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Résumé

Les Streptomyces sont des microorganismes filamenteux vivant dans le sol ou ils participent
activement a la minéralisation de la matiere organique morte. Les membres de ce genre bactérien sont
principalement connus pour le nombre pléthorique et la grande variété de métabolites secondaires
d’intéréts qu’ils sécrétent. Majoritairement saprophytes, quelques especes de Streptomyces se sont
néanmoins révélées étre pathogenes pour les végétaux. La plus répandue et la plus caractérisée de ces
espéces est Streptomyces scabies qui est responsable de la gale commune qui touche les organes
souterrains de nombreux végétaux avec une préférence pour les organes de réserve tels que les
tubercules de pommes de terre ou les racines pivots (betteraves, navets, carottes, etc.). Cette affection
se caractérise par des lésions brunatres et disgracieuses au niveau des organes infectés et engendre
des pertes économiques importantes dans plusieurs régions du monde.

Le caractére pathogene de S. scabies est directement lié a sa capacité a produire la thaxtomine.
Comprendre quand, comment et pourquoi S. scabies déclenche la production de cette phytotoxine est
donc d’un intérét majeur dans I'étude de la pathogénicité et la virulenceassociée a cette bactérie. Les
travaux antérieurs visant a répondre a ces questions ont notamment identifié le cellobiose comme
étant la molécule élicitrice pricipalement responsable de I'induction de la production de thaxtomine.
Cependant, aucune voie de signalisation compléte depuis la perception du signal éliciteur jusqu’a la
synthése de thaxtomine n’a encore été proposée. L'objectif de ce travail était d’élucider les
mécanismes moléculaires associés au déclenchement de la production de thaxtomine chez I'espéce
modeéle S. scabies.

Au cours de ce travail nous avons mis en évidence le réle central du répresseur transcriptionnel
CebR dans le déclenchement de la pathogénicité chez S. scabies. En effet, nous avons montré que ce
régulateur contréle directement |'expression des genes de biosynthese de thaxtomine, mais
également I'expression des geénes responsables de la perception, du transport et du catabolisme des
éliciteurs induisant la synthése de la phytotoxine. Ensemble, ces résultats nous ont permis de proposer
un premier modele de la voie de signalisation depuis le transport de cellooligosaccharides jusqu’au

déclenchement du comportementpathogéne de S. scabies.

Au-dela de l'aspect fondamental, nous avons également cherché a exploiter certains des
résultats obtenus afin de proposer des solutions a certains obstacles rencontrés dans différents
secteurs de biotechnologie industrielle a savoir, i) proposer un mutant constitutif de production de
thaxtomine afin d’augmenter les rendements de production ce bioherbicide prometteur, et ii) évaluer
les propriétés enzymatiques d’'une Beta-glucosidase de S. scabies en vue d’une exploitation dans les

processus de saccharification de la lignocellulose.



Summary

Streptomyces are filamentous soil-dwelling bacteria that actively participate in the
mineralization of dead organic matter. Members of this bacterial genus are commonly known for the
plethora of secondary metabolites of interest they secrete. Predominantly saprophytes, some
Streptomyces species have been proved to be phytopathogenic. The most widespread and best
characterized of these species is Streptomyces scabies which is the causative agent of the common
scab disease that affects the underground organs of many plants with a preference for storage organs
such as potato tubers or pivot roots (beet, turnip, carrot, etc.). Common scab is characterized by brown
and corky lesions on the infected organs and causes significant economic losses around the world.

The pathogenicity of S. scabies is directly related to its ability to produce the phytotoxin
thaxtomin. Unveiling when, how and why S. scabies triggers the production of its phytotoxin is
therefore of major interest to understand phytopathogenicity and the virulence associated with this
bacteria. Previous works identified cellobiose as the main elicitor of thaxtomin production. However,
no signaling pathway from the sensing of the eliciting signal to the biosynthesis of thaxtomin has been
proposed so far. The aim of this work is to elucidate the molecular mechanisms involved in the onset
of thaxtomin production in the model species S. scabies.

In this work we highlighted the central role of the cellulose utilization transcriptional repressor
CebRin S. scabies pathogenicity. Indeed, we showed that this regulator directly controls the expression
of thaxtomin biosynthesis genes, but also the expression of genes involved in sensing, transport and
catabolism of cellooligosaccharides. Together, our results allow to propose a first signaling pathway
from cellooligosaccharide transport to the production of thaxtomin in S. scabies, with each step of the

cascade controlled by CebR.

The results obtained in the course of this thesis extended well beyond the fundamental
research scope of elucidating the mechanisms associated with the onset of virulence of S. scabies.
Indeed, assessed if/how our findings could propose solutions to current industrial biotechnology
iapplications, i.e. i) to provide a mutant that constitutively produce thaxtomine could improve the
production yields of this promising bioherbicide, and ii) to assess the enzymatic characteristics of a

Beta-glucosidase of S. scabies as possible candidate in lignocellulose saccharification processes.



Liste des abréviations

(Glc),: cellobiose

(Glc)s: cellotriose

°C : degré celcius

Um : micrometre

KM : micromolaire

umol: micromole

2D: deux dimentions

3D: trois dimentions

A : Adénosine

AA : Activité Auxiliaire

ABC : ATP Binding Cassette

ADN : Acide désoxyribonucléique

ADP : Adénosine diphosphate

AFTR: AraC family transcriptional regulator
ARN : Acide ribonucléique

ARNm : ARN messager

ARNTr : ARN ribosomique

ARNt : ARN de transfert

ATCC : American Type Culture Collection
ATP : Adénosine triphosphate

AUC : Area Under the Curve

BG: B-glucosidase

BLAST: Basic local alignment search tool
bld : bald (mutant)

BSA : bovine serum albumin

C: Cytidine

CAZy : Carbohydrate Active Enzymes
CBM : Carbohydrate Binding Module
CBS : catalytic binding site

cbs : CebR binding site

CE : Carbohydrate Esterase

CESA : Cellulose synthases A

CFA : Acide coronafacique

CFA-lle : Coronafacoyl-L-isoleucine
CHES : N-Cyclohexyl-2-aminoethanesulfonic acid
CMA : Acide coronamique

Cy5: Cyanine 5

Da : Dalton

dcw : dry cell weight

EC : Enzyme Commission number
ECF-SF : Extracytoplasmique fonction SF
EDTA: Ethylenediaminetetraacetic acid
EMSA: Electromobility gel shift assays



EP : European patent

ESI: Electrospray ionization

FAO : Food and Agriculture Organisation of united nation
FRT : Flippase Recognition tTarget

g :gramme

G : Guanosine

GFP : Green Fluorescent Protein

GH : Glycosylhydrolase

GlcNAc : N-acétylglucosamine

GT : Gycosyltransferase

GTP : Guanosine triphosphate

h : heure

HEPES: acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane sulfonique
HG : Homogalacturonane

HGT : Horizontal gene transfert

hpi : hour post inoculation

HPLC : High-performance liquid chromatography
HTH : Helix-Turn-Helix

IAA : acide 3-indole-acétique

IARC: International Agency for Research on Cancer
ICE : Integrative and Conjugative Element

ICNP : International Code of Nomenclature of Prokaryotes
Inc. : incorporated

IPTG: isopropyl-B-d-thiogalactopyranoside

IS : Insertion sequence

ISP : Internationnal Streptomyces Project

kb : kilobase

Ko: dissociation constants

kDA : kilodalton

Ki : constante d’inhibition

Km : constante d’Henri-Michelis-Menten

kV : kilovolt

L: litre

LB : Luria-Bertani

LC-MRM: liquid chromatography-multiple reaction monitoring
LC-MS: Liquid Chromatography-Mass Spectrometry
LPMO : Lytic Polysaccharide MOnooxygénase

M : molaire (mole/litre)

m/m : masse/masse

m/v : masse volume

m/z : masse/charge

Mb : Mégabase

MCP : Mort Cellulaire Programmé

MES : 2-(N-morpholino)-éthanesulfonic acid

mg : milligramme



min : minute

mL : millilitre

mM : millimolaire

MM: Minimal Media

MSF : Major Facilitator Superfamilly

MW : molecular weight

NBD : Nucleotide binding domaine

NCBS : non-catalytic binding site

NC-IUBMB : International Union of Biochemistry and Molecular Biology
ng : nanogramme

NJ : Neighbor Joining

nm : nanometre

nM : nanomolaire

NRP : Non-ribosomal peptide

NRPS : Non-ribosomal peptide synthase

nt: nucleotide

NTA : nitrilotriacetic acid

OBA : Oat Bran Agar media

OCS : One Component System

OD: Optical Density

ORF : Open Reading Frame

PAIl : Pathogenicity Island

pb : paire de base

PCR : Polymerase Chain Reaction

PDB : Protein Data Bank

PEP : Phosphoénolpyruvate

pH : potentiel Hydrogene

PK : polyketide

PKS : Polyketide Synthase

PL : Polysaccharide Lyase

p-NPBG: 4-Nitrophenyl B-D-glucopyranoside
PTS : phosphoenolpyruvate-dependent sugar phosphotransferase system
PVDF : Polyvinylidene difluoride

gPCR : Quantitative real-time reverse transcription-PCR
rpm : rotation par minute

s : seconde

SCM : subérine-cellobiose media

SF : Sigma Factor

SSF: Simultaneous Saccharification and Fermentation
T : Thymidine

T° : température

TCA: Trichloroacetic acid

TCS : Two Component System

TDM : Thaxtomine-Defined Media

TDMc: Thaxtomine-Defined Media + cellobiose



TDMx: Thaxtomine-Defined Media + cellobiose + xylose
TDMx: Thaxtomine-Defined Media + xylose

TLC: Thin Layer Chromatography

TMD : transmembrane domaine

TOF : Time Of Flight

TR : Toxicogenic Region

Tris: Tris(hydroxymethyl)aminomethane

TSB : Tryptic Soy Broth

U : Uridine

UPLC: Ultra High-Performance Liquid Chromatography
v/v : volume/volume

V: Volt

Vi : Vitesse initiale

whi : white (mutant)

WO : World Intellectual Property Organization

WT : Wild Type

A: longeure d’onde

Liste des acides aminés

Acide aminé Code a trois | Code a une
lettres lettre
Alanine Ala A
Arginine Arg R
Aspartate Asp D
Asparagine Asn N
Cystéine Cys C
Glutamate Glu E
Glutamine GIn Q
Glycine Gly G
Histidine His H
Isoleucine lle I
Leucine Leu L
Lysine Lys K
Méthionine Met M
Phénylalanine Phe F
Proline Pro P
Sérine Ser S
Thréonine Thr T
Tryptophan Trp w
Tyrosine Tyr Y
Valine Val Vv




Liste des figures

Figure 1: Morphologie des bactéries du enre StreptOmMYCES........cuueeecuveeeeciieeeeiiieeeeceee e e e 13
Figure 2: Représentation schématique d’'un NRPS a quatre modules .........ccccoveeeviiieeeeciiieeecciiee e, 15
Figure 3: Cycle de Vie deS SErEPLOMYCES .........uueiieeueeieeiiieeeeeiee e eccee e s etee e e s caee e e e satae e e s abae e s e natae e s enreeas 17
Figure 4: Courbe de croissance de Streptomyces en milieu Solide ........cccceeeciieeeriieee e, 19

Figure 5 : Phénotypes de la souche sauvage, d’'un mutant bld et d’un mutant whi de S. coelicolor sur

MIHEU FICNE. ettt st e s e st e e hb e e sab et e sab e e s abeesabeeesabeesneeesnbeesaneeesareesn 21
Figure 6: Schéma de la boucle de rétroaction entre bIdA et AdPA.......ccveeiiiciie i 21
Figure 7: Structure chimique d’une chaine de CellUloSe .......cuveviviiiieiiiciiie e 23
Figure 8: Structure chimique de la cellulose cristalling..........cceoriiieiiiinieiiie e 23
Figure 9: Organisation d’une fibre de CelluloSe ........ouiiiiiiiiiiei e 23
Figure 10 : lllustration de différents types d’hémicelluloSes ........ccuveevviiieiiiiiiie e, 25
Figure 11: Représentation de la structure des PECHINES .......ccueeeiiiiiee it 27
Figure 12: Schématisation de I’hydrolyse de la cellulose par les différentes cellulases....................... 31
Figure 13: Mécanisme de transport d’un substrat par un ABC transporteur de type importeur......... 33
Figure 14: Différents systémes de transport de sucres identifiés chez les Streptomyces .................... 33
Figure 15: Représentation schématique du systéme de phosphotransférase des sucres.................... 35
Figure 16 : Représentation schématique des transporteurs de la superfamille MSF...........ccccceeenneeee. 35
Figure 17 : Représentation schématique des systémes a un ou deux composants........cccceeeevveeeeennnenn. 39
Figure 18: Phénotype des mutants du PTS chez S. coelicolor ............oovvvuveiiiiiiiiiiiiie e, 42

Figure 19: Cascade signalétique compléte depuis la perception de la GlcNAc jusqu’a la production

d’antibiotiqUE ChEZ S. COCNICOION ........uuveeiiiiiii ettt s st e e et e e s sebae e e s s sataeeeeanes 44
Figure 20 : Phénotype du mutant ACEDR A€ S. GriSEUS........ceovcueiriuiieiiieeiie ettt et sree st siaeesbee e 45
Figure 21 : Roland Thaxter (1858-1932).....ccuccccuiiiiiieiieeeieeeereesireeesteesteeestaeesaeesbaeesaseesaseessaeesaseeenes 49
Figure 22: Symptomes associés a 'infection par Streptomyces Scabies. ...........cccooccueevceinieiinceennennnns 49
Figure 23: Effets de I'infection d’un plant de tabac par S. SCabies. .........cueeecueeeecciieeeeciiee e 52

Figure 24: Symptémes associés aux infections causées par différents Streptomyces phytopathogenes.

Figure 25: Illustrations des premieres étapes de la colonisation d’un tubercule de pomme de terre par

Se SCADIES. ..ottt et e et h et s r e e e be e e e Ee e e be e e e nte e s beeeanreeeree s neresreeeane 55
Figure 26: Les Streptomyces phytopathogenes évoluent intra et intercellulairement......................... 55
Figure 27 : Liste des différents membres de la famille des thaxtomines..........cccoecveeeevcieeeccciee e, 57
Figure 28: Biosynthése de [a thaXxtomineg A........oooiiiie et e e saaee e e 59
Figure 29: Production de thaxtomine A des différents mutants bld de S. scabies 87-22...................... 63



Figure 30: Structure chimique du cellobiose ou B-D-glucopyranosyl-(1->4)-D-glucopyranose ........... 63

Figure 31: Effet de la concentration en cellobiose sur la production de thaxtomine par S. turgidiscabies

Figure 32: lllustration de la structure chimique de la SUBErine .........cccooceiriiiiiiini e 65

Figure 33: Le tryptophane induit un switch entre la synthese de thaxtomine et d’auxine chez S. scabies.

............................................................................................................................................................... 69
Figure 34 : Structures chimiques de I'a-solanine et de I'a-chaconing. ........cccooeeeeciiieeeeciiee e, 69
Figure 35: La thaxtomine A induit une hypertrophie cellulaire .........cccocoveeeiiieeeccieeee e, 71

Figure 36: La thaxtomine A induit une nécrose sur des tranches de tubercule de pomme de terre... 71

Figure 37: Modéle représentant |'effet de la thaxtomine sur les mouvements d’ions au travers des

MEMDIANES VEGELAIES ......veeiieeiee ettt e e et e e e e et e e e s et e e e e e abae e e seabaeeeeenbaeeeennseeesenrenas 73
Figure 38 : Le géne necl est nécessaire a la colonisation des extrémités racinaires...........ccccceeeeenneen. 75
Figure 39: Le géne necl participe a la virulence de S. turgidiscabies .............cccceeecvueeeeccieeecccieeeeeneen. 75
Figure 40: Structure chimique de I'o-tomMating.........ciiiiiiii i 77
Figure 41 : Structure chimique de la pyocheline (Quadri et al. 1999) ......ccccoviriiriiniiieieeeenee e 79
Figure 42: Structure chimique des desferrioxamines B et E (Tierrafria et al. 2011) .......ccccovvevveeeneennns 79
Figure 43: Structure chimique de la scabicheline (Kodani et al. 2013) .......cccceeveeecieecieecciee e 79
Figure 44: Structure chimique de la coronafacoyl-L-isoleucinge (CFA-IE) .....c.ccvueeevereviieecciie e 82
Figure 45 : Structure chimique des concanamycines A €t B ......coocvieeiiiiiei i 84
Figure 46 : Structure chimigque du FD-891 .........c.cooiiiiiiiiiieeeiee ettt ettt e sbeesveeesbee e 85
Figure 47 : Structure chimique de 1a borreliding ..........ccueeieeiie e e 86

Figure 48 : Organisation génétique de I'flot de pathogénicité chez S. turgidiscabies Car8, S. acidiscabies
8A4-104 €1 S. SCADICS 8T-22. ...ttt ettt ettt ettt b e s bt s at e s ettt e e bt e bt e sht e st e s b beenbeenns 88
Figure 49: Modele d’évolution de I'flot de pathogénicité chez les Streptomyces phytopathogénes... 91
Figure 50: Multiple alignment of S. griseus CebR-binding sites (€hS) .....cceveeecveeeeeciieeeeciee e, 94

Figure 51: CebR binding to cbs associated with thaxtomin biosynthetic genes is relieved by cellobiose.

Figure 52: Effect of cebR deletion in S. scabies on the transcription levels of the thaxtomin biosynthetic

L aLo I oYU o o] VA =T o [T UPPPRN 96
Figure 53: Effect of the cebR deletion on thaxtomin production in S. scabies. ........ccccccvveveveiveeennnenn. 96
Figure 54: Effect of the deletion of cebR on the virulence of S. scabies........ccccceeecieieiciiee i, 98
Figure 55 : Genetic complementation of the cebR mutant scored by thaxtomin production.............. 98

Figure 56: Synteny of the cebR-cebEFG-bglC cluster and msiK locus in several Streptomyces species.



Figure 57: Organization of the putative cellobiose ABC transporter gene cluster and phylogeny analysis
o) I ®(=] o] 2o o o] (o} (U =T3PPSR 102
Figure 58: Predicted three-dimensional structure of CebE of S. scabies. ........ccccoevveviveiviiiicieneenen, 102
Figure 59: Fluorescence emission spectra of the pure 6His-CebE protein alone and added with
cellooligosaccharides or other disaccharides.........coociviiiiciiiiicciec e 104
Figure 60: CebE of S. scabies interacts with cellobiose and cellotriose in the nanomolar range. ...... 104
Figure 61: Effect of cebE and msiK deletion in S. scabies 87-22 on the production of thaxtomin. .... 106
Figure 62: Effect of cebE and msiK deletion on the virulence of S. scabies. ..........c.cccccevvvvevecveeeennen. 106
Figure 63: Effect of cebE deletion on S. scabies growth in liquid TDM supplied with cellobiose as sole
(o T4 oTo T o Ko U o TP P TP PPIUPRUPRRPROt 108
Figure 64: CebR directly represses transcription of genes encoding components of the
cellobiose/cellotriose-specific ABC tranSPOItEY. ......ccueeecueeeeeeeeieeecteeeereeeeteeeetreeeeteeeetveeereeeereeesreeenns 108
Figure 65: Relative abundancy of CebE (A) and MsiK (B) peptides in response to the deletion of cebR
and/or cellobiose supply, determined by targeted proteomics (LC-MRM). ......ccoevrevvieeieeeiiereerenens 110

Figure 66: Model of the cellobiose /cellotriose-mediated induction of thaxtomin production in S.

R0l o 1= TP 110
Figure 67: TLC analysis of cellobiose and cello-oligosaccharides hydrolysis by purified BgIC ............ 112
Figure 68: Curve of initial velocity of BgIC (Vi) at different cellobiose concentrations....................... 112

Figure 69: Relative abundancy of BgIC peptides in response to the deletion of cebR and/or cellobiose
supply, determined by targeted proteomics (LC-MRIM). ....ccuiiiiieiiiiieciee ettt evee e svee e 114

Figure 70: Dynamics of cellobiose or cellotriose concentrations in the culture supernatants of

SErEPLOMYCES SCADIES 8T -22 ..uooeeeeeeeeeeteee ettt e eeette e e e et e e e e et e e e e e bae e e e ebaee e seabaeeeesstaeeeeasbaeeeeanbaeaeannrenas 114
Figure 71: Thaxtomine A production by the Abg/C mutant of S. scabies on ISP4..............cccvveeeuneen. 116
Figure 72: Thaxtomine A production by the Abg/C mutant of S. scabies on TDM. .........cccccccvvveeenneen. 116

Figure 73: Metabolic pathways from cellobiose and cellotriose transport to glycolysis and thaxtomin
[T ge o [ u o o TR SRR 118
Figure 74: Effect of the addition of cellobiose and/or the deletion of cebR on thaxtomin production by
5. SCADIS BT-22. ..ottt bbb sttt e bt e h e sae e sar e e bt e reenes 120
Figure 75: Scheme of a bioreactor used in biofilm fermentation. ........cccccoeevviiiiicii i, 120

Figure 76: Thaxtomin production by the S. scabies AcebR mutant strain in Rushton turbine agitator.

Figure 77: Thaxtomin production in 4 L biofilm reactors (left) and biofilm colonization of the metallic

support (right) after the fermentation PrOCESS........ccuiiicieiiiieecee et ae e sbee e 122
Figure 78: Schematic representation of the B-glucosidase-catalyzed turnover of a substrate........... 126
Figure 79: Effect of temperature and pH on BgIC actiVity.......ccccoecuieeiieiiiei e e 128



Figure 80: Effect of D-glucose, and D-xylose on BgIC actiVity. ......ccooccciiieeeeieiecciieeee e, 128
Figure 81: Effect of ethanol or NaCl on BgIC actiVity. ...cccceeveiieiiiiiieii e 130
Figure 82: Effect of addition of BgIC on cellulose hydrolysis by DELTAGAS® AT-150 enzymes mixture.

Figure 83: Lateral view of the catalytic interface of HiBG........cccccceviieiiiiiicien e, 138
Figure 84: Schematic representation of BG reactions that could occure at different glucose and
SUDSEIrate CONCENTIATIONS. ...oouiiiiieii ettt e bt st st eesbe e sbeesieesane e 138
Figure 85: Curve of the initial velocity of BglIC (Vi) at different p-NPBG concentrations.................... 138
Figure 86: p-NPBG concentration modifies the effect of D-glucose and D-xylose on BglC activity.... 140
Figure 87: Time course of cellobiose hydrolysis by BEIC. .........cooociiiiiiciiie e 140
Figure 88 : Transglycosylation reactions that could occur with p-NPBG or cellobiose as substrate .. 142
Figure 89: Surimposition of the HiBG structure and the model of BgIC. .........cccccoieiiieiieeeiciiee e, 144
Figure 90 : Multiple alignments of amino acids sequences of BglC orthologues from Streptomyces
] o L<Tol 1= OO O PP PPPPPROPIRE 146
Figure 91 : Modeled BgIC from S. GCidiSCADIS...........ccccueeieeciiiiceiie ettt 146
Figure 92 : Modele de l'induction de la production de thaxtomine par S. scabies en fonction de son
LNV T o] oY g YT o g1 o | PRSP PPRPPPPN 154
Figure 93: Vérification in vitro des interactions entre 6His-CebR et les cbs potentiels identifiés chez S.
SCADIES. ...ttt ettt st sttt et h et st b bt s Rt ettt eE e e bt e e r e s et e n e e n e e reenes 156
Figure 94: Séquence consensus du cbs chez S. scabies et S. griSeus. ..........ccovcveeecveeeecciieeeesiieeeeeneens 156
Figure 95: Schéma des réseaux de régulations potentiels reliant CebR a I'utilisation de I'amidon. .. 158
Figure 96 : Activités amylolytiques du mutant AcebR et de la souche sauvage de S. scabies. ........... 159

Figure 97: Alignement des séquences des régions contenant le site potentiel de liaison de CebR dans

la séquence codante des orthologues de adpA/bldH de différents Streptomyces. ............ccuueeeueen... 160
Figure 98: Phénotype du mutant AcebR et de la souche sauvage de S. scabies sur milieu ISP4. ....... 160
Figure 99: Phénotype du mutant AcebR et de la souche sauvage de S. scabies sur milieu ISP7. ....... 160

Figure 100: Modéele de la régulation par SmrAB-Sig25 de la production d’avermectine et d’oligomycine
CREZ S, QUEIIMILILIS. .ottt ettt ettt e s abe e sba e sabe e sabeeesabeesabeesabaeesabeesnns 164
Figure 101: Position des éléments cis identifiés entre smrA et sig25 chez S. avermiitilis ................... 164

Figure 102: Weblogo obtenu a partir des séquences reconnues par le régulateur GInR chez S. coelicolor

BT S, VEBNEZUEIAE. ...ttt sttt st sttt et e 166
Figure 103: Validation de I'interaction entre GInR et le gbs identifié en amont de cebE................... 166
Figure 104 : SDS-PAGE showing the level of purity of Hise-tagged proteins used in this thesis. ........ 172
Figure 105: CebR position weight matriX (PWM). ......coocuiirioiiee ettt e 182

10


file:///C:/Users/Sam/Dropbox/Rédaction%20thèse/test%20mise%20en%20commun/Mise%20en%20commun%20200816.docx%23_Toc459537110

Liste des tables

Table 1: Liste de quelques métabolites secondaires d’intérét produits par différentes espéces de
Y= 010 1o 27N 13

Table 2 : Liste des espéces de Streptomyces phytopathogénes, maladies engendrées et localisation.54

Table 3 : Effect of various oses/reagents on BgIC aCtiVity.......cccccoveeeireiieeiiie e 130
Table 4: Parameters of (A) glucose tolerant and (B) glucose tolerant and stimulated BGs................ 136
Table 5: Strains and plasmids used in this thesis ... 184
Table 6: Oligonucleotides used in this thESiS .........uuiiiiii i 185
Table 7 : Prédiction du régulon CebR chez S. scabies (région intergénique) .......cccccceeeveercieeeceeeennnnn. 188
Table 8 : Prédiction du régulon CebR chez S. scabies (regions intragénique).........cccceecveevcveeecvveennnenn. 190
Table 9 : Prédiction du régulon CebR chez S. avermitilis (région intergénique) .......ccccceevcveeecrveennnenn. 191
Table 10 : Prédiction du régulon CebR chez S. avermitilis (regions intragénique) .......cccceceeevvveeennenn. 192

11



1 Introduction générale

1.1 Caractéristiques générales du genre Streptomyces

L’origine du nom Streptomyces vient du grec « streptos » signifiant courbé ou tordu, et « myces »
signifiant champignon. L'étymologie peut préter a confusion : les individus appartenant a ce genre ne
sont pas des champignons mais bien des bactéries dont on compte plus de 900 espéces (Labeda et al.
2012). Les Streptomyces se sont révélés étre d’un intérét majeur tant dans le domaine de la recherche
fondamentale que sur le plan industriel. En effet, de par leur cycle de vie complexe les Streptomyces
constituent un modele unique dans I'étude du développement chez les procaryotes, tout comme ils
attirent I'attention des industriels de par les nombreux métabolites secondaires qu’ils produisent

naturellement (Chater et al. 2010).

1.1.1 Génétique

Les Streptomyces sont des microorganismes aérobies, filamenteux et sporulants appartenant a
I'ordre des actinomycétales (Figure 1). Comme I'ensemble des membres appartenant a cette unité
taxonomique, les Streptomyces sont des bactéries Gram-positives possédant un génome riche en G-C
(entre 69 et 78 %). Ce dernier se différencie de la plupart des génomes des autres bactéries de par la
forme linéaire de son chromosome ainsi que par sa taille particulierement importante (Bentley et al.
2002). Les deux extrémités du chromosome comportent toutefois des télomeéres qui sont liés
covalentiellement a des protéines le protégeant de la dégradation (Bao & Cohen 2003). La taille du
génome des streptomycétes varie de 7 & environ 12 Mb en fonction de I'espéce considérée. A titre
d’exemple le génome d’Escherichia coli comporte environ 4,6 Mb et celui de Bacillus subtilis 4,2 Mb.
Cette taille exceptionnelle reflete la prédisposition génétique des Streptomyces a s’adapter aux
nombreuses variations des conditions environnementales auxquelles ces bactéries doivent faire face
dans leurs biotopes. D’ailleurs chez I'espece modele Streptomyces coelicolor, plus de 12 % des ORFs
du génome codent pour des régulateurs transcriptionnels dont la plupart sont prédits comme étant

impliqués dans la perception de stress et de stimuli environnementaux (Bentley et al. 2002).

1.1.2 Role des Streptomyces dans la nature

Les Streptomyces sont des organismes ubiquistes. En effet, les facultés d’adaptation de ces
bactéries leur ont permis de coloniser différentes niches écologiques telles que les sols, les milieux
aquatiques (dont les milieux marins), ou encore les milieux karstiques (grottes calcaires). Néanmoins,
le biotope naturel de la majorité des Streptomyces reste le sol, ou ils représentent plus de 5 % de la
flore microbienne (Janssen 2006). La faculté qu’ont ces microorganismes immobiles a coloniser les sols

provient de caractéristiques morphologiques et physiologiques acquises tout au long de leur
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Figure 1: Morphologie des bactéries du genre Streptomyces

A. Vue macroscopique d’une colonie de Streptomyces coelicolor produisant de I'actinorhodine (antibiotique de
pigmentation bleue) en milieu solide. La colonie présente un aspect duveteux dé a la nature filamenteuse des
hyphes de la bactérie. B. Vue en microscopie électronique a balayage des hyphes aériens en cours de
différentiation en chaines de spores. C. Vue en microscopie optique d’un amas de filaments de Streptomyces
évoluant en milieu liquide.

Nom Activité biologique Espéce productrice

Inhibiteur de B-lactamases Streptomyces clavuligerus

Antibiotique/
antifongique/
antitumorale

Acide clavulanique

S. parvulus, S. anulatus

Actinomycine I
¥ S. antibioticus

Amphotéricine B Antifongique S. nodosus

Antihelminthique S. avermitilis
Antibiotique/

Avermectine

Bléomycine . S. verticillus
Antitumorale

Chloramphénicol Antibiotique S. venezuelae

Daptomycine Antibiotique S. roseosporus

Antitumorale
Antibiotique/
Antitumorale

Doxorubicine S. peucetius

Echinomycine S. echinatus

Hygromycine B Antibiotique S. hygroscopicus
Néomycine Antibiotique S. fradiae
Nystatine Antifongique S. noursei
Pristinamycine Antibiotique S. pristinaespiralis
Rapamycine ;r:?fz:z;s:fgesseur/ S. hygroscopicus
Spiramycine Antibiotique S. ambofaciens
Streptomycine Antibiotique S. griseus
Tacrolimus Immunosupresseur S. tsukubaensis
Tétracycline Antibiotique S. aureofaciens
Thaxtomine Herbicide S. scabies

Table 1: Liste de quelques métabolites secondaires d’intérét produits par différentes espéces de

Streptomyces.
Tableau adapté de (Arias et al. 2011; Barka et al. 2016)
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évolution. En effet, les Streptomyces se développent sous forme d’un mycélium végétatif formant un
réseau ramifié leur permettant de capter plus efficacement les nutriments environnants. En condition
de carence nutritionnelle ou face a différents stress biotiques ou abiotiques, ils développent un
mycélium aérien qui va se différencier en chaines de spores assurant la préservation et la
dissémination de l'espece (voir point 1.2). Par ailleurs, les adaptations physiologiques des
Streptomyces a la vie dans le sol résident notamment dans le large éventail d’hydrolases
extracellulaires qu’ils sécretent. Ces enzymes leur permettent de lyser et ainsi d’assimiler des
molécules aussi complexes et variées que la lignine, la pectine, la chitine, le xylane, la cellulose, la
kératine, le latex ainsi que certains composés aromatiques (Chater et al. 2010). On comprend donc
aisément I'importance de ces bactéries dans le recyclage et la minéralisation des composés organiques
résiduaires des sols.

La vie dans le sol implique toutefois une cohabitation avec de nombreux autres organismes tels
que les invertébrés et les végétaux mais aussi les autres bactéries et champignons avec lesquelles les
Streptomyces partagent leur niche écologique. Cette cohabitation nécessite également de nombreuses
adaptations. L’adaptation physiologique sans doute la plus remarquable des Streptomyces est
probablement leur capacité a produire de nombreux métabolites spécialisés, qualifiés erronément de
‘secondaires’. En effet, il semble de plus en plus probable que la grande diversité des molécules
bioactives produites par les Streptomyces résulte de la longue évolution de ces bactéries au contact

des autres protagonistes du sol (Seipke et al. 2012).

1.1.3 Métabolisme secondaire

Bien que la majorité des gens n’aient jamais entendu parler des Streptomyces, chacun d’entre
nous a déja été en contact avec eux ou tout du moins avec un de leurs métabolites secondaires. En
effet, 'odeur caractéristique de terre humide que I'on peut sentir apres une pluie ou lorsque I'on fait
du jardinage est causée par la géosmine, un des nombreux métabolites secondaires produits par les
Sreptomyces (Gerber & Lechevalier 1965). En effet, ce genre bactérien est bien connu des industriels
pour le nombre et la diversité impressionnants des molécules bioactives qu’ils sécretent dont
notamment des antibiotiques, des antitumoraux, des immunosuppresseurs ou encore des herbicides
(Table 1). Prés de deux tiers des métabolites secondaires d’origine microbienne ainsi que 70 % des

antibiotiques utilisés en médecine sont produits par diverses especes de Streptomyces (Bérdy 2005).

1.1.3.1 Syntheése des métabolites secondaires
Chez les bactéries Gram positives, il existe plusieurs types de métabolites secondaires que I'on

distingue notamment sur base des monomeéres utilisés pour leurs synthéses et des complexes
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NRPS gene 1 NRPS gene 2
Modijle 1 Mﬂdille 2 Mmiule 3 MndEIe 4

Figure 2: Représentation schématique d’un NRPS a quatre modules
Le NRPS présenté est composé de quatre modules dont les deux premiers (1 et 2) sont codés par un premier

géne (NRPS géne 1) et les deux derniers (3 et 4) par un second géne (NRPS gene 2). A I'exception du module 1,
chaque module d’un NRPS posséde au moins trois domaines catalytiques. 1) Un domaine d’adélylation (A) qui
sélectionne un acide aminé spécifique et I'active en le transformant en amino acyl adénylate. 2) Le domaine de
thiolation (PCP pour Peptidyl Carrier Protein) qui lie covalentiellent I'acide aminé activé a la synthétase par
I'intermédiaire d’un bras phosphopantetheinyl. Et 3) le domaine de condensation (C) qui catalyse la formation
d’un lien peptidique entre deux acides aminés liés au niveau de deux modules adjacents. Le dernier module du
NRPS contient un domaine thioestérase (TE) qui, en fin de synthése, permet de décrocher le métabolite
secondaire de la synthétase (Arias et al. 2011).
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enzymatiques qui assemblent ces monomeres entre eux. On retrouve les polycétides (PK) synthétisés
par des polycétides synthétases (PKS) a partir d’acyl-coenzyme A, les peptides non ribosomiques (NRP)
synthétisés par des synthétases de peptides non ribosomiques (NRPS) a partir d’acides aminés et enfin
les bactériocines qui sont des peptides synthétisés par la voie classique des ribosomes a partir d’acides
aminés. On retrouve également des métabolites hybrides constitués a la fois de structures peptidiques
et polycétidiques, synthétisés par des complexes enzymatiques hybrides PKS-NRPS (Arias et al. 2011).
C’est notamment le cas de la bléomicine qui est un agent anticancéreux synthétisé par Streptomyces

verticillus (Du et al. 2000).

Les PKS et NRPS sont de grosses protéines multimodulaires dont chaque domaine possede une
activité enzymatique catalysant I’élongation ou la modification du métabolite secondaire synthétisé.
Une représentation schématique d’un systeme NRPS est présentée a la Figure 2. Les génes codants
pour ces gros complexes enzymatiques sont regroupés au sein de larges clusters qui peuvent
notamment abriter les systemes de transport et les mécanismes de résistances aux métabolites
synthétisés, mais également les régulateurs transcriptionnels contrélant I’expression de I’'ensemble de
ces génes. Chez les Streptomyces, la grande majorité des métabolites secondaires est synthétisée a
partir de systemes PKS, NRPS et PKS-NRPS. En effet, les bactériocines isolées chez les Streptomyces
sont peu nombreuses et ne présentent généralement pas d’activité antibiotique. C’est le cas du
peptide SapB qui est une bactériocine de classe | (ou lantibiotique) nécessaire a I'émergence des
hyphes aériens lors de la différentiation morphologique des Streptomyces (voir point 1.2)(Arias et al.

2011).

1.1.3.2 Roles des métabolites secondaires dans la nature

Les métabolites secondaires sont souvent définis comme étant des molécules n’ayant pas de
fonctions vitales directes pour les bactéries qui les produisent. Cette définition n’est cependant
applicable que sous certaines conditions en laboratoire et est donc sujette a controverse. En effet, il
est difficile de connaitre les fonctions biologiques associées a ces métabolites « spécialisés » dans
I’environnement d’origine du microorganisme. Effectivement la majorité des études qui ont permis
d’isoler de nouveaux métabolites secondaires se focalisent souvent sur les propriétés bioactives de ces
molécules a forte concentration et dans le but d’une exploitation industrielle, ne se préoccupant que
trop rarement du role de celles-ci dans la nature. Par exemple, il a longtemps été considéré que les
antibiotiques étaient uniguement utilisés comme armes chimiques par les bactéries afin d’éliminer
leurs concurrents. Cependant, cette vision tres anthropocentrique du monde bactérien est de plus en
plus contestée. En effet, plusieurs études indiquent que, aux concentrations rencontrées dans

I’environnement, ces composés ne présentent pas les activités
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Figure 3: Cycle de vie des Streptomyces
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antibiotiques que nous leur connaissons (Firn & Jones 2000; Davies 2006; Bérdy 2005; Bernier &
Surette 2013). Ces molécules semblent au contraire impliquées dans de nombreux processus
cellulaires tels que la différenciation morphologique, I'équilibre redox et la communication
intercellulaire (Bernier & Surette 2013). Cette capacité qu’a une méme molécule de véhiculer un
message inducteur a de faibles doses et inhibiteur a de fortes doses est connu sous le nom d’hormése
(Calabrese & Baldwin 2003; Mattson & Calabrese 2009). L’étude de ce phénomene d’abord tres
controversé pourrait permettre la compréhension de nombreux processus physiologiques chez les
procaryotes.

Chez les Streptomyces, les métabolites secondaires sont également a la base de nombreuses
interactions symbiotiques. En effet, bien que les Streptomyces aient souvent été considérés comme
étant uniquement des organismes saprophytes participant activement a la dégradation de la matiere
organique morte, il semble de plus en plus évident que ce genre bactérien est aussi fortement
impliqué dans de nombreuses interactions avec les plantes, les champignons ou encore les animaux

(Seipke et al. 2012).

1.2 Cycle de vie et développement

La morphologie de ces bactéries immobiles résulte d’une série d’adaptations survenues au cours
de I'évolution en vue d’accroitre au maximum leurs chances de survie dans un quelconque milieu
tellurigue. C’est pourquoi le cycle de vie des Streptomyces est assez complexe (Figure 3). Il débute par
la germination d’une spore contenant une copie unique du génome. Le tube de germination fait
ensuite place a un vaste réseau de filaments tres ramifiés appelé mycélium végétatif (ou mycélium
substrat). Ce dernier est constitué d’hyphes polynucléés pouvant croitre rapidement par extension des
extrémités de la paroi cellulaire. Survient ensuite une étape de différenciation morphologique
conduisant a la formation d’un second type de cellules filamenteuses émergeant verticalement du
substrat : le mycélium aérien (ou mycélium reproducteur)(Chater 1972). Apres un temps de croissance,
ces hyphes aériens vont s’incurver avant de subir un cloisonnement a intervalles réguliers aboutissant
a la formation de spores contenant chacune une copie unique du génome (Wildermuth & Hopwood
1970). Arrivées a maturation, les spores seront dispersées afin d’assurer la pérennité de I'espéce et
recommenceront un cycle de vie complet lorsque les conditions environnementales le permettront a

nouveau (Kieser et al. 2000).

La phase de transition
On appelle phase de transition le moment durant lequel survient le déclenchement de Ila
différenciation du mycélium végétatif en mycélium aérien. Simultanément a cette différenciation

morphologique a lieu un processus de différenciation physiologique lequel permet a la bactérie de
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Figure 4: Courbe de croissance de Streptomyces en milieu solide
Courbe de croissance de |'espéce modele Streptomyces coelicolor sur milieu solide R2YE. La croissance des

Streptomyces peut étre divisée en quatre grandes phases que sont : |) la premiére phase de croissance
exponentielle durant laquelle la bactérie se développe sous forme de mycélium végétatif, 1l) la phase de
transition au cours de laquelle le mycélium végétatif subit une lyse intense (mort cellulaire programmée) qui
marque le début des phénomeénes de différenciation. La différenciation morphologique se traduit par I'apparition
des hyphes aériens (extrémités blanches sur I'image de microscopie électronique correspondant a la phase Il)
tandis que la différenciation physiologique se traduit par la production de métabolites secondaires. Ill) la seconde
phase de croissance exponentielle qui correspond principalement a la croissance des hyphes aériens et enfin, IV)
la phase stationnaire durant laquelle les hyphes aériens se différencient en chaines de spores.
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passer du métabolisme primaire (assurant les fonctions vitales de la bactérie) au métabolisme
secondaire durant lequel sont produits les métabolites spécialisés (Bibb 2005; van Wezel & McDowall
2011). Si 'ensemble des mécanismes impliqués dans le déclenchement de ces deux processus de
différenciation sont encore mal compris, ils semblent tous deux survenir suite a un événement
commun de mort cellulaire programmée (Miguélez et al. 1999). En effet, il semble qu’a la suite d’un
stress, par exemple lorsque les réserves nutritives locales s"amenuisent, la colonie subit un phénomeéne
de mort cellulaire programmée induisant la lyse de la majorité des hyphes végétatifs. Les composés
cellulaires libérés suite a cette lyse serviraient alors de sources nutritives pour les hyphes végétatifs
survivants, ceci leur permettant de disposer de I'énergie nécessaire pour se différencier en mycélium
reproducteur afin d’assurer la pérennité de I'espéce (Méndez et al. 1985; Manteca et al. 2011). Cette
lyse intensive durant la phase de transition correspond a la courte période de ralentissement observée

sur la courbe de croissance des Streptomyces en milieu solide (Figure 4).

1.2.1 Les génes impliqués dans le développement des Streptomyces

Le programme développemental des Streptomyces est régulé par de nombreux génes eux-
mémes activés ou réprimés par de nombreux facteurs environnementaux. Ces réseaux de régulation
sont extrémement complexes et ne sont toujours pas clairement élucidés actuellement (McCormick &

Flardh 2012; Ruiz et al. 2010; Barka et al. 2016).

1.2.1.1 Les geénes « bald » et « white »

Initialement, les génes intervenant lors des différentes étapes du développement chez les
Streptomyces ont été identifiés suite a I'observation phénotypique de deux types de mutants obtenus
par mutagenése aléatoire : les mutants « bald » et les mutants « white » (Figure 5). Les mutants « bald »
(bld) sont incapables de former le mycélium aérien et présentent donc un phénotype lisse
contrairement au caractére ‘hirsute’ de celui des colonies sauvages, d’ou I'appellation « bald »
(chauve) (Merrick 1976). Les mutants « white » (whi) sont capables de produire un mycélium aérien,
mais sont en revanche incapables d’achever le processus de maturation des spores. Leur appellation
‘white’ résulte de leur incapacité a produire le polycétide attribuant la coloration grise caractéristique
des spores (Chater 1972; Wildermuth & Hopwood 1970). Bien que les génes bld et whi aient été
identifiés sur base des caractéristiques morphologiques de souches mutantes, certains se sont
également révélés étre directement impliqués dans le métabolisme secondaire chez ce genre
bactérien. Ceci souligne a nouveau le lien qui existe entre les différenciations morphologique et
physiologique chez les Streptomyces (Barka et al. 2016). La majorité des génes bld et whi codent pour

diverses protéines (facteurs sigma, anti-sigma, facteurs de
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Figure 5 : Phénotypes de la souche sauvage, d’un mutant b/d et d’'un mutant whi de S. coelicolor sur
milieu riche.
La souche sauvage de S. coelicolor (A) présente un aspect duveteux et grisatre d( a la présence d’hyphes aériens

différenciés en chaines de spores. Le mutant b/d (B) présente un phénotype lisse suite a son incapacité a produire
le mycélium aérien tandis que le mutant whi (C) produit des hyphes aériens incapables de se différencier en
chaines de spores et présente donc un aspect duveteux de coloration blanche di a I'absence du pigment gris des
spores. Les gouttelettes bleues a la surface de la colonie du mutant whi sont constituées d’actinorhodine qui est
un des antibiotiques pigmentés produits par S. coelicolor. Notons que I'émergence des hyphes aériens nécessite
notamment l'intervention de trois classes de protéines que sont les rodelines, les chapelines, et le peptide SapB
qui tapissent la surface des hyphes (et des spores). En effet, ces protéines jouent le réle de surfactant en
diminuant la tension superficielle du milieu et permettent ainsi aux hyphes aériens de croitre verticalement par
rapport a la surface du substrat (McCormick & Flardh 2012).

adpa
(TTA)

adpA

(UUA) AdpA

Leu-tRNAUUA

bldA

Figure 6: Schéma de la boucle de rétroaction entre b/dA et AdpA
Une fois le géne bldA transcrit en Leu-tRNAYYA, ce dernier permet la traduction de ’ARNm de AdpA. AdpA va
alors activer la transcription de bldA et réprimer sa propre transcription.
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transcription, ...) intervenant dans la régulation de I'expression de nombreux autres génes dont les
protéines interviennent dans les différents stades du développement des Streptomyces. Etant donné
I'extréme complexité des réseaux de régulation faisant intervenir les genes bld et whi, nous ne
décrirons ici que les exemples particuliers des génes bldA et bldH qui permettront d’interpréter

certains résultats présentés au cours de ce travail.

1.2.1.1.1 Les génes bldA et bildH

Chez les Streptomyces, le gene bldA code pour le seul ARN de transfert (ARNt) capable de
traduire en leucine le codon UUA d’'un ARN messager. Le génome de ce genre bactérien étant trés
riche en G-C (>70%), la probabilité de rencontrer le codon TTA dans une séquence codante est
extrémement faible. En effet, chez I'organisme modéle S. coelicolor, seuls 145 génes contiennent un
codon TTA sur les 7825 que compte son génome. En tant que seul ARNt capable de traduire le codon
rare UUA, bldA constitue donc un régulateur post-transcriptionnel controlant la traduction de
nombreuses protéines. Etant donné que la majorité des codons TTA sont localisés dans les génes
codants pour des protéines intervenant dans la différenciation physiologique et morphologique, b/dA
s’avere étre un élément clé du développement chez les streptomycetes. En effet, I'analyse de 144
clusters de génes de biosyntheses de métabolite secondaire chez différentes espéces de Streptomyces
a montré que 110 d’entre eux possédent au minimum un gene contenant un codon TTA. De plus, les
génes contenant ce codon rare codent souvent pour une protéine indispensable au bon
fonctionnement de I'ensemble des acteurs du cluster. Par exemple, chez S. coelicolor le cluster act est
responsable de la synthése de I'actinorhodine (antibiotique) tandis que le cluster red regroupe les
génes de biosynthese des prodiginines (antibiotique, antinéoplasique). Ces deux clusters sont
respectivement dépendants des activateurs transcriptionnels Actll-ORF4 et RedZ dont les genes
contiennent tous deux un codon TTA. Ainsi, la traduction de ces deux activateurs, la transcription des
génes qu’ils contrdlent et in fine la biosynthese de I'actinorhodine et des prodiginines sont directement

dépendantes de la présence de I’ARNt synthétisé a partir de b/dA (Hackl & Bechthold 2015).

L'implication de bldA dans la différenciation morphologique des Streptomyces provient quant
a elle de la présence d’un codon TTA dans un autre gene bld bien conservé codant pour le régulateur
transcriptionnel AdpA (gene adpA ou bldH) qui lui est directement impliqué dans la différenciation
morphologique chez S. coelicolor, S. griseus, et S. lividans. Notons également qu’une fois traduit, AdpA
active la transcription de bldA ce qui génére une boucle de rétroaction entre ces deux acteurs (Figure
6). Enfin, I'expression de bldA ne survient que tardivement au cours du développement des
Streptomyces. En effet, I'accumulation de I’ARNt débute au moment de la différentiation
morphologique pour atteindre un pic qui coincide avec I'augmentation des protéines traduites a partir

d’un géne contenant un codon TTA (Hackl & Bechthold 2015).
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1.3 Métabolisme du carbone

Comme nous |'avons vu précédemment, la majorité des Streptomyces évoluent dans le sol ou
ils participent activement a la dégradation de la matiere organique morte. Cet environnement dont les
sources nutritives sont principalement issues de la dégradation des végétaux est en conséquence un
milieu riche en carbone, mais relativement pauvre en azote et en phosphate (Hodgson 2000).
Cependant, cette abondance en sources de carbone ne signifie pas pour autant que cette derniere est
directement accessible. En effet, le carbone d’origine végétale peut se présenter sous de nombreuses
formes dont la plupart sont des polymeres qui ne sont pas immédiatement utilisables par les
microorganismes. Effectivement, la paroi pectocellulosique commune a toutes les cellules végétales
est principalement constituée de polysaccharides de structure que sont la cellulose, les hémicelluloses
et les pectines, mais également de protéines et de lignine. Les proportions et les structures de ces
différents constituants varient grandement en fonction du type et/ou de I'dge des cellules végétales
(Alberts et al. 2002). Au niveau des organes de réserves, on observe par ailleurs d’autres
polysaccharides extrémement abondants stockés au sein des cellules tels que I'amidon ou l'inuline.

Dans cette partie du manuscrit, nous décrirons les principaux polymeres d’origine végétale ainsi
que les différentes enzymes responsables de leur dégradation et enfin les systéemes de transport
permettant leur internalisation au sein du microorganisme. Nous décrirons ensuite les systemes

controlant I'expression de ces différents acteurs chez les Streptomyces.

1.3.1 Les polymeres d’origine végétale

La cellulose

La cellulose est le principal constituant de la biomasse végétale et la source de carbone la plus
abondante sur terre. En fonction de I'espéce ou du tissu végétal considéré, elle représente entre 35 et
50 % du poids sec de la plante (Lynd et al. 2002). La cellulose est un long polymére linéaire constitué
de plusieurs milliers d’unités D-glucoses reliés par des liaisons B-1,4 (Figure 7). Néanmoins
structurellement le monomeére de base de ce polysaccharide est le cellobiose qui consiste en deux
unités de D-glucose reliés par une liaison B-1,4. Dans la nature, la cellulose est retrouvée sous forme
cristalline ou au contraire sous forme amorphe et bien souvent sous forme d’'un mélange des deux. La
cellulose cristalline est la forme la plus organisée de ce polymere (Figure 8). En effet durant la synthése
des longues chaines de cellulose, une trentaine d’entre elles s’assemblent de maniére trés organisée
en créant de nombreuses liaisons hydrogénes et de van der Waals pour former des fibres élémentaires
de celluloses de 3 a 5 nm de diametre. La multitude de liaisons faibles créées entre les chaines de

cellulose rendent la structure de ces fibres élémentaires si dense que méme I'eau ne peut les
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25



pénétrer. Ces fibres élémentaires s’assemblent ensuite entre elles pour former des microfibrilles de
cellulose allant jusqu’a 20 nm de diametre qui a leur tour se réunissent en unités plus larges que sont
les macrofibrilles qui forment finalement les fibres de cellulose que I’'on retrouve au niveau de la paroi
pectocellulosique (Figure 9) (Lynd et al. 2002; Alvarez et al. 2016).

Les hémicelluloses

Les hémicelluloses sont des hétéropolysaccharides ramifiés allant de plusieurs centaines a
qguelques milliers d’unités osidiques. Elles sont constituées d’une longue chaine linéaire d’oses reliés
par des liaisons B-1,4 en configuration équatoriale sur laquelle viennent se greffer différents résidus
glucidiques. Cependant les B-(1,3-1,4)-glucanes sont une exception au sein des hémicelluloses car leur
chaine principale est constituée de résidus cellotriosyl et cellotétraosyl® reliés par des liaisons B-1,3
(Figure 10) (Scheller & Ulvskov 2010).

Les hémicelluloses sont classées en fonction du monosaccharide prédominant dans la structure
linéaire. Ainsi on distingue les xylanes dont la chaine principale est constituée de D-xyloses, les
mannanes constitués de D-mannoses, les xyloglucanes constitués de D-glucose, les glucomannanes
constitués de D-glucose et de D-mannoses. Chacune de ces classes d’hémicelluloses peut encore étre
divisée en fonction des autres monomeres tels que le D-xylose, le D-galactose, le L-arabinose, le L-
fucose, ou encore I'acide glucuronique qui viennent se brancher sur la structure linéaire. Par exemple,
une chaine de xyloses reliés par des liaisons B-1,4 en configuration équatoriale sur laquelle est branché
de I'acide galacturonique et de I'arabinose porte le nom de glucuronoarabinoxylane. Il existe ainsi une
trés grande variété d’hémicelluloses dont 'abondance varie en fonction du groupe d’espéces végétales
ainsi qu’en fonction du type de cellule (Scheller & Ulvskov 2010).

Le réle principal des hémicelluloses est de réaliser des ponts entre les microfibrilles de cellulose
afin de renforcer la structure de la paroi végétale. Les hémicelluloses interagissent avec les
microfibrilles de cellulose par I'intermédiaire de ponts hydrogenes, mais sont également enchevétrées
dans les microfibrilles durant la cristallisation de la cellulose (Scheller & Ulvskov 2010).

Les pectines

Les pectines sont une famille de polysaccharides complexes majoritairement constitués de
résidus d’acides galacturoniques. On les retrouve principalement au niveau de la paroi primaire des
dicotylédones et monocotylédones a I'exception des graminées. On en retrouve en abondance dans
certains fruits comme le citron ou encore la pomme comme |’a si bien souligné Jean-Claude van

Damme.

! cellotriosyl et cellotétraosy = respectivement trois et quatre unités de D-glucose reliés par des liaisons B-1,4
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Figure 11: Représentation de la structure des pectines
Les quatre différents types de pectines sont représentés. Kdo : acide 3-Deoxy-D-manno-2-octulosonique; DHA :

acide 3-deoxy-D-lyxo-2-heptulosarique (Harholt et al. 2010).
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Les pectines sont classées en quatre groupes (Figure 11): 1) Les homogalacturonanes (HGs), qui
représentent environ 65 % des pectines, sont des homopolymeres d’acides galacturoniques (reliés par
des liaisons a-1,4) non ramifiés. Dans la paroi, les HG interagissent entre eux par des ponts salins par
intermédiaire d’ions calcium et participent ainsi a la rigidification de la paroi. 2) Les xylogalacturonanes
sont des HGs dont certains résidus d’acides galacturoniques sont reliés a un résidu de xylose. 3) Les
rhamnogalacturonanes de type | dont la chaine principale souvent ramifiée est formée par la répétition
du disaccharide constitué d’acide galacturonique et de rhamnose reliés par une liaison a-1,2, et enfin
4) Les rhamnogalacturonanes de type Il dont la chaine principale est celle des HG et dont les
ramifications sont des polysaccharides a 8 ou 9 (Voragen et al. 2009; Atmodjo et al. 2013).

L’amidon

L'amidon est le principal polysaccharide de réserve chez les végétaux. Il s"accumule au niveau

d’organites spécialisés que sont les amyloplastes que I'on retrouve majoritairement dans les organes
de réserve tels que les graines, les racines, les tubercules ou encore les fruits. On en retrouve
également en moindre proportion sous forme de granules au niveau des chloroplastes des feuilles.
L’amidon est constitué de deux homopolymeres de D-glucoses reliés par des liaisons a-1,4 : 'amylose
et 'amylopectine. L'amylose est un long polymeére peu ramifié présentant une structure en hélice
alpha. L'amylopectine est constituée d’une longue chaine principale qui arbore de longues
ramifications tous les 24 a 30 résidus glucose. Ces ramifications sont reliées a la chaine principale par
des liaisons a-1,6.

La lignine

La lignine est un polymére de monolignols? que I'on retrouve principalement au niveau de la
paroi secondaire des plantes vasculaires et herbacées ol elle peut représenter jusqu’a 30 % des
constituants. Le role de la lignine est d’augmenter la rigidité, mais également de protéger les

polysaccharides de la paroi pectocellulosique de I’'hydrolyse par les pathogenes (Lebo et al. 2001).

1.3.2 Les enzymes catalysant la dégradation des polysaccharides

Au cours de I'évolution, la diversité et la complexité des polysaccharides d’origine végétale n’ont
cessé de croitre. L'apparition d’une si grande variété de polysaccharides a contraint les
microorganismes a multiplier leurs systemes d’utilisation de ces sources de carbone. Les
microorganismes ont ainsi développé de nombreuses enzymes spécifiques permettant de dégrader
ces sucres complexes en sucres plus simples (mono-, di- ou oligosaccharides) assimilables via des

systemes de transport spécifiques permettant I'internalisation du sucre au sein du cytoplasme. Sur ce

2 || existe trois principaux monolignols qui sont tous synthétisés a partir de phénylalanine : I'alcool p-
coumarylique, I'alcool coniférylique et I'alcool sinapylique.
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Box 1 : Classification des enzymes

Le nombre EC (Enzyme Commission number) est un code numérique de 4 nombres mis en place par le NC-IlUBMB
pour permettre la classification de toutes les enzymes en fonction de la réaction chimique qu’elles catalysent. Le
premier nombre représente un des six types de réactions catalysées par les enzymes. A titre d’exemple les hydrolases
(qui catalysent le clivage d’une liaison chimique en présence d’eau) portentle code EC 3. Les nombres suivants donnent
chacun une indication de plus en plus précise sur le mécanisme et la nature de I’enzyme et de son substrat (McDonald
& Tipton 2014). Par exemple le code des glycosylhydrolases (GHs) est EC 3.2, si la GH hydrolyse une liaison O- ou S-
glycosidique: EC 3.2.1 si c’est une liaison N-glycosidique : EC 3.2.2. La précision apportée par le quatrieme nombre
permet d’octroyer un nom général a I'’enzyme par exemple les béta glucosidases qui hydrolysent la liaison B reliant un
glucose a un glucide ou a un aglycone porte le code : EC 3.2.1.21. Cependant, il est possible que certaines enzymes
multifonctionnelles (ayant plusieurs types de substrats) possédent plus d’'un code EC (Henrissat 1991). Cette
classification n’octroie un code EC qu’aux enzymes dont les fonctions ont été déterminées biochimiquement. Cette
nomenclature ne permet donc pas la classification des enzymes encore non caractérisées et peut également évoluer
pour une enzyme en partie caractérisée.

La classification CAZy (Carbohydrate Active Enzymes). La banque de données CAZy classifie 'ensemble des
enzymes synthétisant, modifiant ou dégradant les glucides. Cette classification fait la distinction entre cinq grands
groupes d’enzymes actives sur les glucides : les glycosylhydrolases (GHs), les gycosyltransferases (GTs), les
polysaccharides lyases (PLs), les carbohydrates estérases (CEs) et les enzymes dites a activités auxiliaires (AAs). Chacun
de ces groupes d’enzymes est subdivisé en familles, voir en sous-familles, dans lesquelles les enzymes sont classées sur
base de leur de séquence en acides aminés. Les membres d’'une méme famille présentent une similarité de séquence
significative et au moins un membre de la famille doit avoir été caractérisé biochimiquement. Contrairement a la
nomenclature EC, la classification CAZy permet donc de classer les enzymes encore non caractérisées et donne ainsi
une information relativement précise sur I'activité potentielle de cette enzyme (Lombard et al. 2014). La classification
CAZy a été mise en place pour pallier aux ‘faiblesses’ de la classification de la NC-IUBMB. De nos jours ces deux
classifications complémentaires sont tres utilisées. Nous ne décrirons ici que les enzymes qui participent a la
dégradation des polysaccharides a savoir les groupes GHs, les PLs et les AAs.

Les glycosylhydrolases ou glycosidases (GHs) constituent le plus grand groupe d’enzymes actives sur les
sucres. Elles catalysent I’hydrolyse des liaisons O-, N- ou S- glycosidiques entre deux glucides (holosides) ou entre un
glucide et un aglycone (hétéroside). Dans la plupart des cas I’"hydrolyse de la liaison glycosidique est catalysée par deux
acides aminés dont les chaines latérales sont respectivement acide et basique/nucléophile(Davies & Henrissat 1995). Le
code EC des GHs débute toujours par EC 3.2. En plus des classifications EC et CAZy, les GHs peuvent étre classées en
exo- ou endo- glycosylhydrolases. Ces préfixes désignent respectivement la capacité d’une GH - dont le substrat est
composé d’au moins 4 liaisons glycosidiques - a hydrolyser celui-ci a partir d’'une extrémité (réductrice ou non) ou, au
contraire, en clivant a I'intérieur de la chaine de glucide. Enfin, une derniere classification dite mécanistique permet de
distinguer les GHs qui conservent ou non la configuration anomérique (a ou B) du glucide hydrolysé. Cette derniere
classification est généralement peu utilisée.

Les polysaccharides lyases (PLs) constituent un groupe d’enzymes responsables du clivage (sans eau) des
polysaccharides contenant des acides uroniques. Ces enzymes sont donc principalement impliquées dans la
dégradation de la pectine. Le code EC des PLs débute toujours par EC 4.2.2.

Les enzymes dites a activités auxiliaires (AAs) regroupent les LPMOs (Lytic Polysaccharides Mono
Oxygénases), mais également les enzymes responsables de la dégradation du polymeére non glucidique qu’est la lignine.
Les LPMOs sont des enzymes contenant du cuivre et qui sont capables de dégrader les formes cristallines des
polysaccharides récalcitrants comme la cellulose et la chitine qui sont peu accessibles aux autres enzymes (Frandsen et
al. 2016). Les membres tres variés des AAs sont généralement des enzymes a activité oxydoréductase (EC1) et plus
rarement des hydrolases (EC3).

En plus des 5 grands groupes et des différentes familles et sous famille de ces groupes, I'ensemble de ces enzymes peut
également étre distingué entre elles au sein d’'une méme famille sur base des modules de liaison aux sucres (CBM pour
Carbohydrate Binding Module) qu’elles contiennent (Lombard et al. 2014).
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point les Streptomyces se distinguent de la plupart des autres bactéries. En effet, le séquencage du
génome de Streptomyces coelicolor a permis d’identifier plus d’une centaine d’ORFs codant pour des
hydrolases potentielles ainsi que plus d’une cinquantaine de systémes de transport des sucres (Bentley
et al. 2002; Bertram et al. 2004). Depuis, d’autres génomes d’especes de Streptomyces ont été
séquencés et cette tendance se confirme au sein de ce genre bactérien (Lombard et al. 2014). Ce sont
ces adaptations physiologiques qui font des Streptomyces des microorganismes spécialisés dans
I'utilisation d’'une grande variété de sources de carbone et qui rendent ce genre bactérien
particulierement adapté a la vie dans le sol.

Actuellement les enzymes dégradant les polysaccharides peuvent étre classées selon deux
nomenclatures majeures. La classification via un code EC (Enzyme Commission) qui s’applique a toutes
les enzymes du monde vivant et la classification CAZy qui s’applique uniqguement aux enzymes actives
sur les glucides (voir Box 1). Puisque les résultats majeurs obtenus durant cette thése font
principalement intervenir le systeme cellulolytique de S. scabies, nous ne décrirons ici que les enzymes

impliquées dans la dégradation de la cellulose chez les Streptomyces.

1.3.2.1 Les cellulases chez les Streptomyces

En fonction de leur mode de vie aérobie ou anaérobie, les bactéries utilisent des systemes
cellulolytiques différents. En effet, la dégradation de la cellulose chez les bactéries anaérobies est
généralement menée par 'intermédiaire d’'un complexe enzymatique appelé cellulosome. Celui-ci
reprend de nombreuses enzymes agissant en synergie dans la dégradation des différents polymeres
de la paroi des végétaux. Ces enzymes sont regroupées et ancrées au niveau de la surface extérieure
de la cellule par I'intermédiaire d’une protéine appelée scaffoldine (Bayer et al. 2004; Fontes & Gilbert
2010). En revanche, chez les bactéries aérobies comme les Streptomyces, la dégradation de la cellulose
a généralement lieu suite a la sécrétion dans le milieu environnant d’enzymes lytiques solubles (Lynd
et al. 2002).

Il existe quatre types d’enzymes intervenant dans la dégradation de la cellulose chez les
Streptomyces dont trois types pour les glycosylhydrolases (EC 3.2) et un type pour les monooxygénases

(EC 1).

1.3.2.1.1 Les glycosylhydrolases :

Les endocellulases (EC 3.2.1.4) sont capables d’hydrolyser aléatoirement la liaison B-1,4 entre
deux résidus de glucose situés a I'intérieur d’une chaine de cellulose. Ces enzymes permettent donc
de générer des cellodextrines et multiplient ainsi le nombre d’extrémités accessibles aux exocellulases.

On retrouve les endocellulases dans les familles GH 5, 6, 8,9, 12 et 51.
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Figure 12: Schématisation de I’hydrolyse de la cellulose par les différentes cellulases
Les endoglucanases catalysent I'hydrolyse des liaisons glucidiques a l'intérieur des chaines de cellulose des

régions amorphes. Ces enzymes générent donc deux extrémités (une réductrice et une non réductrice). Les
LPMOs (Lytic oxidases) sont capables de cliver les liaisons glucidiques au sein de la cellulose cristalline. Elles
génerent ainsi une extrémité oxydée et une extrémité non oxydée. L'ensemble des extrémités générées par les
endoglucanases et les LPMOs permettent aux cellobiohydrolases (et autres exocellulases) de générer du

cellobiose qui sera a son tour clivé par les B-glucosidases (Mba Medie et al. 2012).

31



Les exocellulases (familles GH 6 non réductrice et GH 48 réductrice) sont des enzymes
processives qui hydrolysent la liaison B-1,4 entre deux résidus glucoses situés a I'extrémité d’une
chaine de cellulose. Certaines exocellulases sont capables de dégrader la cellulose microcristalline. En
fonction du produit généré par la catalyse on distingue : 1) les cellodextrinases ou 4-B-D-glucan
glucohydrolases (EC 3.2.1.74) qui génerent du glucose et 2) les cellobiohydrolases ou 4-B-D-glucan
cellobiohydrolases qui générent du cellobiose a partir des extrémités réductrices (EC 3.2.1.176) ou non
réductrices (EC 3.2.1.91) des chaines de cellulose.

Les B-glucosidases ou B-D-glucosides glucohydrolases (EC 3.2.1.21, famille GH1 ou GH3) sont
responsables de I'hydrolyse du cellobiose en deux molécules de glucose. Certaines B-glucosidases
peuvent également générer du glucose a partir de I'extrémité non réductrice des trés courtes

cellodextrines (de 3 a 6 résidus glucoses) (Lynd et al. 2002; Mba Medie et al. 2012).

1.3.2.1.2 Les LPMOs (Lytic Polysaccharides MonoOxygenases)

Les LPMOs participant a la dégradation de la cellulose appartiennent a la famille AA10
anciennement classée dans les protéines de la famille CBM33. Ces enzymes sont capables de cliver les
liaisons glucidiques a I'intérieur des chaines de cellulose cristalline. Ce clivage génére deux nouvelles
extrémités (une oxydée et une non oxydée) accessibles aux exocellulases. Ces enzymes augmentent
considérablement le rendement d’hydrolyse de la cellulose cristalline par les GHs (Figure 12). La
premiere LPMO capable d’hydrolyser la cellulose a été identifiée chez Streptomyces coelicolor (Corréa

et al. 2015; Forsberg et al. 2011).

1.3.3 Les systémes de transport des sucres chez les Streptomyces

Une fois la dégradation des polysaccharides initiée, les mono- et oligasaccharides de petite taille
doivent étre importés a I'intérieur de la bactérie afin d’étre métabolisés. Cependant, la double couche
de phospholipide de la membrane cytoplasmique constitue une barriere hermétique pour la majorité
des molécules chargées et/ou polaires. Le transport de ces molécules a donc lieu au travers de la
membrane par I'intermédiaire de différents transporteurs protéiques. De plus, lorsque ce transport
est réalisé a I'encontre d’un gradient de concentration (comme c’est souvent le cas), il nécessite de
I’énergie qui peut étre fournie par une réaction enzymatique comme I’hydrolyse de I’ATP ou encore
par I'énergie potentielle d’'un gradient chimique. Dans cette partie nous présenterons les différents

types de transporteurs de sucres identifiés chez les Streptomyces.

1.3.3.1 Les ABC transporteurs
Les ABC transporteurs (ABC pour ATP Binding Cassette) sont des transporteurs membranaires
qgue I'on retrouve aussi bien chez les procaryotes que chez les eucaryotes. lls sont divisés en deux

groupes selon qu’ils effectuent un transport du milieu extracellulaire vers le cytoplasme
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Figure 13: Mécanisme de transport d’un substrat par un ABC transporteur de type importeur
Lorsque le substrat est présent dans le milieu extracellulaire, il est tout d’abord fixé par la lipoprotéine qui lui est
spécifique. D’autre part, la liaison de deux molécules d’ATP au niveau des NBDs cytoplasmiques va entrainer leur
dimérisation. Ce mouvement va se transmettre au niveau des TMDs qui vont adopter une position créant une
cavité vers I'extérieur de la cellule. La lipoprotéine soluble complexée au substrat va ensuite interagir avec la
partie extracytoplasmique de la perméase qui lui est associée et lui transférer le substrat. Ensuite, I’hydrolyse
des deux molécules d’ATPs par les NBDs va permettre au transporteur de retrouver sa position initiale et ainsi
libérer le substrat dans le cytoplasme (Wilkens 2015).
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Figure 14: Différents systemes de transport de sucres identifiés chez les Streptomyces
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(importeur) ou, au contraire, du cytoplasme vers I'extérieur de la cellule (exporteur). Les importeurs
sont également subdivisés en deux (voir trois) groupes en fonction de leur structure et de leur
mécanisme d’action. Les bactéries utilisent aussi bien les importeurs que les exporteurs tandis que les
ABC transporteurs des eucaryotes sont pratiquement tous des exporteurs (Wilkens 2015).

Tous les ABC transporteurs sont constitués de quatre unités fonctionnelles dont deux
domaines transmembranaires (TMDs) et deux domaines de liaison a un nucléotide (NBDs)
(généralement I’ATP). Les deux TMDs forment un canal (la perméase) qui permettra le transport du
substrat au travers de la membrane tandis que les deux NBDs fourniront I'énergie nécessaire au
transport en hydrolysant I’ATP. En condition physiologique, un ABC transporteur fonctionne
généralement a I'encontre d’un gradient de concentration et dans une seule direction (importeur ou
exporteur). C'est pourquoi, lors d’'un transport et afin d’éviter les reflux, les TMDs adoptent
alternativement une position créant une cavité vers I'extérieur puis vers l'intérieur de la cellule (Figure
13). Les importeurs possédent également une protéine soluble extracellulaire dont le role est de
capturer le substrat puis de le transmettre aux domaines transmembranaires (Figure 13, Figure
14)(Wilkens 2015).

Dans le cas des importeurs de sucre chez les Streptomyces, les unités fonctionnelles sont
généralement dissociées (une protéine par domaine). En effet, TMD1 et TMD2 sont deux protéines
transmembranaires différentes tandis que les deux NBDs sont deux copies d’une méme ATPase. Les
TDMs ainsi que la protéine soluble extracellulaire sont généralement spécifiques d’un méme substrat
et sont d’ailleurs souvent codées au sein d’'un méme opéron. Les NBDs quant a eux peuvent faire partie
de I'opéron ou étre codés ailleurs dans le génome.

Le séquencage du génome de Streptomyces coelicolor a permis d’identifier 81 séquences
codantes pour des perméases d’ABC transporteurs impliqués dans le transport de sucres,
d’oligopeptides et de nucléosides, mais également dans I'exportation de métabolites (Bertram et al.
2004). Ce nombre est 5 a 10 fois plus élevé que chez la plupart des autres bactéries. Cette famille de
transporteurs représente a elle seule plus de 85% des systemes de transport de sucres chez les
Streptomyces (Bertram et al. 2004). Parmi les ABC-transporteurs responsables de I'import de sucres
nous citerons le systéme MalEFG responsable du transport du maltose (van Wezel et al. 1997), CebEFG
pour les cellooligosaccharides (Schlosser et al. 1999), BXIEFG pour les xylooligosaccharides (Tsujibo et
al. 2004), DasABC pour le N-N’-diacetylchitobiose (Saito et al. 2007), NgcEFG pour la N-
acétylglucosamine (GIcNACc) et les N-acetylchitooligosaccharides (oligosaccharides de GIcNAc) (Xiao et
al. 2002), et enfin CsnEFG pour les chitooligosaccharides (oligosaccharides de glucosamine) (Viens et
al. 2015) (Figure 14). Notons que les trois derniéres lettres correspondent respectivement a la
lipoprotéine extracellulaire liant le substrat et aux deux protéines transmembranaires formant la

perméase. Enfin, une seule ATPase est associée a la majorité des ABC transporteurs responsables de
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Figure 15: Représentation schématique du systeme de phosphotransférase des sucres
Le phosphate du phosphoénolpyruvate (PEP) est successivement transféré de I'enzyme | (El) a la protéine HPr
(Heat stable protein) qui le cede ensuite au domaine EIIA puis EIIB qui le transferera finalement au sucre lors de

son entrée via EIIC. Les différents domaines de I’enzyme Il (Ell) peuvent étre présents au sein d’une méme
protéine ou étre codés par des protéines différentes.

Unipore Sympore Antipore

Figure 16 : Représentation schématique des transporteurs de la superfamille MSF
Les fleches rouges indiquent le sens du transport du substrat tandis que les fleches jaunes indiquent le sens du

transport de la molécule « aide ». L'intensité des couleurs des fleches indique les différences de concentration
des molécules transportées. L'intensité la plus élevée correspond au milieu le plus concentré et I'intensité la plus
faible au milieu le moins concentré (Yan 2015).
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I'import des sucres. Il s’agit de I’'hydrolase MsiK (Multiple Sugar Import Kinase) dont la séquence codant
n‘est présente dans aucun opéron d’ABC transporteur, mais située ailleurs sur le chromosome

(Hurtubise et al. 1995; Saito et al. 2008; Schldsser et al. 1997; Viens et al. 2015).

1.3.3.2 Le systeme de phosphotransférase des sucres (PTS)

Le systeme de phosphotransférase des sucres (PTS) est un systeme de transport actif
uniquement retrouvé chez les bactéries. Le PTS est constitué de deux protéines cytoplasmiques
communes El et Hpr ainsi que de multiples complexes enzymatiques (Ell) (Figure 15). Chaque complexe
Ell est spécifique d’'un sucre et est constitué d’au moins 3 domaines A, B et C. Le domaine EIIC est
transmembranaire et forme le canal reliant le milieu extracellulaire et le cytoplasme. Les domaines
EIIA et EIIB sont cytoplasmiques et interviennent dans la phosphorylation du sucre transporté. Un
domaine peut correspondre a une protéine, toutefois plusieurs domaines peuvent étre réunis au sein
d’une seule protéine. La particularité du PTS est qu’il entraine la phosphorylation du sucre durant son
transport (Postma et al. 1993). Actuellement, le fructose et la N-acétylglucosamine sont les seuls sucres
identifiés comme étant transportés par le PTS chez les Streptomyces (Rigali et al. 2006; Nothaft et al.

2010; Nothaft et al. 2003).

1.3.3.3 Le transport du glucose chez les Streptomyces

Bien que pour la majorité des bactéries le glucose soit transporté et phosphorylé via le PTS,
chez les Streptomyces I'utilisation du glucose fait intervenir la perméase GlcP et une glucose kinase,
GIKkA (Ruiz et al. 2010). GIcP est une protéine membranaire appartenant a la superfamille des MSF
(Major facilitator superfamilly). Les membres de cette superfamille facilitent le transport d’un substrat
a travers la membrane en utilisant I'énergie potentielle d’'un gradient chimique. Lorsque le transport
s’effectue sur base des différentes concentrations en substrat de part et d’autre de la membrane, on
parle d’uniport (Figure 16). Ces uniports favorisent donc simplement la diffusion du substrat au travers
de la membrane plasmique. Par contre, lorsque le transport du substrat est couplé au transport d’une
autre molécule « aide », la perméase utilisera I'énergie potentielle du gradient de concentration de
cette molécule « aide », permettant ainsi au substrat d’étre transporté activement contre son propre
gradient de concentration. On distingue alors les symports, via lesquels le substrat et la molécule
« aide » sont transportés dans le méme sens, des antiports au sein desquels les deux molécules sont
transportées en sens opposés (Figure 16) (Yan 2015).

La perméase GlcP identifiée chez les Streptomyces est un symport glucose/H* utilisant I'énergie
potentielle du gradient de concentration en protons de part et d’autre de la membrane plasmique
pour transporter le glucose au sein du cytoplasme (Van Wezel et al. 2004). Une fois incorporé, le
glucose est phosphorylé en glucose-6-phosphate par la glucose kinase GIkA en présence d’ATP (Saito

et al. 1998).
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1.3.4 Régulation génétique des systemes d’utilisation des sucres chez les Streptomyces

A I'image de tous les microorganismes évoluant dans le sol, les Streptomyces doivent faire face
a de nombreuses fluctuations de la composition des sources nutritives dans leur environnement.
Comme nous I'avons vu précédemment, le caractére adaptatif exceptionnel des membres de ce genre
bactérien provient du large arsenal génétique dont ils disposent. En effet, les adaptations
physiologiques aux différents signaux environnementaux percus par la bactérie se traduisent par la
modification de I'expression de différents genes. Les facteurs de transcription impliqués dans la
régulation de I'expression génique sont donc des éléments clés faisant le lien entre la perception d’un
signal par un microorganisme et la réponse qui y est associée. Nous distinguerons ici les facteurs sigma

des autres facteurs de transcription.

1.3.4.1 Les facteurs sigma

Le facteur sigma (SF, sigma factor) est I'unité dissociable d’'une ARN polymérase. En effet, cette
enzyme est constituée de cing sous-unités qui forment le coeur fonctionnel de I'enzyme (holoenzyme)
auquel vient s’ajouter un SF qui détermine la spécificité de la polymérase. En effet, en reconnaissant
spécifiguement un groupe de séquences nucléotidiques dans les régions promotrices de différents
geénes cibles, le SF améliore I’affinité de I’ARN polymérase pour ces régions et favorise en conséquence
I'initiation de leur transcription. Les bactéries possédent plusieurs SFs permettant I'expression
spécifique de différents groupes de génes impliqués dans une fonction commune. On retrouve par
exemple des SFs contrélant I'expression des « houskeeping genes » impliqués dans les fonctions
essentielles a la bactérie, mais également d’autres SFs dit « a activité extracytoplamsique » (ECF-SF,
extracytoplasmique fonction SF) impliqués dans la réponse aux stimuli environnementaux. Chez les
Streptomyces, on retrouve un trés grand nombre de SFs comparativement aux autres bactéries (64
chez S. coelicolor et 69 chez S. scabies contre 7 chez Escherichia coli et 10 chez Bacillus subtilis) et plus
de la moitié de ces SFs sont de type ECF. Ceci reflete la complexité des systémes de régulation mis en
place chez ce genre bactérien afin de permettre une transcription spécifique a chaque stade de leur
cycle de vie et une réponse immédiate et appropriée aux fluctuations nutritionnelles et physico-

chimiques de leur environnement (Romero-Rodriguez et al. 2015).

1.3.4.2 Les régulateurs transcriptionnels

Les régulateurs transcriptionnels sont des protéines cytoplasmiques capables d’activer ou de
réprimer I'expression d’un ou plusieurs génes en liant une séquence spécifique de I’ADN double brin
(élément cis). On distingue ainsi les activateurs des répresseurs transcriptionnels. Les activateurs qui
induisent la transcription d’un géne en stabilisant I’ARN polymérase au niveau du promoteur et/ou en

entrant en compétition avec un répresseur. Ces derniers inhibent la transcription d’un géne soit 1) en
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liant la région promotrice de ce géne et empéchant ainsi I’ARN polymérase d’initier la transcription, 2)
en liant un site en aval du promoteur ce qui empéche I'élongation de la transcription, ou 3) en entrant

en compétition avec un activateur transcriptionnel (Romero-Rodriguez et al. 2015).

Les systemes a un ou deux composants

Un régulateur transcriptionnel exerce sa fonction régulatrice seul (systéme a un composant OCS,
one component system) ou en association avec une kinase membranaire (systéme a deux composants
ou TCS, two component system). Dans ce dernier cas lorsque la kinase membranaire pergoit un
stimulus  environnemental spécifique via son domaine extracellulaire, cela induit
|"autophosphorylation de son domaine cytoplasmique qui a son tour peut transférer le groupement
phosphate au régulateur transcriptionnel auquel elle est associée (Figure 17). La phosphorylation du
régulateur aura pour effet d’activer sa fonction régulatrice (activateur et/ou répresseur) (Podgornaia
& Laub 2013). Chez les bactéries, il semble y avoir une corrélation entre I'abondance de TCS et le
nombre de stimuli auxquels la bactérie est suceptible d’étre exposée dans son environnement. C’est
pourquoi ces systémes a deux composants sont tres représentés chez les Streptomyces (77 chez S.
coelicolor et 82 chez S. scabies).

Un systéme a un composant est constitué d’un régulateur transcriptionnel qui percoit lui-méme
le stimulus environnemental. Ces régulateurs sont constitués d’'un domaine senseur et d’'un domaine
de liaison a I’ADN. Bien qu’ils ne possédent pas le domaine de phosphorylation des régulateurs des
TCS, ils peuvent toutefois étre impliqués dans la perception et la réponse a des stimuli similaires

(Romero-Rodriguez et al. 2015).

Les régulateurs spécifiques ou globaux

Les régulateurs transcriptionnels peuvent également étre classés en régulateurs globaux ou
spécifiques sur base de leur spectre d’action. En effet, les régulateurs spécifiques vont généralement
moduler I'expression de génes présents au niveau d’'un méme opéron ou d’'un méme cluster. C'est
notamment le cas des activateurs Actll-ORF4 et RedD respectivement responsables de la transcription
des genes de biosynthese de I'actinorhodine et des prodiginines chez S. coelicolor.

De leur c6té, les régulateurs globaux sont capables de moduler I'expression de nombreux genes
localisés a différents endroits du génome. Nous citerons en exemple les régulateurs GInR et PhoP
respectivement impliqués dans le métabolisme de I'azote et du phosphate chez les Streptomyces
(Tiffert et al. 2008b; Sola-Landa et al. 2003). Etant donné la large gamme de génes contrdlés par les
régulateurs globaux, les séquences des éléments cis reconnu par ces régulateurs peuvent varier a tel
point qu’il est parfois difficile de déterminer une séquence consensus « type » reconnue par un

régulateur donné.
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Figure 17 : Représentation schématique des systémes a un ou deux composants

Le systéme a un composant (OCS, one component system) est constitué d’un régulateur transcriptionnel qui
percoit lui-méme le stimulus environnemental. Ce stimulus peut étre une molécule transportée via un
transporteur membranaire ou diffusant au travers de la membrane cytoplasmique puis interagit avec le domaine
senseur du régulateur. La perception du stimulus par le régulateur engendre une modification conformationnelle
du domaine de liaison a I’ADN permettant au régulateur d’induire ou de réprimer I'expression des génes de
réponse au stimulus (Romero-Rodriguez et al. 2015). Dans un systeme a deux composants (TCS, two component
system) un stimulus environnemental entraine I'autophosphorylation d’'une kinase membranaire qui va alors
phosphoryler le domaine de phosphorylation d’un régulateur cytoplasmique. La phosphorylation du régulateur
aura pour effet d’activer sa fonction régulatrice (Podgornaia & Laub 2013).
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Différents régulateurs peuvent controler I'expression d’'un méme gene, de méme que plusieurs
régulateurs peuvent se controéler les uns les autres. Ces controles croisés augmentent en conséquence
la complexité des systémes de régulation. Ceci est particulierement vrai chez les Streptomyces ou la
proportion de régulateurs transcriptionnels dans les génomes est particulierement élevée (en

moyenne 10 % des ORFs du génome)(Romero-Rodriguez et al. 2015).

Les familles de régulateurs impliqués dans le métabolisme des sources de carbone

Les facteurs de transcriptions sont classés en différentes familles (prés de 50) en fonction de la
séquence et de la structure de leurs différents domaines ainsi que sur base de leurs implications dans
les différentes fonctions cellulaires. Chez les Streptomyces, les régulateurs notamment impliqués dans
le métabolisme du carbone appartiennent aux familles AraC, GntR (ex : DasR), Lacl (ex : MalR, BxIR et
CebR) et ROK (ex : CsnR). Nous décrirons ici les caractéristiques générales des régulateurs de la famille
Lacl.

Les régulateurs de la famille Lacl (du non du répresseur de I'opéron lactose chez E. coli) sont
largement représentés dans le monde bactérien ou ils contrélent notamment les systemes d’utilisation
des sucres (génes codant pour les enzymes cataboliques intra- et extracellulaires et pour les protéines
des transporteurs). Ces régulateurs sont généralement des répresseurs transcriptionnels qui inhibent
la transcription des genes qu’ils controlent. La répression sera levée en présence d’un inducteur
spécifique qui agit en tant qu’effecteur allostérique du répresseur. En effet, une fois lié a son effecteur,
le régulateur ne sera plus capable de lier ses éléments cis. L'inducteur est généralement le sucre (ou
un produit de dégradation de ce sucre) convoité par le microorganisme. Les régulateurs de la famille
Lacl sont donc constitués de deux domaines. Un domaine de liaison a ’ADN contenant le motif de
liaison hélice-coude-hélice (HTH, Helix-Turn-Helix) dans la partie N-terminale, et d’'un domaine de
liaison a un effecteur allostérique (ligand) spécifique dans la partie C-terminale. Lorsque le régulateur
controle un ABC transporteur de sucre, son domaine de liaison a I'effecteur présente généralement de
nombreuses similitudes structurales avec la lipoprotéine de I’ABC transporteur qu’il contréle (Romero-

Rodriguez et al. 2015).

1.4 Implication des sucres dans la différenciation physiologique et morphologique
chez les Streptomyces

1.4.1 Répression catabolique par le glucose

Le développement chez les Streptomyces est directement dépendant de la disponibilité et de la
nature des sources nutritives et particulierement des sources de carbone de leur environnement. En
effet, certaines sources de carbone sont capables d’induire ou de réprimer la production de

métabolites secondaires et la différenciation morphologique chez les Streptomyces. Le processus le
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plus couramment observé est lié au phénomeéne de répression catabolique (RC) par le glucose. En effet,
le glucose réprime les systémes d’utilisation des autres sources de carbone plus complexes et/ou
moins facilement métabolisables, mais réprime également la production de nombreux métabolites
secondaires chez ce genre bactérien. C'est notamment le cas de la tétracycline chez Streptomyces
aureofaciens, de la streptomycine chez Streptomyces griseus, du chloramphénicol chez Streptomyces
venezuelae ou encore de la néomycine chez Streptomyces fradiae (Ruiz et al. 2010). Nous noterons
également que l'ensemble des mutants bld (voir point 1.2.1.1) présentent un blocage du
développement au stade de mycélium végétatif sur milieu riche en glucose. Cependant, certains de
ces mutants retrouvent leur capacité a se développer en présence d’autres sources de carbone
alternatives tels que le glycérol, le mannitol ou encore I'arabinose ce qui démontre a quel point
I'utilisation du glucose annihile I'induction des deux types de différenciations. Actuellement, les
phénomeénes de RC par le glucose chez les Streptomyces sont toujours mal compris. Le transport du
glucose chez les Streptomyces s’effectue via la perméase GIcP (symporteur) et non via le PTS. La RC
par le glucose chez les Streptomyces ne fait donc pas intervenir les protéines du PTS comme c’est le
cas chez les bactéries Gram négatives ou Gram positives pauvres en G-C. Bien que les mécanismes
moléculaires par lesquels la RC par le glucose chez les Streptomyces n’aient toujours pas été élucidés,
ceux-ci sont toutefois dépendants de l'activité de la glucose kinase GIkA responsable de la

phosphorylation du glucose une fois transporté par GlcP.

1.4.2 Implication des protéines générales du PTS dans le développement des Streptomyces

Outre leur role dans le transport et la phosphorylation de la GIcNAc et du fructose, les trois
composantes générales du PTS (El, HPr et EIIA) se sont révélées étre essentielles au déclenchement de
la sporulation et la production de métabolites secondaires chez S. coelicolor (Rigali et al. 2006). En
effet, 'inactivation de chacun des génes codant pour ces trois protéines chez cette espece résulte en
une abolition complete de la production d’actinorhodine et inhibe également le processus de
différenciation morphologique (Figure 18). Il est important de noter que les mutants des génes nagF
et nagE2, quant a eux spécifiques du transport de la GIcNAc, sont par contre toujours capables de
sporuler et de produire des antibiotiques. Le rble des protéines générales du PTS dans le
développement serait donc indépendant de la fonction de transport de GIcNAc ce qui suggére une
capacité du transfert du phosphate ou simplement une interaction avec des protéines essentielles du

développement.
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Figure 18: Phénotype des mutants du PTS chez S. coelicolor
Inhibition de la production d’actinorhodine (antibiotique bleu) et de la sporulation (coloration blanche) suite a
I'inactivation des génes pts/ (El), ptsH (HPr) et crr (EIIA®™) chez S. coelicolor (WT, souche sauvage).

1.4.3 N-acétylglucosamine et développement
Une autre source de carbone impliquée dans le développement des Streptomyces est la N-
acétylglucosamine (GlcNAc). Ce sucre aminé est le monomeére de la chitine qui est la source de carbone
et d’azote la plus abondante sur terre, mais se retrouve également dans le peptidoglycane de la paroi
des bactéries. L'effet de la GIcNAc sur le développement de S. coelicolor est dépendant de |'état
nutritionnel de I'environnement de la bactérie. En effet, en milieu de culture pauvre en nutriments, la
présence de GIcNAc (>10 mM) stimule le développement et induit la production d’antibiotiques. Au
contraire, en milieu riche en nutriments, la présence de GIcNAc (>10 mM) inhibe la production
d’actinorhodine et bloque le développement de la bactérie au stade de mycélium végétatif (Rigali et
al. 2008). Cet exemple illustre comment une méme molécule peut véhiculer des messages
diamétralement opposés en fonction de I'état nutritionnel de la bactérie. Ainsi la perception de la
présence de GIcNAc dans I'environnement de la bactérie lorsque les conditions de croissance sont
optimales signifierait que cette molécule proviendrait de I’hydrolyse de la chitine et empécherait la
bactérie de déclencher ses processus de différenciations morphologique et physiologique. Au
contraire, lorsque la bactérie se retrouve dans un environnement carencé en nutriments, la présence
de GIcNAc signifierait que cette molécule proviendrait de I'autolyse de sa paroi et signalerait a la
bactérie que le processus de mort cellulaire a été déclenché et qu’il est temps de se différencier.
La cascade signalétique compléete depuis la perception de la GIcNAc jusqu’a l'induction de la
production de métabolites secondaires a été décrite chez S. coelicolor (Figure 19) (Rigali et al. 2008).
Le régulateur central de cette voie est le répresseur transcriptionnel DasR (deficient in aerial and

spores formation régulator) qui contréle, entre autres, I’expression des génes du PTS responsables du
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transport de la GIcNAc (ptsl, ptsH, crr, nagE2, nagF) (Rigali et al. 2006; Nothaft et al. 2010) mais
également I'expression des genes de biosynthéeses de I’actinorhodine et des prodiginines (Rigali et al.
2008). Les deux effets opposés de la GIcNAc sur le développement des Streptomyces trouveraient leur
origine dans un lien étroit entre les protéines générales du PTS et des génes du développement. En
présence de GIcNAc les protéines du PTS transféreraient le phosphate du PEP vers la GIcNAc plut6t
gue vers des protéines impliquées dans le développement (et dont la phosphorylation est évidemment
nécessaire pour |'activation de leur fonction).

De maniere intéressante, la délétion du géne codant pour le régulateur global DasR induit
I’expression constitutive d’antibiotiques mais également un blocage du développement au stade de
mycélium végétatif sur milieu riche en glucose (Rigali et al. 2006). Le blocage du développement chez
ce mutant proviendrait de la perturbation complete du métabolisme primaire induit par la
dérégulation des genes contrélés directement et indirectement par DasR.

En plus de contréler I'expression des genes d’utilisation de la GIcNAc, DasR controle entre autre
I'expression de I’ABC transporteur DasABC responsable du transport du N-N’-diacétylchitobiose
(dimeére de GIcNAc, (GIcNAc),) issus de la dégradation de la chitine. De maniére intéressante, la chitine
n’induit pas de blocage du développement en milieu riche comme c’est le cas de la GlcNAc.
L’hypothese expliquant ce phénomeéne serait que I’assimilation de la chitine se fait principalement sous
forme de (GIcNAc), et non de GIcNAc. Dés lors, le transport de ce dimére via I’ABC transporteur DasABC
ne soliciterait donc pas les protéines du PTS, et celles-ci seraient toujours capables de transférer le
phosphate du PEP a des protéines essentielles du développement. De maniere surprenante la délétion
du géne codant pour la lipoprotéine DasA chez S. coelicolor confére a cette souche un phénotype bald
mais également une augmentation de I’activité chitinolytique en milieu riche en glucose (Colson et al.

2008).

1.4.4 Implication du régulateur CebR dans le développement chez S. griseus

Ce dernier exemple fait intervenir CebR, le régulateur de l'utilisation de la cellulose et des
cellooligosaccharides chez S. griseus (Marushima et al. 2009). En effet, ce répresseur transcriptionnel
controle notamment I'expression des genes responsables de I’hydrolyse de ce polysaccharide, de la
perception et du transport des produits issus de sa dégradation enzymatique. De maniére surprenante,
la délétion du gene codant pour ce régulateur engendre un blocage du développement de cette espece
au stade de mycélium végétatif sur milieu contenant du lactose (Figure 20). Au contraire, la présence
d’une grande concentration en glucose (> 2 % m/v) induit une accélération du développement par
rapport a la souche sauvage (Figure 20). Ces observations illustrent de nouveau le lien qu’il existe entre
I'utilisation des sources de carbone et la différenciation morphologique chez les Streptomyces. Les

auteurs suggerent d’ailleurs que I'effet sur le développement de la délétion du régulateur CebR
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Figure 19: Cascade signalétique compléte depuis la perception de la GIcNAc jusqu’a la production
d’antibiotique chez S. coelicolor

Le phosphate du phosphoenol pyruvate (PEP) est successivement transféré de la composante EI du PTS a la
protéine HPr qui le céde ensuite a I’'enzyme EIIA. Cette derniere transfert le phosphate a NagF (EIIB) qui le cédera
finalement a la GIcNAc lors de son entrée par la perméase NagE2 (EIIC). La GIcNAc-6P résultant de cette
phosphorylation est déacétylée par NagA en GIcN-6P qui est l'effecteur allostérique du répresseur
transcriptionnel DasR. Une fois lié a la GIcN-6P, DasR sera incapable de lier ses éléments de réponse et donc
incapable de réprimer I'expression des genes qu’il contréle dont notamment les génes actll-ORF4 et redZ. Ces
deux derniers genes sont les activateurs transcriptionnels des clusters act et red regroupant respectivement les
génes de biosynthéses de I'actinorhodine (pigment bleu) et des prodiginines (pigment rouge). Les mutants AredD
(incapable de produire les prodiginines) et Aactll-ORF4 (incapable de produire I'actinorhodine) ont été utilisés
afin de visualiser la production de chacun des antibiotiques. RedD est un activateur transcriptionnel dont
I’expression est activée par RedZ. Cette cascade illustre I'effet de la GIcNAc en condition de carence nutritionnelle
(Rigali et al. 2008).
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résulterait, comme dans le cas du mutant AdasR, d’une perturbation compléete du métabolisme
primaire de la bactérie (Marushima et al. 2009). Les auteurs ont également montré que le régulateur
CebR est nécessaire a la RC par le glucose de I'activité B-galactosidase chez S. griseus (Figure 20). En
effet, en présence de lactose (0,5 %) et de glucose (1%) la souche mutante AcebR présente une activité
B-galactosidase contrairement a la souche sauvage.

Les exemples que nous venons de présenter illustrent comment des sucres, mais également les
acteurs protéiques impliqués dans leur perception et leur utilisation, ont un réle prépondérant dans
les processus de différenciations physiologique et morphologique chez les Streptomyces. Nous
noterons également que ces effets sont souvent dépendants de I’état nutritionnel de I'environnement
(milieu de culture) et font donc intervenir de nombreux protagonistes qui rendent I’'étude de ces

phénoménes particulierement compliquée.

Figure 20 : Phénotype du mutant AcebR de S. griseus
A. Milieu IS-GLX contenant 1 % de glucose, 0,5 % de lactose et 0.006 % X-Gal. B. milieu YMP contenant 2 % de

glucose. 1) souche sauvage de S. griseus, 2) la souche AcebR, 3) la souche AcebR complémenté.

1.5 La phytopathogénicité chez les Streptomyces

Selon I'American Phytopathological Society, la pathogénicité désigne la capacité d’un
microorganisme a induire une infection chez un hoéte sain tandis que la virulence donne une indication
sur la sévérité des dégats engendrés chez I'organisme hote. La pathogénicité est donc une notion

qualitative tandis que la virulence est une notion quantitative (Sacristan & Garcia-Arenal 2008).

Les agents phytopathogenes sont capables d’engendrer une infection chez une ou plusieurs

especes végétales hotes. En effet dans la plupart des cas un phytopathogene donné infecte
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spécifiguement une espéce végétale avec laquelle il est compatible. Il existe cependant des
pathogenes capables de coloniser une grande variété de végétaux. La majorité des phytopathogenes
résident généralement dans le sol et affectent principalement les tissus souterrains des végétaux
comme les racines, les tiges, les stolons ou encore les tubercules. Les symptdmes des maladies
engendrées par ces organismes sont en grande majorité un pourrissement ou un flétrissement induit
par une infection racinaire. Certaines affections peuvent cependant n’affecter que les couches
superficielles de I'organe infecté sans pour autant engendrer la mort de I'"h6te. Quoi qu’il en soit
lorsqu’elles touchent les cultures agricoles ces maladies diminuent considérablement le rendement et
la qualité des récoltes ce qui engendre des pertes économiques considérables.

Les agents pathogenes responsables d’infection chez les végétaux sont trés nombreux et tres
diversifiés. On retrouve parmi ces derniers les champignons et les virus qui représentent les plus
grands groupes de phytopathogenes présents dans le sol, mais également des nématodes et des
bactéries. Parmi ces dernieres, les bactéries Gram-négatives sont particulierement bien représentées
avec par exemple Ralstonia solanacearum, Agrobacterium tumefaciens, Erwinia amylovora, Xylella
fastidiosa, certaines espéces de Pseudomonas ou encore plusieurs espéces du genre Xanthomonas
(Mansfield et al. 2012). Chez les bactéries Gram-positives, la phytopathogénicité est principalement
retrouvée chez les actinomycetes et plus précisément au sein des genres Clavibacter, Leifstonia,
Rhodococcus et Streptomyces (Hogenhout & Loria 2008).

En effet, bien que la majorité des espéces de Streptomyces soit saprophyte et/ou symbiotique,
guelques especes se sont révélées étre pathogenes. Parmi celles-ci, seules deux espéces sont des
pathogénes opportunistes pour I'homme. Il s’agit de Streptomyces somaliensis et Streptomyces
sudanensis qui ont été identifiés comme étant responsables d’abcés douloureux chez ’homme et les
bovins (Quintana et al. 2008). Les autres espéces de Streptomyces pathogénes sont des
phytopathogénes dont I'espéce modele Streptomyces scabies (et autres souches apparentées) qui fera

I'objet de la seconde partie de cette introduction.
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2 Streptomyces scabies

2.1 Historique : Un microorganisme a I'origine de la gale commune de la pomme de
terre

Les premiéres références a la gale commune de la pomme de terre remontent au début du
19%me sjécle. Les régions ol les cultures de pommes de terre étaient trés répandues ont été le théatre
des premieres manifestations de cette maladie. Certaines cultures du Yorkshire notamment étaient
tellement contaminées que les tubercules étaient invendables (Millard 1923) ce qui reste aujourd’hui
le principal inconvénient de cette affection. Durant les années 1800, les causes de la gale commune
ont fait 'objet de plusieurs théories. C’est le botaniste écossais John Claudius Loudon qui en 1825
décrivit dans « The Encyclopedia of Agriculture » les premieres tentatives - non satisfaisantes selon lui
- d’explication des causes de cette maladie. Il nota entre autres que certains attribuaient cette
affection des tubercules au pH alcalin du sol d(i a 'ammoniaque provenant du crottin de cheval et
d’autres au fait que I'on répandait des cendres de bois sur les terrains de cultures. Pres de soixante ans
plus tard W.G. Smith émit I'idée que la gale commune était la résultante de I'effet irritant des éléments
tranchants ainsi que des graviers présents dans le sol (Millard 1923). C’est finalement au Connecticut
(USA) en 1890 que le mycologue Roland Thaxter (Figure 21) isola d’une lésion galeuse d’un tubercule
de pomme de terre le microorganisme responsable de la gale commune. Il nomma provisoirement ce
dernier Oospora® scabies du fait de la nature filamenteuse de 'organisme identifié (Thaxter 1890).
Cependant, les travaux de Thaxter furent peu reconnus du fait de la popularité de la théorie de la cause
« mécanique » de la gale commune. Malgré la preuve supplémentaire apportée par Seton et Stewart
en 1907 que la gale commune ne pouvait se développer dans un sol stérilisé, il faudra attendre trois
études supplémentaires menées dans les années 1914-1915 pour que la communauté scientifique

admette qu’un microorganisme était bien a I'origine de la gale commune (Millard 1923).

2.2 Taxonomie

La classification du microorganisme isolé par Thaxter a bien évolué depuis sa découverte. En
effet, lors d’'une réunion de I’association américaine pour I'avancement de la science, G.C. Cunningham
plaida pour placer I'organisme responsable de la gale commune dans les « bactéries supérieures » car
ne présentant pas les caractéristiques morphologiques du genre Oospora et proposa de I'intégrer dans
le genre Streptothrix (Cunningham 1912). En 1914, alors que la nomenclature des microorganismes
semble de plus en plus désorganisée, H.T. Gilissow replaca le pathogene dans le genre Actinomyces

établit par Harz en 1878 (Gussow 1914). Il faudra attendre les travaux de Waksman et Henrici en 1948

3 Genre appartenant au régne des champignons
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pour voir apparaitre la dénomination actuelle de Streptomyces scabies (Waksman & Henrici 1948).
Actuellement, il existe toujours un désaccord concernant I'épithéte « scabies » ou « scabiei ». Cette
derniére est la dénomination officielle déterminée selon les regles de I'ICNP (International Code of
Nomenclature of Prokaryotes) (Truper & De’clari 1997; Triper 2008), mais n’a cependant jamais
obtenu la reconnaissance généralisée de la communauté scientifique et agricole et est par conséquent
peu utilisée dans la littérature en dehors de la systématique microbienne (Lambert et al. 2007). L’agent
responsable de la gale commune fut également répertorié comme appartenant au cluster
Diastatochromogenes dans lequel on retrouve notamment les especes de Streptomyces suivantes : S.
neyagawaensis, S. bottropensis, S. diastatochromogenes, S. eurythermus, and S. griseosporeus

(Elesawy & Szabo 1979; D H Lambert & Loria 1989; Healy & Lambert 1991).

2.3 Caractéristiques générales de Streptomyces scabies

Lambert et Loria ont défini plusieurs critéres phénotypiques permettant de distinguer les
souches de Streptomyces scabies des autres microorganismes avec lesquelles elles sont souvent
confondues. On retrouve notamment les caractéristiques morphologiques des spores qui sont grises,
lisses et cylindriques ( 0,5 um de large sur 1 um de long), mais également des caractéristiques
physiologiques comme l'utilisation de sucres (L-arabinose, D-fructose, D-glucose, D-mannitol,
raffinose, rhamnose, sucrose, D-xylose,...) ou encore la production de pigments mélanoides sur milieu
gélosé contenant de la tyrosine (D H Lambert & Loria 1989). Lors de ces travaux, les auteurs ont désigné
la souche RL-34 (ATCC 49173) comme étant la souche type de Streptomyces scabies (D H Lambert &
Loria 1989). Cependant, la majorité des études menées ces dernieres décennies ont été réalisées sur
une autre souche de S. scabies particulierement virulente, la souche 87-22. Cette derniere fut isolée
par le professeur Rosemary Loria a partir d’'une lésion d’un tubercule de pomme de terre (Variété
Russet Burbank) issu d’une culture agricole dans I'état du Wisconsin aux Etas-Unis (Loria et al. 1995).
La souche 87-22 est donc devenue la souche de référence pour I'étude de la pathogénicité chez
I'espéce S. scabies et est par conséquent la premiére souche de Streptomyces phytopathogene dont le

génome a été séquencé par l'institut Sanger (Dawn R D Bignell et al. 2010).

2.3.1 Caractéristiques génétiques

Avec ses 10 148 695 paires de bases, le génome de S. scabies 87-22 constitue un des plus
grands génomes bactériens séquencés a ce jour. Il est constitué d’un chromosome linéaire riche en G-
C (71,45 %) et ne présente aucun ADN extrachromosomique (Yaxley 2009). L’analyse du génome a
prédit qu’il contiendrait 8691 genes dont 8440 coderaient pour des protéines, 18 pour des ARNr, 75
pour des ARNt et les autres pour des pseudogénes (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome). Environ

10 % des protéines codées par ce génome sont prédites comme étant des facteurs de transcription
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Figure 21 : Roland Thaxter (1858-1932)

Roland Thaxter était un mycologue américain professeur de biologie et de
botanique a l'université d’Harvard et renommé pour ses travaux sur les
champignons de l'ordre des Laboulbéniales. En 1890, il fut le premier a isoler
une souche de Streptomyces scabies d’une lésion galeuse d’un tubercule de
pomme de terre.

Loria et al 2008 Picture: K. Callow

Picture: D.A. Inglis Picture: L.R. Evans Loria et al 1997

Figure 22: Symptomes associés a I'infection par Streptomyces scabies.
Lésions caractéristiques de la gale commune causée par S. scabies sur des tubercules de pommes de terre (A et

B), un radis (C), une betterave (D) et une carotte (E). En Afrique du Sud, S. scabies a également été identifié
comme étant responsable d’une affection touchant le péricarpe des cacahuétes (F). Quel que soit I'héte, ces
|ésions sont généralement localisées a la surface de I'organe infecté. Toutefois, certaines souches de S. scabies
sont capables de provoquer des Iésions plus profondes sur certaines variétés de pommes de terre (B). Les fleches
noires sur I'image A indiquent les régions ou S. scabies commence a sporuler.
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dont notamment 69 facteurs sigma (Romero-Rodriguez et al. 2015). Cette abondance de facteurs de
transcription refléte indirectement le potentiel d’adaptation de S. scabies a son environnement, mais
également la complexité des systemes de régulation qui y sont associés. S’ajoute a cela la régulation
post-transcriptionnelle par bldA (voir point 1.2.1.1.1). En effet, 248 codons TTA reconnus par I’ARNt'®"
UUA sont présents dans différentes séquences codantes du génome dont notamment dans les génes
des clusters de biosyntheses des facteurs de virulence de S. scabies (voir point 2.6) (Yaxley 2009). Le
séquencage du génome de S. scabies a également permis d’identifier 28 clusters de génes
potentiellement responsables de la synthese de métabolites secondaires parmi lesquels 14 ne
présentent aucune homologie avec les séquences des banques de données et sont donc susceptibles

d’étre responsables de la synthése de nouveaux métabolites secondaires (Yaxley 2009).

La taille importante et le contenu du génome de S. scabies sont en faveur de l'idée que ce
microorganisme n’est pas un pathogéne obligatoire. En effet, les génomes de ces derniers ont
généralement subi une délétion de la majorité des genes nécessaires au mode de vie saprophyte

(Bentley & Parkhill 2004).

2.3.2 Llagale commune

La gale commune de la pomme de terre est |'affection causée par S. scabies la plus populaire
et la plus étudiée. Pourtant cette bactérie n’est ni spécifique d’un hbte ni spécifique d’un tissu végétal
en particulier (Hooker 1949; Loria et al. 2006). Elle reste néanmoins une bactérie du sol qui infectera
en conséquence les organes végétaux souterrains avec une préférence pour les organes de réserve. En
effet elle est capable d’engendrer les symptomes de la gale commune chez d’autres végétaux tels que
les carottes, les betteraves, les radis ou encore les navets (Figure 22) (Goyer & Beaulieu 1997). Elle a
également été identifiée comme étant responsable d’une affection visant le péricarpe des cacahuetes
(Figure 22F) (Kritzman et al. 1996). Le fait que la pomme de terre (Solanum tuberosum) soit souvent
considérée comme I'hote favoris de S. scabies vient du fait que ce tubercule fait I'objet d’une
exploitation importante dans le monde agricole* et donc que les surfaces dédiées a sa culture sont
bien plus importantes que pour les autres hétes potentiels de ce phytopathogene. Les symptomes de
la gale commune se caractérisent par des Iésions brunatres d’aspect rugueux plus ou moins étendues
a la surface des tissus infectés (Figure 22). Ces lésions peuvent s’étendre en profondeur, mais restent

généralement restreintes a la périphérie des organes ciblés. Ces lésions affectent principalement

4 La pomme de terre est la denrée alimentaire non céréaliére la plus cultivée au monde. La production mondiale
était de 271 millions de tonnes en 1994 et de 385 millions de tonnes en 2014 (source : FAOSTAT consultée le
28/07/16)
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I'aspect, parfois le rendement®, mais en aucun cas la qualité nutritionnelle de ces organes (Loria et al.
1997; Hiltunen et al. 2005). En dépit de cette derniere caractéristique, la gale commune engendre des
pertes économiques importantes dans certaines régions du monde. Ces pertes sont principalement
inhérentes a I'aspect disgracieux des organes infectés ce qui diminue par conséquent leur valeur
marchande. Au Canada en 2002, les pertes liées a la gale commune de la pomme de terre ont été
estimées entre 15 et 17 millions de dollars canadiens (Hill & Lazarovits 2005). En Tasmanie (Australie),
ces pertes ont également été évaluées a plusieurs millions de dollars australiens (Dees & Wanner
2012a).

Outre la gale commune, S. scabies est également capable d’engendrer des retards de
croissance, des hypertrophies cellulaires ainsi que des nécroses tissulaires chez des plantules de
monocotylédones et de dicotylédones avec lesquelles il est mis en culture (Figure 23) (Leiner et al.
1996). Cependant ces observations ont été réalisées en laboratoire sous certaines conditions et les
impacts de ce type d’affection dans I'agriculture sont toujours inconnus (Loria et al. 2006).

Cette habilité qu’a S. scabies d’infecter une vaste gamme d’hotes est liée aux caractéristiques
des principaux facteurs de virulence que cette bactérie sécréte. En effet, les cibles de ces derniers sont

des constituants de la paroi pectocellulosique bien conservés parmi les végétaux (voir point 2.7).

2.4 Les autres Streptomyces phytopathogeénes

Actuellement on recense plus de 900 espéces appartenant au genre Streptomyces, parmi
lesquelles seule une vingtaine ont été décrites comme étant phytopathogenes (D R D Bignell et al.
2014). S. scabies est la premiére de ces espéces a avoir été identifiée en tant qu’agent responsable de
la gale commune. Elle est actuellement la plus caractérisée et est considérée comme la plus répandue
atravers le monde. Cependant, durant les deux dernieres décennies, d’autres espéces de Streptomyces
phytopathogénes ont été isolées et également identifiées comme étant responsables de la gale
commune ou d’une variante de cette maladie sur les plantes racinaires et les tubercules de pommes
de terre (Figure 24) (Dees & Wanner 2012b; D R D Bignell et al. 2014). Parmi ces maladies on retrouve

notamment:

- la gale « acide » qui est apparue dans le nord-est des Etats-Unis et qui présente exactement les
mémes symptomes que la gale commune a la différence qu’elle se manifeste au sein de cultures se
développant dans un sol acide®. Cette maladie est causée par Streptomyces acidiscabies (Lambert and

Loria, 1989a).

5 Les tubercules de certaines variétés de pommes de terre touchées par la gale commune peuvent subir un retard
de croissance ce qui entrainera une diminution du rendement de la culture (Hiltunen et al. 2005).

6 Les Streptomyces responsables de la gale commune ne se développent pas dans les sols ou le pH est inférieur
a 5,2 (Loria et al. 2006).

51



Figure 23: Effets de l'infection d’un plant de tabac par
S. scabies.

a. Le plant de tabac (Nicotiana tobaccium) inoculé avec S.
scabies 87-22 (droite) présente un ralentissement de
croissance de la tige et de la racine par rapport au plant
contréle non inoculé avec la bactérie (gauche). Une vue
rapprochée d’une extrémité racinaire du plant de tabac
infecté par S. scabies 87-22 présente un gonflement et une
nécrose (c) par rapport a une racine saine du plant controle
(b) (Loria et al. 2008).

Photo: K. Bouchek-Méchiche Photo: C. Beaulieu Loria et al 1997

Figure 24: SymptOmes associés aux infections causées par différents Streptomyces
phytopathogénes.

Lésions caractéristiques de la gale réticulée (A) et de la gale rousse (B) sur des tubercules de pomme de terre.
Symptdme de la pourriture de la patate douce provoquée par S. ipomoeae (C).
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- La gale « réticulée » principalement recensée en Europe se caractérise par des lésions
superficielles qui se présentent sous forme d’un réseau brunatre a la surface de I'organe infecté. La
gale réticulée se différencie cependant des autres gales par sa capacité a engendrer de graves nécroses
au niveau de toutes les parties souterraines de la plante (tige, stolons et racines) et génere ainsi de
grosses pertes de rendement dans les cultures ou elle sévit. Aussi, elle se développe plus séverement
dans les sols froids et humides (Loria et al. 1997). Les principaux agents responsables de la gale
réticulée sont Streptomyces europaeiscabiei et Streptomyces reticuliscabiei (Bouchek-Mechiche et al.

2000; Loria et al. 2006).

- La gale « rousse » ou rousselure ou encore gale superficielle dont les lésions sont tres
similaires a celles causées par la gale réticulée, mais ne présente cependant pas le réseau
caractéristique de cette derniere. Aussi, la gale rousse ne semble pas induire de nécrose au niveau des
racines. Elle se développe dans les sols humides et tempérés (Loria et al. 1997). Les Streptomyces
identifiés comme responsables de cette maladie sont : Streptomyces aureofacien, S. reticuliscabies et

Streptomyces cheloniumii (Faucher et al. 1993; Bouchek-Mechiche et al. 2000; Natsume et al. 2005).

- La « pourriture molle de la patate douce » se caractérise par une nécrose importante des
racines et des tubercules de la patate douce (lpomoea batatas) ce qui génere de fortes pertes de
rendement de ces cultures. Cette maladie causée par Streptomyces ipomoeae se développe
d’avantage dans les sols secs aux pH supérieurs a 5,2 (Loria et al. 1997). Il est intéressant de noter
gu’en plus de la patate douce S. ipomoeae est capable d’infecter d’autres membres de la famille des
Convolvulaceae, mais ne semble cependant pas capable d’infecter naturellement les pommes de terre

(famille des Solanaceae) (Clark 1983).

- Il existe une derniere affection peu connue découverte au Japon et retrouvée au Costa Rica
qui entraine la formation de tumeur au niveau des racines des cucurbitacées. Elle est engendrée par
un Streptomyces phytopathogene encore non identifié et dont le mécanisme de pathogénicité n’est

pas connu (Loria et al. 1997).

Malgré I'émergence des maladies que nous venons de décrire, la gale commune et plus
précisément la gale commune de la pomme de terre reste la maladie la plus répandue et la plus

problématique causée par le genre Streptomyces a travers le monde.

Outre S. scabies, d’autres espéces ont été identifiées comme étant responsables de cette
maladie (Table 2). Parmi ces derniéres, S. acidiscabies et S. turgidiscabies ont retenu I'attention de par
leur émergence relativement récente et leur vaste distribution sur les différents continents du globe

par rapport aux autres especes de Streptomyces phytopathogénes (Dees & Wanner 2012b). C'est
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pourquoi, bien que S. scabies soit I'organisme modele et reste la principale espéce responsable de la

gale commune, ces deux especes sont également utilisées comme modeéles notamment concernant

I’origine génétique de la pathogénicité chez les Streptomyces. En effet, la quasi-totalité des espéces

responsables de la gale commune partage des traits génétiques communs leur conférant leur pouvoir

pathogene. On retrouve notamment les genes necl et tomA codant pour des protéines de virulence

ainsi que les génes de biosynthese de la thaxtomine qui est le principal facteur de virulence des

Streptomyces responsables de la gale commune (voir point 2.6). Ce patrimoine génétique est localisé

au niveau d’un flot de pathogénicité (PAI) qui sera décrit en détail au point 2.7 de cette introduction.

Especes

Maladie engendrée

Localisation

S. scabies

Gale commune et
verrue de la cacahuéte

Finlande, Japon, Corée, Amérique du
Nord, Afrique du Sud

S. turgidiscabies

Gale commune

Chine, Finlande, Japon, Corée, Amérique
du Nord, Norvége, Suéde, Royaume-Uni

S. acidiscabies

Gale commune (sol

Chine, Japon, Corée, Amérique du Nord,

acide) Royaume-Uni
5. europaeiscabies Gale réticulée et Gale France, C‘orée, Amérique du Nord,
commune Norvége, Europe de I'Ouest
S. reticuliscabies Gale réticulée France
S. stelliscabies Gale commune France, Amérique du Nord
S. luridiscabies Gale commune Corée
S. niveiscabies Gale commune Corée
S. puniciscabies Gale commune Corée

S. spp. IdahoX Gale commune Amérique du Nord
S. spp. DS3024 Gale commune Amérique du Nord
S. spp. GK 18 Gale commune Iran
S. cheloniumii Gale rousse Japon

S. spp. MAFF225003 Gale rousse Japon

S. spp. MAFF225003 Gale rousse Japon

S. spp. MAFF225003 Gale rousse Japon

S. spp. MAFF225003 Gale rousse Japon

S. ipomoeae

Pourriture de la patate
douce

Amérique du Nord

Table 2 : Liste des espéces de Streptomyces phytopathogénes, maladies engendrées et localisation.

Tableau adapté de Dees et Wanner 2012 et Bignell 2014

54



Figure 25: lllustrations des premiéres étapes de la colonisation d’un tubercule de pomme de terre

par S. scabies.
Images de microscopie électronique a balayage d’hyphes de S. scabies a la surface d’un tubercule de pomme de

terre. A. la fleche blanche indique la présence d’'une matrice a I'emplacement ou était situé un hyphe bactérien.
B. Lenticelle immature colonisée par des hyphes de S. scabies. C. La bactérie pénétre |'épiderme du tubercule
par 'intermédiaire de petites excroissances perpendiculaires a I'hyphe (fleches blanches) (Loria et al. 2003; Loria
et al. 1997).

Figure 26: Les Streptomyces phytopathogénes évoluent intra et intercellulairement
A. Image de microscopie électronique a transmission d’une coupe de racine de radis infectée par S. turgidiscabies

Car8. Les fleches noires indiquent la présence de bactéries intracellulaires tandis que les fleches rouges indiquent
la présence du pathogene dans les espaces intercellulaires ; un agrandissement d’une partie de la coupe est
présenté dans le cade b. B. Visualisation en microscopie confocale a fluorescence de la colonisation de poils
racinaires d’une racine de radis par une souche de S. turgidiscabies Car8 exprimant la GFP (Loria et al. 2008).
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2.5 Les différentes étapes de la colonisation de I’hote par Streptomyces scabies

La colonisation de I'h6te est une étape cruciale dans l'initiation de linfection par un
pathogéne. Nous décrirons ici les différentes étapes menant a l'infection d’'un hote par S. scabies a
savoir : i) la rencontre hote-bactérie, ii) I'attachement a la surface de I’h6te et enfin iii) la pénétration

de la bactérie dans le tissu hote.

i) La rencontre entre un pathogene et son hote nécessite un déplacement d’'un des deux
protagonistes. Cependant les végétaux tout comme les Streptomyces sont des organismes non
mobiles. En effet comme nous I'avons mentionné dans l'introduction, les Streptomyces sont des
bactéries filamenteuses se développant sous forme de réseaux d’hyphes. Cependant ces bactéries ont
la capacité de se différencier pour former des spores qui seront disséminées dans I’environnement. En
effet, ces dernieres peuvent notamment circuler d’'un endroit a un autre en empruntant les
microcanaux naturels présents dans les couches superficielles des sols. Cette aptitude a pour effet
d’accroitre les chances de S. scabies de rencontrer un de ses hotes.

ii) L'attachement de S. scabies a la surface d’un tubercule de pomme de terre a été observé en
microscopie électronique a balayage (Figure 25). La Figure 25 A indique la présence d’une matrice a
I'interface entre la bactérie et la surface de I'organe infecté (Loria et al. 2003). La nature de cette
matrice n’a pas été étudiée chez S. scabies. Toutefois une étude récente a démontré que les
Streptomyces sont effectivement capables de sécréter toute une série de polymeéres (protéines et
polysaccharides) leur permettant notamment de s’attacher a différents supports (Petrus & Claessen
2014).

i) Il a longtemps été reporté que la pénétration de S. scabies au sein de son héte s’opérait
uniquement au niveau de régions ol I'épiderme de I'organe végétal est fracturé. Ces fractures de
I’épiderme sont soit le résultat d’une blessure, soit naturelles comme c’est le cas des lenticelles (Figure
25 B)(Loria et al. 1997). Cependant, il a été suggéré que S. scabies est capable de pénétrer directement
les cellules de I’épiderme par I'intermédiaire de petites excroissances émergeant perpendiculairement
aux hyphes végétatifs (Figure 25 C) (Loria et al. 2003; Dees & Wanner 2012a). Cette capacité a pénétrer
directement les cellules de I'’épiderme est une caractéristique extrémement rare chez les bactéries
phytopathogénes. L'agent pathogene se développe ensuite intra et intercellulairement au sein de

I’organe infecté (Figure 26) (Loria et al. 2008).

Quel que soit le site de pénétration, la condition sine qua non au succes de celle-ci est qu’elle
ait lieu au niveau d’un tissu en croissance. Par exemple, S. scabies est incapable de coloniser un
tubercule une fois celui-ci arrivé a maturité. En effet, les tubercules de plus de six semaines sont

généralement beaucoup moins susceptibles a une infection par Streptomyces scabies. C’'est pourquoi
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Compound Rfy R; R3 R; Rs Rg
1 Me OH Me H OH H
2 Me OH Me OH H H
3 Me H H H H H
4 Me OH Me H H H
5 Me H Me H H H
6 Me OH H H H H
7 Me OH Me H H OH
8 Me OH Me H OH OH
9 Me OH H H OH H
10 H OH Me H OH H
1 H H H H H H

(Russell R. King & Calhoun 2009)

Figure 27 : Liste des différents membres de la famille des thaxtomines

Ces 11 différentes thaxtomines isolées et caractérisées a ce jour se différencient les unes des autres en fonction
des groupements retrouvés au niveau de six sites de substitution (R1 a Re). En effet, les sites R1 et R3 peuvent
étre méthylés (Me) tandis que les sites Rz, R4, Rs et Re peuvent étre hydroxylés (-OH). Le composé 1 est la
thaxtomine A, la principale thaxtomine produite par les Streptomyces responsables de la gale commune. Le
composé 3 est la thaxtomine C la principale thaxtomine produite par S. ipomoeae responsable de la pourriture
molle de la patate douce. Le composé 11 est la seule thaxtomine qui n’est pas synthétisée par S. scabies.
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une fois stockés les tubercules ne sont plus sensibles a la gale commune (Dees & Wanner 2012a).Cette
condition est directement inhérente aux activités biologiques du principal facteur de virulence de S.

scabies: 1a thaxtomine (voir point 2.6.1.4).

2.6 Les facteurs de virulence de Streptomyces scabies

Hurley Fellows fut le premier a suggérer que I'organisme responsable de la gale commune
devait sécréter un facteur diffusible telles une enzyme et/ou une toxine lui permettant de coloniser
son hote (Fellows 1926). Cette hypothése fut renforcée par les observations menées par Jones sur des
|ésions galleuses d’un tubercule de pomme de terre. Ce dernier observa qu’un brunissement des tissus
avait lieu a I'endroit colonisé par le microorganisme, mais également au niveau des tissus sous-jacents
encore non colonisés (Jones 1931). Ce concept fut démontré par la constatation qu’un extrait issu
d’une lésion galeuse d’'un tubercule de pomme de terre est capable d’induire, aprés stérilisation, ce

méme type de Iésion sur un tubercule sain en croissance (Lawrence & Barker 1963).

C’est finalement en 1989 que le premier facteur de virulence associé a la gale commune a été
isolé et caractérisé (King et al. 1989). Il s’agit d’une phytotoxine nommée « thaxtomine » en I’honneur
de Roland Thaxter, le premier phytopathologiste a avoir identifié I’organisme responsable de la gale
commune (Thaxter 1890). Depuis la découverte de la thaxtomine, plusieurs facteurs de virulence
potentiels ont été identifiés chez S. scabies. Nous décrirons ici I'ensemble de ces facteurs de virulence
en apportant cependant un complément d’information concernant la synthése, l'induction et le mode
d’action de la thaxtomine. En effet, plusieurs études ont montré une corrélation positive entre la
phytopathogénicité des Streptomyces responsables de la gale commune et leur capacité a produire
cette phytotoxine (King et al. 1991; Goyer et al. 1998; Kinkel et al. 1998; Healy et al. 2000).
Actuellement, la thaxtomine constitue le seul facteur de virulence avéré de S. scabies et de la majorité

des Streptomyces phytopathogenes (D R D Bignell et al. 2014).

2.6.1 Les thaxtomines

Les thaxtomines sont des dipeptides cycliques (2,5-diketopiperazines) résultants de la
condensation d’un L-4-nitrotryptophane et d’une L-phénylalanine. La nitratation du tryptophane en
position 4 ainsi que la configuration L des deux acides aminés sont essentielles a la phytotoxicité des
thaxtomines. A ce jour, onze membres de cette famille de phytotoxines ont été isolés et caractérisés.
s différent uniquement par la présence ou I'absence de groupement hydroxyle ou méthyle au niveau
de leurs sites de substitution respectifs (Figure 27) (Russell R. King & Calhoun 2009). La thaxtomine A
(composé 1 Figure 27) est la thaxtomine majoritairement produite par S. scabies, S. acidiscabies et S.
turgidiscabies tandis que S. ipomoeae produit principalement la thaxtomine C (composé 3 Figure 27)

(D R D Bignell et al. 2014; Russell R. King & Calhoun 2009).
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A. Organisation génétique des genes de biosynthéese de thaxtomine. B. Schéma de biosynthése de la thaxtomine
A (Adapté de Barry et al., 2012).
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2.6.1.1 Biosynthése de la thaxtomine A

La voie de biosynthése de la thaxtomine A a récemment été complétée en 2012 (Figure
28)(Barry et al. 2012). Celle-ci débute par la nitratation du noyau indole du L-tryptophane. Cette
réaction est catalysée par la cytochrome P450 monooxygénase, TxtE, a partir de monoxyde d’azote
(NO) et d’oxygene (Barry et al. 2012). Le NO nécessaire a cette réaction est produit par la NO
synthétase TxtD/Nos a partir de I'arginine (Kers et al. 2004). La prochaine étape permettant la
cyclisation du L-4-nitrotryptophane avec la L-phénylalanine fait intervenir deux NRPS : TxtA et TxtB
(Healy et al. 2000). Le L-4-nitrotryptophane est le substrat de TxtB tandis que la L-phénylalanine est le
substrat de TxtA (Johnson et al. 2009). Il en résulte un dipeptide cyclique méthylé appelé thaxtomine
D. Il semble que la méthylation des deux acides aminés soit catalysée par les domaines N-
méthyltransférases des deux NRPS et qu’elle a lieu avant la réaction de cyclisation (D R D Bignell et al.
2014). La derniére étape de la synthése de la thaxtomine A est I’'hydroxylation du résidu phénylalanyl
par une nouvelle cytochrome P450 monooxygénase , TxtC (Healy et al. 2002). L’absence du gene
codant pour TxtC dans le génome de S. ipomoeae explique pourquoi cette espéce est incapable de

produire la thaxtomine A (Dawn R. D. Bignell et al. 2010; Guan et al. 2012).

Chez Streptomyces scabies, I'ensemble des genes nécessaires a la biosynthése de la
thaxtomine est regroupé sous forme d’un cluster localisé au sein de la région toxicogénique (TR) de
I'llot de pathogénicité (voir point 2.7). Ces génes sont organisés en deux opérons, le premier
consisterait en txtA, txtB, txtH, et txtC et le second consiste en txtD/nos et txtE. Le géne txtH coderait
pour une petite protéine appartenant a la famille MbtH-like” dont les membres souvent associés aux
NRPS faciliteraient la réaction d’adénylation de I’acide aminé par le domaine A du NRPS. Enfin, le géne
txtR code pour |'activateur transcriptionnel nécessaire a |'expression des génes de biosynthése de

thaxtomine (voir point 2.6.1.2) (D R D Bignell et al. 2014).

2.6.1.2 Régulation génétique de la synthése de thaxtomine chez S. scabies

La production de thaxtomine chez S. scabies est un évenement hautement régulé faisant
intervenir différents niveaux de controle. En effet, comme c’est le cas pour la plupart des métabolites
secondaires, I'expression des génes de biosyntheése de la thaxtomine est sous le contréle d’'un
régulateur transcriptionnel spécifique qu’est TxtR, mais également sous le controle de régulateurs

globaux codés par des genes bld.

7 Le nom de cette famille de protéine vient du nom de la protéine MbtH identifiée dans la voie de biosynthése
de la mycobactine chez Mycobacterium tuberculosis (Quadri et al. 1998).
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Le régulateur spécifique TxtR

TxtR est un régulateur appartenant a la famille AraC/XylS. Les régulateurs de cette famille sont
généralement des activateurs transcriptionnels et sont habituellement impliqués dans le métabolisme
du carbone, la réponse au stress ainsi que dans la pathogénicité. Ces activateurs possedent dans leur
région C-terminale deux motifs de liaison a ’ADN de type HTH (helix-turn-helix). Le domaine de liaison
a un ligand spécifique est quant a lui situé du c6té N-terminal du régulateur. Les éléments cis liés par
ces régulateurs sont souvent multiples au sein d’'un méme promoteur et sont généralement proches

de la boite -35 (Gallegos et al. 1997; Romero-Rodriguez et al. 2015).

Le géne codant pour le régulateur TxtR est présent au sein des genes de biosynthése de
thaxtomine (Figure 28A) et est extrémement bien conservé chez les principales espéces de
Streptomyces phytopathogeénes que sont S. scabies, S. turgidiscabies et S. acidiscabies (M. V. Joshi et
al. 2007). Cet activateur transcriptionnel est indispensable a I'expression des génes de biosynthése de
thaxtomine. En effet, chez S. scabies la délétion de txtR entraine une diminution drastique de
I’expression des génes txtABC et dans une moindre mesure de txtD/nos et méne par conséquent a une

incapacité de ce mutant a produire la phytotoxine (M. V. Joshi et al. 2007).

Les mécanismes par lesquels TxtR active la transcription des genes de biosynthése de
thaxtomine (génes txt) n’ont pas encore été élucidés. Cependant, certains auteurs suggerent que TxtR
agirait en tant qu’antirépresseur. En effet, I’hypothése est que les génes txt sont maintenus silencieux
par la présence de protéines inhibitrices liées a ’ADN au niveau du promoteur. Le role de TxtR serait
de déplacer ces protéines inhibitrices ce qui permettrait la transcription des génes maintenus
silencieux jusqu’alors (Yang et al. 2011). Ce mécanisme d’antirépression implique donc une
compétition entre TxtR et les protéines inhibitrices pour une méme séquence d’ADN. L’expression des
génes de biosynthése de thaxtomine serait donc dépendante de I'abondance relative ainsi que de
I’affinité respective de ces protagonistes envers le promoteur. Les auteurs précisent également qu’une
fois lié a son effecteur allostérique le régulateur verrait son affinité envers ses éléments cis modifiée

(Yang et al. 2011).

Cette hypothése concorde avec les observations selon lesquelles la présence de cellobiose
induit une surproduction de thaxtomine chez S. scabies ainsi que la présence au niveau du domaine N-
terminal de TxtR d’un site de liaison pour le cellobiose (M. V. Joshi et al. 2007). En effet, une fois lié au
cellobiose TxtR verrait son affinité envers ses éléments cis nettement augmenter ce qui induirait la

transcription des genes txt et donc la production de thaxtomine.
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Les génes bld

Comme nous I'avons mentionné dans l'introduction les génes bld codent pour des régulateurs
globaux intervenant dans les processus de différenciation morphologique, mais également dans la
production de nombreux métabolites secondaires. Une étude récente a démontré I'implication directe
et/ou indirecte d’au moins cing génes bld dans la production de thaxtomine et la virulence chez S.
scabies. En effet, la délétion respective de chacun des génes bldA, bldC, bldD, bldG et bldH/adpA induit
une diminution ou une abolition compléte de la production de thaxtomine chez ce phytopathogene
(Figure 29). L'ensemble de ces mutants présente une diminution de I'expression des genes de
biosynthése de thaxtomine. A I'exception du mutant AbldH, tous présentent également une
diminution de I'expression du géne codant pour I’activateur transcriptionnel TxtR (Dawn R D Bignell et
al. 2014). Cependant, les mécanismes par lesquels ces régulateurs globaux modulent la production de
thaxtomine et la virulence chez S. scabies ne sont toujours pas clairement élucidés. Seul le mutant dont

le gene bldA est délété présente néanmoins une explication satisfaisante.

En effet, la diminution de la production de thaxtomine dans le mutant Ab/dA est associée a la
présence d’un codon TTA en position 203 dans le géne codant pour I'activateur transcriptionnel TxtR
(Dawn R D Bignell et al. 2014; M. V. Joshi et al. 2007). L’absence du gene bldA - codant pour le seul
ARN de transfert capable de traduire le codon leucine rare UUA (voir intro) - entraine un arrét de
traduction des ARNm codant pour TxtR ce qui a pour conséquence une diminution drastique de la
transcription des génes de biosynthese de thaxtomine. La régulation post-transcriptionnelle par b/dA
sur la traduction de TxtR et in fine sur la production de thaxtomine est donc bien établie. Par contre la
diminution de la transcription du géne txtR chez ce mutant par rapport a la souche sauvage suggere
que l'activateur transcriptionnel TxtR s’autorégulerait et/ou serait régulé par un autre régulateur TTA

dépendant.

2.6.1.3 Les éliciteurs et inhibiteurs de la synthése de thaxtomine

Le déclenchement de la synthese d’une phytotoxine chez un phytopathogene ou plus
généralement d’'un métabolite secondaire chez un microorganisme est généralement associé a la
perception d’un (ou plusieurs) signal (sighaux) environnemental (environnementaux). La nature de ce
signal peut étre un stress physico-chimique telle une variation du pH, de I'état redox, de I'osmolarité,
de la température ou encore de I'état nutritionnel du milieu environnant. L'information portée par le
signal est transmise au sein du cytoplasme de la bactérie par l'intermédiaire de protéines
membranaires et ensuite percue par des protéines cytoplasmiques ce qui permet au microorganisme

d’adapter son métabolisme en réponse a ce signal. Ces adaptations physiologiques se traduisent par
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Figure 29: Production de thaxtomine A des différents mutants b/d de S. scabies 87-22
Les souches ont été incubées 7 jours a 25°C en milieu liquide OBB. La thaxtomine A sécrétée dans le surnageant

de culture a été dosée par HPLC. Le mutant AtxtA est utilisé comme témoin négatif. Lorsque le niveau de
production de thaxtomine A d’un mutant est significativement différent de celui du WT il est indiqué * (p < 0,01)

ou ** (p < 0,001). dcw : dry cell weight.

Figure 30: Structure chimique du cellobiose ou B-D-glucopyranosyl-(1->4)-D-glucopyranose
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I’expression et/ou la répression de plusieurs génes au niveau du chromosome de la bactérie. Notons
également que la perception, l'interprétation et la réponse au signal percu par la bactérie sont

directement dépendants de |'état développemental du microorganisme (Bibb 2005).

Chez Streptomyces scabies |'expression des genes de biosynthese de thaxtomine est
dépendante de la présence et de I'absence de différents signaux environnementaux. Dans ce chapitre
nous décrirons donc les principaux éliciteurs et inhibteurs de la synthése de cette phytotoxine chez S.

scabies.

2.6.1.3.1 Les molécules inductrices

Les preuves de I'existence de molécules spécifiques induisant la production de thaxtomine
chez S. scabies ont été amenées deés les années 1990. A cette époque, les chercheurs observent que le
phytopathogéne produit de la thaxtomine uniquement in vivo au niveau de tissus infectés ou in vitro
sous certaines conditions. En effet, seuls les milieux créés a partir d’extraits de végétaux comme le
flocon d’avoine, le son d’avoine ou les jeunes tubercules de pommes de terre permettent la production
de thaxtomine alors que les milieux de culture classiques comme les ISP, le LB ou le TSB ne le
permettent pas (Babcock et al. 1993; Loria et al. 1995). Les études visant a identifier dans ces milieux
de culture les molécules induisant la production de thaxtomine se sont alors multipliées. Actuellement,
trois molécules d’origine végétale : le cellobiose (et cellotriose), la subérine et le xylane sont décrits
comme inducteurs de la synthése de thaxtomine. Cependant le cellobiose est reconnu comme étant
le principal éliciteur spécifique responsable de la synthése de la phytotoxine chez S. scabies.
Le cellobiose

Le cellobiose est le monomere de base de la cellulose, il est constitué de deux molécules de
glucoses reliées entre elles par une liaison B1-4 (Figure 30). La cellulose est la source de carbone la plus
abondante sur terre et le principal polysaccharide de la paroi pectocellulosique des cellules végétales

(voir point 1.3.1).

Le cellobiose est un signal trés efficace dans I'induction de la synthése de thaxtomine, mais ne
constitue pas pour autant une source nutritive de choix pour S. scabies. En effet I'utilisation de ce
disaccharide comme seule source de carbone dans un milieu de culture ne permet pas une croissance
optimale de la bactérie (Wach et al. 2007). De plus, le cellobiose semble induire un retard du
développement en repoussant la différenciation morphologique chez S. scabies, mais également chez
d’autres espéces de Streptomyces (Lerat et al. 2010; Lerat et al. 2012). Les études menées sur
I'induction par le cellobiose sont donc réalisées en présence d’autres sources de carbone comme le
sorbose ou I'amidon qui permettent une bonne croissance de la bactérie sans contrecarrer I'effet

inducteur du disaccharide sur la production de thaxtomine.
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Production de thaxtomine par S. turgidiscabies Car8 aprés 7 jours de culture en milieu TDM (Thaxtomine-Defined

Media) liquide en présence de différentes concentrations en cellobiose. Les concentrations en cellobiose a partir
de 4 g/L stimulent la production de thaxtomine jusqu’a atteindre un maximum de production a 15 g/L (1,5%
m/v). Cependant, au-dela de 15 g/L I'effet stimulateur du cellobiose sur la production de thaxtomine diminue.
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Figure 32: lllustration de la structure chimique de la subérine
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L'effet inducteur du disaccharide est optimal lorsqu’il est présent dans le milieu de culture
durant les premieres 24heures apres inoculation (Johnson et al. 2007). On observe également une
corrélation positive entre I'augmentation de la concentration en cellobiose et la quantité de
thaxtomine produite par le phytopathogene. Cependant, cette corrélation s’inverse au-dela d’une
concentration de 1,5 % (Figure 31) (Johnson et al. 2007).

Actuellement, le cellobiose est le meilleur inducteur de la synthése de thaxtomine chez S.
scabies. Il agit en tant qu’effecteur allostérique du régulateur transcriptionnel spécifique des genes de
biosynthese de thaxtomine :TxtR (voir point 2.6.1.2) (M. V. Joshi et al. 2007).

La subérine

La subérine est un biopolymere d’origine végétale extrémement complexe essentiellement
constitué de longues chaines aliphatiques et de résidus aromatiques (Figure 32). Ce polyester est
principalement synthétisé a la périphérie des tiges ou des racines par un tissu spécialisé appelé
phelléeme®. Ce dernier joue le réle de barriére protectrice contre les agressions environnementales et
les phytopathogénes, mais joue également un role dans la thermo- et I'osmorégulation (Graca &
Santos 2007). On retrouve notamment la subérine au niveau du périderme de la pomme de terre saine,
mais également au niveau des structures rugueuses d’aspect brunatre retrouvées au niveau des lésions
caractéristiques de la gale commune. La présence de ce biopolymeére au niveau du site d’infection de
S. scabies a poussé certains auteurs a étudier son implication dans l'induction de la syntheése de
thaxtomine.

Ces derniers ont montré que la subérine seule n’induit que treés peu la production de
thaxtomine chez S. scabies. Cependant, en présence de cellobiose ce polyester semble agir en synergie
avec cet inducteur. En effet, la quantité de thaxtomine produite par S. scabies en milieu contenant a
la fois la subérine et le cellobiose est supérieure a la quantité de phytotoxine produite en milieu
contenant uniquement le cellobiose (Lerat et al. 2010). Bien que les mécanismes moléculaires
responsables de la stimulation de la production de thaxtomine en présence de subérine ne soient
toujours pas clairement élucidés, plusieurs hypotheses sont cependant avancées.

La subérine étant un polymére complexe de grande taille il est possible qu’un produit de
dégradation de celle-ci soit a I'origine de la stimulation de la biosynthése de thaxtomine chez S. scabies
(Beauséjour et al. 1999). En effet, les analyses protéomiques des extraits de cultures de S. scabies ayant
poussé en présence de subérine ont permis d’identifier plusieurs estérases potentiellement capables
de dégrader ce polymeére (Komeil et al. 2014a). Cependant, parmi les constituants et les précurseurs
de la subérine qui ont été testés sur des cultures de S. scabies en milieu contenant du cellobiose, aucun

n’a induit une augmentation de production de thaxtomine (Wach et al. 2007).

8 Le phelléme est plus connu sous le nom de suber ou liege
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On sait également que la subérine induit une accélération du développement chez les
Streptomyces (Lauzier et al. 2008; Lerat et al. 2012). En effet, 'ajout de subérine dans le milieu de
culture induit la formation précoce d’hyphes aériens et stimule la production de métabolites

secondaires chez différentes espéces de streptomycetes (Lerat et al. 2012).

Aussi, I'analyse comparative du sécrétome de S. scabies cultivé en milieu contenant de la
caséine additionné ou non de subérine a montré qu’une grande proportion des protéines
surexprimées ou uniquement produites en présence de subérine était entre autres impliquée dans le
métabolisme du carbone et plus précisément dans I'utilisation de la cellulose (Komeil et al. 2014b). Ces
résultats sont renforcés par d’autres analyses du protéome et du transcriptome de cultures de S.
scabies réalisées en milieu contenant de la cellulose et/ou de la subérine. Ces analyses ont montré
que la présence simultanée de cellulose et de subérine induit une surexpression d’une partie des
cellulases de S. scabies (Padilla-Reynaud et al. 2015). Les auteurs suggérent donc que la subérine
interviendrait dans I'induction de la production de thaxtomine chez S. scabies de deux maniéres : i) en
induisant une surproduction des cellulases qui généreraient I'apparition du cellobiose activant
I’expression des genes de synthése de thaxtomine et ii) en stimulant la différentiation morphologique
et physiologique et par conséquent la production de métabolite secondaire et donc de la thaxtomine

(Padilla-Reynaud et al. 2015; Lauzier et al. 2008; Lerat et al. 2012).

Le xylane

Le xylane est un constituant majeur des hémicelluloses, c’est un polymere de xyloses reliés par
des liaisons B1-4. Les hémicelluloses sont des polysaccharides reliant les fibres de cellulose entre elles,
ce qui contribue au renforcement de la paroi pectocellulosique des cellules végétales (voir point 1.3.1)
(Scheller & Ulvskov 2010).

L'induction de la production de thaxtomine par le xylane a été observée dans une culture de
S. acidiscabies. Les auteurs ont également observé que les produits d’hydrolyse du xylane étaient
capables d’induire la production de thaxtomine chez cette espece (Wach et al. 2007). La corrélation
positive entre le temps d’hydrolyse du xylane et la quantité de thaxtomine produite par S. acidiscabies
suggere que les xylooligosaccharides de faibles masses moléculaires pourraient étre des éliciteurs de
la production de thaxtomine chez cette espéce (Wach et al. 2007). Une seconde étude a cependant
montré que ni xylose ni le xylobiose ne sont capables d’induire la production de thaxtomine chez S.
acidiscabies et S. turgidiscabies (Johnson et al. 2007). A ce jour Iimplication des autres

xylooligosaccharides dans l'induction de la phytotoxine n’a toujours pas été investiguée.
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2.6.1.3.2 Les molécules inhibitrices
Plusieurs molécules inhibant la production de thaxtomine chez S. scabies ont été mises en
évidence. Cependant les mécanismes moléculaires a I'origine de cette inhibition sont probablement

tres complexes et n’ont toujours pas été élucidés.
Les sources de carbone

L'inhibition de la production d’un métabolite secondaire par différentes sources de carbone
est un phénomene trés courant chez les Streptomyces. Ces sources de carbone sont généralement des
sucres facilement assimilables et métabolisables par le microorganisme. Parmi ceux-ci, le glucose est
le plus fréquemment impliqué dans ces phénomeénes de répression, mais d’autres sucres simples
comme le xylose, le mannose, le glycérol ou encore le maltose (disaccharide) ont également été
reportés comme étant inhibiteur de la synthése de métabolites secondaires chez les Streptomyces

(Ruiz et al. 2010).

Chez S. scabies la synthése de thaxtomine est inhibée en présence de glucose (Babcock et al.
1993; Loria et al. 1995; Wach et al. 2007) et de glycérol (communication personnelle). Aussi, il semble
que 'inhibition par le glucose soit plus importante en culture liquide qu’en milieu gélosé (Loria et al.
1995). Les mécanismes via lesquels le glucose diminue ou inhibe la production de la phytotoxine ne

sont toujours pas connus.

Les acides aminés

A une concentration de 10 mM, I'ensemble des acides aminés inhibe la production de
thaxtomine chez S. scabies (Lauzier et al. 2002). Cependant cet effet n’est pas spécifique aux acides
aminés. Effectivement, I'excés d’une source d’azote directement assimilable entraine souvent une
réduction ou une inhibition du métabolisme secondaire chez les actinomycétes (Shapiro 1989). A une
concentration de 2,5 mM, seuls les acides aminés aromatiques (tyrosine, tryptophane et
phénylalanine) inhibent la synthése de thaxtomines chez S. scabies. Les acides aminés aliphatiques
n’ayant aucun effet a cette concentration, I'excés d’azote ne semble plus étre la raison de cette
inhibition (Lauzier et al. 2002). Il est surprenant de constater que les deux précurseurs de la
thaxtomine, a savoir le tryptophane et la phénylalanine aient un effet inhibiteur sur la synthese de la
phytotoxine (Babcock et al. 1993; Lauzier et al. 2002). C’'est pourquoi I'effet du tryptophane sur la
physiologie de S. scabies a notamment été étudié par le groupe du professeur Carole Beaulieu

(Université de Sherbrooke, Ca). Ces derniers ont observé que I'augmentation de la concentration
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Figure 33: Le tryptophane induit un switch entre la synthése de thaxtomine et d’auxine chez S.
scabies.

Production de thaxtomine () et d’auxine (IAA) (o) par S. scabies EF-35 en milieu SCM (subérine-cellobiose media)

contenant différentes concentrations en tryptophane (Legault et al. 2011). L’effet inhibiteur du tryptophane sur
la biosynthése de thaxtomine débute dées 100 uM (lauzie 2002).
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en tryptophane induit d’'une part une inhibition de la synthése de thaxtomine et d’autre part une
augmentation de la synthese d’auxine par S. scabies (Figure 33) (Legault et al. 2011). En effet, ce
phytopathogene est capable de produire de I'auxine a partir de tryptophane en faisant intervenir
notamment deux genes de biosynthese de cette hormone, a savoir iaaM et iaaH (voir point 2.6.4.4).
Les auteurs ont montré que I'ajout de tryptophane induit notamment la répression de I'expression des
genes de biosynthese de thaxtomine nos et txtA mais n’a cependant aucun effet sur I'expression des

génes iaaM et iaaH (Legault et al. 2011).

Les glycoalcaloides

L'a-chaconine et I'a-solanine (Figure 34) sont des glycoalcaloides retrouvés chez les plantes de
la famille des Solanaceae. Ces glycoalcaloides inhibent la production de thaxtomine chez S. acidiscabies
sans pour autant inhiber la croissance du phytopathogéne (Wach et al. 2007). Ceci suggere que I'a-
chaconine et I'a-solanine pourraient potentiellement cibler un des acteurs moléculaires responsables
de la synthése de thaxtomine. Cependant, cette inhibition est observée a des concentrations (a partir
de 12,5 pg/mL) cinqg fois supérieures a celles retrouvées dans la pelure des tubercules de pomme de

terre (Wach et al. 2007).

La scopoletine

La scopoletine est une phytoalexine produite par différents végétaux en réponse a différents
pathogénes ou éliciteurs. Chez Arabidopsis thaliana et Nicotiana tabacum, la thaxtomine A induit la
production et I'accumulation de scopoletine dans les tissus de la plante. Chez S. scabies, cette
phytoalexine a pour effet d’altérer la croissance, mais également d’inhiber la synthese de thaxtomine.
Bien que les mécanismes moléculaires impliqués ne soient pas connus, I'inhibition de la synthése de
thaxtomine semble notamment corréler avec la répression de I'expression du géne nos (Lerat, Babana,

et al. 2009).
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Figure 35: La thaxtomine A induit une hypertrophie cellulaire

Gonflement latéral de I’hypocotyle d’une plantule de radis traitée a la thaxtomine A (A). Coupe transversale de
I’hypocotyle de radis présenté en A (B). Coupe transversale d’un hypocotyle de radis non traité (C) (Loria et al.
1997). Ces images montrent que le gonflement latéral de I’'hypocotyle induit par la thaxtomine A est di a une
hypertrophie des cellules et non a une hyperplasie (Leiner et al. 1996).

Figure 36: La thaxtomine A induit une nécrose sur des tranches de tubercule de pomme de terre

La tranche de tubercule de pomme de terre traitée avec une solution de thaxtomine A (45 ng/ml) présente une
nécrose caractérisée par la présence de taches brunatres (A) contrairement a la tranche non traitée (B) (Loria et
al. 2006).
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2.6.1.4 Activité biologique de la thaxtomine

L'activité biologique de la thaxtomine a été étudiée sur des plantules de différentes
monocotylédones et dicotylédones ainsi que sur des cultures liquides de cellules végétales en
suspension. Il est rapidement apparu qu’une corrélation positive existe entre la concentration en
thaxtomine testée et la sévérité des symptomes observés chez les organismes étudiés. En effet, a de
trés faibles concentrations (0,4 ng/mL) la thaxtomine induit une hypertrophie cellulaire au niveau de
I’hypocotyle de plantules d’oignons ou de radis (Figure 35) ainsi que chez des cellules de tabac en
suspension (Fry & Loria 2002). Des concentrations de 4 a 10 ng/mL en thaxtomine provoquent un arrét
de croissance et un gonflement latéral des racines et des tiges chez des plantules de différentes mono-
et dicotylédones tandis que de plus fortes concentrations (20 a 40 ng/mL) induisent généralement une
mort cellulaire (Figure 36) (King et al. 2001; Russell R King & Calhoun 2009). L’état physiologique du
tissu hote est également un paramétre déterminant sa susceptibilité a la phytotoxine. En effet, les
jeunes tissus en croissances sont beaucoup plus sensibles a la thaxtomine que ceux ne présentant que
peu d’activité physiologique (Fry & Loria 2002; Tegg et al. 2005).

Les effets délétéres de la thaxtomine observés chez les nombreuses especes végétales testées
ont conduit a la conclusion que cette phytotoxine cible un constituant universel des cellules végétales :
la paroi pectocellulosique (King et al. 2001; Fry & Loria 2002). En effet, de nombreuses études
ultérieures ont montré que la thaxtomine induit - chez I’hote végétale - des réponses physiologiques
similaires a celles induites par des inhibiteurs de la biosynthése de cellulose tel que I'isoxabéne (King
et al. 2001; Scheible et al. 2003; Bischoff, Cookson, Wu & W.-R. Scheible 2009; Duval et al. 2005a; Duval
& Beaudoin 2009b; Brochu et al. 2010; Tegg et al. 2005; Tegg et al. 2013; Tegg et al. 2016). Par exemple,
chez A. thaliana |la thaxtomine inhibe I'incorporation de glucose dans la fraction cellulosique de la paroi
ce qui engendre une diminution de la rigidité de cette derniere. En compensation on observe une
augmentation de la production d’hémicellulose et de pectine, mais également une accumulation
ectopique de lignine chez I'hote (Scheible et al. 2003; Bischoff, Cookson, Wu & W.-R. Scheible 2009).
Bischoff et ses collegues suggerent que cette inhibition de la synthese de cellulose est une
conséquence de la diminution du nombre de complexes CESAs® observés au niveau de la membrane
cytoplasmique en présence de thaxtomine (Bischoff, Cookson, Wu & W.-R. Scheible 2009). Les
mécanismes par lesquels la thaxtomine agit sur la localisation des complexes CESAs ne sont pas
connus ; cependant certains auteurs suggérent que la phytotoxine pourrait activer I'endocytose

précoce de ces complexes CESAs (Tateno et al. 2016).

9 La synthése de cellulose chez les végétaux a lieu au niveau de la membrane cytoplasmique par I'intermédiaire
d’un complexe constitué de trois types de protéines CESAs (Cellulose synthases A). Les CESAs sont des
glycosyltransférases catalysant la synthése de cellulose a partir d’UDP-glucose. Le complexe de CESAs est
assemblé au niveau de I'appareil de Golgi avant de migrer vers la membrane cytoplasmique par I'intermédiaire
de vésicules Golgiennes (Tateno et al. 2016).
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Figure 37: Modeéle représentant I'effet de la thaxtomine sur les mouvements d’ions au travers des
membranes végétales

La thaxtomine interagit avec les canaux calciques des membranes cytoplasmiques (PM) des cellules végétales.
Cette interaction déclenche I'ouverture de ces canaux ce qui entraine un influx de calcium vers le cytoplasme de
la cellule végétale. L'augmentation de la concentration en calcium cytoplasmique est ensuite accentuée par le
relargage du calcium provenant du réticulum endoplasmique (ER) et de la vacuole. Cette concentration élevée
en calcium améliore a son tour I'activité des pompes a proton membranaires ce qui par conséquent induit une
acidification de la paroi végétale. L’augmentation de la concentration en proton dans la paroi va notamment
entrainer un déplacement des ions calcium formant des ponts salins entre les différents polymeres de la paroi et
ainsi favoriser I'action des expansines (voir point 2.6.4.3) (McQueen-Mason & Cosgrove 1995). Cet
affaiblissement de la paroi végétale facilitera finalement la pénétration des tissus de I’hote par les Streptomyces
phytopathogenes (Tegg et al. 2005).
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Un autre effet de la thaxtomine est qu’elle entraine une altération du flux d’ions au travers de
la membrane cytoplasmique des cellules végétales. En effet, la phytotoxine induit un influx d’ions
calcium du milieu extracellulaire vers le cytoplasme ainsi qu’un efflux de protons du cytoplasme vers
le milieu extracellulaire. Ces flux d’ions ont principalement été observés au niveau des tissus jeunes et
physiologiquement actifs ce qui suggére que les cibles moléculaires de la thaxtomine seraient plus
nombreuses au niveau de ces tissus (Tegg et al. 2005). Les auteurs ont proposé un modeéle (Figure 37)
selon lequel ces mouvements d’ions seraient dus a l'interaction entre la thaxtomine et les canaux
calciques de la membrane cytoplasmique (Tegg et al. 2005). D’autres études menées par ce méme
groupe suggerent également qu’il existe un lien entre les effets de la thaxtomine et les systémes de
transport d’auxine. Ces cibles n’ont cependant toujours pas été identifiées (Tegg et al. 2005; Tegg et

al. 2013; Tegg et al. 2016).

L'influx de calcium observé par Tegg et ses collégues pourrait également étre responsable du
déclenchement du processus de mort cellulaire programmé (MCP) observé chez A. thaliana en réponse
a la présence de thaxtomine (Errakhi et al. 2008). Cependant chez Nicotiana tabacum BY2 cet influx de
calcium ne semble pas requis pour le déclenchement de la MCP induite par la thaxtomine (Meimoun
et al. 2009). Il semble que la MCP soit simplement consécutive aux dommages causés suite a
I'inhibition de la synthese de cellulose par la thaxtomine comme cela est observé pour d’autres

inhibiteurs de la synthése de cellulose (Duval et al. 2005b; Duval & Beaudoin 2009a).

Bien que I'ensemble des mécanismes d’action de la thaxtomine ne soit toujours pas clairement
élucidé a I'heure actuelle, les propriétés de cette phytotoxine en ont fait un candidat de choix en tant
gu’herbicide (King et al. 2001). En effet, en plus de ses propriétés herbicides, la thaxtomine présente
I'avantage d’étre une molécule naturellement produite par des bactéries du sol partageant leur
environnement avec de nombreux autres microorganismes capables de dégrader cette phytotoxine

(Doumbou et al. 1998; Lazarovits et al. 2004).

2.6.2 Necl

Le géne necl (scab77062) code pour un facteur de virulence identifié suite a I'expression dans
I’espéce non pathogene de S. lividans, d’'une banque de cosmide reprenant 'ensemble du génome de
S. scabies. La souche transformée avec le cosmide porteur du gene necl acquiert la capacité a nécroser
un tissu de tubercule de pomme de terre (Bukhalid & Loria 1997). En effet, le géne nec1 code pour une
protéine sécrétée de 16 kDa capable d’induire une nécrose au niveau des tissus de tubercule de
pomme de terre. Le géne necl est retrouvé au niveau du premier module de I'llot de pathogénicité
(PAI) (voir point 2.7) et est donc généralement présent chez la plupart des Streptomyces

phytopathogénes bien que certaines souches récemment identifiées en soient
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Figure 38 : Le géne nec1 est nécessaire a la colonisation des extrémités racinaires
Visualisation en microscopie confocale a fluorescence d’une extrémité racinaire de plantules de radis inoculés

avec i) la souche sauvage S. turgidiscabies Car8 (WT), ii) la souche S. turgidiscabies Car811 (Anecl) ou iii) non
inoculée (controdle). La souche de S. turgidiscabies dépourvue du géne necl (Anecl) reste localisée a la surface
de la racine et n’est pas capable de la coloniser intra et intercellulairement comme le fait la souche sauvage (WT)
(M. Joshi et al. 2007).
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Figure 39: Le géne necl participe a la virulence de S. turgidiscabies
Une semaine apres ensemencement, des plantules d’A. thaliana ont été inoculées avec des spores de différentes

souches de S. turgidiscabies et incubées trois semaines supplémentaires. Les plantules inoculées avec la souche
sauvage (Car8) présentent un ralentissement de croissance des tiges et des racines par rapport au contréle
(control). Les plantules inoculées avec la souche de S. turgidiscabies dépourvue de necl (Car811) présentent un
phénotype intermédiaire tandis que la souche complémentée (Car811/necl) retrouve un phénotype trés altéré
similaire a celui des plantules inoculées avec la souche sauvage (Car8).
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dépourvues (M. Joshi et al. 2007; Dees et al. 2013). Le gene necl est particulierement pauvre en G-C
par rapport au reste du PAIl ainsi qu’au génome des Streptomyces. Ceci suggére qu’il ait été intégré au
PAI avant que celui-ci ne soit acquis par les Streptomyces phytopathogenes, et que cette intégration
au sein du PAl a probablement eu lieu par transfert horizontal a partir d’'une souche appartenant a un
autre taxon (Bukhalid & Loria 1997; Kers et al. 2005). Cependant, aucun géne/protéine homologue a
necl/Necl n’a été retrouvé dans les banques de données. Necl est donc un facteur de virulence
n’ayant jamais été identifié et caractérisé chez un autre genre que les Streptomyces.

Bien que les cibles moléculaires de Necl n’aient toujours pas été identifiées, il semble que
cette protéine interagisse avec un constituant ubiquiste des végétaux (M. Joshi et al. 2007). Ces
observations sont en accord avec le fait que les Streptomyces responsables de la gale commune n’ont
pas d’hotes ni de tissus spécifiques. Necl aurait un réle durant les premieres phases de I'infection chez
les Streptomyces phytopathogenes. En effet, la capacité de la souche S. turgidiscabies Anecl a
coloniser les extrémités racinaires de plantules de radis est altérée par rapport a la souche sauvage
(Figure 38). Aussi, la sécrétion de Necl débute endéans les 20 heures de croissance de la bactérie
tandis qu’il faut attendre au minimum 48 heures pour observer la production de thaxtomine (Babcock
et al. 1993; Johnson et al. 2007; M. Joshi et al. 2007). Ensemble, ces observations suggérent que Necl
jouerait un réle important durant les premiéres phases suivant l'interaction héte-pathogéne. Les
auteurs suggerent également que ce facteur de virulence pourrait supprimer la défense de I’hote. En
effet, des plantules d’A. thaliana inoculées avec une souche de S. turgidiscabies dépourvue du gene
necl semblent surmonter l'infection contrairement a celles inoculées avec la souche sauvage
exprimant ce facteur de virulence (Figure 39) (M. Joshi et al. 2007).

La régulation de I'expression de nec1 semble dissociée de celle des genes de biosynthése de la
thaxtomine. En effet, necl n’est pas soumis a la répression catabolique par le glucose comme c’est le
cas des geénes txt. La présence de glucose permettrait au contraire d’augmenter le taux de transcription

du gene necl (M. Joshi et al. 2007).

Bien que la protéine Necl ne semble pas étre un facteur de virulence indispensable a la
pathogénicité chez les Streptomyces, elle semble toutefois améliorer considérablement la virulence de
I’'espece qui I'exprime. De plus, la séquence du géne necl est extrémement bien conservée parmi de
nombreuses souches de S. scabies, S. turigidiscabies et S. acidiscabies, ce qui renforce I'idée que Necl

reste un facteur de virulence important chez les Streptomyces phytopathogénes (Bukhalid et al. 2002).
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Figure 40: Structure chimique de l'a-
tomatine

L'a-tomatine est une phytoanticipine de
type saponine. Elle est constituée d’un

Lycotétraose dérivé du cholestérol (la tomatidine) relié a

un tétrasaccharide (le lycotétraose)
constitué de deux D-glucose, d'un D-
galactose et d’un D-xylose. La croix rouge
indique le site de clivage de I'a-tomatine
par la tomatinase TomA de S. scabies

Tomatidine (Seipke & Loria 2008).

2.6.3 Latomatinase TomA

Un des mécanismes de défense développés par les plantes contre les microorganismes est la
synthése de molécules toxiques de faibles masses moléculaires que sont les phytoalexines et les
phytoanticipines'® (VanEtten et al. 1994). Certaines de ces toxines sont des saponines c’est-a-dire
gu’elles sont constituées d’'un groupement de type carbohydrate relié a un triterpénoide ou un
stéroide. C’est le cas de I'a-tomatine (Figure 40) qui est une phytoanticipine de type saponine présente
dans les tissus de la tomate. La toxicité de I'a-tomatine réside dans sa capacité a se complexer aux
stérols présents dans les membranes eucaryotes créant ainsi des pores induisant une lyse cellulaire
(Keukens et al. 1996). Chez S. scabies dont les membranes sont dépourvues de stérols I'a-tomatine
semble néanmoins capable d’affecter la croissance des hyphes aériens (Seipke & Loria 2008). Cette
toxicité pourrait s’expliquer par la présence - dans les membranes - d’hopanoides!! dont les génes de
synthéses sont surexprimés durant la croissance des hyphes aériens chez S. scabies (Seipke & Loria
2009).

Les tomatinases sont des glycosylhydrolases de la famille 10 capables de détoxifier I'a-
tomatine en hydrolysant un ou plusieurs résidus saccharidiques de cette saponine. Ces enzymes sont

généralement produites par des champignons pathogénes de la tomate tels que Septoria lycopersici

10 A 13 différence des phytoalexines, les phytoanticipines sont présentes dans les tissus de la plante avant qu’il y
ait eu interaction avec un pathogene ou produites aprés infection mais a partir d’un précurseur déja présent
dans les tissus de la plante (VanEtten et al. 1994).

11 Les hopanoides ont une structure similaire aux stérols et en sont des analogues fonctionnels (Kannenberg &
Poralla 1999).
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ou Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici et constituent des facteurs de virulence importants pour ces
microorganismes (Seipke & Loria 2008). La présence d’un gene codant pour une tomatinase chez S.
scabies est plus surprenante étant donné que les plants de tomates ne font pas partie des principaux
hotes de ce phytopathogene. En effet, la tomatinase TomA de S. scabies clive spécifiquement I'a-
tomatine en lycotétraose et en tomatidine (Figure 40) mais est incapable de dégrader les saponines de
la pomme de terre que sont I'a-chaconine et I'a-solanine (Figure 34) (Seipke & Loria 2008). De plus, la
délétion du gene tomA chez S. scabies n’altére en aucun cas sa virulence lors de lI'infection de plants
de tomates ou de tubercules de pomme de terre (Seipke & Loria 2008).

Bien qu’aucune étude n’ait démontré le role que joue la tomatinase chez S. scabies, la
conservation du gene tomA au sein du PAl de la majorité des souches de Streptomyces
phytopathogénes identifiés suggere que cette glycosylhydrolase pourrait, sous certaines conditions,
participer a la virulence du pathogene. Par exemple, chez Septoria lycopersici la tomatinase est un
facteur de virulence qui lui est indispensable pour infecter Nicotiana benthamiana qui est une espéce
ne produisant pas d’a-tomatine (Bouarab et al. 2002).

Le géne tomA identifié chez S. scabies (scab77321) est localisé comme necl au niveau du
premier module du PAIl et est conservé chez S. acidiscabies et S. turgidiscabies (Kers et al. 2005). Il est
cotranscrit avec le géne scab77311 codant pour une glycosylhydrolase de la famille 1 (GH1) qui
pourrait intervenir dans le clivage du lycotétraose. L’expression de cet opéron n’est pas induite par I'a-
tomatine contrairement a ce qui est observé chez les autres microorganismes produisant des
tomatinases (Seipke & Loria 2008). A ce jour la régulation de la transcription de ce polycistron est
toujours inconnue.

Les génes codant pour les trois facteurs de virulence abordés jusqu’a présent (Thaxtomine A,
Necl et TomA) sont tous situés sur le PAl et donc retrouvés chez la majorité des Streptomyces
phytopathogénes. Toutefois, certaines souches de Streptomyces responsables de la gale commune ne
possédent pas le gene necl ou le géne tomA voir méme aucun des deux mais présentent cependant
les génes de biosynthése de la thaxtomine (Dees et al. 2013). Ces deux génes sont également absents
chez S. ipomoeae responsable de la pourriture molle de la patate douce (Dawn R. D. Bignell et al. 2010).
Ceci confirme que la thaxtomine reste le seul facteur de virulence indispensable a la pathogénicité

chez ces Streptomyces.
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Figure 41 : Structure chimique de la pyocheline (Quadri et al. 1999)
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Figure 42: Structure chimique des desferrioxamines B et E (Tierrafria et al. 2011)
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Figure 43: Structure chimique de la scabicheline (Kodani et al. 2013)
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2.6.4 Autres facteurs de virulence associés aux streptomycétes phytopathogeénes
2.6.4.1 Les sidérophores

Les sidérophores sont des métabolites secondaires synthétisés par de nombreux
microorganismes dans le but de capter le fer dans leur environnement. En effet, cet élément
indispensable a la vie est généralement présent dans I'environnement sous forme de complexes
insolubles comme I'hydroxyde ferrique. Une fois sécrété, les sidérophores vont chélater le fer (lll) et
ainsi le rendre soluble. Ce complexe sidérophore-fer sera ensuite activement transporté au sein du
cytoplasme du microorganisme via un transporteur membranaire (Saha et al. 2013). Le fer est un
élément indispensable a tous les organismes vivants. En effet, il intervient dans de nombreuses
fonctions primaires du métabolisme telles que la respiration, la réplication de ’ADN ou encore la
synthése des protéines (Hantke 2001). L’acquisition du fer par I'intermédiaire de sidérophores s’est
également révélée étre indispensable a la virulence de nombreux microorganismes pathogénes (Dale
et al. 2003; Lawlor et al. 2007; Skaar 2010; Saha et al. 2013; Luo et al. 2005).

Les pathogenes de mammiféres sont les plus étudiés a ce sujet. Par exemple, Pseudomonas
aeruginosa produit notamment deux sidérophores, la pyoverdine et la pyocheline, directement
impliqués dans la virulence de cette bactérie pathogéne. En effet, la pyocheline (Figure 41) est capable
de chélater le fer complexé a la transferrine ou a la lactoferrine présentes dans le sang des mammiféres
et permet ainsi a la bactérie d’assimiler le fer nécessaire a sa croissance. La pyoverdine, en plus de son
role dans I'assimilation du fer, est également impliquée dans I'induction de I'expression des génes de
virulences. En effet, sa forme complexée au fer (ferripyoverdine) est percue par un récepteur
membranaire transmettant un signal induisant I’expression de genes de virulence (Lamont et al. 2002).
L'implication du fer dans la virulence des bactéries phytopathogenes a principalement été étudiée chez
des especes Gram négatives dont principalement Pseudomonas syringae mais également Erwinia
chrysanthemi ou encore Erwinia amylovora (Seipke et al. 2011). Chez les Streptomyces, les
sidérophores et le fer jouent un rble prépondérant dans le développement, notamment dans la
sporulation et la production de métabolites secondaires (Yamanaka et al. 2005; Craig et al. 2012;
Lambert et al. 2014).

L'analyse du génome de S. scabies a permis d’identifier six clusters de genes potentiellement
impliqués dans la syntheése de sidérophores (Yaxley 2009). Trois d’entre eux ont été étudiés jusqu’a
présent : 1) le cluster scab57921-57981 orthologue du cluster de biosynthése des desferrioxamines
(Figure 42) chez S. coelicolor et S. avermitilis (Yaxley 2009) 2) le cluster scab1411- 1571 qui regroupe
plusieurs genes orthologues a ceux du cluster de synthese de pyocheline de P. aeruginosa (Seipke et
al. 2011) et enfin 3) le cluster scab85431-85521 unique a S. scabies et responsable de la production

d’un nouveau sidérophore, la scabicheline (Figure 43) (Kodani et al. 2013).
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Bien que les auteurs aient démontré que S. scabies est capable de produire la desferrioxamine
B et E (Yaxley 2009), la pyocheline (Seipke et al. 2011) et la scabicheline (Kodani et al. 2013), aucune
preuve de leurs implications dans la virulence de la bactérie n’a été apportée a ce jour. Cependant,

aucune de ces études n’exclut que le fer ait bien un réle dans la virulence de Streptomyces scabies.

2.6.4.2 La coronafacoyl-L-isoleucine

S. scabies produit également la coronafacoyl-L-isoleucine (CFA-L-lle) (Figure 44) qui est un
métabolite secondaire qui partage une homologie structurelle avec la coronatine produite par le
phytopathogéne Pseudomonas syringae (Fyans et al. 2014). La coronatine résultant de la liaison entre
|'acide coronafacique (CFA) et I'acide coronamique (CMA) via une coronafacate ligase (Cfl) est une
phytotoxine facilitant I'invasion et la multiplication de P. synringae dans son hote. Au sein du génome
de S. scabies on retrouve un gene homologue a cfl ainsi que des genes homologues aux génes de
biosynthése du CFA mais pas du CMA (Dawn R D Bignell et al. 2010). S. scabies est donc incapable de
synthétiser la coronatine, en revanche il produit d’autres dérivés du CFA dont I'espéce majoritaire est
la coronafacoyl-L-isoleucine qui résulte de I’association du CFA et de la L-isoleucine (Fyans et al. 2014;
Bown et al. 2016). A I'image de la coronatine chez P. syringae, la CFA-L-lle semble jouer un réle dans
I'interaction entre S. scabies et son hote. En effet, la CFA-L-lle posséde une activité biologique similaire
a celle observée pour la coronatine bien que moins toxique que celle-ci (Fyans et al. 2014). De plus, la
délétion des génes de biosynthese du CFA chez S. scabies réduit la virulence de ce mutant envers des
plantules de tabac par rapport a la souche sauvage (Dawn R D Bignell et al. 2010).

L'expression des genes de biosynthese de la CFA-L-lle est sous le controle de plusieurs genes
bld, dont bldA, ainsi que d’un régulateur transcriptionnel spécifique: CfaR (SCAB79591) (Dawn R D
Bignell et al. 2014; Dawn R D Bignell et al. 2010; Cheng et al. 2015). Ce régulateur de la famille PAS-
LuxR est constitué d’un domaine de liaison a I’ADN (LuxR) contenant un motif HTH liant une séquence
quasi palindromique de 16 pb (CTAGGGATTCTCCTAG) située en amont des génes de biosynthése de la
CFA-L-lle, ainsi que d’'un domaine senseur (PAS) modulant I’activité du régulateur suite a la perception
d’un stimulus spécifique. Des études sont en cours pour déterminer la nature de ce stimulus.
L'expression de CfaR semble quant a elle dépendre de la présence d’un signal ou plusieurs signaux
d’origine végétale. En effet, I'expression in vivo des génes de biosynthése de la CFA-L-lle a lieu durant
la colonisation de I'hGte et in vitro la production de CFA-L-lle par S. scabies n’a lieu que dans des milieux
de culture contenant des extraits de végétaux (Fyans et al. 2014; Dawn R D Bignell et al. 2010).

Bien que la CFA-L-lle semble jouer un réle dans I'interaction hote-pathogene chez S. scabies,
aucun géne homologue aux genes de biosynthése du CFA n’a été identifié dans les génomes de S.
turgidiscabies et S. acidiscabies (Dawn R D Bignell et al. 2010). Ceci suggére que ce type de phytotoxine

ne constitue pas un facteur de virulence indispensable aux especes responsables de la gale commune.
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Figure 44: Structure chimique de la coronafacoyl-L-isoleucine (CFA-lle)

2.6.4.3 Les protéines de type expansine

Les expansines sont des protéines végétales sécrétées intervenant dans différents processus
physiologiques nécessitant une augmentation de la plasticité de la paroi pectocellulosique. Ces
protéines qui ne possédent pas d’activité enzymatique agissent en perturbant les liaisons faibles entre
les différents polymeres de la paroi végétale ce qui permet a ces derniers de glisser les uns sur les
autres. Les expansines sont des catalyseurs de la croissance acide des cellules végétales. En effet, la
déstructuration de la paroi par les expansines couplée a la pression de turgescence intracellulaire
permet I'expansion de la cellule végétale (Cosgrove 2000; Sampedro & Cosgrove 2005).

Au cours de I’évolution, les bactéries et les champignons vivant en étroite association avec les
plantes ont acquis des génes d’origine végétalecodant pour des expansines. En effet, il semble qu’au
moins deux événements de HGT aient eu lieu de plantes vers des bactéries ou des champignons. Si les
HGTs entre eucaryotes ou entre eucaryotes et procaryotes sont extrémement peu courants ou en
tout cas peu documentés, les HGTs entre bactéries ou champignons sont beaucoup plus fréquents et
ont permis la transmission de ce capital génétique entre de nombreux microorganismes. Chez les
bactéries, ces genes ont ensuite évolué indépendamment en fusionnant par exemple avec des portions
d’ADN codantes pour des CBM ou des domaines d’endoglucanases (Nikolaidis et al. 2014). Néanmoins,
les activités biologiques de ces expansines recombinantes restent similaires a celles des expansines
végétales : elles engendrent toujours une déstructuration de la paroi pectocellulosique et ne
posseédent toujours pas d’activité enzymatique (Georgelis et al. 2014).

Aujourd’hui, il est admis que I'acquisition de génes de type expansine par les microorganismes
associés aux plantes a contribué énormément a I’évolution de leurs capacités a coloniser leurs hétes

(Nikolaidis et al. 2014; Georgelis et al. 2014). En effet, différentes protéines de type expansine
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identifiées chez de nombreux microorganismes se sont révélées indispensables a la colonisation de
I’hote, voire a la virulence des espéces phytopathogénes (Dawn R. D. Bignell et al. 2010).

Chez S. scabies deux protéines de type expansines de la famille CBM 63 ont été identifiées. Il
s’agit de SCAB76661 et SCAB90061 dont l'alignement de séquence avec d’autres expansines
microbiennes caractérisées a montré la présence de nombreux résidus conservés dont certains
appartenant au site actif (Dawn R. D. Bignell et al. 2010). De plus la modélisation de ces deux protéines
a révélé une homologie structurale avec la protéine Yoal de Bacillus subtilis. Yoa) est une protéine de
type expansine directement impliquée dans la colonisation des racines par B. subtilis (Kerff et al. 2008;
Dawn R. D. Bignell et al. 2010). Etant donné le rdle des protéines de type expansines dans la
colonisation de I'h6te, les protéines SCAB76661 et SCAB90061 pourraient jouer un réle prépondérant
chez S. scabies. Les analyses préliminaires du mutant Ascab76661 suggerent en effet que ce gene

pourrait contribuer a la virulence de S. scabies (résultats non publiés) (Dawn R. D. Bignell et al. 2010).

2.6.4.4 Les phytohormones
L’auxine

L'auxine ou acide 3-indole-acétique (IAA) est une hormone végétale impliquée dans la
croissance et le développement des plantes. Néanmoins, cette phytohormone est également
synthétisée par de nombreux microorganismes du sol. En effet, on estime qu’environ 80 % des
bactéries isolées de la rhizosphére sont capables de la produire. Bien que la production d’auxine par
certaines bactéries puisse étre bénéfique pour les plantes, certains phytopathogenes utilisent cette
hormone afin de favoriser leur pénétration et leur prolifération dans I’h6te végétal. Cette hormone
joue donc également un réle trés important dans l'interaction entre les plantes et les bactéries du sol
(Spaepen & Vanderleyden 2011; Dawn R. D. Bignell et al. 2010).

Chez S. scabies comme chez beaucoup d’autres streptomycetes non pathogenes, la production
d’auxine a lieu a partir de tryptophane et de deux enzymes de biosynthése que sont laaM (SCAB75511)
(tryptophane-2-monooxygénase) et laaH (SCAB75501) (Indole-3-acetimide hydrolase). Cependant, la
contribution de I'auxine dans la virulence de S. scabies n’a toujours pas été clairement établie a ce jour
(Dawn R. D. Bignell et al. 2010).

Les cytokinines

Les cytokinines sont des phytohormones notamment impliquées dans la division, la croissance
et la différenciation cellulaire. S. turgidiscabies est actuellement la seule espece de Streptomyces
capable de produire ce type d’hormone. En effet, le second module de son PAI contient un cluster de
génes homologues a ceux de I'opéron fas responsable de la biosynthése de cytokinines chez

Rhodococcus fascians (Huguet-Tapia et al. 2011). Les cytokinines produites par une souche de S.
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turgidiscabies ne produisant pas la thaxtomine (Anos), lui permettent notamment d’induire des

symptomes similaires a ceux de la gale des feuilles causée par R. facians (Joshi & Loria 2007).

2.6.4.5 Les facteurs de virulence de type macrolide
Les facteurs de virulence décrits dans cette partie du manuscrit seront peu détaillés, car
souvent propres a certaines souches de streptomycétes phytopathogenes identifiées localement au

niveau de zones géographiques restreintes et présumées peu répandues a travers le monde.

2.6.4.5.1 Les concanamycines

Les concanamycines sont des métabolites secondaires isolées pour la premiére fois d'une
culture de Streptomyces diastatochromogenes (Kinashi et al. 1984). Elles n’ont pas de propriétés
antibactériennes, mais présentent cependant des propriétés antifongiques et antinéoplasiques. Les
activités biologiques des concanamycines proviennent des leurs capacités a inhiber les ATPases de type
vacuolaire (Kinashi et al. 1984; Seki-Asano et al. 1994).
Les premieres souches de S. scabies capables de produire les concanamycines A et B (Figure 45) ont
été isolées au Japon en 1996 (Natsume et al. 1996). |l a été observé que ces métabolites entrainent
une inhibition de la croissance racinaire chez des plantules de riz cependant aucune preuve n’a été
apporté quant a la participation des concanamycines dans le développement de la gale commune chez

les Streptomyces produisant cette toxine (D R D Bignell et al. 2014).

Concanamycin A C,H;

Concanamycin B CH4

Figure 45 : Structure chimique des concanamycines A et B
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2.6.4.5.2 LeFD-891

Le FD-891 est un métabolite secondaire de type macrolide initialement identifié a partir d’une
culture de Streptomyces graminofaciens A-8890 (Seki-Asano et al. 1994). En 2005 ce composé a été
identifié dans des cultures de différentes souches de Streptomyces, dont I'espece S. cheloniumii
responsable de la gale rousse de la pomme de terre (Natsume et al. 2005).

Ce macrolide possede une structure proche de celle des concanamycines (Figure 46), mais n’a
pas pour autant le méme mode d’action et ne présente donc pas les mémes activités biologiques.
Effectivement, le FD-891 est non seulement capable d’induire un retard de croissance racinaire chez
des plantules de mono et di-cotylédones, mais également des nécroses au niveau des tubercules de
pommes de terre (Natsume et al. 2005). Ce composé a également montré une activité cytotoxique sur

des cellules animales (Seki-Asano et al. 1994)(D R D Bignell et al. 2014).

Figure 46 : Structure chimique du FD-891

2.6.4.5.3 La borrélidine

La borrélidine (Figure 47) fut initialement identifiée comme un antibiotique anti-borrelia
produit par une souche de Streptomyces rochei (Berger et al. 1949). Aujourd’hui, de nombreuses
activités biologiques sont attribuées a cette toxine, en effet elle présente des activités anti-
bactérienne, anti-virale, anti-malaria, anti-angiogénique et enfin phytotoxique (D R D Bignell et al.
2014). La phytotoxicité de la borrelidine a été mise en évidence suite a la découverte d’une nouvelle
souche de Streptomyces phytopathogene (GK18) isolée d’une Iésion galeuse de pomme de terre en
Iran (Cao et al. 2012). En effet Streptomyces GK18 ne posséde pas les génes de synthése de thaxtomine,
mais cause cependant des |ésions similaires a la gale commune. Les études réalisées par la suite ont
montré que la borrelidine produite par Streptomyces GK18 était responsable des symptomes causés

par cette souche bactérienne (Cao et al. 2012).
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Figure 47 : Structure chimique de la borrelidine

Comme nous l'avons déja mentionné précédemment, la thaxtomine A est le principal facteur
de virulence des Streptomyces phytopathogenes les plus répandus tels que S. scabies, S. acidiscabies
et S. turgidiscabies. Cependant comme nous venons de le voir, d’autres facteurs de virulence existent
et participent a des degrés divers a la virulence des différentes souches de Streptomyces
phytopathogenes. Il est également intéressant de noter que quelques rares espéeces de Streptomyces
ont été identifiées comme causant des affections similaires a la gale commune, mais qui toutefois ne
possedent pas les génes de biosynthese des facteurs de virulence énoncés ci-dessus. En effet, certains
auteurs ont isolé des souches de Streptomyces phytopathogénes ne produisant pas de thaxtomines,
mais plutot de la borrélidine (ex : S.spp GK18), d’autres ont méme isolé des souches ne produisant ni
thaxtomines, ni borrélidine, ni concanamycines (D R D Bignell et al. 2014). Ces constatations suggérent
que d’autres métabolites secondaires encore inconnus pourraient étre impliqués dans la

phytopathogénicité de ces Streptomyces.

2.7 L'ilot de pathogénicité

Les flots de pathogénicité (PAI : PAthogenicity Island) appartiennent a la classe plus large des
éléments intégratifs et conjugatifs (ICEs : Intergrative and Conjugative Elements). Les ICEs sont des
régions d’ADN chromosomique bactérien capables de s’exciser du génome sous forme circulaire et
d’étre transférées par conjugaison dans un hote appartenant ou non au méme genre bactérien. L’ICE
peut ensuite s’intégrer dans le chromosome de I’"h6te au niveau d’un site de recombinaison spécifique
localisé au sein d’un locus bien conservé par exemple un géne codant pour un ARN de transfert (Burrus
et al. 2002). L'intégration est réalisée par une recombinase spécifique codée au sein de I'ICE et a lieu
entre le site d’attachement bactérien présent sur le chromosome de I'hé6te et le site d’attachement

présent sur I'lICE. Une fois intégré dans le chromosome de I’'hote, I'ICE se retrouve entre deux nouveaux
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sites d’attachements (attL et attR). L'ensemble des éléments génétiques nécessaires au maintien dans
le génome, au transfert et a la conjugaison de I'lICE sont codés au sein méme de cet ICE. Les ICEs sont
également composés de transposons, de séquences d’insertion (IS) ainsi que de génes codant pour des
recombinases spécifiques. Ces éléments permettent I'acquisition de nouveaux modules au sein de
I'ICE. Ces modules peuvent coder pour de nouvelles fonctions conférant a I’"h6te un avantage sélectif
dans certaines conditions environnementales. Etant donné que ces ICEs sont acquis par transfert
horizontal entre bactéries pouvant appartenir a des genres différents, le contenu en G-C de ces flots
est souvent différent de celui du génome du receveur (te Poele et al. 2008). Un ilot de pathogénicité

est un ICE qui est (ou a été) mobile et ol sont regroupés des genes de pathogénicité ou de virulence.

La découverte du PAI chez Streptomyces est associée aux premieres études visant a
comprendre |'émergence relativement récente des nouvelles especes de Streptomyces
phytophatogénes que sont S. acidiscabies (D. H. Lambert & Loria 1989b) et S. turgidiscabies (Miyajima
et al. 1998). En effet, en 1999 Healy et al. identifient une séquence d’insertion (IS 1629) dont une copie
est systématiquement retrouvée a I'extrémité d’un gene de virulence (nec1) uniguement présent dans
les génomes des Streptomyces phytopathogénes (Bukhalid et al. 1998; Healy et al. 1999). Ils constatent
également que I'IS1629 est absente de tous les génomes de Streptomyces non pathogenes étudiés. De
plus, le taux de G-C du géne necl est pauvre comparé a celui des génomes de streptomycetes et donc
vraisemblablement acquis par transfert horizontal de génes a partir d’'un autre genre bactérien. Sur
base de ces résultats, les auteurs suggerent que le transfert horizontal d’'un PAIl est a I'origine de
I’émergence des deux nouvelles especes S. acidiscabies et S. turgidiscabies. L’organisation génétique
ainsi que la séquence nucléotidique du gene necl et de I'lIS1629 chez ces trois phytopathogénes
suggerent que le transfére de ce PAI s’est opéré de I'espece scabies vers les deux nouvelles espéces
phytopathogénes (Healy et al. 1999). D’autres travaux indiquant que le transfert de ce PAI pourrait
également avoir eu lieu avec d’autres espéeces de Streptomyces génétiquement proches sont venus
appuyer cette hypothése par la suite (Bukhalid et al. 2002). Finalement, les preuves de I'existence d’un

PAl mobile et intégratif chez S. turgidiscabies ont été apportées par les travaux de Kers et al en 2005.
Chez S. turgidiscabies

L'llot de pathogénicité de S. turgidiscabies (PAISt) est le premier PAI a avoir été décrit chez une
bactérie Gram-positive (Figure 48) (Kers et al. 2005). Il consiste en un large fragment chromosomique
de 674 kb composé de deux modules non chevauchants de 105 kb et 569 kb (Kers et al. 2005; Huguet-
Tapia et al. 2011). Le premier module de 105 kb (PAISt1) est notamment porteur des génes necl et
tomA (voir point 2.6.2 et 2.6.3) ainsi que d’une série de genes non caractérisés prédits comme codants

pour des hydrolases sécrétées, des ABC transporteurs, des régulateurs et des systemes a deux
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Figure 48 : Organisation génétique de I'llot de pathogénicité chez S. turgidiscabies Car8, S.

acidiscabies 84-104 et S. scabies 87-22.

Chez S. turgidiscabies Car8, I'llot de pathogénicité (PAI) est divisé en deux modules adjacents (PAISt1 et PAISt2)
délimités par les sites d’intégration attlL, attl et attR contenant la séquence palindromique TTCATGAA spécifique

de la recombinase IntST (fleche rouge pleine). Chez S. scabies 87-22 et S. acidiscabies 84-104, seul le premier

module a été conservé (PAISs1 et PAISal respectivement) mais n’est plus mobilisable dG a I'érosion de la

séquence codant pour la recombinase (fleche rouge vide) et aux mutations intervenues dans les séquences
palindromiques (base en rouge). La région toxicogénique (TR) est un deuxieme ICE identifié chez S. scabies 87-
22 qui est également divisé en deux régions (TR 1 et TR2) délimitées par des séquences répétées de 18 pb

(SR18pb). La TR1 contenant les génes de biosynthese de thaxtomine est conservée chez tous les Streptomyces
phytopathogenes responsables de la gale commune tandis que la TR2 est absente chez S. turgidiscabies Car8 et
S. acidiscabies 84-104 ainsi que chez certaines souches de S. scabies. Figure adaptée de Tapia et al 2014.
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composants. Le second module de 569 kb (PAISt2) encode quant a lui les genes de synthése de la
thaxtomine (voir point 2.6.1) ainsi que I'opéron fas??. Le reste du module est majoritairement constitué
d’ORFs codantes pour des protéines hypothétiques (Kers et al. 2005; Huguet-Tapia et al. 2011). Ces
deux modules sont délimités par la présence de trois sites d’attachements (attL, att/ et attR) contenant
chacun une séquence palindromique de 8 pb (TTCATGAA) ainsi que I'extrémité 3’ du géne de résistance
a la bacitracine, bacA. Les deux modules du PAISt sont capables de s’exciser du génome sous forme
d’un seul ICE a partir des sites attL et attR ou indépendamment I'un de 'autre a partir des sites attL et
att/ (PAISt1) ou des sites att/ et attR (PAISt2) (Huguet-Tapia et al. 2014). Ces événements nécessitent
I'intervention de la recombinase IntSt qui reconnait spécifiguement la séquence palindromique de 8
pb localisée au niveau des sites d’attachements. Le gene codant pour IntSt est situé a I’extrémité 3’ du

PAISt2 en amont du site attR (Huguet-Tapia et al. 2014).

La co-cultivation de S. turgidiscabies avec les espéces non pathogénes Streptomyces coelicolor
ou S. diastatochromogenes a révélé que le PAISt peut étre transféré et intégré au chromosome de ces
deux espéces hotes. Les auteurs ont montré que l'intégration du PAISt a systématiquement eu lieu au
niveau de la séquence palindromique de 8 pb (TTCATGAA) localisée a I'extrémité 3’ d’un orthologue
de bacA. Cependant, bien que les deux espéces hoétes aient acquis le PAISt, seul S.
diastatochromogenes présentait un caractere phytopathogéne. Ceci suggere que d’autres éléments,
en plus de ceux véhiculés par le PAI, sont requis chez I'espéce hote pour acquérir un pouvoir
pathogéne, ce qui pourrait expliquer en partie la faible fréquence d’émergence de nouveaux

Streptomyces phytopathogeénes (Kers et al. 2005).
Chez S. scabies et S. acidiscabies

L’analyse comparative des génomes de S. turgidiscabies Car8, S. scabies 87-22 et S. acidiscabies
84-104 a révélé que I'ensemble du premier module de 105 kb (PAISt1) est conservé chez ces trois
especes. Cependant, contrairement a ce qui est observé chez S. turgidiscabies, ces modules (PAISs1 et
PAISal) ne sont pas mobiles chez les deux autres phytopathogénes. Cette sédentarité est expliquée
par I’érosion de la séquence du gene codant pour la recombinase IntSt ainsi que par I'apparition de
mutations au sein des séquences palindromiques des sites d’attachements (Figure 48) (Huguet-Tapia
et al. 2014). Une autre différence majeure par rapport a S. turgidiscabies est que le PAISt2 n’existe pas
chez S. scabies 87-22 et S. acidiscabies 84-104. En effet, seule une région de 20 kb comprenant les

génes de biosynthése de thaxtomine est conservée (Huguet-Tapia et al. 2011; Huguet-Tapia et al.

12 |’opéron fas de S. turgidiscabies est hautement homologue a celui de Rhodococcus fascians. Chez ce dernier,
I'opéron fas code pour une voie de biosynthése de cytokinine et est indispensable a sa virulence (Goethals et al.
2001).
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2014). De plus, cette région n’est pas physiquement liée au premier module de 105 kb comme c’est le
cas chez S. turgidiscabies (Figure 48). En effet, chez S. scabies 87-22, cette région de 20 kb est située a
4,9 Mb du PAISs1 (Lerat, Simao-Beaunoir, et al. 2009). Une étude récente menée par le groupe du
Professeur Carole Beaulieue de I’Université de Sherbrooke (Canada) a mis en évidence I'existence d’un
nouvel ICE permettant d’expliquer le déplacement de cette région dans les génomes de S. scabies et
S. acidiscabies. En effet, les auteurs ont identifié¢ dans le génome de S. scabies 87-22 une région
chromosomique de 177 kb qu’ils ont défini comme étant la région toxicogénique (TR) (Figure 48)
(Lerat, Simao-Beaunoir, et al. 2009). Cette région est intégrée a I'extrémité 3’ du géne aviX1 codant
pour une protéine liant I’ATP ou le GTP. La TR est divisée en 2 modules adjacents délimités par trois
sites d’attachements caractérisés par la présence de séquences répétées de 18 pb (SR18pb). Le
premier module de 20 kb (TR1) comprend les genes de biosynthese de thaxtomine tandis que le
second module de 157 kb (TR2) contiendrait notamment les génes nécessaires a la mobilisation de la
TR. Les auteurs ont montré que les TR1 et TR2 sont capables de s’exciser du génome sous forme d’un
seul ICE ou indépendamment I'un de 'autre et également que les phénomeénes d’excision n’ont lieu
que chez les souches porteuses du TR2. Effectivement, S. turgidiscabies Car8 ainsi que certaines
souches de S. scabies et S. acidiscabies qui ne sont porteuses que du TR1 ne présentent jamais

d’excision de celui-ci (Chapleau et al. 2015).

L’'ensemble de ces informations nous permet de proposer un modéle d’évolution du PAI chez
les Streptomyces phytopathogénes depuis son acquisition initiale jusqu’aux formes tronquées
observées actuellement (Figure 49). Chez S. turgidiscabies, I'excision précoce de la TR2 nécessaire a la
mobilisation de la TR1 a probablement contraint cette espece a conserver le PAI2. En effet, la TR1 est
constituée des genes de biosynthéese de la thaxtomine qui est un facteur de virulence indispensable a
la phytopathogénicité (voir point 2.6.1). Au contraire, chez les souches de S. scabies et S. acidiscabies,
I’excision de la TR (1 et 2) suivit de son I'intégration au niveau du géne aviX1 plus loin dans le génome
a d( précéder la perte du PAI2. En effet, si les génes nécessaires a la pathogénicité portés par le PAI2
sont uniquement codés au sein de la TR1, alors la pression de sélection a d éliminer le reste du PAI2
chez ces espéces. Le PAI1 contenant les genes de virulence necl et tomA est lui, généralement bien
conservé chez ces trois espéces bien qu’il ait été démontré que certaines souches pathogénes ne
possedent qu’un seul voir aucun de ces deux génes (Dees et al. 2013) et que les facteurs de virulence

codés par ces geénes ne sont pas indispensables a la phytopathogénicité (voir point 2.6.2 et 2.6.3).

Les ICEs ont donc joué et jouent toujours un réle prépondérant dans I'apparition et I’évolution
des Streptomyces phytopathogenes. En effet, ces ICEs sont directement impliqués dans les échanges
génétiques entre especes du méme genre ou de genres différents, mais également dans le remodelage

des génomes au sein desquels ils évoluent.
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Figure 49: Modeéle d’évolution de I'llot de pathogénicité chez les Streptomyces phytopathogénes
L'tlot de pathogénicité (PAI) chez les Streptomyces phytopathogénes est un ICE constitué de deux modules. Le

PAI1 contient les genes de virulence necl et tomA tandis que le PAI2 contient un autre ICE (TR) lui-méme
constitué de deux modules : TR1 contenant les génes de biosynthese de thaxtomine et TR2 contenant les genes
nécessaires a sa mobilisation. De par leurs structures modulaires ces deux ICEs ont entrainé une réorganisation
génétique du PAI différente entre les espéces de Streptomyces phytopathogénes voire méme entre souches de

la méme espece.
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3 Etat de I’art et objectifs

Streptomyces scabies est I'organisme modeéle pour I'étude de la phytopathogénicité chez les
streptomycetes. Cette bactérie est I'agent responsable de la gale commune qui touche les organes de
réserves des plantes racinaires telles que le navet, le radis et la betterave mais également les
tubercules de pommes de terre. Cette maladie se caractérise par la formation de Iésions disgracieuses
a la surface de l'organe infecté ce qui en diminue fortement la valeur marchande. S. scabies est
également capable de coloniser et d’infecter les tissus souterrains de nombreuses plantes, car cette
bactérie n’est ni spécifique d’un hote ni d’un tissu en particulier. Cette absence de spécificité est
directement liée aux propriétés du principal facteur de virulence produit par S. scabies : la thaxtomine.
En effet, cette phytotoxine agit en inhibant la synthése de cellulose qui est le principal constituant de

la paroi pectocellulosique de toutes les cellules végétales.

Comprendre quand, comment et pourquoi S. scabies déclenche la production de thaxtomine est
donc d’un intérét majeur pour I'étude de la pathogénicité chez les Streptomyces phytopathogénes. Les
nombreuses études menées afin de répondre a ces questions ont permis d’identifier non seulement
différentes molécules d’origine végétale induisant la synthése de thaxtomine (principalement le
cellobiose), mais également des régulateurs globaux (régulateur de type Bld) et un régulateur
spécifique (TxtR) impliqués dans I'expression des genes de biosynthéses de cette phytotoxine.
Cependant, aucune voie de signalisation compléete depuis la perception du signal jusqu’a la synthése

de thaxtomine n’a encore été proposée.

L'objectif général de cette these est donc d’élucider les mécanismes moléculaires responsables
du déclenchement de la pathogénicité chez I'espece modele Streptomyces scabies. Le cellobiose étant
le meilleur inducteur de la synthese de thaxtomine chez la majorité des streptomycétes
phytopathogénes, nous tenterons d’identifier les acteurs impliqués dans la perception, le transport et
la modification de ce disaccharide ainsi que les régulateurs intervenant dans I’expression des génes de

biosynthese de la thaxtomine.

Les résultats majeurs obtenus durant cette thése seront présentés dans le chapitre suivant selon
trois thématiques : 1) Identification d’un régulateur transcriptionnel directement impliqué dans
I’expression des genes de biosynthese de thaxtomine. 2) Identification des acteurs impliqués dans le
transport des signaux induisant la production de thaxtomine. 3) Identification d’une enzyme impliquée
dans la modification de ces signaux. Enfin, un dernier chapitre sera consacré a la valorisation des

résultats présentant un intérét dans I'industrie.
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4 Results

4.1 Search for novel transcription factors involved in thaxtomin biosynthetic genes
expression control

The thaxtomin biosynthetic genes are highly conserved across plant-pathogenic
streptomycetes and lie on a pathogenicity island that is mobilized in some species (Loria et al., 2008,
see also introduction point 2.7). However, acquisition of genes required for virulence is only the first
step on the way to a pathogenic lifestyle. Subtle genetic changes are necessary to adapt the expression
of newly acquired genes to the environment and the life cycle of the recipient microorganism. A limited
number of mutations in regulatory regions and especially the distribution of cis-acting elements are
key to developing a strain-specific transcriptional response. These DNA motifs are targeted by
transcription factors that sense environmental signals through direct interaction with membrane
sensors or indirect association with elicitor transporters. The production of thaxtomin A itself is under
strict transcriptional control, including at least five global regulators belonging to the bld gene family
(Dawn R D Bignell et al. 2014) in addition to the thaxtomin biosynthesis pathway-specific
transcriptional activator TxtR (M. V. Joshi et al. 2007). However, the expression of txtR itself is not
clearly understood. Indeed the overexpression of txtR in S. scabies growing on cellobiose containing
media (M. V. Joshi et al. 2007) suggests that TxtR could control its own expression and/or could be
regulated by an other cellobiose-dependent regulator.

In this section, we describe an additional level of control of S. scabies pathogenicity. By
recruiting CebR, the cellulose utilization regulator in streptomycetes (Schldsser et al. 2000; Marushima
et al. 2009), we illustrate how the plant pathogen causes a trans-acting factor to digress from its
primary function in order to use it to lock the expression of thaxtomin biosynthesis genes hence

thaxtomin production and consequently its virulent behavior.

Results presented in this section has been published online in mBio Monday 23 February 2015
(DOI: 10.1128/mBi0.02018-14; http://mbio.asm.org/content/6/2/e02018-14.full): ‘The Cellobiose
Sensor CebR Is the Gatekeeper of Streptomyces scabies Pathogenicity’ (Francis et al. 2015). This paper
has been recommended in F1000Prime as being of special significance in its field by Dr. Keith Chater
(http://f1000.com/prime/725367446), and includes data of the patent application ‘A methods for
thaxtomin production and modified Streptomyces with increased thaxtomin

production (W02016/044527) (see Industrial applications point 5.1).
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CebR targetedgenelD (1|2 |3 |4 |5|6|7|8|9|10| 11|12 | 13 | 14 | Score
sgrd739 TIG|G|G|A|G|C|G|C|T|C|C]|C]| A]| 1524
sgr3391 C|G|G|G|A|G|C|G|C|T|C|C|C]|G]|1256

sgri99 C|G|G|G|A|G|C|G|C|T|C|C|C]|C]|1256
sgr217 TIG|G|G|A|G|C|G|C|T|C|C]|C]| G]|14.04
sgri971 TIG|G|G|A|G|C|G|C|T|C|C|C]|C]|14.04
sgrd738 A|G|G|G|A|G|C|G|C|T|C|C]|C]|A/|13.95
5gr6928 TIG|G|G|A|G|C|G|C|T|C|C|A]|A|14.44
Concensus T|IG|G|G|A|G|C|G|C|T|C|C|C]| A/|1524

Figure 50: Multiple alignment of S. griseus CebR-binding sites (cbs)

List of experimentally validated cbs found upstream of targeted Streptomyces griseus genes (Marushima et al.
2009). Only different sequences were selected for the training set. A score is assigned to each cbs based on the
position weight matrices generated with PREDetector software (see M&M point 8.11.3 for details).
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Figure 51: CebR binding to cbs associated with thaxtomin biosynthetic genes is relieved by cellobiose.

(A) Sequences and positions of CebR-binding sites (cbs) identified in the chromosome region of the thaxtomin
biosynthetic genes in S. scabies. Numbers associated with genes/ORFs are SCAB numbers from the annotated
genome of S. scabies 87-22. The lowercase letters indicate nucleotides that do not match with the cbs consensus
sequence. (B) EMSAs demonstrating CebR binding to DNA motifs identified in the txtRA intergenic region (cbs™-
4) and in txtB (cbs™®). Numbers 1 to 14 refer to increasing concentrations of pure CebR-Hisg, i.e., 0 (free probe,
30 nM), 80, 160, 240, 320, 400, 480, 560, 640, 720, 960, 1,200, 1,600, and 3,200 nM, respectively. (C) EMSAs
demonstrating cellobiose as the best allosteric effector of CebR. Numbers 1 and 2 refer to EMSAs with free
probes (6 nM) and with probes incubated with CebR-Hiss, respectively. Numbers 3 to 7 refer to EMSAs with CebR-
Hiss preincubated with oligosaccharides, i.e., cellobiose (lane 3), cellotriose (lane 4), cellotetraose (lane 5),
cellopentaose (lane 6), or cellohexaose (lane 7). Quantification of the shifted bands revealed that cellobiose (lane
3), cellotriose (lane 4), and cellohexaose (lane 7) were able to impair the CebR DNA-binding ability by
approximately 56, 20, and 12%, respectively.
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4.1.1 Identification of CebR-binding sites associated with thaxtomin biosynthetic genes.

The transcription factors involved in the control of thaxtomin A production were identified by
scrutinizing the genome of S. scabies for the occurrence of putative cis-acting elements of well-
characterized DNA-binding proteins. Position weight matrices were generated from the compilation of
DNA motifs bound by a series of regulators that were selected due to their notorious direct or indirect
role in secondary metabolite biosynthesis and/or morphological differentiation in streptomycetes. The
PREDetector software (Hiard et al. 2007) identified two 14-bp almost-perfect palindromic sequences
highly similar to CebR boxes (henceforth called cbs for CebR-binding sites; see Figure 50) which are
associated with the thaxtomin biosynthetic genes txtA and txtB and the pathway-specific regulatory
gene txtR (Figure 51A). The cGGGAGCGCTCCCA sequence (cbs®™®4) lies in the intergenic region
between txtR and txtA at nucleotide (nt) positions -786 and -900 upstream of txtR and txtA,
respectively, whereas the gGGGAGCGCTCCCA sequence (cbs*®) lies at nt position -1507 within the
coding sequence of txtB (Figure 51A). Both sequences display only a single mismatch with the
previously reported 14-bp cbs palindromic consensus sequence TGGGAGCGCTCCCA (cbs®™)
(Marushima et al. 2009). CebR has been identified as the repressor of cellulose/ cellooligosaccharides/
cellobiose utilization in streptomycetes (Schlsser et al. 2000; Schldsser et al. 1999; Marushima et al.
2009), and under certain conditions, this repressor has been shown to trigger morphogenesis in
Streptomyces griseus (Marushima et al. 2009). Binding of cellopentaose or cellobiose to CebR of S.
reticuli or S. griseus, respectively, relieves binding of CebR to cbs and allows transcription of the
downstream genes (Schlosser et al. 2000; Marushima et al. 2009). Interestingly, cellobiose and
cellotriose are also known as the best elicitors of thaxtomin A production in S. scabies, S. acidiscabies,
and S. turgidiscabies (M. V. Joshi et al. 2007; Wach et al. 2007), which strengthens the possible role of
CebR in controlling thaxtomin biosynthesis.

Electromobility gel shift assays (EMSAs) performed with double-stranded Cy5-labeled probes

txtR-A txtB

centered on the putative cbs sequence showed that cbs and cbs™® are strongly bound by CebR
(Figure 51B). Under the same conditions, we also observed strong CebR binding to cbs®", which was
used as a positive control known to be specifically bound by CebR (Schlsser et al. 2000; Marushima
et al. 2009) (Figure 51B). EMSAs performed with CebR preincubated with cellobiose or
cellooligosaccharides [(glucose)s to (glucose)s] revealed that cellobiose was the best allosteric effector,
disabling CebR from binding to its DNA targets (Figure 51C). Our in silico prediction of cis-acting
elements and the subsequent experimental in vitro validations allowed us to propose the following

working model: once inside the cell, cellobiose and, to a lesser extent, cellotriose prevent the binding

txtR-A txtB

of the CebR repressor to cbs and cbs™®, which allows expression of txtA, txtB, and txtR.
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Figure 52: Effect of cebR deletion in S. scabies on the transcription levels of the thaxtomin biosynthetic and

regulatory genes.
gPCR analysis of gene expression levels in S. scabies 87-22 and in the AcebR strain. Data were normalized using

the gyrA, murX, and hrdB genes as internal controls. Mean normalized expression levels (+ standard deviations)
from three biological replicates analyzed in triplicate are shown. gPCR experiments were performed by Dr Isolde

Francis (University of Florida).
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Figure 53: Effect of the cebR deletion on thaxtomin production in S. scabies.
(A) Deletion of cebR in S. scabies resulted in higher thaxtomin production (yellow pigmentation) than in the wild

type on OBA and even under conditions which do not trigger thaxtomin production in the wild-type strain 87-22
(on ISP-4). (B) HPLC analysis of thaxtomin A extracted from plates shown in panel A.
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4.1.2 Deletion of cebR results in constitutive production of thaxtomin A.

In order to uncover the role of CebR in controlling the expression levels of the thaxtomin
biosynthetic genes txtA and txtB, we generated a cebR null mutant in S. scabies (AcebR mutant).
Quantitative real-time reverse transcription-PCR (qPCR) on RNA extracted from wild-type S. scabies
(87-22) and its cebR null mutant grown on International Streptomyces Project medium 4 (ISP-4)
showed that the deletion of cebR results in overexpression of txtA, txtB, and txtR, respectively (Figure
52). CebR thus acts as a transcriptional repressor of the thaxtomin biosynthetic genes in S. scabies as
it represses the expression of the cellulolytic system in other actinobacteria including S. griseus, S.
reticuli, and Theromobifida fusca . This result confirms that, despite the unusual positions of cbs™®#4
and cbs™® further upstream of the target txtA and txtR genes and within the coding region of txtB
(Figure 51A), respectively, the identified-DNA-motifs are truly functional cis-acting elements.
Moreover, the search for similar sequences in other thaxtomin A-producing Streptomyces pathogens
confirmed the occurrence of cbs in their thaxtomin biosynthetic regions. In S. acidiscabies, three cbs
signatures were identified within the thaxtomin biosynthetic cluster, i.e., one upstream of txtA (nt -
787), one within txtA (nt +32), and one within txtB (nt +1559). In S. turgidiscabies, we found one cbs
signature within txtA (nt +32) and one within txtB (nt +1508). A third cbs is found at nt position -1444
upstream of txtR. No cbs associated with thaxtomin production could be identified in S. ipomoeae,
which produces mainly thaxtomin C, a phytotoxic member of the thaxtomin family; thaxtomin C
production is not responsive to cellobiose or other oligosaccharides (Guan et al. 2012). Therefore, the
occurrence of cbs upstream of or within the txt genes correlates with the observed cellobiose-
dependent production of thaxtomin A in characterized pathogenic Streptomyces species. We also
assessed the thaxtomin production levels of both the S. scabies wild type and the cebR null mutant on
oat bran agar (OBA), an undefined complex medium known to induce thaxtomin production (Johnson
et al. 2007), and ISP-4. The cebR mutant overproduced thaxtomin, which is bright yellow, compared to
the level of its production by the wild-type strain 87-22 on OBA (Figure 53A). More strikingly,
overproduction was also observed when the AcebR strain was streaked onto plates containing
routinely used Streptomyces ISP-4, which contains soluble starch as a carbon source (Figure 53A).
Extraction of thaxtomin from the plates and analysis by high-performance liquid chromatography
(HPLC) confirmed the production of the toxin by the cebR mutant on ISP-4 (Figure 53B). Since the wild-
type strain produced only trace amounts of thaxtomin on ISP-4, this result demonstrates that we
generated a mutant able to produce thaxtomin A independently of the presence of the elicitor
cellobiose. Importantly, the AcebR mutant complemented with plasmid pRLIF8 (Table 5) carrying the
S. scabies cebR gene and its upstream region restored the cellobiose-dependent induction of
thaxtomin (Figure 55), demonstrating that the phenotype of the mutant is caused only by the

chromosomal deletion of the S. scabies cebR gene (scab57761).
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Figure 54: Effect of the deletion of cebR on the virulence of S. scabies.

(A) Phenotype of A. thaliana (ecotype Col-0) grown for 8 days in the presence of S. scabies 87-22 (wild type) and
its cebR null mutant; (B) Closeup of representative plants grown in the MS plates shown in panel A; (C) Potato
tuber slice assay.
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Figure 55 : Genetic complementation of the cebR mutant scored by thaxtomin production.
(A) A visual inspection of ISP-4 plates indicates thaxtomin production by its typical yellow pigmentation. (B) HPLC

analysis of thaxtomin production on ISP-4 plates. The cebR mutant (and the cebR mutant transformed with the
empty pAU3-45 plasmid as a negative control for the complementation) produce thaxtomin under conditions
that do not induce toxin production in the wild-type strain. Thaxtomin production reverts back to wild-type levels
when the mutation is genetically complemented (cebR mutant transformed with pRLIF8 containing the cebR gene
and its promoter region).
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4.1.3 Deletion of cebR leads to hypervirulence in S. scabies.

Since thaxtomin is the primary virulence determinant of the pathogenic streptomycetes, we
evaluated the effect of cebR deletion on the virulence phenotype of S. scabies. Arabidopsis thaliana
(ecotype Col-0) seeds grown on Murashige-Skoog (MS) agar were inoculated with spores of S. scabies
87-22 (wild-type) and its AcebR mutant (Figure 54A). After 8 days of growth, seedlings inoculated with
the cebR mutant presented stronger root and shoot stunting than those inoculated with the wild-type
strain (Figure 54B). In addition, we observed an increased capacity of S. scabies AcebR to induce pitting
and necrosis of potato tuber slices compared to that of the wild-type strain 87-22 (Figure 54C). Overall,
the deletion of cebR resulted in a hypervirulent phenotype of S. scabies, confirming that CebR is the

master repressor of plant pathogenicity through its impact on thaxtomin production.

4.1.4 New pieces of the puzzle for thaxtomin regulation.

Regulation of virulence genes is critical for microbial pathogens and therefore often under
strict control involving several layers of regulation. For thaxtomin production, one of the regulators
involved is the pathway-specific TxtR protein, which acts as a transcriptional activator, inducing the
expression of the thaxtomin biosynthetic genes (M. V. Joshi et al. 2007). TxtR is an AraC family
transcriptional regulator (AFTR) that binds cellobiose and was thought to be the primary regulator of
thaxtomin production and virulence. However, enhanced transcription of txtR and thaxtomin
biosynthetic genes in the cebR deletion mutant, in the absence of cellobiose, suggests a new paradigm
for the molecular mechanism by which S. scabies and other thaxtomin A-producing streptomycetes
utilize cellobiose as a signal. Our data show that the ability of cellobiose to induce thaxtomin
production is implemented primarily through relief of CebR repression upon the transcription of the
thaxtomin biosynthetic genes and that specific interaction of cellobiose with TxtR is not required for it
to function as a transcriptional activator (M. V. Joshi et al. 2007). Though some AFTRs require ligand
binding to activate the transcription of virulence genes, this is not always the case (Yang et al. 2011).
It may be that the specific interaction of cellobiose with TxtR provides a mechanism to fine-tune the
regulation of thaxtomin production. However, results presented here reinforce the significance of
cellobiose as a signal for thaxtomin production and, therefore, virulence and demonstrate how minor
intergenic and intragenic changes in the region coding for thaxtomin biosynthesis allow CebR to act as
the “gatekeeper” of pathogenicity in S. scabies. Likewise, Streptomyces coelicolor recruited DasR, the
N-acetylglucosamine utilization regulator, to control the production of the antibiotic actinorhodin and
the prodiginines (Rigali et al. 2008), as well as siderophores (Lambert et al. 2014; Craig et al. 2012),
probably as a response to sensing its own cell wall degradation during programmed cell death (Chi et
al. 2011). Though noteworthy, the CebR and DasR examples in S. scabies and S. coelicolor, respectively,

are not sufficient for us to state that enrolling transcription factors normally devoted to primary carbon
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metabolism is a common feature of streptomycetes in regulating the onset of their secondary
metabolism. Finding chemical elicitors and culturing conditions that trigger the production of the so-
called cryptic secondary metabolite is presented as a challenging, expensive, and time-consuming task
(Aigle & Corre 2012; Zhu et al. 2014; Yoon & Nodwell 2014). By deleting cebR, we have been able to
create a strain that produces much higher levels of thaxtomin than the natural strains produce, which
will assist in getting thaxtomin onto the market (see Industrial applications point 5.1). Our studies of
S. coelicolor and S. scabies thus suggest that at least some actinomycete species, by having selected
by-products of the most abundant carbon and nitrogen sources on earth (cellulose and chitin or
peptidoglycan) as signaling molecules, have evolved pathways simple to engineer as a means of

awakening the sleeping antibiotics (Swiatek et al. 2012; Martin & Liras 2010).
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Figure 56: Synteny of the cebR-cebEFG-bgIC cluster and msiK locus in several Streptomyces species.
A. The amino acid sequence of CebE from S. reticuli (Schlosser et al. 1999) was used as query (GenBank:
CAB46342.1). B. The amino acid sequence of MsiK from S. reticuli (Schlosser et al. 1997) was used as query
(GenBank: CAA70125.1). The Absynte software identified SCAB_57751 and SCAB_50131 (named msiK on the
figure) as closest match of CebE and MsiK, respectively.
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4.2 The CebE/MsiK Transporter is a Doorway to the Cello-oligosaccharide-mediated

Induction of Streptomyces scabies Pathogenicity

After having described how cellobiose and cellotriose unlock production of thaxtomin A, we
investigated and describe in this section how S. scabies links extracellular plant material sensing to the

onset of its virulent behavior.

Since cellobiose and cellotriose have been shown to bind cytoplasm-located regulators CebR
and TxtR, it strongly suggests that these sugars are transported across the membrane in order to
deliver their physiological signal. Earlier work in other Streptomyces model species showed that the
CebEFG-MsiK ABC transporter is specifically involved in the uptake of cellobiose and cellotriose
(Schlosser & Schrempf 1996; Schldsser et al. 1999; Schlosser et al. 1997). CebE is the solute-binding
protein which binds cellobiose and cellotriose and therefore determines the specificity of the ABC
transporter (Kos & Ford 2009), whereas CebF and CebG are the transmembrane proteins that line the
pore across the bacterial cell membrane. ATP hydrolysis is mediated through the action of MsiK which
is the multiple sugar import ATPase associated with many different ABC transporters in streptomycetes
(Hurtubise et al. 1995; Schlosser et al. 1997; Saito et al. 2008; Viens et al. 2015). Therefore we looked
for orthologues genes/proteins of cebEFG-msiK/CebEFG-MsiK in S. scabies chromosome and

investigated their involvment in cellobiose and cellotriose uptake and consequently in pathogenicity.

Results presented in this section have been published in Scientific Reports Monday 16 May 2016
(DOI: 10.1038/srep27144) ‘The CebE/MsiK Transporter is a Doorway to the Cello-oligosaccharide-

mediated Induction of Streptomyces scabies Pathogenicity’ (Jourdan et al. 2016)
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Figure 57: Organization of the putative cellobiose ABC transporter gene cluster and phylogeny

analysis of CebE orthologues.
(A) The cebR-cebEFG-bgIC cluster in S. scabies 87-22 and positions of CebR-binding sites (cbs). Numbers

associated with genes/ORFs are SCAB numbers from the annotated genome of S. scabies 87-22. The lower case
letters indicate nucleotides that do not match with the cbs consensus sequence. (B) NJ tree with a series of
orthologues of the CebE protein of S. reticuli (G1:5327251) including the three closest matches identified in the
S. scabies chromosome (SCAB57751, SCAB2421, and SCAB77271). Other selected CebE proteins from
Streptomyces species are: albus (Gl:749175110), avermitilis (SAV5256, G1:29608916), coelicolor (SCO2795,
Gl:10303266), collinus (Gl:529198022), davawensis (GI:505473507), rapamycinicus (Gl:521359306), and
venezuelae (SVEN_2583, GI:328882630). Percentage bootstrap values are shown at branch points. Bar, 0.4
substitutions per nucleotide position.

Figure 58: Predicted three-dimensional structure of CebE of S. scabies.
The X-ray structure of the ABC transporter solute binding protein from Thermotoga Lettingae TMO (PDB code:

5CI5, cyan) with an alpha-D-Tagatose molecule (yellow sticks) in its binding pocket is superimposed on the CebE
model (magenta) obtained with Yasara. CebE Trp303 and its equivalent in 5CI5 are displayed as sticks.
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4.2.1 |Insilico identification of the predicted cello-oligosaccharide transporter in S. scabies

Orthologues of the genes/proteins involved in cello-oligosaccharide transport in S. scabies
were identified by a BLAST search and by using the Absynte software (Despalins et al. 2011); both of
which identified scab57751, scab57741, scab57731, and scab50161 as the orthologues of cebE, cebF,
cebG, and msiK, respectively (Figure 56). The genes encoding the transporter components (cebEFG)
are organized in an operon (Figure 57A), except for the gene that codes for the ATPase (msiK) which is
located on another part of the chromosome (spaced by more than 837 kb) as usually observed in
Streptomyces. The cebEFG operon is divergently oriented from cebR encoding the cellulose utilization
repressor (Marushima et al. 2009; Schldsser et al. 2000) and which also directly controls the expression
of the thaxtomin biosynthetic (txtA and txtB) and regulatory genes (txtR). The gene coding for the
predicted B-glucosidase (bg/C) for further catabolism of the incoming cello-oligosaccharides into
glucose is located 146 nt downstream of the tri-cistronic cebEFG operon. The synteny of the cebR-
cebEFG-bgIC cluster is conserved in most Streptomyces species (Figure 56A).

Earlier investigations identified two other putative ABC-type solute-binding proteins that could
be involved in cello-oligosaccharide transport in S. scabies (Lerat et al. 2010), namely the products of
genes scab2421 and scab77271. However, phylogeny and synteny analyses suggest that SCAB57751
(CebE*®) is the orthologue of CebE of S. reticuli (CebE™") which has been experimentally demonstrated
to be the cellobiose and cellotriose-binding protein (Figure 56A and Figure 57B). In addition, the in
silico prediction of the CebR regulon identified the perfect palindromic TGGGAGCGCTCCCA CebR-
binding site (cbs) at position -131 nt upstream of scab57751 (cebE) and another predicted cbs at
position -14 nt upstream of scab57721 (bglC), further supporting the hypothesis of the involvement of
this gene in cellobiose utilization (Figure 57A). Overall, the compilation of our in silico analyses strongly
supports that scab57751 (cebE*®), scab57741 (cebF* ), scab57731 (cebG*), and scab50161
(msik*®) are the best candidate genes to encode the proteins of the cello-oligosaccharide-mediated

induction of thaxtomin production in S. scabies.

4.2.2 Cellobiose and cellotriose interact with CebE of S. scabies at a nanomolar range

To assess if CebE*“® can bind cellobiose and/or other cello-oligosaccharides, we used the
intrinsic fluorescence of the aromatic residues of the protein to monitor conformational changes upon
substrate binding. CebE*“® includes 10 tryptophan residues (in addition to 12 tyrosine and 13
phenylalanine residues) which exhibit a fluorescence signal at a wavelength between 300-400 nm
when excited at 280 nm. Modeling of the 3D structure of the CebE protein with the YASARA software
(Krieger & Vriend 2014) revealed conservation of the tryptophan residue predicted to participate in
the binding of carbohydrates in ABC-type sugar-binding proteins, i.e. Trp303 within the binding site of

the native protein (Figure 58). As the environment of Trp303 is likely to be modified upon sugar
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Figure 59: Fluorescence emission
spectra of the pure 6His-CebE
protein alone and added with
cellooligosaccharides or other
disaccharides.

Fluorescence emission spectra of the

pure 6His-CebE protein (180 nM) alone
or in presence of 30 uM of (A) glucose,
cellobiose, cellotriose, cellotetraose,
cellopentaose or cellohexaose and (B)
lactose, maltose, saccharose, trehalose
or turanose. CebE of S. scabies interacts
with cellobiose and cellotriose but does
not with other sugars tested.

Figure 60: CebE of S. scabies
interacts with cellobiose and
cellotriose in the nanomolar range.
CebE-sugar dissociation curves as a
function of the cellobiose or cellotriose
concentration. The fluorescence
emission intensity of 180 nM 6His-CebE
was measured in presence of different
concentrations of cellobiose or
cellotriose (from 15 to 500 nM). Each
dissociation experiment was repeated 6
times. See materials and methods for
details.
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binding, it strengthens the rationale of using intrinsic fluorescence as a methodology to assess
CebE/cello-oligosaccharide interactions.

The cebE*® gene (scab57751) - without its first 44 codons encoding the peptide secretion
signal and the membrane-anchoring lipopeptide - was cloned into pET-28a allowing for the production
of an N-terminally 6 Histidine-tagged CebE protein (6His-CebE) in Escherichia coli and its subsequent
purification through Ni-NTA affinity chromatography (see point 8.3 for details). We assessed the
fluorescence emission spectra of 6His-CebE (180 nM) in the presence or absence of 30 uM glucose
(Glc), cellobiose [(Glc),], cellotriose [(Glc)s], cellotetraose [(Glc)4], cellopentaose [(Glc)s], cellohexaose
[(Glc)e], as well as with 1 mM of other mono- and disaccharides unrelated to the cellulose utilization
pathway (Figure 59). The addition of (Glc); and (Glc)s resulted in an increase of fluorescence intensity,
with a moderate ‘blue’-shift of the Amax from 328 nm to 325 nm, indicating a modification of the
environment of the tryptophan residues following interaction with cello-oligosaccharides (Figure 59A).
In contrast, the addition of glucose and cello-oligosaccharides (Glc)s, (Glc)s, and (Glc)s neither
significantly altered the fluorescence intensity between 300 and 400 nm nor caused a shift of the Amax
of 6His-CebE (Figure 59A). The disaccharides maltose, saccharose, trehalose and turanose also did not
modify the fluorescence properties of 6His-CebE (Figure 59 B).

To determine if changes in intrinsic fluorescence intensity were due to a specific binding of
(Glc); and (Glc)s, we calculated the dissociation constants (Kp) by measuring the intrinsic fluorescence
intensity of the protein in the presence of increasing concentrations of (Glc); and (Glc)s (Figure 60).
Fmax could be estimated by addition of a large excess of (Glc); and (Glc); in the protein solution.
Equations (1) and (2) (see point 8.4.1 page 173) were used to transform the raw fluorescence data and
estimate the dissociation constants. The Kp values of cellobiose-CebE and of cellotriose-CebE
complexes were determined as 14 (+ 2) nM and 2 (+ 0.5) nM, respectively (Figure 60). It is important
to note that the Kp values of CebE*? for (Glc), and (Glc)s, both in the nanomolar range, are 2 and about
3 orders of magnitude lower than the Kp values measured for the CebE protein of the cellulolytic
species S. reticuli (~1.5 uM) (Schlésser & Schrempf 1996). The very high affinity of CebE to cellotriose
could be a key adaptation of S. scabies allowing colonization of root and tuber crops (see discussion

point 6).

4.2.3 Effect of the inactivation of cebE and msiK on thaxtomin production and virulence
In order to know whether the cellobiose-mediated induction of thaxtomin A involves the (Glc),
and (Glc)s-binding protein CebE, we deleted scab57751 by gene replacement with an apramycin
resistance cassette. Similarly, the scab50161 gene was deleted to investigate if the ATPase MsiK is
involved in the uptake of (Glc), and (Glc)s. Oligonucleotides, constructs and protocols used for gene

replacement are described in the Materials and methods section (see point 8.6) (Table 5 and Table 6).
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Figure 61: Effect of cebE and msiK deletion in S. scabies 87-22 on the production of thaxtomin.

(A) Growth and thaxtomin production (yellow pigmentation) on plates. Xylose and cellobiose were both supplied
at 1% final quantity (weight/volume percentage concentration). (B) HPLC analysis of thaxtomin extracted from
plates. Deletion of cebE or msiKin S. scabies resulted in the loss of the cellobiose mediated induction of thaxtomin
production.

Figure 62: Effect of cebE and msiK
deletion on the virulence of S.

scabies.
Phenotypes of representative radish

seedlings are shown after 7 days of
growth treated with water, the wild type
strains 87-22, and the cebE deletion
mutant (A) or the msiK deletion mutant

(B).
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The effect of cebE and msiK deletion on thaxtomin production was first assessed by
visualization of the bright yellow color associated with this toxin. The cebE mutant was grown on OBA
plates (complex medium which induces thaxtomin production) and on TDM (minimal medium)
supplied with cellobiose as carbon source. As shown in Figure 61A, this mutant lost the cellobiose-
dependent induction of thaxtomin compared to the wild-type strain S. scabies 87-22. Surprisingly, the
cebE mutant plated on solid TDM supplied with cellobiose as sole carbon source (TDMc) could still
grow suggesting the existence of an additional uptake system for cellobiose in S. scabies, not involved
in the thaxtomin production pathway. However almost no growth was detected when liquid TDMc was
inoculated with this mutant (Figure 63). In contrast, the msiK mutant was unable to grow on TDMc
(Figure 61A). This implies that if S. scabies does possess multiple cellobiose transporters, they all
require MsiK to drive the import. To verify that deletion of the msiK gene would lead to loss of the
cellobiose-dependent induction of thaxtomin, this mutant was further plated on TDM supplied with
xylose (with and without cellobiose supply, abbreviated TDMx and TDMxc, respectively), a
carbohydrate reported to be a carbon source that does not fully require MsiK-dependent uptake
(Hurtubise et al. 1995). Indeed, as shown in Figure 61A, the msiK mutant was able to grow with xylose
as sole carbon source, but was unable to produce thaxtomin in response to the presence of cellobiose.

Extraction of the toxin from different media and semi-quantitative analysis by high-
performance liquid chromatography (HPLC) revealed that only 10 and 20 % of thaxtomin production
remained for the cebE mutant grown on OBA, and TDMc, respectively, compared to the parental strain
87-22 (Figure 61B). No thaxtomin production could be detected for the msiK mutant on OBA, TDMX,
and only 2% of thaxtomin on TDMxc compared to the wild type strain S. scabies 87-22 (Figure 61B).

We further evaluated the effect of cebE and msiK deletion on the virulence of S. scabies on
radish seedlings. S. scabies typically causes severe root and shoot stunting, tissue swelling as well as
necrosis, especially at the root tip (Figure 62). These symptoms are typically attributed to thaxtomin
production (Loria et al. 1997). Both mutants showed an attenuated virulence phenotype when
inoculated onto radish seedlings compared to the wild type strain (Figure 62A and B). Overall, these
results (Figure 61 and Figure 62) demonstrate that transport and not sensing of cellobiose is required

for the induction of thaxtomin biosynthesis and thus the virulent behavior of S. scabies 87-22.

4.2.4 The cebEFG operon is repressed by CebR and induced by cellobiose

To further support the involvement of SCAB57751 (CebE*??) in cello-oligosaccharide utilization we
investigated how the expression of the cebEFG operon was controlled by the cellulose utilization
repressor CebR. Quantitative real-time reverse transcription-PCR (qPCR) was performed on RNA
extracted from the S. scabies wild-type (strain 87-22) and its cebR mutant grown on ISP-4 and OBA. On

both media we observed that the deletion of cebR resulted in overexpression of cebE and cebF,
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Figure 64: CebR directly represses transcription of genes encoding components of the

cellobiose/cellotriose-specific ABC transporter.
(A) and (B) Effect of cebR deletion in S. scabies on the transcription levels of cebE, cebF, and msiK when grown

on ISP-4 (A) and OBA (B). gPCR analysis of gene expression levels in S. scabies 87-22 and in the AcebR strain. Data
were normalized using the gyrA and murX genes as internal controls. Mean normalized expression levels (+
standard deviations) from three biological repeats analyzed in triplicate are shown. * Denotes significant
guantitative overexpression (p>0.05) in the S. scabies cebR null mutant compared to the wild-type strain 87-22.
(C) CebR binds to the DNA motifs identified in the intergenic region between cebR and cebE (cbs®?f) and
upstream of bg/C (cbs*9'¢) (see Fig 1A for sequences and localization of cbs). EMSAs with increasing concentrations
of pure CebR-His6, i.e., 0 30, 80, 160, 240, 320, 400, and 480 nM, respectively (numbers 1 to 8). (D) EMSAs
demonstrating that cellobiose and cellotriose are able to inhibit the DNA-binding ability of CebR. Numbers 1 and
2 refer to EMSAs with free probes (6 nM) and with probes incubated with CebR-His6, respectively. Numbers 3 to
7 refer to EMSAs with CebR-His6 preincubated with oligosaccharides, i.e., cellobiose (lane 3), cellotriose (lane 4),
cellotetraose (lane 5), cellopentaose (lane 6), or cellohexaose (lane 7).
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whereas the expression of msiK was insignificantly altered compared to the wild-type levels (Figure 64
A and B). The transcriptional control of CebR on cebEFG expression is mediated through a direct
interaction with the cis-acting elements located at positions -131 and -14 nt upstream of cebE and
bglC, respectively (Figure 64C and D).

The effect of the deletion of cebR as well as the presence of cellobiose on the production of
the CebE-MsiK transporter was further assessed with a label-free, targeted liquid chromatography-
multiple reaction monitoring (LC-MRM) approach. Three proteotypic peptides for CebE, and MsiK were
guantitatively analyzed by MRM: ESDYLPWK, SAFDLTAK and SGNWGGSFLSVPK for CebE, and
ILDLTEYLDR, TQIASLQR and FGNSVVPVNR for MsiK. Peptides from CebE were overrepresented in
extracts of the cebR deletion mutant or when the wild-type strain 87-22 was cultivated in the presence
of cellobiose (Figure 65A). Surprisingly, while we could not detect overexpression of msiK transcripts
trough the qPCR approach (Figure 64A and B), peptides from MsiK were 3-fold overrepresented in the
AcebR background whereas their quantity was not increased upon cellobiose supply (Figure 65B). The
deletion of cebR had a greater effect on the overproduction of CebE and MsiK than the cultivation of
S. scabies 87-22 on ISP-4 medium supplied with cellobiose. In agreement with their role in the virulence
of S. scabies, the genes for the cellobiose and cellotriose cebEFG transporter are induced by the
incoming carbohydrates and repressed by CebR.

4.2.5 Discussion
In this work we show that the cello-oligosaccharide-induced pathogenicity of S. scabies 87-22

is mediated, at least in great part, through the CebEFG-MsiK ABC transporter system. This allows to
propose a first signaling pathway from cello-oligosaccharide transport to the production of thaxtomin
A in S. scabies, with each step of the cascade controlled by the cellulose utilization transcriptional
repressor CebR (Figure 66). Only very few other (plant) pathogens have been shown to also use
carbohydrates from the host as signals to boost their virulence behavior. The best studied
phytopathogenic bacterium Agrobacterium tumefaciens recognizes its host environment by binding to
diverse aldose monosaccharides as well as sugar acid derivatives through the periplasmic protein ChvE
(Cangelosi et al. 1990; Hu et al. 2013; Kemner et al. 1997). ChvE, like CebE, is a carbohydrate-binding
protein associated with an ABC transporter but the molecular mechanisms involved in triggering
virulence highly differ from the one highlighted in S. scabies. The ChvE-sugar complex binds to the
periplasmic domain of the two-component system sensor VirA making it more sensitive to plant
phenolic compounds which ultimately leads to virulence (vir) genes expression (Kemner et al. 1997;
Cangelosi et al. 1990; He et al. 2009; Subramoni et al. 2014; Hu et al. 2013). In the A. tumefaciens-plant
interaction, the carbohydrates emanating from the host thus participate in a three-component sensing
system instead of being directly imported into the cytoplasm to target the master regulator of the

process as highlighted in S. scabies.
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4.3 Role of the Beta-glucosidase BgIC in the Fate of the Thaxtomin inducing Cello-

oligosaccharides in Streptomyces scabies

This section deals with the fate of cellobiose and cellotriose once uptaken inside the cytoplasm
of S. scabies. Indeed, beta-glucosidases are expected to be synthetized for further catabolism of the
incoming cello-oligosaccharides into glucose and consequently feed glycolysis and prevent the
cellobiose-mediated response including thaxtomin biosynthesis. How does S. scabies discriminates
between (Glc); and (Glc)s as nutrient sources or instead signaling molecules that trigger its pathogenic
behavior? Part of the answer could be provided by studying the enzymatic properties of its Beta-

glucosidases.

Enzymes belonging to GH1 and GH3 familly are the most susceptible to possess a
cellobiose/cellooligosaccharides hydrolase activity. 5 and 9 putatives proteins from S. scabies are
classified in GH1 and GH3 familly, respectively. Amongst these, as mentioned in the previous section,
a putative beta-glucosidase belonging to GH1 familly is encoded by the gene scab57721 (bglC) found
within the well-conserved cebR-cebEFG-bgIC cluster wich obviously promotes this orf as the best
candidate for encoding the enzyme involved in the catabolism of the CebE-transported (Glc), and
(Glc)s. In addition, we previously showed that the putative TGGGAGCGCTtCCA CebR-binding site
identified by the PREDetector software at position -14 nt upstream of scab57721 is bound by the key
regulator CebR (Figure 64C). Taken together, these observations support the hypothesis of the
involvement of BglC in cellooligosaccharides utilization and, as a consequence, in controlling thaxtomin

A production by S. scabies.

In this section we assessed the ability of the pure histidine-tagged BglC protein (SCAB57721) to
cleave cellobiose and cellooligosaccharides, and performed a series of preliminary experiments to
investigate its possible role in inducing/preventing the onset of S. scabies pathogenicity through

modification of the transported cellobiose and cellotriose.
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Figure 67: TLC analysis of cellobiose and cello-oligosaccharides hydrolysis by purified BgIC
6.25 mM of cello-oligosaccharides were incubated with pure BgIC (0.4 uM) at 30°C for 0, 15, 30 and 60 min. st:

Standard cello-oligossacharides (cellopentaose and cellohexaose cannot migrate efficiently under these
conditions and therefore are stacked at the initial spot). Glc: glucose, (Glc).: cellobiose, (Glc)s: cellotriose, (Glc)a:
cellotetraose, (Glc)s: cellopentaose, (Glc)e: cellohexaose. See methods sections for details.
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Figure 68: Curve of initial velocity of BgIC (Vi) at different cellobiose concentrations

Rates of cellobiose degradation were obtained by measuring glucose released at the bigining of the hydrolysis
reaction performed in 50 mM HEPES buffer pH 7.5 at 26°C. Data were fitted to the Henri-Michaelis-Menten
equation using the GraphPad Prism 5 software.
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4.3.1 BgIC cleaves specifically cello-oligossacharides into glucose

In order to assess the enzymatic properties and the substrate specificity of the putative BG
located within the cebR-cebEFG-bglC gene cluster, scab57721 was cloned into pET-28a for
heterologous expression of a six histidine-tagged protein (BglC) in Escherichia coli. Purification through
Ni-NTA affinity chromatography enabled to recover 6His-BgIC with an apparent molecular weight
which corresponds to the calculated one (54.5 kDa) (see Figure 104 at point 8.3).

To determine the substrate specificity of BglC, the recombinant protein was incubated with
various cello-oligosaccharides ranging from cellobiose (Glc), to cellohexaose (Glc)s, as well as with
different disaccharides unrelated to cellulose degradation (lactose, saccharose, maltose, threalose,
and turanose). Samples collected after increasing incubation times were spotted on a thin layer
chromatography (TLC) plate and revealed that BgIC is able to generate glucose from cellobiose and all
cello-oligosaccharides tested (Figure 67). All other disaccharides tested did not reveal the release of
glucose by BglC except for lactose though with significantly less efficiency than from cellobiose or other

cello-oligosaccharides (data not shown).

Kinetic parameters of BgIC were determined by measuring initial rate of cellobiose hydrolysis
in presence of pure BglC (Figure 68). Km and kcat values are 0.77 mM and 400 min™* respectively while

the Vmax value is 7.3 pmol.mint.mg™.

4.3.2 The predicted beta-glucosidase BgIC is controlled by CebR

In order to ascertain that BglIC is indeed involved in the catabolism of (Glc), and (Glc)s in vivo,
its expression must be induced by the sensing of these carbohydrates by S. scabies and thus under the
control of the cellulose utilization repressor CebR. Quantitative real-time reverse transcription-PCR
(gPCR) was performed on RNA extracted from the wild-type strain of S. scabies (WT) and its cebR
mutant (AcebR) grown on ISP-4 which revealed that the deletion of cebR resulted in a 2.5 fold
overexpression of bglC (Dr. Isolde Francis, personal communication). In addition, targeted LC-MRM
analysis allowed evaluation of the effect of the deletion of cebR as well as the presence of cellobiose
on BglIC production in S. scabies. Quantitative analyses of two specific peptides of BglC LVDELLAK and
TDPVASLR were found to be overexpressed in the total protein extracts of the AcebR mutant as well
as in extracts of the S. scabies wild-type strain grown in cellobiose-containing media (Figure 69). The
observed transcriptional repression exerted by CebR and the cellobiose-dependent induction of
bglC/BgIC are mediated through direct binding of CebR to the CebR-binding site (cbs) identified at
position -14 nt upstream of bg/C (cbs®¥°) (Figure 64C).
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Figure 69: Relative abundancy of BgIC peptides in response to the deletion of cebR and/or cellobiose
supply, determined by targeted proteomics (LC-MRM).
Target peptides for BglC: LVDELLAK (BgIC1) and TDPVASLR (BgIC2). * denotes significant quantitative peptide

overproduction (P<0.05) compared to the wild-type strain grown in ISP-4 without cellobiose supply. Statistical
significance was assigned by performing 2-sided Student's t-tests and assuming groups of equal variances.
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Figure 70: Dynamics of cellobiose or cellotriose concentrations in the culture supernatants of
Streptomyces scabies 87-22
Mycelia grown in ISP2 medium for 24 hours were washed than resuspended in minimal media supplemented

with 250 uM cellobiose or cellotriose (time zero). The suspension was further incubated at 28°C with shaking for
11 hours. Both culture were periodically sampled and subjected to measurement of intracellular beta-
glucosidase activity (black lines) and cellooligosaccharides concentrations (red lines).
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4.3.3 Induction of intracellular Beta-glucosidase activity of S. scabies correlates with

extracellular cellobiose and cellotriose consumption

We previously brought the evidences that CebE binds to cellotriose and cellobiose with high
affinity which suggested that the transport of these sugars could be the mechanism for the onset of
thaxtomin production and thus of the pathogenicity of S. scabies. However, it remained to be
demonstrated whether cellotriose would be directly imported by the CebEFG-MsiK ABC transport
system or if instead it would be previously hydrolyzed into glucose and cellobiose in the extracellular
environment which would in turn be taken up inside the cell. Such a scenario has been described for
the chito-oligosaccharide ABC transporter DasABC-MsiK in Streptomyces coelicolor. Indeed, Saito and
colleagues showed that even if the sugar-binding component DasA is able to bind N-N'-
diacetylchitobiose (GlcNAc), and N-N’-N"'-triacetylchitotriose (GIcNAc)s with high affinity, (GICNAc)s is
not directly transported but is first hydrolyzed outside the cell into (GlIcNAc), and N-acetylglucosamine
(Saito et al. 2007). In an earlier study, SCAB57721 was reported as one of the proteins predominantly
found in the extracellular fraction S. scabies wild-type strain 87-22 when grown on oat bran medium
(Joshi et al., 2010). We thus investigated whether in S. scabies cellotriose is directly transported into
the cell or if instead it is first hydrolyzed into glucose and cellobiose prior to import. S. scabies 87-22
grown for 24 hours in liquid ISP-2 medium was transferred to minimal media supplemented with either
(Glc), or (Glc)s as the sole carbon source. The concentration of cello-oligosaccharides remaining in the
culture supernatant was measured by HPLC at one hour intervals post inoculation (hpi) (Figure 70).
Analysis of the collected samples showed first a slow decrease of the sugar concentration from 0 to 3
hpi followed by a fast decrease between 3 and 7 hpi until total consumption of the carbon source. The
absence of appearance of glucose and cellobiose combined with similar decreasing patterns of both
cellobiose and cellotriose extracellular concentration suggest that under these conditions both
carbohydrates are taken up at the same rate. We concomitantly evaluated the BG activity inside the
cytoplasm and in the culture medium which revealed BG activity in total protein extracts while no
activity was detected in the supernatant of the culture either containing cellobiose or cellotriose
(Figure 70). Inside the cytoplasm, a basal BG activity was detected from 0 to 3 hpi which then started
to increase from 3 to 7 hpi with both carbohydrates tested. The BG activity in the cellobiose-containing
medium stopped to increase at 7 hpi and remained at its maximal level — though with a slight decrease
—up to the end of the experiment (11 hpi). The increase of the BG activity in the cellotriose-containing
media was further monitored up to 9 hpi and remained to its maximal level of activity up to 10 hpi
before to slowly decrease at 11 hpi. The absence of extracellular BG activity together with no detection
of glucose in the cellobiose-containing medium or glucose and cellobiose in cellotriose-containing

medium suggests that no active cello-oligosaccharide hydrolase
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Figure 71: Thaxtomine A production by the Abg/C mutant of S. scabies on ISP4.
Thaxtomine A production by the BgIC mutant (A57721) and the wild type strains of S. scabies (87-22) on ISP4
plates and ISP4 with cellobiose.
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Figure 72: Thaxtomine A production by the Abg/C mutant of S. scabies on TDM.
Thaxtomine A production by the BgIC mutants (A57721) and the wild type strains of S. scabies (87-22) on TDM
agar plates supplemented with glucose (TDMg) or cellobiose (TDMc) as only carbon source.
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is secreted under these culture conditions. In agreement with these results, no signal peptide was
detected in the N-terminal region of the BgIC protein using SignalP 4.1, Signal-BLAST or PrediSi
software suggesting that BgIC has only an intracellular localization and thus intracellular activity.
Consequently, the decrease of cellobiose and cellotriose in the media is most likely due to the transport
of these sugars into the cytoplasm of S. scabies. We also observed that the decrease of the sugars in
the culture medium correlates with the increase of intracellular BG activity. Since we know that BgIC
is expressed and produced in response to cellobiose it is rational to think that this enzyme contributes

significantly to the BG activity measured in the total protein extract.

4.3.4 Phenotype of the bg/C mutant
Since we demonstrated that bg/C/BgIC is i) induced by cello-oligosaccharides, ii) displays BG

activity against (Glc), and (Glc)s, and iii) that the BG activity of S. scabies is only intracellular, we finally
assessed if the catabolic activity of BgIC influences the onset of pathogenicity of S. scabies. We
therefore generated as bg/C null-mutant by replacing scab57721 by the apramycin resistance cassette
as performed previously for cebE, cebR and msiK. Semi-quantitative analysis by HPLC revealed that this
mutant (AbglC/A57721) procudes thaxtomin A constitutively (without cellobiose supply) in ISP4 (Figure
71) and TDMg (Figure 72), and overproduces it in OBB and OBA compared to the wild type strain (Dr.
Isolde Francis, personal communcation). The addition of cellobiose to ISP4 (Figure 71) and OBB/OBA
(data not shown) is still able to increase the production of thaxtomin in the mutant which reaches the
levels produced by the wild type grown under the same conditions. Contrariwise, in TDM with
cellobiose as sole carbon source (TDMc), the Abg/C mutant produces approximately the same level of
thaxtomin as in TDMg but can not reach the level of thaxtomin produced by the wild type in TDMc.
Surprisingly, as observed for the AcebR mutant, the Abg/C mutant of S. scabies lost the
cellobiose-dependent induction of thaxtomin compared to the wild-type strain. That this mutant is
able to produce thaxtomine without the presence of the inducing molecules is currently difficult to

explain based on the current model of the induction pathway of thaxtomin production.

4.3.5 Discussion
At this stage we demonstrated that the protein encoded by the gene scab57721 located

downstream cebEFG operon is a B-glucosidase which expression is also controlled by CebR, the master
regulator of pathogenicity in S. scabies. We also showed that this enzyme is able to cleave different
cellooligosaccharides including the best inducers of thaxtomin production i.e., cellobiose and
cellotriose. Since cellobiose and cellotriose consumption correlates with an intracellular increase of a
beta-glucosidase activity, we suggest that activity of BglC (and any other enzyme with BG activity) plays

an essential role in controling the pool of imported elicitors to trigger the CebR regulon (Figure 73).
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Cellotriose hydrolysis by BgIC will generate cellobiose (the best allosteric effector of cebR) and glucose,
while cellobiose hydrolysis will only generate glucose that will directly enter glycolysis through the
action of the glucose kinase GIkKA (Figure 73). The uptake of cellotriose would therefore result in a
higher inhibition of the repression exerted by CebR compared to the uptake of cellobiose. Next to the
higher affinity of CebE for cellotriose thna cellobiose, this would further explain why cellotriose supply

better induces thaxtomin production than cellobiose (Figure 73).
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Figure 73: Metabolic pathways from cellobiose and cellotriose transport to glycolysis and thaxtomin

production.
When cellobiose and cellotriose are transported into the cytoplasm trough CebEFG-MsiK transporter, they both

prevent the DNA binding ability of the regulator CebR (cellobiose much more efficiently than cellotriose) thus
allowing expression of CebR-controlled genes including thaxtomin biosynthesis genes (txt cluster), cebEFG and
bglC. Once expressed, BgIC cleaves both cellobiose and cellotriose. While cellobiose hydrolysis directly leads to
two glucose molecules, cellotriose hydrolysis generates first glucose and cellobiose which is the best allosteric
effector of CebR and therefore further allows the expression of CebR-controlled genes. Glucose generated by
the BglIC activity is finally phosphorylated by the glucose kinase GIkA into glucose-6-phosphate which will be
metabolized during glycolysis.
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5 Industrial applications

The results obtained in the course of this thesis extended well beyond the fundamental research
scope of elucidating the mechanisms associated with the onset of virulence of S. scabies. Indeed, our
researches on the CebR repressor of thaxtomin production and on the BgIC beta-glucosidase have been
found to propose solutions to current industrial applications. Two patent applications have been filled:
i) methods for thaxtomin production and modified Streptomyces with increased thaxtomin production
(W02016/044527), and ii) Use of a sugar tolerant 8-glucosidase (EP16158090). The preliminary results
demonstrating the potential industrial applications of the cebR null mutant for economically viable
industrial production of thaxtomin, and the use of pure BgIC protein to improve the yield of glucose

production from lignocellulosic biomass are described in this chapter.

5.1 Methods for thaxtomin production and modified Streptomyces with increased

thaxtomin production
Our patent application describes the identification of CebR as master repressor of thaxtomin
biosynthesis in Streptomyces species. We demonstrate how and why (the molecular mechanism) the
inactivation of cebR results in the constitutive production of thaxtomin independently of cellobiose
supply in the culture medium. The presence of cebR-binding sites associated with thaxtomin
biosynthetic genes in other thaxtomin producing streptomycetes (except Streptomyces ipomoeae)

allow us to claim that our method is applicable beyond the model species S. scabies 87-22.

5.1.1 Why to increase thaxtomin production?

As detailed in the introduction (see point 2.6.1.4), thaxtomin primarily targets the cell wall of
dividing and expanding plant cells through an alteration of expression of cell wall biosynthesis-related
genes and depletion of cellulose synthase complexes from the plasma membrane. This causes
extensive cell wall remodeling characterized by a reduced incorporation of crystalline cellulose into
the plant cell wall compensated by an increase amount of pectins and hemicelluloses (Scheible et al.
2003; Bischoff, Cookson, Wu & W. R. Scheible 2009). Thaxtomin provokes the same effects on plants,
qualitatively as well as quantitatively, as the synthetic cellulose biosynthesis inhibitor isoxaben, making
thaxtomin an excellent candidate as a natural herbicide (Bischoff, Cookson, Wu & W. R. Scheible 2009;
Dayan & Duke 2014). In 2001, King and Lawrence reported a study in collaboration with James A. Gray
from Dow Agrosciences, Inc. to evaluate the potential of thaxtomin for use as a commercial herbicide.
The biological properties of this novel phytotoxin raised interest — notably by companies Marrone Bio
Innovations, Inc. and Novozymes Biologicals, Inc. - and several patent applications worldwide have

been filed for using thaxtomin as a
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Figure 74: Effect of the addition of cellobiose and/or the deletion of cebR on thaxtomin production
by S. scabies 87-22.

Thaxtomine A production by the CebR mutants (A57761) and the wild type strains of S. scabies (87-22) on ISP4
agar plates with or without cellobiose 0.7 %.
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Figure 75: Scheme of a bioreactor used in biofilm fermentation.

The liquid medium containing microorganisms is continuously spread on the top of the structured metallic
support (right part of the figure). During the fermentation process all planctonic cells colonize the surface of the
metallic support and start to grow as biofilm. The percolating medium provide nutrients and harvest secreted
molecules along the fermentation process whereas oxygen is brough by a classical air inlet and diffuses easily
across the biofilm (see scheme on the right). Each culture parameters from the liquid phase are easily followed
and controlled (Rosche et al. 2009; Destain et al. 2015).
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biological compound to control weeds (Leep et al. 2010; Kang et al. 2011; Inman & Shawn 2013;
Koivunen et al. 2015).

Thaxtomin is a powerful weed-killer and it has the additional advantage of being
biodegradable: soils already contain microorganisms that are able to use it as a nutrient source
(Doumbou et al. 1998; Lazarovits et al. 2004). Thaxtomin, as a biopesticide, offers an interesting
alternative to chemically synthesized pesticides. Although several companies hold patents for the
exploitation of this molecule, marketing thaxtomin is not economically viable as production costs are
very high. A detailed consultation to companies supplying this molecule revealed that one milligramme

currently costs between 218 and 590 Euros.

5.1.2 Deletion of cebR results in constitutive production of thaxtomin

As shown in the results section (point 4.1.2), the loss of CebR resulted in a drastic increase in
thaxtomin production in OBA (an undefined complex medium known to contain cellobiose (Wach et
al. 2007)) known to induce thaxtomin production, and on ISP-4 medium (containing soluble starch as
sole carbon source) which is not known to induce production of the toxin in S. scabies. The later result
demonstrates that we generated a mutant of S. scabies able to produce thaxtomin independently of
the presence the elicitor cellobiose.

We also compared the thaxtomin production by the cebR mutant strains in the presence or
absence of cellobiose. As shown in Figure 74, the addition of cellobiose in ISP4 media increase
thaxtomin production by the mutant strains by 160-170 % compared to the condition without
cellobiose. The further increase in toxin production by the mutant upon addition of cellobiose is most
likely due to the function of cellobiose as ligand of the transcriptional activator TxtR, which drives the

expression of the thaxtomin biosynthetic genes txtA and txtB (M. V. Joshi et al. 2007).

5.1.3 Thaxtomin production with the AcebR mutant at larger scale

Our first attempts to evaluate the yield of thaxtomin production by our mutant strain S. scabies AcebR
at a larger scale than in a laboratory flask or in petri dishes were carried out with two distinct
fermentation processes. First, we tested batch fermentation in a classical Rushton turbine agitator
which ensures a radial flow but causes high shearing that can damage filamentous bacteria as
Streptomyces. Therefore, we also tested batch fermentation in a biofilm reactor which consists of a
solid support in part or completely submerged in the liquid medium circulating continuously during
the process (Figure 75). This promising technology has already been shown to combine the advantages
of submerged fermentation in terms of process control and the advantages of solid-state fermentation
in terms of biology and development for filamentous fungal species (Destain et al. 2015; Rosche et al.

2009). Since Streptomyces scabies is a filamentous bacteria producing extracellular matrix and
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Figure 77: Thaxtomin production in 4 L biofilm reactors (left) and biofilm colonization of the metallic
support (right) after the fermentation process.

(A) The bottom of the metallic support was in part submerged and (B) completely submerged in the culture
medium. Colonization of the solid support after fermentation can be appreciated on right pictures (yellow
biomass). We observed that the metallic support was completely colonized in (B) whereas only few area (mainly
the submerged bottom part) were colonized in (A). The yellowness of the culture medium is due to thaxtomin
production by the AcebR strain of S. scabies after 120 hours of incubation at 28°C.
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naturally developing as a biofilm (Loria et al. 1997), biofilm fermentation is expected to be an

appropriate approach for this microorganism.

5.1.4 Thaxtomin production at larger scale

Batch fermentations with a Rushton turbine agitator were carried out in 15 L fermentors
containing the ISP4 medium inoculated with S. scabies AcebR mycelium (see M&M). Cultures were
incubated at 28°C with a flow rate of sparged air fixed at 1 vwm?® and an agitation rate of 250 rpm.
Thaxtomin production was than measured by HPLC throughout the process and reported on the graph
presented at Figure 76. We observed that phytotoxin production started between 50 and 70 hours
post inoculation and the highest thaxtomin concentration (around 50 mg/L) was reached around 2
days later.

First attempts of taxtomin production in a biofilm fermentor were carried out in collaboration
with Prof. Frank Delvigne from Gembloux Agro-Bio Tech insitut (ULg). Two biofilm reactors containing
ISP4 liquid media were inoculated with precultures of S. scabies AcebR (see material and methods
point 8.10 for details). In the first bioreactor, only a small part (£ 10 %) of the solid support was
submerged into the medium (Figure 77A) whereas it was completely submerged in the second
bioreactor (Figure 77B). After 48 hours of incubation at 28°C we observed that S. scabies AcebR was
able to grow on the solid support and starded to produce thaxtomin in both conditions tested (Figure
77). It is interesting to note that the completely submerged support was fully colonized by bacteria
while colonization was limited when the support was only partially submerged in the culture medium.
Since solid support colonization by bacteria is a crutial event in this fermentation process, the
completely submerged support approach is more appropriate for futher investigations. Final
thaxtomin concentrations measured in both conditions (+ 30 mg/L) can not been taken into account
due to high water evaporation from the media occurring during the process. Contrariwise, as seen in
Figure 77, a significant portion of the produced thaxtomin remained in the mycelium fiwed on the
support which suggests that the quantity produced under these condition could be underestimated.

Based on our first results, both type of fermentation process tested (classical with Rushton
turbines agitators or in biofilm fermentor) allowed thaxtomin production by the mutant strain in a low-
cost medium (ISP4) without addition of any expensive inducers (such as cellobiose). The highest
thaxtomin concentration reached in these pre-industrial assays was obtained in a classical batch
culture with Rushton turbines agitators. However it does not mean that this process have to be

preferred. Indeed, biofilm fermentor remains a promising technology since it gather advantages of

13 yvm = air volume/media volume/min
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solid-state fermentation allowing development of microorganism which is correlated with secondary
metabolite production and advantages of submerged fermentation in terms of process control.

Many improvements have to be performed on both type of processes as well as on genetics of
the mutant strains or media composition to increase yields of thaxtomin produced. For example fed
batch and continuous cultures have to be tested; preculture volume and media could still be
optimizzed; the rare TTA codon in the coding sequence of the specific activator TxtR can be replaced
by another leucin codon to allow earlier thaxtomin production; addition of precursors of thaxtomin

(Trp and Phe) into the culture media is also an option.

5.1.5 Conclusion

That we made thaxtomin exploitation possible at an industrial scale is a great step forward for
the herbicide to become commercially viable. Our findings come right on time as glyphosate, the most
used chemical herbicide notably commercialized by Mosanto under the trade name Roundup, has
recently been predicted to be probably carcinogenic to humans by the International Agency for
Research on Cancer (IARC) (Guyton et al. 2015). Investigations on the toxicity of thaxtomin still have
to be performed. However, as thaxtomin is naturally produced in the soil, plants and animal species
have learned to live with this biomolecule and, importantly, the microorganisms neighboring S. scabies
had hundreds of millions of years to exactly know how to degrade this compound (Doumbou et al.
1998; Lazarovits et al. 2004). However, we have to keep in mind that thaxtomin concentrations that
could be used in case of industrial exploitation of this bioherbicide could yet be noxious for

environment.
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5.2 Use of a sugar tolerant B-glucosidases

5.2.1 Introduction

Currently, the utilization of lignocellulosic biomass to produce monomer sugars that can be
further fermented in ethanol or transformed in other high added-value molecules presents significant
environmental, technical and economic challenges (Anon 2015). Its success will largely depend on the
development of potent biocatalysts for degradation of pretreated lignocellulosic biomass. Indeed,
since enzyme costs may contribute up to 50 % of the total cost associated with lignocellulose
hydrolysis, it is of great interest to find efficient and cost-effective enzymes working in synergism under
conditions of defined processes. (Singhania et al. 2013; Sgrensen et al. 2013; Klein-Marcuschamer et
al. 2012; Johnson 2016; Saritha Mohanram 2015; Souza et al. 2013). Lignocellulosic biomass
pretreatment is also an expensive step and is a prerequisite for efficient enzyme-mediated
degradation. Indeed, cellulose fibrils are embedded in an amorphous matrix of lignin, pectins and
hemicelluloses that must be destructured and degraded to increase the accessibility of these polymers
to enzymes involved in their hydrolysis (Saritha Mohanram 2015). Classical pretreatment methods
include acid, base or organic solvents pretreatment, steam- or CO, explosion, as well as wet-oxidation

(Alvira et al. 2010; Maurya et al. 2015).

In this chapter we will focus on enzymes involved in cellulose hydrolysis and more specifically
on beta-glucosidases (BGs). Indeed, since cellulose is the main component and therefore the main
glucose source of lignocellulosic biomass, its effective hydrolysis is of particular interest. After pre-
treatment, degradation of cellulose from lignocellulosic biomass classically involves sequential and
synergistic actions of three main categories of glycosylhydrolases, namely endoglucanases (EC 3.2.1.4),
cellobiohydrolases (EC 3.2.1.91, EC 3.2.1.74, EC 3.2.1.176) and beta-glucosidases (EC 3.2.1.21).
Endoglucanases rapidly decrease the degree of polymerization of lignocellulosic biomass substrate by
randomly hydrolyzing the internal 1,4-beta-linkages of cellulose. Cellobiohydrolases further hydrolyze
the cellulose polymer from the free ends, thereby releasing mainly cellobiose that is finally degraded
into glucose by beta-glucosidases (M. Wang et al. 2013; Sgrensen et al. 2013). Note that Iytic
polysaccharide monooxygenases (AA 10 familly) and expansine-like proteins can also be used to
increase accessibility of cellulose chains from its cristallin form to glycosylhydrolases (Corréa et al.

2015; Liu et al. 2015).
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Figure 78: Schematic representation of the B-glucosidase-catalyzed turnover of a substrate.
Substrate (cellobiose or p-NPBG) (Gz) binds to the enzyme to form a Michaelis complex (EG2) that reacts to form
a first product (G1) (G1= glucose if cellobiose is the substrate or G1 = para-nitrophenol if p-NPBG is the substrate)
and a covalent glucosyl-enzyme intermediate (E-Gi). The latter can react with water to produce glucose
(hydrolysis) or with another hydroxyl-donnor molecule such as (cellobiose, glucose, ethanol,...) (Gz2) to produce a
new glucose-containing molecule (Gs) as a second product (transglycosylation). In the case of such model
substrates as p-NPBG, the chromophore is released as the first product (Teugjas & Valjamae 2013b).
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5.2.2 PB-glucosidase: a key component of cellulose hydrolysis

It has been shown that cellobiohydrolases and endoglucanases are often inhibited by
cellobiose (Murphy et al. 2013; Teugjas & Véljamae 2013a; Gruno et al. 2004). By reducing the
accumulation of cellobiose, BGs thus play a key role and can be considered as the rate-limiting enzyme
of the cellulose hydrolysis process (Singhania et al. 2013; Sgrensen et al. 2013; Saritha Mohanram
2015).

In addition, BG are also subjected to inhibition by different compounds encountered during
the saccharification process. Indeed, lignocellulosic biomass hydrolysis into simple sugars and their
further fermentation in ethanol can be conducted in different vessels, or simultaneously in a process
called simultaneous saccharification and fermentation (SSF). In the first case accumulation of sugars
such as glucose, mannose, xylose or galactose released during saccharification of the lignocellulose
biomass are known to inhibit BGs and therefore subsequently decreases the overall rate of hydrolysis
(Qing et al. 2010; Xiao et al. 2004). Therefore SSF is usually preferred due to its lower cost and lower
sugar inhibitory effects'*. However, there are still several drawbacks in SSF processes, such as different
optimal temperatures of saccharification and fermentation as well as cellulases inhibition by ethanol
(Bezerra & Dias 2005; Podkaminer et al. 2011; Meleiro et al. 2015).

Another frequently reported unwanted event in lignocellulosic biomass hydrolysis is due to
the transglycosylation activity of some BGs (Bohlin et al. 2013). Indeed, when the B-1,4-linkage of the
substrate is cleaved by a BG, the covalent glucosyl intermediate formed has to be attacked by an
hydroxyl-containing molecule to recover the initial state of the enzyme (Figure 78). Transglycosylation
happens when this hydroxyl-containing molecule is not water (with water it is a classical hydrolysis)
such as sugars or alcohols which leads to the synthesis of newly formed oligosaccharides or glucose-
derivative molecules. The transglycosylation activity of a BG competes with its hydrolysis activity,
thereby decreasing the overall rate of the glucose released. Since cellobiose, glucose and ethanol
accumulate to reach relatively high concentrations during the process they ofen participate to and
promote transglycosylation events by some BGs. Transglycosylation involving substrates as hydroxyl-
containing molecules is one of the most common transglycosylation event leading to subtrate
inhibition of BGs (Teugjas & Valjamae 2013b). Hence, the use of BGs highly tolerant toward sugars and
ethanol inhibition and having at the same time a limited transglycosylation activity is of great
importance for an efficient and cost effective conversion of cellulose from pretreated lignocellulosic
biomass to fermentable sugars (Singhania et al. 2013; Saritha Mohanram 2015). Moreover a beta-

glucosidase with these properties can also advantageously be used in other processes such as

1 However, a relatively high glucose concentration is needed to keep a good ethanol production yield by
microorganisms.
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Figure 79: Effect of temperature and pH on BgIC activity.

The optimal temperature was determined by measuring the relative enzyme activity of BgIC (0.2 uM) in HEPES
50 mM pH 7.5 at 20, 25, 30, 37 and 42 °C. To measure the effect of pH, the relative activity of BglC was assessed
in the range of pH 5.0 — 6.5 (50 mM MES buffer), pH 7.0 — 8.5 (50 mM HEPES buffer), and pH 9 — 10 (50 mM CHES
buffer) at 25°C. See methods sections for details.
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Figure 80: Effect of D-glucose, and D-xylose on BgIC activity.
Relative activity of the purified BglC on hydrolysis of p-NPBG in presence of various concentration of D-glucose
and D-xylose. The activity measured without any additive was fixed to 100% (Control).
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those required to improve the organoleptic properties of plant-derived products. Indeed, some B-
glucosidases can catalyze the hydrolysis of a number of different substrates containing a p-1,4 linked
glucose residue. For instance, these enzymes can be used to liberate aroma through the hydrolysis of
the glucoside precursors, especially monoterpenyl B-D-glucosides found in plant-derived beverages or

food, such as wine or fruit juices (Baffi et al. 2013; Maicas & Mateo 2005; Saritha Mohanram 2015).

5.2.3 Caracterization of the B-glucosidase BglIC from Streptomyces scabies

In this section we will present some results obtained from experiments carried out to assess
the properties of BgIC such as temperature/pH optima and tolerance toward inhibitors in order to
determine if BgIC from S. scabies could be a candidate enzyme for cellulose-based processes. All
following experiments were performed with chromogenic substrat and results were interpreted as
usually reported in literature. However, a recent publication combined to preliminary experiments
suggest that this standard approach to characterize, classify or select glucose tolerant BGs is
controversial and is likely to conduct to the identification of false ‘good candidate’ enzymes. The
problematic aspects associated with the generally used protocol will be discussed at the end of this

section (point 5.2.4).

5.2.3.1 Optimal pH and temperature

The differents lignocellulosic biomass hydrolysis processes require specifics set-ups such as
temperature and/or pH variations depending on the different steps needed and the
microorganisms/enzymes used throughout each process. For example, in SSF processes in which
hydrolysis into simple sugars and their further fermentation in ethanol are conducted simultaneously,
hydrolytic enzymes have to work at pH and temperature compatibles with ethanol-producing yeasts.

Therefore, the activity of BgIC at different temperatures (from 20 to 55°C) and pH (from 5 to
10) values was measured using p-nitrophenyl-B-D-glucopyranoside (p-NPBG) as substrate. The activity
of the enzyme gradually increased from 20 to 30°C and displays a similar activity up to 37°C (Figure
79A). The activity abruptly declines to 10% of its maximal activity at 42°C (Figure 79A). The optimal pH
of BglC is around 7.5 and the enzyme conserved high activity when the pH is between 6.5 and 8.5
(Figure 79B). The activity rapidly decline to 30 and 50% of its optimum at pH 5.5 and 9, respectively
(Figure 79B). These results suggest that to exibit its best activity BglC has to be used in hydrolytic

processes in which temperature and pH range from 30 to 37°C and from 6.5 to 8.5, respectively.

5.2.3.2 Effects of sugars on BgIC activity
The activity of recombinant BgIC was measured in the presence of glucose to assess whether
the accumulation of the product could inhibit or activate its hydrolytic activity using p-NPBG as

substrate. The effect of xylose on BgIC activity was also assessed as this sugar, emanating
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Relative
Oses initial rate
(15 % w/v) | of hydrolysis
(%)
Control 100+6
Fructose 178 +9
Glucose 206 +13
Xylose 340+ 20
Galactose 255+9
Mannose 119+3
Arabinose 62+1

Sorbitol 202+1

Relative
Reagents initial rate
& of hydrolysis
(%)
Control 100+2
DTT 10mM 116 £5
EDTA 10mM 98 +15
SDS 10mM 64 +3
Urea 10mM 103 +13
Ethanol 10% 218+6
Methanol 10% 6516

Table 3 : Effect of various oses/reagents on BgIC activity.
The BglC activity was measured with p-NPBG as substrate. The relative activity measured without any additive
was fixed to 100% (Control).
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Figure 81: Effect of ethanol or NaCl on BgIC activity.
Relative activity of the purified BgIC on hydrolysis of p-NPBG in presence of various concentration of ethanol (A)
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from hemicellulose hydrolysis, is likely to accumulate in processes involved in lignocellulose hydrolytic
degradation. Both glucose and xylose revealed to highly enhance the activity of BgIC (Figure 80). In
these conditions (p-NPBG 1 mM, BglIC 0.2 uM), the activity of BgIC increased to around 250-300% when
the total concentration of glucose in the assay was ranging from 100 to 700 mM and conserved 100%
of its activity at least up to 1.6 M glucose. The addition of xylose improved even better the activity of
BglC than glucose, with the maximal activity of 300-350% measured when the total concentration of
xylose was ranging between 0.3 to 1.6 M. BgIC from S. scabies is thus not only glucose- and xylose-
tolerant but highly stimulated by these sugars.

In addition, the effect of other sugars on the activity of BglC was further tested (Table 3).
Arabinose was the only sugar tested which strongly inhibited the activity of BglC. Mannose has a
moderate effect, and fructose and sorbitol both displayed a similar enhancing effect as observed for
glucose. The effect of galactose was intermediate between those observed for glucose and xylose, the
latter being the best sugar for enhancing the activity of BgIC toward p-NPBG, under the conditions
tested.

5.2.3.3 Effect of different reagents on BgIC activity

The effect of several reagents on the activity of BglC under optimal conditions (pH and T°) are
shown in Table 3. Importantly, ethanol, the final product of the complete enzymatic hydrolysis of
cellulose and the subsequent fermentation of glucose, revealed to further enhance the activity of the
enzyme. This results was confirmed in assays with various concentrations of ethanol ranging from 0 to
40 %v/v, with a maximal activity detected at 15 % v/v (Figure 81A).

The activity of BgIC measured in the presence of 0 to 1 M of NaCl reveals that NaCl does not
significantly alter the capacity of the enzyme to hydrolyze p-NPBG below 100 mM, and that around
70% of the activity is conserved at 500 mM (Figure 81B). A concentration of 1 M of NaCl was necessary

to reduce the activity of BgIC to about 50% (Figure 81B).

5.2.3.4 BgIC increases glucose production yield when added in a commercialized cellulolitic
enzymes mixture

To determine the efficiency of BgIC in conditions more closely related to industrial processes
of lignocellulosic biomass hydrolysis, we evaluated the effect of our beta-glucosidase on glucose
production yield once added to commercialized enzymes mixture kits. Two commercialized enzyme
mixtures named DELTAGAS® AT-150 and DELTAZYM® AT-150 from WeissBioTech GmbH company were
tested. Both mixtures are aimed to hydrolyse the lignocellulosic biomass at a temperature ranging
from 38 to 42 °C. Nevertheless, DELTAZYM® AT-150 is designed to work under acidic conditions (pH
4.3 to 4.7) whereas DELTAGAS® AT-150 is designed to work under neutral pH conditions (pH 7.3 to
7.7).
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Figure 82: Effect of addition of BgIC on cellulose hydrolysis by DELTAGAS® AT-150 enzymes mixture.
10 % Avicel solution containing the DELTAGAS® AT-150 enzymes mixture supplied (dotted lines) or not (plain

line) with 5 uM of pure BglC were incubated at 38°C on a rotary shaker. Glucose concentrations were measured
after 6, 24, 48 and 72 hours of incubation. Results obtained from duplicated assays with BgIC are shown
separately since they showed significant differences after 48 and 72 hours of incubation.

132



Experiments were performed with DELTAGAS® AT-150 and DELTAZYM® AT-150 as
recommended by the supplier in a 10 % microcristallin cellulose (Avicel pH101) solution buffered at pH
7.5 and 4.5, respectively (see material and methods point 8.4.3.6). When added, BgIC was at a final
concentration of 5 uM. Two samples for each condition were incubated on a rotary shaker at 38°C for
72 hours. Glucose concentrations were measured after 6, 24, 48 and 72 hours of incubation. As
expected, glucose production yields of samples treated with DELTAZYM® AT-150 were identical with
or without BgIC supply as the enzyme is inactive at pH 4.5 (data not show and see Figure 79).
Contrariwise, after 6 and 24 hours of incubation with DELTAGAS® AT-150 we observed that BglIC
improved the glucose production yield twice as much compared to the control condition in both
samples (Figure 82). Oddly, after 48 and 72 hours of incubation we noticed a huge difference in glucose
production yield between the two replicates containing BglC (see test A and B Figure 82). Indeed, the
glucose concentration in sample A just increased slightly (48h) or not at all (72h) compared to the
concentration measured in the control sample. Instead, in sample B the addition of BgIC caused further

increased glucose production at these latter collection time points.

These results support the hypothesis that BglC could greatly enhance the glucose production
yield by the DELTAGAS® AT-150 enzyme mixture during the first 24 hours of cellulose hydrolysis.
However, further investigations are necessary to find proper conditions in which BglC would exibit its

activity over a longer period.

5.2.3.5 Conclusions and discussion

As presented before, we confirmed that BglC isolated from S. scabies exibits a BG activity
against p-NPBG, cellobiose and other cellooligosaccarides. The first enzyme parameters assessed were
the optimal pH and temperature at which BgIC displays its BG activity. BgIC exibits an optimum
temperature between 30°C and 37°C and an optimum pH about 7.5 which is unusual compared to
others sugar tolerant beta-glucosidases. Indeed, most of these enzymes were isolated from fungi and
exibits their best activities at high temperature and low pH since these conditions are more commonly
found in lignocellulosic saccharification processes (Table 4). However, other processes involve
microorganism/enzyme living/working at lower temperature and/or neutral pH. For example, the
optimal temperature for ethanol-producing yeasts used in SSF processes is 35°C which is not
convenient for the classically used cellulases. Moreover, we have shown that increasing the
concentration of ethanol (up to about 20 % v/v) enhances the activity of BgIC and that the enzyme
keeps 50 % of its activity at least until 40 % v/v. These characteristics make BgIC a candidate of great
interest in such processes. Kinetics parameters are also often used to select the best BGs to be used in
lignocellulosic biomass hydrolysis (Teugjas & Valjamae 2013b). Indeed, since cellobiohydrolases (CBH)

are inhibited at few millimolar range of
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A : Glucose tolerant BGs

. « | Keat/Km
. o Kcat Km s nn. | Kiglucose xylose Ethanol Transglyc.
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Trichoderma (eng et al

reesei 40 6 - - - 50 - - Yes 2011)
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wickerhamii al. 1986)
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Trichoderma IC50 = (Santos et al.
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Pyrococcus (Kengen et

454 2 .2 00 - - -
furiosus % > > 0 0.23 3 al. 1993)
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bacterium 0 |6 80 2012)
B: Glucose tolerant and stimulated BGs
. « | Keat/Km 1C50 1C50
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151) | (mM) | (mM) Y
Scytalidium (Zanoelo et
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41 . A - - -
thermosacch. 70 164 04173 0.13 600 2012)
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cellobiose (Gruno et al. 2004; Murphy et al. 2013; Park et al. 2012; Jalak et al. 2012) it is crucial to find
BG having high affinity toward cellobiose (low Km) which means that these enzymes will reach their
maximum velocity at cellobiose concentrations that do not inhibit the CBH activity. However, most
known BGs have Km values in the same order of magnitude than the cellobiose concentrations that
inhibit CBHSs (Teugjas & Védljamae 2013b). BgIC of S. scabies has instead a low Km (0.77 mM) but a low
turnover (kcat = 6.7 s). Since both Km and kcat have an effect on catalytic efficiency of the enzyme,
specificity constant value (kcat/Km) is used to compare candidates BGs (Table 4) (Teugjas & Valjamae
2013b). Taken alone, the specificity constant value of BgIC for cellobiose ranks it among the worst beta-
glucosidases reported in the litterature in terms of catalytic efficiency due to its low kcat value (Table
4 and (Teugjas & Valjamae 2013b)). However, as already mentioned, BGs are ofen inhibited by glucose
which leads to cellobiose accumulation and therefore CBH inhibition. Therefore, the glucose inhibition
parameters Ki or IC50 have also to be taken into account for the selection of optimal BGs (see Table 4)
(Teugjas & Valjaméae 2013b). Interestingly we found that BgIC is activated by glucose (when p-NPBG is
used as substrate) and that the enzyme keeps at least 80 % of its activity at a concentration of 2 M of
glucose which thus prevents the exact determination of the IC50 concentration. Noteworthy, Teugjas
et al who studied kinetic parameters of BG to select the best candidates for the cellulose
saccharification process, suggest that “although a high specificity constant (of a BG toward cellobiose)
is always an advantage, the priority may be given to a higher tolerance to glucose inhibition when
performing separate hydrolysis and fermentation” (Teugjas & Valjaméae 2013b). We can add that this
statement is true for all cellulose hydrolysis procceses generating high glucose concentrations. Indeed,
a concrete example is provided by a study of Cao et al. in which a BG higly tolerant to /activated by
glucose but having poor specificity constant value (kcat/Km = 0.02 .10° Ms?) (Table 4), considerably
improved the hydrolysis of pretreated sugarcane bagasse (up to 36 %) when added to the
commercialized enzyme mixture (Cao et al. 2015). From this point of view, BgIC thus appears as a really
good candidate for cellulose hydrolysis in such conditions. Indeed, even if few beta-glucosidases have
already been reported to be tolerant and/or stimulated by glucose, some of them seem inhibited at
higher concentrations. Only few rescently characterized BGs are likely able to reach such a glucose
tolerance (Meleiro et al. 2015; Uchiyama et al. 2015; Cao et al. 2015; Biver et al. 2014; Uchiyama et al.
2013; Xu et al. 2011; Lu et al. 2013). We also found that BgIC is not only activated by glucose but is also
by almost all the tested sugars. It is greatly activated by xylose as already reported for others glucose
stimulated BGs such as HiBGL (Souza et al. 2010; Souza et al. 2013; Souza et al. 2014), Unbgl1A (Lu et
al. 2013), GH1-1 (Meleiro et al. 2015), Td2F2 (Uchiyama et al. 2013), Bhbgl (Xu et al. 2011) and others
(Zanoelo et al. 2004; Nascimento et al. 2010). The enzyme is also activated by fructose, galactose,
mannose and sorbitol. BgIC from S. scabies thus shares similar sugar resistance properties with the

best sugar-stimulated BGs reported so far, but it stands out from many of these enzymes based on its
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Neotermes (Uchi tal
koshunensis 50 | 5 nd nd nd > 1000 - - Yes ¢ zlgqlali al
(thermites)
Microbial activated up to
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metagenome | 75 | 5.5 7.13 | 4.44 | 0.016 | > 1000 | >1000 inhibited at 25 high) al. 2013)
(Td2F2) %v/v
Bacillus Xu et al
halodurans | 50 | 7 | - - - |>1000]| >900 - - (Xu et al.
C-125 2011)
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*Only Kinetic parameters (kcat and Km) determined with cellobiose as substrate are reported in this table. kcat

values were calculated from the reported specific activity and molecular weight of the enzyme.

Table 4: Parameters of (A) glucose tolerant and (B) glucose tolerant and stimulated BGs.

BGs are listed in the order of increasing Kigiucose Or 1C50giucose Values determined with p-NPBG as substrat. IC50
values reported in this table are defined as the glucose concentration which decreases the initial BG activity
without glucose by 50%. Only BGs with IC50 or Ki values higher than 100 mM are reported in this table. A list of
the studied glucose-inhibited BGs is available in the review of Teugjas 2013 (Teugjas & Valjamae 2013b).
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other parameters such as uncommon pH and temperature optima, excellent affinity for cellobiose (Km
= 0.77 mM), ethanol activation (15 %v/v) /resistance (up to 40 % v/v) (Table 4), and finally it is not
inhibited by cellobiose (at least up to 10 mM).

Finally, we tested the effect of BgIC on cellulose degradation by commercialized enzyme
mixtures, therefore under conditions more representatives of industrial processes. The first results
obtained have shown the great potential of BgIC as a candidate for lignocellulosic biomass hydrolysis
under these conditions. Indeed, it allows to produce twice as much glucose when added to the

commercialized DELTAGAS® AT-150 enzyme mixture during the cellulose hydrolysis process.

In conclusion, although some characteristics of BgIC such as pH and temperature optima,
kinetics parameters and high tolerance/stimulation toward/by inhibitors (monosacchardies,
cellobiose, ethanol) can be separately found in other BGs, note all these characteristics in BgIC makes
it a unique BG selectable in some defined processes with specific set-up. Indeed, to the best of our
knowledge, BglC of S. scabies is the first tolerant BG to high sugars and ethanol concentrations working
at neutral pH and mesophilic temperatures. Moreover, we brought the evidence that this enzyme is
able to enhance the glucose production yield when added to a commercialized enzyme mixture.
Therefore, BglIC can advantageously be used for highly efficient hydrolysis of lignocellulosic substrates
into glucose that can be further or simultaneously fermented in ethanol or transformed in other high
added-value molecules. Moreover, since BglC exibits an activity toward aryl-beta-glucoside (such as p-
NPBG) it could also be used in the field of aroma improvement of plant-derived products, where
biocatalysts must function in e.g. fruit juices or wine containing high glucose and/or ethanol

concentrations.

137



E166'\* r'&

Glc concentration

E «<— ES «— ESS* (substrate inhibition)

..........................

+2 subsite

&3 F348

.................

5434 -1 subsite
Y308

Figure 83: Lateral view of the catalytic interface of HiBG.
The catalytic binding site (CBS) is located at the -1 subsite where
glycerol (GOL) is bound while the non-catalytic binding site (NCBS)

is located between the +1 and +2 subsite where glucose (GLC) is
trapped by hydrophobic residues (W168, L173 and F348) (de

Giuseppe et al. 2014)

EG, EGS*, EGG* (Glc inhibition)

G* «— ESG*— E+P+G
(Glc stimulation)

—

Vi (UM/s

0.251

0.20

0.15

0.054

0.00

l Substrate concentration

>

E + P (normal hydrolysis)

Figure 84: Schematic representation of BG
reactions that could occure at different
glucose and substrate concentrations.

E, enzyme; S, substrate; G, glucose. The reactions
showed in red occur only in BG having a NCBS.
Asterisks indicate the molecule which is bound to
the NCBS (Guo et al. 2016).

250 500 750

1000

[PNPG] (M)

1250

1500

Figure 85: Curve of the
initial velocity of BgIC
(Vi) at different p-NPBG
concentrations
Rates of p-NPBG
degradation were
obtained by measuring p-
NPol

bigining of the hydrolysis

released at the

reaction performed in 50
mM HEPES buffer pH 7.5
at 26°C. Data were fitted

to substrate inhibition
equation (see point
8.4.3.4) using the
GraphPad Prism 7
software.

138



5.2.4 Determination of the glucose effect on BGs activity using pNPBG as substrate; most-

likely a wrong procedure.

Recent studies investigated the molecular basis of glucose inhibition/tolerance/stimulation in
BGs (de Giuseppe et al. 2014; Y. Yang et al. 2015; Guo et al. 2016; Matsuzawa et al. 2016; Jeng et al.
2011; Lee et al. 2012). Overall, the glucose inhibition of BG is due to competition between glucose and
the substrate for the catalytic binding site (CBS). According to Giuseppe et al., glucose tolerance of
some BGs would come from the depth and narrowness of the entrance channel which would prevent
glucose to reach the CBS hence preventing the competitive inhibition (de Giuseppe et al. 2014).
Additionally, glucose tolerance and stimulation of BG would be associated with a second non-catalytic
binding site (NCBS) - located at the entrance channel (Figure 83) - which could be bound by both the
substrate(s) of the BG or the product, glucose (de Giuseppe et al. 2014; Lee et al. 2012; Guo et al. 2016;
Y. Yang et al. 2015). As shown on Figure 84, when the substrate binds both the CBS and the NCBS, it
could lead to a substrate inhibition phenomenon. The glucose stimulation effect would result from
displacement of the substrate from the NCBS which would enhance the BG activity i) by preventing the
substrate inhibition phenomenon and/or ii) by favoring transglycosylation events, or iii) through a still
unknown allosteric mechanism (Y. Yang et al. 2015; de Giuseppe et al. 2014; Guo et al. 2016). Finally,
if glucose binds both the CBS and the NCBS it causes competitive inhibition with the substrate of the
BG.
Glucose prevents the substrate inhibition of the BgIC activity induced by p-NPBG

The recent suggestion by Guo et al that glucose stimulation of BG could be due to the
prevention of the substrate inhibition phenomenon (Guo et al. 2016) prompted us to investigate if the
observed glucose stimulatory effect of the activity of our BG (BgIC) was due to this mechanism. Initial
velocity experiments performed with p-NPBG as substrate showed that BgIC is actually inhibited by
low p-NPBG concentrations (Ki around 300 uM) (Figure 85). Theses results mean that the p-NPBG
concentration used in our glucose or xylose effect experiments (1 mM) (see point 5.2.3.2) strongly
inhibited the BgIC activity. We thus performed again these experiments with a p-NPBG concentration
which does not inhibit the activity of BgIC (75 uM). In contrast to our previous assays, increasing the
glucose or xylose concentration instead inhibited the relative activity of BgIC when 75 uM p-NPBG were
used as substrate (Figure 86). These results suggest that the glucose stimulation previously observed
with 1 mM p-NPBG was due to the prevention of a substrate inhibition effect. However, this glucose
‘stimulatory’ mechanism is likely not relevant when cellobiose — the natural substrate of BgIC —is used
as substrate since the BgIC activity does not seem to be inhibited at high cellobiose concentrations (at
least up to 10 mM Figure 68, see also box 2). As glucose inhibits BglC activity when p-NPBG is used at

a non inhibitory concentration, it suggests that this enzyme would be more likely inhibited instead of

139



Relative activity (%)

600

500

400

300

200

100

——pPNPBG (1mM) - = — pNPBG (75 pM) —— DNPBG (1 mM)

- = = pNPBG (75 uM)

600
500
g
E 400
2
& 300
[
2
S 200
o
100 ¢Fa_ g .
e ———— .
B = T - - - - - 0
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 0 200 400 600 800 1000
[Glucose] (mM) [Xylose] (mM)

1200

1400

Figure 86: p-NPBG concentration modifies the effect of D-glucose and D-xylose on BgIC activity.

Relative activity of the purified BglC on hydrolysis of p-NPBG supplied at inhibitory (1 mM) and non inhibitory (75
KUM) concentrations and in presence of various concentrations of D-glucose (left) and D-xylose (right). The activity
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being stimulated by glucose when cellobiose is used as substrate. Therefore, the tolerance of BgIC to
the glucose generated during the hydrolysis of 50 mM cellobiose was further investigated during
prolonged reaction time (48 hours). Cellobiose quantification was performed by HPLC and reported on
graph presented in Figure 87. We observed that 95 % of the cellobiose was hydrolyzed after 7 h of
incubation (Figure 87) which suggests a tolerance of BgIC to the glucose concentrations generated
during the process. However, the addition of exogenous glucose at higher concentrations in the
reaction mixture tends to inhibit the BG activity of BgIC. Indeed, only 81 %, 50 % and 24 % of cellobiose
were hydrolysed after 7 h of incubation with 50 mM, 200 mM and 500 mM of glucose, respectively.
However, since these glucose concentrations did not entirely inhibit the activity of BglC, this enzyme
can be considered as a glucose tolerant BG. Further work will be required to determine the glucose
inhibition parameters using cellobiose as substrate, nonetheless it will be difficult to compare the
glucose tolerance of BgIC to other BGs reported in literature since most studies determined these

parameters with p-NPBG as substrate instead of cellobiose.

Glucose-induced transglycosylation events stimulate the BG activity with p-NPBG as substrate
Transglycosylation involving one substrate molecule and another hydroxyl-donor molecule can
lead to BG stimulation when p-NPBG is used as substrate but leads to BGs inhibition with cellobiose as
substrate (Figure 88). This stimulation induced by the transglycosylation event occurs when the
covalent glucosyl-enzyme intermediate (E-G;) reacts preferentially with glucose (or another molecule
than the substrate) rather than with a water molecule which leads to an increased turnover of the BG
(Uchima et al. 2011; Uchiyama et al. 2013; de Giuseppe et al. 2014; Zanoelo et al. 2004; Teugjas &
Viljamae 2013b). However, the transglycosylation event occuring with p-NPBG and glucose leads to
the release of p-NPol and (glucose), whereas when this reaction occurs in the presence of cellobiose
and glucose it releases a dimer of glucose (not necessarily cellobiose) and glucose (Figure 88 | and V).
Since the BG activity is determined from p-NPol measurement when p-NPBG is used as substrate, a
glucose stimulation of BG is observed. Contrariwise, when the BG activity is determined with cellobiose
as substrate it is usually based on the quantification of the glucose released. However, no variation of
the amount of glucose is observed’ when transglycosylation events occur between glucose and
cellobiose (Figure 88 1). Taken together, these considerations indicate that glucose stimulation of BGs
obtained with p-NPBG as substrate will not be observed when the natural substrate will be used. This
conclusion is also applicable when other monosaccharides or ethanol (which, as glucose, stimulate the
BG activity with p-NPBG as substrate Table 3) are present although in these cases the amounts of

glucose generated from cellobiose hydrolysis will increase in any case (Figure 88 Il and ).

15 Low glucose variations can occur depending of the equilibrium between hydrolysis and transglycosylation
which will depend of glucose concentration
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)G, +G—>G,+G V) p-NPBG + G = p-NPol + G,
) C, + EtOH - G + Et-G VI) p-NPBG + EtOH - p-NPol + Et-G
MC,+X->G+X-G VII) p-NPBG + X - p-NPol + X-G

IV)C,+C, > G, +G VIIl) p-NPBG + p-NPBG = p-NPol + p-NPBG,

Figure 88 : Transglycosylation reactions that could occur with p-NPBG or cellobiose as substrate
Ca: cellobiose, G: glucose, G2 glucose dimer, Gs glucose trimer, EtOH: ethanol, X: xylose. When velocity of these

transglycosylation reactions are higher than hydrolysis reactions it will increase product formation and reactif
disappearance rate compared to hydrolysis. When p-NPBG is used as substrate (from V to VIII), BG activity is
stimulated by transglycosylation. Indeed, p-NPol (which is measured to determine BG activity) is always released.
Contrariwise, when cellobiose is used as substrate (from I to 1V), transglycosylation release only one glucose
molecule instead of two as observed for hydrolysis. However, when transglycosylation occurs between glucose
and cellobiose (1), it leads to formation of a glucose dimer (which can be cellobiose) and glucose concentration
did not change. Finally, when transglycosylation occurs between two cellobiose molecules it leads to substrat
inhibition. Even if these transglycosylation reactions prevent CBH inhibitions by decreasing cellobiose
concentration, they are not desirable in lignocellulosic saccharification in which glucose is the wanted product.
Note that these transglycosylation reactions can be reversible for some BGs.

/ Box 2: High cellobiose concentrations could lead to substrate inhibition of BgIC

HPLC analyses detected glucose as the main product generated in the course of cellobiose (50 mM)
hydrolysis by BgIC. Nevertheless an unidentified trisaccharide was detected at the first time points but was finally
hydrolysed into glucose when cellobiose reached lower concentrations (data not shown). Indeed, the
transglycosylation activity of BglC leading to trisaccharide formation seems to be enhanced by increasing
concentrations of cellobiose but would be independent of the glucose concentration. Since this
transglycosylation activity is only observed at high cellobiose concentrations (detected at 50 mM), it would be
interesting to know which cellobiose concentrations are reached in lignocellulose hydrolyzis industrial processes
in which BGs are expected to be used. However, since cellobiohydrolases (CBH) are inhibited at ranges of few
millimolar of cellobiose (Gruno et al. 2004; Murphy et al. 2013; Park et al. 2012; Jalak et al. 2012), it is unlikely
that cellobiose concentrations encountered in saccharification processes could reach the concentration ranges
that trigger the transglycosylation activity of BgIC. This transglycosylation activity induced by cellobiose suggests

that this substrate could inhibit the BG activity of BgIC at concentrations higher than 10 mM.
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In conclusion, further investigations will be required to verify if the glucose inhibitory effect on
BglIC when cellobiose is used as substrate (Figure 87) is due to transglycosylation activity instead of a
classical competitive inhibition. Indeed, since our HPLC analysis methods could not allow to distinguish
glucose dimers we can not exclude that another glucose dimer possess a nearly identical retention

time than cellobiose.

Conclusion

The chromogenic substrate p-NPBG is almost always used to determine the glucose
tolerance/stimulation parameters of BGs and are ultimately used for ‘ranking’ the enzymes according
to their potential as good candidate in lignocellulose saccharification processes (see references in
Table 4). p-NPBG utilization allows to quickly and easily collect data whereas cellobiose and glucose
measurements are more time consuming. However, our investigations suggest that glucose tolerance
properties determined with pNPBG as substrate can bemisinterpreted. Consequently, the classification
of glucose resistant BGs based on kinetic parameters determined with pNPBG is most likely erratic.
Indeed, since autors did not verify or mention if their BG exhibited a transglycosylation activity and/or
substrate inhibition phenomenon, we anticiapte that many of the BGs reported as being stimulated by
glucose using p-NPBG would not be stimulated when cellobiose is used as substrate. However, this
wrong ‘interpretation’ of a glucose-stimulated effect does not necessarily mean that these BGs do not
display a certain tolerance to glucose when cellobiose is used as substrate (as shown for BgIC of S.
scabies) and therefore could indeed be of interest in industrial processes

Therefore, we propose that the classification of BGs according to their tolerance to glucose
should be based on kinetic parameters (Ki) determined using cellobiose as substrate rather than p-
NPBG. We could also add that glucose effect experiments on BGs should be performed at glucose and
cellobiose concentrations encountered in the industrial processes in which these BGs are expected to

be used.
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Figure 89: Surimposition of the HiBG structure and the model of BgIC.
Top: Surimposition of cartoon representations of the structure of HiBG (light bleu) and the 3D model of BgIC

(dark blue). The catalytic residues Glu 166 and Glu 377 are shown in yellow. Trp 168 and Leu 173 (in the NCBS)
which are involved in glucose tolerance/stimulation are shown in red. G315 and P333 between which 17 amino
acids are missing in the BglC model are shown in pink. Bottom: Surimposition of catalytic interfaces of HiBG and
BglIC. A. Amino acids forming the catalytic interface of HiBG. The Glucose (Gluc) trapped at NCBS is shown in
green and red. B. Corresponding amino acids of the catalytic interface of modeled BgIC. Interestingly, the
surimposition of our model with the HiBG structure (C) shows that the position of most of the amino acids from
-1 and +1 subsites are well conserved between the two proteins.
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5.2.5 Perspectives

Structure comparison as well as biochemical characteristics of glucose tolerant and glucose
inhibited BGs led to the identification of amino acids potentially involved in glucose tolerance, catalytic
efficiency or in thermal and pH tolerance/stability of BGs (de Giuseppe et al. 2014; Y. Yang et al. 2015;
Guo et al. 2016; Matsuzawa et al. 2016; Jeng et al. 2011; Lee et al. 2012). Amino acids involved in
glucose tolerance of BGs where identified from structural and biochemical analyses of crystallized BGs.
The first crystallographic structure of a highly glucose tolerant BG was obtained from HiBG (PDB:
4MDP), a BG isolated from the fungi Humicola insolens (Souza et al. 2010; de Giuseppe et al. 2014).
The catalytic residues Glu 166 and Glu 377 are located at the subsite -1 (Figure 83). Trp 168, and Leu
173 are located at the NCBS (subsite +1 and +2) (de Giuseppe et al. 2014) and have been proved to be
involved in glucose tolerance and stimulation of CelA1 (PDB: 3AHY) (F. Yang et al. 2015; Lee et al. 2012;
Guo et al. 2016). Otherwise, Cao et al. obtained a thermostable mutant M3 following random
substitution of tree amino acids (W174C, A404V and L441F) from its thermosensible Bgl6 wild-type
form (Cao et al. 2015). Also, Yang et al observed that in addition to some specific important amino
acids, the overall BG structure influences interactions between the BG and its ligands (Y. Yang et al.
2015). Finally the Asn 223 located between the subsite +1 and +2 of Td2F2 (PDB: 3WH6) has been
recently identified to be involved in transglycosylation and therefore in glucose stimulation of this BG
(Matsuzawa et al. 2016).

Since BgIC from S. scabies is a potentially new glucose tolerant BG we built its 3D model using
Phyre2 web portal (Kelley et al. 2015) to compare it with structures of characterized glucose
tolerant/stimulated BGs previously discussed in order to identify amino acids involved in BG-ligand
interactions. Interestingly, surimposition of our model with the HiBG structure shows that positions of
most amino acids from -1 and +1 subsites are conserved, including the two catalytic residues of CBS,
as well as the Trp and Leu from NCBS (Figure 89). However, since our model does not fit perfectly with
the HiBG structure, it is earlier to draw conclusions about the role of certain amino acids in glucose
tolerance of BgIC. For example, 17 amino acids between G315 and P333 were not taken into account
for the modelling of BgIC. Based on the predicted model, these missing amino acids could be close
from the entrance channel and the NCBS and thus could participate in glucose tolerance of BgIC (Figure
89). Sequences alignment of BgIC orthologues showed that all residues thought to be in the catalytic
interface are conserved among Streptomyces, but interestingly two short regions (from 294 to 297 and
from 318 to 322) exibit an important sequence dissimilarity. Therefore, it could be interesting to
produce and purify these orthologues and evaluate their tolerance to glucose in order to know
whether these featuresare common among Streptomyces or specifically involved in the glucose
tolerance property. Since saccharification in acidic conditions are more widely used processes, it could

be interesting to broaden
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Figure 90 : Multiple alignments of amino acids sequences of BgIC orthologues from Streptomyces
species
Red: Identical positions. Blue: highly conserved positions. Black: poorly conserved positions.

Figure 91 : Modeled BgIC from S. acidiscabies
A. Surface and B. cartoon representation of modeled BgIC from S. acidiscabies. Amino acids identified as being

specific to BgIC from S. acidiscabies are shown in pink.
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the range of pH at which BgIC from S. scabies is active. ldentification of amino acids involved in pH
stability of BgIC could be provided by the analysis of the BglC orthologue from S. acidiscabies which
grows under acidic conditions. Interestingly, we noted that BgIC from S. acidiscabies exibits mutations
that are unique amongall other BgIC orthologues from the Streptomyces species investigated (Figure
90). For instance, D35 and K103 (charged amino acids) of BgIC from S. scabies are replaced by G and V
(non charged amino acids) in the sequence of BgIC of S. acidiscabies. In addition, E143 and R199 are
changed into A and K, respectively. Interestingly, based on our structural model, these paired amino
acids are predicted to be located on the surface of the enzyme and could thus participate in pH stability
of the enzyme (Figure 91). Based on these informations, it is possible to engineer known BGs in order
to improve some of their characteristics and adapt them to specific processes. However, some
parameters will probably be difficult to improve without affecting other properties of these enzymes.
For instance, from the data available,it seems that glucose tolerant BGs cannot exibit a high catalytic
efficiency (Teugjas & Vialjamae 2013b). Comprimises have to be reached between catalytic efficiency

and tolerance to the generated product.
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6 Discussion générale

Les connaissances acquises suite aux travaux antérieurs réalisés par les membres du groupe de
Rosemary Loria combinées aux résultats obtenus durant cette thése nous permettent de proposer
différents modeéles suggérant les circonstances lors desquelles S. scabies pourrait déclencher sa
pathogénicité dans son environnement naturel. Comme nous I'avons mentionné a plusieurs reprises,
le caractere phytopathogene de S. scabies est directement lié a sa capacité a produire la thaxtomine.
L'expression des génes de biosynthese de cette phytotoxine est soumise a deux niveaux de controle.
D’une part, un niveau de contrdle transcriptionnel via le répresseur CebR (voir résultats point 4.1) et
I'activateur TxtR (M. V. Joshi et al. 2007) (voir introduction point 2.6.1.2) et, d’autre part, un niveau de
contréle post-transcriptionnel via bldA codant pour I’ARN de transfert tRNA-Leu™ (Dawn R D Bignell
et al. 2014). Les deux conditions nécessaires au déclenchement de la pathogénicité de S. scabies sont
donc d’une part, la levée de la répression par CebR de I'expression de txtR et, d’autre part, I'expression
de bldA permettant la traduction de ’ARNm de TxtR et donc I'expression des génes de biosynthése de
thaxtomine. Nous présenterons dans cette discussion les différentes circonstances environnementales
qui, selon nous, permettraient que ces deux conditions soient réunies. Nous discuterons également
des hypotheses permettant d’expliquer comment S. scabies différencierait les tissus végétaux vivants

des tissus végétaux en décomposition.

6.1 Lalevée de la répression par CebR

Durant cette thése nous avons identifié le cellobiose ((Glc)) et, dans une moindre mesure, le
cellotriose ((Glc)s) comme étant les effecteurs allostériques de CebR. En d’autres termes,
I"accumulation de ces cellooligosaccharides dans le cytoplasme de la bactérie inhibe la capacité de
CebR a lier I’'ADN et donc permet I'expression des génes nécessaires a la biosynthese de thaxtomine.
Notons que nos résultats démontrent également que I'effet de ces sucres sur la production de
thaxtomine est principalement d{ a la levée de répression exercée par CebR plutdét qu’a I'activation de
TxtR complexé au cellobiose comme cela avait été postulé précédemment (M. V. Joshi et al. 2007). En
effet, I'inactivation de cebR conduit a la production de thaxtomine indépendamment de la présence
de (Glc); ou (Glc)s dans le milieu de culture, suggérant que TxtR peut jouer son role d’activateur
transcriptionnel sans étre complexé au (Glc),. Nous avons ensuite démontré I'implication de I’ABC
transporteur CebEFG-MsiK (également contrdlé par CebR) dans le transport de (Glc), et de (Glc)s chez
S. scabies. La présence de (Glc); et de (Glc)s dans I'environnement de S. scabies est donc requise pour
remplir la premiére condition permettant a la bactérie de déclencher sa pathogénicité.

Cependant, la sélection par S. scabies de produits de dégradation de la source de carbone la

plus abondante sur terre — la cellulose — comme signal inducteur de sa pathogénicité est surprenante.

148



En effet, bien qu’il n’y ait pas de données dans la littérature sur la quantification des différents
cellooligosaccharides dans I’environnement, il est probable que ceux-ci soient relativement abondants
en fonction des types de sols envisagés et de la végétation qui y est associée. La connaissance de
I’origine du signal éliciteur — tissus végétaux vivants ou morts — nous semble étre une composante
essentielle associée au mode de vie pathogene de S. scabies. En effet, il serait énergétiquement
défavorable — et constituerait aussi un ‘non-sens’ biologique — que S. scabies doive systématiquement
coordonner la production de phytotoxine au transport de cellooligosaccharides si ces derniers
proviennent de végétaux déja morts. S. scabies devrait donc étre capable de pouvoir discerner ces
deux situations ou, indirectement, ces situations différentes géneéreraient des conditions propices ou
non a I'induction du comportement phytopathogene de S. scabies.

Nous décrirons dans les deux points suivants I'origine possible (tissus vivants ou morts) des
cellooligosaccharides qui permettront la levée de la répression du régulateur CebR sur les génes

nécessaires a la biosynthése de thaxtomine.

6.1.1 Cellooligosaccharides provenant d’un tissu végétal vivant

De maniéere trés intéressante, Johnson et al ont montré que du cellotriose (mais jamais de
cellobiose) était présent dans les exsudats de plantules de radis en croissance ainsi que dans des
suspensions de cellules de tabac (Johnson et al. 2007). D’autre part, bien que le cellobiose soit toujours
utilisé comme inducteur de la production de thaxtomine en condition de laboratoire, le cellotriose
s’avere étre un meilleur inducteur que le disaccharide (Johnson et al. 2007). Il n’est cependant que
rarement utilisé dans les milieux de culture car beaucoup plus onéreux. Ces observations suggéerent
que le cellotriose pourrait étre LA molécule ‘signal’ indiquant a S. scabies la présence d’'un réseau
racinaire en croissance dans son environnement proche. En effet, la perception du cellotriose par S.
scabies pourrait signaler la présence d’un tissu végétal en expansion qui constitue non seulement le
site d’invasion du pathogéne mais aussi le site d’action de la thaxtomine. De plus, Johnson et al ont
également montré que I'ajout de thaxtomine entrainait une augmentation de la quantité de cellotriose
relargué par les tissus en croissance. Ainsi, une faible quantité de cellotriose dans le sol pourrait étre
suffisante pour initier la production de thaxtomine qui a son tour entrainerait le relargage d’une plus
grande quantité de cellotriose ce qui déclencherait la production massive de phytotoxine. La
thaxtomine permettrait ainsi de générer son propre inducteur comme Johnson et al I'ont proposé
précédemment.

Ces observations suggerent que S. scabies aurait adapté sa physiologie afin de répondre a de
faibles concentrations en cellotriose. Ces adaptations pourraient notamment résulter de mutations
subtiles apparues au sein de sites de régulation ou au sein des génes codant pour les différents acteurs

impliqués dans le déclenchement de la synthése de thaxtomine. De maniére intéressante, nous avons

149



montré que la lipoprotéine CebE de S. scabies présente de fortes affinités pour le cellobiose et le
cellotriose, lesquelles sont respectivement de 100 a 1000 fois plus élevées que celles mesurées pour
I'orthologue de CebE de S. reticuli (Schlésser & Schrempf 1996). L’excellente affinité de CebE pour le
cellotriose pourrait donc étre le résultat d’'une adaptation permettant a S. scabies de percevoir les tres
faibles quantités de cellotriose relargué par ses hotes dans son environnement. Aussi, il est intéressant
de noter que chez S. scabies les cbs identifiés en amont des génes nécessaires a |'utilisation de la
cellulose et des hémicelluloses sont constitués du palindrome parfait TGGGAGCGCTCCCA pour lequel
le répresseur CebR posséde la plus grande affinité (Table 7). Au contraire, les séquences des cbs
identifiées en amont de txtR-txtA, dans txtB et en amont de bg/C présentent des « erreurs » qui
diminuent I'affinité de CebR pour ces cbs. L’accumulation de (Glc)s dans la cellule aurait pour effet de
diminuer la proportion de CebR capable de lier ses éléments cis. Puisque ce régulateur présenterait
moins d’affinités pour les cbs non palindromiques, la répression de I'expression des génes txtR-txtAB
et bglC serait levée alors que celle exercée sur les génes responsables de [|'utilisation des
polysaccharides d’origine végétale serait maintenue. Ainsi la perception des faibles concentrations en
(Glc)s entrainerait parallelement I’expression de bglC, dont le produit commencerait a cliver le (Glc)s
en (Glc), (meilleur effecteur de CebR), et la dérépression de I'expression des génes txtR-txtAB
permettant a la bactérie de produire de la thaxtomine (lorsque le tRNA-Leu™ encodé par bldA est
présent en suffisance pour permettre la traduction de TxtR). La faible quantité de phytotoxine produite
perturberait localement la synthése de cellulose des tissus racinaires et entrainerait donc une
augmentation de la quantité de (Glc)s relargué ce qui activerait d’autant plus I'expression des génes
de biosynthése de thaxtomine et in fine I'expression des genes responsables de I'utilisation des
polysaccharides de la paroi végétale de I'hote.

Confirmer la présence de cellotriose dans les exsudats des différents hotes de S. scabies
permettrait de renforcer I’hypothese présentée ci-avant. Aussi, des analyses structurales comparatives
sont nécessaires pour comprendre pourquoi la lipoprotéine CebE de S. scabies présente une telle
affinité pour le cellotriose, mais également si ces caractéristiques sont uniquement présentes chez les
autres phytopathogénes tels que S. acidiscabies et S. turgidiscabies. Si seules les protéines CebE des
streptomycetes phytopathogénes présentent une meilleure affinité pour le cellotriose que pour le
cellobiose, cette caractéristique pourrait étre une condition nécessaire au comportement pathogene
du microorganisme. Toutefois, a ce stade, nous ne pouvons pas définitivement exclure que d’autres
protéines puissent également participer a la perception, au transport et a la dégradation des
cellooligosaccharides. En effet, il serait intéressant de connaitre I'implication des deux opérons
paralogues a cebR-cebEFG (SCAB2431-SCAB2421, 2411, 2401 et SCAB77281-SCAB77271, 77261,
77251) dans la perception et/ou le transport des cellooligosacchardies et donc dans I'induction de la

pathogénicité de S. scabies.
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6.1.2 Cellooligosaccharides provenant d’un tissu végétal mort

La présence de cellooligosaccharides dans un environnement dépourvu d’hétes potentiels
pourrait provenir de la dégradation de la cellulose issue de tissus végétaux morts soit par I'action de
microorganismes cellulolytiques du sol ou soit par S. scabies lui-méme. Cette derniére option semble
néanmoins peu probable. En effet, bien que I'on retrouve I'ensemble des genes nécessaires a
I'utilisation de la cellulose dans le génome de S. scabies, il a été rapporté que cette espéce semble
incapable d’utiliser ce polysaccharide lorsque celui-ci est proposé comme seule source de carbone
disponible (Johnson et al. 2007). Ainsi, lorsque S. scabies se trouve dans un environnement riche en
matiére organique végétale morte (donc riche en cellulose) et en absence d’un tissu en croissance, il
est peu probable que celui-ci puisse générer ses propres inducteurs de pathogénicité (voir perspective
point 7.1.1).

En revanche, de nombreux microorganismes cellulolytiques du sol sécretent des cellulases
extracellulaires qui sont susceptibles de générer des cellooligosacchardies (dont potentiellement du
(Glc), et du (Glc)s) a partir de la cellulose issue de la biomasse végétale résiduaire. Cependant, a notre
connaissance, aucune donnée qualitative ou quantitative relative a la présence de
cellooligosaccharides dans différents types de sols n’est disponible dans la littérature. Dés lors, il est
difficile de spéculer si S. scabies serait ou non en mesure de déclencher la production de thaxtomine
en présence de matiére végétale morte. En effet, soit on postule que les quantités en (Glc); et (Glc);
présentes dans les sols en décomposition sont négligeables car directement assimilées par les
saprophytes et dans ce cas elles ne permettraient donc pas d’induire la production massive de
thaxtomine par S. scabies. Soit, au contraire on considére que les microorganismes cellulolytiques du
sol géneérent de grandes quantités de cellobiose et/ou de cellotriose dont une partie serait accessible
aux microorganismes commensaux tels que S. scabies grace a la forte affinité de CebE pour le (Glc), et
le (Glc)s. Dans ces conditions, comment S. scabies différencierait-il I'origine de ces sucres inducteurs
afin d’empécher le déclenchement de la production de thaxtomine et donc son caractere
phytopathogéne? Il serait effectivement déraisonnable que S. scabies, dans un environnement
dépourvu d’hotes vivants, déclenche ce processus couteux en énergie et opére le changement de
mode de vie de saprophyte a pathogene alors que le contexte nutritionnel est inapproprié.
L’hypothese la plus convaincante que nous pouvons proposer a ce stade de nos connaissances fait

intervenir le second niveau de contréle impliquant le géne bldA codant pour le tRNA-Leu™.

6.2 L’expression de bldA

Bien que la présence de (Glc); et/ou (Glc)s soit une condition indispensable pour permettre la
transcription des génes de biosynthése de thaxtomine, elle n’est cependant pas suffisante. En effet, la

traduction de I'activateur transcriptionnel TxtR - sans lequel la transcription des genes de biosynthéses
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de thaxtomine ne peut avoir lieu - est dépendante de I‘expression du gene bldA codant pour I'unique
leucyl-ARNt capable de reconnaitre le codon UUA des ARNm chez les Streptomyces (voir introduction
point 1.2.1.1.1). La régulation post-transcriptionnelle par bldA est un processus commun a tous les
Streptomyces. En effet, lorsqu’un membre de ce genre bactérien fait face a un stress (nutritionnel ou
autre) I'empéchant de croitre davantage, il induit la transcription de bldA afin de permettre la
traduction d’ARNm codant pour des protéines lui permettant de s’adapter de maniéere transitoire en
attendant que les conditions environnementales s’améliorent (Chater & Chandra 2008). Ces
informations concordent avec le fait que bldA n’est exprimé qu’en fin de premiére phase exponentielle
de croissance (Lawlor et al. 1987), c’est-a-dire juste avant la phase de transition au cours de laquelle
la bactérie déclenche ses processus de différenciations physiologique et morphologique (voir
introduction point 1.2). En d’autres termes, bldA serait un peu le régulateur de la ‘derniére chance’. En
effet, son expression permettrait a la bactérie de s’adapter par la production de métabolites spécialisés
et/ou de se soustraire aux conditions adverses en déclenchant la différenciation du mycélium végétatif
en hyphes aériens et en chaines de spores afin de préserver I'espéce.

Dés lors, dans un environnement permettant sa croissance, S. scabies serait incapable de
produire de la thaxtomine et cela méme en présence de (Glc), et/ou de (Glc)s. En effet, ce n’est que
lorsque le stade développemental précédant la phase de transition serait atteint (c’est-a-dire lorsque
la quantité de tRNA-Leu™ serait suffisante) que la bactérie serait 8 méme de synthétiser la

phytotoxine.
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6.3 Modeles proposés

L'ensemble des informations et postulats décrits précédemment nous permet de proposer un
modele permettant d’expliquer comment S. scabies produirait la thaxtomine dans les conditions
appropriées (Figure 92). Deux cas de figure sont envisagés : i) soit S. scabies croit dans un
environnement proche d’un héte potentiel libérant du (Glc)s ou ii) soit la bactérie évolue dans un
environnement dépourvu d’hotes mais riche en (Glc), et/ou (Glc)s issus de la décomposition de la
matiére végétale résiduaire. Dans les deux situations, la bactérie subira t6t ou tard un stress,
nutritionnel ou autre, entrainant I'expression et I'accumulation de bldA dans ses cellules. Etant donné
la présence possible de cellooligosaccharides dans les deux environnements, I'expression de bldA
permettrait a la bactérie d’initier la production de thaxtomine. Cependant, dans le cas i) la phytotoxine
aura pour effet d’entrainer un relargage plus important de (Glc); mais également de rendre accessible
a S. scabies d’autres sources nutritives dont notamment le polysaccharide de réserve des plantes que
constitue I'amidon. Ce nouvel apport nutritif permettrait a S. scabies de continuer a croitre de maniere
prospere et retarderait le déclenchement du processus de sporulation et donc la mise en dormance
de I'organisme. Au contraire, dans le cas ii) la production de thaxtomine n’engendrerait I'apparition
d’aucune nouvelle source nutritive. Dés lors, la bactérie poursuivrait son processus de différenciation
morphologique conduisant a la formation de spores afin de préserver I'espéce. Cela signifie que dans
les deux cas S. scabies commencera par se nourrir des cellooligosaccharides de son environnement,
mais qu’une fois que I'expression de bldA aura débutée, seule la présence d’un hote vivant sécrétant

continuellement du (Glc); permettra la production prolongée de thaxtomine.

Une autre hypothése beaucoup plus simple serait d’envisager que S. scabies aurait évolué de
maniére a ne pas pouvoir initier le réveil métabolique de ses spores qu’en présence d‘hotes potentiels.
En effet, il est possible que la germination des spores de S. scabies n’ait lieu qu’en présence de certains
éléments présents dans la rhizosphére de ses hétes. Deés lors, la perception des cellooligosacchardies
de son environnement signifierait automatiquement la présence d’un tissu végétal vivant. A ce jour,
aucune étude n’a été menée afin de connaitre les conditions favorisant la germination des spores de

S. scabies.
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Figure 92 : Modéle de I'induction de la production de thaxtomine par S. scabies en fonction de son
environnement.

Ce modeéle permet d’expliquer comment les deux niveaux de contrdéle, transcriptionnel et post-transcriptionnel,
permettraient a S. scabies de produire la thaxtomine de maniére prolongée qu’en présence d’un de ses hotes.
Durant la phase de croissance végétative, le mycélium de S. scabies se développerait en se nourrissant des
éléments nutritifs présents dans son environnement. Si des cellooligosaccharides (cellobiose et/ou cellotriose)
sont présents, quelle que soit leur origine, dans I'environnement de S. scabies o, ils seraient transportés dans
le cytoplasme et entraineraient la dérépression de I'expression des génes contrélés par le régulateur CebR. La
bactérie produirait alors I'ensemble des protéines nécessaires a |'utilisation de ces cellooligosaccharides et s'en
nourrirait. Cependant, lorsqu’un élément nutritif viendrait a manquer, ce qui marquerait la fin de la phase de
croissance végétative, alors 9 S. scabies induirait la transcription de bldA qui permettrait, entre autres, la
traduction de I'activateur transcriptionnel TxtR et donc la production de thaxtomine. Si un hote est présent dans
I’environnement de S. scabies 9, la phytotoxine entrainerait un relargage plus important de cellotriose par les
tissus racinaires, augmentant la production de thaxtomine, et rendrait également accessibles a la bactérie
d’autres nutriments provenant de I'h6te (amidon, sources d’azote et de phosphate, etc.). Ce nouvel apport
nutritif permettrait a S. scabies de prolonger sa croissance et ainsi d’atteindre une grande densité de population.
Au contraire, en absence d’un héte 0 la thaxtomine n’engendrerait pas d’apport de nouveaux nutriments et S.
scabies serait contraint de poursuivre son cycle de vie. Les différentes étapes du cycle de vie de la bactérie sont
représentées par les rectangles en nuance de gris. PT : phase de transition.
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7 Perspectives

7.1 Analyse du régulon CebR chez S. scabies
En dehors des genes dont nous avons discuté préalablement et qui ont fait I'objet des résultats

majeurs de cette thése, la prédiction du régulon CebR chez Streptomyces scabies a permis d’identifier
d’autres geénes potentiellement contrdlés par ce régulateur. En effet, de nombreuses séquences cis
similaires au cbs (consensus TGGGAGCGCTCCCA) ont été identifiées en amont de genes codant
majoritairement pour des protéines intervenant dans la dégradation des polysaccharides, mais
également associées a d’autres régulateurs transcriptionnels (Table 7). Afin de valider
expérimentalement les résultats de la prédiction, nous avons réalisé de nouvelles expériences de
retard de migration électrophorétique (EMSA) entre le régulateur CebR et les séquences identifiées
possédant un score supérieur a 9,99 (Rigali et al. 2015) (Figure 93). Aprés analyse, seules les séquences
dont le score est supérieur ou égala 12,37 (numéros 1 a 9 sur la Figure 93) semblent reconnues et liées
spécifiguement par CebR. Les cbs (CebR binding site) identifiés par le programme PREDetector chez S.
scabies puis validés par EMSA consistent en des séquences palindromiques proches du consensus
TGGGAGCGCTCCCA ou sont tolérées une ou deux mutations maximum (Figure 94). Ces validations in
vitro suggérent que les génes en aval de ces séquences sont contrélés par le répresseur
transcriptionnel CebR. Bien que des analyses supplémentaires (RNAseq, RT-PCR,...) soient nécessaires
pour confirmer cette hypothése, ces données préliminaires peuvent néanmoins nous permettre

d’orienter nos perspectives de recherche.

7.1.1 Le paradoxe de S. scabies

Bien que S. scabies ne semble pas pouvoir utiliser efficacement la cellulose (Johnson et al. 2007),
son génome présente néanmoins de multiples enzymes impliquées dans la dégradation de ce
polysaccharide (Lombard et al. 2014). On retrouve notamment des enzymes appartenant aux familles
GH9, GH12, GH48 et GH74 qui ne sont généralement retrouvées que chez les Streptomyces présentant
une forte activité cellulolytique (Book et al. 2016). Ce paradoxe est renforcé par 'abondance des cbs
retrouvés chez S. scabies. En effet, une étude récente a montré une corrélation positive entre le
nombre de cbs retrouvés chez différentes espéces de Streptomyces et leur capacité a hydrolyser la
cellulose (Book et al. 2016). Or chez S. scabies nous avons identifié 20 cbs dont 14 se situent en amont
de génes codant pour des cellulases potentielles (Table 7). L’origine de ce paradoxe pourrait étre que
S. scabies, en recrutant CebR comme régulateur de sa pathogénicité, a adapté sa physiologie de
maniére a ne pas pouvoir générer lui-méme les inducteurs de sa pathogénicité (cellobiose et
cellotriose), tout du moins lorsqu’il n’est pas proche d’un héte potentiel.
De maniére intéressante, nous avons constaté que CebR contrdle plusieurs géenes de cellulases

potentiellement indispensables a I’hydrolyse de la cellulose. En effet, on retrouve un cbs en amont du
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Figure 93: Vérification in vitro des
interactions entre 6His-CebR et les
cbs potentiels identifiés chez S.
scabies.
Fp: (free probe) sonde seule; R: sonde +
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Figure 94: Séquence consensus du cbs chez S. scabies et S. griseus.
L’analyse des différents cbs identifiés et validés expérimentalement chez S. griseus (Marushima et al. 2009) et S.

scabies indique que l'identité des acides nucléiques présents au centre de la séquence palindromique semble
indispensable a I'interaction CebR-cbs. Au contraire, la substitution d’une (parfois deux) base extérieure du cbs
ne semble pas empécher CebR de s’y fixer. Ce Weblogo a été obtenu a partir des différentes séquences validées
expérimentalement chez S. scabies et S. griseus (Weblogo généré a partir de cbs de séquences différentes).
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géne codant pour I'unique GH9 présente chez S. scabies. Or, une étude a montré que la délétion de la
seule GH9 du génome de Clostridium phytofermentans inhibe complétement I’hydrolyse de la cellulose
par cette espece bien que I'ensemble des autres cellulases soit toujours exprimées (Tolonen et al.
2009). Aussi, parmi les 4 GHs de la famille 6 identifiées dans le génome de S. scabies, 3 semblent
controlées par CebR dont SCAB17001 et SCAB90101 qui présentent respectivement 75 % et 67 %
d’identité (98 % et 92 % de recouvrement) avec la protéine SACTE_0237 de la souche cellulolytique
Streptomyces sp. SirexAA-E. Or la délétion de cette cellobiohydrolase SACTE_0237 chez Streptomyces
sp. SirexAA-E inhibe entiérement sa capacité a sécréter des protéines et a hydrolyser la cellulose (Book
et al. 2016). Enfin, les deux LPMOs SCAB89741 et SCAB21081 (cette derniere est I'orthologue de CelS2
de S. coelicolor) prédites comme étant responsables de la dégradation de la cellulose cristalline chez
S. scabies semblent également controlées par le régulateur CebR. L'ensemble de ces observations vient
appuyer les résultats obtenus par Book et al qui démontrent que les fortes activités cellulolytiques
chez les Streptomyces sont le résultat d’'une série d’enzymes (endoglucanase, cellobiohydrolases et
LPMOs) agissant en synergie, et que I'absence d’une de ces enzymes est suffisante pour diminuer
drastiquement I'activité cellulolytique d’une espéce bactérienne (Book et al. 2016). Le contrdle de
I’expression des différents genes de cellulases énoncés ci-dessus ainsi que ceux des nombreuses autres
cellulases (Table 7) dont les deux seules GH48 (générant du cellobiose) présentes dans le génome de
S. scabies, suggere que CebR contrélerait, en plus de I'expression des génes de biosynthése de
thaxtomine, la majeure partie du systéme cellulolytique chez ce phytopathogéne.

De maniére intéressante, nous avons constaté que la traduction de I’ARN messager de
SCAB21081 (CelS2°:2®) est dépendante de b/dA tandis que cela n’est pas le cas de ses orthologues chez
S. coelicolor, S. griseus et S. avermitilis. A I'image des exemples que nous avons présentés ci-dessus,
CelS25°® pourrait étre une enzyme indispensable a I’activité cellulolytique chez S. scabies. Sur base du
modele que nous avons proposé a la Figure 92, cette derniére hypothése suggére que I'expression du
systeme cellulolytique de S. scabies pourrait étre soumise aux mémes contréles (CebR et b/dA) que les
génes de biosynthése de thaxtomine. S. scabies pourrait donc avoir évolué de maniére a exprimer son
systeme cellulolytique parallélement a la production de thaxtomine.

Bien que la majorité des genes potentiellement contrélés par CebR codent pour des protéines
impliquées dans I'utilisation de la cellulose, d’autres semblent impliqués dans ['utilisation des
hémicelluloses et des pectines (Table 7). Notons également que CebR contréle I'expression de
s5cab90061 qui est une des deux enzymes de type expansine (CBM63) retrouvées chez S. scabies (voir
introduction point 2.6.4.3). Ces constatations suggérent que CebR contrélerait également I’expression
d’enzymes impliquées dans la dégradation des polyméres de la paroi pectocellulosique et favoriserait

ainsi la colonisation de I’hote par S. scabies.
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ISP4

7.1.2 Le systéme a deux composants : AfsQl/AfsQ2

La prédiction du régulon CebR chez S. scabies a permis d’identifier un cbs en amont des génes
codant pour le systéme a deux composants (TCS) AfsQ1/AfsQ2 (Table 7). Ce TCS est impliqué dans la
différenciation morphologique et physiologique, mais également dans le métabolisme de I'azote chez
S. coelicolor (R. Wang et al. 2013; Shu et al. 2009). AfsQ2 est une kinase membranaire qui pergoit un
stimulus environnemental qui n’a toujours pas été clairement identifié (elle répond néanmoins a de
grandes concentrations en glutamate) (R. Wang et al. 2013). AfsQ1 est un régulateur cytoplasmique
pléiotrope capable de lier de nombreux sites répartis dans I'ensemble du génome. Il contrdle
également I'expression du facteur sigma a fonction extracytoplasmique SigQ dont le gene est en
divergeon par rapport a AfsQl. A I'image de la plupart des régulateurs pléotropes, les séquences de
ses éléments de réponse sont trés variables, c’est pourquoi la séquence consensus de ce régulateur
chez S. coelicolor est restreinte a GTNAC-ne-GTnAC (ol n peut étre chacune des quatre bases azotées).

Aprés avoir validé le cbs en amont de l'opéron afsQl-afsQ2 par retard de migration
électrophorétique (Figure 93), nous avons réalisé la prédiction du régulon d’AfsQ1 chez S. scabies sur
base des séquences identifiées et validées expérimentalement chez S. coelicolor (R. Wang et al. 2013).
PREDetector a notamment identifié deux sites de liaison potentiels d’AfsQl (GTcACgacgggGTaAC et
CTtACatcgctGTtAC) dans la région promotrice du régulateur MalR. Or ce dernier est un répresseur
transcriptionnel qui controle I'expression des genes responsables de I'utilisation de I'amidon et des
maltodextrines chez les Streptomyces (van Wezel et al. 1997). L'amidon étant le principal sucre de
réserve chez les végétauy, il est tentant de postuler que I'expression du systéme amylolytique chez S.
scabies serait sous le controle d’AfsQl et donc indirectement de CebR (Figure 95). L'analyse
comparative de S. scabies et du mutant AcebR en milieu ISP4 contenant du glutamate indique que la
souche dépourvue du gene cebR présente, dans ces conditions, une activité amylolytique supérieure
a celle de la souche sauvage (Figure 96). Bien que le lien entre CebR et MalR par I'intermédiaire d’AfsQ1l
n'ait pas été démontré lors des premiers EMSAs, cette derniére expérience suggere toutefois

I’existence d’un lien entre CebR et le systeme d’utilisation de I'amidon chez S. scabies.

Figure 96 : Activités amylolytiques du mutant AcebR et de
la souche sauvage de S. scabies.

Des spores du mutant AcebR et de la souche sauvage de S. scabies
sont déposées sur milieu gélosé ISP4 avec ou sans ajout de
glutamate monosodique (15 mM). Aprés 48 heures de croissance
a28°C, la présence d’amidon est révélée par I'ajout d’une solution
de lugol (l2 + Kl). Les zones du milieu de culture contenant de
I’'amidon apparaissent alors en bleu foncé. L’ajout de 15 mM de
glutamates entraine chez les deux souches une augmentation de

AcebR WT

ISP4 + I'activité amylolytique (halos d’hydrolyse plus importants) par
glréaml\a/lte rapport au milieu dépourvu de cet acide aminé. Cependant, cette
m

augmentation de l'activité amylolytique semble nettement plus
marquée chez le mutant que chez la souche sauvage.
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cbs parfait : TGGGAGCGCTCCCA
SCAB57831 : ctcaccGGGAGCGCTCCCctgcag
SAV_5261 : ctcaccGGGAGCGCTCCCctgcag
SC02792 : ctgacgGGcAGCGCcCCgctccag
SGR 4742 : ctcaccGGcAGCGCaCCgctgcag
STRS4 01466 : ctgaccGGcAGCGCcCCgctccag
SCLAV_1957 : ctcaccGGcAGtGCTCCgctccag

Figure 97: Alignement des séquences des régions contenant le site potentiel de liaison de CebR dans
la séquence codante des orthologues de adpA/bldH de différents Streptomyces.
Les bases correspondant au cbs parfait sont en majuscules noires. Les nucléotides différant de la séquence

palindromique parfaite du cbs sont en minuscules rouges. Les bases adjacentes au potentiel cbs sont en
minuclules grises. Identifiants des génes orthologues de adpA/bldH : SCAB : S. scabies ; SAV_ : S. avermitilis ;
SCO : S. coelicolor ; SGR_: S. griseus ; STRS4_ : Streptomyces 54 ; SCLAV _ : Streptomyces clavuligerus.

Figure 98: Phénotype du mutant AcebR et de la souche sauvage
de S. scabies sur milieu ISP4.
Aprés 48 heures d’incubation a 28°C le mutant AcebR a déclenché la

formation des hyphes aériens (aspect blanc des colonies) ainsi que la
production de thaxtomine (coloration jaune du milieu) contrairement a
la souche sauvage (WT) qui est toujours au stade du mycélium
végétatif.

Figure 99: Phénotype du mutant
AcebR et de la souche sauvage de
S. scabies sur milieu ISP7.

Les photographies ont été prises
aprés 48 heures d’incubation a 28°C.

Vue du dessus Vue du dessous

La vue du dessus permet d’observer
que les deux souches se sont déja
différenciées en hyphes aériens
tandis que la vue du dessous permet
de \visualiser la production de
mélanine (pigment brun) chez le
mutant AcebR (AcebR) contrairement
a la souche sauvage (WT) de S.

AcebR WT

scabies.
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7.1.3 Lerégulateur pléiotrope AdpA/BIdH

Chez les Streptomyces, I'activateur transcriptionnel AdpA/BldH est un régulateur clé de la
différentiation morphologique, mais s’est également révélé étre impliqué dans la différenciation
physiologique chez plusieurs especes de ce genre bactérien (Chater et al. 2010; McCormick & Flardh
2012). De maniere intéressante, la prédiction du régulon CebR chez S. scabies nous a permis
d’identifier un cbs potentiel (sGGGAGCGCTCCCg) en position + 818 dans la région codante du géne
adpA/bldH (Table 8). Bien que la présence d’un élément de réponse dans une région codante ne soit
pas habituelle, la validation in vitro de I'interaction entre CebR et le cbs identifié a I'intérieur de la
région codante de txtB indique que cet élément cis pourrait étre un site de liaison opérationnel du
régulateur CebR. De plus, seules les deux bases extérieures de ce cbs potentiel different par rapport a
la séquence palindromique parfaite reconnue par CebR. Or, la séquence consensus (Figure 94) indique
que l'identité de ces deux bases extérieures n’a que peu d’influence sur l'interaction avec le régulateur.
Une autre observation intéressante est que ce cbs potentiel est également retrouvé chez I'orthologue
de adpA/bldH de S. avermitilis (Table 10), mais pas chez les orthologues des autres especes de
Streptomyces testées (Figure 97). Ensemble, ces observations suggérent que CebR pourrait modifier
I’expression du régulateur pléiotrope AdpA/BIdH chez S. scabies et S. avermitilis et donc étre impliqué
dans les processus de différenciations morphologique et physiologique chez ces deux especes.

De maniere intéressante, plusieurs observations phénotypiques du mutant AcebR tendent a
confirmer l'implication du régulateur CebR dans le processus développemental de S. scabies.
Effectivement, hormis les effets sur la production de thaxtomine et la virulence, nous avons constaté
que la délétion du géne cebR chez S. scabies engendre des perturbations du développement
morphologique et physiologique chez ce mutant par rapport a la souche sauvage. En effet, sur milieu
solide ISP4 le mutant AcebR déclenche son processus de différenciation morphologique (formation
d’hyphes aériens) entre 30 et 40 heures aprées inoculation (Figure 98) tandis que I'apparition des
hyphes aériens chez la souche sauvage n’a lieu qu’apres 72 heures de culture. Cette accélération du
développement chez le mutant AcebR suggere que, dans ces conditions de culture, CebR contréle
directement ou indirectement I'expression de génes impliqués dans le développement morphologique
de S. scabies. Il est alors tentant de postuler que la présence d’un cbs potentiel dans le géne codant
pour AdpA/BIdH pourrait étre a I'origine de ce phénotype. En effet, une hypothése serait que I'absence
du répresseur CebR entrainerait I'expression précoce d’AdpA/BIdH chez le mutant AcebR de S. scabies.
Or, il a été démontré que le niveau intracellulaire d’AdpA/BldH affecte directement I'expression de
plusieurs genes impliqués dans le développement chez S. coelicolor (Wolanski et al. 2011).Une autre
caractéristique phénotypique du mutant AcebR de S. scabies est sa capacité a produire
constitutivement la mélanine en milieu solide ISP7 contrairement a la souche sauvage (Figure 99).

Cette observation est extrémement intéressante puisque chez plusieurs espéces de Streptomyces,
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dont S. avermitilis, 'expression des genes responsables de la production de mélanine est directement
dépendante de la présence de I'activateur AdpA/BldH (Zhu et al. 2005; Zhao et al. 2007). Ainsi, de la
méme maniére que suggérée ci-dessus, I'absence de CebR permettrait I'expression précoce de
AdpA/BIdH qui a son tour induirait I'expression des génes de synthése de la mélanine chez la souche
AcebR de S. scabies.

Ces deux observations phénotypiques tendent a démontrer que, sous certaines conditions de
culture, le régulateur CebR est impliqué dans les différenciations morphologique et physiologique de
S. scabies. A ce stade, il est bien évidemment prématuré d’attribuer les caractéristiques
développementales du mutant AcebR a la seule présence du potentiel cbs identifié au sein du gene
codant pour AdpA/BIdH. Effectivement, les effets de la délétion du géne cebR sur le développement
de S. scabies semblent étre directement dépendants du milieu de culture utilisé et donc de
I’environnement nutritionnel de la bactérie. Notons que I'accélération du développement a lieu en
milieu ISP4 dont I'unique source de carbone est 'amidon, ce qui renforce a nouveau l'idée qu’il existe
un lien entre CebR et le polysaccharide de réserve des plantes. La validation par EMSA de l'interaction
entre CebR et le cbs identifié au sein d’adpA/bldH ainsi que I'analyse transcriptomique comparative
entre le mutant AcebR et la souche sauvage de S. scabies en milieu ISP4 ou ISP7 permettront dans un
premier temps d’évaluer le réle du régulateur CebR dans I'expression de I'activateur pléotropique
AdpA/BIdH. Puisque ce dernier est impliqué dans la production de thaxtomine et la virulence chez S.
scabies (Dawn R D Bignell et al. 2014), s’il s’avere que CebR est capable de réprimer I'expression
d’AdpA/BldH dans ces conditions de culture, cela signifierait qu’en plus de controler directement
I’expression des génes de biosynthéses de thaxtomine et du transporteur de l'inducteur, CebR
contréblerait également le taux d’AdpA/BIdH et donc de b/dA tous deux impliqués dans la production

de thaxtomine chez S. scabies.
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7.2 Prédiction du régulon CebR chez d’autres Streptomyces

Bien que tous les Streptomyces évoluant dans le sol ne soient pas capables de dégrader
efficacement la cellulose, ils possedent généralement tous les genes responsables de I'utilisation des
produits de dégradation de ce polysaccharide: CebEFG-MsiK (Book et al. 2016). Par conséquent, ceux-
ci possedent également le répresseur transcriptionnel CebR. Bien que ce régulateur soit généralement
décrit comme étant dédié au métabolisme primaire chez les Streptomyces, son contrble de
I'expression des génes de biosynthése de thaxtomine chez S. scabies nous a poussés a vérifier si
d’autres espéces d’actinobactéries n’auraient pas également recruté ce régulateur pour controler
I’expression de genes impliqués dans le métabolisme secondaire. C’'est pourquoi nous avons réalisé de
nombreuses prédictions du régulon CebR chez diverses espéces de Sreptomyces et autres

Actinobactéries filamenteuses.

Etonnamment, ces prédictions nous ont permis d’identifier plusieurs cbs potentiels en amont
de genes impliqués dans le métabolisme secondaire chez différentes especes d’actinobactéries. Par
exemple un cbs potentiel est retrouvé en amont (- 71 nt) d’'un cluster de genes de type PKS
(m271_12950-12980) chez Streptomyces rapamycinicus, ou encore en amont (- 189 nt) d’un cluster de
génes de type NRPS (sros 6842-6834) chez Streptosporangium roseum. Ces prédictions
bioinformatiques doivent bien évidement étre prises avec précaution, car aucune d’elle n’a été validée
expérimentalement. Cette approche in silico et donc non onéreuse permet néanmoins d’orienter de
futures recherches vers un échantillon d’espéces bactériennes parmi les milliers qui sont disponibles
dans les banques de données. Nous présenterons ici I'exemple de la prédiction du régulon CebR chez

Streptomyces avermitilis qui présente certaines homologies avec celle de S. scabies.

7.2.1 Prédiction du régulon CebR chez Streptomyces avermilitis

Streptomyces avermitilis est |I’espece bactérienne a partir de laquelle a été isolée la premiére
avermectine par Satoshi Omura en 1975. Depuis, les avermectines ont permis de réduire I'incidence
de nombreuses maladies parasitaires dont notamment I'onchocercose (ou cécité des rivieres) qui
touche des millions de personnes en Afrique et en Amérique centrale. La découverte des avermectines
valut le prix Nobel de Physiologie ou de Médecine a Satoshi Omura et William C. Campbell en 2015
(partagé avec Tu YouYou pour ses travaux sur le paludisme). Aujourd’hui, ce puissant antihelminthique
est le biopesticide le plus vendu a travers le monde (Chen et al. 2016).

Etant donné I'impact économique de I'avermectine, de nombreuses études ont été menées
afin d’élucider les mécanismes moléculaires impliqués dans la production de ce métabolite secondaire
chez S. avermitilis (Chen et al. 2016). Ces mécanismes font notamment intervenir le TCS SmrA/SmrB

et le facteur sigma (ECF-SF) Sig25 (Luo et al. 2014) qui sont les homologues de AfsQ1/AfsQ2-SigQ
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Figure 100: Modéle de la régulation par SmrAB-Sig25 de la production d’avermectine et
d’oligomycine chez S. avermitilis.
Brievement, la kinase membranaire SmrB entraine la phosphorylation du régulateur SmrA suite a la perception

d’un signal environnemental encore inconnu. Une fois phosphorylé, SmrA active la transcription de I'ECF-SF
Sig25. Une fois recruté par une ARN polymérase, Sig25 permettra i) sa propre transcription, ii) I'expression de
I'activateur transcriptionnel de OImRI responsable de I'expression des genes de biosynthese de I'oligomycine, et
iii) la transcription d’autres régulateurs transcriptionnels réprimant directement ou indirectement I'expression
de I'activateur transcriptionnel AveR responsable de I'expression des génes de biosynthése de I'avermectine (Luo
et al. 2014).

cbs a - 40 pb de smrA
TTGGAGCGCTCCCA

smrA sig25 >

f l
CTGTGATCGCACTGTGA - Nqig — CTGTGACAGGTCTGTGA
sbsa-316 et - 281pb de sig25

Figure 101: Position des éléments cis identifiés entre smrA et sig25 chez S. avermitilis

Position des éléments cis reconnus par SmrA (sbs) et du potentiel cbs identifié a 'aide de PREDetector dans la
région intergénique entre smrA et sig25 chez S. avermitilis. Les sites de fixation de SmrA sont constitués de deux
séquences répétées conservées (CTGTGA) espacées de 5 nucléotides aléatoires.
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identifiés chez S. coelicolor et S. scabies. En effet, 'expression de Sig25 chez S. avermitilis entraine a la
fois I'inhibition de la production d’avermectine et I'activation de la production d’oligomycine (Figure
100). L’oligomycine est un métabolite secondaire qui présente des activités antifongique, antitumorale

et nématicide, mais est généralement peu produit chez S. avermitilis (Luo et al. 2014).

La prédiction du régulon CebR chez S. avermitilis nous a notamment permis d’identifier un cbs
potentiel 40 pb en amont de I'opéron smrAB (Table 9). La position de ce cbs par rapport aux deux sites
de fixation de SmrA dans la région intergénique entre sig25 et smrAB suggére que CebR pourrait
directement réprimer I'expression de smrAB (Figure 101). Puisque ce TCS contréle directement
I’expression de Sig25 et que ce dernier entraine I'inhibition de la production d’avermectine au profit
de la production d’oligomycine, la présence de CebR favoriserait la production d’avermectine chez S.
avermitilis. De la méme manieére, cela signifie que S. avermitilis ne pourrait produire de I'oligomycine
gu’en présence de I'effecteur allostérique de CebR et du stimulus nécessaire a la phosphorylation de
SmrB. Etant donné les activités biologiques que présentent I'avermectine et I'oligomycine, le controle
de la production de ces deux métabolites par CebR pourrait avoir une signification biologique tres
importante. En effet, il est tentant d’imaginer que S. avermitilis pourrait, comme S. scabies, avoir
recruté CebR comme régulateur de la production de deux métabolites secondaires pouvant lui donner
un avantage considérable au sein de certaines niches écologiques et pourquoi pas en tant que

symbionte avec d’autres organismes.
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S. coelicolor

(Yao et al. 2014)

Figure 102: Weblogo obtenu a partir des séquences reconnues par le régulateur GInR chez S.

coelicolor et S. venezuelae.
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Figure 103: Validation de
I'interaction entre GInR et le gbs
identifié en amont de cebE.

EMSAs réalisés entre la protéine 6His-

GInR purifiée et : (A) la sonde chs™™*
(témoin négatif), (B) la sonde ghs?™
(témoin positif) et (C) la sonde gbs®bt
contenant le site potentiel identifié en
amont de I'opéron cebEFG.
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7.3 Autres régulateurs potentiellement impliqués dans la pathogénicité chez

Streptomyces scabies

Etant donné I"abondance des facteurs de transcription ainsi que la complexité des systémes de
régulation chez les Streptomyces (McCormick & Flardh 2012; Romero-Rodriguez et al. 2015), nous
avons réalisé la prédiction, chez S. scabies, des régulons de différents régulateurs transcriptionnels
caractérisés chez les Actinomyces afin d’évaluer leurs implications potentielles dans la pathogénicité

chez S. scabies. Nous présenterons ci-dessous le cas du régulateur GInR.

7.3.1 Lerégulateur GInR

GInR est un régulateur global du métabolisme de I'azote chez les actinobactéries. En effet, chez
Stretpomyces venezuelae, S. coelicolor et Saccharopolyspora erythraea, ce régulateur controle
I’expression des genes impliqués dans la perception et I'utilisation des différentes sources d’azote
(Tiffert et al. 2008b; Pullan et al. 2011; Yao et al. 2014). Cependant, une étude récente a démontré que
ce régulateur transcriptionnel est également impliqué dans I'utilisation des sources de carbone chez
Saccharopolyspora erythraea (Liao et al. 2015). En effet, GInR est capable d’activer la transcription de
13 des 20 ABC transporteurs responsables du transport de différents sucres chez S. erythraea. De plus,
la prédiction du régulon GInR chez d’autres actinomycetes tels que Mycobacterium smegmatis,
Amycolatopsis mediterranei S. venezuelae, S. avermitilis et S. coelicolor a également permis d’identifier
de nombreux gbs (pour GInR-binding site) en amont de genes codant pour des ABC transporteurs
impliqués dans ['utilisation de différents sucres chez ces especes. En contrélant directement
I’expression de ces genes, le régulateur GInR pourrait donc réguler I'utilisation de nombreux sucres

(non dépendant du PTS) chez les actinomycétes (Liao et al. 2015).

Les séquences des gbs identifiés chez S. coelicolor et S. venezuelae divergent fortement et
rendent les prédictions du régulon GInR chez d’autres espéces plus difficiles a interpréter. La prédiction
du régulon GInR chez S. scabies nous a néanmoins permis d’identifier un potentiel gbs en amont de
I’'opéron cebEFG (gbs’). En effet, la séquence de gbs®®t (TTAACAGCCCGATAAC) présente une bonne
identité avec les séquences consensus déduites des gbs validés expérimentalement chez les autres
Streptomyces (Figure 102) (Tiffert et al. 2008b; Pullan et al. 2011). Les expériences de retard de

migration électrophorétique menées en présence de gbs® bt

et le régulateur GInR de S. scabies
indiquent que ce régulateur est capable de lier cet élément de réponse (Figure 103). Ces résultats
préliminaires suggerent que, chez S. scabies, le régulateur GInR pourrait activer la transcription de
cebEFG et donc participer au transport des inducteurs de la pathogénicité en fonction des

disponibilités en azote de la bactérie.
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La prédiction du régulon GInR chez S. scabies nous a également permis d’identifier un potentiel
gbs (GTCACGACGGGGTAAC) en amont de I'opéron malEFG responsable du transport des produits de
dégradation de I'amidon. La présence d’un gbs en amont de malEFG a déja été observée chez d’autres
Streptomyces (Liao et al. 2015). En effet, Liao et ses collaborateurs ont d’ailleurs démontré que la
transcription de malEFG ainsi que le transport de maltose chez S. coelicolor et S. avermitilis sont

dépendants de la présence de I'activateur GInR (Liao et al. 2015).

Ce controle potentiel de GInR sur les transporteurs des maltodextrines et des
cellooligosaccharides chez S. scabies n’est pas sans rappeler le lien potentiel CebR-AfsQ1-MalR évoqué
précédemment (Figure 95). Il est également intéressant de constater que chez S. coelicolor, AfsQ1l et
GInR controlent tous deux l'utilisation des sources d’azote, et partagent également certains
promoteurs (R. Wang et al. 2013). Quoi qu’il en soit, I'implication des sources d’azote dans I'utilisation
des cellooligosaccharides et des maltodextrines et donc potentiellement dans la pathogénicité de S.

scabies est une thématique intéressante qui mérite de futures investigations.
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8 Matérial et methods

8.1 Bacterial strains, media, chemicals, and culture conditions

All strains and plasmids used in this study are described at the end of this chapter in Table 5
(page 184).

Escherichia coli strains were cultured in Luria-Bertani (LB) medium at 37°C in a New Brunsick
agitator rotating at 250 rpm or in static incubator in solid agar plates. E. coli strains can be stored at -
70°C for an extended period of time.

Streptomyces strains were grown at 28°C either in liquid media in a New Brunsick agitator
rotating at 180 rpm or in static incubator in solid agar plates. Liquid and solid media are inoculated
with a suspension of spores or of mycelium.

Streptomyces can be stored in a spore suspension. To do this, Streptomyces scabies strains
are grown in ISP4 or ISP2 agar plates during one weeks at 28°C. 10 mL of sterile water are poured onto
plates and spores are scraped with sterile cotton buds. The suspension is then vortexed and filtered
on a syringe containing sterile cotton in order to eliminate remaining mycelium fragments. Spores are
finaly pelleted by centrifugation and resuspended in 20% of glycerol (v/v) and stored at -20°C or -70°C
for extended periods of conservation. Spores suspension concentrations were determined by counting
after dilution series and 107 spores per plate are necessary to obtain confluent culture on solid media.

When required, the medium was supplemented with the antibiotics ampicilline (100 pg/mL)
apramycin (50 pg/mL), kanamycin (50 pg/mL), chloramphenicol (30 pug/mL), thiostrepton (25 pug/mL),
and/or nalidixic acid (50 pg/mL). Cellobiose and cellooligosaccharides were purchased at Megazyme

(Ireland).
Media composition (for 1 liter)

LB: tryptone (10 g), yeast extract (5 g), NaCl (10 g), agar (15 g), pH 7.0

SOC: tryptone (20 g), yeast extract (5 g), NaCl (0.6 g), KCI (1.9 g), MgCl, (2 g), MgS04 (2.5 g) and glucose
(48)

TSB: tryptone (17 g), soytone (3 g), NaCl (5 g), K;HPO4 (2.5 g), glucose (2.5 g), pH 7.3

ISP2: yeast extract (4 g), malt extract (10 g), dextrose (4 g), agar (20 g), pH 7.2

ISP4: soluble starch (10 g), K;HPO4 (1 g), MgS04-7H,0 (1 g), NaCl (1 g), (NH4),S04 (2 g), CaCOs (2 g), agar
(20g), pH 7.2

ISP7: glycérol (15 g), L-asparagine (1 g), L-tyrosine (0.5 g), Kz2HPO,4 (0.5 g), MgS0,4-7H,0 (0.5 g), NaCl
(0.5 g), FeS04-7H,0 (0.01 g), agar (20 g), pH 7.3

Trace elements for ISP media (for 100 mL):

CuSO4-5H,0 (0.64 g), FeSO4-7H,0 (0.11 g), MnCl,-4H,0 (0.79 g), ZnS04-7H,0 (0.15 g)
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TDM:

(NH4)2S0s (2 g), MgS04 (0.6 g), 600 mL H,0.

Add at time of use: Minor elements (1 mL) (filter sterilized), K;HPO4 26 g/L pH 7.2 (100 mlL)
(autoclaved), Cellobiose 7 % (TDMc) or H,O (100mL) (autoclaved), Xylose 5 % (TDMx) or H,0 (200 mL)
(autoclaved).

Minor elements for TDM media (for 100 mL, filter sterilized):

CaCl-2H,0 (0.1 g), FeS04-7H,0 (0.1 g), MnCl,-4H,0 (0.1 g), ZnSO4-7H,0 (0.1 g)

Minimal media (MM):

K,HPO4 (0.5 g), MgS04-7H,0 (0.2 g), FeSO4-7H,0 (0.01 g), (NH4).S04 (1 g), agar (10 g), pH7.0- 7.2
(Kieser et al. 2000)

OBB/OBA: 20 g of oat bran. Transfer to large beaker with 500 mL distilled water, heat in microwave at
full power until it is boiling. Reduce power to P-10 and continue heating for 20 min. Place on stir plate
and let the mixture cool slowly while stirring for 60 min. Filter through cheese cloth (4 single layers) in
a Blichner funnel (if necessary draw the liquid through with low vacuum) into a sidearm flask. Wash
the oats with around 300 mL distilled water (if necessary draw the liquid through with low vacuum).
Rinse the beaker. Pool the broth into the rinsed beaker and adjust the pH of the broth to 7.2 with 1 M
NaOH. Add 2 mL of trace element solution (see below). Add distilled water to bring the total volume
to 1 1. For OBB agar add 15 g of agar/L of broth before autoclaving,

Trace elements solution for OBB/OBA (1L): 40 mg ZnCl2, 200 mg FeCl3.6H20, 10 mg CuCl,.2H,0, 10
mg MnCl,.4H,0, 10 mg Na,B407.10H,0, 10 mg (NH4)sM07024.4H,0.

8.2 Molecular biology experiments

8.2.1 Gene amplification by PCR

The PCR were performed with Q5 High-Fidelity DNA Polymerase Sample Pack (New England BiolLabs
inc., Canada). PCR protocol is summarized below. Oligonucleotides used are listed in Table 6 (page185).

Mix Temperature Time
- 5X Q5 Reaction buffer : 10 pL Initial denaturation : 98°C 30 seconds
- Forward primers (100 uM) : 0.5 pL
- Reverse primers (100 uM) : 0.5 pL 25-35 Denaturation : 98°C 5-10 seconds
-dNTPs (10 mM): 1 pL cycles Annealing : 50-72°C* 10-30 seconds
- Genomic DNA : between 1 et 25 ng Extension : 72°C 20-30 seconds/kb
- Q5 High-Fidelity : 0.5 pL
- 5X Q5 High GC Enhancer : 10 pL Final extension : 72°C 2 minutes
Nuclease-Free Water : up to 50 plL

*The annealing temperature depends on the primer Tm (melting temperature).
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8.2.2 pJET1.2/blunt cloning

Ligation in pJET1.2/blunt (Fermentas) was performed according to the manufacturer’s
instructions. 2 ulL of the purified PCR product was added to 1 pL of the plamid, 1 uL T4 DNA ligase, 10
uL 2X ligation buffer, and 6 uL of sterile distilled water. The reaction mix was gently mixed and
incubated for 30 minutes at room temperature or over night from 4 to 16°C. 5 to 10 uL of the ligation
reaction mix was used to transform E. coli DH5a competent cells by heat shock (see point 8.2.4).

Transformed colonies were selected with ampicillin in LB agar plates.

8.2.3 Restriction endonuclease digestion and ligation

Restriction enzymes were used according to the manufacturer’s instructions (Thermo Fisher
Scientific). Digested vector and insert were purified using a gel band purification kit (Amersham
Biosciences) according to the manufacturer’s protocol and used in 1/3 molar ratio in the ligation
reaction mix. The DNA concentration of the purified digested fragments was assessed using a

NanoVue™ (GE Healthcare) at 260 nm.

The reaction mix (20 pL) containing digested vector, insert, T4 ligase buffer and 1 unit of the
T4 ligase (Fermentas) was incubated over night from 4 to 16°C. 5 to 10 uL of the ligation reaction mix

were used to transform E. coli DH5a or E. coli BL21 (DE3) Rosetta competent cells by heat shock.

8.2.4 E. coli competent cell preparation and transformation

A fresh colony of E. coli strain (DH5a or E. coli BL21 (DE3) Rosetta) is used to inoculate 3 mL of
LB. The resulting overnight preculture serves as the inoculum for 50 mL LB culture grown until the optic
densitometry at 600 nm reaches 0.6. The culture is then cooled on ice for 20 minutes and subsequently
centrifuged. The pelleted cells are gently resuspended in 40 mL of cold 100 mM CaCl, and left on ice
for 30 minutes before a series of centrifugation/resuspension steps with 15 mL of cold 100 mM CaCl,.
The cell pellet is then resuspended in 1 mL of cold 100 mM CaCl; and incubated one night at 4°C. Cells

are finally resuspented in LB with 20 % glycerol and 100 pL aliquots are stored at -70°C.

The ligation mix is added to 100 pL of competent cells and is then incubated for 30 minutes on
ice. The cells are then subjected to a 45 seconds heat shock at 42°C and immediately cooled on ice.
500 pl of SCO media is added to the cells which are then incubated for 1 to 2 h at 37°C before being

plated on LB agar plate with specific antibiotics.
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Figure 104 : SDS-PAGE showing the level of purity of Hise-tagged proteins used in this thesis.
Lane P, the predicted migration size of the bands correspond well to the calculated size of Hise-tagged proteins

(CebR-6His: 40206 Da, 6His-BgIC: 54121 Da, 6His-CebE: 45423 Da and 6His-GInR: 29715 Da). Lane 1, molecular
weight markers (Fermentas). The protein identification was performed by liquid chromatography-electrospray
ionization (LQ-ESI)-tandem mass spectrometry. The band was excised from the SDS-PAGE gel stained with
Coomassie blue and reduced, alkylated, and digested within the gel slice using trypsin. The protein digest was
independently analyzed on a liquid chromatograph (nano-Ultimate 3000; Dionex)-ESI ion trap (amaZon speed
electron transfer dissociation; Bruker Daltonics) in positive-ion mode. Spectra were interpreted using data
analysis version 4.0 (Bruker). Database searches were performed using the Mascot server version 2/2/04 and
protein Scape version 3.0 (Bruker) with the NCBI database (restricted to bacterial taxonomies).
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8.3 Proteins production and purification

The open reading frame (ORF) encoding the targeted protein was amplified by PCR using the primers
listed in Table 6 (page 185). The corresponding PCR product was subsequently cloned into the
pJET1.2/blunt cloning vector. After DNA sequencing, a restriction DNA fragment was excised from the
recombinant vector and cloned into pET (22b or 28a see Table 5) digested with the same restriction
enzymes. E. coli Rosetta (DE3) competent cells were transformed with the resulting construct (pSAJxxx,
see Table 5 page 184). E. coli cells carrying pSAlxxx were grown at 37°Cin 250 mL LB medium containing
the required antibiotics until the culture reached an optical density at 600 nm (ODggo) of 0.6. Production
of Hise-tagged protein was induced overnight (~20 h) at 16°C by addition of 1 mM isopropyl-B-d-
thiogalactopyranoside. Cells were collected by centrifugation and ruptured by sonication in lysis buffer
(100 mM Tris-HCI buffer; pH 7.5; 250 mM NaCl; 20 mM imidazole supplemented with the EDTA-free
cOmplete protease inhibitor cocktail (Roche), for CebR-6His purification NaCl and imidazole were
removed from the buffer. Soluble proteins were loaded onto a preequilibrated Ni?*-nitrilotriacetic acid
(NTA)-agarose column (5-mL bed volume), and recombinant protein was eluted with imidazole. CebR-
6His, 6His-CebE, 6His-BgIC and 6His-GInR started to be eluted at around 150 mM, 90 mM, 100 mM and
240 mM imidazole, respectively. Fractions containing the pure protein were pooled (Figure 104) and
desalted using a HiTrap desalting column (GE Healthcare) with 20 mM Tris-HCI buffer (CebR-6His) or
were dialyzed overnight in 30 mM Tris-HCI buffer; pH 7.5; 150 mM NaCl (6His-CebE and 6His-GInR) or
in 50 mM HEPES; pH 7.5 (6His-BgIC)

8.4 Protein-ligand interaction assays

8.4.1 Tryptophan Intrinsic fluorescence assays

Pure 6His-CebE was dissolved in a 12 mM Tris-HCI buffer pH 7.5; 40 mM NaCl to a final concentration
of 180 nM and analyzed at room temperature by a Cary Eclipse spectrofluorimeter (Varian Ltd).
Measurements were performed with 1 mL of sample mix in a 10 mm path quartz cuvette with an
excitation wavelength of 280 nm. Each emission fluorescence spectrum is the mean of 10 scans
acquisitions between 300 and 400 nm at a speed of 600 nm/minute. Excitation and emission slit
lengths were 5 and 10 nm respectively. The potential difference of the photomultiplicator was fixed at
750 V. To assess the binding ability of different sugars to 6His-CebE, we first compared the fluorescence
emission spectra of the pure 6His-CebE (180 nM) with or without 30 uM glucose, maltose, trehalose,
cellobiose, cellotriose, cellotetraose, cellopentaose, or cellohexaose.

Determining of dissociation constants (Kp) from fluorescence data:
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Samples used to determine the dissociation constants (Kp) were prepared and analyzed as described
above with 25 different concentrations (ranging from 15 nM to 500 nM) of cellobiose or cellotriose.
Fluorescence assays were performed with six different preparations of pure 6His-CebE protein.

The proportion of 6His-CebE bound to cello-oligosaccharide was calculated using the following

equation:

F-F
e
0 "'max

where Fo is the fluorescence intensity of the free 6His-CebE protein, F is the fluorescence of 6His-
CebE in the presence of a given cello-oligosaccharide concentration, and Fmax is the fluorescence of
6His-CebE in the presence of excess sugar (saturating conditions).

These data were introduced in the GraphPad Prism version 5.0 (GraphPad Software, San Diego
California USA) and the following nonlinear curve fitting function was used to find the dissociation

constant Kp using equation (2):

F-F Kp +[Pt]+[St]—\/(KD +[Pt]+[St])* —4[Pt][St] 2)
I:0 - I:max - 2[Pt]

In which [Pt] is the total 6His-CebE concentration and [St] is the total sugar (cello-oligosaccharide)

concentration.

8.4.2 EMSAs

EMSAs with double-stranded probes (Table 6 page 185) were performed using Cy5-labeled probes
mainly as described previously (Swiatek et al. 2012). cbs probes (6 nM or 30 nM final concentration)
and CebR-Hisg at a final concentration of 0.08 to 3.2 uM were mixed in a total reaction volume of 50 pl.
All reactions were carried out in EMSA buffer (10 mM Tris-HCI, pH 7.5, 1 mM dithiothreitol, 0.25 mM
CaCl,, 0.5 mM MgCl,, 50 mM KCl, and 2% glycerol) containing an excess of nonspecific salmon sperm
DNA. An EMSA with a Cy5-labeled probe containing the DasR-responsive element upstream of dasA
(Colson et al. 2008) and CebR-His6 was performed as a negative control (data not shown). EMSA
reactions were loaded into a 1% (w/v) agarose gel and bound and unbound probes were separated by
gel electrophoresis at room temperature. Fluorescent Cy5-labbelled DNA was visualized using a
Typhoon Trio+ Variable Mode Imager (GE Healthcare, laser excitation at 633 nm and emission filter at

670 nm (BP30)).
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8.4.3 PB-glucosidase assays

8.4.3.1 PB-glucosidase activity assays

Relative enzyme activity was determined using p-nitrophenyl-B-D-glucopyranoside (p-NPBG) as
substrate. The reaction mixture (200 pL) containing 50 mM HEPES buffer (pH 7.5), 0.2 uM of purified
BglIC and the tested reagent was incubated 10 minutes at 25°C before addition of 1 mM p-NPBG. The
reaction was carried out at 25°C for 2 minutes and stopped by addition of 100 pL of 2 M Na,COs. All
assays were performed under these conditions, unless otherwise indicated. The release of p-
nitrophenol (p-NP) was measured at 405 nm with a TECAN infinite ® 200 PRO. The activity assayed in

absence of the tested reagent was recorded as 100%.

8.4.3.2 Temperature and pH

The optimal temperature was determined by measuring the relative enzyme activity of BglC in HEPES
50 mM pH 7.5 at 20, 25, 30, 37 and 42 °C. To measure the effect of pH on activity of BglC, relative
activity was essayed in the range of pH 5.0 - 6.5 (50 mM MES buffer), pH 7.0 — 8.5 (50 mM HEPES
buffer) and pH 9 — 10 (50 mM CHES buffer) at 25°C.

8.4.3.3 Substrate specificity

The cleavage ability of BgIC was tested against different cello-oligosacchardides (cellobiose, cellotriose,
cellotetraose, cellopentaose and cellohexaose (Megazyme; Ireland) or different disaccharides (lactose,
saccharose, maltose, threalose and turanose). Reaction mixtures (100 pL) containing 50 mM HEPES
buffer pH 7.5; 0.4 uM of purified BgIC; 6.25 mM of cello-oligosaccharides or 12.5 mM of disaccharides
were incubated at 30 °C. 15 plL of each sample were collected at 0, 15, 30 and 60 min than heated at
98°C for 5 min to stop the reaction. Each sample was spotted onto aluminum-backed Silica gel plate
(Sigma). The plates were developed with chloroform-methanol-acetic acid-water solvent (50:50:15:5,
vol/vol), air dried, dipped in 5 % H,S0, in ethanol and finally heated over a hot plate until visualization

of carbohydrate spots exactly as described by Gao et al 2014.

8.4.3.4 Kinetic analysis

With cellobiose as substrate

Kinetic parameters of BglC (Km, kcat, Vmax) with cellobiose as substrate were determined by
measuring the glucose released at various cellobiose concentrations in 50 mM HEPES buffer pH 7.5 at
26°C. Reaction times were chosen to ensure initial rates of hydrolysis. Glucose concentrations were
determined using the D-Glucose HK Assay Kit from Megazyme (Ireland). Data were fitted to the Henri-

Michaelis-Menten equation using the GraphPad Prism 5 software.
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With pNPBG as substrate

Kinetic parameters of BgIC (Km, kcat, Vmax) with pNPBG as substrate were determined by measuring
the p-NP released at various pNPBG concentrations (from 10 to 1500 uM) in 50 mM HEPES buffer pH
7.5 at 26°C. Reaction times were chosen to ensure initial rates of hydrolysis. p-NP concentrations were
determined by measuring optical density at 405 nm with a microplate reader Infinite 200 PRO (Tecan).
Since BglIC is inhibited by pNPBG, data were fitted to the substrate inhibition equation (see
below)(Copeland 2000) using the GraphPad Prism 7.01 software.

Vmax.[|S
Vo = [S]

 Km+[s.(22)

Substrate inhibition equation where:

Vois the initial enzyme velocity

[S] is the initial pNPBG concentration

Vmax is the maximum enzyme velocity, if the substrate didn't also inhibit enzyme activity, expressed
in the same units as Vo.

Km is the Michaelis-Menten constant, expressed in the same units as [S].

Ki is the dissociation constant for substrate binding in such a way that two substrates can bind to an
enzyme. It is expressed in the same units as [S].

8.4.3.5 Dynamics of cellobiose or cellotriose concentrations in the culture supernatants of
Streptomyces scabies 87-22.

Mycelia grown in 25 mL liquid ISP2 medium for 24 hours were washed three times than suspended in
50 mL minimal media supplemented with 250 uM cellobiose or cellotriose at time zero. The suspension
was further incubated at 28°C with shaking for 11 hours. Both culture were periodically sampled (700
pL each hour) and centrifuged 10 minutes at 4°C at full speed. 250 ulL of the supernatant of each sample
(kept at 4°C for 24h before analysis) were supplemented with 4 mM p-NPBG. BG activity were
measured as explain before (point 8.4.3.1). Cellobiose and cellotriose quantification in the remaining
supernatants (filtered through 0.45 um PVDF filter and kept at — 20°C before analysis) was performed
by HPLC on an Aminex HPX-87P Column (300 x 7.8 mm) heated to 80°C with H,0 as eluent (flow rate
0.6 mL/min). Peaks were detected by refractive index detector (Waters 2414).

Intracellular BG activity assays

The pellet of each sample (kept at -20°C before analysis) was resuspended in 100 pL of 100 mM HEPES
buffer (pH7.5) than sonnicated 10 cycles of 30 seconds on/30 seconds off with a Bioruptor® Plus

(Diagenode). Lysate was centrifugated 10 minutes at 4°C at full speed. 95uL of the supernatant were
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supplemented with p-NPBG and BG activity were measured as explain before (point 8.4.3.1). Value

obtained was reported to the total proteins concentration of the analyzed sample.

8.4.3.6 BgIC production yield assays with a commercialized cellulolitic enzymes mixture

Experiments were performed with 10 %w/v Avicel pH101 (Fluka) dissolved in 100 mM HEPES buffer
(pH 7.5, 100 mM) or acetate buffer (pH 4.5, 100mM) for the DELTAGAS®AT-150 or DELTAZYM®AT-150
assays, respectively. Commercialized cellulolitic enzymes mixtures were used at a concentration of 0.2
g per gram of Avicel as recommended by supplier. When added, purified 6His-BgIC was at a final
concentration of 5 uM. Each assay was performed in a final volume of 4 mL and incubated at 38°Cin a
12 mL plastic tube on a rotary shaker. Glucose concentrations were measured after 6, 24, 48 and 72

hours of incubation with the D-Glucose HK Assay Kit from Megazyme (Ireland).

DELTAGAS®AT-150 and DELTAZYM®AT-150 enzymes mixtures were kindly provided by Dr. Johannes

de Bie from WeissBioTech GmbH company.

8.5 Targeted proteomic analysis

S. scabies 87-22 and its cebR null mutant were grown on ISP-4 plates with or without a 0.7% cellobiose
supply. The mycelium was collected after 48 hours of incubation at 28°C, suspended in 50 mM
NH4HCOs buffer (pH 7.5) and crude intracellular extracts were obtained after sonication of the
mycelium as described previously (Tenconi et al. 2013) Sample preparation for Liquid
Chromatography-Multiple Reaction Monitoring (LC-MRM) analysis, and LC-MSE analysis were
performed as previously described (Devos et al. 2015) and fully detailed below.

LC-MSE analysis

The protein lysate was mixed with 100% (w/v) TCA solution (Sigma-Aldrich) (4:1). The extract was then
centrifuged at 16,000 x g for 30 min at 4°C. The supernatant was discarded and the pellet was washed
twice with ice-cold acetone (Sigma-Aldrich). After each washing step the pellet was recovered by
centrifugation at 16,000 x g for 30 min at 4°C. The resulting pellet was solubilized in 50 mM ammonium
bicarbonate (Sigma-Aldrich) containing 2 M urea (GE Healthcare). The protein concentration was
assessed by Bradford analysis using the Pierce™ Coomassie Protein Assay Kit. Protein solutions (10 pg)
were subsequently reduced, alkylated and digested with trypsin (Promega) overnight (1:50 w/w).
Digested samples were dried and dissolved in 50 pl 20mM ammonium formate. This procedure was

performed for three biological replicates.

Peptide mixtures (0.2 pg/pl in 20 mM ammonium formate, pH 10) were separated on a NanoAcquity
UPLC® system (Waters Corporation) in 2D mode. For the first dimension (high pH) the sample (1 pg)
was loaded onto an XbridgeTM BEH130 C18 column (300 um x 50 mm, 5 um; Waters) at 3% solvent
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B1 (A1 & B1: 20 mM ammonium formate in water and ACN respectively, pH 10) at 2 pl/min. Peptides
were eluted from the first dimension column in 5 fractions (11.1%, 14.5%, 17.4%, 20.8%, and 45.0% of
solvent B1), and fractions were trapped on a Symmetry® C18 trapping column (180 pm x 20 mm, 5 pm;
Waters). For the second dimension (low pH) each fraction was separated on a HSS T3 C18 analytical
column (75 pum x 250 mm, 1.8 um; Waters) at 40°C at 250 nl/min by increasing the acetonitrile
concentration from 5 to 50% B2 (A2 & B2: 0.1% formic acid in water and ACN respectively, pH 2) over
60 min. The outlet of the column was directly connected to a PicoTip™ Emitter (New Objective)
mounted on a Nanolockspray source of a SYNAPT™ G1 HDMS mass spectrometer (Waters). The time-
of-flight (TOF) analyzer was externally calibrated with MS/MS fragments of human [glul]-
fibrinopeptide B (Glu-fib) from m/z 72 to 1285, and the data were corrected post-acquisition using the
monoisotopic mass of the doubly charged precursor of Glu-fib (m/z 785.8426) (lock mass correction).
Accurate mass data were collected in a data independent positive mode of acquisition (MSE) by
alternating between low (5 V) and high (ranging from 15 to 35 V) energy scan functions (Geromanos
et al., 2009). The selected m/z range was 125-2000 Da. The capillary voltage was set to 3.0 kV, the
sampling cone voltage was 26 V and the extraction cone voltage 2.65 V. The source temperature was

set at 65°C.

The acquired spectra (Waters.raw) were loaded to the Progenesis software (version 4.1, Nonlinear) for
label free quantification. Peaks were then modeled in non-noisy areas to record their peak m/z value,
intensity, area under the curve (AUC) and m/z width. After selecting a quality control sample (mixture
of all samples) as a reference, the retention times of all other samples within the experiment are
aligned to maximal overlay of the 2D feature maps. After alignment and feature exclusion, samples
were divided into the appropriate condition. The identification was done by ProteinLynx Global SERVER
v2.5 (PLGS, Waters Corporation). The precursor and fragment ion tolerance were determined
automatically. The default protein identification criteria used included a maximal protein mass of
250,000 Da, a detection of minimal of three fragment ions per peptide, minimal seven fragment ions
per protein and minimal two peptides per protein. Carbamidomethyl-cysteine (fixed) and methionine
oxidation (variable) were selected as modifications. Maximally one missed cleavage and a false positive
rate of 4% was allowed. After normalization of the raw abundances of all features and statistical
analysis the different fractions were combined. For quantification, all unique peptides of an identified
protein were included and the total cumulative abundance was calculated by summing the abundances
of all peptides allocated to the respective protein. ANOVA values of p < 0.05, regulation of 1.5-fold or

0.66-fold, power > 0.8 and g-values < 0.05 were regarded as significant for all further results.
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Liquid Chromatography-Multiple Reaction Monitoring (LC-MRM) Analysis

The protein sample preparation and quantitation were similar to those for the LC-MSE. The protein
lysatedescribed above was mixed with 100 % (w/v) TCA solution (Sigma-Aldrich) (4:1). Protein solutions
(50 ug) were spiked with 200 ng BSA (Protea Biosciences Group), reduced, alkylated and digested
overnight with 0.5 ug trypsin (Promega). Digested samples were dried and dissolved in 500 pul 0.1%
formic acid (Biosolve) in water for LC-MRM analysis (5 ul injection). This procedure was performed for

three biological replicates.

The samples were subjected to RPLC on a U3000-RSLC system (Thermo). The samples were loaded
onto a Thermo Acclaim® PepMap100 C18 pre-concentration column (2 cm x 100 um, 5 um, 100 A) at a
flow rate of 5 ul/min and flushed for 5 min with 0.1% HCOOH/2% ACN. The sample was then separated
on a Thermo Acclaim® PepMap100 C18 analytical column (25 cm x 75 um, 3 um, 100 A) at a flow rate
of 300 nl/min during a 30 min linear gradient, going from 2 to 40% solvent B, with solvent A (0.1 %
HCOOH in water) and solvent B (0.1% HCOOH in ACN). The eluting peptides were sprayed directly in a
4000 QTRAP mass spectrometrer (AB Sciex) with a NanoSpray Il ESI source (AB Sciex) using a PicoTip™
Emitter (New Objective). The ion spray voltage, curtain gas and nebulizing gas were respectively set at
3.5kV, 10 and 5 (arbitrary units). The interface heater temperature was fixed at 60°C.

Targeted peptides (two for each protein) were measured in multiple reaction monitoring (MRM)
acquisition mode with a dwell time of 100 ms and maximum total cycle time of 3 s. The double charged
peptide was selected as precursor (Q1), fragmented (Q2) and for each precursor three fragment ions
(y-ions) were selected (Q3). The MRM data were imported in Skyline v3.1 and subjected to a Savitsky-
Golay Smoothing transformation. The total area under the curve (AUC) of each targeted peptide was
exported and normalized to the spiked BSA standard. A student’s t-test (two-tailed, homoscedastic)
was performed to evaluate the significance of the differential protein abundance levels between the

different conditions.

8.6 Generation of the cebR, cebE, msiK and bgIC genes deletions in S. scabies 87-22
Deletion mutants in S. scabies 87-22 were created using the REDIRECT® PCR targeting methodology
(Gust et al. 2003) replacing the selected gene by an antibiotic deletion cassette. These cassettes
consisting of an oriT and an antibiotic resistance gene (aac(3)IV for apramycin resistance), and flanked
by FRT sites (FLP-recombinase recognition targets) were generated by PCR using primers with gene-
specific homology extensions (Table 6), and pll773 (Table 5) as template. The gel-purified deletion
cassettes were electroporated into the E. coli BW25113 strain harboring the arabinose-inducible A RED

expression plasmid, plJ790, and cosmid 833 containing the gene of interest. Transformants were
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recovered on apramycin selective medium, and correct gene replacement in the cosmid was confirmed
by PCR and sequencing. The resulting mutated cosmid was then transferred into S. scabies 87-22 via
intergeneric conjugation after passage through the E. coli ET12567 strain harboring pUZ8002 (Table 5).
Exconjugants were selected for resistance to apramycin, and sensitivity to kanamycin. Genomic DNA
was extracted from Streptomyces cultures grown in TSB medium using the MasterPure™ Gram Positive
DNA Purification Kit (Epicentre Biotechnologies) according to the manufacturer’s instructions and

verification of the mutant isolates was performed by PCR (data not shown).

8.7 AQuantitative Real-Time PCR

RNA was prepared from 72-h old mycelia grown on ISP-4 and TDMc at 28°C using the RNeasy Mini Kit
(Qiagen) according to the manufacturer’s instructions. PCRs on the purified RNA were performed to
verify the absence of genomic DNA (data not shown). cDNA synthesis was performed starting from 1
ug of DNAse-treated (Turbo DNA-free Kit, Ambion) RNA using the iScript™ cDNA Synthesis Kit (BioRad).
Quantitative Real-Time PCR (qPCR) was carried out in a total volume of 10 pl containing 4 ul of
SsoAdvanced™ Sybr® Green Supermix (BioRad), 4 pl of 1/10 diluted cDNA and 0.5 pmol of each gene-
specific primer (Table 6), and subjected to the following PCR protocol: 3 min at 95°C, 40 cycles of 30 s
at 95°C followed by 45 s at 60°C. A melting curve analysis (samples were heated from 60°C to 95°C)
was performed after each gPCR run to verify the specific amplification of each product. The murX and
gyrA genes (M. V. Joshi et al. 2007) were used to normalize for the amount of RNA in the samples. Each

measurement was performed in triplicate with three biological replicates per strain or condition.

8.8 Thaxtomin extraction and quantification

Mycelial suspensions of S. scabies strains (wild-type and different isolates of each mutant) were
prepared from 48-72 h-old TSB-grown cultures by pelleting the mycelia, washing twice with sterile
water, and resuspending in sterile water to an Asoo of 1.0. Samples of 50 ul were plated out on small
Petri dishes (5-cm diameter) containing 12.5 mL OBA or ISP-4 medium.

After incubation for 7 days at 28°C, the medium was chopped into small cubes and soaked in 8 mL of
methanol for 10 min. The supernatant was filtered through a 0.2-um polytetrafluoroethylene (PTFE)
filter and analyzed via HPLC on a Zorbax RX-C18 column (5 um, 4.6 x 250 mm, Agilent Technologies)
with a 1 mL/min flow rate of an isocratic mobile phase of 40:60 acetonitrile : water. Thaxtomin A was
detected by measuring the absorbance at 380 nm. All experiments were repeated using different

biological replicates of the Streptomyces strains, with three technical replicates per strain.
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8.9 Virulence bioassays

8.9.1 With AcebR mutant

Arabidopsis thaliana (ecotype Col-0) seeds were surface sterilized with sodium hypochlorite and
washed three times in deionized H,0. Seeds were suspended in 0.1% agarose and placed on
Murashige-Skoog (MS) (Murashige & Skoog 1962) agar medium supplemented with 1% sucrose. After
an incubation period of one night at 4°C, seeds were inoculated with the wild-type or AcebR spore
suspension (107 spores/mL). Plants were grown at 21 + 2°C, with a 12-h photoperiod, for 5 to 6 days.
Potato tuber slices were prepared as described previously (Loria et al. 1995) and inoculated with 5 mg
of Streptomyces mycelium. Potato slices were then incubated at 23 + 2°Cin a dark and moist incubator

for 4 days.

8.9.2 With AcebE and AmsiK mutants

To assess the virulence phenotype of the S. scabies AcebE and AmsiK mutants, an in vitro radish
seedling assay was performed. Seeds of the “White Beauty” variety (Burpee) were surface sterilized
for 5 min in 70 % ethanol followed by a 10 min incubation in 15 % (vol/vol) bleach. The seeds were
allowed to germinate for about 30 h at 21 + 2°C in the dark in a Petri dish containing a moistened filter
paper. Germinated radish seeds placed into six agar wells (13 mm in diameter) formed in an deep 1.5
% agar-water plate were inoculated each with a 200 pl mycelial sample, prepared as described above,
or sterile water as the control. The plates were incubated at 21 + 2°C under a 16-h photoperiod for 6

days. The assays were performed three times.

8.10 Fermentation assays

Preculture was prepared using 250 mL of liquid ISP2 medium seeded with at least 5.10% spores of

Streptomyces scabies AcebR and incubated at 28°C for 24 to 48h under orbital agitation.

Batch fermentation: 15 L Rushton turbine agitator containing 12 L of ISP4 media was inoculated with
2 %v/v of ISP2 preculture. Culturs were incubated at 28°C for several days with a flow rate of sparged
air fixed at 1 vvm and agitation rate of 250 rpm.

Biofilm fermentation: A 4 liters biofilm reactor containing ISP4 liquid medium was inoculated with 5
%v/v of ISP2 preculture. Condition with partially submerged solid support (approximately 10 % of the
support was submerged) contained 1L of ISP4 medium while condition with almost completely
submerged support (approximately 90 % of the support was submerged) contained 2 L of ISP4 medium.
Culturs were incubated at 28°C for several days with a flow rate of sparged air fixed at 1 vvm. The

recirculated medium was continually distributed at the top of the packing.
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Multiple Alignment of S. griseus CebR-binding sites

CebR target gene 1/12|3|4|5|6|7|8|9|10|11 |12 13|14 | score
SGR4739 T|le|le|le|ale|c|e|lec| T|c|c|c|an]| 15.24
SGR3391 clele|e|ale|c|e|lc|T|c|c|c| e | 12.56
SGR199 clele|le|ale|c|e|lec| | c|c|c|c| 12.56
SGR217 T|lc|le|le|lale|c|e|lc| T|c|c|c|e| 14.04
SGR1971 T|c|le|le|lale|c|e|lc|T|c|c|c|c| 14.04
SGR4738 rlcl|le|e|lale|c|le|c|T|Cc|c|c| a| 13.95
SGR6928 T|G|G|Gc|r|e|Cc|Ge|Cc| T |Cc| Cc|n|n|14.44
Consensus T|G|G|G6|Aa|lGg|c|Ge|e| T|Cc| c| | A 15.24
Alignment Matrix

112|3|4|5|6|7|8(9([10[11]12]13| 14

A i1|/o0|0|o|7|0|0|0|jO|O|O|DO|1]|3

c 2 |o0|o|jo|o|of7|0|7|0O0 | 7| 7|62

G o|7|7|7|0o|7|0o|7|0|0| 0| 0| 0|2

T 4 |o|o|o|o|O|o|Oo|Oof7 | 0| O0O|O]|oO

CebR Position Weight Matrix
(Minimum score : -29.12; Maximum score : 15.24)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
000 |-208|-208|-208| 184 |-208|-208| -208|-208| -208|-208|-208| 000 | 101
-019|-208 | -208|-208|-208 | 208|094 | 208|094 | 206|094 | 094 | 080 | -0.19
2081094 | 094 (094 |-208 | 094 |-208]| 094 |-208| -208|-208 | -208| -208 | -0.19

129 | -2.08 -é.OS 208 |-208 | -208)|-206] -208| -208 | 184 | -208 | -208 | -208 | -2.08

HQ | 0w

Figure 105: CebR position weight matrix (PWM).

The PWM was constructed using the PREDetector software (Hiard et al. 2007) with CebR-binding sites
experimentally validated in Streptomyces griseus (Marushima et al. 2009). Only different sequences were
selected for the training set. The a priori (pi) was fixed at 71.5, as deduced from the GC content of the S. scabies
87-22 genome and using different types of threshold scores as suggested previously (Rigali et al. 2015).
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8.11 Bioinformatics

8.11.1 Phylogeny and synteny

A search for orthologues of CebE from S. reticuli (GI:5327251) in selected Streptomyces species and
synteny analysis were performed using the Archaeal and Bacterial Synteny Explorer software (Absynthe)
using the “best genomic match” search parameter at a 30 % minimal score threshold (http://archaea.u-
psud.fr/absynte/) (Despalins et al. 2011). Selected CebE homologues were used as a training set to
generate the phylogenetic tree via the Phylogeny.fr platform (Dereeper et al. 2008) using the “One click”
mode which provides a ready-to-use pipeline including the following programs programs: MUSCLE for
multiple alignment, Gblocks for automatic alignment curation, PhyML for tree building, and TreeDyn for

tree drawing. CebE homologues used for the analysis are listed in the legend of Figure 57.

8.11.2 Modeling

Modeling of the 3D structure of the CebE protein was performed with the YASARA software (Krieger &
Vriend 2014) using as template the crystal structure of the ABC transporter Solute Binding Protein from
Thermotoga Lettingae TMO (Tlet_1705, TARGET EFI-510544) bound with alpha-D-Tagatose (5CI5).
Because of the low sequence identity with the model (21.8%), the overall quality Z-score is only ranked
as satisfactory (-1.929). The position of Trp303 in the binding pocket of CebE is clearly established as
this residue is strictly conserved and well aligned in all structures used for molecular modelling.
Modeling of the 3D structure of the BgIC protein was performed online using PHYRE2 server (Kelley et
al. 2015). The figures displaying theses structures were obtained using the program Pymol (The PyMOL
Molecular Graphics System, Version 1.7.4.3 Enhanced for Mac OS X, Schrdédinger, LLC.).

8.11.3 Regulon prediction in streptomycetes

The position weight matrix (PWM) was created and the CebR regulon in different species was
computationally predicted with the PREDetector software (Hiard et al. 2007) as described previously
(Craig et al. 2012). We used DNA motifs known to be bound by CebR in S. griseus (Marushima et al.
2009) as a training set to generate the PWM (PWM-CebR%) (Figure 105) and scan the genomes of
pathogenic Streptomyces species for similar DNA motifs using different types of threshold scores (Rigali
et al. 2015). AfsQ1 and GInR PWM were created using DNA motifs known to be bound in S. coelicolor

by these regulators respectively (R. Wang et al. 2013; Tiffert et al. 2008a).
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8.12 Tables

Table 5: Strains and plasmids used in this thesis

Strain or plasmid

Descriptiont

Source or
reference

Streptomyces strains

87-22 (wild type)

S. scabies wild type strain

(Loria et al. 1995)

87-22 derivative with a deletion of the scab57761 gene

Ascab57761 (AcebR) This thesis
(Aprf)
87-22 derivative with a deletion of the scab57751 gene . .
Ascab57751 (AcebE) This thesis
(Aprf)
. 87-22 derivative with a deletion of the scab50161 gene . .
Ascab50161 (AmsiK) This thesis
(Aprf)
87-22 derivative with a deletion of the scab57721 gene . .
Ascab57721 (AbglC) This thesis
(Aprf)
E. coli strains
Host for heterologous expression of cebR from the pET-22b | New England
BL21(DE3) _
vector Biolabs
DH5a General cloning host Gibco-BRL
BW25113 Host for the REDIRECT® PCR targeting system (Gust et al. 2003)
ET12567 dam’, dcm’, hsdS’; non-methylating host for transfer of | (MacNeil et al.
DNA into Streptomyces spp. (Cml®, Tet?) 2003)
Plasmids or cosmids
A Red plasmid (5, CmI®)
plJ790 (Gust et al. 2003)
Supplies transfer functions for mobilization of oriT- .
puUZ8002 o . Q (Kieser et al. 2000)
containing vectors from E. coli to Streptomyces (Kan®)
Template for the REDIRECT® PCR targeting system,
pli773 contains the [aac(3)IV+oriT] disruption cassette (AmpR, | (Gust et al. 2003)
AprR)
SuperCosl Cosmid cloning vector (AmpF, KanF) Stratagene
. SuperCosl derivative containing the S. scabies 87-22 . .
Cosmid 833 This thesis

cellobiose utilization regulator CebR locus (Kan®, AmpF)

pJET1.2/blunt

Cloning

Plasmid used for efficient cloning of PCR products (AmpF)

Thermo scientific

Vector
Expression vector used to produce N-terminal His-tagged
pET28a L . Novagen
protein in E. coli BL21 (DE3). (Kan®)
Expression vector used for production of Hiss-tagged
pPET-22b L . Novagen
protein in E. coli BL21 (DE3). (AmpF)
pJET1.2 derivative containing the S. scabies 87-22 cebR . .
pSAJO01 This thesis
gene (AmpF)
pET22b derivative containing the scab57761 (cebR) coding
pSAJ002 sequence inserted into Ndel and EcoRl restriction sites | This thesis
(AmpF)
pJET1.2 derivative containing the scab49561(g/nR) coding . .
pSAJO11 This thesis

sequence (AmpF)
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pSAJO12

pET28a derivative containing the scab49561(ginR) coding
sequence inserted into Ndel and BamHI restriction sites

(Kan®)

This thesis

pSAJO15

pJET1.2 derivative containing the scab57751 (cebE) coding

sequence without the first 132 nt (AmpF)

This thesis

pSAJO16

pET28a derivative containing the scab57751(cebE) coding
sequence without the first 132 nt inserted into Ndel and

Hind|ll restriction sites (KanF)

This thesis

pSAJO21

pJET1.2 derivative containing the scab57721(bglC) coding

sequence (AmpF)

This thesis

pSAJ022

pET28a derivative containing the scab57721(bglC) coding
sequence inserted into Ndel and Hindlll restriction sites

(Kan®)

This thesis

t Cml®, chloramphenicol

resistance; Kan®, kanamycin resistance; Amp®, ampicillin resistance Apr®,

apramycin resistance; Tet®, tetracylcin resistance; t°, temperature sensitive

Table 6: Oligonucleotides

used in this thesis

Primer

Sequence (5'> 3’) *

Use

Heterologous expression

scab_57761 +3_Ndel
scab_57761 +1056_EcoRlI

CATATGGTGACAGGCCACGGGGC
GAATTCGGAAGAATCCCGCCCCACC

PCR for cloning scab57761
in pET22b

scab_57751 + 132 Ndel
scab_57751 + 1365 Hindlll

CATATGGACGACGGCAAGGACGAGG
AAGCTTTCACTTGTCCAGTGCGTTGTCG

PCR for cloning scab57751
in pET28a

scab_57721_+3_Ndel
scab_57721_+1458_HindIll

TTCATATGCCTGAACCCGTGAATCCGG
TTAAGCTTTGGTCCGTCGCTGCCCTACG

PCR for cloning scab57721
in pET28a

scab_49561+1_Ndel
scab_49561+815_HindIll

CATATGAGTTCTCTGCTGCTCC
GGATCCGTTACCGGCGCGTACGG

PCR for cloning scab49561
in pET28a

Gene inactivation

GATTCCACGCCAGCGCGGTAGTGACGGGAGACGACCAT

imf196 GATTCCGGGGATCCGTCGACC
scab57761 (cebR)
imf197 CAAGCGCTTCGTCATCCAGGTCGATCTGGGTCGCacTc | Redirect deletion cassette
ATGTAGGCTGGAGCTGCTTC
imf274 AAATCTAGACCAGCGTGATCTTGGTCTTG PCR verification of
imf275 AAATCTAGACCGTGTCCTTCTTCATGGTG Ascab57761 (CebR)
CGGGGGGTCGGCACGTCAGGGCATCAGGAGGACGCAAT
sc052 ATT ATCCGTCGA
GATTCCGGGGATCCGTCGACC scab57751 (cebE)
5c053 GGGGCGCGGCGGTGCGGGCCTTGTGGGCATACCGGTCA | Redirect deletion cassette
TGTAGGCTGGAGCTGCTTC
sc056 CTTACACATCCCGCACGTTCCC PCR verification of
sc057 TGTCGGGCCTTGTGGGCATA Ascab57751 (cebE)
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CGGCACGTTCCTGCCGGTGAAGGGGGCCTACGACCCAT

imfl171
GATTCCGGGGATCCGTCGACC scab50161(msik)
imf172 GGTTTCGCGCACGGTCACGGACGGGCCGTGCCcaeaTe | Redirect deletion cassette
ATGTAGGCTGGAGCTGCTTC
imf177 TACCTGGAACTCGCCTGGTC PCR verification of
imf178 CATCCTGTTTGTCGGGGTAG Ascab50161 (msiK)
Imf298 CCGTCGGTCGACACGACCACCAATGGGAGCGCTTCCAT
GATTCCGGGGATCCGTCGACC scabs57721(bgl0)
Imf299 GCTCCCCGGCCCCCGGOTCCGTGGTCCGTCGeTGecer | Redirect deletion cassette
ATGTAGGCTGGAGCTGCTTC
Imf300 ATGCTGATGTTCGTGCAGAC PCR verification of
Imf301 GAAGACGACGGTGAGGAAGC Ascab57721 (bglC)
Gene expression analysis
imf200 CTGGGTTACGTCCCGAACAC
imf201 CCTTGAGGATGTCGGAGAAG scab57761 (cebR)
imf190 CCTCGGGCAAGGTCATCTAC 157751 (cebE
imf191 GCTGGAACTGCGTCTGGTTC sca (cebE)
imf257 AAGATCCTCGACCTCACCGA b50161 (msiK)
imf258 GTCCATGAGGAACACCTGGG sca msi
Imf302 GACCTTTCCTCCCGCCTTC 557721 (bgiC]
Imf303 GTGTGACTGAAGGTGTCCCA sca g
imf341 TCCAGGTGATCCCGCTCTAC b57741 (cebF)
imf342 CGCATGAAGAACACACCGAA sca ce
DRB9 TGGTCGAGGTCATCAACAAG 124441 (hrdB
DRB10 TGGACCTCGATGACCTTCTC sca (hrdB)
DRB13 GAGCGACTGTCCTTCATGG 131791 (txtA
DRB14 CGTCGTCCAGTACCACGAG sca (txtA)
DRB21 GTCTGGCAGTTCCAGGAGTC 67971 N
DRB22 AGGTGTTCCACCACAGGAAG sca (murX)
DRB23 GGACATCCAGACGCAGTACA 145751 (aurA
DRB24 CTCGGTGTTGAGCTTCTCCT sca (gyrA)
DRB48 CGGCTACTTCCCGATGGAT
DRB49 CTCGATGTCACTCCTGGTCA scab31781 (txtB)
EMSA

SCAB_31791-909 Cy5
SCAB_31801-796

TGTCAATAAGCGGGAGCGCTCCCACAGCGCTCTC
GAGAGCGCTGTGGGAGCGCTCCCGCTTATTGACA

EMSA probe chs?®4

SCAB_57751¢-140 Cy5
SCAB_57761-506

CCAGGTACTGTGGGAGCGCTCCCACGAGTGATGT
ACATCACTCGTGGGAGCGCTCCCACAGTACCTGG

EMSA probe chsce?RE

SCAB_31781c + 1530 Cy5
SCAB_31781c + 1497

CTCCCCCAGGGGGAGCGCTCCCACTGCGCTGTA
TACAGCGCAGTGGGAGCGCTCCCCCTGGGGGAG

EMSA probe chs®®

SCAB_57721+10
SCAB_57721-24 Cy5

GGTTCAGGCATGGAAGCGCTCCCATTGGTGGTCG
CGACCACCAATGGGAGCGCTTCCATGCCTGAACC

EMSA probe chs?9'c
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SCAB_90101-168
SCAB_90101-202 Cy5

GGACTCGTTCTGGGAGCGCTCCCGATTCGACGTC
GACGTCGAATCGGGAGCGCTCCCAGAACGAGTCC

EMSA probe chs?01%

SCAB_16431-240
SCAB_16431-274 Cy5

TCCCTATGACCGGAAGCGCTCCCAGTTTTCGGCG
CGCCGAAAACTGGGAGCGCTTCCGGTCATAGGGA

EMSA probe cbs?6%3*

SCAB_34801-29
SCAB_34801-63 Cy5

GAATCGACCGTTGGAGCGCTCCCACCCGACACCC
GGGTGTCGGGTGGGAGCGCTCCAACGGTCGATTC

EMSA probe cbs™*?

SCAB_85841-10
SCAB_85841-44 Cy5

GTGGGCGCCGCGGGAGCGCTCCCTCCGACGCGGG
CCCGCGTCGGAGGGAGCGCTCCCGCGGCGCCCAC

EMSA probe chs3>34

SCAB_49071-203
SCAB_49071-237 Cy5

CCGGCCACCGGGGGAGCGCTTCCATGGTGGTGCG
CGCACCACCATGGAAGCGCTCCCCCGGTGGCCGG

EMSA probe cbs*%7:

SCAB_27461-310
SCAB_27461-344 Cy5

GCGAGACTGCTGGGAGCTCTCCCGCGCGGATTCA
TGAATCCGCGCGGGAGAGCTCCCAGCAGTCTCGC

EMSA probe chs?74¢1

SCAB_23091-143
SCAB_23091-177 Cy5

GGCCGCGGGACGGGAGCGCTCTCACCGGCGGCCC
GGGCCGCCGGTGAGAGCGCTCCCGTCCCGCGGCC

EMSA probe chs?30%

SCAB_13521-81
SCAB_13521-47 Cy5

GCCGGTGATCAGGGAGCGCTCTCAACGGCCTTGT
ACAAGGCCGTTGAGAGCGCTCCCTGATCACCGGC

EMSA probe cbs?35%

SCAB_66881-107
SCAB_66881-143 Cy5

TGACCCATTTGTTTCGCACAAGTTAACCGGACATCC
GGATGTCCGGTTAACTTGTGCGAAACAAATGGGTCA

EMSA probe gbs?™

SCAB_57751+191
SCAB_57751-227 Cy5

GATGTCTTCGGTTATCGGGCTGTTAACTAACCCGGT
ACCGGGTTAGTTAACAGCCCGATAACCGAAGACATC

EMSA probe gbscebt

* Engineered restriction sites
extensions are underlined.

are indicated in italic, CebR-binding sites are in bold, and non-homologous
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9 Annexes

Table 7 : Prédiction du régulon CebR chez S. scabies (région intergénique)

Gene ID Fonction cis element position | score Co-transcribed gene ID Co-transcribed gene fonction
-761
SCAB_90101 cellulase tgggagcgctccca 192 15.52
SCAB_90091c cellulase cgggagegetecea | o |14.04 i i
-675
SCAB_90081c cellulase B precursor tgggagcgctceca | -61 15.52 - -
SCAB_90061c cellulase tgggagcgctceca | -202 | 15.52 - -
SCAB_89741c cellulose-binding protein tgggagcgctceca | -117 | 15.52 - -
SCAB_78881 glycosylhydrolase tgggagcgctceca | -85 15.52 - -
SCAB_57761 cellobiose transport regulator -496 - -
tgggagcgctccca 15.52
SCAB_57751c | cellobiose-binding (transporter associated) -131 - -
SCAB_51081 cellulase tgggagcgctccca | -54 115.52 - -
SCAB_21081c cellulose/chitin binding protein tgggagcgctcecca | -178 | 15.52 - -
-130
SCAB_17011 cellulase tgggagcgctecca 283 15.52 - -
SCAB_17001c cellulase tggaacegetecea | o, | 9.22 - -
-159
-113
-264
SCAB_16431 cellulase CelAl tgggagegetecca | -128 | 15.52 ) )
tgggagcgcttccg 10.89
SCAB_16421c Lacl family transcriptional regulator tggaagegetteea | 249 | 9.22 i )
-98
-234
SCAB_8891 . .
- Hypothetical protein 851
SCAB_8871c, rgggagegeteces | gy 1992 ] )
endoglucanase
cell
SCAB_5981, cellulase B precursor -82
celB tgggagcgcetecca 15.52 i )
SCAB_5971c hypothetical protein -557 i i
SCAB_4971 hypothet!cal prote!n tgggagegetecea -158 15.52 - -
SCAB_4961c hypothetical protein -67 - -
tgggagcgctccaa -53 14.57
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SCAB_34801,

two component system response regulator

afsQl -269 SCAB_34811 two component system sensor kinase
SCAB_34791c sigma factor
SCAB_82041 pectate lyase -267 - -
- t t 14.04
SCAB_82031c endo-1,4-beta-xylanase 9IIAIEIEECCCT] g9 - -
SCAB_79011c hypothetical protein tgggagcgcteeceg | -62 14.04 - -
SCABt_x?;;791c, thaxtomin synthetase A -900 SCAB_31781c thaxtomin synthetase B
t .
SCAB_31801, . coggagegeteces 14.04
t;tR cellobiose-dependent regulator TxtR -786 - -
SCAB_85841 DNA-binding protein -34 SCAB_85851 AbaA-like protein
. . agggagcgctcccg 12.53
SCAB_85831c hypothetical protein -285 - -
SCAB_57721c beta-glucosidase tggaagcgctccca | -14 | 12.37 - -

SCAB_49071c sporulation-associated protein -227 - -

SCAB_49091 hypothetical protein ggggagegerteca ) gy | 1089 - -

SCAB_27451c ATP/GTP-binding protein

-140 - -
SCAB_27461, glycine cleavage T protein coggagagetecea | 334 10.89 - -
gevT aminomethyltransferase
SCAB_23091 carbonic anhydrase tgagagcgctcecg | -167 | 10.89 - -
SCAB_13521c transcriptional regulator 71 - -
: R tgagagcgctcect 10.86

SCAB_13531 hypothetical protein -98 - -

SCAB_39371 DNA-binding protein cgggagcgcececa | -122 | 9.99 - -

SCAB_57191 membrane-protein-insertion protein ctggagggctcecca | -17 9.94 - -

SCAB_42461 hypothetical protein ctggagcccteeca | -13 9.94 SCAB_42471/SCAB_42481 hypothetical protein/hypothetical protein
SCAB_16581c succinyl-coa synthetase subunit beta -118 SCAB_16571c succinyl-coa synthetase subunit alpha

cgagagcgctccaa 9.94 . .
SCAB_16591 TPP-requiring protein -40 SCAB_16601/SCAB_16611 transferase/hypothetical protein
SCAB_51701c hypothetical protein -121 - -
. . ttggagcgttcect 9.91 L. .
SCAB_51711 hypothetical protein -84 SCAB_51721 ATP/GTP-binding protein
SCAB_15711 glucosidase pogsageacterctl o | e . .
SCAB 25251c guanosine pentaphosphate M16 family
Epsl ! synthetase/polyribonucleotide agggagcggtccee | -377 | 9.38 | SCAB_25241c/SCAB_25231¢/SCAB_25221c endopeptidase/dihydrodipicolinate
nucleotidyltransferase reductase/hypothetical protein

SCAB_19321c regulatory protein cgggaccgctceet -44 9.38 - -

Les génes dont les cbs ont été validés par EMSAs sont situés au dessus de la ligne noire.
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Table 8 :

Prédiction du régulon CebR chez S. scabies (regions intragénique)

Gene ID Function cis element Position Score Gene size
SCAB_72101 hypothetical protein tgggagcgctecee 418 14.04 834
SCAB_31781c, txtB thaxtomin synthetase B ggggagcgctecca 1507 14.04 4467
SCAB_82431c hypothetical protein tgggagcgcettcca 121 12.37 252
SCAB_59891 regulatory protein phosphatase tgggatcgctecca 695 12.37 1176
SCAB_57721c beta-glucosidase tggaagcgctcccea -14 12.37 1443
SCAB_33591 hypothetical protein tgggatcgctecca 1629 12.37 2010
SCAB_84861c amidase cgggagcgctecce 264 12.34 2415
SCAB_57831c, adpA A-factor-responsive transcriptional activator ggggagcgcteeeg 818 12.34 1224
SCAB_78171 hypothetical protein ctggagcgctccaa 202 12.14 375
SCAB_78171 hypothetical protein ctggagcgctcecaa 202 11.92 375
SCAB_18481 hypothetical protein tgggagcgcaccca 403 11.47 669
SCAB_81171c, solA sarcosine oxidase tgggagcgttccaa 189 11.42 1146
SCAB_90571 oxidoreductase gtggagcgctccecg 670 11.39 1131
SCAB_45471 hypothetical protein cgggagcgctceag 98 11.39 843
SCAB_15631, emrR MarR family transcriptional regulator cgggagcgctceag 251 11.39 537
SCAB_11651c formamidopyrimidine-DNA glycosylase cgggagcgctcecac 657 11.39 870
SCAB_21571 transporter acggagcgctccca 1037 10.98 1533
SCAB_67881c hypothetical protein ggtgagcgctcecca 133 10.89 2526
SCAB_63031c hypothetical protein cggaagcgctccca 458 10.89 1026
SCAB_54081 glycosyltransferase ggggagcgctgeca 1257 10.89 2085
SCAB_48261c hypothetical protein cgggagcgctgeca 12 10.89 1356
SCAB_34281 regulatory protein cgggaccgctecca 2281 10.89 3270
SCAB_3321 non-ribosomal peptide synthetase cgggagcgctteca 1336 10.89 16545
SCAB_1991c, acpD ACP phosphodiesterase tgtgagcgcteece 60 10.89 651
SCAB_63031c hypothetical protein cggaagcgctccca 458 10.67 1026
SCAB_48261c hypothetical protein cgggagcgctgeca 12 10.67 1356
SCAB_34281 regulatory protein cgggaccgctccca 2281 10.67 3270
SCAB_3321 non-ribosomal peptide synthetase cgggagcgctteca 1336 10.67 16545
SCAB_50451 oxidoreductase tgggagcgcaccaa 565 10.52 1122
SCAB_24271c M16 family peptidase ttggtgcgctccca 237 10.52 1332
SCAB_75221, pyrAA carbamoyl-phosphate synthase, pyrimidine-specific, small chain ctggagcgctecac 760 10.44 1143
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Table 9 : Prédiction du régulon CebR chez S. avermitilis (région intergénique)

Gene ID Fonction cis element position | score Co-transcribed gene ID Co-transcribed gene fonction
putative Lacl-family
SAV_5257, cebR transcriptional regulator
-281 . .
SAV_5256c, putative cellobiose ABC tgggagcgctccca 132 15.59 p!Jtatlve c.eIIoblose'ABC transporter permease
- SAV_5255¢/SAV_5254c¢ protein/putative cellobiose ABC transporter permease
cebE transporter solute-binding .
. protein
protein
SAV_1855, putative secreted cellulose 1,4- | tgggagcgetecca -72 15.59 ) )
guxA3 beta-cellobiosidase tggaatcgctcceca -215 9.25
; 1 4. tgggagcgcetccca -72 15.59
SAV_555, celAl putative secreted endo-1,4 taggagegoteeca 217 15.59 i i
beta-glucanase tgggagcgctceeeg 48 14.14
SAV_3352, putative two-component utative two-component system sensor
smrA system response regulator -53 SAV_3353/SAV_3354 P . p. . Y .
kinase/putative lipoprotein
tgggagcgctccaa 14.61
SAV_3351c, putative RNA polymerase ECF- -442 - i
sig25 subfamily sigma factor
putative magnesium or
SAV_7288, -d dent protei . . S
- anganese-dependent protein -119 SAV_7289 putative formamidopyrimidine-DNA glycosylase
prpM4 phosphatase
cgggagcgctcccg 12.48
-207 - -
SAV_7287c putative integral membrane
protein
SAV_5253c, . .
— putative beta-glucosidase tggaagcgcetecca -86 12.42 - -
bglC2
SAV_1695c putapvg Lacl-family tgagagcgctcecg -71 10.97 - -
- transcriptional regulator
SAV 3543 putative lipoprotein
-209 - -
SAV_3542c, putat.iv.e type Il restriction- tgggagcgcgecaa 10.59
modification system DNA -508 - -
savM1 . i
adenine-specific methylase
SAV_1874 hypothetical protein 586
t 10.12
SAV_1873c, putative RNA polymerase gggagegeaccey 62 ) )
sigl9 sigma factor
SAV_1851c putative dehydrogenase ttggagcgctcteg -57 9.99 - -
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Table 10 : Prédiction du régulon CebR chez S. avermitilis (regions intragénique)

Gene ID Function cis element Position Score | Gene size
SAV_2254c, celS2 putative cellulose-binding protein tgggagcgcetcecca 6 15.59 1176
SAV_5565, prpK putative magnesium or manganese-dependent protein phosphatase ggggagcgcteect 634 12.64 2220
SAV_5261c, adpA putative AraC-family transcriptional regulator ggggagcgcteeeg 818 12.48 1281
SAV_1302, axel putative acetyl xylan esterase cgggagcgcteeeg 777 12.48 969
SAV_1799c, fusA3 putative translation elongation factor G agggagcgctccac 291 11.66 2091
SAV_615c hypothetical protein gtggagcgcteect 214 11.66 678
SAV_140c putative hydroxylase tgggagcgegececa 802 11.57 975
SAV_6018c hypothetical protein ttgaagcgctecca 501 11.44 522
SAV_2730c, serA putative D-3-phosphoglycerate dehydrogenase ttggagcgctteca 387 11.44 1590
SAV_2235c, ggaB putative galactosamine-containing minor teichoic acid biosynthesis protein tcggagegetecee 3318 111 4515
SAV_5980, aglA2 putative alpha-glucosidase cgggagcgctacca 595 10.97 1851
SAV_5689c, asnH2 putative asparagine synthetase cgggagccctccca 1593 10.97 1773
SAV_3711c putative ATP-binding protein ggcgagcgctccca 1111 10.97 1476
SAV_402c hypothetical protein tgggagcgcetcetee 201 10.97 555
SAV_81c putative oligosaccharide deacetylase, secreted tgggagcggteccee 681 10.97 771
SAV_1655c putative ABC transporter ATP-binding protein tggtagcgctcect 408 10.92 780
SAV_903 putative membrane protein tgggagcgetteet 37 10.92 1095
SAV_5980, aglA2 putative alpha-glucosidase cgggagcgctacca 595 10.76 1851
SAV_5689c, asnH2 putative asparagine synthetase cgggagccctccca 1593 10.76 1773
SAV_5261c, bdpA putative AraC-family transcriptional regulator ggggagcgctcecg 818 10.58 1281
SAV_5564c putative two-component system sensor kinase ttggagcgcetgcaa 2748 10.46 4152
SAV_4336 hypothetical protein cgggagcgcgecca 492 10.12 1350
SAV_3417c, trpS1 putative tryptophanyl-tRNA synthetase tgggtgcgcteecyg 870 10.12 1014
SAV_3031c, cypld cytochrome P450 hydroxylase ttggagcgcteegg 1149 10.12 1371
SAV_1571 hypothetical protein gtggagcgctecga 160 10.12 471
SAV_888c putative hydrolase tgggggcgctecce 1485 10.12 1521
SAV_773c hypothetical protein cgggggcgcetecca 195 10.12 738
SAV_7266 hypothetical protein tgggagcgceaccct 265 10.07 1833
SAV_6573c putative glycosyltransferase ttggagcgctectt 738 10.07 819
SAV_7255 putative secreted protein tggaagcgctccac 2252 9.99 2334
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