactéries ainsi que la plante produisent des chélateurs de
fer nommés sidérophores (Figure 19). Par exemple, lorsque Dickeya dadantii infecte la

plante modele Arabidopsis thaliana, la plante augmente sa production de son
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sidérophore ferritine. Ce moyen de défense est induit par la détection des sidérophores
du pathogene indiquant a la plante que la concurrence pour les ions Fe s’installe [117].
La compétition pour les métaux peut ainsi induire les systemes de défense de la plante
contre le pathogene qu’elle détecte.

Les cellules végétales, de la méme fagon que les mammiferes et en plus de 'exemple
précédent utilisent le fer comme systeme de défense dans l'attaque des pathogenes via

la production de ROS (Figure 19) [118].

2.4.2.2 Réle néfaste des métaux dans les interactions plantes/micro-organismes

De nombreux problemes sont rencontrés suite a l'utilisation prolongée de cuivre comme
c’'est le cas lors de traitements de zones agricoles avec la « bouillie bordelaise ». En effet,
les souches bactériennes peuvent acquérir des systemes de défense et devenir
résistantes aux métaux. Ceci peut notamment s’effectuer par transferts horizontaux de
genes de résistance d’'une souche a une autre et permettre ainsi a certains pathogénes de
pouvoir infecter de nouveau son hoéte. (Figure 19) [119]. Par exemple, un plasmide
conférant une résistance accrue au cuivre est retrouvé chez plus de douze souches de
Pseudomonas syringae [120]. Les métaux en exces ont ainsi des effets néfastes sur la
plante elle méme (Figure 19).

Certains micro-organismes ont cependant la capacité de protéger la plante contre un
exces d’ions métalliques (Figure 19). Des études chez Kluyvera ascorbata ont montré
qu'un mutant surproducteur de sidérophores favorisait la croissance de différentes
plantes en présence de nickel, plomb ou zinc [121]. Cette capacité de protection serait
reliée au fait que les bactéries fourniraient suffisamment de fer aux plantes d’apres les
auteurs de I'étude. Une autre hypothése serait que les sidérophores produits en exces
chélateraient les ions métalliques environnants, protégeant ainsi la plante d’'un excés de
métal. Cette hypothese est soutenue par le fait que les sidérophores peuvent chélater

des métaux différents du fer, comme c’est le cas chez Pseudomonas aeruginosa [122].
Toutes les interactions évoquées au cours de ce chapitre sont dépendantes de la nature

de I'élément métallique ainsi que sa concentration. La teneur en métaux est ainsi

finement régulée au sein des micro-organismes, on parle d’homéostasie métallique.
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Figure 19: Les métaux dans les interactions plantes-microbes.

Les métaux peuvent influer sur l'expression de divers types de facteurs de virulence
bactérienne, y compris les toxines, les exopolysaccharides (EPS) et les génes hrp, les senseurs de
métaux Fur et Zur et des systémes d'assimilation des métaux, en particulier les sidérophores (1).
Les métaux ont également un role a jouer dans la protection de la plante contre les infections, en
particulier dans le cas du cuivre, qui peut étre appliqué directement sur les cultures en tant
qu'antimicrobien (2). Cette approche peut conduire au développement de souches résistantes
aux métaux, accéléré par le transfert horizontal de génes de résistance (3). L'accumulation de
métaux dans le sol peut affecter les communautés microbiennes (4), avec effets potentiels sur
les interactions microbes-plantes et peut donner lieu a une surexposition aux métaux de la
plante, causant des symptomes de toxicité (5). Les plantes et les microbes se disputent aussi les
métaux. L'assimilation du métal se produit via les composés chélateurs du fer tels que les
siderophores et les bactéries du sol sont parfois en mesure de capter les sidérophores produits
par la plante, en plus des leurs (6). Dans la plante, la concurrence pour les métaux peut
également étre importante, avec la rétention des métaux, en particulier le fer, étant une défense
importante. De plus, les plantes peuvent utiliser des métaux comme moyens de défense, comme

générateurs de ROS par exemple (7). Adaptée de [123].
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2.5 Comment les bactéries s’assurent d’acquérir le bon métal ?
Afin de maintenir I'homéostasie pour I'ensemble des métaux, la cellule doit étre capable
de différencier chacun d’eux. Pour cela, les métalloprotéines sont les principales actrices

du maintien de 'homéostasie métallique en discernant le bon métal.

2.5.1 Comment discerner le bon métal ?

Pour comprendre le défi lié a I'association correcte de chaque métalloprotéine avec son
meétal, il est nécessaire de se familiariser avec la série Irving-Williams [124], [125]. Parce
que les protéines sont flexibles, elles offrent une sélection stérique imparfaite pour les
métaux. Dans ces conditions, les affinités pour les métaux ont tendance a suivre un ordre
de préférence universel, qui pour les métaux divalents essentiels est la série Irving-
Williams (Mg?2* et Ca2* (liaison la plus faible) < Mn?2+ < Fe?* < Co?* < Ni2* < Cu?* > Zn?*). Le
cuivre divalent est tres compétitif et devrait se lier étroitement aux métalloprotéines, en
particulier celles qui contiennent des ligands soufrés et azotés. Le cuivre monovalent,
qui devrait prédominer dans un cytosol réducteur, et le fer trivalent, qui devrait
prédominer dans un périplasme oxydant, sont également trés compétitifs, tout comme
plusieurs métaux non essentiels, comme le cadmium, le mercure et I'argent. Comment
une cellule peut-elle contenir simultanément certaines protéines qui nécessitent du
cuivre ou du zinc et d'autres qui nécessitent des métaux moins compétitifs, comme le
magnésium ou le manganése ? Dans un modele tres simpliste dans lequel les protéines
prélevent des éléments d'un cytosol dans lequel tous les métaux divalents sont présents
et abondants, toutes les protéines se lieraient au cuivre. Les métaux au sommet de la
série de stabilité doivent étre tenus a 1'écart des sites de liaison pour ceux qui se
trouvent plus bas [92].

Afin d’expliquer les stratégies employées par un organisme pour faire le bon choix
protéines-métal, il est intéressant de prendre l'exemple de la cyanobactérie
Synechocystis. Cette bactérie a besoin d’'une grande quantité de cuivre et de manganése
pour réaliser la photosynthese. Les protéines MncA et CucA fixent respectivement du
manganese et du cuivre. Ces deux cations divalents se trouvent aux extrémités de la
série Irwing Williams. Selon cette série, il faudrait beaucoup plus d’ions Mn2+ que d’ions
Cu?* afin que la protéine MncA fixe du manganese et évite la fixation du cuivre.
L’intégration du métal au sein des protéines est réalisée dans des compartiments

cellulaires différents afin d’éviter la compétition entre les métaux. En effet, MncA,

48



possédant une séquence Tat [126], est déja repliée avant son exportation dans le
périplasme (Figure 20). Les ions Mn?* sont donc fixés dans le cytoplasme ou tres peu de
cuivre libre circule [127]. Une fois fixés, les ions sont piégés au sein de la protéine qui est
ensuite exportée dans le périplasme par le systeme Tat. La protéine CucA possede une
séquence signale de type Sec. Cette protéine est repliée aprés son exportation dans le
périplasme ou elle fixe les ions Cu?*. CucA et MntA peuvent donc coexister dans le

périplasme sans interférence entre leur métal a compétitivité différente.

Membrane externe
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Cu?
MncA O
Périplasme
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Figure 20: Localisation du repliement proteique pour la sélection du métal.

Chez Synechocystis sp, le Cu et le Mn sont fixés respectivement par CucA et MncA afin de réaliser
la photosynthese. CucA est exportée dans le périplasme via le systeme Sec alors que MncA est
exportée dans le périplasme via le systeme Tat. Le repliement de MncA dans le cytoplasme
permet le piégeage du Mn2*. Au sein du périplasme, CucA fixe les ions Cu?+ apres I'exportation de

la protéine non repliée par le systeme Sec. Figure adaptée d’apres [92].

2.5.2 Comment trouver I‘équilibre ?

Les cellules limitent le nombre d'atomes métalliques dans le cytoplasme de telle sorte
que les métaux n'entrent pas en compétition pour les métalloprotéines. La cellule va
favoriser la concurrence entre les protéines pour fixer leur cofacteur métallique plutot

que de concentrer les métaux a l'intérieur de la cellule. La bactérie doit alors contréler la
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teneur intracellulaire de chaque métal en régulant finement I'entrée et l'efflux des
meétaux. Pour cela, la cellule possede de trées nombreux transporteurs présentés Figure
21. Chez E. coli, le nombre de systeme d’efflux pour les métaux qui sont a la fin de la
série d’'Irwing-Williams est plus important que les systemes d’imports [92].

La transcription des génes qui codent les transporteurs de métaux est généralement
sous le controle de senseurs. Plus de sept familles de senseurs métalliques solubles ont
été identifiées [128]-[132]. De plus, il existe de multiples systemes a deux composants
impliquant des histidines kinases et des régulateurs de réponses [133].Ces senseurs
conduisent a I'activation ou répression d’un ou plusieurs genes codant des transporteurs
de métaux. L’affinité des senseurs pour les métaux est d’'une importance cruciale car elle
définie la limite entre 'exces et la carence en métaux. Par exemple, I'affinité de CueR, un
senseur du cuivre chez E. coli, régulant des systemes d’efflux du cuivre, a été estimée a
10-21 molaire [127].

Les senseurs de métaux régulent le nombre de ligands pour un métal spécifique en plus
de controler 'accumulation des métaux dans la cellule. Par exemple, certaines especes
de cyanobactéries et de pseudomonas expriment des métallothionéines [134], [135] sous
le controle de capteurs de zinc, tels que SmtB [136] pour lier et séquestrer étroitement
les atomes de zinc excédentaires. L'association avec un cofacteur métallique peut aussi
permettre le repliement correct de nombreuses enzymes comme le couple manganése-
MncA [137]. Seul le bon métal serait piégé avec un taux d'erreur négligeable. Selon ce
scénario, l'excés de métaux compétitifs a le potentiel pour interférer dans le repliement

correct des protéines en augmentant le taux de protéines incorrectement repliées.
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Figure 21: Les differents systemes de transport de metaux en fonction de la serie
d’irwing williams chez E. coli.
La quantité de métaux dans la cellule est dépendante de I'import et de 'export de ces ions. Le

maintien de la teneur en ions est régulé par des transporteurs de métaux spécifiques d’entrée et

d’efflux. Figure de [92].

2.6 La résistance aux métaux chez les bactéries dont Pseudomonas

Avant de clore ce chapitre concernant le stress métallique, nous allons aborder les
mécanismes mis en jeu par les bactéries afin de lutter contre un exces d’ions métalliques
qui sont comme nous l'avons montré responsables de nombreux désordres dans la
cellule. Les principaux mécanismes de défense sont résumés figure 22 et seront
documentés par la suite en prenant I'exemple principal de Pseudomonas putida qui a la
particularité de survivre dans des environnements contaminés par divers composés tels

que des composés aromatiques, des hydrocarbures ou des métaux [138].
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exemples chez Pseudomonas.

(A) Les micro-organismes peuvent diminuer la perméabilité de leur membrane pour empécher
I'entrée des métaux. La séquestration du métal, intra (B) ou extra cellulaire (C) permet de
protéger la cellule contre les métaux. (D) Résistance par transport actif via des pompes a efflux.
(E) Enzymes détoxifiantes qui transforment le métal en une forme moins toxique. (F) Réparation

des cibles cellulaires sensibles aux métaux. Adaptée de [139].

2.6.1 Réduction de la perméabilité membranaire

Afin de protéger le cytosol d’'un exces d’ions métalliques, les micro-organismes sont
capables d’altérer leur paroi ou leur membrane cellulaire (Figure 22A) [140] A titre
d’exemple, chez E. coli, 1a synthése de la porine OmpF est diminuée lors d'un stress Cd2*.
La baisse de production de cette porine diminue ainsi la quantité d’ions Cd?* entrant
dans la cellule. Chez Pseudomonas, la diminution de la synthese de CopB/D diminue
I'entrée d’ions Cu?* au sein de la cellule conduisant a une plus grande résistance a un

exces de ce métal.

2.6.2 Séquestration des ions métalliques
Les bactéries sont capables de produire des protéines chélatrices spécifiques des

métaux afin de réaliser une séquestration intra ou extracellulaire (Figure 22B et C). Les

52



meétaux les plus fréquemment piégés sont le cadmium, le cuivre et le zinc [130]. Les
protéines périplasmiques CopA et CopC sont capables de séquestrer onze et un atome de
cuivre respectivement chez Pseudomonas syringae [141]. Des séquestrations peuvent
aussi étre mises en place dans le cytosol bactérien par des metallothioneins tel que SmtA
chez Synechecoccus PCC7942 [135], [142]. Des structures d’exopolysaccharides
cellulaires sont aussi produites pour absorber et fournir des sites de fixation aux cations
métalliques dans le but d’empécher les interactions des métaux avec les composants
cellulaires [143]. Les sidérophores produits par les bactéries peuvent aussi jouer un role
dans I'homéostasie du métal. Par exemple, chez Pseudomonas aeruginosa, la pyoverdine,
son sidérophore principal, est capable de chélater de nombreux métaux avec une affinité
moindre que pour le fer et protéger ainsi la cellule des effets déléteres des métaux [144].
Au contraire, chez Staphylococcus aureus, I'affinité de son métallophore staphylopine
pour le zinc est si forte que cela lui permet de survivre a la carence en zinc imposée par

son hoéte [145].

2.6.3 Systeme de transport actif

Les métaux, en exces dans I'’environnement, peuvent rentrer dans la cellule par des
transporteurs spécifiques ou par diffusion facilitée via des porines. Lors d'un exces
d’ions métalliques dans le cytoplasme ou le périplasme, les métaux peuvent rapidement
étre exportés par des systémes d’efflux ce qui représente les systemes principaux de
résistance aux métaux (Figure 22D). Plusieurs transporteurs sont connus : les pompes a
efflux de type RND (resistance nodulation cell division), de type CDF (cation diffusion
facilitor), de type MFS (major facilitator superfamilly) et les ATPases de type P. Plusieurs
de ces transporteurs sont présents chez les bactéries dont P. aeruginosa et P. putida.
[130], [138], [146], [146][147]. De nombreuses pompes d’efflux pour différents métaux
ont ainsi été identifiées chez Pseudomonas, dont CusA pour l'efflux de Cu+, CnrA/NccA
pour l'efflux de Ni2* et Co2*, RcnA pour l'efflux de Ni2*/Co?*, ZitB pour I'efflux de Zn?*,
ZntA pour l'efflux de Zn2*, Cd?*, Pb%*, et CadA et CzcA pour l'efflux respectif de
Cd2*/Zn%* /Pb2* et Cd?*, Zn?*, Co?*.

2.6.4 Modification enzymatique du métal vers une forme moins toxique
La détoxification enzymatique correspond a la transformation chimique, par
modification de I'état d’oxydo-réduction par exemple, d’'un ion métallique toxique en

une espece moins nocive pour la cellule (Figure 22E). L'exemple le plus connu est la
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réduction du mercure par les protéines MerB et MerA [140] catalysant les réactions
suivante :

R-CH2-Hg* + H* =R-CH3 + Hg?+

Hg?*+ NADPH = Hg? + NADP + H*

Les ions Hg? sont volatils et pourront diffuser a travers les membranes vers le milieu
extracellulaire.

D’autres exemples existent, chez E. coli on retrouve par exemple 'oxydase
périplasmique CueO qui protege la cellule contre la toxicité du cuivre en oxydant les ions
Cu* en Cu?+*, forme moins toxique (ou CopA chez Pseudomonas qui joue le méme role)

[148].

2.6.5 Réparation d’une protéine cible

Les micro-organismes sont aussi capables de s’adapter a la présence du métal toxique en
réparant les composants cellulaires ciblés par le métal considéré (Figure 22F) [139].
Certaines protéines, comme les protéines a ponts disulfures dans cet exemple,
deviennent non fonctionnelles suite a la fixation d’'un métal. Des enzymes ou

chaperonnes peuvent alors réparer la protéine endommagée [139].

Tous les mécanismes cités précédemment contribuent a maintenir I'homéostasie
métallique dans la cellule, mais ils ne sont cependant pas tous présents chez I'ensemble
des organismes.

L'utilisation généralisée de métaux et leur dissémination dans l'environnement peut
contribuer a l'adaptation des bactéries, entrainant le développement d'une résistance
aux agents antibactériens tels que les antibiotiques [149]. En effet, les mécanismes de
résistance peuvent étre similaires pour les antibiotiques et les métaux [150]. Chez
Listeria monocytogenes, la pompe a efflux MdrL permet la résistance simultanée aux
antibiotiques de la classe des macrolides, a la cefotaxime ainsi qu’aux métaux tels que le
zinc, le cobalt et le chrome [151]. La compréhension des mécanismes de résistance aux
métaux est donc importante pour tenter de développer de nouvelles molécules a activité
antimicrobienne. Ceci est d’autant plus important du fait de l'utilisation des métaux

comme thérapie antimicrobienne dans le secteur de la santé [152]-[154].
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IIl. Les stress rencontrés dans la plante par Dickeya

Dadantii et ses mécanismes de virulence

3.1 Généralité sur Dickeya

Les bactéries pathogenes des plantes sont constamment exposées a des conditions
environnementales changeantes et sont souvent confrontées a des environnements
dangereux. Elles doivent faire face au rayonnement ultraviolet, a la disponibilité faible
ou fluctuante de l'eau a la surface de la plante, aux changements de température
pendant les saisons, et a la présence de métabolites antimicrobiens d'origine végeétale.
Elles survivent dans divers environnements non seulement en tant que pathogenes,
mais aussi en tant que saprophytes a l'extérieur de leurs hotes. Les Dickeya sont des
agents pathogenes nécrotrophiques a Gram négatif qui provoquent la pourriture molle
chez de nombreuses plantes, y compris de nombreuses plantes d'importance
économique comme la pomme de terre, la tomate et I'endive dans le monde entier [155].
IIs peuvent également infecter la plante modele Arabidopsis thaliana [156]. Ces bactéries
ont d'abord été trouvées dans les régions tropicales chaudes. Cependant, ces derniéres
années, Dickeya s'est solidement implanté en Europe
(http://www.eppo.int/DATABASES/pqr/pqr.htm) ou il a causé des dégats
considérables aux cultures de pommes de terre. Par conséquent, Dickeya est maintenant
considéré comme un pathogéne émergent dans les pays européens [157]. Dickeya peut
rentrer en compétition avec d'autres microbes via des mécanismes d'inhibition de
croissance par contact impliquant des systéemes de sécrétion de type V et de type VI
[158]. Dickeya peut également infecter des insectes, qui peuvent alors servir de vecteurs
de dissémination [159].

Les trois principales étapes de l'infection des plantes par Dickeya sont : (i) I'adhérence a
la surface de la plante et la pénétration dans les tissus végétaux, soit par des blessures,
soit par des ouvertures naturelles telles que les stomates; (ii) 'invasion d'apoplastes, ces
deux étapes conduisant a la phase asymptomatique de I'infection ; et (iii) la dégradation
de la paroi cellulaire végétale (phase symptomatique) par sécrétion de pectinases,
cellulases et protéases que I'on regroupe sous le terme de « Plant Cell Wall Degrading

Enzyme (CWDE) ». Dickeya peut résider dans les espaces intercellulaires végétales
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causant une infection latente sans aucun symptome [156]. Ensuite, si la bactérie
rencontre des conditions favorables, telles que des températures douces (30°C), des
niveaux d'humidité élevés et une faible disponibilité de 1'oxygene, un changement vers
un cycle infectieux s'installe. Le cycle de vie de Dickeya en cours d’infection est présenté

Figure 23.
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Figure 23: cycle de vie de Dickeya.

Durant le cycle infectieux, les insectes peuvent étre impliqués dans le développement de la
maladie en causant des blessures sur les organes des plantes sur lesquels ils se nourrissent
permettant ainsi aux bactéries d'entrer dans la plante. De plus, lorsque les insectes rencontrent
une plante infectée, ils récupérent des bactéries et les transferent a d'autres plantes ou ils

pourraient causer la maladie. Adaptée de [1].

3.2 Les mécanismes de résistance a un environnement acide

En phase précoce d’infection de plante, D. dadantii colonise le liquide intercellulaire,
dont le pH se situe entre 5,0 et 6,5 [160]. C’est le début d’'une phase sans symptome

(Figure 24). A la fin du cycle infectieux, les bactéries induisent une lyse cellulaire, ce qui

56



entraine une variation du pH de l'environnement intercellulaire. En conséquence, il a été
démontré que le pH des tissus végétaux varie d'un pH acide a basique pendant
l'infection par D. dadantii [161] (Figure 24). Pour faire face a l'environnement acide de
I'apoplaste végétal, D. dadantii induit la production d'acide indole-3-acétique (IAA)
[162], connu pour stimuler I'adaptation bactérienne au stress, comme l'irradiation UV
ou la modification de la salinité et de I'acidité, améliorant ainsi la survie et la persistance
dans l'environnement végétal [163]. De plus, il a été démontré que cette auxine favorise
I'ouverture des stomates, ce qui favorise la progression de la maladie [164], [165]. D.
dadantii utilise la voie de décarboxylation de l'oxalate oxIT-oxdD pour éliminer les
protons du cytoplasme. La bactérie utilise aussi des hydrogénases, qui génerent de I'Hz a
partir des protons libres du cytoplasme [162].

Comme deuxieéme stratégie, Dickeya module les activités des transporteurs de protons
en régulant positivement les transporteurs qui évacuent les protons et négativement les
transporteurs responsables de leur entrée. La réponse au niveau transcriptionnel de D.
dadantii au stress acide comprend également le remodelage de 1'enveloppe avec des
modifications du lipopolysaccharide (LPS) neutralisant la charge négative du lipide A,
diminuant l'interaction entre les composants chargés positivement et la surface
bactérienne et en changeant la composition en phospholipides de la membrane interne
[166]. Toutes ces modifications simultanées modulent les propriétés de perméabilité de
I'enveloppe cellulaire en facilitant I'adaptation bactérienne au stress acide.

Ce stress induit 1'expression de genes codant pour des systemes a deux composants
(TCS) responsables de la modification de l'enveloppe cellulaire, tels que PhoP-PhoQ,
EnvZ-OmpR et PmrA-PmrB [162]. Il est important de noter que le systeme PhoP-PhoQ
de D. dadantii est a la fois impliqué dans la survie au pH acide et régule aussi plusieurs
déterminants de la virulence, dont certaines enzymes pectinolytiques et les processus
métaboliques liés au fer [167]-[169]. En ce qui concerne le systeme EnvZ-OmpR, son
roéle dans la virulence n'a pas encore été établi, mais une étude récente a révélé que le
systeme EnvZ-OmpR est impliqué dans la survie a faible pH [162] et contréle également
I'expression alternative des deux porines a oligogalacturonide (oligosaccharide formé
pendant la dégradation de la pectine) de D. dadantii, KdgM et KdgN [45]. Chez
Pectobacterium carotovorum, le systéme a deux composants PmrB-PmrA est également
impliqué dans la régulation de la virulence [170]. En effet, la délétion de pmrB a entrainé

une diminution de la production des enzymes dégradant les parois cellulaires des
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plantes et une réduction concomitante de la virulence chez la pomme de terre et chez
Arabidopsis. Le role de PmrB n'a pas été étudié chez Dickeya mais les résultats obtenus
chez Pectobacterium pourraient probablement étre extrapolés a Dickeya. Enfin, la
virulence des mutants PhoP-PhoQ et PmrA-PmrB de D. dadantii est grandement affectée

[171].

3.3 Les mécanismes de résistance aux peptides antimicrobiens

Les mécanismes de résistance aux peptides antimicrobiens jouent un role clé pendant
l'infection. Ces mécanismes comprennent la dégradation protéolytique des peptides
antimicrobiens, l'extrusion de ces composés par des systemes d'efflux ou la modification
de la cible antimicrobienne (I'enveloppe cellulaire microbienne). En effet, les mutants du
systeme de transport Sap, qui retire les peptides antimicrobiens de la membrane et les
dirige vers les voies de dégradation, sont fortement affectés dans la virulence [171]. De
méme, les mutants des génes ybjX et arnT, qui sont liés a la modification du LPS,
présentent une virulence atténuée chez divers hdtes végétaux et une résistance
diminuée aux thionines et a la snakin-2, deux peptides antimicrobiens d'origine végétale
[172][173]. Les systemes PhoP-PhoQ et PmrA-PmrB, préalablement introduits, ainsi que
CpxAR, sont également impliqués dans la sensibilité aux peptides antimicrobiens des
plantes [174],[170], [172]. La production de ces derniers contribue a I'immunité des

plantes.
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Figure 24: Processus d’infection de D. dadantii.

Processus d'infection par D. dadantii. Le programme de pathogénicité de Dickeya comprend des
phases asymptomatiques et symptomatiques. Dans la phase asymptomatique pendant la
pénétration et la colonisation de la plante, les bactéries subissent un stress acide et oxydatif.
Pendant la phase symptomatique, les bactéries subissent un stress osmotique. Dans les tissus

macérés, les bactéries se multiplient davantage. Adaptée d’apres [175].

3.4 Adaptation aux conditions d’anaérobiose dans les tissus de la

plante

Dans les tissus végétaux, la disponibilité en oxygene est supposée faible. Cette faible
disponibilité est I'un des facteurs clés dans le développement de la pourriture molle. En
effet, la synthese de pectate lyase est induite dans des conditions anaérobies [176]. Une
analyse du transcriptome a révélé que plus de 7 % des genes de ce phytopathogene sont
exprimés de facon différentielle dans des conditions anaérobies [177]. La détection de
I'anaérobiose est réalisée par FNR, un facteur de transcription, et deux systemes a deux
composants, NarXL et ArcAB [177][173]. FNR est un régulateur transcriptionnel
contenant un cluster fer souffre qui se dimérise en l'absence d'O,. NarXL est responsable
de l'activation des génes impliqués dans le catabolisme du nitrate/nitrite en condition
d’anaérobiose. Le systeme ArcAB détecte I'état d'oxydation des ubiquinones de la chaine

respiratoire et en condition d'anaérobiose, réprime les genes nécessaires au
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meétabolisme aérobie. Contre intuitivement, chez D. dadantii, les génes ahpC, sodC et dps
impliqués dans la lutte contre le stress oxydatif sont régulés positivement dans des
conditions d’anaérobiose. Babujee et al. [177] ont proposé que la croissance prolongée
dans un environnement limité en O mime la situation vécue par les bactéries
provoquant la pourriture molle avant de rencontrer le « burst» oxydatif produit par
I'hote. Ceci suggere que D. dadantii est capable d'anticiper l'environnement oxydatif
induit par I'h6te avant son apparition, afin d'augmenter les chances de survie dans la

plante.

3.5 Adaptation aux dérivés réactifs de I'oxygene produit par la plante
en cours d’'infection

Les réponses de défense des plantes a l'infection par D. dadantii ont été analysées dans
le modele Arabidopsis par Fagard et al. [178]. L'infection était accompagnée d'une
production de ROS principalement réalisée par l'action de la NADPH oxydase AtrbohD
avant l'apparition des symptomes (Figure 24), suivie d'une accumulation dans la
structure de la paroi cellulaire de glycoprotéines riches en hydroxyproline (HRGP) et de
callose, un £3-1,3-glucane qui agit comme une barriére physique supplémentaire [178].
Ces observations suggerent que 1'hote percoit la bactérie en tant qu'intrus et initie des
réponses immunitaires (Figure 25). Par conséquent, les activités de l'acide salicylique,
de l'acide jasmonique et des voies de signalisation de 1'éthyléne impliquées dans le
réseau de réponse immunitaire de la plante sont induites [178]. Pour échapper a la
réaction de défense de la plante, D. dadantii produit des antioxydants essentiels a sa
virulence. Par exemple, les mutants de D. dadantii altérés dans les systemes de
réparation des dommages par oxydation des protéines (mrsA et sufABCDSE), ou dans la
superoxyde dismutase de manganese MnSOD (sodA), sont incapables de provoquer une
invasion systémique chez S. ionantha [54], [179], [180]. De plus, l'analyse du
transcriptome a révélé qu'en réponse au traitement par 1'H;02, Dickeya induit la
production d'enzymes antioxydantes telles que les catalases (KatG, KatE) et la
peroxydase AhpCF, alors que le géne ychF codant une protéine inhibitrice de catalase est
régulé négativement [166]. Il est intéressant de noter que, parmi les deux superoxydes
dismutases SodA et SodC présentes chez D. dadantii, seul sodC est modérément, mais

significativement induit par le stress oxydatif [162]. Cela pourrait étre étre lié a
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I'absence d'orthologues de soxRS chez D. dadantii. D. dadantii synthétise le pigment bleu
indigoidine (genes ind4, indB et indC) conférant une résistance accrue au stress oxydatif
[181](Figure 25). De plus, la production de glutathion, de la glutaredoxine et de la
thiorédoxine (controlé par les genes gshB, gor, grxA, trxC, trxB, gstB, ABF- 0020419) qui
réduisent la formation de liaisons disulfures et contrecarrent 1'oxydation des protéines
cytoplasmiques, est augmentée. Le glutathion en particulier agit comme cofacteur de la
peroxydase en donnant les électrons nécessaires a la décomposition de I’ H20;. De plus,
le systeme Suf, qui est impliqué dans la réparation des protéines a clusters Fe/S
endommageées, est induit tandis que les genes rsxABCDE impliqués dans la réduction des
clusters fer-soufre sont régulés négativement [166]. La plupart des genes codant les
protéines de chimiotactisme sont également régulés positivement, probablement pour
permettre aux bactéries d'échapper a des environnements hostiles et favoriser une
invasion plus poussée. Enfin, le systéme a deux composants CpxAR est également

impliqué dans la protection de D. dadantii contre le stress oxydatif [174].

A ce stade, il existe deux scénarios possibles : soit (1) les réactions de défense des
plantes sont suffisamment fortes pour arréter la progression bactérienne conduisant a
I'arrét de l'infection, soit (2) les bactéries s'adaptent au stress oxydatif, se déplacent
dans les tissus voisins et continuent de croitre jusqu'a ce qu'une certaine densité
bactérienne soit atteinte activant le quorum sensing, ce qui déclenche la synthese de
CWDE [156]. Dans ce dernier cas, il y a macération des tissus végétaux et lyse cellulaire
et, par conséquent, la libération de contenu vacuolaire dans l'apoplaste crée des
conditions de choc osmotique pour les bactéries, c’est la phase symptomatique (Figure

24).

3.6 Adaptation au stress osmotique

Pour faire face au choc osmotique pendant l'infection en phase tardive (Figure 24), D.
dadantii induit deux lignes de réponses. La premiére réponse implique 1'absorption de
potassium, alors que la seconde consiste en l'absorption d'osmoprotecteurs tels que la
proline, la triméthylammonium glycine bétaine, la choline, la tétrahydropyrimidine
ectoine et le pipecolate présents dans l'environnement, et la synthése de grandes

quantités de solutés compatibles pour éviter une augmentation délétere de la
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concentration en ion et maintenir 1'électroneutralité du cytoplasme. Dickeya est capable
d'absorber tous les osmoprotecteurs [32] susmentionnés via deux transporteurs : OusA,
homologue de ProP chez E. coli, responsable de 1'absorption de glycine bétaine, proline,
ectoine et acide pipecolique [182] et OusB, homologue de ProU de E. coli et responsable
de I'absorption de la glycine bétaine seulement [183]. La synthese de la glycine bétaine a
partir de la choline est possible chez D. dadantii car elle possede deux genes nécessaires
a l'oxydation de la choline (betB et betA). L'accumulation de ces osmoprotecteurs réduit
la production de pectate lyases [32]. Ainsi, un mutant d'ousA augmentent fortement la
virulence de D. dadantii [184]. En I'absence d'osmoprotecteurs dans I'environnement, D.
dadantii favorise I'accumulation de glutamine, de glutamate et d'a-glucosylglycérate, un
osmolyte ionique également présent chez certains archés halophiles [185]. Durant un
stress osmotique chez D. dadantii, 1a transcription de 1'opéron pggS-pggP impliqué dans
la biosynthese des a glucosylglycérates et de I'opéron betABI permettant la synthese de
la glycine bétaine a partir de la choline s'est révélée étre augmentée [166].

En plus de l'afflux de K*, une salinité élevée induit les genes codant les transporteurs
NhaA et YrbG, qui servent principalement a 1'efflux d'ions sodium. L'extrusion d'ions
sodium est cruciale pour permettre un métabolisme cellulaire normal, car des
concentrations cytosoliques élevées de Na* sont toxiques pour l'activité de nombreuses
enzymes. L'expression accrue du facteur antio rsd observée dans les mémes conditions
faciliterait la concurrence de RpoH et de RpoE avec le facteur sigma RpoD pour I'ARN
polymérase. Par conséquent, le stress osmotique a induit les génes des chaperonnes de
choc thermique et des protéines de repliement ainsi qu'un grand nombre de genes
codant les protéines liées a l'intégrité de I'enveloppe cellulaire, y compris les systemes a
deux composants cpxR-cpxA, envZ-ompR et rcsF appartenant au phosphorelay RcsBCD.
L'augmentation de 1'osmolarité est I'un des principaux stimuli détectés par le systéme
RcsBCD-RcsF, qui est responsable de I'accumulation d'exopolysaccharides pour protéger
les cellules de la dessiccation et de I'inhibition de la motilité en réprimant directement le
régulateur principal de la transcription du gene flagellaire fThDC [186], [187]. Ceci est en
accord avec le fait que la mobilité bactérienne n’est pas nécéssaire au stade tardif
d’infection, ou les bactéries dégradent massivement la pectine. A ce stade, les cellules

cessent également de produire le signal de quorum sensing Vfm.
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Figure 25: Schéma bilan de la pathogénicité de D. dadantii chez la plante.

Les bactéries se propagent dans les espaces extracellulaires des tissus végétaux. Les molécules
libérées par les bactéries (PAMP ou « motifs moléculaires associés a des pathogenes») dans
I'apoplaste et les oligogalacturonides (DAMP ou « motifs moléculaires associés aux dommages)
résultant du clivage de la pectine par les pectinases bactériennes sont reconnues,
respectivement, par les récepteurs végétaux (PRR) et par la kinase associée a la paroi (WAK1)
conduisant a une induction de l'immunité activée par PAMP/DAMP (PTI). La plante produit des
ROS, des molécules antimicrobiennes et des protéines liées a la pathogenése (PR), dont certaines
sont des inhibiteurs des CWDE. Pour faire face aux ROS, les bactéries produisent l'indigoidine
ROS scavenger. Dickeya délivre I'effecteur DspE dans la cellule hote par le SST3. DspE est censé
inhiber les PTI et faciliter la propagation bactérienne dans la plante. A l'intérieur de 1'apoplaste,

D. dadantii produit des sidérophores, ce qui permet a la bactérie de faire face a la

biodisponibilité restreinte du fer dans la plante. OGs : oligogalacturonides. Adapté d’apres [175].
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3.7 Résumé des mécanismes de virulence et de sa régulation

3.7.1 Les enzymes de dégradation de la paroi cellulaire

La paroi cellulaire végétale est un maillage complexe et dynamique de polymeres
(cellulose, hémicellulose, pectine) et représente une barriere que Dickeya doit franchir
pour coloniser le tissu végétal. Par conséquent, la virulence de Dickeya est corrélée a sa
capacité a synthétiser et a sécréter des enzymes dégradant la paroi cellulaire des plantes
(CWDE), dont un ensemble complet de pectinases [188], une glucuronoxylanase XynA
[189], une endogalactanase périplasmique GanA [190], une cellulase CelZ [191] et
quatre protéases PrtA, PrtB, PrtC, PrtC, PrtG [192]. Les pectinases et la cellulase sont
sécrétées par le systeme de sécrétion de type-II [193] tandis que les protéases sont
sécrétées par le systeme de sécrétion PrtDEF de type-I (SST1) [194]. La mutation du
systeme de sécrétion de type-II (SST2) inhibe la macération des tissus végétaux tandis
que les mutants dans le SST1 PrtDEF sont retardés dans la progression des symptomes,
ce qui illustre I'importance des CWDE dans la pathogenese des plantes [195], [196].

Le génome de D. dadantii contient vingt et un genes codant des pectinases dont neuf
endopectates lyases (PelA, PelB, PelC, PelD, PelE, Pell, Pell, PelN, PelZ) qui clivent la
pectine et nécessitant un cation divalent comme cofacteur, deux exopectate lyases (PelX
et PelW), cinq polygalacturonases qui clivent la pectine par un mécanisme d'hydrolyse
classique (PehV, PehW, PehX, PehK, PehN), une rhamnogalacturonate lyase RhiE capable
de couper les chaines rhamnogalacturonane [197], deux méthylesterases de pectine
(PemA, PemB), deux acétylesterases de pectine (PaeX, PaeY) et deux feruloyl estérases
(FaeD, FaeT) [198].

Les oligogalacturonides (OG) libérés lors de dégradation de la pectine activent les
défenses végétales qui limitent l'invasion et la colonisation [199]. Ces molécules
végétales endogenes libérées lors d'une attaque pathogeéne sont désignées comme des
motifs moléculaires associés aux dommages (DAMPs) (Figure 25).

WAK1 agit en tant que récepteur des OGs et active I'immunité innée de la plante [200].
Par conséquent, lorsque les pathogenes commencent a dégrader les composants de la
paroi cellulaire de la plante, les plantes sont capables de percevoir la perte d'intégrité de
la paroi et d'activer par la suite les voies de signalisation de défense [201]. Ainsi, pour

une stratégie de pathogenese efficace, il est crucial de prévenir la production de
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pectinases au stade initial de l'infection afin d'éviter la libération de composants de la
paroi cellulaire qui seront détectés comme des signaux de dommage par la plante.

PelA, PelD et PelE sont parmi les Pels les plus importants pour infecter Saintpaulia
[202]. Cependant, la contribution de chaque Pel de facon individuelle dans la virulence
dépend des plantes-hotes. Par exemple, sur le pois, seul un mutant de pelA présentait
une virulence réduite [166]. Par conséquent, la multiplicité des pectinases reflete
probablement I'adaptation évolutive de la bactérie a coloniser une large gamme d'hotes.
La plupart des génes produisant des pectinases sont fortement induits par la pectine
pendant la phase stationnaire de croissance, a 1'exception de pelL, pelN et pehV, qui
peuvent agir plus spécifiquement sur d'autres glycanes [162]. La plupart des geénes
codant pour les pectates lyases sont réprimés sous stress acide, conformément a leur
activité optimale a pH alcalin (pH 8,0-9,5) [188] et a leur besoin au stade tardif de
l'infection, lorsque le pH est légerement basique [162]. Une exception est le gene pelA,
qui est induit sous stress acide [161].

Contrairement aux pectinases dont I'expression est diminuée a pH acide caractéristique
des premiers stades de l'infection, les génes des polygalacturonases PehV, W, X sont
régulés positivement a pH acide [162], pH optimal a leur activité [203]. En effet, la
délétion du cluster pehVWX affecte seulement l'initiation de la dégradation des pectines
[204].

La baisse d’expression de la plupart des génes codant les enzymes de dégradation des
parois cellulaires végétales au stade précoce de l'infection est de prévenir la détection
précoce des produits de dégradation des plantes par 1'hdte, en particulier les
oligogalacturonides, qui révéleraient la présence du pathogene avant qu'il n'atteigne
une densité de population appropriée pour une infection réussie [205]. Ainsi,
I'expression des enzymes dégradant les parois cellulaires végétales, ainsi que
I'expression de l'opéron codant pour le transporteur d'oligogalacturonide (togMNAB)
est diminuée sous stress acide, de sorte que l'inducteur intracellulaire des génes pel, le
2-céto-désoxy-gluconate (KDG), ne soit pas présent dans le cytoplasme [166].

Comme les génes pel, les génes gan nécessaires a la dégradation de la galactane sont
réprimés sous stress acide au début de l'infection, ce qui suggere que la pectine doit
probablement étre clivée en fragments plus petits au stade plus avancé de l'infection,

avant que les enzymes Gan puissent dégrader les ramifications du galactane.
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Enfin, la plupart des génes codant les enzymes de dégradation de la paroi des cellules
végétales, y compris ceux des protéases PrtABCG, cellulase CelZ et glucuronoxylanase
XynA sont induits en phase stationnaire (correspondant au stade tardif de l'infection).

De plus, tous ces génes sont soumis au controle du quorum sensing [206].

3.7.2 Régulation de la production des CWDE de D. dadantii durant I'infection

Les systemes d’attaque du pathogene nécessitent d’étre finement régulés afin de ne pas
activer les défenses de la plante trop tot dans le cycle infectieux ce qui pourrait conduire
a une infection abortive. Pour cela plusieurs régulateurs contrdlent la production des
pectinases, enzymes clés lors de la derniere étape d’infection de plantes. Plusieurs
protéines associées au nucléoide jouent un réle: Fis et H-NS sont principalement
synthétisées pendant la phase de croissance exponentielle et jouent un role de
régulateur négatif sur l'activité Pel et des CWDE au stade précoce et intermédiaire
d’infection [207][208] (Figure 26). D’autres régulateurs, tels que KdgR, PecS et PecT
répriment également les genes pel durant le processus d'infection initial [196], [209]. Le
systeme PhoQ-PhoP, qui pour rappel détecte le pH acide, réprime certains genes
pectinolytiques alors que le régulateur MfbR est sous sa conformation inactive en
condition acide et ne peut pas induire la production des CWDEs [210](Figure 26). La
solubilité du fer augmente a faible pH et le complexe Fur-Fe2* réprime a la fois les genes
pel et les genes impliqués dans I'absorption du fer. Pendant cette phase d'adaptation, le
systeme a deux composants GacAS est inactif en raison de la faible concentration en
acétate et en composés phénoliques végétaux [156]. Par conséquent, le niveau de RsmA
est élevé et inhibe la production des CWDE (Figure 26). En cours d’infection, les
bactéries se multiplieront en catabolisant le saccharose, le glucose et le fructose qui sont
les principaux glucides présents dans l'apoplaste. Progressivement, le catabolisme de
ces sucres entraine une accumulation d'acétate. L'augmentation de la concentration
d'acétate est détectée par le systeme GacAS, qui a son tour réprime a la fois rsmA et pecT
et leve l'inhibition sur les CWDE [156]. Pour limiter la production d'acide, D. dadantii
utilise la production de butanediol qui conduit a I'alcalinisation du milieu [211].
L'alcalinisation des tissus végétaux favorise l'inactivation de PhoP-PhoQ et l'activation
de MfbR, ce qui déclenche la production des CWDE. Dans le méme temps, la solubilité du
fer diminue et Fur est inactivée. Progressivement, les signaux AMPc, auxine et VFM

produits par les bactéries s'accumulent et conduisent aussi a l'activation des CWDE
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[212](Figure 26). Il en résulte une dégradation efficace de la pectine avec production
concomitante de KDG, qui est l'inducteur intracellulaire inactivant le répresseur KdgR.
De plus, la concentration de Fis diminue. Tous ces événements se traduisent par une
production massive et soudaine de CWDE permettant une macération végétale au bon

moment du cycle infectieux.
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Figure 26: Schéma des principaux régulateurs de D. dadantii pendant la

pathogenese.

Les fleches et les barres indiquent respectivement l'activation et la répression de l'expression
génique. Des changements dans la concentration de diverses molécules au cours de la
pathogenése sont indiqués. Ces molécules ont un impact sur l'activité des régulateurs

mentionnés ou sur la croissance de D. dadantii. Adapté d’apres [206]

3.7.3 La virulence ne se limite pas aux CWDE

En plus des CWDE, Dickeya utilise des systéemes de sécrétion pour coloniser les tissus
végétaux et améliorer la progression de la maladie. L'analyse de son sécrétome a révélé
que la sécrétion des protéines telles que AvrL/M (protéines d’avirulence) et IbpS/IbpP
est réalisée par le systeme de sécrétion de type I1 [213].

Pour faire face aux attaques microbiennes, les plantes ont développé un réseau
sophistiqué de réponses, y compris un afflux rapide d'ions calcium, une explosion
d'especes réactives d'oxygene, l'activation des cascades de signalisation MAPK
entrainant l'induction de genes liés a la défense, le renforcement des parois cellulaires
par dépdt de callose, et souvent la mort cellulaire localisée [214], [215]. L'immunité

innée des plantes est activée par la perception de PAMP tels que la flagelline, le
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lipopolysaccharide, le peptidoglycane, qui sont reconnus par des récepteurs
transmembranaires (PRR) provoquant une réponse de résistance basale appelée
immunité déclenchée par les PAMPs (PTI) [216] (Figure 25). Pour contrer les défenses
basales des plantes, les bactéries pathogenes a Gram-négatif délivrent des protéines
effectrices de virulence directement dans les cellules hotes par l'intermédiaire du
systeme de sécrétion de type III (SST3). Ces effecteurs suppriment la réponse
immunitaire de la plante et favorisent la pathogenese.

Contrairement a P. syringae ou Xanthomonas campestris, qui sécretent de multiples
effecteurs via le SST3 [217], un seul effecteur, DspE, a été identifié dans le génome de D.
dadantii aux cotés des deux protéines HrpN et HrpW [218]. Ces protéines sont sécrétées
par le SST3 mais sont ciblées sur l'espace extracellulaire des tissus végétaux,
contrairement a la protéine effectrice DspE qui agit a l'intérieur des cellules végétales.
HrpN et HrpW sont considérées comme des protéines facilitant I'injection de 1'effecteur
DspE dans les cellules végétales [219]. Ces derniéres pourraient aussi former des pores

membranaires favorisant le dysfonctionnement cellulaire et la mort.

3.7.4 Importance du fer dans l'infection

D. dadantii produit deux sidérophores, I'hydroxycarboxylate achromobactine, qui est
produite lorsque le fer devient limitant [220], et le catécholate chrysobactine [221], qui
prévaut en cas de carence sévere en fer [222]. Ces sidérophores sont nécessaires a la
progression systémique des symptomes de macération chez les hétes (Figure 25). En
plus de son rdéle nutritionnel, la chrysobactine semble étre impliquée dans la
manipulation du systeme de défense des plantes [117], [223]. En effet, l'infiltration des
feuilles d'Arabidopsis avec la chrysobactine provoque l'activation des voies de défense
des plantes [223]. Une telle activation ne se produit pas lorsque la chrysobactine est
chargée en fer avant le traitement des feuilles. Par conséquent, l'activation de
I'immunité des plantes dépend de l'activité de piégeage du fer du sidérophore.
L'infiltration de chrysobactine dans les feuilles d'Arabidopsis entraine une modification
de la localisation du fer dans les tissus végétaux avec accumulation de fer dans la paroi
des cellules végétales et son épuisement aux alentours [224].

Récemment, Aznar et al. [225] ont montré que la progression de D. dadantii dans les
tissus foliaires entralne une perte de fer des parois cellulaires des plantes et des

compartiments cellulaires tels que les chloroplastes qui contiennent normalement de
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grandes quantités de fer. La perte de fer des parois cellulaires coincide avec la
dégradation des parois cellulaires par les pectinases, alors que dans les tissus macérés,
les bactéries sont chargées en fer, ce qui suggere qu'elles bénéficient de la libération
d'une quantité élevée de ce métal utilisé pour la croissance. D'un autre c6té, la libération
de fer libre dans l'espace intercellulaire amplifie le stress oxydatif généré par le
mécanisme de défense de I'hote par la réaction de Fenton, produisant le radical
hydroxyle OH- hautement toxique et réactif (voir partie 1.3). Les sidérophores
bactériens peuvent interférer avec cette réaction en séquestrant le Fe (III). Par
conséquent, pour les bactéries, il est d'une importance cruciale d'étre équipées de
piégeurs de fer puissants pendant la progression dans les tissus de 1'hote pour faire face
a l'exces de fer libre libéré par les cellules hotes (Figure 25). D. dadantii produit
plusieurs protéines de stockage du fer, FntA, Bfr et Dps, qui contribuent a sa virulence,
soulignant l'importance d'un controle parfait de I'homéostasie du fer pendant l'infection
[226]. Le fer joue également un réle important en tant que signal régulateur de la
pathogénicité de Dickeya via le répresseur Fur. En effet, non seulement Fur réprime les
genes impliqués dans le métabolisme du fer en utilisant les ions ferreux comme

cofacteur, mais elle agit aussi comme répresseur des genes de pectinases.

En résumé, pendant la phase précoce de l'infection, les tissus végétaux sont intacts, tres
peu de fer est disponible, les bactéries sécretent des sidérophores et une faible quantité
de pectinases. Les pectinases sécrétées sont inactives sous le pH acide de I'apoplaste,
mais pendant l'interaction bactéries/plante, le pH augmente graduellement [161], [211],
ce qui entraine la dégradation de la pectine par Pels et la libération de fer libre dans
I'espace intercellulaire. Il en résulte une répression des génes de pectinases et de
sidérophores par Fur dans les tissus macérés. Les bactéries se multiplieraient
principalement dans les tissus macérés mais elles coloniseraient également les tissus
végétaux intacts environnants ou elles seraient de nouveau confrontées a une carence
en fer. Une nouvelle série de production de pectinases et de sidérophores serait alors
relancée jusqu'a ce que le fer soit libéré en raison de la dégradation de la pectine. Ces
cycles successifs de production de Pel et de sidérophores sont pleinement compatibles
avec la cinétique de l'expression des génes de la pectinase et de la chrysobactine

observée dans la plante [227], [228]. Un schéma bilan est présenté Figure 25.
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IV. Le Tn-seq comme moyen d’étude de la réponse au

stress chez P. putida et D. dadantii

4.1 Principe de la méthode

4.1.1 Historique

Au milieu des années 1970, les chercheurs ont commencé a utiliser les transposons
comme outils " pour manipuler les genes des bactéries, des phages et des plasmides "
[229]. Les transposons ont été découverts a I'origine comme "des éléments de controle”
chez le mais par Barbara McClintock et ont été retrouveés depuis dans chaque branche du
vivant [230]. Les transposons sont des éléments génétiques qui peuvent se déplacer a
I'intérieur des génomes par des mécanismes de réplication dit « copier-coller » ou
« couper-coller » grace a une enzyme appelée la transposase. Cette enzyme reconnait les
séquences inversées répétées aux extrémités du transposon et reconnait également une
séquence cible, dans laquelle elle crée une coupure double brin et insére le transposon
[231]. Ces transposons jouent un role important, notamment dans 1'évolution de la
spéciation et dans la résistance aux antibiotiques chez les micro-organismes [230],
[232]. L'application la plus fréquemment utilisée des transposons a été la mutagenese
insertionnelle, dans laquelle une librairie de souches bactériennes mutantes, ou chaque
mutant contient un seul transposon situé a une position aléatoire dans le génome, est

construite.

4.1.2 Les différentes facon d’utiliser des banques de mutants

Définir le génome essentiel d’'une bactérie dans un environnement donné a l'aide d’'une
banque de mutants peut étre une méthode tres longue et fastidieuse si chacun des
mutants doit étre testé de maniere indépendante [233]. Plusieurs études utilisant des
banques de mutants créées par insertion d'un transposon dans le génome ont été
réalisées, notamment chez E. coli et M. tuberculosis [234], [235]. Afin de ne pas tester
individuellement chaque mutant, ce qui peut étre trés fastidieux voir impossible pour
une banque de mutants tres dense, ces travaux utilisaient des puces a ADN pour détecter
les mutants qui survivaient a une condition donnée [234], [235]. Cependant, cette

technique n’est possible que dans les cas ou une puce ADN de la souche étudiée est
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disponible ce qui n’est pas le cas pour chaque espece. Les derniéres technologies de
robotisation permettent d’automatiser les tests phénotypiques d'une banque de
mutants, permettant ainsi de tester des milliers de mutants dans de multiples conditions
de croissance et de déterminer le génome essentiel d’'une bactérie pour un milieu
considéré [233][236]. De tels travaux ont déja été entrepris chez E.coli et Bacillus subtilis
[236]. D’autres méthodes de derniere génération existent afin d'éviter de tester
individuellement chaque mutant d’'une banque pour une condition donnée et ce de
maniere moins onéreuse. La méthode que nous allons présenter allie une mutagénese
par transposon couplée a une méthode de séquencage a haut débit, dénommé Tn-seq
pour « Transposon sequencing » [237]-[242]. Ce procédé a pu étre mis en place grace au

développement des nouvelles technologies de séquencage (NGS).

4.1.3 Principe général du Tn-seq

L'approche Tn-seq nécessite la construction d'une librairie de mutants par insertion
d’'un transposon pour laquelle la totalité ou quasi-totalité des genes non essentiels
contiennent des insertions (Figure 27a). Le transposon peut étre transmis directement
par électroporation de la souche receveuse avec la transposase purifiée et le transposon
lui méme [243]. Cependant, les méthodes les plus efficaces pour obtenir une banque de
mutants trés dense consistent, lorsque c’est possible, a utiliser la compétence naturelle
d’une souche receveuse ou 'utilisation d'un systéme conjugatif ou une souche donneuse
transférera un plasmide suicide portant le transposon et la transposase d’intérét a une
souche receveuse que I'on souhaite muter. Cette librairie est ensuite mise en croissance
dans des conditions définies in vitro ou in vivo (infection d'un hote). La fréquence
relative de chaque mutant dans la population est déterminée au début et a la fin de
I'expérience au moyen d’'un séquencage massif des bordures des sites d’insertions des
transposons. A partir de ces données, on peut quantifier la contribution de chaque géne

relatif a une condition donnée (Figure 27b).

71



(a) . c-on:mj'jn A
-\

Séquengage haut
débit des bordures de

Transposon

Condition B transposon de chaque
Mutant 1 m m———_ \m- -------- 'II[, expérience
Y

Mutant 2 ~GEID—CED—-GD- & Lo

Mutant 3 ~GIID—CD—ED- & e

GeneA GeneB GeneC ~——

Ligature d’adaptateurs et
amplification des bordures

Croissance de la banque de transposon a partir de la

| Création d’une banque de mutants | | Banque de mutants trés dense | de mutants en condition banque d’ADNg
expérimentale

Condition A

3

8

e

: Mutant 1 -QEIED—GED—GD-

g —>  Mutnt? -GG -GED-

e}

£ ‘ I ‘ l 14 ‘ | | -

TSI DI ISIETI NI ITHIE B W) 00000 lmececieucemsssessccsseases

- e O

Condition B \L

Ly Mutnt2 -G -GED-GED

Nombre de reads

| | mu

Alignement sur le génome et comptage des !d entification des gé nes
séquences pour chaque site d’insertion importants pour la croissance
dans différentes conditions

Figure 27: Procédure du Tn-seq.

(a)Une banque de mutants dense contenant de nombreuses insertions de transposon dans
toutes les séquences d’ADN non essentielles est créée et mise en croissance dans différentes
conditions (par exemple, condition sélective (condition B) et non sélective (condition A)). Les
mutants viables pour les deux conditions sont récupérés. Les bordures de transposons pour la
condition sélective et non sélective sont ligaturées avec des adaptateurs spécifiques pour le
séquencage, amplifiées par PCR, puis sujets au séquencage a haut débit. (b) Les séquences sont
alignées sur le génome d’'intérét et le nombre de reads pour chaque insertion est sujet a une
analyse statistique afin de définir les locus qui semblent significativement sous représentés dans
des conditions de croissance sélective (potentiel locus essentiel). Les insertions dans la
condition non sélective (condition A) peuvent aussi étre statistiquement évaluées afin de définir

les locus essentiels a la croissance en condition optimale.

4.1.4 Les différentes variantes du Tn-seq

Quatre principales techniques de Tn-seq ont été utilisées depuis 2009. Le Tn-seq et
I'INSeq sont des méthodes presque identiques qui utilisent le transposon Himarl de type
Mariner (Figure 28a). Cet élément transposable a d'abord été découvert dans la petite

mouche Haematobia irritans [244] et a été adapté pour tous les types cellulaires par la
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modification de codons rares. Ce transposon a la particularité de s'insérer au
dinucléotide TA sans points chauds d'insertion [245]. C'est d'un grand intérét afin
d’avoir au moins une insertion par gene. Les équipes qui ont développé ces deux
méthodes ont réalisé qu'un seul changement de nucléotides dans les séquences
inversées répétées du transposon Mariner permettrait d’introduire les sites de
reconnaissance de 'enzyme Mmel [238], [240]. Mmel est une endonucléase qui réalise
une coupure 20 bases en aval de son site de reconnaissance et laissant 2 nucléotides
sortants a I'extrémité 3’ [246, p. 1][246, p. 1]. Ainsi, lorsque I'ADN d'une banque de
mutants d'insertion par transposons est digéré par Mmel, des fragments comprenant les
extrémités du transposon plus 16 pb d'ADN génomique flanquant sont produits (le site
de reconnaissance de Mmel est situé 4 pb avant la fin de chaque répétition terminale).
Ces 16 pb sont suffisants pour localiser avec précision I'emplacement du transposon
dans le génome bactérien. Les 2 bases sortantes facilitent la ligature d'un adaptateur. En
utilisant une amorce spécifique pour cet adaptateur et une autre spécifique pour le
transposon, une séquence de taille définie peut étre amplifiée par PCR, puis purifiée sur
gel d’agarose ou par PAGE. Enfin, un séquencage haut débit est utilisé pour déterminer
les séquences flanquantes de 16 bp.

HITS [247] et TraDIS [248] sont les deux autres méthodes principalement utilisées.
Similaires aux précédentes, elles utilisent cependant des transposons qui n'ont pas de
sites de restriction dans leurs séquences inversées répétées. Par conséquent, pour
générer des fragments contenant les extrémités de transposons, I'ADNg est cassé par
digestion enzymatique ou méthode physique tel que la sonication, puis plusieurs étapes
supplémentaires sont nécessaires avant qu'un adaptateur puisse étre ligaturé (Figure
28b). Pour la méthode HITS, une purification est réalisée pour éliminer I'ADN étranger
avant le séquencage. Ces deux méthodes utilisent le plus souvent un dérivé du
transposon Tn5. De facon similaire aux transposons Mariner utilisés dans les deux
autres méthodes, le Tn5 est actif dans différentes espéces. Cependant, a la différence du
transposon mariner qui cible les sites TA seulement du génome, ce transposon n’a a
priori pas de sites préférentiels d’insertion. Il est cependant décrit comme ayant des
points chauds d’insertion notamment pour des régions riches en GC [249], [250]. Son
avantage par rapport au transposon Mariner est que sa transposase est purifée et des
kits sont en vente afin d’électroporer la transposase ainsi que le transposon d’intérét

directement chez la souche receveuse [243]. Ceci est d'une grande utilité pour les
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souches incapables de conjuguer ou qui ne sont pas compétentes en condition de
laboratoire. HITS et TraDIS sont des techniques dont I'avantage est de pouvoir utiliser
tout type de transposon, méme si les travaux les utilisant ont préféré 'utilisation d ‘un
Tn5. D'autre part, le Tn-seq et 'INSeq ont les avantages d'un protocole de préparation

de I'échantillon plus court.
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Figure 28: Quatre méthodes de préparations des bordures de transposon pour le
séquencage.

Les quatres principales méthodes de Tn-seq sont illustrées, a partir de I'extraction de 'ADNg du
pool de mutants jusqu’au séquencage des bordures de transposon. Le nombre de « reads » pour
chaque bordure de transposon peut varier en début d’expérience (t1) par rapport a la fin
d’expérience (t2). Dans les deux exemples, les bordures de transposon sont en nombre moins
important dans la condition testée, comme l'indiquent le peu de reads présents a la fin de

I'expérience (t2) par rapport au début de I'expérience (t1) pour le mutant considéré. Adaptée de

[240].

4.1.5 Analyse des données
Outre le choix du transposon et de la méthode de préparation de 1'échantillon, 1'analyse
des données est l'autre grande différence entre les quatre méthodes. Pour toutes, le

nombre de «reads » (littéralement « séquences lues lors du séquencage ») pour une
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insertion particuliere correspond a la fréquence de ce mutant d'insertion dans la
population. Le changement dans la fréquence d'insertion apres sélection donne une idée
de l'importance du géne muté dans le phénotype étudié. Ainsi, si la fréquence d'une
insertion particuliere ne change pas, cela indique que le gene dans lequel le transposon
est inséré est neutre (c'est-a-dire que 1'absence de la fonctionnalité du gene n'entraine
aucun défaut de croissance) dans la condition testée. Si une insertion particuliere
disparait de la population, cela indique que le gene correspondant est essentiel dans les
conditions expérimentales (Figure 27b). Inversement, si la fréquence d'un mutant
augmente, la perturbation fonctionnelle du gene est bénéfique. Cette notion
d’importance d’un gene est traduite par la notion de « fitness ».

La différence entre les méthodes citées précédemment intervient lors du traitement
informatique des données. En effet, I'utilisation d'un transposon de type mariner,
s'insérant seulement aux sites TA du génome, conduit a I’élimination systématique de
toutes séquences contaminatrices non bordées par un site TA. L’utilisation d'un
transposon Mariner facilite aussi l'interprétation dans l'essentialité des génes car seul
un nombre de sites TA défini a I'avance peut étre muté (le nombre de TA est connu dans
le génome d’intérét). Ainsi un nombre maximal théorique de mutants est connu et peut
étre pris en compte par les algorithmes de calcul d’essentialité. De plus, l'utilisation de
Mmel facilite le traitement des séquences qui sont toutes de méme taille apres
amplification PCR évitant ainsi des biais dans ’analyse. Au contraire, lors de I'utilisation
d’un transposon de type Tnb5, les produits PCR sont de différentes tailles, conduisant a
un potentiel biais d’amplification (les fragments d'ADN plus courts seront
préférentiellement amplifiés). De plus, I'insertion d’'un Tn5 est aléatoire mais contient
des points chauds d’insertion comme expliqué précédemment, compliquant ainsi
I'analyse informatique ultérieure. A défaut de conduire a une analyse informatique plus
difficile, I'utilisation d’'un Tn5 est fortement recommandée pour I'analyse de génome a
haut pourcentage de GC.

Le développement du Tn-seq permet son utilisation pour de nombreux organismes non
modeles tant qu'une mutagénese par transposon est possible et que le génome est
séquencé. De plus, avec la possibilité de multiplexer des échantillons en incorporant un
code-barre dans l'adaptateur [240], le colt de la réalisation de ce type d’expériences a

considérablement diminué.
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4.1.6 Le RB-Tnseq

Méme si le cofit de réalisation d’une expérience de Tn-seq a beaucoup diminué grace a la
possibilité de multiplexer les échantillons sur une ligne du séquenceur, la préparation
des librairies d’ADN (Figure 28) est assez lourde et ne permet pas d’envisager I'étude
simultanée de multiples organismes dans de nombreuses conditions. Afin d’alléger le
temps de préparation des librairies mais également le colit de mise en place lors d’'une
expérience de Tn-seq, Wetmore et ses collaborateurs [251] ont imaginé un systeme dans
lequel chaque élément transposable contient un codebarre différent placé a coté du gene
de reésistance a un antibiotique. Ainsi, lors d'une mutagénese avec cet élément
transposable, chacun des différents mutants contient un élément transposable unique
identifiable a son codebarre. La banque de mutants d’'une espece donnée est séquencée
une seule fois selon le protocole habituel (Figure 28) afin d’associer un site d’insertion
particulier a un codebarre particulier. Les banques de mutants peuvent alors étre
criblées dans de nombreuses conditions. A la fin des cribles, les codebarres sont
amplifiés par PCR avec des oligonucléotides qui contiennent eux aussi d’autres
codebarres afin de multiplexer les échantillons dans le séquenceur. Les produits de PCR
sont directement séquencés et I'analyse des résultats permet de déterminer le fitness de
chacun des génes pour la condition de croissance testée. Le protocole dense de
préparation des librairies pour chaque échantillon de Tn-seq (Figure 28) est ainsi
remplacé par une simple PCR dans le RB-Tnseq. Cette technique, trés récente, a été
utilisée chez Escherichia coli, Phaeobacter inhibens, Pseudomonas stutzeri, Shewanella
amazonensis et Shewanella oneidensis dans I'étude des genes essentiels pour l'utilisation
de plusieurs sources carbonés conduisant a plus de 130 combinaisons bactéries-source
de carbone différentes et a I'identification de 5196 génes nécéssaire a la croissance sur

différents milieux [251].

4.2 Les applications possibles

4.2.1 assigner un géne a une fonction

L’utilisation du Tn-seq permet d’identifier de nouvelles fonctions pour certains genes.
Par exemple, le Tn-seq a été utilisé chez Pseudomonas aeruginosa afin de découvrir de
nouvelles voies de résistance aux antibiotiques [237]. Ainsi, 117 genes de résistance a la

tobramycine ont été mis en évidence chez P. aeruginosa [237]. Cette technique a aussi
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été utilisée chez Mycobacterium tuberculosis [252] pour identifier les genes essentiels a
l'utilisation du cholesterol (source de carbone majeure durant l'infection). Le Tn-seq a
aussi été utilisé chez de nombreux autres organismes tels que Shewanella oneidensis
[253], le pathogene parodontal Porphyromonas gingivalis [254] et Streptococcus
pneumoniae [255]. Les exemples d’utilisation du Tn-seq les plus récents portent sur
I’étude des genes de resistance a 1'oxyde nitrique chez staphylococcus aureus [256] ou
encore sur les geénes de résistance a l'acide p-coumarique, un composé organique
aromatique, chez P. putida [257]. De nombreuses études portant sur l'essentialité des
genes pour l'interaction hote-micro-organismes ont émergé. Une étude a ainsi identifié
17 genes essentiels pour la croissance de Yersinia tuberculosis au sein de la souris [258].
D’autres études ont porté sur l'analyse du génome essentiel de P. aeruginosa pour
'infection de souris [259] ou sur le génome essentiel pour la survie du phytopathogene
Panteoa stewartii ssp. stewarti dans le xyleme de plants de mais [260]. Ces nombreux
exemples montrent que le Tn-seq a été utilisé aussi bien en contexte in vitro qu’en
contexte in vivo (infection d’animaux ou de plantes) et a permis la caractérisation de

nombreuses voies de réponse a un stress.

4.2.2 Etude de genes non codants

Le Tn-seq ne se limite pas a 1'étude des régions codantes de I’ADN. Dans une étude [239],
cette technologie a été utilisée pour construire une librairie dense de mutants
d'insertion chez Caulobacter crescentus (avec une résolution de 8 pb). En plus de
l'identification des génes essentiels, 402 séquences régulatrices et 130 éléments non
codants provenant de régions intergéniques se sont également révélés importants pour
la croissance. Les régions intergéniques nécessaires a une croissance optimale ont aussi
été identifiées chez M. tuberculosis [261] en utilisant une approche similaire. En
combinant RNA-seq et Tn-seq, 56 nouveaux ARNs putatifs dans les régions non codantes
de S. pneumoniae [262] ont été identifiés. Le séquencage de I'ARN a été effectué afin de
déterminer l'activité transcriptionnelle complete du génome et de prédire la présence
d'ARNs dans les régions intergéniques. Par la suite, le Tn-seq a été utilisé dans des
modeles murins de colonisation (infection du nasopharynx), de pneumonie (infection du
poumon) et de bactériémie (infection intraveineuse) pour révéler la contribution des

ARNs prédits a la survie in vivo.
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4.3- Avantages et inconvénients

4.3.1 Transposon : Mariner vs Tn5

Les dinucléotides TA sont distribués de facon relativement uniforme dans tout le
génome, bien que la fréquence des TA puisse varier localement a l'intérieur du génome
(par exemple, dans les régions d'ADN acquises horizontalement). Chez Escherichia coli,
dont la teneur en GC est d'environ 50 %, il y a en moyenne >30 sites d'insertion
potentiels pour 1 kb d'ADN. Bien que les loci ayant moins de sites d'insertion potentiels
(comme ceux des especes a forte teneur en GC) puissent avoir moins de puissance
statistique, les transposons Mariner ont été utilisés avec succes pour définir les geénes
essentiels a la croissance de 1'organisme Mycobacterium tuberculosis riche en GC [261]
ainsi que pour définir des loci essentiels aussi petits que 200 nucléotides chez Vibrio
cholerae [263]. En général, nous privilégions l'utilisation de transposons de type
Mariner, a la fois pour I'absence de biais d'insertion mais aussi parce que I'estimation de
la saturation de la librairie de mutants est plus aisée (le nombre maximal de TA est
connu dans un génome séquencé). Ces caractéristiques facilitent la discrimination entre
les loci essentiels et non essentiels. L'insertion d’un transposon Tn5 n’est pas spécifique
d’'une séquence d’ADN particuliére, ce qui permet une densité d'insertion et donc une
résolution génomique potentiellement plus élevée que dans les études avec les
transposons Mariner. Cependant, les transposons Tn5 ont une préférence pour les
régions a forte teneur en GC [249], [250, p. 5] et le nombre de reads a ces points chauds
peuvent refléter un biais d'insertion. L'insertion préférentielle aux points chauds peut
également réduire la complexité globale de la librairie. Malgré certains désavantages des
Tn5 par rapport aux transposons Mariner, les librairies Tn5 ont été utilisées avec succes
pour les études Tn-seq dans de nombreuses conditions [239], [264] et peuvent étre
préférables pour les especes pour lesquelles la transposition avec un transposon type

Mariner s'avere difficile a optimiser.

4.3.2 Les goulots d’étranglement

En théorie, seuls les mutants ayant une survie atténuée devraient diminuer en fréquence
dans des conditions de croissance sélective. Cependant, les mutants d'insertion peuvent
étre perdus pendant la croissance sélective en raison de processus stochastique di a des

goulots d'étranglement expérimentaux (Figure 29). Si les goulots d'étranglement
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expérimentaux sont significativement plus étroits que la complexité de la librairie
testée, alors de nombreux mutants d'insertion seront entierement perdus par hasard. Le
fait de ne pas tenir compte des effets de ces goulots d'étranglement peut conduire a des

conclusions erronées au cours de l'analyse statistique.

Les goulots d'étranglement sont souvent présents lors des études d'infection via Tn-seq
dans lesquelles une librairie de mutants est utilisée pour infecter un héte animal [265]-
[269]. Par exemple, seulement 104-10°> des cellules de V. cholerae a partir des 10°?
cellules bactériennes initiales inoculées sont capables d'établir l'infection chez un lapin
hote, suggérant que plus de 99,99% des bactéries sont perdues [270]. Cette perte de
population peut étre le résultat du pH acide de I'estomac, qui est une barriere d'infection
grave mais non spécifique pour ce pathogene [271]. Les effets de goulots d'étranglement
peuvent étre réduits expérimentalement en utilisant des sous-populations de librairie
de transposons (a la méme dose) qui sont moins complexes, de telle sorte que chacun
des différents mutants aient de fortes chances de passer le goulot d'étranglement [238],
[266], [268]. Cependant, cette approche peut nécessiter davantage de répétitions
expérimentales avec différents échantillons de mutants afin que I'ensemble de la banque
soit inoculé. Les conditions expérimentales peuvent également étre modifiées pour
« élargir » le goulot d'étranglement. Par exemple, dans les infections expérimentales
avec V. cholerae, des antiacides peuvent étre administrés a I'hote [272], I'inoculum peut
étre suspendu dans une solution tampon [267], et 1'agent pathogene peut étre pré-
conditionné avec des traitements pour favoriser la tolérance a I'acide avant l'inoculation
intra-gastrique [273]. Bien que toutes ces mesures réduisent au minimum le goulot
d'étranglement di a I'acide gastrique, elles modifient également les conditions sélectives
et pourraient sauver les mutants avec une sensibilité accrue a l'acide qui seraient
originellement perdus pendant l'infection.

Le nombre de reads au niveau de l'origine de réplication peut aussi étre surévalué
rapport aux reads proches du terminus. En effet, plusieurs fourches de réplication sont
créées lors de la division d'une cellule bactérienne ce qui conduit a la présence en plus
grand nombre des génes proches de l'origine de réplication. Ce biais de position peut
étre corrigé par la fonction de régression LOESS qui va normaliser les reads selon la

position d’un gene sur le génome.
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Figure 29: les goulots d’étranglements.

Un goulot d'étranglement est un événement qui réduit la taille d'une population et qui peut
modifier la composition de la population en provoquant une fluctuation stochastique de
I'abondance de certains génotypes (fluctuation modérée) ou méme leur perte (fluctuation

sévere). Adaptée de [263].

4.3.3 Les analyses avec annotations dépendantes/indépendantes

En général, le respect de trois criteres facilite l'identification des loci essentiels :
|'utilisation d'une librairie de mutants hautement saturée, dans laquelle les génes non
essentiels qui échappent a la transposition par hasard sont rares ; le séquencage a une
profondeur suffisante pour détecter la grande majorité des mutants dans la librairie ; et
la normalisation des reads en fonction de la localisation chromosomique. Les techniques
d’analyses sont divisées en deux catégories: annotation dépendante (se base sur les
genes annotés dans le génome) et indépendante (ne considére aucune annotation
connue). Les méthodes indépendantes de l'annotation permettent également de
caractériser les régions intergéniques, qui sont souvent ignorées dans les analyses
dépendantes de I'annotation et peuvent contenir de nouvelles caractéristiques d'intérét.
Enfin, comme les analyses annotation-dépendantes comparent tous les génes les uns aux
autres, les genes ayant un nombre différent de sites d'insertion potentiels peuvent étre
analysés avec une puissance statistique différente et les petits génes peuvent étre
classés avec moins de précision que les loci plus grands. Comme les insertions dans les
extrémités 5' et 3' des régions codantes n'engendrent pas toujours un défaut
fonctionnel, les insertions aux extrémités 5-15% des génes ont été généralement

ignorées dans ces analyses[274].
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En résumé, I'outil Tn-seq est un outil puissant et applicable sur de nombreuses especes
bactériennes apres croissance in vitro ou in vivo. Il est particulierement bien adapté pour
la recherche de gene de résistance aux métaux chez P. putida comme il a pu étre utilisé
chez P. aeruginosa pour la recherche de gene de résistance a la tobramycine [237]. De
plus, trés peu d’études utilisant le Tn-seq chez un phytopathogene ont vu le jour, ce qui
rend la recherche de facteurs permettant la survie de D. dadantii dans la plante des plus

novateurs et attractifs.
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V. Objectifs de these

Comme précédemment évoqué dans cette introduction, les bactéries environnementales
font face a de tres nombreux stress dans leur milieu de vie. Ces stress sont variables et
changeants notamment a cause des variations climatiques. Les bactéries
environnementales vont donc devoir s’acclimater rapidement pour faire face a des
variations de températures, des changements d’osmolarité, des changements de pH ou
encore des carences nutritives afin de survivre et de prospérer dans leur environnement
naturel.

Au laboratoire, nous avons décidé de nous intéresser a deux types de stress: le stress
metallique et le stress rencontreé chez ’hote par un pathogene. Comme nous avons pu le
voir dans cette introduction, ces stress sont plus complexes que prévu. En effet, I'arrivée
d’'un métal en exces engendre la production d'un stress oxydant, mais provoque aussi
d’autres problemes tels que la déstabilisation des membranes, I'altération des protéines
ou de '’ADN etc... Les métaux sont pourtant omniprésents chez les bactéries et sont
devenus nécessaires a tous les organismes vivants au cours de I'évolution. Les cellules
doivent alors réguler tres finement I'’homéostasie métallique pour maintenir un
équilibre fragile indispensable a leur survie et leur croissance. Pour contrdler cette
homéostasie métallique, les cellules ont mis en place divers systéemes au cours de
I'évolution. De méme, lorsqu’'une bactérie phytopathogene pénétre et cherche a se
développer dans une plante hote, cette derniére se défend et cherche a anéantir son
envahisseur. Les bactéries phytopathogénes font donc face a de nombreuses conditions
défavorables telles qu'un pH variable, des variations osmotiques ou des especes
dérivées d’oxygene. Afin de survivre et de se nourrir, le phytopathogéne a dii mettre en
place des mécanismes de défense afin de prendre le dessus sur son hote et faire en sorte
que les avantages d’une infection soient supérieurs a un mode de vie non pathogéne.
Afin d’étudier les mécanismes mis en jeu dans la résistance aux métaux nous avons
utilisé une bactérie du sol modele, Pseudomonas putida. Notre intérét pour cette bactérie
s’est porté sur le fait qu’elle est fréquemment isolée de sols pollués, et est donc capable
de s’adapter a la présence en grande quantité de métaux. Elle est, de plus, facilement
manipulable génétiquement. Le modele utilisé pour étudier le stress rencontré chez la
plante est Dickeya dadantii, un pathogene émergent en Europe et d’intérét économique

majeur tant cette bactérie est capable d’'infecter un large spectre d’hotes.
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Le stress métallique ainsi que le stress rencontré chez la plante hote chez P. putida et D.
dadantii respectivement seront étudiés grace a un outil commun: le Tn-seq. Cette
technique, comme nous avons pu le voir nécessite la création d’'une banque de mutants
et son criblage dans une condition donnée. Elle a largement été utilisée chez d’autres
organismes et a prouvé sa robustesse. Treés peu de banques de mutants ont été réealisées
et utilisées afin d’étudier le stress métallique chez Pseudomonas [275], [276] ou le stress
rencontré en cours d’'infection chez Dickeya ou méme chez Pectobacterium[277]-[279].
De plus, le peu de banques utilisées ne comptaient que quelques milliers de
mutants[275]-[279]. Des centaines de milliers de mutants, constituant une banque, ont
ainsi été réalisés chez ces deux especes et ont été criblés respectivement en présence de
différents métaux (Cu, Zn, Co, Cd) et dans I'endive, le modele de plante utilisé pour les
infections par Dickeya dadantii. L'analyse des résultats a conduit a la découverte de
voies de résistance majeures au stress chez ces deux especes. L'ensemble des résultats
de Tn-seq a ensuite été validé par une approche ciblée par la création et le phénotypage
de mutants de délétion. Ces travaux ouvrent de nouvelles perspectives de recherche tant
sur la résistance aux métaux chez les bactéries du sol que sur la recherche de nouveaux
composés afin de limiter la propagation des phytopathogenes sur des plantes d’intérét

économique.
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B-Matériels et Méthodes

I-Souches bactériennes, plasmides et techniques de

microbiologie

1.1 Tableaux souches et plasmides

Souches Description Références

Escherichia coli

MFDpir RP4-2-Tc::( AMul::aac(3)IV- AaphA- Anic35- [280]
AMu2::zeo) AdapA::erm-pir) ArecA
DH5a A-pir F- endA1l gIlnV44 thi-1 recAl relAl gyrA96 deoR  [281]

nupG ®80dlacZAM15 A(lacZYA-argF) U169,
hsdR17(rK- mK+)/Apir

Pseudomonas

putida

KT2440 KT2440 Wild-type [146]
pPP27 KT2440 AgshA Ce travail
PP29 KT2440 AgInE Ce travail
PP31 KT2440 ApcoB2 (PP_5379) Ce travail
PP33 KT2440 ApcoA2 (PP_5380) Ce travail
PP36 KT2440 APP_5337 Ce travail
PP38 KT2440 APP_0096 Ce travail
PP40 KT2440 APP_5328 Ce travail
PP42 KT2440 APP_5002 Ce travail
PP44 KT2440 APP_0586 Ce travail
PP46 KT2440 AproB Ce travail
PP48 KT2440 AdsbA Ce travail
PP50 KT2440 APP_0887 APP_0888 Ce travail
PP52 KT2440 APP_1663 Ce travail
PP54 KT2440 AczcAl (PP_0043) Ce travail
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PP56
PP58
PP60
pPS12

PS9

PP63
PP64
PP65
PP66
PP67
PP68
PP69
PP70
PP71
PP72
PP73
PP74
PP83
PP84
PP85
PP86
PP87
PP88
PP89
PP90
PP91
PP92

Dickeya dadantii
3937

D7#1

D8

KT2440 AcadA3 (PP_5139)

KT2440 ApvdMNOE

KT2440 APP_5140

KT2440 contenant le pUC18 mini-Tn7-gfpmut3
inséré au site attTn7

KT2440 WT pJN105

KT2440 APP_5337 pJN105

KT2440 APP_5337 pJN105-PP_5337
KT2440 APP_1663 pJN105

KT2440 APP_1663 pJN105-PP_1663
KT2440 APP_5002 pJN105

KT2440 APP_5002 p]JN105-PP_5002
KT2440 AdsbA p]N105

KT2440 AdsbA p]N105-dsbA
KT2440 ApvdMNOE pJN105

KT2440 ApvdMNOE pJN105-pvdE
KT2440 APP_0887 APP_0888 pJN105
KT2440 APP_0887 APP_0888 pJN105-PP_0887/88
PP63+pSEVA-ppurE-gfp
PP64+pSEVA-ppurE-gfp
PP63+pSEVA-paspA-gfp
PP64+pSEVA-paspA-gfp
PP63+pSEVA-pPP_5380-gfp
PP64+pSEVA-pPP_5380-gfp
PP63+pSEVA-J23100-gfp
PP64+pSEVA-J23100-gfp
PP63+pSEVA-gfp

PP64+pSEVA-gfp

Wild type strain
D. dadantii 3937 glmS::Tn7-gent, Gent®
3937 ArscmC

Ce travail
Ce travail
Ce travail

Ce travail

Ce travail
Ce travail
Ce travail
Ce travail
Ce travail
Ce travail
Ce travail
Ce travail
Ce travail
Ce travail
Ce travail
Ce travail
Ce travail
Ce travail
Ce travail
Ce travail
Ce travail
Ce travail
Ce travail
Ce travail
Ce travail
Ce travail

Ce travail

Laboratoire
Ce travail

Ce travail
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D10
D12
D14
D15
D17
D19
D21
D23
D25
D27
D29
D31
D33
D35
D37
D39
D42

D7#1 AdegQ, GentR
D7#1 AglpD, GentR
D7#1 AackA/ptA, GentR
3937 AgcpA

D7#1 AmetB, GentR
D7#1 AlysA, GentR
D7#1 ApurF, Gent®R
D7#1 ApyrE, GentR
D7#1 AclpSA, GentR
D7#1 AguaB, GentR
D7#1 ALeuA, GentR
D7#1 ApurL, GentR
D7#1 Acys], GentR
D7#1 AhdfR, GentR
D7#1 AflhDC, GentR
D7#1 AcarA, GentR
D7#1 ADda3937_03424, GentR

Ce travail
Ce travail
Ce travail
Ce travail
Ce travail
Ce travail
Ce travail
Ce travail
Ce travail
Ce travail
Ce travail
Ce travail
Ce travail
Ce travail
Ce travail
Ce travail

Ce travail
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Plasmides

pSAM_DGm

pKNG101

pKNG-gshA

pKNG-glnE

pKNG-pcoB2

pKNG-pcoA2

pKNG-PP_5337

pKNG-PP_0096

pKNG-PP_5328

Description

GmR,AmpR mariner-based transposon,C9

mariner transposase gene, oriR6K, oriT

Smr; gene replacement vector, oriR6K,

oriTRK?2, sacB

pKNG101 containing 500bp of upstream and
downstream gshA gene of P. putida KT2440

pKNG101 containing 500bp of upstream and
downstream ginE gene of P. putida KT2440

pKNG101 containing 500bp of upstream and
downstream pcoB2 (PP_5379) gene of P.
putida KT2440

pKNG101 containing 500bp of upstream and
downstream pcoAZ2 (PP_5380) gene of P.
putida KT2440

pKNG101 containing 500bp of upstream and
downstream PP_5337 gene of P. putida
KT2440

pKNG101 containing 500bp of upstream and
downstream PP_0096 gene of P. putida
KT2440

pKNG101 containing 500bp of upstream and
downstream PP_5328 gene of P. putida
KT2440

Références

[259]

[282]

Ce travail

Ce travail

Ce travail

Ce travail

Ce travail

Ce travail

Ce travail
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pKNG-PP_5002

pKNG-PP_0586

pKNG-proB

pKNG-dsbA

pKNG-PP_0887/0888

pKNG-PP_1663

pKNG-czcA1

pKNG-PP_5139

pKNG101 containing 500bp of upstream and
downstream PP_5002 gene of P. putida
KT2440

pKNG101 containing 500bp of upstream and
downstream PP_0586 gene of P. putida
KT2440

pKNG101 containing 500bp of upstream and
downstream proB gene of P. putida KT2440

pKNG101 containing 500bp of upstream and
downstream dsbA gene of P. putida KT2440

pKNG101 containing 500bp of upstream and
downstream PP_0887/ PP_0888 gene of P.
putida KT2440

pKNG101 containing 500bp of upstream and
downstream PP_1663 gene of P. putida
KT2440

pKNG101 containing 500bp of upstream and
downstream czcA1 (PP_0043) gene of P.
putida KT2440

pKNG101 containing 500bp of upstream and
downstream PP_5139 gene of P. putida
KT2440

Ce travail

Ce travail

Ce travail

Ce travail

Ce travail

Ce travail

Ce travail

Ce travail
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pKNG-pvdMNOE

pKNG-PP_5140

pJN105

pJN105-dsbA

pJN105-PP_5337

pJN105-PP_5002

pJN105-PP_1663

pJN105-pvdE

pJN105-PP_0887/0888

pSEVA421-gfp

pKNG101 containing 500bp of upstream and
downstream pvdMNOE operon of P. putida
KT2440

pKNG101 containing 500bp of upstream and
downstream PP_5140 gene of P. putida
KT2440

Gm!, arabinose-inducible araC-Pgap

expression vector

dsbA gene with RBS cloned in Spel/Sac1
digested pJN105 by SLIC [284]

PP_5337 gene with RBS cloned in Spel/Sacl
digested pJN105 by SLIC [284]

PP_5002gene with RBS cloned in Spel/Sac1
digested pJN105 by SLIC [284]

PP_1663 gene with RBS cloned in Spel/Sacl
digested pJN105 by SLIC [284]

pvdE gene with RBS cloned in Spel/Sac1
digested pJN105 by SLIC [284]

PP_0887/0888 operon with RBS cloned in
Spel/Sacl digested pJN105 by SLIC [284]

SmR, GFP expression vector without

promoter

Ce travail

Ce travail

[283]

Ce travail

Ce travail

Ce travail

Ce travail

Ce travail

Ce travail

Ce travail
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pSEVA421-]23100-gfp

pSEVA421-ppurE-gfp

pSEVA421- paspA-gfp

pSEVA421-pPP_5380-gfp

pSAM-EC

pRE112

pTn7-M

pTNS3

pRE112 Acys/

pRE112 AgcpA

SmR, GFP expression vector with J23100

promoter cloned in a Smal digested vector

SmR, GFP expression vector with purE
promoter cloned in a Smal digested vector
SmR, GFP expression vector with aspA

promoter cloned in a Smal digested vector

SmR, GFP expression vector with PP_5380

promoter cloned in a Smal digested vector

Suicide mobilizable vector; AmpR, KmR
resistance gene bordered by mariner
inverted repeat sequence containing Mmel
restriction site, himar1-C9 transposase gene

under the control of Plac.

Suicide vector for allelic exchange in D.

dadantii 3937, CmR,sacB, oriT RP4

KmR GmR, oriR6K, Tn7L and Th7R extremitie

s, standard multiple cloning site, oriT RP4

ApR, ori R6K, TnsABCD operon, oriT RP4

Dickeya dadantii 3937, cys] deletion plasmid,

CmR

Dickeya dadantii 3937, gcpA deletion

plasmid, CmR

Ce travail

Ce travail

Ce travail

Ce travail

[285]

[286]

[287]

[288]

Ce travail

Ce travail
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pRE112 AdegQ

pRE112 AfIhDC

pRE112 AguaB

pRE112 AmetB

pRE112 AlysA

pRE112 ApyrE

pRE112 ApurL

pRE112 ApurF

pRE112 AcarA

pRE112 AclpS/A

pRE112 AhdfR

Dickeya dadantii 3937, degQ deletion

plasmid, CmR

Dickeya dadantii 3937, flhDC deletion

plasmid, CmR

Dickeya dadantii 3937, guaB deletion

plasmid, CmR

Dickeya dadantii 3937, metB deletion

plasmid, CmR

Dickeya dadantii 3937, lysA deletion plasmid,

CmR

Dickeya dadantii 3937, pyrE deletion

plasmid, CmR

Dickeya dadantii 3937, purL deletion

plasmid, CmR

Dickeya dadantii 3937, purF deletion

plasmid, CmR

Dickeya dadantii 3937, carA deletion

plasmid, CmR

Dickeya dadantii 3937, clpS/A deletion

plasmid, CmR

Dickeya dadantii 3937, hdfR deletion

plasmid, CmR

Ce travail

Ce travail

Ce travail

Ce travail

Ce travail

Ce travail

Ce travail

Ce travail

Ce travail

Ce travail

Ce travail
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pRE112 AleuA Dickeya dadantii 3937, leuA deletion Ce travail

plasmid, CmR

pRE112 ArsmC Dickeya dadantii 3937, rsmC deletion

plasmid, CmR Ce travail

1.2 Composition des milieux de culture (LB, M63)

1.2.1 Milieu riche LB
NaCl 10 g.L'1 ; bactotryptone 10 g.L-'1 ; extrait de levure 5 g.L-1 ; pH 7. Ce milieu constitue
un milieu nutritif complet utilisé en routine pour la croissance des bactéries. Il peut étre

utilisé sous forme solide (GL) par addition d'agara 12 g.L-1.

1.2.2 Milieu minimum M63
KH;P04 13,6 gL't ; (NH4)2SO4 2 gL't ; MgS0O4 0,2 g.'1 ; FeSO4 0,5 mg.L-1 ; pH 7,2. Ce
milieu sert de base minimale et doit étre complémenté par du glucose (2 g.L'1) qui sert

de source de carbone. Il peut étre utilisé sous forme solide par addition d'agara 12 g.L-1.

1.3 Conditions de culture et conservation des souches bactériennes

Les cultures sont effectuées a 37°C pour E. coli, 30°C pour P. putida et D.dadantii en
milieu LB. Pour assurer une croissance en bonne aération, la culture est réalisée en
milieu liquide sous agitation a 150 rpm en erlenmeyer rempli au 1/5eme,
L’ensemencement s’effectue a 1 % a partir d’'une préculture en phase stationnaire qui a
été cultivée dans des conditions analogues a celles de la culture finale. Pour les
croissances sur milieu solide, les boites de Pétri sont incubées a 37°C pour E. coli ou 30°C
pour P. putida durant 24 heures, a 30°C durant 48 heures pour D. dadantii, le tout en
aérobiose. Le nombre de bactéries est estimé par mesure de la turbidité, exprimée en
unité de densité optique a 600 nm (D.Ogoonm), 1 unité de D.Ogoonm correspond a 4,5.108
bactéries par mL. Les souches sont conservées a +4° C sur boites de Pétri ou a -80°C dans

leur milieu de culture additionné de glycérol a 15% final.
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1.4 Détermination du seuil de toxicité des métaux pour les différentes

souches bactériennes et suivit de Luminescence/fluorescence.

1.4.1 Culture liquide en tube

Des précultures liquides sont effectuées comme précédemment décrit en absence de
métaux jusqu’a 'obtention d’'une D.Osoonm de 0,2. Puis des cultures de 5mL sont réalisées
en milieu minimum ou milieu riche supplémenté par des concentrations croissantes de
métaux. La D.0 600nm est lue apres chaque heure de croissance a 30°C (pour P. putida)

avec agitation pour estimer la croissance bactérienne des différentes souches.

1.4.2 Culture liquide en plaque

Les bactéries sont mises en culture a 30°C sous agitation jusqu'a D.Ogoonm=0,6. Cette
culture est utilisée pour inoculer au 1/50¢me 200uL de milieu en présence ou non de
différentes concentrations de métaux dans une microplaque 96 puits. La plaque est
placée a 30°C sous agitation 280 rpm durant 24 heures dans l'incubateur du lecteur de
microplaque Infinite® 200 PRO - (Tecan). La croissance bactérienne est mesurée toutes
les 10 minutes par mesure de la densité optique a 600nm. Si nécessaire, la totalité des
photons émis lors de la réaction de bioluminescence ainsi que la fluorescence de la GFP
mut3 (excitation a 485 nm et émission a 530 nm) sont mesurées. Les résultats sont

exprimés en unité arbitraire de luminescence ou de GFP normalisée par la D.Os00nm.

1.5 Conjugaison sur milieu solide

Entre 1-100 unités DO de la souche donneuse E. coli MFDpir contenant un plasmide
d’intérét et la souche receveuse (E. coli, P. putida ou D. dadantii) sont mélangées et
centrifugées 10 min a 5000 g. Les bactéries sont remises en suspension en concentrant
20 fois en milieu 2YT additionné d'acide diaminopimélique. Le mélange est étalé sur
boite GL agar 2X. Apres 3h (P. putida et E. coli) et 16h (D. dadantii) d'incubation a 30°C
(37°C si un E. coli est receveur), les bactéries sont remises en suspension en LB puis la

totalité est étalée sur un milieu de sélection approprié.
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1.6 Construction des librairies de mutants par transposition

La conjugaison est effectuée comme expliqué précédemment avec 100 unités DO de
donneur E. coli MFDpir/pSamD_GM (pour P. putida) ou E. coli MFDpir/pSam_EC (Pour D.
dadantii) et du receveur P. putida ou D. dadantii. Aprés incubation du mélange
donneur/receveur, un aliquot est dilué et étalé sur LB agar + antibiotique (gentamycine
ou kanamycine) pour estimer 1'efficacité de la mutagenéese. Le mélange restant est étalé
sur LB agar + antibiotique et cultivé pendant 24 h a 30°C. Pour confirmer que les
bactéries, qui se sont développées, étaient des souches de P. putida/D. dadantii avec un
transposon inséré mais sans l'insertion du plasmide pSamD_Gm/ pSam_EC, nous avons
vérifié que toutes les bactéries cultivées étaient GmR (ou KanR pour D. dadantii), amp*® et
prototrophes pour le diaminopimelate (DAP) (MFDpir est DAP-). Les bactéries ont

ensuite été congelées dans 40% de glycérol a -80°C.

1.7 Compétitions de souches bactériennes en plaque

Un mutant de P. putida et la souche sauvage exprimant la GFPmut3 ont été mélangés a
un rapport de 1:1 a DO initial = 0,0125 dans une plaque 96 puits contenant 200uL de LB
ou LB+métal. Aprés 24 heures de croissance a 30°C dans l'incubateur du lecteur de
microplaque Infinite® 200 PRO - (Tecan), 5pL des mélanges de culture ont été utilisés
pour inoculer une nouvelle plaque de 96 puits et placés dans les méme conditions. Apres
un total de 48 heures de croissance (environ 10 divisions), les bactéries ont été diluées
et étalées sur LB agar. Aprés 48 heures a 30°C, les colonies sauvages et les colonies
mutantes ont été comptées sous lumiere bleue. Un rapport a ensuite été calculé en
divisant le nombre de colonies mutantes par le nombre de colonies sauvages dans

chaque condition.

1.8 Culture individuelle en plaque 96 puits

Pour discriminer les mutants présentant un défaut de croissance en présence de métaux,
le mutant et la souche sauvage a tester ont été inoculés indépendamment en plaque 96
puits en milieu LB et LB + métal a DO initiale= 0,0125 a partir de culture a DO=0,6. La
plaque a été placée dans l'incubateur du lecteur de microplaque Infinite® 200 PRO -
(Tecan) durant 24h a 30°C. La DOsoonm a été mesurée toutes les 10 minutes apres

agitation. Les tests de complémentation ont été réalisés avec le méme protocole. Des
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concentrations inhibitrices en métaux (cobalt 150 pM, cuivre 3,75mM, cadmium 150uM,
zinc 1,25mM) ont été utilisées afin de tester une éventuelle sur-résistance des souches

complémentées.

1.9 Tests d’infection d’endives

Pour déterminer l'indice de compétitivité des mutants de D. dadantii, la souche sauvage
et le mutant a tester ont été cultivés 16h en milieu M63 + glycérol. Les bactéries ont
ensuite été lavées en milieu M63 et la DOgoonm a été ajustée a 1,0. Les bactéries ont été
meélangées dans un rapport de 1:1 et diluées 10 fois. Pour les expériences de
complémentation dans la plante, la dilution a été réalisée en milieu M63 avec 1mM de
I'acide aminé considéré. 10 pL. du mélange ont été inoculés dans des feuilles d’endives
blessées. La plaie a été recouverte d'huile minérale et les feuilles ont été incubées a 30 °C
a une humidité élevée. Apres 24 h, le tissu pourri a été collecté, homogénéisé, dilué en
M63 et étalé sur LB agar et LB agar + antibiotique. Apres 48 h a 30°C, les colonies ont
été comptées. L'indice de compétitivité est le rapport (nombre de bactéries
mutantes/nombre de bactéries WT) dans le tissu macéré / (nombre de bactéries
mutantes/nombre de bactéries WT) dans l'inoculum. Pour les génes dont l'absence
confére un avantage de croissance dans l'endive selon I'expérience Tn-seq, les mutants
ont été réalisés dans une souche sauvage. Les autres mutants ont été réalisés dans la

souche 3937 GmR.

[I-Méthodes génétiques et de biologie moléculaire

2.1 Extraction d’ADN
Les extractions des plasmides en grande et petite quantité, basées sur la technique
de lyse alcaline, ont été réalisées avec respectivement les kits NucleoBond, Xtra Midi

et Nucleospin Plasmid en suivant les indications du fournisseur. Les extractions

d’ADN ont été réalisées avec le kit Wizard Genomic DNA purification (PROMEGA).
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2.2 Amplification d’ADN par réaction de polymérisation en chaine
(PCR)

La technique de PCR permet d’amplifier un fragment d’ADN a partir de deux amorces
oligonucléotidiques spécifiques. Elle repose sur la synthese enzymatique d’ADN par une
ADN polymérase thermostable a partir de deux amorces de polarité opposée
complémentaires de chacun des brins a amplifier. Un cycle de synthése est constitué des
trois étapes (ici exemple d’'une Taq polymérase):

1. La dénaturation de la matrice ADN par chauffage a 95°C (30 s a 1 min).

2. L’hybridation des amorces réalisée a une température dépendante de la composition
en base des oligonucléotides (1 min).

3. L’'extension des amorces par '’ADN polymérase est réalisée a 72°C a raison de 1 min
par kb recopié, en présence des dNTP.

Une amplification classique comporte 30 cycles, précédée d'une étape de dénaturation
de 5 min a 95°C et s’achevant par une étape d’élongation finale de 5 min a 72°C. La durée
d’élongation doit cependant étre adaptée en fonction de la taille du fragment a amplifier.
Les cycles des chauffages successifs sont assurés par l'appareil Mycycler. Les PCR
utilisées pour les différents clonages on été effectué avec 'enzyme Primestar (Takara)
selon les instructions du fabriquant. Les PCR de vérification ont été réalisés a I'aide de la

DreamTaq polymérase (Thermofisher).

2.3 Transformation par de ’ADN plasmidique

2.3.1 Technique du TSS

Les plasmides sont introduits par choc thermique au cours de la transformation dans les
cellules hotes bactériennes, rendues compétentes par un traitement au tampon de
transformation TSS. Un volume de 5 ml de milieu LB est ensemencé avec une goutte
d’'une préculture de la nuit de la souche bactérienne a transformer. Les cellules sont
récoltées par centrifugation a une DOggo = 0,3, correspondant a 1,5.10%cellules.ml™. Le
culot est repris délicatement par 0,1 ml d’'une solution de TSS froide (PEG 3350 10 %,
MgCl; 10 mM, MgSO, 10 mM, DMSO 5 %, dans du LB) conservée a 4°C. Les cellules

peuvent étre utilisées apres maintien 30 min au moins dans la glace. Pour la

transformation, 0,1 a 1 pg de plasmide est ajouté aux cellules compétentes. Le mélange
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est laissé 30 min dans la glace, puis 900 pl de LB sont ajoutés et la culture est incubée a
37°C pendant 1 h minimum pour permettre I'expression des génes de résistance aux
antibiotiques portés par le plasmide. Les cellules sont ensuite étalées sur milieu sélectif

approprié et incubées a température adéquate pendant 24 a 48 h.

2.3.2 Electroporation

La transformation par électroporation permet de faire pénétrer de I’ADN dans une
cellule hote bactérienne par un choc électrique. Afin d’éliminer les sels et d’augmenter la
quantité d’ADN a transformer, une étape de dialyse a été réalisée préalablement en
déposant ’ADN ligaturé sur un filtre de nitrocellulose de 0,2 um de porosité au contact
d’eau ultrapure. 50uL de cellules électrocompétentes sont placées dans une cuve
d’électropororation stérile, refroidie dans la glace puis environ 1ng d’ADN plasmidique
est ajouté dans la cuve. L’échantillon d’ADN en contact avec les cellules est soumis a un
choc électrique trés bref de 'ordre de la milliseconde mais de tres forte intensité
(résistance de 4004}, capacité de 25 uFd, voltage de 12500 V.cm1) (Micropulser Biorad).
Apres l'impulsion électrique, les cellules sont reprises dans 1mL de milieu LB et
incubées 1h a 37°C. A la suite de cette culture d’expression, les cellules sont centrifugées
et le culot étalé sur milieu sélectif puis incubé a température adéquate pendant 24h a

48h.

2.4 Clonage d’un fragment d’ADN dans un vecteur

2.4.1 Clonage par action d’endonucléase de restriction

Ces enzymes reconnaissent des séquences palindromiques particulieres d’ADN
bicaténaire qu’elles clivent. Le clivage peut donner des bords francs ou des extrémités
cohésives. Les enzymes sont utilisées a raison de 1 a 5 unités (U) par échantillon (500ng
d’ADN) dans les tampons recommandés par le fournisseur. Les coupures sont réalisées

pendant 1 a 2h a la température recommandée, en général 37°C.

2.4.2 Purification d’un fragment d’ADN
Le fragment d’intérét est séparé par électrophorese sur gel d’agarose. Le fragment
d’ADN est excisé du gel puis purifié par le kit Nucleospin Extract II (Macherey-Nagel). La

purification est basée sur I'absorption différentielle de I’ADN sur colonne de résine
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anionique qui retient 'ADN et permet d’éliminer I'agarose, les sels et les impuretés

(Vogelstein et al 1979). Le fragment est élué par 30 a 50pL de Tris HCL 10mM pH 8,5.

2.4.3 Ligature de fragments d’ADN

Le fragment d’ADN a insérer et le plasmide sont digérés par les mémes enzymes de
restriction ou par des enzymes de restriction qui génerent des extrémités compatibles.
L’insertion est réalisée au niveau du site de clonage multiple du vecteur. Elle sera
possible grace a la complémentarité de bases résultant de l'utilisation d’enzymes
compatibles dans le cas d’extrémités cohésives. La ligature s’opére par l'action d’'1 U
d’ADN ligase du phage T4 (Invitrogen) créant une liaison phosphodiester entre les
extrémités 5’ phosphate et 3’hydroxyle en présence d’ATP. Afin d’éviter une
recircularisation du vecteur sur lui-méme, la proportion optimale entre I’ADN du

vecteur et ’ADN a insérer doit étre comprise entre 1 pour 3 et 1 pour 10.

2.4.4 Clonage par SLIC [284]

Le gene a cloner est amplifié par PCR avec des extrémités 5’ du fragment amont et a
I'extrémité 3’ du fragment aval des séquences complémentaires au plasmide receveur
(environ 20pb). Aprés avoir préparé le plasmide receveur en le linéarisant par digestion
enzymatique, l'insert et 'ADN plasmidique avec ratio 4:1. 2,25 unités de T4 DNA
polymérase (BIOLABS) sont rajoutées au mélange dans un volume final de 10pL. Le mélange
réactionnel a été incubé a 25°C pendant 2 minutes et 30 secondes puis placé 10 minutes a
4°C. En ajoutant la T4 DNA polymérase sans ajout de nucléotides, seulement son activité
exonucléasique 3’ a 5’ est activée, ce qui permet de créer des extrémités 5’ sortantes sur
les deux séquences d’ADN. Ces séquences complémentaires permettent I’hybridation
entre l'insert et le plasmide et donc de créer un plasmide contenant la séquence

d’'intérét apres réparation dans la cellule bactérienne.

2.5 Séparation par électrophorese en gel d’agarose

Les différents fragments d’ADN, mélangés a une solution de charge (bleu de
bromophénol 0,25% xylene cyanol 0,25%, EDTA 25mM, glycérol 50%), sont séparés en
fonction de leur masse moléculaire et de leur degré d’enroulement dans un gel d’agarose
a 1% préparé en tampon TBE (Tris-Borate 90mM, EDTA 2mM, pH 7,9) contenant du
bromure d’éthidium (BET). Un marqueur de taille (DNA Ladder Mass Ruler, Fermentas)

est mis a migrer en parallele des échantillons. La séparation s’effectue en tampon TBE
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sous l'influence d’'un champ électrique de 5 V.cm-1, puis la visualisation se fait sous UV a
312 nm, I'agent intercalant BET provoquant la fluorescence des fragments d’ADN. Une

photographie du gel est prise.

2.6 Construction des souches mutantes (Pseudomonas et Dickeya)

Pour créer des mutants de délétion, la méthode de contre-sélection utilisant le gene sacB
a été utilisée comme décrit par [289]. Dans cette étude, les plasmides pKNG101 (pas de
réplication chez P. putida) ou pRE112 (pas de réplication chez D. dadantii) portant le
gene sacB et 500bp de la région en amont et en aval du gene a déléter (tableau
plasmides) ont été transférés de MFDpir a P. putida ou D. dadantii. La sélection du
premier événement de recombinaison a été effectuée sur LB agar complété par de la
streptomycine (pKNG101) ou kanamycine (pRE112). Les transconjugants ont ensuite
été étalés sur LB agar - NaCl avec un supplément de saccharose a 5% pour permettre le
deuxieme événement de recombinaison. Les mutants de délétions ont ensuite été

vérifiés par PCR (Dreamtaq polymerase, Thermofisher).

2.7 Préparation des librairies Tn-seq

Une fois les cribles réalisés en présence de métal pour P. putida ou dans I'’endive pour D.
dadantii, les pools finaux de mutants ont ensuite été aliquotés, centrifugés pour
I'élimination du milieu de culture et stockés a -80°C. L'ADN génomique a été extrait. La
préparation de I'ADN a été adaptée de Skurnik et al. 2013[259]. Toutes les extractions
d’ADN contenu dans un gel ont été effectuées sur révélateur a lumiére bleue avec
coloration de ’'ADN avec du gel green (Biotium) pour éviter les mutations de I'ADN et les
cassures double brin. 50 pg d'échantillons d'ADN ont été digérés avec 50 U de Mmel
dans un volume total de 1,2 mL pendant une heure a 37°C selon les instructions du
fabricant, puis inactivés thermiquement pendant 20 minutes a 80°C, purifiés (QIAquick,
kit de purification PCR Qiagen) et concentrés a l'aide d'un speedVaq jusqu'a un volume
final de 25 pL. Les échantillons d'ADN digéré ont migré sur un gel d'agarose a 1 %, la
bande de 1,0 a 1,5 kb contenant le transposon et sa bordure (1201 pb d'élément
transposable avec 32-34 pb d'ADN génomique) a été découpé et I'ADN a été extrait du
gel selon les instructions du fabricant (Qiaquik Gel Extraction Kit, Qiagen). Une paire

d'oligonucléotides complémentaires monocaténaires contenant une séquence unique de
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codes a barres de 5nt (LIB_AdaptT et LIB_AdaptB) a été mélangée et chauffée a 100°C,
puis refroidie lentement dans un bain-marie pour obtenir des adaptateurs a double brin
avec des extrémités de deux nucléotides sortantes. 1 pg d'ADN de chaque échantillon a
été ligaturé aux adaptateurs (0,44 mM) avec 2000 U de T4 DNA ligase dans un volume
final de 50 puL a 16°C pendant la nuit. Cinq réactions PCR identiques du produit de
ligature ont été réalisées pour amplifier les bordures de transposon. Une réaction
contenait 100 ng d'ADN, 1 unité d'ADN polymérase Q5 (Biolabs), 1X Q5 Buffer, 0,2 mM
dNTPs, 0,4 uM de I'amorce sens (LIB_PCR_5, qui s’hybride a la séquence P7 Illumina du
transposon) et I'amorce antisens (LIB_PCR_3, qui s’hybride a l'adaptateur P5). Seuls 18
cycles ont été effectués pour conserver une amplification proportionnelle de I'ADN. Les
échantillons ont été concentrés a I'aide d'un SpeedVaq jusqu'a un volume final de 25 pL.
L'ADN amplifié a été analysé sur un gel d'agarose a 1,8 % et la bande de 125 pb a été
découpée et 'ADN extrait (QIAquick, kit de purification PCR Qiagen). L'ADN a finalement
été dialysé (MF-Millipore™ Membrane Filters) pendant 4 heures. Le controle de qualité
des banques d'ADN Tn-seq (taille des fragments et concentration) et le séquencage a
haut débit sur HiSeq 2500 (Illumina) ont été réalisés par MGX (service de séquencage
CNRS, Montpellier). Six bibliothéques d'ADN ont été multiplexées sur une ligne de
séquencage. Apres démultiplexage, le nombre total de reads se situait entre 19 et 35

millions.

III-Analyse bioinformatiques

3.1 Alignements de séquences protéiques

Les séquences de protéines sont récupérées dans la base de donnée SWISSPROT. En plus
des séquences primaires des protéines, cette base de données permet de déterminer
quelques caractéristiques comme le point isoélectrique pl, la composition en acides
aminés, la masse moléculaire etc... La recherche de protéines homologues a été effectuée
grace a l'algorithme BLAST disponible sur le site du NCBI. Ce programme permet de
comparer des séquences protéiques et génerent des résultats sous forme de

pourcentage de similarité.
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3.2 Prédiction de topologie protéique
Le serveur Signal P 3.0 permet de rechercher la présence de peptides d’adressage dans
les séquences protéiques et indique leur site de clivage probable avec un coefficient de

probabilité.

3.3 Recherche de domaines protéiques
La recherche de domaines caractéristiques a été effectuée sur la base de données Pfam.
L’interrogation de cette banque permet de retrouver les bactéries possédant des

protéines contenant ces domaines et potentiellement caractérisés.

3.4 Analyses statistiques

Pour déterminer si deux séries de données étaient significativement différentes, le
logiciel R a été utilisé. Pour pouvoir utiliser le test t de student, les conditions
d’application ont été vérifiées : le suivi de la normalité a I'aide du test de Shapiro-Wilk et
'égalité des variances a I'aide du test de Fisher-Snedecor. Si la normalité n’était pas
respectée, le test de Wilcoxon Mann Whitney a été utilisé. Une étoile a été placée sur les

graphiques pour symboliser les significativités statistiques : * p<0,05.

3.5 Traitement de données de séquencage

Les reads bruts des fichiers fastQ ont d'abord été filtrés a 1'aide de cutadapt v1.11
(Martin) et seuls les reads contenant la séquence répétée du transposon Mariner
(ACAGGGTTGATGATAAGTCCGTCCGGTCTT) ont été gardés et considérés comme de
véritables genes ou le transposon s'est inséré. Les reads conservés ont ensuite été
analysés a l'aide d'une version modifiée du script TPP disponible dans le logiciel
TRANSIT v2.0.2 [290]. L'étape d'alignement a été modifiée pour ne sélectionner que les
reads qui s'alignent a un unique endroit et sans mismatch dans le génome de P. putida
KT2440 (Genbank AE015451.2) ou D. dadantii (Genbank). Ensuite, I'étape de comptage
a été modifiée pour compter avec précision les reads s'alignant aux sites TA dans le
génome de référence.Le nombre de reads par insertion a été normalisé a l'aide de la
méthode LOESS décrite par Zomer et al. 2012 [291]. Nous avons ensuite utilisé le logiciel

TRANSIT (version 2.0) pour comparer les données Tn-seq.
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C- Résultats

1. Présentation du travail de theése

Mon travail de these s’est déroulé dans l'équipe dirigée par Agnes Rodrigue. Cette
équipe s’intéresse originellement aux interactions entre les bactéries et les métaux en
étudiant plus précisément les systemes de résistances des bactéries E. coli et P. putida
face a un exces d’ions métalliques. En début de these, notre équipe a fusionné avec
I’équipe « Fonctionnement de la virulence du phytopathogene D. dadantii » s’intéressant
au stress de I'enveloppe et aux mécanismes de virulence chez D. dadantii. Mon travail de
these a tenté d’apporter une transversalité sur les sujets portés par les deux équipes
originelles.

Durant ces 3 années, afin de conserver une continuité logique des travaux de I'équipe, je
me suis tout naturellement intéressé aux stress engendrés par les métaux chez P. putida
et au stress rencontré en cours d’infection de plante chez D. dadantii. Ces stress ont déja
été étudiés a plusieurs reprises chez ces espéces mais tres peu par une approche globale.
Quelques banques de mutants, peu denses, ont déja été criblées chez P. putida mais
jamais chez D. dadantii. Afin de caractériser tous les déterminants génétiques
nécessaires a la résistance aux stress évoqués chez ces deux especes, le méme outil
présenté en introduction, le Tn-seq, a été utilisé.

En début de thése, mes travaux étaient les seuls a utiliser la technique de Tn-seq sur la
souche P. putida et sur les phytopathogenes. Depuis peu, le Tn-seq a été utilisé lors de
I'étude de stress a des composés aromatiques chez P. putida et sur I'étude des genes
importants pour la croissance d'un phytopathogéne dans la plante [260]. Ces travaux
montrent que le Tn-seq est un bon outil dans I'étude du stress notamment chez nos deux

organismes modeles.

Le premier article présenté par la suite porte sur I'étude des genes indispensables a la
croissance de D. dadantii dans le modele endive. Pres de 100 génes essentiels ou
importants pour la survie du pathogene dans I’h6te ont été mis en évidence. Parmi eux,
de nombreux genes déja connus dans la littérature pour leur roéle dans la virulence ont
ainsi été révélés, validant notre crible. Cependant, de nombreux génes dont la fonction

dans la virulence n’était pas connue ont aussi été découverts.

102



Le second article qui est présenté porte sur I'étude du stress métallique chez la bactérie
du sol P. putida. Cette souche possede de nombreux systemes de résistance aux métaux.
Notre étude a pu mettre en évidence l'implication de geénes dans la résistance aux
meétaux, dont des genes de fonction inconnue ainsi que plusieurs régulateurs de réponse
qui pourraient participer a de nouvelles voies de résistance au stress métallique
jusqu’alors inconnues. Une fois encore, des génes déja connus dans la littérature pour
étre impliqués dans la résistance aux métaux ont été révélés. Les résultats obtenus
apportent une vision plus aboutie des mécanismes de résistance aux métaux chez les
bactéries.

Une grande partie des genes de résistance aux stress découverts dans ces deux études
ont été validés par une approche ciblée en criblant des mutants de délétion. Bien qu’a
premiere vue éloignée, les mécanismes de réponses au stress métallique et a la réponse
de I'hote peuvent s’entrecouper tant le role des métaux dans les interactions hote
pathogene est important (compétition pour l'acquisition des métaux essentiels et

utilisation des métaux par la plante comme agents antimicrobiens) (voir chapitre 2).

2. Choix des modeles de micro-organismes

Le choix des modeles de microorganismes s’est porté selon plusieurs criteres.

L’étude de la réponse au stress engendré par un excés d’ions métalliques nécessite
l'utilisation d’'une souche environnementale qui fait face a des fluctuations d’ions
métalliques dans son milieu de vie. Pour cela, nous avons décidé d’étudier Pseudomonas
putida, une bactérie du sol fréquemment isolée de sols pollués par les métaux et autres
composés aromatiques.

De maniére générale, I'utilisation de l'outil Tn-seq nécessite l'utilisation de souches
séquencées et annotées. De plus, les souches remplissant ce critére nécessitent d’étre
mutagénisables assez facilement afin d’obtenir une banque de mutants la plus dense
possible. Pour ces raisons, nous avons sélectionné P. putida KT2440, une souche
séquencée et annotée, comme moyen d’étude. Elle est de plus facilement manipulable
génétiquement: conjugable, transformable par des approches classiques
(électroporation), capable de répliquer des plasmides a origine de réplication différente,

sensible a plusieurs antibiotiques pour la sélection. Il est aussi facile de créer des
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mutants de délétion par le systeme de contre sélection sacB. Enfin, P. putida n’est pas
pathogéne. Pour toutes ces raisons, cette souche est un tres bon modele d’étude pour la
recherche de nouveaux mécanismes de résistance aux métaux.

L’étude des genes indispensables a la croissance chez une plante hote a été réalisée chez
D. dadantii, un pathogéne de nombreuses plantes d'intérét économique et émergent en
Europe. La souche utilisée est D. dadantii 3937, sélectionnée selon les criteres
précédemment évoqués : séquencée, annotée et facilement manipulable génétiquement.
De plus, cette souche est capable d’infecter divers hotes, ce qui peut étre tres utile afin
de déterminer les facteurs de virulence généraux a différents hotes dans de futures

études.

3- Choix de I'outil Tn-seq

Pour vivre dans un environnement aux conditions changeantes, les bactéries possedent
des genes impliqués dans la résistance a différents stress : pH, osmotique, oxydatif etc...
En général, I'expression de ces genes est activée lorsque le stress est rencontré, ce qui
permet leur identification en effectuant un transcriptome ou protéome de la bactérie en
absence ou en présence du stress étudié. Néanmoins, nous pensons que les bactéries
possedent également des geénes requis pour la croissance en présence d’un stress mais
dont le niveau d’expression reste inchangé. A titre d’exemple, certains produits de ces
genes pourraient étre impliqués dans la fabrication de la paroi bactérienne la rendant
naturellement et constamment plus imperméable aux ions métalliques. Pour
caractériser I'’ensemble des déterminants génétiques impliqués dans la résistance a un
stress particulier, la transcriptomique et la protéomique sont des techniques limitées.
De plus, la nature des génes impliqués dans la résistance peut étre spécifique d'un stress
en particulier et comprendre I'ensemble des mécanismes de ces résistances nécessite
alors de tester de tres nombreuses conditions rendant ce type d’approche fastidieux en
absence d'une technique appropriée. Pour toutes ces raisons, nous avons décidé
d’utiliser l'outil Tn-seq afin de déterminer rapidement et efficacement tous les
déterminants génétiques dans plusieurs conditions données. Les génes sur/sous
exprimés ainsi que ceux dont I’expression reste inchangée peuvent étre détectés comme

importants/essentiels a une condition donnée. Ce crible Tn-seq a permis de rechercher
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des mutants incapables de survivre ou de se multiplier en présence de métaux chez P.
putida ou dans la plante chez D. dadantii. Néanmoins cette technique a ses limites et ne
permet pas de détecter les genes essentiels dont les produits seraient utilisables par la

communauté bactérienne, comme des sidérophores ou d’autres protéines sécrétées.
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Author summary

Identification of the virulence factors of plant pathogenic bacteria has relied on the test of
individual mutants on plants, a time-consuming process. Tn-seq is a very powerful method
for identifying those genes required for bacterial growth in their host. We used this method in
a soft-rot pathogenic bacterium to identify the genes required for the multiplication of
Dickeya dadantii in chicory. About 100 genes were identified showing decreased or
increased fitness in the plant. Most of them had no previously attributed role in plant-bacteria
interaction. Following our screening, in planta competition assays confirmed that the uridine
monophosphate biosynthesis pathway and the purine biosynthesis pathway are essential to
the survival of Dickeya dadantii in the plant since the mutants Acard, ApurF, ApurL, AguaB
and ApyrE are unable to survive in the plant in contrast to the WT bacterium. This study also
demonstrates that the biosynthetic pathways of leucine, cysteine and lysine are essential for
bacterial survival in the plant and that RsmC and GcpA are important in regulating the
infection process since the mutants ArsmC and AgcpA are hypervirulent. Finally, our study
shows that D. dadantii flagellin is glycosylated and that this modification confers fitness to
the bacteria during plant infection. Assay by this method of large collections of
environmental pathogenic strains now available will allow an easy and rapid identification of

new virulence factors.

Introduction

Dickeya are broad-host range phytopathogenic bacteria belonging to the
Pectobacteriaceae family (Adeolu et al., 2016) that provoke the soft rot disease on many plant
species. They are the cause of considerable losses of economically important crops such as
potato, chicory and ornamentals. Studies and identification of the virulence factors of these

bacteria have been mostly performed on the model strain D. dadantii 3937 and they have
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focused mainly on three aspects known to be important for disease development: plant cell
wall degrading enzymes, the type III secretion system and iron metabolism (Charkowski et
al., 2012). Secretion of plant cell wall degrading enzymes has long been identified as the
main bacterial virulence factor. Many studies have focused on the identification and
characterization of these secreted enzymes, mostly pectinases (Hugouvieux-Cotte-Pattat et
al., 1996), of the regulators controlling their production (kdgR, pecS, pecT, hns, gacA),
(Condemine & Robert-Baudouy, 1991, Reverchon ef al., 1994, Surgey et al., 1996, Nasser et
al., 2001, Lebeau et al., 2008) of the genes whose expression is coregulated with that of the
secreted enzyme genes (Condemine et al., 1999, Reverchon et al, 2002), and of the
mechanism of their secretion by the type II secretion system (Condemine et al., 1992).
Although of less importance for Dickeya virulence, the same type of approach has been used
to identify type III secretion system regulators and effectors (Yang et al., 2002); (Li et al.,
2015); (Yang et al., 2010). Moreover, the struggle for iron within the plant is strong. D.
dadantii acquires this metal through the production of two siderophores, chrysobactin and
achromobactin (Franza et al., 2005, Franza et al., 1999, Franza & Expert, 1991). Omics
approaches have also been used to identify genes whose expression is induced during plant
infection (Okinaka et al., 2002, Yang et al., 2004, Chapelle et al., 2015). These studies now
provide a clearer picture of the complex network of factors required for D. dadantii virulence
(Charkowski et al., 2012, Reverchon et al., 2016). However, these methods may have missed
some important factors not targeted by the analyses such as the genes of metabolism
constantly expressed at the same level but nevertheless essential to the survival of the
bacterium in the plant. Libraries of transposon-induced mutants were tested on plants to find
mutants showing reduced virulence with Pectobacterium carotovorum and atrosepticum, two
other soft rot enterobacteria (Hinton et al., 1989, Pirhonen et al., 1991, Lee et al., 2013).

These studies identified pyrimidine, purine, leucine or serine auxotrophs and mutants
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defective in the production or secretion of exoenzymes and in motility. Other mutants with a
more complex phenotype were not characterized at this time. Moreover, the number of tested
mutants was limited by the necessity to test each mutant individually on the plant. This type
of work has never been performed on Dickeya strains. To acquire a more complete view of
the genes required for the virulence of Dickeya, we used a high-throughput sequencing of a
saturated transposon library (Tn-seq) to screen tens of thousands of random insertion mutants
of D. dadantii in a laboratory medium and during infection of chicory. Tn-Seq involves
creating large transposon libraries, growing the mutants in a control and in a selective
condition, sequencing the transposon insertion sites with next-generation sequencing,
mapping sequence reads to a reference genome and comparing the number of read in each
gene in the two conditions. Tn-seq has been extensively used to reveal the essential genes
required for mouse colonization by human pathogens Vibrio cholerae (Fu et al., 2013),
Pseudomonas aeruginosa (Skurnik et al., 2013) and Streptococcus pneumoniae (van Opijnen
& Camilli, 2012), or plant root colonization by Pseudomonas simiae (Cole et al., 2017) and
multiplication of Pantoea stewartii in corn xylem (Duong et al., 2018). This latter bacterium
relies on the massive production of exopolysaccharides to block water transport and cause
wilting. Thus, Tn-seq is a very powerful method for identifying the genes required for
bacterial growth in their host. By applying this technique to screen a D. dadantii mutant
library in chicory, we have identified metabolic pathways and bacterial genes required by a
necrotrophic bacteria for growth in planta. Among them, we found a cluster of genes required
for flagellin glycosylation, a modification known to be important for virulence in several

plant pathogenic bacteria.

Results and discussion
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Characterization of D. dadantii 3937 Himarl transposon library

Many tools are available for performing Tn-seq (van Opijnen & Camilli, 2013). For the Tn-
seq experiment with D. dadantii 3937, we used a Himar9 mariner transposon derivative
carrying Mmel restriction sites in the inverted repeats (IR) and a kanamycin resistance
cassette between the IRs (Wiles et al., 2013). We carried out a biparental mating between E.
coli and D. dadantii on M63 agar medium without a carbon source and or amino acids. We
obtained approximately 300 000 colonies that were then pooled. Subsequent DNA
sequencing (see below) showed the presence of transposon insertions in amino acid, vitamin,
purine or pyrimidine biosynthesis pathways, demonstrating that mating on M63 minimal
medium does not prevent the obtention of auxotroph mutants. To identify the essential genes,
mutants were grown in LB medium for 10 generations. Two DNA libraries were prepared
from two cultures and subjected to high-throughput sequencing. The mariner transposon
inserts into TA dinucleotides. The TPP software (Delesus et al., 2015) was used to determine
the number of reads at each TA site for each biological replicate. The D. dadantii genome has
171,791 TA sites that can be targeted by the Himar9 transposase. Pairs of biological
replicates were compared. 37,794 and 48,101 unique insertions in TAs were detected in each
sample, which corresponds to 22 and 28% density of insertion respectively (Table 1). The
average number of reads per TA was 88 and 75, respectively. The results were reproducible
with a Pearson correlation coefficient of 72% (Fig. 1A). The location of the unique insertions
showed an even distribution around the chromosome (Fig. 1C). For each gene, we calculated
a log fold change (FC) corresponding to the ratio between the measured number of reads and
the expected number of reads. The density plot (Fig. 1D) indicates that essential and non-

essential genes are easily distinguishable, confirming the good quality of our Tn-seq libraries.
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Next, gene essentiality of the Tn-seq input libraries was determined using the TRANSIT
software (DelJesus et al., 2015). We decided to use the Hidden Markov Model (HMM) which
predicts essentiality and non-essentiality for individual insertion sites since it has been shown
to give good prediction in datasets with a density as low as 20% (DeJesus et al., 2015). The
HMM analysis led to the identification of 665 genes essential for growth in LB (ES),
representing 14% of the genes of D. dadantii 3937. The transposon we used does not allow
us to distinguish between either a direct effect of the insertion or a polar effect on the
downstream genes. Goodall ef al. (Goodall et al., 2018) have shown that this technique
overestimates the number of essential genes. Thus 665 must be considered has a maximum
number of essential genes. 552 genes were categorized as Growth Defect genes (GD, i.e.
mutations in these genes lead to a loss of fitness), 129 as growth advantage genes (GA, i.e
mutations in these genes lead to a gain of fitness) and 3319 as non-essential genes (NE)

(Fig. 1D and Table S1).

Genes necessary for chicory leaf maceration. We used chicory leaf infection as a model to
identify the D. dadantii genes required for growth in plant tissues. Biological duplicates were
performed to insure the reproducibility of the results. Each chicory plant was inoculated with
107 bacteria from the mutant pool and after 2 days more than 10'° bacteria (which represents
10 generations) were collected from the rotten tissue. Sequencing transposon insertion sites in
these bacteria followed by the TPP analysis indicated a density of unique insertion in TAs
comparable to that of the input datasets (23-24%). Surprisingly, the results were more highly
reproducible than in LB with a very high Pearson correlation coefficient of 98% (Fig. 1B).
No bottleneck effect was observed since we observe a strong correlation between our
biological duplicates. This can be explained by the fact that 107 bacteria are injected directly

into the injured tissue. Since we detected 37,794 and 48,101 unique insertions in TAs in LB,
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all the mutants should be present within the leaf at the beginning of the infection.

In order to test the statistical significance of the identified genes conferring to D. dadantii a
loss or a gain of fitness in planta, we performed the RESAMPLING (permutation test)
analysis of the TRANSIT software. The RESAMPLING method is a variation of the classical
permutation test in statistics that sums the reads at all TA sites for each gene in each
condition. It then calculates the difference of the sum of read-counts between the input (LB)
and the output (chicory) datasets. The advantage of this statistical method is to attribute for
each gene an adjusted p-value (g-value). Genes with a significant difference between total
read-counts in LB and chicory achieve a g-value < 0.05. The method also calculates a log>
fold-change (log2FC) for each gene based on the ratio of the sum of read counts in the output
datasets (chicory) versus the sum of read counts in the input (LB) datasets (DeJesus et al.,
2015). Applied to our Tn-seq datasets and selecting only genes achieving a FDR adjusted p-
value (g-value) < 0.05, we identified 122 genes out of 4666 required for fitness in planta, as
shown with the volcano plot of RESAMPLING results comparing the replicates grown in LB
versus those in planta (Fig. S1). For these 122 genes, we applied an additional cutoff by
removing 20 genes with a mean read count in LB <5 (less than 5 reads on average / TA).
These 20 genes were categorized as ES or GD in LB. We also removed from the analysis 6
genes with a logoFC comprised between -2 and 2. By applying all these criteria, we retained
only 96 genes for a further analysis (Table 2). 92 of them were identified as GD genes in the
chicory (logoFC <2), and the remaining 4 as GA genes in the chicory (logo:FC >2). A possible
polar effect for genes constituting part of an operon was investigated (Table 2): if a GD gene
is upstream of another GD gene in the same operon, a polar effect of insertions in the first
gene on the second one cannot be excluded. Some of these genes, shown in bold in Table 2,

were already known to play a role in D. dadantii virulence, confirming the validity of the Tn-
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seq approach. Using the Dickeya dadantii 3937 Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
pathways database (KEGG) (Ogata et al, 1999), we discovered that certain metabolic
pathways and biological functions are very important for growth in chicory (Table S2). We

highlighted some of these in the subsequent sections of this article.

Analysis of the genes of D. dadantii required for plant colonization.

(i) Metabolism. Chicory plants appear to provide conditions in which amino acids, nucleic
acids and some vitamins (pyridoxal) are scarce. Of the 92 genes identified as GD genes in
planta, § are involved in purine and 7 in pyrimidine metabolism (Table S2). In the purine
metabolism pathway, the inosine monophosphate (IMP) biosynthesis pathway that produces
IMP from L-glutamine and 5-phosphoribosyl diphosphate is particularly important for D.
dadantii in planta since 5 out of the 10 genes of this pathway are significant GD genes in
planta (Fig. 2). IMP is the precursor of adenine and guanine and IMP can be converted into
xanthosine 5'-phosphate (XMP) by the IMP dehydrogenase GuaB. The guaB gene is also a
GD gene in planta, with a strong logoFC of -10.06 (Fig. 2). In pyrimidine synthesis, the
uridine monophosphate (UMP) biosynthesis pathway that converts L-glutamine to UMP, a
precursor of uracyl, is very important in planta since carAB, pyrB, pyrC and pyrE, involved
in this enzymatic pathway, are all required for growth in planta (Fig. 2). This pyrimidine
biosynthesis pathway is specific to bacteria. It is noteworthy that in the human pathogen S.
pneumoniae, mutants of this pathway have a fitness defect in the nasopharynx of infected
mice (van Opijnen & Camilli, 2012). Hence, it seems that the pyrimidine biosynthesis
pathway is particularly important for the multiplication of some bacterial species in the host.
Mutants in genes involved in the synthesis of sulfur-containing amino acids (cyslJQ, metB),
lysine (/ysA4) and leucine (leudBC) are disadvantaged in chicory (Table 2 and Fig. S2). These

amino acids are known to be present in low concentration in plant tissues (Azevedo et al.,
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1997). Other amino acids seem to be present in sufficient quantities for the growth of D.
dadantii auxotrophs. A low level of certain amino acids probably induces a stringent response
in the bacteria. Reduced growth in the plant of the re/4 mutant, unable to synthesize the
alarmone ppGpp, supports this hypothesis. Glucose is the main sugar in plant tissue, present
as a circulating sugar or a cellulose degradation product. Mutants in the PTS glucose
transport system genes pts/ and ptsG showed a reduced growth in bacteria (Table 2)
indicating their importance as a carbon source in planta.

Degradation of cell wall pectin by a battery of extracellular enzymes is the main determinant
of Dickeya pathogenicity. Mutants unable to produce or to secrete these enzymes by the type
II secretion system were not disadvantaged in chicory since these mutants could use for their
growth the pectin degradation compounds produced by enzymes secreted by other bacteria.
The redundancy of oligogalacturonate specific porins (KdgM and KdgN) and inner
membrane transporters (TogT and TogMNABC) allows entry of these compounds into the
bacteria even in a mutant in one of these transport systems. However, kdul mutants, blocked
in the intracellular part of the pectin degradation pathway, have limited growth in planta,
confirming the importance of the pectin degradation pathway in the disease progression.

(ii) Stress resistance. Plants are an hostile environment for the bacteria having to cope with
antimicrobial peptides, ROS, toxic compounds and acidic pH (Reverchon & Nasser, 2013).
We observed that the pump AcrABTolC, that can efflux a wide range of compounds
(Ravirala et al., 2007), is important for survival in chicory (Fig. S2). Stress can lead to the
accumulation of phospholipids in the outer membrane. This accumulation makes the bacteria
more sensitive to small toxic molecules (Malinverni & Silhavy, 2009). This phospholipid
accumulation probably occurs when the bacteria infect chicory since m/aC and mlaF mutants,
which are unable to transport phospholipid from the outer to the inner membrane, have a

reduced growth in plant. The production of exopolysaccharides (EPS) has been shown to
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protect the bacteria during the first steps of infection (Condemine et al., 1999). We observed
that 7ffG and wzx mutants unable to synthesize EPS have a growth defect in chicory. A set of
genes required to repair or degrade altered proteins (c/pA, degQ, trxB) is also important for
survival in planta. No gene directly involved in the detoxification of ROS was detected in our
analysis. However, ROS can create DNA damage. The two helicases involved in DNA repair,
UvrD and HelD, give growth advantage in plant. Osmoregulated periplasmic glycans (OPG)
are polymers of glucose found in the periplasm of &, f and y-proteobacteria. Their exact role
is unknown but their absence leads to avirulence in certain bacteria such as D. dadantii (Page
et al., 2001). This absence induces a membrane stress that is sensed and transduced by the
Rcs envelope stress response system. This system controls the expression of many genes,
including those involved in motility and those encoding plant cell wall degrading enzymes
through the RsmA-RsmB system (Bouchart ef al., 2010, Madec et al., 2014, Wu et al., 2014).
Thus, mutants defective in OPG synthesis are expected to have reduced virulence. Indeed, in
our experiment, mutants in the two genes involved in OPG synthesis, opgG and opgH were
non competitive in chicory (Table 2).

(iii) Iron uptake. D. dadantii produces two types of siderophores, achromobactin and
chrysobactin, that are required for the development of maceration symptoms in the iron-
limited environment of plant hosts (Franza & Expert, 2013). Once the iron is loaded, the
siderophores are imported into the bacteria. Import through the outer membrane requires a
specific outer membrane channel and the energy transducing complex formed by TonB ExbB
and ExbD. While the absence of synthesis of one of the siderophores can be compensated for
by the presence of siderophore secreted by other bacteria in the growth medium, mutants of
the TonB complex are totally unable to acquire iron and thus are unable to grow in the plant.

Consequently, tonB was essential in chicory while the genes coding for siderophore synthesis
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or secretion were not. Similarly a mutant devoid of the iron-loaded chrysobactin transport
gene (fct) is non-competitive.

(iv) Regulation. Mutants in several genes controlling virulence factor production show a
growth defect in the plant. The master regulator FIhDC acts as a regulator of both flagella and
virulence factor synthesis in many bacteria such as Yersinia ruckeri, Edwardsiella tarda and
Ralstonia solanacearum (Tans-Kersten et al., 2004, Jozwick et al., 2016, Xu et al., 2014). In
D. dadantii FIhDC has recently been shown to control, in addition to flagellar motility, a type
IIT secretion system and virulence factor synthesis through several pathways (Yuan ef al.,
2015). We observed that fIhC gives a certain growth advantage in chicory. In addition, we
discovered that some genes regulating f/ADC in other bacteria regulate D. dadantii virulence,
probably by controlling fIADC expression. rsmC is a poorly characterized gene in D. dadantii
but it has been studied in Pectobacterium carotovorum. It negatively controls motility and
extracellular enzyme production through modulating the transcriptional activity of FIhCD
(Chatterjee et al., 2009). HdfR is a poorly characterized LysR family regulator that controls
the std fimbrial operon in S. enterica and FIhDC expression in E. coli (Ko & Park, 2000).
rsmC mutants were overrepresented in the chicory (Fig. S2), indicating an increase in
virulence for these mutants. i#dfR conferred fitness benefits during growth in chicory and
could also act in D. dadantii as activator of flhDC expression.

The GGDEF proteins are c-di-GMP synthase and their genes are often located next to their
cognate EAL diguanylate phosphodiesterase gene. ecpC (yhjH) encodes an EAL protein that
has been shown to activate virulence factor production in D. dadantii (Yi et al., 2010). gcpA,
which is located next to ecpC encodes a GGDEF protein. The role of gcpA in D. dadantii
virulence has recently been described (Yuan et al., 2018). We observed that gcpA mutants

(Dda _03858) were overrepresented in chicory (Table 2). This increased virulence, with an
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opposite phenotype to the one described for the ecpC mutants, indicates that overproduction
of c-di-GMP could reduce D. dadantii virulence.

Of the eighteen regulators of the Lacl family present in D. dadantii, four of them were found
to be involved in plant infection (Van Gijsegem et al., 2008). One of those, LfcR, which has
been found to play a major role in the infection of chicory, Saintpaulia and Arabidopsis, was
seen to be important for chicory infection in our experiment. LfcR is a repressor of adjacent
the genes (Van Gijsegem et al., 2008). Surprisingly none of these genes appeared to play a
role in chicory infection suggesting that there are other targets of LfcR that remain to be
discovered.

Finally, it is worth mentioning that the ack4 and pta genes are GD in planta. These genes
constitute the reversible Pta-AckA pathway. The steady-state concentration of acetyl-
phosphate (acetyl-P), a signaling molecule in bacteria, depends upon the rate of its formation
catalyzed by Pta and of its degradation catalyzed by AckA (Wolfe, 2005). The GD phenotype
of D. dadantii ackA and pta mutants during infection suggests that acetyl-P might play a
crucial signaling role in the adaptation of D. dadantii to the plant tissue.

(v) Motility. Motility is an essential virulence factor of D. dadantii necessary for the bacteria
to move across the surface of the leaf, to enter the wounds and to propagate within the plant
tissue (Antunez-Lamas et al., 2009, Rio-Alvarez et al., 2015, Jahn et al., 2008). Accordingly,
all the genes required for flagella synthesis, the flagella motor and the genes regulating their
synthesis (fIhC, fIhD, fliA) (see above) are necessary for fitness during chicory infection (Fig.
S2). All the genes responsible for the transduction of the chemotaxis signal (ched, B, R, W, X,
Y and 7) also confer benefits in planta (Table 2). No methyl-accepting chemoreceptor gene
mutant was found. Like other environmental bacteria, D. dadantii encodes many such
proteins (47). They probably have a certain some redundancy in the recognized signal which

prevented their detection in our screen.
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D. dadantii flagellin is modified by glycosylation

A group of six genes located between fli4 and fliC retained our interest since insertions in one
of these genes led to a growth defect in chicory (Fig. 3A). This effect does not result from
insertions in the first gene of the group since they are not expressed in operon (Jiang et al.,
2016). Dda3937 03424 encodes an O-linked N-acetylglucosamine transferase and
Dda3937 03419 encodes a protein with a nucleotide diphospho sugar transferase predicted
activity. The others could be involved in the modification of sugars (predicted function of
Dda3937 03423: nucleotide sugar transaminase, Dda3937 03422: carbamoyl phosphate
synthase, Dda3937 03421: oxidoreductase; Dda3937 03420: methyltransferase). Their
location led us to suppose that this group of genes could be involved in flagellin
glycosylation. Analysis by SDS-PAGE of FliC produced by the wild type, and mutants in the
two glycosyltransferase genes Dda3937 03424 and Dda3937 03419, revealed that in the two
latter strains the molecular weight of the protein diminished (Fig. 3B). The molecular weight
determined by mass spectroscopy was 28,890 Da for FliCas277, 31,034 Da for FliCa3z422 and
32170 Da for the WT FIiC. Thus, the presence in the gene cluster of two glycosyltransferases
let suppose that in the wild type strain FliC is modified by multiple glycosylation with a
disaccharide. The absence of any modification did not affect D. dadantii motility (data not
shown). The flagellin of the plant pathogens Pseudomonas syringae pv tabaci and
Burkholderia cenocepacia are also glycosylated and the absence of this modification lowered
the ability of these bacteria to cause disease on tobacco and Arabidopsis, respectively
(Taguchi et al., 2010, Khodai-Kalaki et al., 2015). Accordingly, in D. dadantii, FliC

modification appears to be important for multiplication of the bacteria in the plant (Fig. 3C).

Validation of the Tn-seq results.
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To validate the Tn-seq results, we performed coinoculation experiments in chicory leaves
with the wild type strain and various mutants in GA genes (gcpA and rsmC) or GD genes
(hdfR, cIpSA, metB, fIhDC, purF, cysJ, degQ, pyrE, carA, leud, guaB, purL, lysA) in a 1/1
ratio. We calculated a competitive index (CI) by counting the number of each type of bacteria
in the rotten tissue after 24 h. We confirmed the ability of the ArsmC and AgcpA to overgrow
the wild type strain. On the other hand, the wild type strain overgrew the other in frame
deletion mutants that were tested (Fig. 4). The lowest competitive indexes were observed
with the mutants in biosynthetic pathways such as Aleud, AguaB, ApurL, AlysA.

Amino acid auxotroph mutants (Cys, Leu, Met and Lys’) tested in coinoculation
experiments could be phenotypically complemented in planta. Addition of both the non-
synthetized amino acid and the auxotroph mutant to the wound totally or almost completely
suppressed the growth defect of the auxotroph mutant in planta (Fig. 5) confirming the low
availability of certain amino acids in chicory. These results confirmed that Tn-seq is a

reliable technique to identify genes involved in plant colonization.

Conclusion

This Tn-seq experiment highlights some new factors required for D. dadantii the successful
rotting of chicory by D. dadantii. Many genes known to be important for pathogenesis were
not found in this screen because their products are secreted and can be shared with other
strains in the community. This includes all the proteins secreted by the type II secretion
system and small molecules such as siderophores and butanediol. Other categories of genes,
for example those involved in response to acidic or oxidative stresses were not found. Hence,
chicory has been described as an inadequate model for studying the response of D. dadantii
to oxidative stress (Santos et al., 2001). Similarly, the type III Arp genes were not identified

in our study. The Hrp system is not always required for D. dadantii virulence and in our
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experimental conditions (high inoculum on isolated chicory leaves) the necrotrophic
capacities of D. dadantii (production of plant cell wall degrading enzymes) are probably
sufficient on their own to provoke the disease. Our results also reveal some previously
unknown aspects of the infection process. The struggle between plant and bacterial pathogens
for iron supply has been well described. However, a competition for amino acids and nucleic
acid also seems to occur in the plant. The level of nucleic acids and of the cysteine, leucine,
methionine, threonine and isoleucine amino acids is too low in chicory to allow an efficient
multiplication of bacteria defective in their biosynthesis. Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum Pcc21 appears to encounter almost the same conditions of nutrient deprivation
when infecting Chinese cabbage (Hinton et al., 1989, Pirhonen et al., 1991, Lee et al., 2013).
Some enzymatic steps involved in their synthesis are specific to bacteria and fungi. Thus,
they could constitute good targets for the development of specific inhibitors (Thangavelu et
al., 2015) to prevent D. dadantii infections. Regulation of D. dadantii virulence has been
extensively studied (Charkowski et al., 2012, Reverchon et al., 2016). However, new
regulatory genes were also detected in this study. For example an orphan LuxR family
regulator seems to play an important role in virulence. New members of the FIhDC regulation
pathway were also detected. A few genes of unknown function remain to be studied.

D. dadantii can infect dozens of plants. In addition to chicory, D. dadantii virulence tests are
usually performed on potato plants, tubers or slices, Arabidopsis thaliana, saintpaulia and
celery. The metabolic status or reaction defenses of these model plants are all different and
the bacterial genes required for a successful infection will probably differ in each model.
Testing several of them would reveal the full virulence repertoire of the bacteria.

While Tn-seq has been used to study genes required for the infection of animals, there has
been no genome-wide study of the factors necessary for a necrotrophic plant pathogen to

develop and provoke disease on a plant. In addition to the genes of known function described
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in the Results section, this study identified of several genes of unknown function required for
chicory rotting. Repetition of these experiments with other strains and on other plants will

clarified whether these genes encode strain or host-specific virulence factors.

Methods

Bacterial strains and growth conditions. Bacterial strains, phages, plasmids and
oligonucleotides used in this study are described in Tables S3 to S5. D. dadantii and E. coli
cells were grown at 30 and 37°C respectively in LB medium or M63 minimal medium
supplemented with glycerol (2 g/L). When required antibiotics were added at the following
concentration: ampicillin, 100 pg/L, kanamycin and chloramphenicol, 25 ng/L. Media were
solidified with 1.5 g/L agar. Transduction with phage PhiEC2 was performed according to

(Résibois et al., 1984).

Construction of the transposon library

Five mL of an overnight culture of D. dadantii strain A350 and of E. coli MFDpir/pSamEC
were mixed and centrifuged for 2 min at 6000 g. The bacteria were resuspended in 1 mL of
M63 medium and spread onto a 0.45 um cellulose acetate filter placed on a M63 medium
agar plate. After 8h, bacteria were resuspended in 1 mL M63 medium. An aliquot was diluted
and spread onto LB agar + kanamycin plates to estimate the efficiency of mutagenesis. The
remaining culture was inoculated in 100 mL of LB medium + kanamycin and grown for 24 h
at 30°C. To confirm that the bacteria that grew were D. dadantii strains with a transposon but
without plasmid pSamEC, we checked that all the grown bacteria were kan®, amp® and
diaminopimelate (DAP) prototrophs (MFDpir is DAP"). The bacteria were frozen in 40%

glycerol at -80°C and they represent a library of about 300 000 mutants.
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DNA preparation for high-throughput sequencing

An aliquot of the mutant library was grown overnight in LB medium + kanamycin. To
identify the essential genes in LB, the culture was diluted 1000-fold in LB and grown for 6 h.
To infect chicory, the overnight culture was centrifuged and resuspended at ODgoo = 1 in M63
medium. Chicories, bought at a local grocery store, were cut in half, inoculated with 10 pL of
this bacterial suspension and incubated at 30°C with maximum moisture. After 60 h, the
rotten tissue was collected and filtered through a cheese cloth. The bacteria were collected by
centrifugation and washed twice in M63 medium. DNA was extracted from 1.5 mL aliquots
of bacterial suspension adjusted to ODgoo1.5 with the Promega Wizard Genomic DNA
purification kit. The subsequent steps of the DNA preparation methods were adapted from
Skurnik et al., 2013(Skurnik et al., 2013). All DNA gel-extractions were performed onto a
blue-light transilluminator of DNA stained with gel-green (Biotium) to avoid DNA mutation
and double-stranded breaks. 50 pg of DNA samples were digested with 50 U Mmel in a total
volume of 1.2 mL for one hour at 37°C according to the manufacturer’s instructions, then
heat-inactivated for 20 minutes at 80°C, purified (QIAquick, PCR purification kit Qiagen)
and concentrated using a vacuum concentrator to a final volume of 25 pL. Digested DNA
samples were run on a 1% agarose gel, the 1.0-1.5 kb band containing the transposon and
adjacent DNA was cut out and DNA was extracted from the gel according to the
manufacturer’s instructions (Qiaquik Gel Extraction Kit, Qiagen). This allowed recovery of
all the fragments containing genomic DNA adjacent to the transposons (1201 bp of
transposable element with 32-34 bp of genomic DNA). A pair of single-stranded
complementary oligonucleotides containing a unique 5-nt barcode sequence (LIB_AdaptT
and LIB AdaptB) was mixed and heated to 100°C, then slowly cooled down in a water bath
to obtain double-stranded adaptors with two-nucleotide overhangs. 1 ug DNA of each sample

was ligated to the barcoded adaptors (0.44 mM) with 2000 U T4 DNA ligase in a final
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volume of 50 pL at 16°C overnight. Five identical PCR reactions from the ligation product
were performed to amplify the transposon adjacent DNA. One reaction contained 100 ng of
DNA, 1 unit of Q5 DNA polymerase (Biolabs), 1X Q5 Buffer, 0.2 mM dNTPs, 0.4 uM of the
forward primer (LIB_PCR 5, which anneals to the P7 Illumina sequence of the transposon)
and the reverse primer (LIB_PCR_3, which anneals to the P5 adaptor). Only 18 cycles were
performed to keep a proportional amplification of the DNA. Samples were concentrated
using a vacuum concentrator to a final volume of 25 L. Amplified DNA was run on a 1.8%
agarose gel, the 125 bp band was cut-out and gel extracted (QIAquick, PCR purification kit
Qiagen). DNA was finally dialysed (MF-Millipore™ Membrane Filters) for 4 hours. Quality
control of the Tn-seq DNA libraries (size of the fragments and concentration) and High-
throughput sequencing on HiSeq 2500 (Illumina) was performed by MGX (CNRS
sequencing service, Montpellier). After demultiplexing, the total number of reads was

between 18 and 31 millions (Table 1).

Bioinformatics analysis:

Differences in sequencing yields between samples were normalized by randomly
subsampling each sample (i.e. rarefaction) to the lowest sequencing yield (the chicory #1
sample with 18,748,028 reads). Raw reads from the fastQ files were first filtered using
cutadapt v1.11 (Martin, 2011) and only reads containing the mariner inverted left repeat
(ACAGGTTGGATGATAAGTCCCCGGTCTT) were trimmed and considered bona fide
transposon-disrupted genes. Trimmed reads were then analyzed using a modified version of
the TPP script available from the TRANSIT software v2.0.2 (DeJesus et al., 2015). The
mapping step was modified to select only those reads mapping uniquely and without
mismatch in the D. dadantii 3937 genome (Genbank CP002038.1). Then, the counting step

was modified to accurately count the reads mapping to each TA site in the reference genome
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according to the Tn-seq protocol used in this study. Read counts per insertion were
normalized using the LOESS method as described in (Zomer et al., 2012). Finally we used

the TRANSIT software (version 2.0) to compare the Tn-seq datasets.

Strain construction. To construct the A4277 strain, gene Dda3937 03424 was amplified
with the oligonucleotides 19732+ and 19732-. The resulting fragment was inserted into the
pGEM-T plasmid (Promega). A uidA-kan® cassette (Bardonnet & Blanco, 1991) was inserted
into the unique Agel site of the fragment. The construct was recombined into the D. dadantii
chromosome according to (Roeder & Collmer, 1985). Recombination was checked by PCR.
To construct the in-frame deletion mutants, the counter-selection method using the sacB gene
was used (Link ef al., 1997). The suicide pRE112 plasmid containing 500 bp of upstream and
downstream DNA of the gene to be deleted was transferred by conjugation from the E. coli
MFDpir strain into D. dadantii 3937. Selection of the first event of recombination was
performed on LB agar supplemented with chloramphenicol at 30 pg/L. Transconjugants were
then spread on LB agar without NaCl and supplemented with 5 % sucrose to allow the second
event of recombination. In-frame deletions were checked by auxotrophy analysis and/or by
PCR (Dreamtaq polymerase, Thermofisher). In order to discriminate mutants from the wild
strain during coinoculation experiments, a GmR derivative of the WT strain was constructed
by insertion of the mini-Tn7-Gm into the a#fTn7 site (close to the g/mS gene) (Zobel et al.,
2015). A 3937 Gm® strain was made by coelectroporation of pTn7-M (Zobel et al., 2015) and
pTnS3 (Choi et al., 2008) plasmids into the D. dadantii 3937 strain. The mini-Tn7-Gm
delivered by the pTn7-M vector (suicide plasmid in D. dadantii) was inserted into the at/Tn7
site (close to the glmS gene) of the recipient strain thanks to the pTnS3 plasmid encoding the
Tn7 site-specific transposition pathway. The GmR® strain obtained was then checked by PCR

using attTn7-Dickeya3937-verif and 3-Tn7L primers (Table S5).
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Protein techniques. Flagella were prepared from cells grown overnight in LB. Bacteria
were pelleted, resuspended in 1/10 volume of water and passed 20-fold through a needle
on a syringe. Cells and cell debris were removed by centrifugation 5 min at 20 000 x g
(Shevchik et al, 1994). Proteins were analyzed by SDS-polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE). Molecular mass of flagellin was determined by MALDI-

MS at the Biopark platform at Archamps.

Celery inoculation experiments. Celeries were bought at a local grocery store. Wild Type
and A4277 (glycosylation) mutant were grown overnight in M63 + glycerol medium.
Bacteria were washed in M63 medium and the ODsoo was adjusted to 1.0. Bacteria were
diluted 10-fold in the same medium. 10 pL of the bacterial suspension were inoculated into a
hole in the leaves that had been made with a pipet tip. The wound was covered with mineral
oil and the leaves were incubated at 30°C at high humidity for 2 days (celery). The length or

the rotten tissue was measured.

Coinoculation experiments. To determine the competitive index of the mutants, the wild
type strain and the test mutant were grown overnight in M63 + glycerol medium. Bacteria
were washed in M63 medium and the ODgoo was adjusted to 1.0. Bacteria were mixed at a
1:1 ratio and diluted 10-fold. For complementation experiments in planta, the dilution was
performed in M63 medium with 1mM of the required amino acid. 10 uL of the mixture were
inoculated into chicory leaves. The wound was covered with mineral oil and the leaves were
incubated at 30 °C at high humidity. After 24 h the rotten tissue was collected, homogenized,
diluted in M63 and spread onto LB and LB + antibiotic plates. After 48 h at 30°C, the

colonies were counted. The competitive index is the ratio (number of mutant bacteria/number
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of WT bacteria) in the rotten tissue / (number of mutant bacteria/number of WT bacteria) in
the inoculum. For the genes whose absence confers a growth advantage in chicory according
to the Tn-seq experiment, in-frame deletions were realized in a WT strain. The other mutants
were constructed in the 3937 Gm® strain. This allows an easy detection of clones of the
underrepresented strain among those of the other strain.

Nucleotide sequence accession numbers. The transposon sequence reads we obtained have

been submitted to the ENA database under accession number PRJEB20574.
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Legend of figures

Fig. 1. Quality control of the Tn-seq D. dadantii 3937 libraries. (A and B) Biological
reproducibility of the Tn-seq results. Pairs of Tn-seq assay results are compared, with the
total number of reads per gene plotted. Analysis of DNA samples corresponding to two
independent cultures of the mutant pool grown (A) in LB medium (correlation coefficient R =
0.72) and (B) in chicory (correlation coefficient R = 0.98). Values represent average numbers
of reads per gene from the pairs of biological replicates. (C) Frequency and distribution of
transposon sequence reads across the entire D. dadantii 3937 genome. The localization of
transposon insertions shows no bias throughout the genome of D. dadantii 3937. (D) Density

plot of log2FC (measured reads/expected reads per gene).

Fig 2. Scheme of the purine and pyrimidine biosynthesis pathways in D. dadantii that
produce XMP (purine metabolism) and UMP (pyrimidine metabolism) from L-
glutamine. Pathways has been drawn based on the Dickeya dadantii 3937 KEGG database.
The growth defect genes in chicory that pass the permutation test (q-value < 0.05) are
indicated in red. The genes for which the GD phenotype was tested and confirmed with in
frame deletion mutants are shown in bold. The logoFC of read numbers between chicory and
LB for each gene is indicated in brackets. Some genes do not pass the permutation test (in
black) but have a strongly negative logoFC. PRPP: 5-phosphoribosyl-1-pyrophosphate ;
GAR: 5’-phosphoribosyl-1-glycinamide ; FGAM: 5’-phosphoribosyl-N-formylglycinamide ;
AIR: 5'-phosphoribosyl-5-aminoimidazole ; CAIR: 5’-phosphoribosyl-5-aminoimidazole
carboxylic acid ; SAICAR: 5’-phosphoribosyl-4-(N-succino-carboxamide)-5-aminoimidazole
; AICAR: 5-aminoimidazole-4-carboxamide ribonucleotide ; IMP: inosine monophosphate ;

XMP: xanthine monophosphate ; UMP: uridine monophosphate.
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Fig 3. Modification of FliC revealed by Tn-seq analysis and SDS-PAGE. (A) The
importance of 6 genes located between flid and fliC for growth in chicory. LogFC are
indicated in brackets. Dda3937 03425 and Dda3937 03426 are duplicated transposase genes
that have been removed from the analysis. Black arrow: GD in chicory (g-value < 0.05) ;
white arrow: genes that do not pass the permutation test (q-value > 0.05). Small arrows
indicate the presence of a promoter. (B) Analysis by SDS-PAGE of FliC produced by the
wild type (lane 1), the A3422 (lane 2) and the A4277 (lane 3) strains. (C) Maceration of
celery leaves by the Wild Type and the A4277 (glycosylation) mutant. Length of rotten tissue
was measured 48 h post infection. Boxplot were generated by BoxPlotR from 9 data points.
The calculated median value is 109 for the WT strain, 40 for the A4277 strain. Center lines
show the medians; box limits indicate the 25th and 75th percentiles as determined by R
software; whiskers extend 1.5 times the interquartile range from the 25th and 75th

percentiles. Statistical analysis were performed with the Mann—Whitney U test.

Fig 4. Competitive Index (CI) of several mutant strains. CI values were determined in
chicory leaves as described in Methods. Each value is the mean of 5 experiments. Center
lines show the medians; box limits indicate the 25th and 75th percentiles as determined by R
software; whiskers extend 1.5 times the interquartile range from the 25th and 75th percentiles
and outliers are represented by dots. n = 5 sample points. Numbers above the boxes indicate
the average competitive index in Logio. * indicates a significant difference relative to the WT

(p<0.05). Statistical analysis were performed with the Mann—Whitney U test.
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Fig 5. Complementation of auxotroph mutants in planta. Each leaf was inoculated with
10 bacteria. The length of rotten tissue was measured after 24h. Bacteria were injected into
the wounded leaf with or without amino acid. Center lines show the medians; box limits
indicate the 25th and 75th percentiles as determined by R software; whiskers extend 1.5 times
the interquartile range from the 25th and 75th percentiles and outliers are represented by dots.
n = 5 sample points. Numbers above the boxes indicate the average competitive index in
Logio. * indicates a significant difference relative to the WT (p<0.05). ** Indicates an
absence of any significant difference relative to the WT (p>0.05). Statistical analysis were

performed with the Mann—Whitney U test.

Supporting information legends

Fig S1. Volcano plot of resampling results comparing replicates grown in chicory versus
in LB. Significant hits have q < 0.05 or —logio q > 1.3. Growth defect (GD) or growth

advantage (GA) genes are indicated by a red frame.

Fig S2. Examples of essential and important genes revealed by Tn-seq. Number of reads
at each transposon location in the sample grown either in LB or in chicory. Data are averaged
from biological replicates and normalized as described in the methods section. Four regions
of the genome representative of the Tn-seq results are shown, with the predicted genes
indicated at the bottom of each panel. Peaks represent the read number at TA sites. Black
arrows represent genes that passed the permutation test (g-value < 0.05). Small arrows

indicate the presence of a promoter (A) dnaX which encodes both the tau and gamma
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subunits of DNA polymerase is represented by a grey arrow. dnaX is an essential gene in LB.
acrAB genes represented by dark arrows are GD in chicory (g-value < 0.05). (B) Essentiality
of leucine biosynthetic genes in chicory. (C) Importance of genes involved in motility for
growth in chicory. (C) Insertions in the 5’ region of nsmC confer a growth advantage for the

bacteria in chicory.

Table S1: number of genes implicated in the KEGG pathway
Table S2: raw data of the HMM and resampling analysis by transit
Table S3: bacterial strains used in this study

Table S4: plasmids used in this study

Table SS: oligonucleotides used in this study
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Figure S1
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Figure S2
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TABLE S2 Number of genes implicated in KEGG pathway

KEGG pathway Pathway No. of genes
No. implicated
ddd01100 Metabolic pathways 30
ddd02040 Flagellar assembly 19
ddd01110 Biosynthesis of secondary metabolites 15
ddd00230 Purine metabolism 8
ddd02020 Two-component system 8
ddd01120 Microbial metabolism in diverse environments 8
ddd00240 Pyrimidine metabolism 7
ddd02030 Bacterial chemotaxis 6
ddd00920 Sulfur metabolism 4
ddd00250 Alanine, aspartate and glutamate metabolism 4
ddd01200 Carbon metabolism 4
ddd00680 Methane metabolism 3
ddd01210 2-Oxocarboxylic acid metabolism 3
ddd00620 Pyruvate metabolism 3
ddd00290 Valine, leucine and isoleucine biosynthesis 3
Cationic antimicrobial peptide (CAMP)
ddd01503 resistance 3
ddd00670 One carbon pool by folate 2
ddd02060 Phosphotransferase system (PTS) 2
ddd00430 Taurine and hypotaurine metabolism 2
ddd00450 Selenocompound metabolism 2
ddd00640 Propanoate metabolism 2
ddd00660 C5-Branched dibasic acid metabolism 2
ddd00030 Pentose phosphate pathway 2
ddd00010 Glycolysis / Gluconeogenesis 2
ddd00750 Vitamin B6 metabolism 2
ddd02010 ABC transporters 2




Table S3: bacterial strains used in this study

Strain Description Reference
Escherichia coli K12
MFDpir RP4-2-Tc::(AMu1::aac(3)IV-AaphA--Anic35-AMu2::zeo) [11
AdapA::erm-pir) ArecA
DH5apir | Apir phage lysogen of DH5a Laboratory collection
Dickeya dadantii
3937 Wild type strain Laboratory collection
A3422 Dda3937_03419::Mu-kan" Laboratory collection
A4277 Dda3937_03424::uidA-kan® Laboratory collection
D7#1 D. dadantii 3937 gimS::Tn7-gent, Gent" This study
D8 3937 ArsmC This study
D10 D7#1 AdegQ, Gent" This study
D15 3937 AgcpA This study
D17 D7#1 AmetB, Gent" This study
D19 D7#1 AlysA, Gent" This study
D21 D7#1 ApurF, Gent® This study
D23 D7#1 ApyrE, Gent® This study
D25 D7#1 AclpSA, Gent® This study
D27 D7#1 AguaB, Gent" This study
D29 D7#1 AleuA, Gent® This study
D31 D7#1 ApurL, Gent® This study
D33 D7#1 AcysJ, Gent" This study
D35 D7#1 AhdfR, Gent" This study
D37 D7#1 AflhDC, Gent® This study
D39 D7#1 AcarA, Gent® This study

1. Ferriéres L, Hémery G, Nham T, Guérout A-M, Mazel D, Beloin C, et al. Silent mischief:
bacteriophage Mu insertions contaminate products of Escherichia coli random
mutagenesis performed using suicidal transposon delivery plasmids mobilized by
broad-host-range RP4 conjugative machinery. J Bacteriol. 2010;192: 6418—6427.



Table S4: plasmids used in this study

Plasmid Description Reference
pSAM-Ec Suicide mobilizable vector; Amp", Km" resistance gene | [1]

bordered by mariner inverted repeat sequence

containing Mmel restriction site, himar1-C9

transposase gene under the control of Plac.
pRE112 Suicide vector for allelic exchange in D. dadantii 3937, | [2]

Cm® sacB, oriT RP4
pTn7-M Km"™ Gm", ori R6K, Tn7L and Tn7R extremities, [3]

standard multiple cloning site, oriT RP4
pTNS3 Ap®, ori R6K, TnsABCD operon, oriT RP4 [4]
pRE112 AcysJ Dickeya dadantii 3937, cysJ deletion plasmid, Cm" This study
pRE112 AgcpA Dickeya dadantii 3937, gcpA deletion plasmid, Cm" This study
pRE112 AdegQ Dickeya dadantii 3937, degQ deletion plasmid, Cm" This study
pRE112 AflhDC Dickeya dadantii 3937, flhDC deletion plasmid, Cm" This study
pRE112 AguaB Dickeya dadantii 3937, guaB deletion plasmid, Cm" This study
pRE112 AmetB Dickeya dadantii 3937, metB deletion plasmid, Cm" This study
pRE112 AlysA Dickeya dadantii 3937, lysA deletion plasmid, Cm~ This study
pRE112 ApyrE Dickeya dadantii 3937, pyrE deletion plasmid, Cm" This study
pRE112 ApurL Dickeya dadantii 3937, purL deletion plasmid, Cm" This study
pRE112 ApurF Dickeya dadantii 3937, purF deletion plasmid, Cm" This study
pRE112 AcarA Dickeya dadantii 3937, carA deletion plasmid, Cm" This study
pRE112 AclpS/A Dickeya dadantii 3937, clpS/A deletion plasmid, Cm" This study
pRE112 AhdfR Dickeya dadantii 3937, hdfR deletion plasmid, Cm" This study
pRE112 AleuA Dickeya dadantii 3937, leuA deletion plasmid, Cm" This study
pRE112 ArsmC Dickeya dadantii 3937, rsmC deletion plasmid, Cm" This study

1. Wiles TJ, Norton JP, Russell CW, Dalley BK, Fischer KF, Mulvey MA. Combining
quantitative genetic footprinting and trait enrichment analysis to identify fithess
determinants of a bacterial pathogen. PLoS Genet. 2013;9: e1003716.

2. Edwards RA, Keller LH, Schifferli DM. Improved allelic exchange vectors and their use to
analyze 987P fimbria gene expression. Gene. 1998 Jan 30;207(2):149-57.

3. Zobel S, Benedetti |, Eisenbach L, de Lorenzo V, Wierckx N, Blank LM. Tn7-Based
Device for Calibrated Heterologous Gene Expression in Pseudomonas putida. ACS Synth
Biol. 2015 Dec 18;4(12):1341-51.

4. Choi KH, Mima T, Casart Y, Rholl D, Kumar A, Beacham IR, Schweizer HP. Genetic tools
for select-agent-compliant manipulation of Burkholderia pseudomallei. Appl Environ
Microbiol. 2008 Feb;74(4):1064-75



Table S5: oligonucleotides used in this study

Oligonucleotide | Sequence® Reference
19732+ GTGACCATGCCAGATACACAACC This study
19732- TCACAACAGGTTCTTTAACGCATC This study
LIB_AdaptT TTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTNN (8]
LIB_AdaptB AGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAA (8]
LIB_PCR_5 CAAGCAGAAGACGGCATACGAAGACCGGGGACTTATCATCCAACC | [5]
TGT
LIB_PCR_3 AATGATACGGCGACCACCGAACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTT | [9]
CCGATCT

rsmC-sacl-up CATGAATTCCCGGGAGAGCTCGGACGATATGATCAAACAAG This study
rsmC-start-rev TGACGCCATCAGACTCATATGTCCTCTGCTTC This study
rsmC-stop-fwd ATGAGTCTGATGGCGTCATAAAACCGGATG This study
Kpnl-rsmC CAAGCTTCTTCTAGAGGTACCATCGCTCAGGGACACGACC This study
pyrE-Sacl-up CATGAATTCCCGGGAGAGCTCATTGGATTGCGATGTGTTG This study
pyrE-start-rev TTACACGCCGAAATAGGCTTTCATGACTCCCTC This study
pyrE-stop-fwd ATGAAAGCCTATTTCGGCGTGTAAAACAGTTC This study
pyrE-Kpnl-dwn CAAGCTTCTTCTAGAGGTACCTGACAGCCTGATCGAATTTATTG This study
purL-Sacl-up CATGAATTCCCGGGAGAGCTCGAATCGTTTGGCCAGTTCG This study
purL-start-rev CCAACTGACTATTTCCATCATCTAAATTTCTCTCG This study
purL-stop-fwd TGATGGAAATAGTCAGTTGGGGTAATGCGATAAATTAATG This study
purL-Kpnl-dwn CAAGCTTCTTCTAGAGGTACCTCGCCCGATGTGTGATAAAG This study
purF-sacl-up CATGAATTCCCGGGAGAGCTCATTGGATTGCGATGTGTTGC This study
purF-start-rev CACGCCGAACTGGGCTTTCATGACTCCCTCTC This study
purF-stop-fwd ATGAAAGCCCAGTTCGGCGTGTAAAACAG This study
purF-Kpnl-dwn CAAGCTTCTTCTAGAGGTACCCGCATCAACCTGATTCTG This study




carA-Sacl-up CATGAATTCCCGGGAGAGCTCGCTTGATGATATATAAACGGGAAG | This study
carA-start-rev ATTATTTGGTGTTTGACTTAATCAAAACACCCTCC This study
carA-stop-fwd GATTAAGTCAAACACCAAATAATCAGAATCCG This study
carA-Kpnl-dwn CAAGCTTCTTCTAGAGGTACCGATCTTCCGCTTTATCGATGG This study
clpS-Sacl-up CATGAATTCCCGGGAGAGCTCTGGTGCACGGTGAATTG This study
clpS-start-rev TCAGTGAACACTATGATTTCCCATCTTCTATCC This study
clpA-stop-fwd GGAAATCATAGTGTTCACTGAGTGAATTGAATACG This study
clpA-Kpnl-dwn CAAGCTTCTTCTAGAGGTACCGAGGATTCGATGGCCAAAG This study
hdfR-Sacl-up CATGAATTCCCGGGAGAGCTCATGAACCCAATCTTGCATCA This study
hdfR-start-rev GCTATGTTCAGTTTCCTCCAAAAAATTTTATCGTCATG This study
hdfR-stop-fwd TTGGAGGAACTGAACATAGCTTCTTAAACCAC This study
hdfR-Kpnl-dwn CAAGCTTCTTCTAGAGGTACCAATCGGTGGTGCGGTAGTTC This study
cysJ-Sacl-up CATGAATTCCCGGGAGAGCTCTCAAAGCGGGCATGTTGATA This study
cysJ-start-rev CTCTCTGATACGAAGTTGTCATTGTGGTATCG This study
cysJ-stop-fwd ATGACAACTTCGTATCAGAGAGATGTGTACTAATGAGC This study
cysJ-Kpnl-dwn CAAGCTTCTTCTAGAGGTACCACTCCACCGGGTTAGAGGTG This study
gcpA-Sacl-up CATGAATTCCCGGGAGAGCTCAGCAATCATAAGAGAAAGAACTG This study
gcpA-start-rev GTTTACTGGTGATCGAACAAATCGCATCACTG This study
gcpA-stop-fwd TTGTTCGATCACCAGTAAACGCCGATTCG This study
gcpA-Kpnl-dwn CAAGCTTCTTCTAGAGGTACCGACGCCAGTGAAAACAAG This study
degQ-Sacl-up CATGAATTCCCGGGAGAGCTCTCAGGAACTGGTCAGCCACT This study
degQ-start-rev CAACAGATACATTGATTGTTAACTCTCTCACGA This study
degQ-stop-fwd GTTAACAATCAATGTATCTGTTGCTGCGTTAAGC This study
degQ-Kpnl-dwn CAAGCTTCTTCTAGAGGTACCAGATCGGTCAGGCTGTCT This study
flhDC-Sacl-up CATGAATTCCCGGGAGAGCTCTGGTTGTAGAGTCGCGGTTT This study

flhDC-start-rev

ACTGCATGAGAGGTACCCATATTCCCATC

This study




flnC-stop-fwd ATGGGTACCTCTCATGCAGTCTGAGCCTGATG This study
flnDC-Kpnl-dwn CAAGCTTCTTCTAGAGGTACCAGAAAGGATGCGGGGATAA This study
guaB-Sacl-up CATGAATTCCCGGGAGAGCTCATGCTTTCGGCCAGCAACT This study
guaB-start-rev AGCCCATACACGTAACATGGCAATATCTCACC This study
guaB-stop-fwd CCATGTTACGTGTATGGGCTAAGCGCGTTAC This study
guaB-Kpnl-dwn CAAGCTTCTTCTAGAGGTACCGTGGCTCATCCACACAT This study
metB-Sac1-up CATGAATTCCCGGGAGAGCTCTTCCCACGTATCCGGGTC This study
metB-start-rev TTACCTCTTGGCTTTACGCGTCATCGGTGC This study
Kpnl-metB CAAGCTTCTTCTAGAGGTACCAGGAAGGTACGGGCATCC This study
metB-stop-fwd GACGCGTAAAGCCAAGAGGTAACAATGAGTG This study
lysA-Sac1-up CATGAATTCCCGGGAGAGCTCAGATTGAGCGCCGGGTAAC This study
lysA-start-rev CACCCGCTCGTGTGGCATGGATATCGTACC This study
Kpnl-lysA CAAGCTTCTTCTAGAGGTACCGATCGATTATCTGGTGCAGC This study
lysA-stop-fwd ATGCCACACGAGCGGGTGTAACCGCTC This study
leuA-Sac1-up CATGAATTCCCGGGAGAGCTCGAGCAATCTGCTGCTGAATG This study
leuA-start-rev TCACACTGTTTGGTTCATCGGTCTGGTTCC This study
Kpnl-leuA CAAGCTTCTTCTAGAGGTACCTCGAAACGGTGATACACCTC This study
leuA-stop-fwd ATGAACCAAACAGTGTGATGACCAAGAGTTAC This study
attTn7-3937-verif CGAATAGGGTTTCACGACAAAG This study
3-Tn7L ATTAGCTTACGACGCTACACCC This study

@ restriction sites are underlined and in bold ; homology region with the pRE112 plasmid are in italic

5. Skurnik D, Roux D, Aschard H, Cattoir V, Yoder-Himes D, Lory S, et al. A comprehensive analysis

of in vitro and in vivo genetic fithess of Pseudomonas aeruginosa using high-throughput
sequencing of transposon libraries. PLoS Pathog. 2013;9: e1003582.







4.1.1 Introduction d’article

Les entérobactéries qui provoquent la pourriture molle, tels que Dickeya et
Pectobacterium, sont des pathogenes qui causent des maladies sur de nombreuses
plantes d’intérét économique. Ces pathogenes sont émergents en Europe. La plupart des
travaux cherchant a identifier de nouveaux facteurs de virulence s’intéressent pour la
plupart aux enzymes de dégradation de la paroi végétale sécrétées par le systeme de
sécrétion de type 2. Durant de nombreuses années, 'identification de facteurs de
virulence des pathogenes de plantes a été permise par l'utilisation de mutants
individuels et par l'infection d'une plante hoéte. Cette derniere méthode est tres lente
surtout si un grand nombre de mutants sont testés individuellement. La
transcriptomique et la protéomique sont également utilisées mais permettent seulement
'identification de genes sur ou sous exprimés durant l'infection. Les genes importants
pour la survie dans la plante mais dont le niveau d’expression reste inchangé ne sont pas
détectés. Afin d’identifier de nouveaux facteurs de virulence ou du moins des genes
importants pour la croissance in planta, nous avons réalisé un crible par Tn-seq apres
infection d’'une banque de mutants de Dickeya dadantii dans I'endive. Cette technique
permet la détection de mutants ayant un défaut ou un avantage de croissance dans la
plante.

Nous avons identifié prés de 100 génes dont I'absence de fonction provoque un défaut
ou un avantage de croissance dans la plante. La plupart d’entre eux n’ont pas de role
connu dans la virulence. De plus, les facteurs de virulence découverts dans notre étude
peuvent différer des précédentes études car les facteurs sécrétés (sidérophores,
enzymes dégradation de la paroi végétale et autres métabolites) ne sont pas détectés
par ce type d’approche.

De nombreux genes déja connus pour étre impliqués dans la virulence de Dickeya
dadantii chez la plante ont été révélés par notre étude. Le role central de la cascade de
signalisation initiée par FIhDC dans le controle de la virulence de Dickeya a été souligné
avec l'identification de nouveaux membres de cette voie de régulation tels que RsmC
comme régulateur négatif de FIhDC, HdfR comme régulateur positif de FIhDC et enfin
GcpA (une c-di-GMP synthase) dont I'absence fonctionnelle favorise I'infection. D’autres
régulateurs, ne faisant a priori pas partis de la cascade de signalisation de FIhDC ont été

révélés. LfcR, un régulateur transcriptionnel dont le role dans la virulence reste a
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déterminer est important pour la virulence. Enfin, la gestion du pool d’acétyle phosphate
par AckA/PtA, une molécule signal chez les bactéries, semble jouer un role de
signalisation majeur dans I'adaptation de Dickeya aux tissus de la plante.

De nombreux genes impliqués dans le métabolisme des acides aminés et des acides
nucléiques sont également tres importants pour l'infection. En effet, quinze geénes
impliqués dans le métabolisme des purines et pyrimidines sont essentiels a une
infection réussie. Ceci a permis de souligner I'importance de la voie de biosynthese
d'inosine monophosphate (IMP) et d’'uridine monophosphate (UMP) pour Ila
pathogénese. Des geénes de biosynthese d’acides aminés (cystéine, lysine, méthionine et
leucine) sont tous aussi importants durant l'infection. RelA, 'activateur de la réponse
stringente chez les bactéries a ainsi été revélé essentiel durant I'infection.

Plusieurs genes de réponse aux stress variés, rencontrés dans la plante, sont importants.
Nous avons par exemple mis en évidence I'importance de la pompe a efflux AcrABTolC,
d’'un ensemble de protéines réparatrices ou dégradatrices de protéines altérées (ClpA,
DegQ, TrxB) ou encore de protéines de réparation de I’ADN (UvrD, HelD). De plus, des
facteurs de virulence bien connus comme OpgG/H se sont montrés indispensables a la
croissance au sein de I'hote.

Notre crible a aussi souligné I'importance cruciale de s’approvisionner en fer lors de
I'infection. Les mutants des transporteurs des sidérophores TonB ExbB/D sont ainsi non
compétitifs dans I’endive.

La mobilité bactérienne apparait également essentielle. De nombreux génes impliqués
dans la synthése du flagelle, son moteur, le chimiotactisme (ched, B, R, W, X, Y, Z) et les
genes de régulation (flhC/D, fliA) associés sont nécessaires durant l'infection. De plus,
notre étude a pu mettre en évidence I'importance de la glycosylation des flagelles, qui
bien que non essentielle a la mobilité bactérienne est importante pour 'infection.

Enfin, de nombreux genes ont un score de log2FC<-4 qui est non significatif d’aprés le
test statistique de permutation. Parmi ceux ci, on retrouve des génes impliqués dans la
biosyntheése d’acides aminés et d’acides nucléiques (cysH, ilvC, pyrF, pyrD, purC, thrC,
metA, cysK, lysC), dans la synthése du flagelle et le contrdle de la mobilité bactérienne
(flg], flio, flgC, f1iS, flgG, flgA, flgL, cheW, fliN, fliP, fliK, fliG, fliN), dans le métabolisme de la
pectine et du glucose (kduD, pgi), de la glycosylation du flagelle (vioA) et de la régulation

(zur, ecpC). Tous ces genes pourraient étre importants pour la croissance in planta.
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La premiere partie de I'étude porte sur la facon dont le Tn-seq a été utilisé sur une
banque de mutants de Dickeya: caractérisation de la banque, crible réalisé et traitement
informatique pour l'identification des genes. La seconde partie analyse les genes requis
pour la colonisation de la plante héte. La derniere partie porte sur la validation des
résultats de Tn-seq par l'utilisation de mutants de délétion et des complémentations

associées.

4.1.2 Discussion

Nos résultats de Tn-seq ont mis en évidence les facteurs essentiels a la réussite de la
macération chez I'endive. De nombreux genes connus pour étre impliqués dans la
pathogénese de Dickeya dadantii n’ont cependant pas été mis en évidence. C’est le cas
des genes codant les protéines sécrétées par le systeme de sécrétion de type 2, des
sidérophores ou d’autres molécules volatiles comme le butanediol. Ceci s’explique
facilement par le fait qu'un mutant du SST2, ou d’un de ses effecteurs, par exemple, va se
développer en utilisant les composés produits par d’autres mutants non affectés dans

ces voies. On parle alors de mutants « tricheurs », comme explicité Figure 30.

Tricheur

Mutants des
effecteurs
du SST2

(]
Dégradation de

la paroi cellulaire
O [ J

Mutants du

. SST2
Pectinase

Tricheur

Figure 30 : Les mutants « tricheurs » en Tn-seq
Un mutant incapable de produire le systéme de sécrétion de type 2 (SST2) ou un de ses
effecteurs (bactéries violettes et marron) se multiplie avec d’autres mutants viables pour ces

voies (bactéries vertes), profitant alors des effecteurs relargués dans le milieu extracellulaire.
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Tres peu de génes impliqués dans la réponse au stress oxydatif ont été identifié. En effet,
les genes codants les catalases (katG/E), peroxydases (ahpCF), superoxyde dismutases
(sodA) ou encore les systemes de réparation de protéines endommagées (sufABCDE) ne
semblent pas essentiels d’apres notre crible. trxB, codant une thioredoxine reductase qui
réduit de facon indirecte la formation de ponts disulfure et empéche I'oxydation des
protéines cytoplasmiques est I'un des seuls genes révélé en plus d'uvrD et helD, dont les
hélicases produites pourraient permettre de réparer les dommages causés a ’ADN par
les ROS. Ces résultats ne sont pour autant pas surprenants car 'endive a déja été décrite
comme un modele d’étude inadéquat pour le stress oxydatif [54]. De plus, la génération
de ROS est un moyen de défense de la plante mis en place avant I'induction des CWDE
bactériens. La quantité importante de bactéries injectée dans notre crible laisse
supposer que les CWDE sont rapidement produites ce qui ne permet probablement pas

al’endive le temps d’initier cette voie de défense.

Aucun mécanisme de réponse au stress acide, rencontré en début d’infection, n’a
également été identifié dans notre étude. Le systéme CpxR, impliqué dans le stress de
I'enveloppe et connu pour répondre a un faible pH environnant est le seul des systémes
connus a conférer un défaut de croissance lorsque absent (log2FC de cpxR=-3,23) bien
que son score de logzFC soit non significatif. De méme, parmi les mécanismes mis en jeu
en réponse aux stress anaérobie et aux peptides antimicrobiens, seuls les genes arcA
(qui détecte I'état d’oxydation des ubiquinones de la chaine respiratoire et qui réprime
les génes du métabolisme aérobie, log2FC =-3,49) et sapA (systeme de transport qui
internalise les peptides antimicrobiens de la membrane et les dirige vers des voies de
dégradation, log2FC = -3) semblent respectivement jouer un réle bien que leur score de
log2FC soit non significatif également. Ceci pourrait s’expliquer selon plusieurs
hypothéses : nos conditions expérimentales (inoculum tres concentré en bactérie et
feuille d’endive isolée) seraient avantageuses pour Dickeya qui n’a besoin d’activer que
peu de systemes de résistances aux stress avant la mise en place de sa stratégie
d’infection. Seconde hypothese, les systemes de résistance seraient redondants ou se
compenseraient entre eux. Ainsi, la perte d'un mécanisme ne permettrait pas forcément
la mise en place d’'une résistance la mieux adaptée a un stress mais les autres systémes
existants pour ce méme stress seraient suffisants a la survie et a la croissance de la

bactérie. Ces mutants ne seraient alors pas détectables par Tn-seq. L’hypothese des
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conditions expérimentales pourrait aussi expliquer le fait qu’aucun gene hrp du systeme
de sécretion de type 3 (utilisé pour manipuler les défenses de I'hote) n’a été détecté
dans I'analyse. Cependant, '’hypothese la plus probable est que les mutants du SST3 vont
pouvoir profiter des effecteurs produits par d’autres mutants non affectés pour cette

voie.

Bien que certains systémes de réponse a un stress déja connus dans la littérature n’aient
pas été révélés, plusieurs autres systemes ont été montrés comme importants. La pompe
a efflux AcrABTolC apparait ainsi comme importante pour effluer bon nombre de
composés toxiques [292]. L’accumulation de phospholipides au niveau membranaire est
engendreée par un stress et rend les bactéries plus sensibles aux molécules toxiques, ce
qui explique le défaut de croissance majeur des mutants des genes mlaC et mlaF
incapables d’empécher cette accumulation. D’autres systemes de défense comme la
production d’exopolysacharide ou la réparation de protéines endommagées
apparaissent tout aussi importants chez Dickeya. Ainsi, notre crible révele des lignes de
défense au stress indispensables, non redondantes et qui ne se compensent pas entre-
elles, sans lesquelles Dickeya ne peut pas survivre dans la plante.

Notre étude montre qu’une compétition entre la bactérie et la plante pour les
nutriments fait rage. Ceci est bien connu pour la captation du fer et est confirmé par la
détection des systemes de captation des sidérophores tels que tonB et fct dont les
mutants ont un défaut de croissance. Cependant, une compétition pour les acides aminés
et nucléiques se déroule également lors d'une infection. En effet, la quantité d’acide
aminé disponible, notamment la cystéine, leucine, méthionine, thréonine et isoleucine
semble trop faible dans la plante pour permettre aux mutants incapables de les
synthétiser de se développer. De méme, de tres nombreuses enzymes impliquées dans la
biosynthése d’'IMP et d'UMP, précurseurs des bases purines et pyrimidines, sont
essentielles pour la croissance de Dickeya dans l'endive. Certaines de ces voies de
synthése sont spécifiques aux bactéries et aux champignons et pourraient étre de

bonnes cibles pour le développement de nouveaux antimicrobiens.

De facon non surprenante, une grande quantité de genes impliqués dans la synthese du
flagelle, le chimiotactisme ou des systemes énergétiques mis en place pour I'actionner

sont importants lors de l'infection. Il est intéressant de noter que la mobilité reste
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importante méme lorsque les bactéries sont injectées directement dans les tissus de
I’hote, par une blessure, comme c’est le cas dans notre étude, elle n’est ainsi pas
seulement indispensable a 'entrée du pathogéne dans I'h6te ou a sa mobilité a la surface
de la plante. Ceci pourrait s’expliquer d'une part par le fait que Dickeya doit
continuellement s’échapper des tissus ou la plante installe ses mécanismes de réponses
afin d’accéder aux tissus voisins et d’autre part pour coloniser des zones non macérées.
De plus, la mobilité peut étre indispensable afin de se déplacer vers les sources de
carbone comme le glucose circulant dans les tissus ou vers les acides aminés qui sont
rares dans les tissus de la plante. La glycosylation du flagelle apparait comme essentielle
dans la pathogénese de D. dadantii dans I'endive, mais aussi dans celle de Pseudomonas
syringae pv tabaci et Burkholderia cenocepacia sur le tabac et Arabidopsis
respectivement [293], [294]. Cette glycosylation n’est pas requise pour le
fonctionnement du flagelle car les mutants de ces genes sont mobiles chez D. dadantii
(données non présentés). Cependant la glycosylation pourrait étre un moyen pour la
bactérie de se cacher des défenses immunitaires de I'hote. Les flagelles non glycosylés
pourrait ainsi étre rapidement détectés en tant que PAMP et activer les systemes de

réponses de la plante qui conduirait a une infection abortive.

La régulation des facteurs de virulence est nécessaire afin d’éviter la détection du
pathogene dans la plante trop précoce et pour permettre une macération des tissus.
FIhDC joue un réle majeur dans cette régulation en contrélant le fonctionnement des
flagelles et des facteurs de virulence comme la production des CWDE et le SST3. Outre ce
régulateur majeur déja connu chez plusieurs pathogenes comme Yersinia ruckeri,
Edwardsiella tarda et Ralstonia solanacearum, nous avons mis en évidence 'implication
d’autres régulateurs jamais décris chez D. dadantii. RsmC, qui contréle FIhDC et ainsi la
production de CWDE et du flagelle chez Pectobacterium carotovorum [295] est aussi
important chez Dickeya. HAfR est le second régulateur mis en évidence chez Dickeya et
contrdlant 'expression de FIhDC chez E. coli [296] (Figure 31).

D’autres niveaux de régulation connus, comme GcpA et EcpC, contrdlant le pool de c-di-
GMP ou AckA/PtA contrélant le pool d’acetyle phosophate, qui ont un réle important
dans la virulence de D. dadantii sont retrouvés par notre crible [297]-[299]. Une forte
concentration de c-di-GMP réprime l'activité de RpoN impliquée dans la mise en place

de la virulence par le SST3. Comme le SST3 n’apparait pas important dans notre crible
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mais que les genes gcpA (log2FC =+5,23), ecpC (log2FC = -5,74) et rpoN (log2FC = -3,4)
sont importants pour la pathogénese bien que leur score de log2FC ne soit pas toujours
significatif (seul gcpA I'est parmi les trois), il est probable que ces trois genes participent

a une autre voie régulant les facteurs de virulence (Figure 31).

LfcR est un régulateur régulant les génes qui lui sont adjacents [300] et qui apparait
aussi comme essentiel pour la virulence de Dickeya. Cependant, aucun des genes
adjacents qu’il régule n’est essentiel d’apres notre crible (log:FC >-1). Ceci indique que
LfcR régulerait d’autres genes probablement impliqués dans la virulence de Dickeya. La
détermination de ses cibles pourrait conduire a décrire de nouveaux facteurs de
virulence. Un schéma bilan des voies de régulation des systemes de virulence mise en
évidence par notre crible est présenté Figure 31. D’autres régulateurs, au score de
log2FC non significatif dans notre crible mais dont I'implication dans la virulence a déja
été prouvée sont indiqués. C’'est le cas de PecS/T [301][302], des régulateurs négatifs de
virulence bien connus chez D. dadantii (Figure 31).

Un autre régulateur négatif de la famille LuxR est mis en évidence dans notre crible mais
dont les cibles sont inconnues : Dda3937_00840. La détermination de ses cibles pourrait
une fois de plus permettre de déterminer de nouvelles voies controlant la virulence de

Dickeya.

zur (logz2FC=-11,27) code un régulateur qui semble avoir une importance capitale pour
la multiplication de D. dadantii dans 'endive malgré un score de log2FC non significatif.
Zur est un régulateur qui lie des ions Zn?* en tant que cofacteur et qui réprime les genes
znuABC responsable de I'entrée du zinc dans la cellule. Malgré son role essentiel de
cofacteur, le zinc en forte concentration exerce une activité antimicrobienne [105],
[303], [304]. Son activité antimicrobienne peut étre directe, en se liant directement et de
facon aspécifique a des enzymes. Le zinc conduit aussi a une hypersensibilité
bactérienne en génant I'import d’autres métaux essentiels comme le manganese [305],
[306]. Chez 'Homme, le systeme immunitaire inné utilise le zinc comme un puissant
antimicrobien au sein du phagolysosome. C’est notamment un des systeme de défense
utilisé contre les pathogeénes M. tuberculosis ou S. typhimurium lors d’une infection
[307]. Au sein de la plante, Dickeya doit probablement faire face a un exces d’ions Zn?2*,

puissant antimicrobien utilisé par la plante comme systéme de défense. Ceci indique que
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Dickeya a besoin de se prémunir d’un exces d’ions zinc dans sa cellule afin de survivre et

de continuer son cycle infectieux.

L’utilisation de I'outil Tn-seq sur les phytopathogenes n’est encore pas trés répandue.
Duong et ses collaborateurs ont été parmi les premiers a utiliser cet outil sur un
pythopathogene [260]. Cette équipe a créée une banque de 40,000 mutants théoriques
(d’apres un dénombrement sur gélose) de Pantoea stewartii (précédemment appelé
Erwinia stewartii) afin de déterminer les genes nécéssaires a la croissance dans le
xyleme de mais. Cette banque de mutants a été créée via l'utilisation d'un transposon de
type mariner comme lors de notre étude. La virulence de Pantoea stewartii dépend
énormément du fonctionnement de son sytéeme de sécrétion de type 3 et de ses
effecteurs dont les genes sont portés sur des plasmides, ainsi que des protéines de
quorum sensing nécéssaires a la formation de biofilm qui va bloquer le transport de
I'eau dans le xylem. Ces facteurs de virulence sont sécrétés et ne sont donc pas mis en
évidence par Tn-seq. La plupart des génes que les auteurs ont mis en évidence codent
des protéines de la membrane externe (ex: OmpC/A), des transporteurs, des enzymes
du métabolisme (ex: Lon), des régulateurs transcriptionnels (ex: LrhA/RcsA/OmpR),
des protéines a fonction inconnue ainsi que des protéines impliquées dans 'homéostasie
du fer (ex: EfeO, DSJ_03320). L’acquisition du fer, comme dans notre crible, apparait
comme un mécanisme majeur pour le développement du phytopathogene dans son hote.
C’est également le cas de la synthese de certains acides aminés comme le prouve par
exemple le défaut de croissance des mutants des genes DSJ 05970 et DSJ 14590
impliqués dans la biosynthese de la thréonine et du tryptophane. La plante hote apparait
dans cette étude et la nétre comme un milieu carencé en acides aminés et en métaux
essentiels comme le fer. Ce phénomene est probablement une stratégie de I'hote afin de
ralentir la progression d’un pathogene. LrhA est un régulateur de la mobilité de surface
chez Pantoea stewartii. Comme chez D. dadantii, 1a mobilité est donc primordiale pour le
pouvoir pathogéne. OmpR, régulateur impliqué dans la réponse a de nombreux stress
(pH, osmotique) et contrélant les porines a oligogalacturonides KdgM/N chez D.
dadantii apparait aussi essentiel chez P. stewartii. Tout comme chez D. dadantii,
quelques systemes de réparation tels que I'hélicase RhiB et la protéine RadA jouent un
réle primordial pour la survie de P. stewartii dans le mais. La plupart des voies

nécéssaires a la survie de P. stewartii dans le mais ont aussi été mise en évidence dans
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notre crible suggérant que les grands mécanismes de survie des deux phytopathogénes

dans une plante hote sont communs.

Les goulots d’étranglements sont souvent présents lors de I'infection d’'un hote animal
ou végétale (voir partie 4.3.2). Nous avons estimé qu’un mutant sur quatre survie apres
quatre heures d’infection (la multiplication bactérienne est quasi nulle durant cette
période [211]) d’une feuille d’endive (données non présentées). Afin de minimiser ce
goulot d’étranglement lors de notre expérience de Tn-seq, plusieurs feuilles d’endive ont
été infectées par la banque de mutants de D. dadantii et la macération de I'ensemble de
ces feuilles a été récupérée puis mélangée. De cette maniere, si un mutant meurt de
maniere stochastique dans une feuille d’endive, il peut étre présent dans les autres.
Enfin, le coefficient de correlation de 0,98 obtenu apres comparaison des duplicats
biologiques indique que le goulot d’étranglement a été largement minimisé durant notre
expérience. Ce goulot d’étranglement a cependant été assez important lors d’autres
expériences de Tn-seq, notamment lors de l'’étude des génes importants pour la
colonisation des racines d’Arabidopsis thaliana par Pseudomonas simiae ou lors de la
caractérisation des genes essentiels de Pantoea stewartii ssp. Stewartii pour l'infection
du mais[260], [308]. Par exemple, BJ. Cole et ses collaborateurs ont déterminé que
seulement 100 a 1000 évenements de colonisation des racines étaient possible apres
inoculation de 107 mutants, résultant d'un étroit goulot d’étranglement dans lequel
99,99% des mutants de P. simiae utilisés sont perdus par un processus aléatoire [308].
Un goulot d’étranglement étroit conduisant a une corrélation faible entre les duplicats
biologique du Tn-seq de P. stewartii a également conduit Duong et ses collaborateurs a

traiter ces duplicats de maniéres indépendantes [260].
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Figure 31 Bilan des systemes impliqués dans la régulation des facteurs de

virulence chez D. dadantii

Les facteurs de virulence, ici noté 1 (flagelles), 2 (CDWE) et 3 (SST3) sont régulés pas un grand
nombre de protéines. FIhDC est le régulateur central et active ces trois facteurs de virulence. Il
est lui méme régulé positivement par HdfR et négativement par RsmC. FIhDC active aussi le petit
ARN rsmB qui intéragit avec RsmA afin de lever la répression sur les CWDE et les genes codants
le SST3. FIhDC active aussi EcpC qui régule négativement le pool de c-di-GMP et positivement le
facteur sigma RpoN. GcpA a lui une action antagoniste a EcpC en favorisant la synthese du c-di-
GMP. Cette voie par l'intermédiaire de HrpL active la transcription des genes du SST3. Les
répresseurs PecS/T répriment les facteurs de virulence. La voie AckA/PtA régule le pool
d’acétyle phosphate qui selon sa concentration active ou réprime les facteurs de virulence.
D’autres régulateurs comme LfcR et Dda3937_00840 ont un réle inconnu dans la virulence.
Fléche noir : activation. Barre orange: répression. Couleur rouge : génes dont le score de log:FC

est significatif en Tn-seq. Les chiffres représentent les valeurs de log2FC.
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4.1.3 Résultats additionnels

Des infections individuelles ont été réalisées sur des feuilles d’endives avec les mutants
de délétion construits dans le cadre de cette étude. Ces infections ont été réalisées de la
méme facon que les co-inoculations (voir Matériels et Méthodes), excepté qu'une seule
souche a la fois est injectée dans I'endive. Cette expérience a pour but d’observer si les
génes mutés ont un impact important sur le pouvoir pathogéne en recherchant un
retard ou une absence complete de symptome de macération. Ces résultats donnent une
idée de l'importance d’'un gene dans le pouvoir pathogene de la bactérie et sont un
premier crible afin de déterminer de bonnes cibles pour le développement potentiel
d’antimicrobiens.

Les résultats sont présentés Figure 32 sous forme de photographies apres 20 heures
d’infection et de graphiques présentant la taille de la macération sur feuille d’endive. La
souche sauvage a été utilisée comme référence. Une absence presque totale de
macération est observable pour les mutants AmetB, AflhDC, ApurF, AlysA, AglpD, AcarA,
ApurL et AguaB (Figure 32). Concernant les mutants AdegQ, AleuA, Acys] et AackA/ptA,
un phénotype intermédiaire est observé. Certaines feuilles d’endives infectées
présentent une macération importante alors que pour d’autres le phénotype est moins
marqué et ce pour le méme mutant. De plus, l'infection semble parfois avoir lieu mais
elle apparait plus lente que pour la souche sauvage. Les genes impliqués sont donc
importants pour un pouvoir pathogene optimal mais pourraient étre dispensables selon
la capacité de la plante a sa défendre. Enfin, nous n’observons pas de différence
significative pour les mutants AclpSA, AhdfR, ADda3937_03424, AgcpA et ArsmC avec la
souche sauvage. Ceci n’est pas surprenant a la vue des phénotypes peu marqués des
mutants AclpSA et AhdfR lors des co-infections (voir publication). De plus, le mutant
ADda3937_03424 présentait, a notre grande surprise, un défaut d’infection seulement
dans le céleri. Enfin, les mutants AgcpA et ArsmC, censés conférer un avantage de
croissance lors de l'infection, n’ont pas été validés lors de cette expérience. Une infection
sur des plants entiers ou avec un inoculum plus faible pourrait permettre de confirmer
leur importance dans la virulence de D. dadantii.

Ces résultats confirment I'importance majeure des voies de biosynthese des acides
aminés et acides nucléiques entre autres dans le pouvoir infectieux de Dickeya Dadantii.
Ces voies pourraient ainsi étre de bonne cible pour le développement d’antimicrobiens.

Dickeya peut infecter une dizaine d’hotes différents (pommes de terre, céleris,
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ornementales etc...). Les systemes de défense ainsi que les voies métaboliques de
chaque plante peuvent varier. Les genes requis pour l'infection de tous ces hotes
peuvent alors varier considérablement. Il serait intéressant de tester ces mutants sur de
nombreux hotes, notamment des plantes entieres, afin de déterminer les voies globales
et indispensables au pouvoir pathogene de cette bactérie.

Le Tn-seq a souvent été utilisé chez des pathogenes humains ou animaux, mais tres peu
d’études avaient été réalisées sur un pathogene de plante. Notre étude a permis
d’identifier de nombreux genes a fonctions inconnues indispensables au pouvoir

pathogene de Dickeya et pouvant étre de nouveaux facteurs de virulence.
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Figure 32: Infection d’endive par les mutants de délétion de D. dadantii.
(a) Exemples de mutants avirulents en comparaison avec la souche sauvage. (b) Macération de
feuilles d’endives apreés infection individuelle par les différents mutants de délétion ainsi que par

la souche sauvage. * : p-value <0,05 (test U de Mann Whitney).
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Abstract

Chemical waste with toxic effect are released in the environment by industrial and urban
activities. Pseudomonas putida, a rhizospheric bacterium, harbors a large variety of genes
able to tackle hydrocarbons, heavy metals or even xenobiotic compounds in its natural life
environnement. We used in this study a Tn-seq approach to determine the whole essential
genome of Pseudomonas putida to survive in presence of an excess of metals in a culture
medium. Most of studies that identify genes involved in metal resistance in P. putida are
focused in over/underexpressed genes and could so miss other genes important for metal
resistance whose expression does not change. Tn-seq allowed the detection of mutants with
reduced fitness in presence of metals. We validated our screen by the identification of known
metal resistance gene such as czcAl (PP_0043), cadA3 (PP_5139) and pcoA2 (PP_5380).
Their mutants were underrepresented in presence of zinc, cadmium and copper respectively.
In this study, we also demonstrate that PP 1663 and PP 0887 (Cd), PP_5337 (Cu) and
PP 5002 (Co) are genes involved in metal resistance in P. putida. These genes have never
before been described as having a link to metal resistance, confirming that metal resistance

mechanisms are not completely understood in P. putida.

Introduction

Pseudomonas putida is an ubiquitous saprophytic bacterium that can utilize various source of
carbons and energy. This soil microorganism was massively used as an experimental model
to studied the biodegradation of aromatic compounds or hydrocarbons (Timmis 2002; Wu et
al. 2011). This bacterium is able to colonize various habitats and was isolated from water, soil
and plant rhizosphere sometimes polluted by various compounds (Clarke 1982; Nelson et al.
2002). Complete genome analysis revealed that P. putida harbors a large variety of genes
involved in metal homeostasis or resistance, suggesting that the bacteria can survive in metal
polluted environment (Canovas et al. 2003).

Metals play a central role in the cell processes of microorganisms. Some metals such as
nickel, cobalt, copper, zinc and other are required as nutrients and are thus essential. Indeed,
they function as stabilizers of protein structures or bacterial cell walls, as catalysts for
biochemical reactions and serve in maintaining osmotic balance (Bruins et al. 2000).
However, some of them can be very toxic for cells. Metal toxicity occurs in a variety of
ways: oxidative damage due to the production of reactive oxygen species, DNA damage,

protein damage through the displacement of essential metals from their native binding sites,
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binding to respiratory enzymes, etc (Bruins et al. 2000). Although some metals are essential
for cells living, there are all toxic in excess. Concentrations of metal ions in cell should be
tightly regulated to maintain an optimal cellular activity. To maintain its metal homeostasis,
bacteria use a variety of system such as uptake/efflux of metals, chelation or sequestration
(Bruins et al. 2000). Plenty of these systems have been identified in Pseudomonas putida
which involve P-type ATPase (for instance CadA for cadmium resistance or CzcA for
cadmium, zinc and cobalt resistance), sequestration proteins (for instance CopA for copper
resistance), uptake (ZnuB/C or NiKABCDE), regulators or proteins involved in oxydo-
reduction mechanisms (Canovas et al. 2003; Miller et al. 2009; Manara et al. 2012).
Regarding to metal stresses, complete genome analysis has shown that P. putida genome
contains 61 open reading frame probably involved in metal tolerance or homeostasis and
seven more possibly involved in metal resistance (Canovas et al. 2003). Proteomic
technologies have also been employed to elucidate the response of P. putida to an inhibitory
concentration of different metals (Ray et al. 2013; Manara et al. 2012; Miller et al. 2009;
Cheng et al. 2009). These studies showed that a large number of P. putida genes are involved
in homeostasis, tolerance and resistance to a different panel of metals.

Although considered as a powerful approach, omics approaches (proteomics and
transcriptomics) are limited by detectability and by the fact that only genes whose expression
change (under/over expression) between two conditions are detectable. These approaches
may have missed some important factors not targeted by these analyses. Subsequently, more
global screens need to be performed to identify new factors involved in metal resistance in P.
putida. Screening of P. putida CD2 mutants obtained by Tn5 insertions was also realized in
presence of cadmium and confirmed and completed the overview of the P. putida stress
responses (Molina-Henares et al. 2010; Hu & Zhao 2007). However, the saturation of the Tn5
libraries was low indicating that some genes could be missed during these analyses.
Moreover, the number of tested mutants was limited by the necessity to test individual
mutant in each condition.

To have a more complete view of the genes required for the metal resistance of P. putida, we
used in this work a high-throughput sequencing of a saturated transposon library (Tn-seq) to
screen tens of thousands random insertion mutants of P. putida in presence of metals (van
Opijnen et al. 2009). Tn-seq has been used to characterize a variety of essential genes in
different conditions and different species, such as essential genes for gut human colonization
of Bacteroides thetaiotaomicron, mouse colonization by human pathogens Vibrio cholerae,

Pseudomonas aeruginosa or Streptococcus pneumoniae, tobramycin resistance genes of P.
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aeruginosa and even toxic compounds resistance genes in P. putida (Fu et al. 2013; Skurnik
et al. 2013; Gallagher et al. 2011; van Opijnen et al. 2009; Goodman et al. 2009; Calero et al.
2018). Thus, Tn-seq is a very powerful method to identify genes required for bacterial growth
in presence of a stress. However, this technology has not yet been employed to discovered
genes involved in metal resistance. By applying this technique to screen a P. putida KT2440
mutant library in presence of metals in the culture medium, we identified genes required for
growth in a cobalt, copper, zinc (essentials metals) or cadmium (non essential metal) rich
culture medium. Among them, we found czcA1l, cadA3 and pcoA2 already known to be
involved in zinc, cadmium and copper resistance respectively, validating the approach
employed. Moreover, genes never described in metal resistance were also discovered and
were validated by in-frame deletion. We thus demonstrated that PP_1663 and PP_0887 (Cd),
PP 5337 (Cu) and PP_5002 (Co) are genes involved in metal resistance in P. putida.

Results and discussion

Characterization of P. putida KT2440 Himar1 transposon library

Tn-seq screening has been performed many times with the opportunistic pathogen
Pseudomonas aeruginosa. A elegant strategy that was developed is the use of a modified
Himar9 mariner transposon derivative carrying Mmel restriction sites in the inverted repeats
(IR) and a gentamicin resistance cassette between the IRs (Skurnik et al. 2013). As Mariner
transposon inserts specifically into the genome in TA sites, the number of TA sites that can
be targeted by this transposon in P. putida KT2440 is 129,002. We used this transposon in P.
putida KT2440 to generate a pool of ~ 1,000,000 colonies. Two DNA libraries were prepared
from this pool and subjected to high-throughput sequencing. The TPP software (DeJesus et
al. 2015) was used to determine the number of reads at each TA site for each technical
replicate. 91,882 and 93,147 unique insertions in TAs were detected in each sample
sequencing, with an average numbers of 91 and 96 reads per TA respectively (Table 1). The
Tn-seq library preparation was highly reproducible with a Pearson correlation coefficient of
98% (Fig.S1). From our initial pool of mutants, the density of Tn insertion was ~ 70% and
the location of the unique insertions showed an even distribution around the chromosome
(Fig.1A). This indicates very good quality and coverage of our P. putida Tn-seq library.

Next, gene essentiality of the Tn-seq input libraries was determined with the TRANSIT
software (DelJesus et al. 2015) that use the Hidden Markov Model (HMM) method to predict
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essentiality and non-essentiality for individual insertion sites (DeJesus & loerger 2013). A
log,FC value was calculated for each gene corresponding to the ratio between the measured
number of reads and the expected number of reads. The distribution of log>,FC values show a
bimodal distribution with the left peak corresponding to putative essential genes (Fig. 1B).

Out of the 5564 genes of Pseudomonas putida KT2440 identified in the Pseudomonas
database (comprising CDS, ncRNA, rRNA, tRNA and tmRNA), the HMM analysis led to the
identification of 600 genes essential for growth onto LB agar, representing 10.8% of the
genes of P. putida KT2440. 223 genes were categorized as Growth Defect genes (GD, i.e.
mutations in these genes lead to loss of fitness), 435 as growth advantage genes (GA, i.e
mutations in these genes lead to gain of fitness) and 4458 as non-essential genes (NE) (Fig.

IB).

Screening of genes important for metal resistance.

To determine the genes involved in metal resistance in P. putida KT2440, we tested three
essential metals (copper, zinc, cobalt) and one non essential metal (cadmium). We chose the
LB rich medium in our screens instead of minimal medium to avoid the loss during growth of
auxotrophic mutants of biosynthesis pathways that could be important for metal resistance.
Cultures were made in LB rich medium supplemented with sub-inhibitory concentration of
one metal ions solution. As a control, a culture was made under the same condition without
metal in excess. For each metal, the maximum concentrations to be used have been
determined so that no difference in growth rates during the exponential phase could be
observed between the cultures (Fig. S2). We hypothesized that in these conditions, only
homeostatic mechanisms would selectively be activated rather than pleiotropic responses to
metal toxicity . In the screens in LB, metals were thus added independently at the following
subinhibitory concentration: cobalt 10 uM, copper 2.5 mM, Zinc 125 uM and cadmium 12.5
uM.

Biological replicate were performed to insure the reproducibility of the method. The cultures
were inoculated with 107 bacteria from the mutant pool. After twelve divisions in presence of
metals in the culture medium, at 28°C, the final pools of mutant were collected. Sequencing
transposon insertion sites of the final pools followed by the TPP analysis indicated that the
results were highly reproducible with a Pearson coefficient correlation > 90% for each dataset
(Figure S1).

In order to test the statistical significance of the identified genes conferring to P. putida a loss

or a gain of fitness in metal rich medium, we performed the RESAMPLING (permutation
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test) analysis of the TRANSIT software. We systematically compared the results obtained
after metal-free cultivation and after cultivation with a surplus of a metal. Applied to our Tn-
seq datasets and selecting only genes achieving a FDR adjusted p-value (g-value) < 0.05, we
identified 9 genes involved in cobalt resistance, 14 in copper resistance, 3 for zinc resistance,
8 for cadmium resistance. From these 28 genes, we applied an additional cutoff by removing
3 genes with a mean read count in LB < 2 (less than 2 reads in average per TA) and that are
classified as essential or growth defect in LB. We finally retained 25 genes for further
analysis (Fig. 2). 23 of them were classified as non essential in LB, the 2 left as growth defect
and growth advantage. Some of these genes, in bold in Figure 2, were already known to play

a role in metal resistance in P. putida, confirming the validity of the Tn-seq approach.

Analysis of the genes of P. putida required for metal resistance

Copper resistance.

We determined the essential genome of KT2440 required for copper resistance using an
subinhibitory concentration of copper (Fig. S2). The essential copper metal is required as a
cofactor for electron transport and redox enzyme systems for aerobic bacteria. Copper exists
in two different states in the bacteria, the less toxic Cu(Il) oxidised state that could be
transform in the reduced Cu(l) state under redox system, with higher toxic properties. Copper
is toxic in cells by its ability to displace other metals from essential complexes and by
binding in unspecifically manner to diverses biomolecules. 14 candidate genes were found to
be possibly involved in copper resistance.

inner membrane protein Cu+-ATPase

The role of P;z-type ATPases in copper resistance has been particularly well studied in P.
aeruginosa PAOI. Transmembrane inner membrane protein Pjg-type ATPases CopA are
responsible for cytoplasmic Cu' efflux. P. aeruginosa PAO1 owns two homologous Cu+-
ATPases, CopAlpaor (PA3920) and CopA2pp01 (PA1549). CopAlpaor was expressed in
response to high Cu (Teitzel et al. 2006; Quintana et al. 2017), and its deletion induced
copper sensitivity (Gonzalez-Guerrero et al. 2010). However, CopA2pa0; 1s not important for
copper resistance but plays a role in the loading of copper into cytochrome c¢ oxidase
subunits. Both enzymes export cytoplasmic Cu+ into the periplasm (Gonzéalez-Guerrero et al.
2010). In P. putida KT2440, only one copper Cut-ATPase is found. Encoded by PP 0586,
the protein was named CadA2 or PacS (we keep the name cadA2k2440 in the further section,

which is the name indicated in the pseudomonas database). It was previously shown that
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CadA2kr2440 1s highly produced in presence of copper in minimal salts medium (Miller et al.
2009). In our Tn-seq screen in presence of copper, cadA2xr4 mutants are strongly
disavantaged (Fig. 2 and Table 2). Interestingly, cadA2kr2440 is the orthologous gene of
CopAlpaoi, which confirms the importance of this Cu+-ATPase in the Pseudomonas genus.
In P. aeruginosa, copAlp4o; is positively regulated by CueR (Teitzel et al. 2006; Quintana et
al. 2017). This transcriptional regulation was not verified in P. putida but the operon structure
of cueRkr2440 (PP_0585) and cadA2kr2440 sSuggest that cadA2kr2440 1s regulated by CueRxr2440.
Outer membrane protein PcoB

In some bacterial species, an outer membrane porin (PcoB) appears to contribute to
periplasmic Cu+ efflux. PcoB is often found with PcoA, a putative periplasmic multi-copper
oxidase (Lee et al. 2002). PcoAB were initially described as part of a copper resistance Cop
operon in Pseudomonas syringae (Cha & Cooksey 1991). For this reason, PcoA proteins
were sometimes named CopA, whereas they are functionally different from the previously
described CopA proteins which are ATPases of the inner membrane (Cha & Cooksey 1991)
(Miller et al. 2009). In P. syringae, PcoA and pCoB binds copper (Cha & Cooksey 1991). In
P. aeruginosa, the orthologous system named PcoA/B (encoded by PA2065 and PA2064) is
induced up to 70 fold in presence of high copper sulfate concentration (Teitzel et al. 2006;
Quintana et al. 2017). In P. putida KT2440, the orthologous genes of PA2065 and PA2064
are PP_5379 (copB2) and PP_5380 (copA2) respectively. For clarity, we decided to rename
these genes pcoB2 (PP_5379) and pcoA2 (PP _5380) respectively. Mutants of these genes
harbors a growth-defect phenotypes in presence of copper (Fig. 2, Table 2). P. putida
KT2440 has a second PcoAB system encoded by PP 2204/PP 2205 but mutants of these
genes do not present any growth-defect in presence of copper. As only pcoA2/B2 seems
essential for copper resistance, the other PcoA1/B1 system may not be expressed in our
laboratory condition, or is less efficient than the PcoA2/B2 system.

pcoA2 and pcoB2 are highly transcribed after Cu treatment and PcoB2 accumulates in cells
treated with copper in P. putida KT2440 (Miller et al. 2009). In some strain of E. coli that
harbor an episomal gene cluster pcoABCDRSE, the pco operon is mediated by the PcoRS two
component system. In P. aeruginosa PAO1, PcoA/B expression is suppressed in the AcopR
strain (Teitzel et al. 2006; Quintana et al. 2017). In P. putida KT2440, we searched for the
consensus CopR binding site TGACANNNNTGTNAT and found its presence in the
intergenic region upstream copRI (PP _2158) and pcoAl (PP_2205). Since no putative CopR
binding site was detected within the promoter region of pcoA2/B2, it suggests that these
genes may be activated differently under copper stress. Nevertheless, P. putida has two CopR
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regulators, CopR1 (PP_2158) and CopR2 (PP_5383). The spatial proximity between copR2
and pcoA2/B2 suggests a probable regulation of pcoA2/B2 par CopR2. However, this
hypothesis has not been investigated so far.

It is noteworthy that pcoA2/B2 of P. putida KT2440 surround PP_5732 encoding a putative
cytochrome C oxidase. PcoA2 could thus be involved in metallation of cytochrome c
oxidases (Trasnea et al. 2016).

The Cus system

In P. putida KT2440, PP 5379 (pcoB2) and PP_5380 (pcoA2) lie adjacent to a cluster of the
5 genes copR1/S1 and cusCBAF. cusCBA encodes a putative cation/proton antiporter
spanning the outer and inner membranes, that has been proposed to be implicated in copper
and silver efflux (Céanovas et al. 2003). The two-component system CusR/S senses
periplasmic copper and regulates the Cus RND-type transport system (Outten et al. 2001;
Gudipaty et al. 2012). However, our Tn-seq datasets did not reveal any potential role of the
CusCBAF system and CopRS two-component regulatory systems in copper resistance. This
confirms an earlier observation showing that cusC expression is not activated in the presence
of copper (Miller et al. 2009). The cusCBAF operon that might be involved in copper
resistance according to casanova et al. 2003 (Canovas et al. 2003) could respond to a
different concentration of copper.

Other genes probably implicated in copper resistance

Among the other 6 genes involved in copper resistance, we found gshA (PP_0243) that
produces the glutamate cysteine ligase that form the glutamyl-cysteine from L-glutamate and
appears to be essential for copper resistance with a log2FC of -1.5 (Fig. 2 and Table 2).
Glutamyl-cysteine is itself used by gshB to produce glutathione. Glutathione is a key player
in metal homeostasis in E. coli (Helbig et al. 2008). The thiol group and cysteine residues of
glutathione can directly bind to metals ions, protected the cells from their deleterious
properties. Surprisingly, the log2FC of gshB (PP_4993) was not statistically significant for
copper resistance (Iog2FC of -1.04) (Fig. 2, Table 2). It is noteworthy that a mutant of the
proB gene (PP_0691), involved in proline biosynthesis, gives a growth advantage in presence
of copper. proB encodes the glutamate 5 kinase which transform the L-glutamate in L-
proline. However, L-glutamate is also the substrate of the glutamate cysteine ligase, produced
by gshA. As gshA gene appears to be essential for copper resistance, it is not surprising that a
proB mutant confers a growth advantage in presence of copper. htrB (PP_1735) is an other
gene essential in presence of copper in the culture medium. It is known to be involved in lipid

A biosynthesis. Membrane is the first shield against external aggression, maintaining its
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integrity is then important for cell survive in presence of copper that might oxidized the
membrane components, including LPS. PP 2767, also essential for copper resistance,
encodes an ABC transporter domain that may be involved in the extrusion of toxic
compounds. Regarding to the other genes, glt4 (PP_4194) encodes a citrate synthase enzyme
involved in the very first step of the Krebs cycle. Finally, cysH, a phosphoadenosine
phosphosulfate reductase may also be important for copper resistance. The product of this
gene catalyzed the production of sulfite from 3'-phosphoadenosine 5'-phosphosulfate (PAPS)
in a reaction involving PAPS sulfotransferase and thioredoxin or glutaredoxin intermediate.
Sulfite is a intermediate in the cysteine biosynthesis pathway, well described in E. coli
(Neuwald et al. 1992). cysH is the limiting factor in sulfur assimilation for cysteine
biosynthesis (Martin et al. 2005). It is thus not surprising to find both gsh4 and cysH genes
required for full copper resistance. Genes which belongs to the pvdMNOE operon are
involved in cross resistance to at least two metals and will be described in another section.
Our approach also missed the homolog of zitB in E. coli, named PP 0026 (czcD) which was
found to slightly respond to an inhibitory copper concentration during proteomic approaches,
as well as another copper binding protein PacZ (PP_0588) and two DNA binding regulator
encoded by czcR2/3 that were found in the same studies (Miller et al. 2009). These
differences are not surprising since the time of exposure and the concentration of copper used
were different in the two studies. Moreover, these system could be less sensitive to copper

than those revealed by Tn-seq.

Cadmium resistance.

Cadmium commonly form cations of oxidation states II. In contrast to zinc, cadmium binds
preferentially to sulfur ligands, leading to repliement difficulties for disulfide bond proteins.
Because of their similarity, zinc homeostasis and cadmium resistance mechanisms often
overlap. They shared uptake and efflux transporters and also metal responsive regulatory
proteins (Canovas et al. 2003). Cadmium can be effluxed from the cytoplasm of the bacteria
cells by different system including the known P-type ATPase CadA3 (PP_5139) (Miller et al.
2009; Leedjarv et al. 2008). cadA3, a homolog to zntA in E. coli (Canovas et al. 2003,
Nucifora et al. 1989; Rensing et al. 1997bh), was found to be involved in cadmium resistance
with a strong negative 10g2FC of -4.99. While CadA1 is non-functional in P. putida, our Tn-
seq confirmed previous observation that CadA3 conferred Cd2+ resistance and CadAl plays
no role in Cd, Zn, Cu or Co resistance (Leedjarv et al. 2008). The orthologous gene of cadA43

in P. putida CD2 was previously shown to be a major determinant of cadmium resistance (Hu
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& Zhao 2007). We also emphasized the importance of the merR regulator PP_5140 with a
strong negative 10g2FC -6.74 for cadmium resistance. This regulator is a known regulator
that respond to cadmium in P. putida (Lee et al. 2001) .These validate our Tn-seq approach in
presence of cadmium. PP_5140 was described as the putative regulator of cadA3 (PP_5139)
according to canovas et al., although this regulator does not regulate cadA4 in P. putida 06909
(Lee et al. 2001).Our study show that both PP 5740 and cadA3 genes are important for
cadmium resistance but there is no evidence of a direct regulation. We also discovered the
dsbA gene essential for cadmium resistance with a very strong negative log2FC of -7.59 (Fig.
2 and Table 2). The product of this gene is known to catalyse the oxidation of disulfide bonds
of periplasmic proteins. As a result, the cysteine residues of DsbA become reduced and the
protein must be oxidized by DsbB to be regenerated (Ito & Inaba 2008). Unsurprisingly, a
dsbA mutant was found to be sensitive to cadmium and even to zinc in E. coli (Rensing et al.
1997a) and in Burkholderia cepacia (Hayashi et al. 2000). Surprisingly, a dsbB mutant
appears to be non-essential for cadmium resistance in our test condition. It might be that
DsbA is regenerated by another system or that the DsbA quantity in the dsbB mutant is
sufficient to catalyze the oxidation of disulfide bonds of periplasmic proteins and avoid
cadmium toxic effects. The Tn-seq approach also revealed that the gene coding the sensor
RoxS (PP_0887) belonging to the two component system RoxS-RoxR (PP_0887-PP_0888)
is important for cadmium resistance. The two genes coding this two component system are
transcribed in a single unit (Fernandez-Pifiar et al. 2008). Surprisingly, unless a 1og2FC of -
3.5, the PP_0888 mutant was not statistically significant after statistical analysis. The system
belongs to the RegA/RegB family where RegA plays the role of an integral membrane sensor
histidine kinase and RegB is a sigma-54 dependent regulator. Whole-genome transcriptional
analysis has been performed to define the P. putida RoxS/RoxR regulon in LB. It includes
genes involved in amino acid and sugar metabolism, sulfur starvation response, elements of
the respiratory chain and genes participating in the maintenance of the redox balance
(Fernandez-Pinar et al. 2008). This two component system seems to be also employed in P.
putida to responds to a cadmium stress. Despite a putative RoxR recognition element
identified in promoters of genes regulated by this two-component system (Fernandez-Pifar et
al. 2008), the genes up or down regulated by RoxS/RoxR in response to cadmium remain
unknown. Finally, PP 1663 is a gene coding a putative lipoprotein of unknown function and
was revealed in cadmium resistance with the strongest log2FC of -8.22. This gene belongs to
the purM/N/PP 1663 operon. purN and purM play a role in the IMP and purine biosynthesis.

PP 1663 might be involved in the same mechanism and participate in renewal of purines in
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cell. Its role in cadmium resistance remains unclear. For the pvdM/N/E gene implication in
metal resistance, please refer to paragraph X. Interestingly, various genes known to be
involved in cadmium resistance were not revealed by our screen. For instance, the RND
complex CzcCBA (PP_0043-PP_0045) known for zinc and cadmium resistance (Canovas et
al. 2003) was not revealed. It seems like this system is not highly required for cadmium
resistance. It could it be possible that the czcABC system respond to a higher quantity of
metals and was so inactive in our condition. This hypothesis is supported with the
identification of the czCBAI genes involved in 3mM cadmium resistance during the
screening of a Tn5 mutant library in P. putida CD2 (Hu & Zhao 2007). This previous study
revealed also an unknown two component system named ColRS that was not found in our
study. In addition, the zitB gene (PP_0026) was not revealed as well (Hu & Zhao 2007). Once
again the difference in the experiments in the two study could explain this phenomenon. It
means that the system already described in literature but not found in our study are less
efficient for metal resistance at low concentration (Miller et al. 2009).

To finish, our study could identify a new transcriptional regulator of the LysR family,
PP 5337, probably involved in copper resistance. Analysis of its regulon was not performed
yet. This gene belongs to the purE/K operon involved in the inosine monophosphate (IMP)
pathway, an imidazole precursor. Its regulon might be involved in imidazole pathway,

leading eventually to the renewal of the purine pool.

Cobalt resistance.

Cobalt is a transition metals of oxidation state II. It plays an essential role for microorganisms
as cofactors for diverse metalloenzymes (Canovas et al. 2003). Cobalt toxicity relates to its
potential interference with iron and possibly manganese homeostasis. The strategy for
bacteria to survive in an environment with an excess of Co®" are usually efflux systems. A
sub-inhibitory concentration of cobalt was used to determined the genes of P. putida KT2440
involved in cobalt resistance. Cobalt resistance system were poorly described in
Pseudomonads but in greater details in other organisms. Some systems giving cobalt
resistance in other bacteria and existing in P. putida were not revealed by our screen. The
czcCBA RND system in Cupriavidus metallidurans confers resistance to Cd*", Zn*" and Co*"
(Nies 2003). However, although existing in KT2440, the CzcCBA system was only reported
to give Zn>" and Cd*" resistance (Leedjirv et al. 2008). Moreover, CzcD, a member of the
CDF family, was found to confers cobalt resistance in Ralstonia sp. Strain CH34, but in a

lesser extent that the CzcCBA system (Anton et al. 1999). czeD homologs exist in P. putida
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KT2440 (PP_0026) but do not seems to confers cobalt resistance. Interestingly, the MrdH
efflux pump (PP_2968), homolog to RcnA efflux pump from E. coli (Haritha et al. 2009) is
not revealed by our screen. Although mrdH activity is induced by cobalt, we confirm that the
efflux pump do not confer cobalt resistance (Haritha et al. 2009).

Even if no genes encoding efflux pump has been identified in our screening, a total of 9 genes
were identified that were not described previously to be required for cobalt resistance.
Although statistically significant, the uvr4, trmE and miaA genes giving a growth advantage
in presence of cobalt but with a very few quantity of reads in average per TA (reads/TA <7)
in both LB and LB+cobalt condition will not be treated in this article. Among the last 6
genes, we revealed mgt4, a magnesium transporter ATP dependant involved in active
transport of magnesium in cells. This gene presents a positive log2FC value, indicating that
the mutant gives a growth advantage in presence of cobalt in the culture medium. MgtA has
not been experimentally characterized in P. putida or E. coli but its ortholog in Salmonella
typhimurium was studied. MgtA was found to mediates the influx of nickel (II) (Smith &
Maguire 1998; Snavely et al. 1989). Although cobalt ions were not found to be transported
via MgtA in S. typhimurium, it might be the case in P. putida. Regarding this hypothesis, a
mgtA mutant defective would be better protected against cobalt. pstC (PP_5328) is another
gene coding a transport system that was revealed during our screen. PstC is a putative ATP-
dependent phosphate permease that is used when the phosphate concentration in cells are low
(Rao & Torriani 1990). Phosphate import might be used for protein, nucleic acid or ATP
synthesis into the bacteria cell to cope with cobalt toxicity. Surprisingly, a pst4 mutant in
lactococcus lactis which encodes an ABC domain of the transporter, is more resistant to
copper, zinc and oxidative stress generated by metals (Cesselin et al. 2009). pr/C, another
gene revealed by our screen encode the oligopeptidase A. It might be involved in degradation
and recycling of peptide in response to cobalt stress. g/nE whose product regulates the GInA
protein, involved in ammoniac assimilation, was also revealed as important for cobalt
resistance. Our screening revealed once again the involvement of the gsh4 gene in a metal
resistance. In the copper section, we already explained how gshA4 product can play a major
role in metal homeostasis. It is not surprising to detect gshA4 involved in a cross resistance
since it has already been described for copper (II), zinc (II) and cadmium (II) resistance in E.
coli (Helbig et al. 2008). However, it is the first time that gshA4 is described as being involved
in cobalt resistance. Finally, the Tn-seq screening in presence of cobalt identified PP 5002
gene with unknown function to date. The putative protein produced by PP 5002 contains a

DUF971 domain which could be involved in Fe-S cluster assembly. The PP 5002 product
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could plays a major role in iron homeostasis to counteract the deleterious effect of cobalt on

this equilibrium.

Zinc resistance.

Zinc displays affinity for ligands possessing oxygen, nitrogen or sulfur and is frequently used
as an enzyme cofactor in cell. As mentioned for copper, zinc toxicity occurs with its ability to
replace another metal from enzymes or by forming complexes with other biomolecules. It
exists in cells mainly in oxidized state Zn*". Zinc homeostasis has been well documented and
is regulated by various proccessus : Zn”" uptake regulation, sequestration by metallothioneins
(MT) and efflux system (Hantke 2005; Blencowe & Morby 2003). Our screen revealed three
genes that are involved in zinc resistance : czcAl (PP_0043), cadR (PP_5140) and pvdM
(PP _4213). As described in the cobalt resistance section, the CzcCBA system was fully
described in bacteria. It has been reported to give Cd*", Zn*" and Co”" resistance in C.
metallidurans, and Cd*"and Zn*" resistance in P. putida KT2440 (Nies 2003; Leedjérv et al.
2008). The identification of the major component of the CzcCBA system, CzcAl, confirm
the validity of our screening in presence of zinc. The CzcCBA system might be preponderant
at the zinc concentration used. At least five czc4 gene has been described in P. putida
KT2440 (Cénovas et al. 2003). Our screen confirms a previous result showing that CzcCBA1
is the predominant CzcCBA system in P. putida in laboratory condition (Leedjarv et al.
2008).

We also emphasized the importance of the merR regulator CadR (PP_5140) with a strong
negative logoFC of -4.31 for zinc resistance (Fig. 2, Table 2). cadA3 (PP _5139) and cadR
(PP_5140) are two divergently transcribed genes in P. putida. Mutational analysis indicated
that cadA3 and cadR are fully responsible for cadmium resistance and partially for zinc
resistance in P. putida 06909 (Lee et al. 2001). PP_5140 might positively regulate cadA3 for
zinc resistance. However, the cadA promoter was responsive to Cd*", Pb>", and Zn*", while
the cadR promoter was only induced by Cd*" in P. putida 06909 (Lee et al. 2001). Thus,
cadA3 expression might be under the control of another unidentified regulator. It remains

unclear how PP_5140 plays a role in zinc resistance.
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Cross resistance illustrated by the pyd MNOE operon.

Pyoverdine is the major siderophore in fluorescent pseudomonads. The pyoverdine pathway
is complex, 20 different proteins have been documented to be involved in its regulation,
synthesis, maturation, transport, and uptake (Nadal-Jimenez et al. 2014; Visca et al. 2002).
Pyoverdine maturation starts with the transport of a precursor (PVDIq) from the cytoplasm to
the periplasm by the ABC transporter PvdE. pvdN and pvdO are involved in maturation of the
pyoverdine precursor (Ringel et al. 2016; Ringel et al. 2017). The exact role of pvdM in the
maturation process remains unknown (Nadal-Jimenez et al. 2014). The pvdM,N,O,E genes
belongs to an operon in P. putida KT2440 but not in P. aeruginosa. The mature pyoverdine is
able to chelate plenty of metals but with an affinity lower than with iron (Schalk & Guillon
2013) and could so protect cell from metal toxicity (Braud et al. 2010; Schalk & Guillon
2013). In our screening, as every mutants grow in the same culture medium, a mutant
defective in the production of pyoverdine can be protected by the pyoverdine produced by the
other mutants. However, at least one gene of the pvdMNOE operon was found to be involved
in copper, cadmium or zinc resistance (Fig. 2 and Table 2). Although not statistically
significant for cadmium resistance, the pvdO gene has a log,FC of -2.68, similar to the other
genes of the operon. Likewise, the pvdN,O,E genes have a log,FC of -1.56, -1.26 and -2.01
respectively in presence of zinc. All the pvdMNOE operon seems to be important for copper,
zinc and cadmium resistance (Fig. 2, Table 2). As these genes form an operon in P. putida,
insertions in the pvdM, N,O genes could create a polar effect on the last gene pvdE. We thus
hypothesized that PvdE could be really important for metal resistance by extruding metal ions

in excess from the cytoplasm.

In-frame deletion mutants and complementation assays confirmed that PP 1663 and
roxS for Cd**, PP 5337 for Cu** and PP 5002 for Co’" are required for metal
resistance.

We selected 20 of the 28 genes to be the target of in-frame deletion and further validation.
Among them, we made mutants of pco42/B2 for copper resistance, czcA 1 for zinc resistance
and cadA3 for cadmium resistance, because they can be used as positive controls. Since roxS
(PP _0887) are in operon with roxR (PP _0888) (encoding the two component system
RoxSR), a double mutant was created. Because several genes of the pydMNOE operon were
identified in our screening, we decided to make the ApvdMNOE mutant. The genes that was

genetically deleted in frame are underlined in Figure 2.
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Competition experiments between WT and in-frame deletion mutants in presence of Cd, Cu,
Co or Zn.

First, to validate the Tn-seq results, we performed competition experiment in LB with the WT
strain and the mutants in a 1/1 ratio. We calculated a ratio by counting the number of each
type of bacteria after 10 divisions in presence of a metal at low concentration (concentration
used during Tn-seq screen). A growth defect (GD phenotype) of the APP 5002 mutant in
presence of cobalt was confirmed but not with the AglnE, AgshA, APP 0096 and APP 5328
mutants (Fig. 3). The AcadR, AczcA1 mutants harbored a GD phenotype in presence of zinc
but not the AcadA3 mutant. We could confirm that the AcadA2, AgshA, ApcoA2, ApcoB2 and
APP 5337 mutant have a GD phenotype in presence of copper, and the AroxSR, AdsbA,
APP 1663, ApcoB2 and AcadA3 mutants in presence of cadmium. We also showed that the
AcadR mutant is sensitive to both cadmium and zinc and that the ApvdMNOE strain is
sensitive to both cadmium, zinc and copper.

Test of individual mutants and complementation assay.

The growth of some mutants in LB culture were also tested individually by measuring the
absorbance of the culture at 600 nm over the time (Fig. 4). We decided to focus this part of
our work on the genes that were not characterized in previous articles. A higher concentration
of metals was used in this experiment to better observe differences in growth phenotype
between complemented and uncomplemented strains.

We could confirm that dsbA, roxSR and PP 1663 are required for cadmium resistance,
whereas PP_5337 and PP_5002 are important for copper and cobalt resistance respectively.
Expression of the PP 1663, dsbA, PP 0887/88, PP 5337 and PP 5002 genes in the
corresponding mutant suppress at least partially the growth defect caused by the metals (Fig.
4). All together, these results confirm that the Tn-seq is a reliable technique to identify genes
involved in metal resistance in P. putida. Particularly, these data showed that PP 1663 and
roxSR for Cd*", PP 5337 for Cu*" and PP 5002 for Co*" are new factors required for metal
resistance in P. putida KT2440.

Conclusion

Tn-seq has been previously used to study extensively essential genomes of bacteria
sometimes in response to drugs (Gallagher et al. 2011; Barquist et al. 2013) but there was no

genome wide study of factors necessary for metal resistance in rhizospheric bacteria. Besides
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genes already described in metal resistance or homeostasis, this study allowed the
identification of new important factors for metal resistance. This Tn-seq experiment highlight
new factors required for P. putida metal resistance and also confirm previous data showing
that cadA3, cadR, czcAl and pcoA2/B2 are very important for cadmium, zinc and copper
resistance respectively in P. putida, which confirm the good quality of our screen. Other
resistance system existing in P. putida KT2440 were not found in this screen. These systems,
sometimes duplicated, might respond to a different metal concentration and be activated in a
different condition or environnement. Other categories of genes were not found : for instance,
no genes involved in oxidative stress response were identified. The oxidative stress response
should be activated in presence of higher metal quantity as described by proteomics
approaches (Miller et al. 2009; Manara et al. 2012; Ray et al. 2013). Our screening shows that
the resistance systems found are the most important to respond to a low concentration of
metal in a rich environment and complete the knowledge about P. putida in metal resistance

or homeostasis.

Methods

Bacterial strains and growth conditions.

Bacterial strains, plasmids and oligonucleotides used in this study are described in Table S3
and Table S4. P. putida and E. coli cells were grown at 28 and 37°C respectively in LB
medium or 2YT medium. When required, antibiotics were added at the following
concentration: ampicillin, 100 pg/L, gentamicin, 30 ug/L for P. putida and 7 pg/L for E.
coli, streptomycin, 100 pg/L. Media were solidified with 1.5 g/L agar. During Tn-seq
experiments, metals were used at a subinhibitory concentration: cobalt 10 uM, zinc 250 uM,

copper 2.5 mM, cadmium 12.5 uM.

Construction of the transposon library

P. putida strain KT2440 and of E. coli MFDpir/pEGL55 were grown overnight in 2YT
medium. 100 ODgponm unit of each strain were mixed and centrifuged 10 min at 5000 g. The
bacteria were resuspended in 1.2 mL of 2YT medium supplemented with diaminopimelic
acid (300 uM) and deposited onto an overdried LB agar plate containing twice the normal

concentration of agar. After 3h at 30°C, bacteria were collected and resuspended in 4 mL LB
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medium. A 20 pl aliquot was diluted and spread onto LB agar with gentamicin to estimate the
efficiency of mutagenesis. The other part was spread on 50 plates containing LB agar with
gentamicin and grown for 24 h at 28°C. pEGLS55 is a R6K suicide plasmid carrying the
mariner transposon. To confirm that the P. putida mutants lost the plasmid, we performed
colony PCR with primers annealing in the bla gene of pEGL5S5. None of the 100 colonies
tested produced a PCR fragment, indicating the loss of plasmid in the bacteria tested. 800,000
mutants were harvested in LB supplemented with 40% glycerol at -80°C. This library was
sequenced directly and represents the mutant pool in LB agar (see Table S4).

DNA preparation for high-throughput sequencing

To identify essential genes in LB or LB with metal, ~ 10" mutants were inoculated in 25 mL
LB. The culture was then incubated at 28°C with agitation at 180 rpm. At ODgoo= 0.2, metals
were added independently at the following subinhibitory concentration: cobalt 10 uM, copper
2.5 mM, Zinc 125 pM and cadmium 12.5 pM. When ODgpo~1.6, the culture medium was
diluted in the same medium at OD=0.03. This operation was realized during 12 générations.
The final pools of mutants were harvested by centrifugation of the culture medium and stored
at -80°C. DNA was extracted from aliquots of bacterial suspension with the Promega Wizard
Genomic DNA purification kit. Next steps of the DNA preparation methods were realized as
described previously with minor modifications (Skurnik et al. 2013). All DNA gel-extraction
were performed under blue-light transillumination of DNA stained with gel-green (Biotium)
to avoid DNA mutation and double-stranded breaks. 50 pg of DNA samples were digested
with 50 U Mmel in a total volume of 1.2 mL for one hour at 37°C according to
manufacturer’s instructions, then heat-inactivated for 20 minutes at 80°C, purified
(QIAquick, PCR purification kit Qiagen) and concentrated using a vacuum concentrator to a
final volume of 25 pL. Digested DNA samples were run on a 1% agarose gel, the 1.0-1.5 kb
band containing the transposon and adjacent DNA was cut out and DNA was extracted from
the gel according to manufacturer’s instructions (Qiaquik Gel Extraction Kit, Qiagen). This
allowed recovery of all the fragments containing genomic DNA adjacent to transposons
(1207 bp of transposable element with 16 bp of genomic DNA at each extremity). A pair of
single-stranded complementary oligonucleotides containing an unique 5-nt barcode sequence
(LIB_AdaptT and LIB_AdaptB) was mixed and heated to 100°C, then slowly cooled down in
a water bath to obtain double-stranded adaptors with two-nucleotide overhangs. 1 ug DNA of
each sample was ligated to the barcoded adaptors (0.44 mM) with 2000 U T4 DNA ligase in
a final volume of 50 pL at 16°C overnight. Five identical PCR reactions from the ligation

product were performed to amplify the transposon adjacent DNA. One reaction contained
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100 ng of DNA, 1 unit of Q5 DNA polymerase (Biolabs), 1X Q5 Buffer, 0.2 mM dNTPs, 0.4
uM of the forward primer (LIB_PCR 5, which anneals to the P7 Illumina sequence of the
transposon) and the reverse primer (LIB_PCR 3, which anneals to the P5 adaptor). Only 18
PCR cycles were performed to keep a proportional amplification of the DNA. Samples were
concentrated using a vacuum concentrator to a final volume of 25 pL. Amplified DNA was
run on a 1.8% agarose gel and the 125 bp band was cut-out and gel extracted (QIAquick,
PCR purification kit Qiagen). DNA was finally dialysed (0.02 um MF-Millipore™
Membrane Filters) for 4 hours. Quality control of the Tn-seq DNA libraries (size of the
fragments and concentration) and High-throughput sequencing on HiSeq 2500 (Illumina) was
performed by MGX (CNRS sequencing service, Montpellier). 6 DNA libraries were
multiplexed on one flow-cell. After demultiplexing, the total number of reads were comprised
between 19 and 35 millions (Table 1).

Bioinformatics analysis.

Raw reads from the fastQ files were first filtered using cutadapt v1.11 (Martin) and only
reads containing the mariner inverted left repeat
(ACAGGTTGGATGATAAGTCCCCGGTCTT) were trimmed and considered bona fide
transposon-disrupted genes. Trimmed reads were then analyzed using a modified version of
the TPP script available from the TRANSIT software v2.0.2 (26447887). The mapping step
was modified to select only reads mapping uniquely and without mismatch in the P. putida
KT2440 genome (Genbank AE015451.2). Then, the counting step was modified to accurately
count the reads mapping to each TA site in the reference genome according to the Tn-seq
protocol used in this study. Read counts per insertion were normalised using the LOESS
method as described in Zomer et al. (2012). We next used the TRANSIT software (version
2.0) to compare the Tn-seq datasets (DelJesus et al. 2015). Gene states obtained by TRANSIT
after growth of the bank of mutants of P. putida KT24440 in LB agar and LB are presented
Table S4. Raw data of all the datasets analysed by TRANSIT are presented Table S5.
Cloning method.

Construction of the pKNG101 plasmids used for in frame deletion in P. putida (Table
S2). The 500bp of DNA upstream and downstream of a targeted gene was amplified by PCR
(Primestar Max DNA polymerase, Takara). The two 500 bp fragments were then fused by
overlapping PCR. The 1 kbp DNA fragment obtained was inserted between the BamHI/Spel
restriction sites of pKNG101 by SLIC (22610439). The construction was finally transformed
in DH5a lambda pir and checked by colony PCR and sequencing.
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Construction of the pJN105 plasmids used for complementation (Table S2). The targeted
entire gene with native RBS was amplified by PCR (Primestar Max DNA polymerase) from
gDNA of P. putida KT2440. The amplified fragment was inserted by SLIC between the Spel
and Sacl restriction sites of pJN105, and then transformed in DH5a. The plasmids obtained
were validated by restriction map and sequencing.

In-frame deletion mutant construction.

To construct the in-frame deletion mutants of genes underlined in Figure 2, the counter-
selection method using the sacB gene was used (Kaniga et al. 1991). The suicide pKNG101
plasmid were transferred from MFDpir (Ferriéres et al. 2010) to P. putida KT2440. Selection
of the first event of recombination was performed on LB agar supplemented with
streptomycin. Transconjugants were then spread on LB agar without NaCl supplemented with
5 % sucrose to allow the second event of recombination. In-frame deletions were then
checked by PCR (Dreamtaq polymerase, Thermofisher).

1 x 1 Competition assays.

To compare the metal sensitivity of the mutants with the wild-type strain, 1 x 1 competition
experiments were performed as follows.

First, to discriminate mutants from the wild strain, a GFP" WT strain was made by insertion
of the constitutively expressed gfp gene into the attTn7 site of the Pseudomonas putida
KT2440 chromosome, by using the pUCI18-miniTn7-gfpmut3 plasmid (Choi & Schweizer
2006). Mutant and GFP™ WT strain were grown separately in LB medium from an overnight
culture in LB until ODg=0.8. Subsequently bacteria were mixed in a 1:1 ratio at an initial
ODgpo= 0.0125 in a 96 well plate containing 200 uL of LB or LB+metal in a sub-inhibitory
concentration. After 24 hours of growth at 28°C in the Tecan M200 Pro with shaking, 5 uL of
the cultures were used to inoculate a new 96 well plate and placed in the same condition.
After a total of 48 hours of growth (around 10 divisions), bacteria were diluted and plated on
LB agar plate. After 48 hours at 28°C, GFP" wild type and mutant colonies were counted
under blue light to detect fluorescence of the colonies. A ratio was then calculated by
dividing the number of mutant colonies by the number of wild type colonies in each
condition. Growth comparison between a WT strain and a GFP+ strain in LB supplemented
with various metals is presented Table S6.

Individual growth in presence of metals.

Single strain growth was performed in LB medium from an overnight culture in LB until
ODgoo = 0.8. Bacteria were then inoculated at an initial ODggp= 0.006 in a 96 well plate

containing 200 puL of LB or LB+metal at a sub-inhibitory concentration and placed at 28°C in
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the Tecan M200 Pro. ODgp measurements were taken every 10 min after shaking.
Complementation assays were performed with the same protocol. Data are represented after
6.5 hours of growth.

Nucleotide sequence accession numbers.

The transposon sequence reads we obtained have been submitted to the ENA database.

Acknowledgment

We thank Geraldine Effantin, Veronique Utzinger for technical assistance, the members of
the MTSB team and Xavier Charpentier, Bérengere Ize, Sylvie Elsen, Sabine Favre-Bonte for

discussion.

Funding

This work was supported by the CNRS, INSA and funded by a grant from the University
Lyon I to E.G. (BQR UCBL). K.R was supported by a PhD grant from the Ministere de

I’éducation nationale et de la recherche.

Legend of figures

Table 1. Tn-Seq analysis of Pseudomonas putida KT2440
Table 2. Metal resistance genes of P. putida KT2440 discovered by Tn-seq

Figure 1. Quality control of the Tn-seq P. putida K'T2440 libraries.

(A) Frequency and distribution of transposon sequence reads across the entire P. putida
KT2440 genome. The localization of transposon insertions shows no bias throughout the
genome of P. putida KT2440. B) Density plot of log,FC of measured read counts versus

expected reads count per gene.

Figure 2. Genes involved in metal resistance according to the Tn-seq experiment

represented in a Venn diagram. Log; fold change (log,FC) indicating the fitness difference
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between the test and the control conditions are in bracket. Genes already known to be
involved in metal resistance in P. putida are in bold. The underlined genes were selected for

in-frame deletion and further analysis.

Figure 3. Competition between the wild type and the mutant strains of P. putida KT2440
in presence or not of a metal in excess. Competition were realized with an initial ratio of
1:1 in LB supplemented or not with a sub-inhibitory concentration of metals (cobalt 10 uM,
zinc 250 pM, copper 2.5 mM, cadmium 12.5 pM). Final ratio was determined as described in
Methods. Each value is the mean of 5 experiments. Center lines show the medians; box limits
indicate the 25th and 75th percentiles as determined by R software; whiskers extend 1.5 times
the interquartile range from the 25th and 75th percentiles. * indicates a statistically significant

difference relative to the absence of metal condition (p<0.05, Mann-Whitney U test).

Figure 4. Individual growth cultures of the mutants and complementation assay.
Individual growth of each mutant strain was performed in rich culture medium supplemented
or not with a sub-inhibitory concentration of metals (cobalt 10 uM, zinc 250 uM, copper 2.5
mM, cadmium 12.5 uM). Agoonm Was measured after 6.5 hours of growth (corresponding to
the end of the exponential growth for a wild type strain in rich culture medium in our test

condition). The strains were genetically complemented (+) or not (-).

Supporting information legends

Table S1 : Strains and plasmids

Table S2 : List of oligos used in this study

Table S3. Raw data obtained by TRANSIT after growth of the bank of the P. putida
KT2440 mutants in LB with and without metals.

Figure S1. Biological reproducibility of the Tn-seq results.

Pairs of Tn-seq assay results are compared, with the total number of reads per gene plotted.
Analysis of DNA samples corresponding to two independent cultures of the mutant pool
grown (A) in LB medium (correlation coefficient R = 0.986) and (B,C,D,E) in LB
supplemented with metal (Cobalt: R = 0.946; Copper: R=0.955;Zinc: R=0.985; Cadmium:

R=0.944). Values represent average numbers of reads per gene from the pairs of biological
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replicates.

Figure S2. Determination of metal’s subinhibitory concentration of P. putida KT2440 in
erlenmeyer.

10 mL of LB were inoculated at DO=0.03 from an overnight culture of P. putida KT2440 and
places at 28°C under shaking at 180 rpm. At DO=0.2, different metal concentrations were
added to the culture medium and the cultures were placed again at 28°C for incubation.

Absorbance (Agop) was measured at different time.
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TABLE 1: Tn-Seq analysis of Pseudomonas putida KT2440

No. of mapped reads to

Mutant pool Total no. of - No. of r.eads No. of Imapped r.eads unique TA sites after Density (%)° Mean read
reads normalized?® to unique TA sites LOESS correction count®

LB agar #1 25,949,279 19,133,512 14,634,594 (76%) 11,741,358 71 91

LB agar #2 19,238,817 19,133,512 15,395,786 (80%) 12,329,792 72 96
LB #1 28,144,994 26,226,586 23,543,211 (88%) 19,897,556 70 154
LB #2 31,482,075 26,226,586 23,423,449 (89%) 19,884,101 70 154
Ni #1 37,475,818 26,226,586 23,223,539 (89%) 19,244,288 70 149
Ni #2 33,067,214 26,226,586 23,357,319 (89%) 19,819,467 71 154
Co #1 34,139,046 26,226,586 23,154,298 (88%) 19,185,102 70 149
Co #2 28,747,735 26,226,586 23,388,565 (89%) 19,354,737 70 150
Cu #1 31,276,883 26,226,586 23,448,879 (89%) 19,482,017 70 151
Cu #2 28,169,895 26,226,586 23,563,384 (90%) 19,531,947 70 151
Zn #1 33,254,843 26,226,586 23,725,013 (90%) 19,885,035 70 154
Zn #2 35,799,330 26,226,586 23,663,615 (90%) 19,868,270 70 154
Cd #1 35,115,879 26,226,586 23,457,489 (89%) 19,644,604 70 152
Cd #2 30,277,437 26,226,586 23,656,875 (90%) 19,666,339 70 152

“ The number of reads containing the sequence of a Tn end were normalized for each sample according to the number of reads for the sample LB #1
® P. putida KT2440 genome has 129,002 TA sites. The density is the % of TAs for which mapped reads has been assigned by the TPP software.
¢ the mean value of mapped reads per TA.



TABLE 2: Metal resistance genes of P. putida KT2440 discovered by Tn-seq

HMM Resampling
Mean reads®
Locus Gene Function State in LB® [No. Of Tas® LB LB + metal Log2FC® g-value® Metal’
PP_0483 uvrA exonuclease (uvrABC system protein A) GD 38 1.7 6.8 2.01 0.00000 Co
PP_0005 trmE GTPase ES 19 0.2 1.2 2.79 0.00000 Co
PP_4895 miaA tRNA dimethylallyltransferase E 18 0.3 1.7 2.58 0.00000 Co
PP_2645 mgtA magnesium transporter ATP-dependent GD 24 6.1 78.9 3.70 0.00000 Co
PP_0096 priC oligopeptidase A NE 30 126.0 234 -2.43 0.00000 Co
PP_0243 gshA Glutamate--cysteine ligase NE 28 16.5 5.6 -1.56 0.00000 Co
PP_5002 PP_5002 conserved protein of unknown function NE 538.1 0.2 -7.31 0.00000 Co
PP_0340 gInE Glutamate-ammonia-ligase adenylyltransferase ~ NE 37 28.1 6.5 -2.12 0.00000 Co
PP_5328 PP_5328 putative phosphate transport system permease pr NE 32 33.6 8.7 -1.95 0.00000 Co
PP_0243 gshA Glutamate--cysteine ligase NE 28 16.5 59 -1.50 0.00000 Cu
PP_0586 cadA2 cadmium translocating P-type ATPase NE 22 197.3 0.7 -8.19 0.00000 Cu
PP_0691 proB Glutamate 5-kinase NE 738 55.8 3.89 0.00000 Cu
PP_1735 htrB Lipid A biosynthesis lauroyl acyltransferase NE 10 23.6 0.1 -7.39 0.00000 Cu
PP_2328 cysH Phosphoadenosine phosphosulfate reductase GA 11 390.5 158.9 -1.30 0.00000 Cu
PP_2767 PP_2767 putative Branched-chain amino acid ABC transport NE 5221 1.6 -3.81 0.00000 Cu
PP_4194 gltA citrate synthase NE 21 30.8 10.0 -1.62 0.00000 Cu
PP_4213 pvdM putative dipeptidase NE 15 58.7 29 -4.35 0.00000 Cu
PP_4214 pvdN pyoverdine biosynthesis related protein NE 15 62.4 2.8 -4.49 0.00000 Cu
PP_4215 pvdO pyoverdine biosynthesis related protein NE 18 72.6 4.0 -4.18 0.00000 Cu
PP_4216 pvdE pyoverdine ABC export system fused ATPase and g NE 18 49.0 1.1 -5.45 0.00000 Cu
PP_5337 PP_5337 LysR family transcriptional regulator NE 11 19.5 24 -3.04 0.00000 Cu
PP_5379 copB2=pcoB2 copper resistance protein B NE 17 1131 33.5 -1.75 0.00000 Cu
PP_5380 copA2=pcoA2 copper resistance protein A NE 36 259.6 32.3 -3.01 0.00000 Cu
PP_0043 czcA cation efflux system protein NE 51 211.3 90.6 -1.22 0.00000 Zn
PP_4213 pvdM putative dipeptidase NE 15 58.7 18.4 -1.67 0.00000 Zn
PP_5140 PP_5140 Transcriptional regulator MerR family NE 9 181.6 9.1 -4.31 0.00000 Zn
PP_0127 dsbA Thiol:disulfide interchange protein NE 8 32.2 0.2 -7.59 0.00000 cd
PP_0887 PP_0887 Sensor histidine kinase NE 19 193.2 19.5 -3.31 0.00000 cd
PP_1663 PP_1663 conserved exported protein of unknown function NE 10 364.6 1.2 -8.22 0.00000 cd
PP_4213 pvdM putative dipeptidase NE 15 58.7 74 -2.98 0.00000 cd
PP_4214 pvdN pyoverdine biosynthesis related protein NE 15 62.4 8.6 -2.86 0.00000 cd
PP_4216 pvdE pyoverdine ABC export system fused ATPase and g NE 18 49.0 4.1 -3.59 0.00000 cd
PP_5139 cadA3 cadmium translocating P-type ATPase NE 18 1104 35 -4.99 0.00000 cd
PP_5140 PP_5140 Transcriptional regulator MerR family NE 9 181.6 1.7 -6.74 0.00000 cd

® State of each gene in LB defined bv the TRANSIT software using an Hidden Markov Model: NE. Non-Essential : GD. Growth-Defect : E. Essential : GA. Growth-Advantage.
® Mean reads ver TA site for a gene in each erowth condition

¢ Difference of reads between LB+metal and LB erowth condition

4 Ratio of reads between chicory and LB condition expressed in log,

¢ P-values adiusted for multinle comparisons usine the Beniamini-Hochbere nrocedure (See Transit manual)

 metal tested
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Figure 2
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Table S1: bacterial strains and plasmids used in this study

Strain Description Reference
Escherichia coli

MFDpir RP4-2-Tc::(AMu1::aac(3)IV-AaphA-Anic35-AMu2::zeo) AdapA::erm-pir) ArecA [1]

DH5a A-pir Apir phage lysogen of DH5a Laboratory collection
Pseudomonas putida

KT2440 KT2440 Wild-type Laboratory collection
PP27 KT2440 AgshA This work
PP29 KT2440 AginE This work
PP31 KT2440 AcopB1 This work
PP33 KT2440 AcopA1 This work
PP36 KT2440 APP_5337 This work
PP38 KT2440 APP_0096 This work
PP40 KT2440 APP_5328 This work
PP42 KT2440 APP_5002 This work
PP44 KT2440 APP_0586 This work
PP46 KT2440 AproB This work
PP48 KT2440 AdsbA This work
PP50 KT2440 APP_0887 APP_0888 This work
PP52 KT2440 APP_1663 This work
PP54 KT2440 AczcA1 This work
PP56 KT2440 APP_5139 (AcadA2) This work
PP58 KT2440 ApvdMNOE This work
PP60 KT2440 APP_5140 This work
PS12 KT2440 with puc18 mini-Tn7-gfpmut3 inserted in attTn7 site This work
PS9 KT2440 WT pJN105 This work
PP63 KT2440 APP_5337 pJN105 This work
PP64 KT2440 APP_5337 pJN105-PP_5337 This work
PP65 KT2440 APP_1663 pJN105 This work
PP66 KT2440 APP_1663 pJN105-PP_1663 This work
PP67 KT2440 APP_5002 pJN105 This work
PP68 KT2440 APP_5002 pJN105-PP_5002 This work
PP69 KT2440 AdsbA pJN105 This work
PP70 KT2440 AdsbA pJN105-dsbA This work
PP71 KT2440 ApvdMNOE pJN105 This work
PP72 KT2440 ApvdMNOE pJN105-pvdE This work
PP73 KT2440 APP_0887 APP_0888 pJN105 This work
PP74 KT2440 APP_0887 APP_0888 pJN105-PP_0887/88 This work
Plasmids Description Reference
pSAM_DGm GmR AmpR mariner-based transposon,C9 mariner transposase gene, oriR6K, oriT [2]
pKNG101 Sm'; gene replacement vector, oriR6K, oriTRK2, sacB [3]
pKNG-gshA pKNG101 containing 500bp of upstream and downstream gshA gene of P. putida KT2440 This work
pKNG-gInE pKNG101 containing 500bp of upstream and downstream ginE gene of P. putida KT2440 This work
pKNG-copB1 pKNG101 containing 500bp of upstream and downstream copB1 gene of P. putida KT2440 This work
pKNG-copA1 pKNG101 containing 500bp of upstream and downstream copA1 gene of P. putida KT2440 This work
pKNG-PP_5337 pKNG101 containing 500bp of upstream and downstream PP_5337 gene of P. putida KT2440 This work
pKNG-PP_0096 pKNG101 containing 500bp of upstream and downstream PP_OO096 gene of P. putida KT2440 This work
pKNG-PP_5328 pKNG101 containing 500bp of upstream and downstream PP_5328 gene of P. putida KT2440 This work
pKNG-PP_5002 pKNG101 containing 500bp of upstream and downstream PP_5002 gene of P. putida KT2440 This work
pKNG-PP_0586 pKNG101 containing 500bp of upstream and downstream PP_0586 gene of P. putida KT2440 This work
pKNG-proB pKNG101 containing 500bp of upstream and downstream proB gene of P. putida KT2440 This work
pKNG-dsbA pKNG101 containing 500bp of upstream and downstream dsbA gene of P. putida KT2440 This work
pKNG-PP_0887/0888 pKNG101 containing 500bp of upstream and downstream PP_0887/ PP_0888 gene of P. putida KT2440 This work
pKNG-PP_1663 pKNG101 containing 500bp of upstream and downstream PP_1663 gene of P. putida KT2440 This work
pKNG-czcA1 pKNG101 containing 500bp of upstream and downstream czcA1 gene of P. putida KT2440 This work
pKNG-PP_5139 pKNG101 containing 500bp of upstream and downstream PP_5139 gene of P. putida KT2440 This work
pKNG-pvdMNOE pKNG101 containing 500bp of upstream and downstream pvdMNOE operon of P. putida KT2440 This work
pKNG-PP_5140 pKNG101 containing 500bp of upstream and downstream PP_5140 gene of P. putida KT2440 This work
pJN105 Gm', arabinose-inducible araC-Pg,p expression vector [4]
pJN105-dsbA dsbA gene with RBS cloned in Spe1/Sac1 digested pJN105 by SLIC This work
pJN105-PP_5337 PP_5337 gene with RBS cloned in Spe1/Sac1 digested pJN105 by SLIC This work
pJN105-PP_5002 PP_5002gene with RBS cloned in Spe1/Sac1 digested pJN105 by SLIC This work
pJN105-PP_1663 PP_1663 gene with RBS cloned in Spe1/Sac1 digested pJN105 by SLIC This work
pJN105-pvdE pvdE gene with RBS cloned in Spe1/Sac1 digested pJN105 by SLIC This work
pJN105-PP_0887/0888 PP_0887/0888 operon with RBS cloned in Spe1/Sac1 digested pJN105 by SLIC This work

[1] Ferriéres L, Hémery G, Nham T, Guérout A-M, Mazel D, Beloin C, et al.. J Bacteriol. 2010;192: 6418-6427.

[2] D. Skurnik, D. Roux, H. Aschard, V. Cattoir, D. Yoder-Himes, S. Lory, and G. B. Pier. 2013. PLoS Pathog., vol. 9, no. 9.
[3] Kaniga K, Delor I, Cornelis G R. Gene. 1991 Dec 20;109(1):137-41

[4] Newman JR, Fuqua C. 1999. Gene. 1999 Feb 18;227(2):197-203



TABLE S2: list of oligonucleotides used in this study

Oligonucleotides Description Sequence Reference
LIB_AdaptT in bold: barcode TTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTXXXXXNN 1]

LIB_AdaptB in bold: barcode XXXXXAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAA "

LIB_PCR_5 in bold: anneals to the P7 lllumina sequence of the transposon CAAGCAGAAGACGGCATACGAAGACCGGGGACTTATCATCCAACCTGT 1

LIB_PCR_3 in bold: anneals to the P5 adaptor AATGATACGGCGACCACCGAACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT W]

PP_0096 amont BamH1 Fw Amplification of upstream 500bp PP_0096 gene CCCTGCAGGTCGACGGATCCCAGCGCCAATGATTACTTCGT This work
PP_0096 amont Rev Amplification of upstream 500bp PP_0096 gene GCTGCAGCGTTGTTCGCAGTcacGGTTT This work
PP_0096 aval Fw Amplification of downstream 500bp PP_0096 gene TGCGAACAACGCTGCAGCAtgaGTGAGGTA This work
PP_0096 aval Spe1 Rev Amplification of downstream 500bp PP_0096 gene GGACTATAGACTATACTAGTCAGACAGACAGCGCTTAGGG This work
pvdMNOE amont BamH1 Fw Amplification of upstream 500bp pvdMNOE operon CCCTGCAGGTCGACGGATCCTTGTCGGCAGGCAAGTCG This work
pvdMNOE amont Rev Amplification of upstream 500bp pvdMNOE operon GACCTTGCCAGTAGGTTCACCGCAGAG This work
pvdMNOE aval Fw Amplification of downstream 500bp pvdMNOE operon GAACCTACTGGCAAGGTCCAACAGGAGAA This work
pvdMNOE aval Spe1 rev Amplification of downstream 500bp pvdMNOE operon GGACTATAGACTATACTAGTCCTTACCATCGATGTTGGTTGC This work
proB amont BamH1 Fw Amplification of upstream 500bp proB gene CCCTGCAGGTCGACGGATCGGTGCTGAACAAGGCCGATA This work
proB amont Rev Amplification of upstream 500bp proB gene CAGGTTGTCCTTGCTTCGcatCTTCTTCC This work
proB aval Fw Amplification of downstream 500bp proB gene CGAAGCAAGGACAACCTGGTGCTGGTAtgaG This work
proB aval Spe1 Rev Amplification of downstream 500bp proB gene GGACTATAGACTATACTAGTGTATGCAGGAGCGGGCTATC This work
PP_5337 amont BamH1 Fw Amplification of upstream 500bp PP_5337 gene CCCTGCAGGTCGACGGATCGCCCTGGATCATGTCTACCA This work
PP_5337 amont Rev Amplification of upstream 500bp PP_5337 gene CTTCACCTTGTTCAAGGTTcacGAAGCACA This work
PP_5337 aval Fw Amplification of downstream 500bp PP_5337 gene GAACCTTGAACAAGGTGAAGCGTCACTTtg This work
PP_5337 aval Spe1 Rev Amplification of downstream 500bp PP_5337 gene GGACTATAGACTATACTAGTCGACAGCAGCGAATCGACG This work
copA1 amont BamH1 Fw Amplification of upstream 500bp copA1 gene CCCTGCAGGTCGACGGATCATGCCGAGCTCAGCTTTCTG This work
copA1 amont Rev Amplification of upstream 500bp copA1 gene TTCGTCCACTTTGCTTTGcatGCCGTAG This work
copA1 aval Fw Amplification of downstream 500bp copA1 gene CAAAGCAAAGTGGACGAAtgaACTGGAGA This work
copA1 aval Spe1 Rev Amplification of downstream 500bp copA1 gene GGACTATAGACTATACTAGTCGACGGAGCGGAATCCATT This work
copB1 amont BamH1 Fw Amplification of upstream 500bp copB1 gene CCCTGCAGGTCGACGGATCGGAGCGATCTGGAGGATGAGG This work
copB1 amont Rev Amplification of upstream 500bp copB1 gene CGAATGCCTCCCTGCCTTAGCTTTATCG This work
copB1 aval Fw Amplification of downstream 500bp copB1 gene AGGCAGGGAGGCATTCGGATGTGGTTTTGA This work
copB1 aval Spe1 Rev Amplification of downstream 500bp copB1 gene GGACTATAGACTATACTAGTACTGCTCTGCGTTCATCTGC This work
cadA2 amont BamH1 Fw Amplification of upstream 500bp cadA2 gene CCCTGCAGGTCGACGGATCCCGTTTGTCTCCAGTTGCT This work
cadA2 amont Rev Amplification of upstream 500bp cadA2 gene TTTGCGCAAGCTGACAGGCTGGTTCATG This work
cadA2 aval Fw Amplification of downstream 500bp cadA2 gene CTGTCAGCTTGCGCAAAtagAGGACGTA This work
cadA2 aval Spe1 Rev Amplification of downstream 500bp cadA2 gene GGACTATAGACTATACTAGTGGGTCAGTGCCCAGTATCC This work
dsbA amont BamH1 Fw Amplification of upstream 500bp dsbA gene CCCTGCAGGTCGACGGATCCGATATCGCCGCCTACTTCTC This work
dsbA amont Rev Amplification of upstream 500bp dsbA gene TCAGCTGGTCACGCATGCTTTACTCCTGAG This work
dsbA aval Fw Amplification of downstream 500bp dsbA gene GCatgCGTGACCAGCTGATCGACAAGG This work
dsbA aval Spe1 Rev Amplification of downstream 500bp dsbA gene GGACTATAGACTATACTAGTGCCAAACCGCACCAGAATCG This work
PP_5140 amont BamH1 Fw Amplification of upstream 500bp PP_5140 gene CCCTGCAGGTCGACGGATCCGACAATGCCAGTGGCCAC This work
PP_5140 amont Rev Amplification of upstream 500bp PP_5140 gene GTGACTCCGCAGTTCTCCGATCTTcatCACG This work
PP_5140 aval Fw Amplification of downstream 500bp PP_5140 gene GGAGAACTGCGGAGTCACGGGCATtga This work
PP_5140 aval Spe1 Rev Amplification of downstream 500bp PP_5140 gene GGACTATAGACTATACTAGTGCAACTGGACGAAATGGCACT This work
gshA amont BamH1 Fw Amplification of upstream 500bp gshA gene CCCTGCAGGTCGACGGATCCCTGGACAGCGGTGTTGC This work
gshA amont Rev Amplification of upstream 500bp gshA gene TTCATCAACTGAGGAGTTCGCTcaaGATG This work
gshA aval Fw Amplification of downstream 500bp gshA gene GAACTCCTCAGTtgaTGAACCGCACCAC This work
gshA aval Spe1 Rev Amplification of downstream 500bp gshA gene GGACTATAGACTATACTAGTCAGGGCAAACACATCCACATC This work
gInE amont BamH1 Fw Amplification of upstream 500bp gInE gene CCCTGCAGGTCGACGGATCCCCATACGGGTCATCAGGTAAT This work
gInE amont Rev Amplification of upstream 500bp gInE gene GTATCAGCTTAGGCGCcatGGTCTATCCTT This work
glnE aval Fw Amplification of downstream 500bp gInE gene CatgCGCCTAAGCtgaTACCGTGTTGGCTTA This work
gInE aval Spe1 Rev Amplification of downstream 500bp gInE gene GGACTATAGACTATACTAGTCGAGTTGGGCAGCAGGATG This work
PP_5002 amont BamH1 Fw Amplification of upstream 500bp PP_5002 gene CCCTGCAGGTCGACGGATCGACTTCGAGCGCATCCTGC This work
PP_5002 amont Rev Amplification of upstream 500bp PP_5002 gene CTAGAGCATGTTGATGGCGGTAGGCAG This work
PP_5002 aval Fw Amplification of downstream 500bp PP_5002 gene GCCATCAACATGCTCtagCGCAAGGC This work
PP_5002 aval Spe1 Rev Amplification of downstream 500bp PP_5002 gene GGACTATAGACTATACTAGTCTGGATTTGCCCAGCAACACG This work
PP_5328 amont BamH1 Fw Amplification of upstream 500bp PP_5328 gene CCCTGCAGGTCGACGGATCCCAAAGTCGTCGACAAGACCC This work
PP_5328 amont Rev Amplification of upstream 500bp PP_5328 gene CTTGCGCAGTTCAAGCGCGATcatCAGT This work
PP_5328 aval Fw Amplification of downstream 500bp PP_5328 gene CGCTTGAACTGCGCAAGAAATACTCGTC This work
PP_5328 aval Spe1 Rev Amplification of downstream 500bp PP_5328 gene GGACTATAGACTATACTAGTCCTTGTTCCTTGACGCTGACC This work
PP_0887/PP_0888 amont BamH Amplification of upstream 500bp PP_0887/PP_0888 operon CCCTGCAGGTCGACGGATCGGAAGTTGGCGCTTTCAAGG This work
PP_0887/PP_0888 amont Rev Amplification of upstream 500bp PP_0887/PP_0888 operon GCCGAACGCCACACTTTGTcacAGGTT This work
PP_0887/PP_0888 aval Fw Amplification of downstream 500bp PP_0887/PP_0888 operon AAAGTGTGGCGTTCGGCGCtgaTTCCTTAT This work
PP_0887/PP_0888 aval Spe1 Re Amplification of downstream 500bp PP_0887/PP_0888 operon GGACTATAGACTATACTAGTGCGCGTATTCGTAGTCTTCCT This work
PP_1663 amont BamH1 Fw Amplification of upstream 500bp PP_1663 gene CCCTGCAGGTCGACGGATCCTCGACCACACCCAGTTCG This work
PP_1663 amont Rev Amplification of upstream 500bp PP_1663 gene CCCTTCACGCGACGCatAAATTCTCCTA This work
PP_1663 aval Fw Amplification of downstream 500bp PP_1663 gene TATgCGTCGCGTGAAGGGCAACtgaTCGC This work
PP_1663 aval Spe1 Rev Amplification of downstream 500bp PP_1663 gene GGACTATAGACTATACTAGTCGGTGTAGGCCCTGTCATG This work
czcA1 amont BamH1 Fw Amplification of upstream 500bp czcA1 gene CCCTGCAGGTCGACGGATCGCAGTTCCGCCGACAGATC This work
czcA1 amont Rev Amplification of upstream 500bp czcA1 gene CTGTTAGCTGGCGAATCTGATGATACGTTCA This work
czcA1 aval Fw Amplification of downstream 500bp czcA1 gene AGATTCGCCAGCtaaCAGCCTCCGCTAAA This work
czcA1 aval Spe1 Rev Amplification of downstream 500bp czcA1 gene GGACTATAGACTATACTAGTATGCATTGCGAATACATCGAGT This work
PP_0586 amont BamH1 Fw Amplification of upstream 500bp PP_0586 gene GTAGCTTTACCAGCATCCGCTGCGCCTTTGACGATCAG This work
PP_0586 amont Rev Amplification of upstream 500bp PP_0586 gene GTGCTGCTGGTATGTGGTGGATGCGGGCATG This work
PP_0586 aval Fw Amplification of downstream 500bp PP_0586 gene ACCACATACCAGCAGCACCCAGGAGGCGCCATG This work
PP_0586 aval Spe1 Rev Amplification of downstream 500bp PP_0586 gene CGTCTACTGTACGATACACTTGGTTGGTGACTATTCGGTCGTG This work
PP_0096 Fw Verification of APP_0096 mutant GCGCTGTAGGAGAAAAATGC This work
PP_0096 Rev Verification of APP_0096 mutant ACCGGGATCTTACCAGCAC This work
pvdMNOE Fw Verification of ApvdMNOE mutant CACGAGATGGCACTCGTAG This work
pvdMNOE Rev Verification of ApvdMNOE mutant GTCAGTGGCAGTTTGGTC This work
proB Fw Verification of AproB mutant TGCACCTGGTGGACATTG This work
proB Rev Verification of AproB mutant AGGATCAGGCCGAGGAACT This work
PP_5337 Fw Verification of APP_5337 mutant TCGTTGTTAGGGTGCAGGT This work
PP_5337 Rev Verification of APP_5337 mutant GTGGTACTGCGGGTACTTG This work
copA1 Fw Verification of AcopA1 mutant TCATCCATAGCCCAGGATTC This work
copA1 Rev Verification of AcopA1 mutant CATGTGCGCAGGTTTGG This work
copB1 Fw Verification of AcopB1 mutant CTCAAATATGGCGAGCGTC This work
copB1 Rev Verification of AcopB1 mutant CATGATGGTCTGGCTCATTG This work
cadA2 Fw Verification of AcadA2mutant CCGATGGCGGTCTGATAG This work
cadA2 Rev Verification of AcadA2 mutant GTGTGGTCGAGCCCTTCTC This work
dsbA Fw Verification of AdsbA mutant CCAGCGCTATCTCGAAAAAC This work
dsbA Rev Verification of AdsbA mutant GTGACGGTAACCGCCTATCA This work
PP_5140 Fw Verification of APP_5140 mutant GCCACCACCCACTCAGG This work
PP_5140 Rev Verification of APP_5140 mutant ATCGACCAGGTACGCCAGT This work
gshA Fw Verification of AgshA mutant GCCAACGCCAAGCAACTG This work
gshA Rev Verification of AgshA mutant GCTTCGAACACCCGCTTG This work
glnE Fw Verification of AgInE mutant GTGACAGGGATGGTGTTGC This work
gInE Rev Verification of AgInE mutant CTCGATCATCAGCGGGTAG This work
PP_5002 Fw Verification of APP_5002mutant GGGTGCATTCCACCTGAGC This work
PP_5002 Rev Verification of APP_5002 mutant CTGCTGCTCACCCAGTCC This work
PP_5328 Fw Verification of APP_5328 mutant GCCGAACAAGCCTCTGG This work
PP_5328 Rev Verification of APP_5328 mutant GCACCGATGTCCTTCTTCTC This work
PP_0887/PP_0888 Fw Verification of APP_0887/PP_0888mutant ATCGACCGCATCCTTGAG This work
PP_0887/PP_0888 Rev Verification of APP_0887/PP_0888 mutant GGTATACAGCATGGCCACC This work
PP_1663 Fw Verification of APP_1663 mutant GATCGACAGCTGCCAAGG This work
PP_1663 Rev Verification of APP_1663 mutant CTGTGCATCAATGACGACCT This work
czcA1 Fw Verification of AczcA1 mutant CCGTGGTAGTGGAGAAACAC This work
czcA1 Rev Verification of AczcA2 mutant AGGCGTTAACATTTCGAAGC This work
PP_0586 Fw Verification of APP_0586 mutant GCCATCAGGACAAGGTCA This work
PP_0586 Rev Verification of APP_0586 mutant ACACGAGGCAGGTAGCAA This work
PP_5337 Spe1 Fw Cloning PP_5337 gene in pJN105 cagccegggggatccactagtGGGAGATGTGCTTCgtgAAC This work
PP_5337 Sac1 Rev Cloning PP_5337 gene in pJN105 TATAGGGCGAATTGGAGCTCCAATTCAAAGTGACGCTTCACC This work
dsbA Spe1 Fw Cloning dsbA gene in pJN105 cagcccgggggatccactagtGCTCAGGAGTAAAGCatgCG This work
dsbA Sac1 Rev Cloning dsbA gene in pJN105 TATAGGGCGAATTGGAGCTC CTACTTGGCAGCGCGCTC This work
PP_1663 Spe1 Fw Cloning PP_1663 gene in pJN105 cagcccgggggatccactagtCCTAGGAGAAT T TatgCGTCGC This work
PP_1663 Sac1 Rev Cloning PP_1663 gene in pJN105 TATAGGGCGAATTGGAGCTCGATCAGTTGCCCTTCACCG This work
PP_5002 Spe1 Fw Cloning PP_5002 gene in pJN105 cagcccgggggatccactagtCGAGAGATTCTGCCCatgG This work
PP_5002 Sac1 rev Cloning PP_5002 gene in pJN105 TATAGGGCGAATTGGAGCTCCTAGAGCATGAGCTTGACCAC This work

[1] Ferriéres L, Hémery G, Nham T, Guérout A-M, Mazel D, Beloin C, et al.. J Bacteriol. 2010;192: 6418-6427.
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4.2.1 Introduction d’article

Pseudomonas putida est une espece bactérienne présente dans de tres nombreux
environnements et fait ainsi face a de nombreux stress environnementaux : variation de
température, carence en nutriments, stress osmotique et stress engendrés par la
présence de nombreux composés habituellement toxiques pour de nombreux micro-
organismes. Parmi ces composés, on retrouve des hydrocarbures et des composés a
cycle aromatique que P. putida est capable d’utiliser en tant que principale source
carbonée et ne considere donc pas comme un stress [309], [310]. Souvent isolée
d’environnements contaminés par les métaux, cette espece porte également de tres
nombreux genes de résistance a ces derniers. Certains métaux sont essentiels a la vie
cellulaire mais tous deviennent toxiques en exces dans la cellule. Leur toxicité est due
principalement a leur capacité a altérer les protéines, 'ADN ou a la création d’espece
réactives d’oxygene. Certain des stress engendrés par les métaux sont ainsi retrouvés
chez les phytopathogenes comme nous I'avons vu pour Dickeya dadantii. Lors d’'un exces
d’ions métalliques, la cellule met en place de nombreux mécanismes de défense qui ont
notamment été mis en évidence par plusieurs approches globales. En effet, des
expériences de protéomique réalisées chez différentes souches de P. putida et en
présence d’'une variété de métaux ont été entreprises afin d’établir le protéome induit en
réponse au stress métallique[311]-[314]. Cependant, une fois encore, les genes
importants pour la résistance mais dont I'expression reste inchangée sont négligés par
ce type d’approche. De plus, trés peu de banques de mutants ont été criblées afin de
découvrir les mécanismes de résistances aux métaux. Enfin, comme expliqué
précédemment, ce type d’approche est assez fastidieux car il nécessite le criblage de
chaque mutant de fagon indépendante. Nous avons ainsi décidé d’utiliser le Tn-seq pour
étudier la réponse au stress métallique chez P. putida. Un crible réalisé en milieu riche
en présence de cuivre, cobalt, zinc ou cadmium a ainsi été entrepris et a permis de
mettre en évidence 24 genes dont l'absence conduit a un défaut de croissance en
présence du métal considéré et 4 genes dont I'absence facilite la croissance de P. putida
dans les méme conditions. La plupart d’entre eux n’ont pas de role connu dans la
résistance aux métaux.

Parmi les génes de résistance aux métaux déja connus chez P. putida, nous avons mis en

évidence l'importance de deux ATPases de type P, a savoir CadA2 (PP_0586
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anciennement PacS) et CadA3 (PP_5139), ainsi qu’'un autre systeme d’efflux (CzcA1l)
pour la résistance au cuivre, cadmium et zinc respectivement. Ces résultats montrent
I'importance des systemes d’efflux dans la résistance aux métaux. D’autres systemes de
protection connus, comme la chélation d’ions cuivre par CopAZ (renommeée PcoA2) ont
aussi été mis en évidence.

Trois génes codant pour des régulateurs transcriptionnels ou pour des protéines
participant a des systemes a deux composants ont aussi été révélés (PP_0887, PP_5337,
PP_5140). Ces derniers pourraient correspondre a des régulateurs majeurs des voies de
résistance aux métaux chez P. putida.

Un gene faisant partie d'un opéron impliqué dans la voie de biosynthese de l'inosine
monophosphate (IMP) (PP_1663) s’est révélé important. Comme chez le phytopathogene
D. dadantii, cette voie de biosynthese apparait importante en condition de stress.

De nombreux autres genes jamais décrits auparavant comme étant impliqués dans la
résistance aux métaux ont ainsi été révélés. Plus particulierement, des genes impliqués
dans la maturation et le transport du précurseur de la pyoverdine seraient importants
pour la résistance a différents métaux.

Enfin, quatre genes ont été mis en évidence dans une résistance croisée a plusieurs
métaux, indiquant que la cellule bactérienne pourrait privilégier I'utilisation d'un seul
systeme pour faire face a différents stress.

La premiere partie de I'étude porte sur la facon dont le Tn-seq a été utilisé sur une
banque de mutants de P. putida: caractérisation de la banque, crible réalisé et traitement
informatique pour 'identification des génes. La seconde partie analyse les génes requis
pour la résistance aux métaux. La derniere partie porte sur la validation des résultats de

Tn-seq par l'utilisation de mutants de délétion et des complémentations associées.

4.2.2 Discussion

Nos résultats de Tn-seq ont mis en évidence de nombreux mécanismes de résistance aux
métaux comme des séquestrateurs d’ions métalliques et des transporteurs chez P.
putida. Notre crible a aussi souligné le role important des régulateurs de réponse afin

d’optimiser la réponse cellulaire au stress rencontré.
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De fagon surprenante, aucun systeme de réponse au stress oxydatif n'a été mis en
évidence. P. putida est pourtant dotée de systemes de défense évolués avec des
régulateurs de transcription majeurs tels que SoxR et OxyR controlant de nombreuses
enzymes détoxifiantes telles que SodB (superoxyde dismutase), Tpx (thiol peroxidase)
ou encore AhpC (hydroperoxyde reductase) [315]. Aucun des genes codant ces enzymes
n'apparait important dans la résistance aux métaux dans notre crible. Pourtant, de
nombreuses analyses protéomiques ont démontré que cette catégorie de genes était
régulée positivement en présence de métaux, indiquant que la bactérie fait bel et bien
face a un stress oxydatif nécessitant une réponse appropriée [312]-[314]. Cependant,
les quantités de métaux utilisées dans ces études sont bien plus importantes et
conduisent a un défaut de croissance de la souche étudiée en comparaison avec notre
notre crible. Ces exces d’ions métalliques sont peut étre la cause d’une forte production
de stress oxydant, stress qui serait minimisé dans nos conditions ou une souche sauvage
de P. putida voit sa croissance tres peu affectée par la présence des métaux. Une autre
hypotheése serait que les trés nombreux systemes de défenses au stress oxydatif chez P.
putida pourraient se compenser entre eux, de fait que méme si un mutant fait face a un
stress oxydatif généré par les métaux, d’autres systemes peuvent suffire a rétablir un

équilibre cellulaire suffisant pour la croissance.

Les porines et transporteurs spécifiques d'un composé peuvent devenir des voies
d’entrée pour les métaux au sein de la cellule. Les bactéries qui font face a un exces
d’ions métalliques peuvent ainsi réguler négativement les genes codant des porines de la
membrane externe afin de faciliter la survie en présence de métaux [92], [313]. Nos
résultats n’identifient pourtant qu'un seul gene codant un tranporteur de magnésium,
MgtA, dont le mutant présente un avantage de croissance en présence de cobalt. Ce
transporteur a magnésium est aussi responsable de l'import de nickel chez S.
typhymurium et pourrait ainsi étre une voie d’entrée pour les ions cobalt [316].
Lorsqu'un transporteur est utilisé spécifiquement afin d’importer une molécule
essentielle et qu’il est aussi responsable de I'entrée en exces d’ions métalliques, sa
disparition peut aussi conduire a la mort cellulaire par absence de la molécule censée
étre importée. Ceci pourrait expliquer qu’un seul transporteur a été identifié comme
conférant un avantage de croissance lorsqu’il est muté. Il est assez surprenant que

I'absence d’'importeur du zinc, ZnuABC, ou de son régulateur négatif Zur, ne confére pas
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d’avantage de croissance. Il est probable que les systemes d’import du zinc soient

dupliqués chez P. putida comme le suppose D. Canovas et al. 2003 [138].

Les pompes a efflux sont les principaux mécanismes de défense en cas d’exces d’ions
métalliques. La plupart sont capables d’effluer plusieurs métaux et sont sous le controle
d’'un régulateur dépendant du métal a effluer. Notre crible a mis en évidence trois
pompes a efflux majeures : czcAl, cadA3 et CadA2 (PP_0586) pour l'efflux respectif de
zinc, cadmium et cuivre. Ces systemes, connus, sont importants méme en faible
concentration de métaux environnants indiquant qu’ils sont l'un des premiers
meécanismes de défense déployés face au stress métallique. Prés de cing systémes
CzcABC sont présents chez P. putida [138] mais seul un de ces systemes est retrouvé
dans notre analyse. CzcABC1 apparait alors comme le mécanisme d’efflux majeur dans la
résistance au zinc dans nos conditions de laboratoire. Il est probable que les autres
systemes présents permettent a la bactérie de s’adapter a d’autres milieux de vie et/ou
répondent a des stress différents. Le systeme CzcABC est aussi connu dans la résistance
a de fortes concentrations de cadmium chez P. putida CD2 [275]. Cependant, la présence
de CadA3 (systeme d’efflux d’ions cadmium) chez un mutant AczcAl ne permet
probablement pas de le révéler. La création d’'un double mutant AczcA1AcadA3 pourrait
indiquer si le systeme CzcA1l est impliqué dans la résistance au cadmium chez P. putida
KT2440. Comme décrit par Leedjarv et ses collaborateurs, CadA1 (PP_0041), homologue
de CadA3 (PP_5139) ne semble pas intervenir dans la résistance aux métaux testés. Un
autre homologue de CadA3 (PP_5139), CadA2 (PP_0586) lui méme homologue de
CopAlpaoi, une Cu'-ATPase, apparait essentiel pour la résistance au cuivre seulement.
Ce résultat n’est pas surprenant car CopAlpao1 estimpliqué dans la résistance au cuivre
chez P. aeruginosa [317]. A 1 ‘exception du cobalt, les systemes d’efflux jouent un réle
majeur dans la résistance aux métaux testés. Parmi les systemes de résistance déja
connus, notre crible a aussi révélé CopA2/B2 (PP_5379/80) renommé PcoA2/B2 car
homologue au systéme de résistance au cuivre PcoA/B (PA2064/65) chez P. aeruginosa.
La réponse au cuivre implique donc l'activité de deux systémes non compensatoires

entre eux : PcoA2/B2 et CadAZ2.

Ces sytemes de résistance aux métaux sont finement contrélés par des régulateurs de

transcription. Chez P. aeruginosa, CopArao1 (homologue de CadA2kr2440) est régulé par
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CueR. Un homologue de CueR chez P. putida, PP_0585, fait partie de la méme unité de
transcription que CadA2. PP_0585 est probablement le régulateur de cadA2 mais
n’apparailt pourtant pas essentiel malgré un log2FC négatif de -1,74. Il est probable qu’'un
autre régulateur active la production de CadA2 ou que l'activité résiduelle de son
promoteur soit suffisante a la résistance au cuivre.

La séquence reconnue par CopR2 (PP_5383) n’est pas connue. Cependant, copR2 et
pcoA2/B2 (PP_5379/80) sont proches d’un point de vue génomique suggérant que
CopR2 pourrait étre son régulateur. Cette hypothése ne peut étre confirmée a la vue du
score de log2FC de copR2 (-0,74). Encore une fois, la régulation de pcoA2/B2 pourrait
dépendre d’autres facteurs.

Les régulateurs CusR/S, controlant la transcription de cusABC (PP_5385/86/87)
n’apparaissent pas non plus comme essentiels. Un mutant de cusABC possede d’autres
systemes de résistance (PcoA2B2) actifs. Si les autres systemes sont suffisants pour la
résistance au cuivre, CusABC n’apparaitra pas comme essentiel. A I'inverse, dans un
mutant ApcoAZ2B2, CusABC ne semble pas pouvoir suffire a la résistance. Ce systéme
n’est alors probablement pas actif dans nos conditions.

PP_5140, un régulateur de la famille MerR, est essentiel a la résistance au cadmium et au
zinc d’apres notre crible. Son implication dans la résistance au cadmium est connue chez
P. putida [318]. Il est décrit comme étant le régulateur de CadA3 (PP_5139) [138]. Les
mutants des genes cadA3 et PP_5140 ont été testés pour leur résistance au cadmium et
au zinc. Le mutant de cadA3 ne présentant un défaut de croissance qu’en présence de
cadmium. PP_5140 pourrait donc activer d’autres systemes de résistance au zinc,
comme czcA1. Cette hypothese reste a confirmer.

PP_5337, un régulateur de la famille LysR, est situé entre deux clusters de génes, un
impliqué dans la biosynthese de 'IMP (purE et purK) et un autre dans la production
d’ammonium (aspA). Son régulon n’est pas connu. Il pourrait réguler les genes faisant
partie de la voie de biosynthese de I'IMP ou ceux impliqués dans la production
d’ammonium. De part sa proximité avec pcoA2/B2 (PP_5379/80), une derniere
hypotheése serait qu’il régulerait I'expression de ce systéme de résistance. Pour répondre
a ces interrogations, des systémes rapporteurs ainsi que des qRT-PCR en contexte
sauvage et APP_5337 pourront étre réalisés.

Pour rappel, le cadmium a une forte affinité avec les groupements cystéines-soufre. En

présence de cadmium, le systéme a deux composants PP_0887/88 (RoxS/RoxR)
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apparait essentiel. Le régulon de RoxS/RoxR a été étudié en absence de stress. Ce
systeme a deux composants régule des genes de réponse a la carence en soufre dont selA
et selB impliqués dans le remplacement des cystéines contenant du soufre par l'acide
aminé alternatif sélénocystéine. RoxS/RoxR régule aussi l'opéron PP_1110-PP_1113 ainsi
que des genes cysD et cysNC impliqués dans la voie de biosynthese des cystéines [319].
Il a été démontré que I'ensemble de ces genes est induit par la diminution de la quantité
de soufre chez Mpycobacterium tuberculosis [320]. Le renouvellement de cystéines
pourrait ainsi étre induit par ce systéme a deux composants en réponse aux dégats sur

les groupements cystéines-soufre causés par le cadmium.

D’autres genes apparaissent tres importants pour la résistance aux métaux testés a la
vue des scores tres bas de logz2FC. DsbA qui catalyse la formation de ponts disulfures sur
des protéines non repliées dans le périplasme [58] apparait comme un systeme de
défense majeur en plus de CadA3. Nous avions émis I'hypothese que son role dans la
résistance pourrait étre diie a la liaison directe des ions cadmium par ses groupements
thiol, un peu a 'image d’une éponge a cadmium. La surexpression de DsbA en présence
d’une forte quantité de cadmium n’a pas démontré une résistance accrue par rapport a
une souche sauvage, réfutant ainsi notre hypotheése (données non présentées). Ceci
indique que DsbA est probablement essentielle dans la résistance au cadmium en
permettant le repliement correct de certaines protéines périplasmiques qui sont la cible
des ions Cd2*. Ces derniéres protéines ne sont pas forcément impliquées dans la
résistance mais ont une fonction essentielle pour la vie cellulaire.

PP_1663 présente le log2FC le plus bas en présence de cadmium. Ce gene a fonction
inconnue fait partie d'un opéron impliqué dans la voie de biosynthese de I'IMP. Si sa
fonction concerne la production d'IMP et donc la synthese in fine de purines, il apparait
encore une fois que la biosynthése de bases azotées est un mécanisme majeur pour la
survie en condition de stress.

PP_5002 est un autre géne a fonction inconnue avec un score de log:FC trés bas. Il
apparait comme le mécanisme indispensable pour la survie en présence de cobalt. Il
contient un domaine DUF971 qui est retrouvé entre autre dans des facteurs
d’assemblage de clusters Fe-S. Le cobalt est connu pour interférer avec I'homéostasie du

fer et pourrait donc générer des dommages aux clusters Fe-S [104]. Le produit de
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PP_5002 pourrait ainsi avoir une fonction dans I'assemblage des clusters perturbés par

les ions Co?*.

Certains genes ont un intérét particulier car impliqués dans des résistances croisées a
plusieurs métaux. C'est le cas de gshA qui pour rappel est impliqué dans la voie de
synthese du glutathion tout comme gshB qui a un score de log2FC non significatif (log2FC
de -1,04 et -0,45 pour le cuivre et cobalt respectivement). Chez E. coli, la perte de
production de glutathion induit une légere sensibilité aux métaux (cd, zn, cu) lorsque
d’autres systemes de résistance sont actifs [321]. Son absence provoque cependant un
fort défaut de croissance en absence de systemes de résistance tel que PcoAZ2. Le
glutathion agit dans un cytosol ou peu d’ions cuivre sont présents car ils sont
essentiellement séquestrés dans le périplasme. Le glutathion semble agir comme une
seconde ligne de défense. Cette seconde protection semble néanmoins importante
d’apres notre crible ou les ions cuivre et cobalt sont certainement en exceés dans le
cytosol. Cette idée de défense secondaire est appuyée par les scores de log2FC plus
proche de 0 pour les genes gshA/B (-1,5 pour gshA) que pour les autres systemes de
résistance tels que pcoA2/B2 (-3). Nos résultats phénotypiques montrent aussi qu’'un
mutant gshA présente un léger défaut de croissance en milieu riche indiquant que le
glutathion joue déja un role de tampon du potentiel redox en absence de stress

métallique. Cette molécule agit également comme molécule signal chez la plante [322].

Au moins un géne de l'opéron pvdMNOE est retrouvé a chaque fois comme étant
impliqué dans la résistance au cadmium, cuivre ou zinc. Pour rappel, les produits des
genes pvdMNO sont suspectés d’étre impliqués dans la maturation du précurseur de la
pyoverdine alors que pvdE produit le systéme de transport du précurseur de la
pyoverdine du cytosol vers le périplasme. Nous avons émis I'’hypothése que seul pvdE
serait impliqué dans la résistance aux métaux en permettant la détoxification du cytosol
par transport direct ou indirect des métaux vers le périplasme. Selon cette hypothese, la
présence d’'insertion dans les genes pvdMNO conduirait a un effet polaire sur pvdE. Afin
de tester cette hypothése, un mutant de délétion de l'opéron pvdMNOE a été
complémenté par le géne pvdE sous le contréle d’'un promoteur inductible a 'arabinose
(pBAD) et exprimé a partir d'un plasmide a nombre moyen de copies. Aucune

complémentation phénotypique en présence des différents métaux n’a été possible et ce,
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quelque soit la dose d’arabinose utilisée (inducteur du systéeme). De plus, le systeme
s’est révélé toxique en milieu riche et ce, méme en absence d’induction a I'arabinose
(données non présentées). L'expression basale de pBAD conduit probablement a une
production trop importante de PvdE, protéine membranaire, devenant toxique pour la
cellule. L’hypothese n’est pas réfutée mais le systeme de complémentation doit étre
adapté en réalisant une complémentation de préférence chromosomique ou pvdE serait

sous le contréle de son propre promoteur.

Un crible Tn-seq chez P. putida a déja été réalisé par Calero et ses collaborateurs [257].
Cette équipe a utilisé une banque d’environ 10,000 mutants de KT2440, obtenus par
mutagenese avec un Tn5, afin de mettre en évidence des genes de résistance a un
composé organique et aromatique, 'acide p-coumarique. Leur étude révele 'implication
de transporteurs (ex : Ttg2A), de lipoprotéines (ex : Vac]), de régulateurs (ex: FleN), de
protéines de membrane externe (ex: OprH) ainsi que plusieurs protéines de fonction
inconnue. Aucun de ces génes n’a été retrouvé comme étant impliqué dans la réponse a
un stress métallique, indiquant que les stratégies de défense de P. putida sont différentes

selon le stress rencontré.

Un schéma bilan des systemes de résistance mis en évidence dans cette étude est

présenté Figure 33.
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Figure 33 : Bilan des systémes de résistance aux métaux chez P. putida découvert
par Tn-seq.
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5'-phosphosulfate. PAP: 3’-phosphoadenosine 5’-phosphate. PcoA2 et PcoB2 correspondent a
PP_5379 et PP_5380.
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4.2.3 Résultats additionnels

Au paragraphe 4.2.2, nous avons émis la possibilité d’'une régulation de purE/K ou aspA
ou PP 5380 par le régulateur PP_5337. Afin de tester ces hypotheses, des fusions
transcriptionnelles ont été réalisées en placant le promoteur de chacun des genes cités
en amont du gene sfgfp [323]. Les constructions ont été utilisées dans des souches
APP_5337 complémentées par le plasmide pJN105 vide ou avec PP_5337 exprimé sous le
contrdle de son propre promoteur. Lors d’'une culture en microplaque en milieu riche en
présence ou absence de cuivre, la fluorescence a été mesurée au cours du temps. Ces
fusions permettent de déterminer d'une part si 'un des trois genes testés est régulé par
PP_5337 et d’autre part si cette régulation est dépendante du cuivre.

Les résultats présentés Figure 34 sont normalisés sur la DO et la valeur de fluorescence
de la construction pSEVA421-gfp sans promoteur a été soustraite. De plus, un controle
d’activité a été réalisé en utilisant le promoteur synthétique J23100, connu pour avoir
une activité transcriptionnelle forte en LB et ne fixant pas de régulateurs
transcriptionnels. Ce promoteur est un contrdéle d’activité pour prouver que les
variations de fluorescence sont spécifiques du régulateur étudié. L’activité
transcriptionnelle de ce promoteur ne varie pas en absence ou présence de cuivre et du
régulateur. Les résultats montrent que d’'une maniére indépendante au cuivre, PP_5337
régule positivement le géne aspA. L'activité de purE et de PP_5380 est indépendante du
régulateur PP_5337. On remarque cependant que l'activité de PP_5380 est plus
importante en présence de cuivre.

Ces résultats indiquent que la résistance apportée par PP_5380 semble indépendante de
PP_5337. Ce systéeme de résistance est régulé positivement en présence de cuivre afin
d’assurer la survie de la cellule bactérienne. PP_5337 régule positivement la
transcription du gene aspA de maniere totalement indépendante du cuivre. Le produit
du géne aspA est impliqué dans la production de fumarate a partir de I'acide aminé L-
aspartate et fait partie plus globalement de la voie du cycle TCA (tricarboxylic acid
cycle). Malgré sa régulation positive par PP_5337, aspA n’apparait pas essentiel pour la
résistance au cuivre dans notre crible (log2FC= +0,18). PP_5337 régule probablement
d’autres genes impliqués dans la résistance a un exces d’ions Cu?*. La détermination de
ses cibles pourrait s’effectuer au moyen d'un Chip-seq (chromatine immuno-

précipitation associée a un séquencage).
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Figure 34 : PP_5337 régule l'activité du gene aspA en présence et absence de
cuivre.

Des mesures de l'activité de fusions transcriptionnelles ont été réalisées dans la souche mutante
APP_5337 par culture en microplaque en milieu LB supplémenté en gentamycine 10pM
(maintien du plasmide pJN105 vide ou exprimant le géne PP_5337) et streptomycine 50uM
(maintien du plasmide pSEVA-GFP exprimant les fusions transcriptionnelles) en présence ou
absence de CuCl; 2,5mM. Les résultats présentent la moyenne d'un triplicata technique des
valeurs maximales de fluorescence mesurées apres croissance a 30°C pendant 24h par le lecteur
de microplaque TecanM200 Pro. Les valeurs sont normalisées par la DO et par l'activité de
fluorescence du pSEVA-GFP sans promoteur. J23100: promoteur synthétique a activité forte. *:

p-value <0,05 (test U de Mann Whitney).
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Conclusion générale & perspectives

Le travail présenté au cours de cette thése a permis d’élargir le champ de connaissances
sur les systéemes de résistance aux stress chez les bactéries environnementales. Deux
types de stress ont été étudiés durant ma these : le stress généré par les métaux et celui

rencontré en cours d’'infection chez une plante.

Ces travaux ont permis de mettre en évidence les facteurs essentiels a la croissance
et/ou a la virulence du phytopathogene D. dadantii chez I'endive. Ces facteurs different
de ceux connus jusqu’a présent (systemes de sécrétions, substrats sécrétés) car notre
crible ne permet pas de révéler les facteurs sécrétés dans le milieu extérieur. Les voies
de biosynthese de certains acides aminés ainsi que des acides nucléiques (voie de
production d’'IMP et d'UMP) apparaissent essentielles pour établir une infection chez
I'endive. Une compétition est probablement installée entre le pathogéne et la plante qui
limite la disponibilité de ces composés dans l'espace intercellulaire. Ces voies de
biosynthése pourraient étre une cible pour le développement d’antimicrobiens. Afin
d’établir une infection réussie, les différents facteurs de virulence doivent étre finement
régulés. Il n’est pas surprenant de retrouver bon nombre de régulateurs dans notre
crible. Deux nouveaux régulateurs, jusqu’alors inconnus, LfcR et Dda3937_00840, sont
importants pour la virulence. Zur, un troisieme régulateur avec un score de log2FC non
significatif dans le crible, semble pourtant trés important. L’étude de leur régulon
pourrait permettre d’identifier de nouveaux facteurs de virulence chez le pathogéne. En
plus d’avoir identifié des genes déja connus comme étant indispensables pour la survie
du pathogene chez la plante (ex: opgG/H), notre crible a aussi mis en évidence
I'importance de la glycosylation des flagelles. Cette glycosylation pourrait permettre a la
bactérie de se cacher du systeme de défense de I'hote.

Les systemes de défense ainsi que les voies métaboliques de chaque plante peuvent
varier. Les genes requis pour l'infection des différents hotes de Dickeya (pommes de
terre, céleri, plantes ornementales...) peuvent alors varier considérablement. Il serait
intéressant de tester les mutants (voies de biosyntheses, glycosylation etc...) sur de

nombreux hétes, notamment des plantes entieres, ou encore de réaliser un Tn-seq apres
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infection de plusieurs plantes par D. dadantii afin de déterminer les voies globales et

indispensables au pouvoir pathogene de cette bactérie.

Ces travaux de these ont aussi permis de caractériser les principaux mécanismes de
résistance a différents métaux chez Pseudomonas putida. Les pompes a efflux
apparaissent comme l'un des systemes de résistance préféré des bactéries comme I'a
prouvé la mise en évidence des pompes CadA3, CadA2 (PP_0586) et CzcAl. Les
régulateurs de transcription jouent une fois encore un réle majeur dans la résistance au
stress. Notre étude a permis d’identifier deux nouvelles voies de régulation impliquées
dans la résistance au cuivre et au cadmium: PP_5337 et PP_0887/88. Connaitre les
geénes controlés par ces régulateurs en absence et en présence de métaux pourrait
conduire a identifier de nouvelles voies de résistance aux métaux. Plusieurs genes a
fonction inconnue ont aussi été identifiés tels que PP_1663 pour la résistance au
cadmium et PP_5002 pour la résistance au cobalt. Leur role reste a étre élucidé mais ces
résultats montrent que 'ensemble de mécanismes de résistance aux métaux n’est pas
completement compris. De facon surprenante, les genes de l'opéron pvdMNOE ont
semblé jouer un réle important dans une résistance croisée a plusieurs métaux. Il serait
intéressant de déterminer le réle de chacun de ces genes dans la résistance par

l'utilisation de mutants indépendants afin de lever le doute d'un possible effet polaire

sur le géne pvdE.

Le Tn-seq a été un outil suffisamment puissant et simple a mettre en ceuvre pour nous
permettre de réaliser deux cribles différents en paralléle dans le cadre d’'une these. De
plus, cette nouvelle approche est complémentaire d’autres techniques qui permettent
d’identifier rapidement des génes impliqués dans une fonction particuliéere comme le
RNA-seq. L'utilisation du RNA-seq pourrait en effet étre utilisé afin de déterminer si zur,
gene important pour la survie de D. dadantii dans I’endive d’apres notre expérience de
Tn-seq, controle d’autres génes que znuABC qui sont responsables de I'import du zinc

dans la cellule.
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INTRODUCTION: Classical approaches to understand microbial processes such as pathogene5|s can be undertaken usmg - functionnal gen0m|cs or random mutant
library screening. If this latter approach gives access to any gene involved in a process, the screening of mutant library is a laborious work. Recently a new
technique called Tn-seq [1], for transposon insertion coupled to high throughput sequencing, has been developped. This method is based on the random
insertion of a mariner type transposon and the subsequent identification of transposon insertion sites on the chromosome by high throughput sequencing. If a
gene is essential in a given condition, its inactivation by the Tn insertion will lead to death or severe growth defect, leading to the absence of its DNA in the
sequenced DNA library. Genes involved in fitness will also be detected thanks to the comparison between a permissive (no selective pressure) and a non-
permissive condition (selective pressure). Finally, new essential genes or sRNAs involved in bacterial fitness in a specific condition can be discovered, even if not
overexpressed.

OBIJECTIVES: The aim was to find genes involved in virulence in Dickeya dadantii, one of the phytopathogenic Enterobacteriaceae that can cause soft rot diseases,
and in Pseudomonas syringae, an opportunistic pathogen for plants. Results obtained for D.dadantii by comparing the results of Tn-seq after growth of D.dadantii
ool of mutants in rich medium and after infection of chicory leaf is presented in this poster.
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(a) During the mating between E. coli MFDpir for DAP) and ESAM_DGm [2] is from E. coli (a) Total gDNA from the pool of mutants is extracted, digested by Mimel which cuts 20 bp after its recognition site and let two

to Pseudamanas and can insert its transposon containing the drug marker (Gm). pSAM_D_Gm (r6k origin) is a suicide plasmid
that cannot be replicated in Pseudomonas (absence of pir). (b} An event of transposition confers a gentamycin resistance to
Pseudomonas receivers. Pseudomonas mutants were thus selected on gentamycin LB plates without DAP to prevent the
growth of the donor MFDpir. About 300,000-500,000 mutants were obtained, see figure 4

3 Sequencing results analysis
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overhang nucleotides at the 3' extremities. (b} An adapter is then ligated thanks to two overhang nucleatides at the 3'
extremity and (c) the left and right transposen junctions are amplified by PCR. After gel purification, the PCR fragments are
sequenced by the ILLUMINA Hi-seq sequencer. {d) The number of sequences (reads) for each junction can differ between the
start of the experiment (¢1} and the end {£2), after a selection has been carried out on the pool of transposon insertion mutants,

4 Validation of the Tn-seq tool
Stiade number of mutants | Growth | genomesize |  unique Insertion | TAsites | TA density \
obtained condition (bp) insertions | frequency | number | insertion
D.dodantii 3937 = 300000 L& 4922302 151418 |levery33bp | 456 864 033
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a) Analyse of the bank of mutants using Tn-seq Explorer: Genes and RNA can be discovered due to the high
insertion density.

b) Overview in Artemis software of an operon known ta be involved in virulence in Dickeya dadontii: opgG/opgH.
Analyse by Tn-seq Explorer shows a difference of fitness after chicary leaf infection compared to the L8 condition
represented here by the loss of reads in chicory condition

Conclusion: The identification of genes known to be involved in virulence of D.dadantii in chicory after Tn-seq analysis confirms the accuracy of this approach.
The banks of mutants display a high percentage of insertions for every bacterium, showing that the genome is almost totally mutated. In addition with a fitness
approach, new genes or ncRNA involved in a virulence process can also be discovered. The application of the Tn-seq tool on different phytopathogenic bacteria
and in different conditions will contribute to understand the virulence processes.
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INTRODUCTION: Metal ions are present all over the environment from naturalhorigin or industrial activity. Most of them are indispensable for cell metabolism
because they are essential cofactors of many enzymes. However, environmental bacteria can be exposed to variable concentration of metal ions that can be toxic.
Maintaining metal homeostasis is of great importance for the survival of these bacteria. Among them, Pseudomonas putida KT2440 is an ubiquitous soil bacteria
that harbours a large variety of genes predicted to be involved in metal homeostasis. However, little has been done to characterize the genes really implicated in
metal tolerance or resistance in this bacterium. Moreover, more than 1000 genes of P. putida are still of unkown function and we hypothetized that some genes
involved in metal tolerance remains to be discovered. In order to systematically identify genes required for growth of P. putida KT2440 in the presence of metal
ions , we made a Tn-seq mariner transposon mutant library of this bacterium and then screened the library for increased susceptibility of mutants to cobalt, zinc,
copper or cadmium ions. Results obtained by the Tn-seq approach in P. putida are presented in this poster.
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A- (1) During the mating between E. coli MFDpir
(auxotroph for DAP) and Pseudomonas, pSAM_DGm is
transferred from E. coli to Pseudomonas and can insert its
transposon containing the drug marker (Gm). pSAM_D_Gm
(¢6Kk arigin) is a suicide plasmid that cannot be replicatad in
Pseudemonas (absence of pir). (2) An event of transposition
confers a ycin resistance to receivers,
Pseudomonas mutants were thus selected on gentamycin
LB plates without DAP to prevent the growth of the donor
MFDpir.

B- (1) Screen of the mutant library in LB (control) or in LB
supplemented with metals (Me) ions. To carry out selection
against metal sensitive strains, the bank of mutants was
incubated at 28°C for ten to twelve doublings. (2) Mutants
are harvested from L8 medium and (3] the gDNA of the
pool of mutants was extracted after the screen.

C- (1) Total gDNA from the pool of mutants is extracted,
digested by Mmel which cuts 20 bp after its recognition site
and let two overhang nucleotides at the 3' extremities. (2)
An adapter is then ligated thanks to two overhang
nucleotides at the 3’ extremity and (3) the left and right
transposon junctions are amplified by PCR. After gel
ification, the PCR are by the
ILLUMINA Hi-seq sequencer. (4) The number of sequences
(reads) for each junction can differ between the start of the
experiment (t1) and the end (t2), after a selection has been
carried out on the pool of transposon insertion mutants.

2 - Tn-seq validation

A- Quality control of the Tn-seq
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Frequency and distribution of transposon sequence reads across the entire P.
putida KT2440 genome. The localization of transposon insertions shows no bias
throughout the geneme of P. putida KT2440.
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Biological reproducibility of the Tn-seq results
Pairs of Tn-seq assay results are compared, with the total number of reads per gene
plotted. Analysis of DNA samples correspanding to two independent cultures of the
mutant pool grown (1) in LB medium and (2) in LB medium supplemented with
cadmium. Values represent average numbers of reads per gene from the pairs of
biological replicates expressed in log, -

The high R value confirms the reproducibility of the approach.

3 - Metal tolerance genes discovered by Tn-seq

A- Venn diagram of metal
tolerance genes
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represented in a Venn diagram. Four genes are found to be common at
least in two conditions. Log, fold change (log,FC) indicating the fitness
difference between the test and the control conditions are in bold. Genes
already known to be involved in metal tolerance/resistance in P. putida

C- Competition experiment in metal rich medium
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B- Overview of the
pvdMNOE operon
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Overview in Transit software of the pvdMNOE operon involved in
pyoverdine biosynthesis. Analyse with Transit shows a difference of
fitness after growth in LB supplemented with metal ions (in this
example: Cu?*) compared with the LB control condition.

1- Fluorescent wild type strain and
ApvdMNOE (mutant created by an
in frame deletion) strain are mixed
in 1:1 ratio and incubated in LB
(control) and LB supplemented
with metal (Me) ions for ten
doublings. Cells are diluted and
plated on LB agar for enumeration.
2- A ratio between 4pudMNOE and
wild type strains is calculated for
each growth medium. * indicate a
significant  difference relative to
the LB condition (p<0.05, Welch's
t-test).
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Conclusion: The identification of genes known to be involved in metal resistance in P. putida KT2440 confirms the accuracy of the Tn-seq approach (Fig 3A). Some
genes whose involvment in metal tolerance was previously unkown, such as genes coding for a transcriptional regulator (PP_0887,PP_5337), are found to be
important for metal tolerance (Fig 3A). Moreover, some of these genes are involved in a cross resistance for different metals, such as pvdE or gshA genes. To validate
the global approach, the genes newly discovered were thus deleted by an in frame deletion and the mutant strains obtained were tested for metal tolerance in
competition to a wild-type strain. Preliminary results confirm the involvment of genes found by the Tn-seq approach in metal tolerance. Complementation
experiments and flow cytometry analysis of the competition tests will be performed to validate the implication of every mutants in metal tolerance. These results
give a new regard on the genes involved in metal tolerance in P. putida.

REFERENCE: [1] T. van Opijnen, K. L. Bodi, and A. Camilli, “Tn-seq: high-throughput parallel sequencing for fitness and genetic interaction studies in microorganisms,” Nat. Methods, vol. 6, no. 10, pp. 767-772, Oct. 2009.









UNIVERSITE
/_‘\

Lyon 1

ElR;

FOLIO ADMINISTRATIF

THESE DE L’'UNIVERSITE DE LYON 1

NOM : ROYET DATE de SOUTENANCE : 24/10/2018
Prénoms : Kévin

TITRE : La réponse au stress chez les bactéries : réponse au stress métallique chez Pseudomonas putida et au
stress rencontré en cours d’infection de plante chez le phytopathogéne Dickeya dadantii.

NATURE : Doctorat
Ecole doctorale : Evolution, Ecosystémes, Microbiologie, Modélisation (E2M2)
Spécialité : Microbiologie Moléculaire

RESUME :

Les bactéries environnementales font face a de trés nombreux stress dans leur milieu de vie. Ces derniéres
doivent s’acclimater rapidement pour faire face a des variations de température, des changements d’osmolarité, des
changements de pH ou encore des carences nutritives afin de survivre et de prospérer dans leur environnement
naturel. Ce travail de these s’inscrit dans I'étude de la réponse aux stress chez les bactéries environnementales en
prenant I'exemple du stress engendré par les métaux chez la bactérie modéle Pseudomonas putida et du stress
rencontré en cours d’infection de plante chez le phytopathogéne Dickeya dadantii. La présence d’'un excés d’ions
métalliques ainsi que les défenses d’une plante sur un phytopathogene entrainent tout deux un stress oxydatif et peut
provoquer une altération membranaire ainsi que protéique. Ces stress, a premiére vue éloignés, pourraient ainsi
induire des mécanismes de réponses similaires chez les bactéries. La plupart des études de résistance aux stress chez
les bactéries portent sur I'étude de genes sur ou sous exprimés et peuvent alors manquer des genes importants pour
la réponse a un stress donné dont I'expression reste inchangée. Afin d’identifier de nouveaux facteurs de résistance
aux stress métalliques chez P. putida ainsi que de nouveaux facteurs de résistance/virulence chez le phytopathogene
D. dadantii, un crible Tn-seq (Transposon-Sequencing) a été réalisé a l'aide de banques de mutants trés denses. Les
deux cribles ont permis de mettre en évidence le role majeur de régulateurs de transcription ainsi que I'importance
des mécanismes d’efflux dans la réponse a un stress. Les deux cribles ont aussi mis en évidence I'importance des voies
de biosynthéses en acides aminées et acides nucléiques. Enfin, de nombreux génes a fonction inconnue participent a la
survie des deux bactéries en condition de stress. Les résultats obtenus pourraient permettre de développer de
nouveaux antimicrobiens chez D. dadantii. Les mécanismes de résistance aux métaux et aux antibiotiques peuvent
étre similaires. Nos travaux améliorent la compréhension des mécanismes de résistance aux métaux et pourraient
ainsi permettre de trouver de nouvelles molécules a activité antimicrobienne.

MOTS-CLES: cobalt, cadmium, zinc, cuivre, stress, efflux, résistance, Tn-seq, Pseudomonas putida, Dickeya Dadanti,
maladie de la pourriture molle, mobilité, métabolisme, glycosylation

Laboratoire (s) de recherche : Laboratoire Microbiologie, Adaptation et Pathogénie
UMR5240 UCBL-INSA-CNRS-BayerCropSciences
Campus de la Doua- Batiment Lwoff, 10 rue Raphael Dubois, 69622 Villeurbanne Cedex

Directeur de these: Erwan GUEGUEN
Co-directrice de thése : Agnes RODRIGUE

Composition du jury : Florence WISNIEWSKI
Jean-Francois COLLET
Isabelle SCHALK
Laurent NOEL





<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


