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« La théorie, c’est quand on sait tout et que rien ne fonctionne. La pratique, c’est quand tout
fonctionne et que personne ne sait pourquoi. Ici, nous avons réuni théorie et pratique : Rien ne

fonctionne et personne ne sait pourquoi ! »

Albert Einstein
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Oenococcus oerdst une bactérie lactique appartenant au phylum des firmicutes majoritairement
responsable de la fermentation malolactique (FML) des vins (Lonvaud-Funel 1999). En milieu
vin, O. oeni évolue dans un environnement combinant des parametres physico-chimiques
extrémes (pH et température faibles) et la présence de compétiteurs biologiques (levures et flore
bactérienne d’altération) a l'origine de la présence de substances inhibitrices de la croissance
(éthanol, sulfites, acides gras). Toutes ces conditions constituent un environnement défavorable a
la survie et au développement de la bactérie et nuisent a une bonne conduite de la FML.
Cependant les conditions drastiqgues imposées par le vin entrainent la sélection de I'espéece la
mieux adaptée :0. oeni (Lonvaud-Funel 1999; Bartowsky and Borneman 2011). Les
professionnels ont de plus en plus souvent recours a un ensemencement par des levains évitant
ainsi un retard de la FML pouvant conduire & une altération des vins. Bien qu'adaptée aux
conditions extrémes du vin, une forte mortalité est observée lors de I'utilisati@nodmi en tant

gue levain malolactique. En effé, oeniévolue principalement dans un monde viti-vinicole et

se trouve dans des conditions physico-chimiques trés différentes de celles décrites en laboratoire
et utilisées pour le développement des levains (Cavin et al. 1989; Ribéreau-Gayon et al. 2006;
Barata et al. 2012). Ainsi, 'ensemencement direct de ces ferments malolactiques n’apportent pas
toujours la solution au probléme des retards de FML rencontrés en cave. La mortalité observée
est principalement due a une diversité phénotypique entre les différentes souChemdien

termes de résistance a l'inoculation dans le vin et de capacité a réaliser rapidement la FML.

D’un point de vue oenologique, I'étude de la réponse adaptative au milieu @noémia pour

buts I'amélioration et la maitrise des levains malolactiques industriels, tandis que d’'un point de
vue fondamental, elle a pour but la compréhension de la capacité singulief®. geraide se
développer dans un milieu aussi hostile que le vin. Aisoeni constitue un cas d'étude
intéressant dans l'investigation des phénomeénes de réponse aux stress environnementaux chez les

bactéries lactiques.

La réponse au stress est un phénomeéne ubiquitaire et hautement conservé a travers I'évolution
des especes. Elle se traduit fondamentalement par la production d’un ensemble de protéines
désignées par le terme abusif de protéines de choc thermique owHépshock protein

Comme tout microorganism@®, oeni doit en permanence adapter sa physiologie aux fluctuations

physico-chimiques de son environnemeht bactérie tente alors de restaurer un profil
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métabolique favorable & sa survie par la mise en place de mécanismes transitoires de réponse aux
stressvia la production de protéines spécifiques codées par les gspashezBacillus subtilis,

bactérie firmicute particulierement étudiée, plusieurs mécanismes de régulation de I'expression
de ces géenes ont été décrits impliquant divers régulateurs transcripitonnel©.@leez CtsR

constitue l'unique régulateur transcriptionnel identifié a ce jour. Il semble orchestrer la régulation

de I'expression de la plupart de géresp. Caractérisés chez d’autres genres bactériens, les

principaux acteurs régulant I'activité de CtsR sont absents du géndheodai.

L’étude de la réponse adaptative@eoeniaux fluctuations de son environnement constitue une

des principales thématiques de recherche de I'équipe VAIMIS. Au sein de cette thématique, nous
pouvons notamment distinguer deux axes : si la caractérisation de la small Hsp (sHsp) Lol8 a
déja fait I'objet de nombreuses études et publications au laboratoire (Jobin et al. 1997; Guzzo et
al. 1997; Delmas et al. 2001; Coucheney et al. 2005; Weidmann et al. 2010; Ronez et al. 2012;
Maitre et al. 2012; Maitre et al. 2014), il n’en est pas de méme concernant I'étude de la régulation
de l'expression des génes induits lors d'un stress (Jobin et al. 1999a; Jobin et al. 1999b;
Grandvalet et al. 2005; Beltramo et al. 2006). L'analyse des données du génome de la souche
ATCC BAA-1163 a conduit a I'identification du régulateur CtsR, unique chef d’orchestre de la
réponse au stress décrit chez cette bactérie (Grandvalet et al. 2005). Cependant I'absence d’outils
moléculaires permettant de manipuler le génom®deeni, limite les travaux d’exploration a
I'utilisation de systemes d’expression hétérologue ou d’expérimentations nienéss Malgré

la disponibilité des données génomiques, de nombreuses interrogations subsistent concernant la
fonctionnalité et la régulation de I'expression des geénes impliqués dans la réponse au stress de

O. oeni.

Ces travaux de thése abordent d’'une part la caractérisation de la réponse adap@ativende

aux stress incluant I'élaboration d’un outil génétique pour I'exploration fonctionnelle des génes
de O. oeni dont I'expression est induite en conditions de stress. Lehgpt8codant la small

Hsp Lol8 a été choisi comme cible pour valider I'efficacité du dispositif et proposer une
premiére approche de la caractérisation de la fonction de ce chaperon moléculaaeuis, la
fonction du genetsR codant le régulateur majeur de la réponse au stressCchmmi, a été
abordée a I'aide de ce nouvel outil génétique. Les mécanismes de régulation de I'activité de CtsR

ont été ensuite appréhendéa I'utilisation de la bactérieB. subtiliscomme une plateforme
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d’étude. D’autre part, I'outil génétique, développé au cours de ce travail, a été valorisé par la
mise en ceuvre d’'une étude appliquée a I'cenologie concernant I'évaluation de lI'impact de deux
estérases d®. oenj EstA2 et EstA7 sur le profil aromatique du vin.

Ce manuscrit présente un premier chapitre bibliographique faisant la synthése des connaissances
acquises su®. oeni, le role de la fermentation malolactique sur les propriétés du vin, I'analyse
fonctionnelle de ses génes et les outils disponibles, et enfin sur les protéines de stress et les
systemes régulant I'expression des genes codant ces protéines. La synthése bibliographique est
focalisée sur les bactéries du phylum des firmicutes et plus particulierement du groupe des
bactéries lactiques. Les résultats de ces travaux de thése sont présentés sous forme de trois
articles scientifiques un accepté (Article 1), un soumis (Article 1ll), et un en préparation (Article

II). La premiere partie est consacrée a I'étude de la réponse au sti@szedeabordant tout

d’abord le réle du chaperon moléculaire Lo18 et sa fongtiorivo via la mise au point d’'un

outil génétique d’expression ché&. oenj puis la fonction et la régulation de lactivité du
répresseur transcriptionnel CtsR. La seconde partie s’intéresse a I'impact des genes d’estérases de
O. oenisur le profil aromatique du vin. Ce manuscrit est cloturé par une synthése critique des
résultats de ce travail.
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l. Oenococcus oeni et le milieu vin

I.1. O. oeni : une bactérie lactique

[.1.1. Propriétés des bactéries lactiques
Les bactéries lactiques, dont fait pailOenococcus oe, constituent un groupe hétérogéne
bactéries a Gram positif rassemblées selon Ipropriétés fermentaires. La définition des
bactéries lactiques reléve davantage de la biologie que de la taxonomie puisque qt
désigne pas un groupe de bactéronophylétique. En effet, si la plupart des bactéries lacti
appartient a l'ordre dlLactobacillale;, un groupe de bactéries Gt a positif non sporulante
certaines appartiennent a I'odre (Actinobacteria(Makarova et al. 2006; Holzapfel and Wc
2012) Elles appartiennent au phylum cirmicutes et sont caractérisées par une faible tenel
leur génome en bases Guanine et Cytosine (inférieure a 50%). Elles sont tées par de
coques et des bacilles dont le métabolisme glucidique aussi bien hétérofern
gu’homofermentaire aboutit & la formationacide lactique (Peterbauer et al. 201 La
fermentation est dite hétérolactique ou homolactique selon la diversité des produits fin
famille des bactéries lactiques regroupdouzeprincipaux genre : Lactococcus, Lactobacillu
Oenococcus, Enterococcus, Pediococcus, Leucor, Weissella, Streptococct
Carnobacterium, Enterococcus, Tetragenococet Vagococcus(Stiles and Holzapfel 199.
Traditionnellement utilisées pour la productioaliments ou de boissons ferment comme les
yaourts, les fromages, la ccuterie, la choucroute, le pain, le vin et le cidre, elles jouent ui
essentiel dans le développement des qualités organoleptiques et hygiéniques des alimen
fermentent de par leupropriétés acidifiantesmais aussi aromatisantes. En efla productior
d’'acide lactigue en quantité importante favorise la conservation des produits alimentail

bactéries lactiques présentent ainsi un intérét industriel conside

Outre leur utilisation pour I'élaboration de produits alimentaires intés, les bactérie
lactiqgues, majoritairement inoffensives pour I'Homme, sont particulierement recherchés
leurs effets bénéfiques sur la santé. Elles ont successivement été désignées comme ét
« generally recognised as s » par la sociétéméricaineFood and Drug Administratic (FDA)
puis QPS Qualified Presumption of Safi» par I'Union Européenne. A la fin du X*™siécle,

Doderlein décrit pour la premiere fois un effet bénéfique sur la santé des bactéries lact
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proposant que la production d’acide lactique par les bactéries lactiques vaginales i
croissance des pathogeénes. Le teiprobiotique sera ensuite proposé pour désign les
microorganismes qui, administrés en quantité adéquate, conferent ubénéfique a I'hoi ».
Le tractus gastrintestinal constitue le site d’action privilégié des probiotiques. lls agissel
en inhibant la colonisation par des pathogénes, soit en renforgant la barriere épithéliale ir
ou encore en modulant la onse immunitaire de I'h6te. Parmi les espéces d probiotique »
lesLactobacilli et Bifidobacteriasont majoritairment étudiés et constituent un axe de recher
privilégié dans le domaine de la sa(Hirayema and Rafter 2000; Arqués et al. 2015; de Mo
de LeBlanc et al. 201. ChezO. oenj uneactivité immunomodulatrice a été mise en éviden
chez différentes souches isolées du (Foligné et al. 201(. L’activitt immunomodulatric
mesureein vitro de ces souches (O.oen comhbnée a la tolérance naturelle de cette bacte
I'acide, I'éthanol et aux composés phénoliques laissent ent une utilisation possible ¢
O. oenicomme <«probiotic-like » (Foligné et al. 201(. Malgré la tolérance par les souris
fortes dosede O. oeni (3,5 x 1C UFC), I'effet bénéfique sur la santé de I'implantation de

bactérie dans le tractus ga-intestinal reste toutefois a prou

[.1.2. L’espece O. oeni
Oenococcus oe est une bactérie lactique d’intérét cenologiacidophile etindigéne du milieu
vin. C'est une betérie firmicute, non mobile, agencée en longue chainette de coques
0,7um de diamétreayant un métabolismhétérofermentaire (Figure ). La dégradation d
glucose par voie hétérofermentaire aboutit a la formation d’acide lactique, ,, d’éthanol,
d’acide acétique et de molécules a quatre carbones issues de la voie des pentoses phosj
estmicroaérophile, anaérobie-facultative et ne possede ni @lase, ni cytochrome oxydase.
température optimale de croissance se situe 20 et 30°C(Garvie 1967b; Vuuren and Dicl
1993) Comme la majorité des bactéries lactiquO.oen présente de fortes exigenc
nutritionnelles. En milieu synthque FT80m spécialement optim pour sa croissance,
bactérie croit lentement en comparaison aux autres bactéries lactiques atemps de
génération de 4ha 30°C (Garvie 1967a; Cavin et al. 19{ A linstar de la majorité de
bactéries lactique<O. oeni est auxotrophe pour de nombreux acides amin(Garvie 1967a
Remize et al. 2006; Terrade and Mira de Ordufia .. Ses nombreuses voies métabolic

secondaires, notammentdégradation du citrate et ladécarboxylation du L-malate, réaction
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de la fermentation malolactique du vin, expliquent la capaciO. oenia produire de nombret

aromeqLonvauc-Funel 1999; Versari et al. 19¢

O. oeniest capable de se développer en milieu vin et possede une remarquable tolérs
nombreux stress environnementaux. Ellc présente tout au long du processus de fabricatic
vin, des baies de raisin aux cuves de vinification et I'environneme-vinicole constitue so
habitat naturel(Garvie 1986; Bartowsky 20C. Cette bactérie tolére de faibles teratures
(12°C) et de fortes concentrations en éthanol (14%) et en sulfitmg.L™) (Britz and Trace)
1990; Guzzo et al. 1998; Bordas et al. 2. Connue comme l'une des bactéries lactique:
plus acidophiles, elle résiste aux pH faibles atteigla valeur depH = 3,5 (Garvie 1967a; Dick
et al. 199¢.

Figure 1: Chainettes de O. oeni ATCC BAA-1163 observées en microscopie électronique a balayage (Maitre 2012).

Dés les années soixante, la classificatiorO. oen est sujet & controverse. En 1967, Ga
étudie la croissance et les propriétés fermentaires neuf coques a Gre" isolés du vir
appartenant au genLeuconostocCes souches se distinguent des alLeuconostc de par leu
acidotolérance particuliére et leur croissance améliorée paron de jus de tomate au mili
standar (YCB, Yeast Citrate Brof). Garvie suggére alors de les distinguer des a
Leuconostc et propose la nouvelle esp : Leuconostoc oenc (Garvie1967b. Cette nouvelle
espéce sera inscrite en 1989 s Approved Lists of Bacterial Nan » (Skerman et al. 198.
Outre leur acidotorance, les souches étudiées présentaient une meilleure tolérance a la |
d’éthanol (10%, vol:vol) ainsi que des différences fermentaires au ndu métabolism
glucidique. Elle est ensuite renommeéOenococcus oel d’'une part par I'étude de s
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métabolisme par Dicks et al. et d’autre part suite aux travaux de séquencage et de comparaison
des ARN ribosomiaux 16S et 23S effectués par Morse et al. soulignant une forte divergence
géneétique de cette espéce par rapport a la branchedesnostocaecicks et al. 1995; Morse

et al. 1996).

Oenococcugient du greminos et kokkus signifiant littéralement 4e coque du vin dans le vin »
(Dicks et al. 1995).0. oeni appartient a l'ordre desactobacillaleset a la famille des
Leuconostocaced@&igure 2)(Makarova et al. 2006Elle fat longtemps 'unique espéce du genre
Oenococcusjusqu’a la mise en évidence récente de deux nouvelles esp@ee®coccus
kitaharae et Oenococcus alcoholitoleran®. kitaharaeest une bactérie lactique non-acidophile
isolée a partir du &ha, une boisson alcoolisée japonaise issue de la fermentation de féculents
par Saccharomyces cerevisia Aspergillus niger(Endo and Okada 2006; Borneman et al.
2012).0. alcoholitoleransa été isolée de Cachacga, un alcool dérivé de canne a sucre produit au
Brésil (Badotti et al. 2014).

Les premiers travaux de séquencage des ARNr 16&alepnostocaceaent mis en évidence

une position phylogénétigue des ARNr 16SQeoeniexceptionnellement éloignée des autres
Leuconostoc.Cette observation associée a la mise en évidence d’'une modification de la
composition de ces ARNr 16S au niveau de motifs conservés suggereft gariest un
organismedachytélique c’est-a-dire a évolution rapide (Yang and Woese 1989). Cette hypothese
sera par la suite révoquée par des travaux de phylogénie comparative basée sur le séquencage du
géenerpoC codant la sous-unif@ de I’ARN polymérase ADN-dépendante (Morse et al. 1996). Si

ces travaux confirme la distinction d©. oeni par rapport aux autres membres des
Leuconostocaceaédl, ne montre pas une évolution rapide du gepeC (Morse et al. 1996)
Néanmoins, les travaux de génomique évolutive de Makarova et al. ont par la suite souligné par
deux fois une évolution rapide de. oenigrace a l'alignement des séquences des protéines
ribosomales puis des quatre sous-unités de 'ARN polymérase ADN dépendante (Figure 2)
(Makarova et al. 2006; Makarova and Koonin 2007).
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Enterococcus faecalis
| [Lacrococcus lactis subsp. lactis
Lactococcus lactis subsp. cremoris

Streptococcus mutans

Streptococcus pneumoniae

Streptococcus agalactiae

Streptococcus pyogenes

Streptococcus thermophilus
+ Lactobacillus gasseri

-Lactobacillus johnsonii
i Lactobacillus delbrueckii
Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus casei
Lactobacillus sakei

Lactobacillus brevis

Pediococcus pentasaceus
Lactobacillus plantarum

Leuconostoc mesenteroides

Oenococcus oeni
Lactobacillus salivarius

Listeria monocytogenes

Bacillus subtilis
10
Figure 2 : Arbre phylogénétique des Lactobacillales construit a partir des alignements concaténés des quatre sous-unités
de ’ARN polymérase ADN-dépendante. Arbre non enraciné construit par la méthode des plus proches voisins. Les espéces

sont colorées en fonction de leur taxonomie actuelle: Les Lactobacillaceae en bleu, les Leuconostocacede en violet et
Streptococaceae en rouge (Makarova and Koonin 2007).

Actuellement les génomes de2 souche deO. oen ont été séquenc. Le projet de séquenca
du génome de lisouche PSL1 de O.oeni, initié par le «<Lactic Acid Bacteria Genorr
Consortiun» (LABG () (Klaenhammer et al. 2002; Mills 20( est actuelleme le seul
disponible annoté et assemblé sur les bases de d¢(Makarova et al. 200. Les 61 génome
restantssont disponibles sous forme de contigs non assemblés et non annotés dans le
données NCBI Les génomes de ces souches ont une taille comprise entre 1et de 1,90 Mt
avec un pourcentage en bases GC d’environ 38% contenant environ 2000 cadres o
lecture (ORFs)(Makarova and Koonin 2007; Borneman et al. 2. La disponibilité de:
séquences génomiques de nombreuses souclO. oeniet le développement des technique:
génomique comparative ont pu mettre en éce un fort degré de diversité allélique cl
O. oeni (Delaherche et al. 2006; de las Rivas et al. 2(. L’espéceO. oeni présente un
importante diversité gomique intri-spécifique vraisemblablement a l'origne de variati

phénotypiques significatives entre les sou(Borneman et al. 201.

En effet, en 2006, les travaux de Makarova et al. soulic’absence des genemutS et mutL

du génome la souche P-1, codant deux protéines clefs impliquées dans le syster
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réparation des mutations dues aux mésappariemments (MMR pathway : mismatch repair)
(Makarova et al. 2006; Makarova and Koonin 2007). L’absence de ce systeme MMR chez
O. oenirendrait la bactéribypermutable et provoquerait une augmentation de la fréquence des
mutations spontanées lors de la réplication de '’ADN et un fort taux de transferts horizontaux de
géenes (Marcobal et al. 2008). Cette hypermutabilité pourrait expliquer la \fariation
génétiqueresponsable dhaut degré de polymorphismeobservé parmi les différentes souches

de O. oeniet rend difficile I'identification d’'un ancétre commun (Delaherche et al. 2006; de las
Rivas et al. 2009a; Campbell-Sills et al. 2015)

La comparaison de génomes de souches a potentiels cenologiques différents par la technique
d’hybridation génomique soustractive (S¥¢nomic substractive hybridizatipa, par la suite, été

utilisée pour élucider les bases génétique des variations intra-spécifiques observ€esehez

et identifier de nouveaux genes impliqués dans l'adaptation aux conditions vins. Six régions a
haute plasticité génomique ont pu étre identifiées. L’analyse de leur séquence n’a révelé aucune
séquence spécifigue aux souches hautement performantes (HP). Toutefois, huit genes localisés
dans les régions 2, 4 et 5 sont significativement retrouvées associées aux souches HP. Des motifs
d’expression de genes sont significativement modifiés chez les souches HP aprés exposition a des
stress relatifs au milieu vin. Les régions 2 et 5 ne montrent aucune trace d’éléments mobiles et un
pourcentage en bases GC normal tandis que la région 4 montre des traces d’acquisition de génes
par transferts horizontaux. Cette plasticité de génome observéeCclueni semble donc
associée a sa capacité a acqueérir de nouveaux genes et pourrait étre utilisée par la bactérie comme

unestratégie d’adaptationa son environnement (Bon et al. 2009).

Malgré une forte diversité génétique, les derniéres analyses phylogénétigues men@esehiez

ont mis en évidence um®mestication spécifiquedes souches issues du vin et du cidre et ont pu
classer 50 souches d. oenien trois groupes phylogénétiques A, B et C. L’existence des
groupes A et B a d’abord été mis en évidence par la combinaison de deux techniques : le typage
multilocus (MLST : MultiLocus Sequence Typindasée la comparaison de huit génes et
I'életrophorese en champ pulsé de profil de restriction par I'enzyme Notl (Bilhére et al. 2009). La
diversité alléligue de ces deux groupes, confirmée par une étude plus large sur 258 souches
isolées de régions et de vins différents, suggere une évolution séparée de ces deux groupes de

souches d@©. oeni(Bridier et al. 2010). Les deux clusters A et B difféerent également en terme de
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contenus en €élémeniS30 suggérant un impact de ces séquences d’'insertions dans la d
géneétique et dans la capacité d’adaptation des bac(El Gharniti et al. 201Z. Un troisieme
groupe C, proche du groupe B, a recemment été identifie et ne comprend qu’une seule
IOEB_C52 isolée du cidi(Campbel-Sills et al. 201E.

La souche étudiée au laborat VAIMIS, a été isolée en 1984 d’'un vin rouge bordelais pou
acidotolérance particuliére et appartient au groupe B regroupant des souches isolées d
du vin. Initialement appeléL. oeno 8413(Cavin et al. 198¢ puisO. 0enilOEB-8413, elle a ét
renommée et référencée dans les banques sous le noO. oeni ATCC BAA-1163
L'Université de Bourgogne a initié le projet de séquencage de son génome en partenaric
faculté d’cenologiede I'Université Victor Ségalen (Bordeaux 2). Ce génome est actuell

disponible sous forme de contigs partiellement assemblés et anNZ_AAUV00000000.:;

Statut Scaffold sur la base dennéees NCBI). Son génome présente une taille 792 21¢ bp
et comporte 835 ORF«

I.2. O. oeni : un ferment malolactique

Le vin est issu d’'une biotransformation microbiologique du modt de raisin (jus de raisin
pressurage des baies de raisin) palevures et les bactéries. Le processus de fabrication c
débute par une premiere étape de fermentation réalisée par les levures, typi
Saccharomyces cerevis, appelédermentation alcoolique (FA). Durant cette étape, les levu
fermentent lessucres du modt en éthanol et , par la voie de la glycolys(Fleet et al. 198
Cette étape est parfois suivie d'une fermentation réalisée par les bactéries lactiques
appeléefermentation malolactique (FML). Aprés la FA, les levures ont consommé la maji
partie des sources carbonées etées ce qui entraine une forte mortalité. L'autolyse qt
résulte libére de nombreux facteurs de croissance et nutriments qui permettent la croiss
bactéries lactiques initialement présentes sur les baies de raisin et sur le matvinicole
(Alexandre et al. 200.

[.2.1. La fermentation malolactique
De nos jours, la FML est recherchée dans la plupart de rouges et certains vins blancs, i
il n’en fut pas toujours ainsi. En effet, au XIXéme siecle, Pasteur décrit les bactéries lacti
vin comme -des microbes nuisibl » et écrit <les levures font le vin, les bactéries

détruiser » (Pasteur 1861. Les bactéries lactiques du vin et en particltO. oenidoivent leur
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réhabilitation comme bactéries positives grace a la mise en évidence d'une seconde étape de

fermentation du vin faisant suite a la FA durant laguelle le L-malate est décarboxylé en L-lactate

Malgré une granddiversité microbienne présente dans le modt de raisn,oeni prédomineet

assure la FML. Quatre genres de bactéries lactiques ont été identifies comme pouvant mener la
FML : Lactobacillus, Leuconostoc, Oenococa&i$ediococcusL’augmentation progressive du

taux d’éthanol dans le vin au cours de la FA et la production de substances inhibitrices de la
croissance des bactéries lactiques produites par les levures (acide dodécanoique ou acide
décanoique) aboutit a la sélection de I'espéce la mieux adaftéeeni (Bartowsky and
Borneman, 2011; Lonvaud-Funel, 1999]. oeni représente la majorité des ferments
malolactiques commercialisés et est I'espéce la plus communément utilisée pour effectuer la
FML.

Bien qu’universellement admis, le terme « fermentation » utilisé pour définir I'étape de
dégradation de I'acide malique effectuée @ameniest impropre. En effet, une fermentation
désigne une consommation de sucres fermentescibles en absence d'oxygéne tandis que la
consommation du L-malate correspond davantage a une décarboxylation d’'un acide. Les termes
« bioconversion» et «biotransformation » employés dans certaines études semblent mieux

adaptés pour la désignation de cette étape (Herrero et al. 2004; Vigentini et al. 2014).

Durant I'étape de FMLQ. oeni utilise somnzyme malolactique(codée par le genmaleA ayant
pour co-facteurs I&NAD" et le manganése(Mn?") pour décarboxyler I'acide-L(-)-malique, un
diacide, en acide-L(+)-lactique, un monoacide (Figure 3). Pour 1 g d’acide malique dégrade,

seulement 0,67 g d’acide lactique est retrouve dans le vin.

Selon I'espéce bactérienne, la dégradation de I'acide malique fait intervenir trois enzymes (i) la
malate déshydrogénase (MDH) qui catalyse I'oxydation du malate en oxaloacétate, (ii) 'enzyme
malique (EM) qui catalyse la décarboxylation oxydative du malate en pyruvate et (iii) 'enzyme
malolactique (EML) qui catalyse la décarboxylation du L-malate en L-lactate. Seule 'enzyme
malolactique, également appelémlate décarboxylaseest capable de convertir le malate en
lactate sans passage intermédiaire par le pyruvate et est impliquée dans le processus de la FML
(Kunkee 1991). L’'EML est présente chez la plupart des bactéries lactiques du vin. Elle se

présente ewimere formé de deusous-unités identiques de 60 a 70 kDae role de ses deux
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co-facteurs, indispensables a son activité, n'est pas clairement défini. Cependant, il semble que le
NAD™ soit impliqué dans l'association des deux sous-unités de la conformation active de

'enzyme.

L’étape de FML confére un avantage énergétique a la cellule. Pour une molécule de malate
consommée, une molécule de lactate protonnée (LH) est extrusée (Figure 3) ce qui équivaut a
'expulsion d'un proton vers l'extérieur. L'extrusion du lactate diminue le gradient de
concentration et augmente le pH intracellulaire (Salema et al. 1996b) ce qui apporte de I'énergie
pour l'activation de la fF-ATPase produisant de I'ATP. En milieu vin, la glycolyse est stoppée

et la FML représente pour la cellule la seule voie de production d’ATP (Cox and Henick-Kling
1989; Salema et al. 1996b).

Le transport du malate dans la cellule nécessite I'intervention ggarmaéasespécifique des
formes anioniques de I'acide malique. Les travaux de Salema et al. décrivent un transport uniport
du malate sous forme monoanionique associé a une diffusion passive de I'acide lactique avec le
CO, (Figure 3) (Salema et al. 1994). La présence du L-Lactate et D-Lactate inhibe
'accumulation du L-malate tandis que la présence du citrate provoque une fuite de L-malate
laissant penser a un systéeme d’échange entre le citrate et le malate. Le potentiel de membrane
ainsi que le gradient de pH favorise I'accumulation du malate dans la cellule. Des travaux
effectués au laboratoire ont montré qudiféusion passive du malateau pH du vin (pH3,0-3,5)
représente 50% du transport du malate dans la cellule (Figure 3) (Tourdot-Maréchal et al. 1993).
Concernant le mécanisme d’extrusion du lactate, deux écoles s'opposent: Loubiére et al.
proposent un systéme de symport avec un protoramtiis que Salema et al. proposent un efflux
passif de la forme protonée du lactate (Loubiere et al. 1992; Salema et al. 1994). Compte tenu du
pKa de I'acide lactique (3,86) et du pH interne de la cellule (4,5-6,5), la forme protonée du lactate
est minoritaire ce qui rend I'hypothése du transporteur symportique plus plausible.
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H* int ext
COOH-CH,-CHOH-COO- malate" malate-
Mn?*, NAD" MleP
EML
CH,;-CHOH-COOH LH
Co, lactate lactate
H* H*

Figure 3: Mécanismes de réaction de décarboxylation et de transport de I'acide L-malique chez O. oeni (Loubiere et al.
1992; Salema et al. 1994; Salema et al. 1996a).

Le métabolisme de l'acide malique nécessite la présence de deux s: l'enzyme
malolactique codée pamleA et la perméase responsable du transport -malate codée p:
mleP. Ces deux génes sont organisés en un opéron depb. Un terminateur Ri-dépendant
putatif est localisé en aval des deux gélFigure 4. En amont de cet opéron se trouve le ¢
mleR codant un régulateur transcriptionnel de type L(Labarre et al. 1996b; Labarre et
1996a) Le role de régulateur de MleR chO.oen a seulement été suggéré mais pas er
démontré. hez Lactococcus lact, une espéce phylogénétiquement proch©. oen, le géne
melRest essentiel a I'expression de I'opéi(Renault et al. 198. Egalement caractérisé ct
S.mutans cet activateur transcriptionnel posséde des sites multiples de fixation et est es

I'acidotolérance de la bactél(Lemme et al. 201(.

MleR possede un domaine de type HTHHelix-Turn-Helix: Hélice-Boucle-Hélice)
caractéristiquedes domines de fixation a 'ADN conser chez de nombreux régulatel
transcriptionnels. Chez des mutan;F-ATPase deO. oenj I'absence ’activité malolactique
été corrélée a I'absence de transcription du (mleF suggérant une régulation de I'express
de l'opéron malolactique coordonnée par Mi(Galland et al. 200.. Augagneur et al. aya
constaté une augmentation de synthese des ARNmleP en présence de malate lors d't
culture a pH4,5 et a pH3,2 suggérent quant a eux, un réle inducteur du malate sur I'expre

I'opéron(Augagneur et al. 200.
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——  mleR  mleA  mlep  ——
s

Enzyme Malate Malate
malolactique perméase
TN ext
v int
L-acide L-acide +CO
malique lactique 2 Malate

Figure 4 : Organisation génétique du locus malolactique de O. oeni (Alexandre et al. 2008; Bartowsky and Borneman 2011).

[.2.2. Impacts positifs de la FML sur les propriétés organoleptiques du vin
Outre la décarboxylation de l'acide maliqiO.oen possede une gamme compléete de v
métaboliques secondaires pouvant modifier les propriétésoleptiques du vin. Les nombre
changements provoqués par la FML sur la composition chimique du vin et les modifi
métaboliques engendrées clO. oenisont complexes et difficiles a prédire. Figure5 illustre
cette complexité et resitue ce travail de these. Durant cette these, nous nous sommes |
d'une part, a la notion de stress et a la capacité de la bactérie 1:O. oenia s’adapter au
conditions extrémes que représente le milieL (1); d’autre part, a I'impact des estérases
O. oenisur le profil aromatique du vin lors de la FN2) (Bartowsky 200t. L’étude de I'impac
du métabolisme secondaire O. oenisur le profil aromatique du vin constitue une thémat

nouvelle du laboratoire amorcée par ce travail de 1
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Figure 5: Changements biochimiques intervenant lors de la FML et modifications métaboliques chez O. oeni (Bartowsky

2005). La loupe met en avant les deux axes abordés lors de ce travail de thése : (1) étude de la réponse au stress de O. oeni
et (2) étude de I'impact de activité estérase de O. oeni sur le profil aromatique du vin.

[.2.2.1. Diminution de 'acidité totale et stabilité microbienne
La FML a pour conséquence direcnediminution de I'acidité totale du vin de 0,2 & 0,5 uni
de pH et contribue ainsi a la désacidification et I'assouplissement du vin. Cette désac
biologique du vin est en lien direct avec la teneur initiale des baies de raisin en acide
(1-8 g.I™). Outre cette désacidification du vin, la consommation de I'acide malique et d’éve
sucres résiduels pO. oeniprovoque urappauvrissementen sources carbonéece qui confére
une excellentstabilité microbienne au vir (Bartowsky and Borneman 20.. La croissance de
flores levurienne et bactérienne d’altérations du vin sont donc inhibées ce qui limite la prc
de leur métabolites secondaires. La stabmicrobienne du vin aprés la FML est égalen
directement induite par I'abaissement du pH qui, d’'une part, inhibe la croissance de nc
genres bactériens, et d’autre part, augmente la part ; actif dans le milieu. La production
bactériocines p. O. oenilors de la FML est une option envisageable qui pourrait explique

équilibre microbien remarquable des vins ayant subi une étape d(Alexandre et al. 200.

[.2.2.2. Modification de la couleur et de la saveur du vin
La modification de la couleur du vir est une des conséquences deML la plus connue de

vinificateurs. Une atténuation et une modification du rouge vif sont trés souvent percue
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FML. La encore, l'abaissement du pH joue un réle important en modifiant I'éqt
anthocyanidique du vin. Mais il semble également es nombreuseactivités glycosidasique
présentes cheO. oen (a- et p-glucosidasep-xylosidase a-rhamosidasw-arabinofuranosidas
N-acéty-B-glucosaminidas: soient responsables de I'hydrolyse des anthocyanes- ou
di-glucosidiques(Grimaldi et al. 2005t. Ces enzymes représentent un véritable intéré
cerologie de parleur capacité a libérer des composés aromatiques de leur squellette gly
(Bartowsky and Borneman 20..

Une modification de la saveur du vir, c’est-adire de la perception du vin en bouche
également notable aprés FML. Le term «assouplissement du \» est souvent utilisé. Il e
principalement d0 a I'hydrolyse des tannins les tannaseset diminue I'astringence du vi
L’activité tennase des bactéries lactiques du vin est cependant variable selon la
bactérienn(Matthews et al. 2004; Matthews et al. 2(.

[.2.2.3. Impact de la FML sur le profil aromatique du vin
Le vin est un mélange complexe de composés qui définissent son apparence, son ¢
flaveur et ses propriétés organoleptiques. Les composés aromatiques deérivés des baie:
apportent une empreinte variétale et donnent une structurese au profil aromatique du vi
Les changements dus aux métabolismes des levures et des bactéries intervenant |
vinifi cation vont, quant a eux, donner un caractére individuel au vin. L'impact de la FML
profil aromatique du vin a recu uneention considérable au cours de ces vingt derniéres a
(Versari et al. 1999; Bartowsky 2005; Swiegers et al. 2005;-Bayon et al. 200!. Si Maicas e
al. démontrent que la FML provoque des changements notables sur la composition d
composeés volatiles, Sauvageot et Vivier concluent s changements sont trop faibles
étre percus par un panel de consommat(Sauvageot and ‘vier 1997; Maicas et al. 19¢. ||
est toutefois communément admis que la FML a un impact sensoriel sur le vin et ajou

complexité au produit fin

Ces modifications se révélent principalement dépendantes de la souche bactérienne et ¢
vin (cépage, origine géographique). Les bactlactiques du vin, et plus particuliéerem
O. oenj possedentine gamme compléte de voies métaboliqgues secondaires et d’enzymes
produisant de nombreux composés volatiles secondaires (acétate e d’esters, alcool

BN

supérieurs, composeés carbonylés et acides gras volatiles) contribuent a I'amélioras
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propriétés organoleptiques du \(Siebert et al. 2005; Bartowsky 20. La compréhension et
caractérisation des genes de bactéries lactiques d’intérét aromatique s'imposent d’un poi
fondamental et ouvrent des perspectives d’application biotechnologique utilisant les b
lactiques. L’'assemblage du puzzle qitablira les liens entre le phénotype et le géno

permettra de comprendre commO. oen influe sur la composition du v

[.2.2.3.a. Métabolisme du citrate : production de diacétyle
Le diacétyle est I'arbme le plus important produit pO.oen durant la FML. Malgré la
disponibilité du génome de la souche I-1 annoté et séquencé, la connaissance des gene
leur impact potentiel sur 'ardme du vin re limitée (Zé-Z¢é et al. 199¢. Les génealsS alsD,
CitE et ackAdécrits comme étant responsis de & production du diacétyle, molécule vola
responsable de la note beurrée dans les vins, n'ont été que partiellement car(Garmyn e
al. 1996; Olguin et al. 2009; Olguin et al. 2(. Le diacétyle est une molécule dicétoni
appotant une complexité aromatique désirée lorsqu’il est présent a une teneur infé
5 mg.I*. Au-dela de 7 mg?, son caractére dominant devient indésirable. Ainsi, la sélecti
souches produisant de faibles quantités de diacétyle révelent untérét cenologiqu Parmi les
genes ayant un impact aromatique lors de la FML, cet opéron reste le seul a avoir été
caractérisé. Il est formé de deux génes dont I'expression est constitutive. LalsScode une
a-acétolactate synthas qui catalyse la synthése da-acétolactate a partir du pyruvate. Le g
alsD code unea-acétolactate décarboxylas qui catalyse la décarboxylation da-acétolactat:
en acétoineFigure6). Le diacétyle dérive du métabolisme de 'acide citrique et provient
décarboxylation non enzymatiqu de l'a acétolactate, I-méme produit par l'action de

produits de I'opéroalsSD(Figure6) (Ramos et al. 199.
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Figure 6 : Principales voies du métabolisme du citrate aboutissant a la formation du diacétyle (Olguin et al. 2009). citl -
activateur transcriptionnel ; maeP - citrate perméase putative ; citE - citrate lyase ; pdh - pyruvate déshydrogenase ; ackA
- acétate kinase ; Idh - lactate déshydrogenase ; alsS - a-acétolactate synthase ; alsD - a-acétolactate décarboxylase.

[.2.2.3.b. Métabolisme des esters : les estérases

Aprés le diacétyle,es esters, responsables deardbmes fruités et florau» des vins jeune:
constituent I'une des plus importantes familles de composés aromatiques dans le vin. La
des esters du vins sont produits par les levures durant la FA par catalyse enzymatique ut
alcools et l'acéty-CoA comme substrats ou formés durant le vieillissement du vir
estérification chimique des alcools et des ac(Lilly et al. 2006. L’accumulatin enzymatiqut
des esters dans le vin est le résultat d’une balance entre les réactions de synthese et d
enzymatique catalysées par les estérases (EC 3.1.1.1) mais aussi les alcool acétyltr:
(EC2.3.1.84) pour les levur{Sumby et al. 201..

Les esters d’éthyle d’acides organiques-C10), les acétates d’esters d’alcools supérieurs
esters d'acides sont les principaux esters resples de I'ardme fruité et floral dans le \
(Tableau 1 (Ebeler 2001; Sumby et al. 20.
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Les acétates d’alcools supérieurs sont des esters formés a partir de I'acide acétique et d’alcools
supérieurs correspondant aux alcools ayant un nombre de carbone plus élevé que I'éthanol (>2C).
Les esters éthyligues d’acides gras sont dérivés des acides gras butyriques, hexanoiques,
octanoiques et décanoiques. Plus leur chaine carbonée est longue, plus les notes tendent vers des
odeurs savonneuses dites « stéariques ». Cependant les esters éthyliques d’acides gras a chaines
carbonées plus longues (>10C), trop gras, ne participent pas a I'arébme fruité du vin (Sumby et al.
2010).

Compte tenu du nombre important d’acides et d’alcools dans le vin, le nombre de combinaisons
possibles pour la formation d’esters est considérable. Depuis les années 1980, plusieurs études
rapportent des modifications dans la concentration en esters suite a la FML comprenant des
molécules d’intérét aromatique telles que l'acétate d’éthyle, I'hexanoate d’éthyle, le lactate
d’éthyle et I'octanoate d’éthyle (de Revel et al. 1999; Delaquis et al. 2000a; Gambaro et al.
2001). L'acétate d’éthyle formé a partir de I'éthanol et de I'acide acétique est quantitativement
I'ester le plus important retrouvé dans le vin. Il participe a I'aréme fruité des vins jeunes lorsqu’il
est présent entre 50-80 mgmAu-delad de 200 mg.i) le consommateur détecte des odeurs
désagréables de type solvant (Swiegers et al. 2005 ctade d’'éthyle ou 2-hydroxypropanoate
d’éthyle est I'ester produit en plus grande quantité lors de la FML. Sa production, couplée a la
formation d’acide lactique lors de la FML, dépend de l'activité malolactique de la souche de
0. oeni(Maicas et al. 1999). Avec le diacétyle, il est responsable des notes lactées et beurrées

dans le vin et est en partie responsable de I'assouplissement du vin par la FML.

La plupart des esters sont retrouvés a I'état de trace dans le produit fini a des concentrations
inférieures au seuil de détection. Cependant, bien qu’ils soient présents en faible quantité dans le
vin, les esters participent & la complexité aromatique du vin. Un changement mineur de
concentration peut avoir un impact dramatique sur I'arébme du vin. Le profil aromatique du vin
associé aux esters dépend non seulement des esters impliqués mais aussi des composeés libérés
par I'action des estérases, les acides gras et les alcools supérieurs (Sumby et al. 2010). Ainsi,
I'activité estérolytique des bactéries lactiques, capable d’augmenter ou de diminuer la quantité
d’esters présents dans le vin, influence la qualité aromatique percue par le consommateur et recoit

depuis le début des années 2000 une attention croissante.
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Tableau 1: Récapitulatif des principaux esters identifiés dans le vin : structure, descripteurs aromatiques et seuils de détection (Swiegers et al. 2005; Sumby et al. 2010)

. . Concentration dans le vin Seuil de détection aromatique
Esters Descripteurs aromatiques Structure " . "
(mg.I") dans le vin (mg.I")
ACETATES
s}
Acétate d’éthyle Fruité (jusqu’a 100 mg.I"), solvant H-CJJ\OACH- 5,0-6,3 7,5", 60, 12,27"
9
Acétate d’isobutyle Fruité, pomme ”‘C'r"“‘o’L‘-cm Trace-0,17 1,65
CHsy
4 ” ez O CHj3 N w
Acétate d’isoamyle Fruité, banane H;C)LO/\“’ACHa 0,03-5,52 0,03"-0,16
Acétate de 2-phényl- O._CHs
. Floral, rose bl 0,03-0 ND
ethyle ’ Q/V 0 ,03-0,39
o
Acétate d’hexyle Fruité )LO/CH2¢CH2340H: Trace-3,90 0,002-0,48 ; 0,67/2,4"
ESTERS D’ETHYLES
9z oy 2 . 9 B
Butanaote d’éthyle Floral, fruité, fraise CH3/‘CH2)J‘O/“‘“CH3 0,07-0,53 0,001; 0,02 ; 0,4
2 A % w
Hexanoate d’éthyle Fraise, pomme verte, anis CHa{CHe)acHz)LoACHg 0,15-1,64 0,005"; 0,08"; 0,85
0
Octanoate d’éthyle Fruité, fruits mirs, pomme verte CHa{CHe}sCHz)Lo’“‘CHa 0,14-2,61 0,005°; 0,005"; 0,012 ; 0,58"
2 S w
Décanoate d’éthyle Fruité (baies), gras CHs(CH2);CHs~ 0™ “CHs 0,01-0,70 0,2°; 0,012 ; 0,51
o]
Lactate d’éthyle Lacté, savon, beurré HC Ao ~cn ,05-297,5 0,05-0,2; 150"
y s 3 9
OH
Q
Sucinnate de diéthyle Fruité, ferment, floral HSCO\H/\)\OCHS 1,21-61,11 ND
o]
-Hydroxybutanoate He NI
4, W y Caramel \[/\H/ 6,61 ND
d’éthyle s &

Seuils de détection issues de la re Sumby et al. 201: Les valeurs ont été déterminées dans une solutic-éthanol €, 10% (v/v ; dans la biére®[ ; dans le vin synthétique: 11% viv éthanol, 7 ¢* glycérol, 5 g acide
tartrique, pH3,Z; et dans le vin®).
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Bien que de nombreuses études se soient focalisées sur l'activité estérase de(Saerens €
al. 2006; Lilly et al. 200¢, I'activité estérase des bactéries lactiques d’intérét cenologic
pendant la FML reste un domaine peu exploré. La majorité des du vin est produite pende
la FA par les levures, les bactéries lactiques prennent ensuite le relais et sont capables d
le pool d’'esters déja préser(Bartowsky 2005; Po:-Baydn et al. 200!. Les principales étude
sur les estérases de bactéries lactiques ont été menées sur des issues de I'industrie laitie
(Fernandez et al. 2000; Fenster et al. 2003b; Es-Torres et al. 201.. Quelques auteurs o
d’'ores et déja reporté la présence d’'une activité estéras des souches bactéries lactique
d’intérét cenologiqt : Lactobacillus, Pediococcuet Oenococct isolées du vin(Davis et al
1988a; Matthews et al. 2004; Matthews et al. 2007; Sumby et al.. Cependant les recherct
menées jusqu’a présent sont principalement basées sur I'étude de profil des esters d
cenologiques en milieu vin ou sur I'étuin vitro d’estérases de bactéries lactiques surexpril
chez E. coli puis purifiées. L'étudedes profils aromatiques de souches cenologiqu
essentiellement montré que c-ci variaient en fonction du genre et méme de la souche u

pour la fermentation malolactique du vin étut

Les estérases sont capables de catalyser la réaction d’hydrolyse et de synthése des ¢
enzymes appartiennent a la famille V des enzymes bactériennes lipol(Arpigny and Jaege
1999) Elles présentent communément une triade catalytique cée des résidus Ser, His
Asp/Glu [SHD/E] et d’un motif structural nucléophile de type Gly, X, Ser, X, Gly [GXS
avec X désignant un acide aminé variable et S désignant le résidu Séri(Cygler et al. 1992
Sumby et al. 201 Ces enzymes peuvent agir en monomeres ou en oligomeres allant de
a 85 kDa. Son mécanisme d’action supposé consiste en la f et l'attaque nucléophile c

subgrat par le résidu sine actif

o o
// Esterification //
Ry ‘—c\ + OH — R, ———> R, —C +  H0
Acid Alcool Hydrolyse \
cide oH o— R,
Ester

Figure 7 : Réactions de synthése et d’hydrolyse des esters catalysées par les estérases.

A I'heure actuelle, quatre genes codant des estérases ont été décrits chez 1O. oeni

0oeni28 commercialisée par Lallem: (nuovi Ceppi Oo2)estA2, estA7, estet estC Pour trois
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d’entre elles, EstA2, EstB et EstC, la plupart des études ont été rin vitro par surexpressic
des génes cheE. coli puis purification des enzym¢Sumby et al. 2009; Sumby et al. 201
Sumby 201% Ainsi les estéraseEstB et EstC possedent une préférence pour les subs
syrthétiques a chaine courte (-C6) et frésentent un maximum d’activ entre 30°C et 40°C
pH55.5 et 10% d’éthanol pour EstC et 28% d'éthanol pour EstB. Bien que leur a
enzymatique soit modulée par le pH, I'éthanol et la température, ces derases conserve
une activité estérase partielle en conditions vin -a-dire a pH 3,5 et en présence d’éthe
(13%) (Sumby et al. 2009; Sumby et al. 201. Une activité double de synthese et d’hydro
des esters (réaction inversFigure 7) des estérases EstA2 et EstB a récemment été m
evidence sur substrats natur{Sumby et al. 201. Cette observation semble valider
observations faites sur le vin concernant la capacité des bactéries lactiques a module
d’'esters présents aprés I(Matthews et al. 2004; Matthews e. 2007) Néanmoins, le réle ¢
cette dualité en milieu vin n'a pas encore été élucidé. Les difficultés de manipulation gé
de O. oen limitent les possibilités de caractériser les génes d’estérases de cette bactérie
cenologique et de correndre leur réle dans la modification du profil aromatique du vin pel
la FML. Aucun lien entre le niveau d’expression de ses estérases et leur impact sur
aromatique n’a été établi. En outre, les difficultés rencontrées lors de la puri de I'estéras:
EstA7, du fait de son instabiliin vitro, réduisent les possibilités de caractériser cette en
(Sumby et al. 2012. Pour s’affranchir de ces difficultés de purification et s’approcher au r
des conditions cenologiques, le développement ds génétiqus s'impose afin de rend

compte du role de ces gerin vivc chezO. oeni

l.2.2.3.c.  Autres enzymes d’intérét cenologique
D’autres enzymes produites par les bactéries lactiques d’intérét cenologique, ont le pot
modifier le profil aromatique du v pendant la FML. Certains auteurs se solores et deja
intéressés a ces enzymes a fort potentiel cenologique produiO. oeni: les glycosidases, ¢
tannases, les lipases et protée(Matthews et al. 2004; Grimaldi et al. 2005a; Grimaldi e
2005b; Matthews et al. 2006; Michlmayr et al. 2010; Michimayr et al. 2012; Michlmay
Kneifel 2013. Ces enzymes ont en commun la capacité de libérer les composés aron
volatiles a partir de précurseurs glycosylés. lglycosidase, constituent les enzym
cenologiques les plus étudiées apres les estérases. Ces enzymes sont capables de

commsés aromatiques aliphatiques, terpénoiques et norisoprén(Maicasand Mateo 200t
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Spano et al. 2005b; Ugliano and Moio 2(. Comme [l'activité estérolytique, I'activil
glucosidigte varie selon la souche et le vin utili(Matthews et al. 200. O. oenifait, & présent
partie des bactées lactiques les plus étudiées en ce qui concerne ses a@-glucosidiques
(Michlmayr and Kneifel 201:. La B-glucosidasede O. oenicodée par le gérbgl a été exprimé
chez E. coli et partiellement caractérisé¢(Michimayr et al. 201(. L'enzyme présente d
caractéristique proches def-glucosidases isolées (L ; brevis et L. mesenteroidesSon pH
optimal est compris entre 5 et 5,5 et une activité glycosyltransférase été détectée en
d’éthanol(Michlmayr et al. 201(. Méme si les glycosidases commercialisées dans le do
vinicole sont & I'heure actuelle extraites des champignons, la recrudescencudes sur le
glycosidases des bactéries lactiques a montré qu’elles étaient davantage adaptées aux
physicochimiques du vin (pH et température faibles) ce qui en fait les prochaines ci
développement de préparations de glycosidases cerues(Michimayr et al. 201(. En effet,
les glycosidases issues de champignprésentes dans les prépares pectolytiques sor
partiellement inhibées en conditic vin, particulierement par le glucose et I'acic(Maicas anc
Mateo 200:<

[.2.3. Impacts négatifs de la FML
Outre son impact positif sur la FML, le métabolisme secondaire des bactéries lactiques t
FML peut avoir un impact néfaste sur I'ardbme du vin notamrvia la production de phéno

volatils, d’indole, d’amines biogénes et de carbamate d’é(Sumby et al. 201..

Les phénols voldils sont des molécules responsables d’arbindésirable de sueur de chev
majoritairement produites par la levure d'altération du 'Brettanomyces bruxellens
Cependant, il semble que les bactéries lactiques soient également capables de
4-éhylphénol e du 4-vinylphénol par décarboxylation des acides phénet contribuer a

caractéere animal indésirable du '(Silva et al. 2012

Le métabolisme des acides amin peu étre problématique car il peut étre a l'origine
molécules néfastes d’'un point de vue de la santé du consommateur mais aussi d’'un poi
aromatique. En effet, la décarboxylation de I'ornithine, I'histidine, la tyrosine et la lysine ¢
a la libération des principal amines biogene du vir : la putrescine, I'histamine, la tyramine
la cadavérinau coursou apres la FML. Ces amines biogénes sont responsables d’effets r

sur les consommateurs : symptdmes allergiques, maux de téte, selon la sensibilité d
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individu (Sumby et al. 201.. Certaines amines biogenes (cadaveérine, putrescine) peuver
des masques olfactifs et diminuer la qualité sensorielle des vins. L’'origine de ces
biogenes dans le vin est particulierement bien docum(Lonvauc-Funel 2001; Costantini et ¢
2009) Elles sont le résultats du métabolisme des décarboxylases des microorganismes
présents sur les baies desins ou des microorganismes d’altération du(Halasz et al. 199.
Comme l'wtivité estérase, I'activi décarboxylase d bactéries lactiques dans le vin varie
fonction de la souche et des pratiques cenologi(Coton et al. 1998; Guerrini et al. 20(
Marcobal et al. 2006; Spano et al. 2(. Les génes codant ces décarboxylétant gnéralemen
portés par des éléments mobiles ou des plasmieur présence est donc sou-dépendante
O. oenicontribue relativement peu a la production d’amines biogenes dans les vins voire
tout (Spano et al. 2010; Gar-Moruno and Mufioz 201.Vraisemblablemel, issu dt
métabolisme du tryptophaneindole peut étre produit par lelevuresen fin de FA et par le
bactéries lactiques durant la FMArevalc-Villena et al. 2010; Sumby et al. 20. L'indole,
associé aux ardbmes de plastiques, est principalement rencontré dans des vins dont la
inachevée. Sa formation par les bactéries lactiques lors de la FML n’est pas encore tc
comprise. Lecarbamate d’éthyle (CE) est une molécule carcinogene issue du catabc
incomplet de l'arginine. La dégradation incompléte de l'arginine provoque I'accumulati
produits intermédiaires (citrulline et carbamate phosphate) pouvant réagir avec I'éthi
milieu et former le carbamate d’éthyle. Trois g¢, agencés en opéron sont impliqués dar
catabolisme de l'arginir : arcA arcBetarc. La concentration en CE dans le vin apres FML

de 3 pg* et augmente durant le vieillissem
I.3. Mécanismes d’adaptation de O. oeni aux conditions vins
[.3.1. Contraintes techniques et physicochimiques

[.3.1.1. Qu’est-ce qu’un stress ?
Le terme - stress» vient du latirstringerequi signifie < serrer, comprimer, resset ». En vieux
francais, estrece» signifiait « étroitesse, ppressio ». Il désigne I'ensemble des facte
environnementaux qui imposent des contraintes a un organisme. A I'échelle d’'une bac
stress est souvent assimilé & un état causé par une déviation des conditiol normale » et
pa une modifiction du métabolisme dit norma». Cependant, la notion de normal »

appliquée a I'évolution d’une cellule reste difficile & défilBooth 2002. Ainsi la notion de
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stress environnemental pourrait déer toutes les modifications de conditic
environnementales (nutritionnelle, osnque, thermique...) ayant une influence sur le tau
croissance des bactéries. De telles modifications conduisent la cellule a tenter de res
profil métabolique qui serait favorable a sa survie, ou bien a une croissance plus rap
conditions ptimales de croissance sont propres a chaque individu et sont définies cor
conditions environnementales permettant a la bactérie la croissance la plus rapide. Cepe
pose alors la question suiva: ces conditions soc-elles optimales d'un fint de vue
métabolique et énergétique pour la bac ? Les habitats naturels des bactéries représe
rarement les conditions environnementales optimales décrites en laboratoireO. oeni qui
eévolue dans un monde ‘-vinicole avec pour habitat principal les baies de raisin, les cuvel
le vin, se trouve dans des conditions phy-chimiques trés différentes de celles décrite:
laboratoire(Cavin et al. 1989; Zhang and Lovitt 2005; Ribé-Gayon et al. 2006; Barata et
2012).

[.3.1.2. Contraintes physico-chimiques et techniques du milieu vin

Dans un contexte cenologique, nous pouvons distinguer les cois d’ordre biochimiques
physiques ou chimiques inhérentes aux propriétés du vin, des contraintes technoloes au
mode de vinification ou aux interactions avec les partenaires biologiques. En miliO. oeni
évolue dans des conditions phy:-chimiques rigoureus:: pH faible (2,5~ 3,5), températur
basse de la cave (-20°C) et présence de compétiteurs biologiques (levures) a lorigi
substances inhibitrices de la croissance telles que les acides gras (acide décar
dodécanoique), Ithanol, le -phényléthanol et les sulfiteTableaud). Le mode de vinificatiol
constitue, quant a lui, une contrainte de nature technique a la croissance de lie.
Notamment, I'étape de clarification parfois employée avant la FML engendre I'élimination
partie des bactéries lactiqgues et une partie des nutriments disponibles de par I'élimine
levures autolysée

Toutes ces contraintes sont autant acteurs supplémentaires limitant le développement
bactérie dans son environnement. Lors d’'un stressréponse physiqu: de la cellul se met
immédiatement en place et se traduit par une modulation de la fluidité membriactivatior
de transprts membranairs et une dénaturation protéique. Elle se distingue de la réponse

tardive qui nécessite unmodification de I'expression du génom. Les mécanisme
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moléculaires ainsi mis en place par la bactérie pour tenter de s’adapter aux fluctuations de son
environnement incluent l&gulation de I'expression de génedont les produits sont nécessaires

a la résistance ou la survie de la bactérie aux conditions non optimales.cAimprendre les

effets d’'un stress @lucider les mécanismes de régulation répondant a celui-ci, constituent deux
étapes incontournables nécessaires an#trise de l'impact de ce stress sur la bactérie.
Toutefois, il est important de noter que la réponse a un stress sera d’autant plus efficace que le
microorganisme se trouvera dans un état physiologique favorable. Ainsi, un microorganisme en
phase stationnaire de croissance ou ayant cessé de croitre est mieux protégé d’'un stress qu’un
microorganisme en phase exponentielle. Lors de la phase stationnaire de croissance, consécutive
a un stress nutritionnel, unécanisme général de réponse au stresst mis en place, dressant

une barriere préventive et préparant la cellule aux éventuels stress a venir sans qu’elle y ait été

nécessairement exposeée.

O. oenireste incontestablement la bactérie lactiquaikux adaptée au milieu vin Comme tout
microorganisme soumis a un stress environnementateelie de restaurer un profil métabolique
nécessaire au maintien de ses fonctions et de son intégrité membranaire (homéostasie cellulaire)
par la mise en place deois mécanismes majeurscaractérisés et représentés Figure 8: (i) la
régulation de son pH interne (phl (ii) la réponse générale aux stress environnementaux et (iii)

le maintien de son intégrité membranaire. Ces mécanismes moléculaires de réponse au stress mis
en jeu palO. oenisont complexes et encore mal connus. Leur étude constitue I'un des principaux
axes de recherche de I'eéquipe VAIMIS. Ce travail de these s’inscrit dans cette thématique et
s’intéresse tout particulierement aux meécanismes moléculaires de réponse générale au stress de

O. oeni.
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Tableau 2 : Contraintes physico-chimiques et technologiques rencontrées par O. oeni en milieu vin. (Betteridge et al. 2015)

Conditions
Contraintes  Origine Conditions optimales Effets sur O. oeni Références
oenologiques

(Da Silveira et al. 2002;

Modification de la fluidité Da Silveira et al. 2003;
Stimulation de Ia
Ethanol Produit par les levures pendant la FA 12-15% (v/[v) membranaire et de la Da Silveira et al. 2004;
croissance jusqu’a 5%
structure membranaire Da Silveira and Abee

2009)

Réduction du taux de
) Acidité des baies de raisins et croissance et optimisation (Tourdot-Maréchal et al.
pH faible ) ) o 4,8-5,5 2,5-3,5 .
intervention du vinificateur de la consommation de 1999)

I’acide malique

Température ambiante de la cave Diminution du taux de
Température

inférieure a la température optimale  25°C 12-20°C croissance et de laduréede  (Betteridge et al. 2015)
faible

de croissance de O. oeni la phase latence

Production par les levures au cours

dela FA. Réduction de l'activité
SO, Ajout pour prévenir la croissance des o mg.l" 10-70 mg.I" ATPase et de la viabilité (Carreté et al. 2002)
microorganismes d’altérations cellulaire

durant la vinification
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[ 1. Régulation du pH intracellulaire ]

H*-ATPase

Activité malolactique

Labarre et al. 1996 ; Salema et al. 1996 ;
Tourdot-Maréchal et al. 1999 ; Fortier et al. v d
2003 ; Galland et al. 2003 & Augagneur et al. biogénes
2007

Amines Acides Tourdot-Maréchal et al. 2000 ; Salema et al.
aminés 2003. Chu-Ky et al. 2005

L-malate

L- mafate

Aa
ATP Décarboxylases
Bonnin-Jusserand et al

. av. [ 2011 ; Romano et al. 2012
AN

Clp
GroESL Lol8 .

DnaK-Dnal-GrpE

L-lactate 3 L-lactate

‘ Modification de Ila composition
Protéines Hsps = lipidique et de la fluidité membranaire
Jobin et al. 1999 ; Guzzo et al. 2000 ; ! Grandvalet et al. 2008 ; To. et al 2015

Bourdineaud et al. 2003 ; Grandvalet et al. NI —— - .

2005 ; Desroches et al. 2005 ; Beltramo et al. Activité lipochaperon

Jobin et al. 1997 ; Delams et al.
2011 ; Coucheney et al.. 2005

2004 & 2006

[ 3. Réponse générale aux stress ] L 2. Maintien de l'intégrité membranaire ]

Figure 8 : Identification des mécanismes majeurs de résistance et d’adaptation de O. oeni en milieu vin.

[.3.2. Mécanismes d’adaptation de O. oeni dans le milieu vin

[.3.2.1. La régulation de pH intracellulaire
Lors d’'un stress acide ou tout autre stress a I'origine d’une rcation du pH environnement
entrainant une chute du i de la bactérieO.oeni est capable de mobiliser différen
machineries enzymatiques lui permettant de maintenir s telles que I'enzyme;Fo-ATPase
(Tourdo-Maréchal et al. 1999; Galland et al. 2003; Fortier et al. ;, 'enzyme malolactiqu
(Augagneur et al. 200 et certailes acides aminés décarboxyla(BonnirnJusserand et al. 201
Romano et al. 201. Ces mécanismes sont a l'origine d’'une force proton motrice et

variation de pHApH) qui contrbuerait a la survie dO. oenien milieu acide(Figure §.

L’enzyme F1Fo-ATPase, associée auydécarboxylase joue un réle prépondérant dans
maintien du ply et de la force prot-motrice de la celluleAinsi I'entrée de la form
monoanionique’acide L-malique, sa décarboxylation en acic-lactique et I'efflux de ce dernit
aboutissent a la consommation d’'un proton intracellul(Labarre et al. 1996b; Labarre et
1996b; Salema et al. 1996b; Salema et al. a) Le déséquilibre protonique créé de par

d’autre de la membrane par I'activité malolactique, génére une force proton motrice utilisé
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FiFo-ATPast. Cette derniére fonctionne alors en sens inverse et synthétise de I'ATP. |
entre une aivité H'-ATPasique réduite et une activité malolactique inexistante a pu étre
evidence chez des mutants acidosensibleO.oen et semble jouer un réle crucial dans
mécanismes d’acidorésistancesO. oen (TourdotMaréchal et al. 1999; Galland et al. 2C.
L'activité de la RF-ATPase est également inhibée par la présence de sulfites dans
limitant ainsi la capacité de la bactérie a maintenir soi; (Carreté et al. 200. D’autres
décarboxylases impliguées dans le métabolisme des aminés contribuent également a
régulation du ply; par la libération de composés basiques telsles amines biogéne. Ainsi la
réaction de décarboxylation de I'ornithine, la tyrosine et I'histidine par I'ornithine décarbo
(ODCQC), la tyrosine décboxylase (TDC) et I'histidine décarboxylase (HDC) ménent a libér.
respective de la putrescine, la tyramine et I'histar(Bonnin-Jusserand et al. 2011; Roman
al. 2012. L’échange membranaire de l'acide aminé et I'amine biogéne conduit a la for

d’'un gradient de proton et donc d’'une force pr-motrice génératrice d’énergi

[.3.2.2. Maintien de P'intégrité membranaire
Lors d'un stress, limembrane cellulaire constitue la pimiére barriere physique. De sa
constitution lipidique, elle subit une modification instantanée de sa fluidité qu’elle doit cep
maintenir suffisante pour conserver la foncticité des protéines enchassées dans la mem
telles que les transporteurs ou liF-ATPase. Divers stress peuvent affecter la flui
membranaire d’une cellt: modulation de la température, du pH, présence déthar
Différents mécanismes permeti a la bactérie le maintien de son intégrité membranaire o
décrits tels que la synthede novodacides gras(Lu and Rock 200¢; la désaturatic-
insaturation ou la modification des acides gras par le jeu de saturases et dé«Denich et al

2003)et la cyclisation des acide gras insaturés par la CFA syr(Cronan 200z.

Chez O. oeni une modification de la composition en acides gras membranaires en cor
sublétales (éthanol 8% ou pH 3,5) a été mise en évid(Grandvalet et al. 200. Cette
modification se traduit principalement par la diution du ratio acides gras insaturés/acides
saturés et la formation d’acides gras cyclopropanes : Cyclopropane Fatty Aci(). Les CFAs
sont produits par une modification g-synthétique des acides gras insaturés par une ¢
appeléeCFA synthase codée par le géncfa. La fonctionnalite du génecfa de O. oeni a été

abordée par complémentation hétérologue d’'une scE. coli cfe-déficiente(Grandvalet et a
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2008) puis d’'une souchL. latis subspcremors cfa-déficiente(To et al. 201¢. La restauratiol
partielle du phénotype des souches parentales suggere une particularité de la Cfa sy
O. oeniliée a une préférence de substrat ou aux cions environnementales imposées pal
souches hétérologues (pHint, accessibilité du substrat...). Néanmoins, 'augmentation du
transcrits dicfade O. oenien conditions de stress acide ou éthanolique associée a I'augme
du taux de CFA membnaires conforte la fonctionnalité et I'implication de ce géne da
maintien de l'intégrité membranaire en réponse a des miman les conditions cenologique
Ces travaux suggéerent également une régulation transcriptionnelle de ce géne

précéderment décrit cheE. coli(Wang and Cronan 1994; Cronan 2C..

Lo18 pourrait également avoir un r6le dans le maintien de l'intégrité membranaire en co
de stress en s’associant aux lipides membran(Coucheney et al. 200t Le rble de cett

Small Hsp (sHsp) sera abordé plus en détails la partie Il de la synthése bibliographic.

[.3.2.3. Réponse générale aux stress de O. oeni
La réponse au stress est un phénomeéne ubiquitaire et hautement conservés a travers |
des espéces. Elle se traduit par la production d'un ensemble de protéines désignées pe
protéines de choc thermique Hsp Heatshock potein). Comme tout microorganismO. oeni
doit en permanence adapter sa physiologie aux fluctuations pg-chimiques de so

environnemen

Les technigues d’ensemencement direct des ferments malolactiques n’apportent pas tc
solution au probléme aux retards de Flrencontrésn cave. Des stratégies préadaptatic par
des traitements préalables a 4:Guzzo et al. 199 ou des cultures en [sence d’éthanc(Da
Silveira et al. 200:, effectués dans le but d’'induire I'expression des génes impliqués d¢
survie de O. oeni en milieu vin, permettent d’obtenir un meilleur taux de survie &
réensemenceme en conditions ins. Ces génes constituent marqueurs génétiques d'intéré
qui rendent compte de I'état physiologique de la cellule. Leur caractérisation est un
incontournable pour envisager I'amélioration des ferments malolactiques mais aussi pour
desmécanismes moléculaires mis en jeu par la bactérie en conditions de stress. La sk
constitue la premiére protéine de stress identifiée cO. oeni grace a la technique
d’électrophorése sur gel de polyacrylamide en deux dimens2D SDSPAGE) (Guzzo et al

1997) Puis le données issues du séquencage du génome de la souche ATC-1163 de
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O. oeni, étudiée au laboratoire, a permis l'identification et la caractérisation de nombreux genes
codant des protéines ubiquitaires intervenant dans la réponse aux stress de la bactérie dont
'expression est induite lorsque les cellules sont soumises a un stress environnemental
(thermique, acide et présence d’éthanol) (Tableau 3). L'étude de I'expression différentielle par
RTgPCR des différents genes identifiés a montré une induction des g&AeslIplLl, clpL2,
hspl18lors d’'une culture avec passage de pH5,3 a pH3,5 (Beltramo et al. 2006). La disponibilité
de la séquence du génome a également permis I'identification du régulateur transcriptionnel CtsR
par homologie aveB. subtilis.Actuellement, CtsR constitue I'unique régulateur de I'expression

des genes induits lors d’'un stress décrit dbeaeni. L'utilisation de fusions transcritptionnelles

entre les régions promotrices des génes potentiellement reconnues par CtsR et le géne rapporteur
de lap-galactosidase a permis de montrer que I'expression des lggpis3, clpP-clpL1, clpL2,
ctsR-clpC, grpE-dnaK-cbpAt groES-groEL est réprimée par CtsR en conditions optimales de
croissanceCes genes constituent le régulon CtsRQdeeni(Grandvalet et al. 2005) est
intéressant de noter que les genes étudiés par Beltramo et al. ne présentent pas le méme profil
d’expression alors que la plupart d’entre eabpl(1, clpL2, hsp18grpE, groES, ctsket clpP

font partie du régulon CtsR (Grandvalet et al. 2005; Beltramo et al. 2006). Ce phénomene
pourrait étre expliqué pour l'opéroalpP-clpLl par la mise en évidence d’'un promoteur

intergénique et d’'une expression différentielle de ces genes (Beltramo et al. 2004a).

Les travaux de transcriptomique de Olguin et al. menés sur la souche PSU-1ont récemment mis

en évidence l'implication de ces genes dans un contexte cenologique en montrant que les souches
les plus performantes en condition vin avaient un niveau d’expression relatif des genes dits « de

stress » [{sp18, clpPet ctsR plus élevé que les autres souches. Les geis& hspl&t clpX

sont surexprimés durant toute la durée de la FML tandis que les gpRexfaet trxA sont

préférentiellement surexprimés a la fin de la FML (Olguin et al. 2010).

La protéomique a également permis I'identification des protéines impliquées dans I'adaptation de
O. oenien conditions vin. Ainsi, Da Silveira et al. montrent queoenimodifie le profil de ses
protéines membranaires et cytoplasmiques en réponse a la présence d’éthanol dans le milieu de
culture (Da Silveira et al. 2004). En effet, la présence d’éthanol (8%) provoque un arrét de la
synthése des protéines membranaires tandis que le taux de protéines potentiellement associées a

la membrane augmente ce qui suggére que les protéines cytoplasmiques pourraient stabiliser la
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membrane en réponse a un stress éthanol déstabilisant I'équilibre membranaire. Ce phénoméne,
déja décrit cheD. oenidans le cas de Lol8 (Coucheney et al. 2005b) ou Ehepli pour le

chaperon GroEL (Torok et al. 1998uggere une interaction entre lipides et protéines. La
modification de I'hydrophobicité des protéines cytoplasmiques par la présence d’éthanol pourrait
expliquer 'augmentation d’affinité de ces protéines pour la membrane et le fort taux de protéines
associées a la membrane décrit dans les cellules cultivées en présence d’éthanol (Da Silveira et
al. 2004). De méme, la fraction cytosolique du chaperon moléculaire DnaK diminue lors d’'un
choc éthanol suggérant un recrutement a la membrane (Olguin et al. 2015). Les travaux de
Cecconi et al. montrent des différences de performances entre les cellules adaptées et non
adaptées principalement imputables a des différences d’expression de protéines spécifiques
impliguées dans la réponse au stress et le métabolisme des acides aminés et des sucres. De plus,
les auteurs montrent que les cellules pré-adaptées par une étape de culture en présence d'éthanol
ont une meilleure survie apres inoculation en vin (Cecconi et al. 2009). Récemment, Olguin et al.
ont étudié les effets d’'un choc éthanol (12%) sur la so@heeniPSU-1 en combinant une
approche transcriptomique et une approche protéomique. Ces travaux montrent les limites de la
protéomique appliquée @. oenien conditions vin. En effet, I'analyse transcriptomique met en
evidence une expression différentielle des génes codant les protéines associées a la membrane
cependant lI'approche protéomique permet seulement I'analyse du protéome soluble. De plus,
Mohedano et al. montrent que l'approche protéomique permet seulement d’étudier 10% du
protéome théorique (Mohedano et al. 2014). De méme concernant I'approche transcriptomique,
parmi les génes étudiés, seuls deux affichent le méme comportement au niveau génétique et
protéique. Les deux approches s’accordent sur le fait que la membrane constitue le site majeur de
la réponse cellulaire en cas de choc éthanol et leur association semble indispensable pour la
compréhension totale des mécanismes d’adaptati@ deniaux conditions physico-chimiques

du vin. A noter que l'approche protéomique semble toutefois plus séduisante, a conditions
d’optimiser les conditions d’extraction, car elle rend compte des protéines réellement disponibles
et utilisées par la cellule pour sa survie. Tandis que la transcriptomique n’illustre pas les
éventuelles étapes de régulation post-transcritptionnelles subi par le transcriptome de la cellule et
la stabilité des protéines.

La réponse générale au stress, faisant partie intégrante de ce travail de thése, sera détaillée dans la

partie Il de cette synthese bibliographique.



Synthése bibliographique

Tableau 3 : Facteurs physico-chimiques influengant ’expression des génes de O. oeni

Nature du stress

R _ Réfé

Genes Phase de croissance 42°C Ethanol pH3.5 Autres crerences

hsp18* stationnaire + + + / (Guzzo et al. 1997; Desroche et al. 2005;
Beltramo et al. 2006)

trxA - + ND + +(H,0,) (Jobin et al. 1999a; Beltramo et al. 2006)

clpX exponentielle + ND - / (Jobin et al. 1999b; Desroche et al. 2005)

tig exponentielle - ND ND / (Jobin et al. 1999b)

ftsH ND + - ND +(Nacl) (Bourdineaud et al. 2003)

clpP* exponentielle + + - / (Beltramo et al. 2004a; Desroche et al. 2005;
Beltramo et al. 2006)

clpL1* stationnaire + + + / (Beltramo et al. 2004a; Desroche et al. 2005;
Beltramo et al. 2006)

omrA ND + - ND +(Nacl) (Bourdineaud et al. 2004)

groEs* - + ND - / (Desroche et al. 2005)

grpe* - + ND - / (Desroche et al. 2005)

CtsR* - + ND - / (Desroche et al. 2005)

clpL2* stationnaire + ND + / (Desroche et al. 2005; Beltramo et al. 2006)

ND : non déterminé ; * : génes appartenant au régGisR
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1. Bactéries et stress environnementaux : cas des bactéries firmicutes

[1.1. La réponse aux stress des microorganismes
De maniére générale, toutes les modifications de conditions environnementales pou\
assimilées a un stress ont pour conséquence majeure l'inactivation ou l'inhibition des enz
métaolisme cellulaire pouvant parfois aboutila dénaturation des protéines cellulaires et
formation d’agrégats protéiques déléteres pour la bactérie. Afin de faire face a ces char
néfastes, la cellule tente de restaurer un métabolisme favorable a sa survie en mor
régulation de expression de ses genes. Ce phénomeéne eréponse au stres, consiste en |
mise en place d’'un métabolisme spécifique a chaque stress avec pour conséquence l'inc
la synthése de protéines spécifigues nommées par atlangag: « protéines de res:». Ces
protéines assurent la réparation des dommages causeés par le stress. La réponse au s
phénomeéne universel renconaussi bien chez les bactéries que cheorganismes eucaryot

et nécessaire euradaptation de I'organisme a senvironnement

Deux degrés de stress peuvent étre distir : le stress bref généralement assimilé «choc et
le stres: prolongé. Dans les deux cas, une adaptation de la bactérie est nécessaire et
décomposée de facon schématique en troises de réponse au str: (i) unephase d’alarme
qui provogue la mise en place de mécanismes de défense transitoires utilisant les col
cellulairespréexistant ; (ii) une phase d’adaptationet de résistance qui induit la synthde
novode protéines nécessas a la réparation des dommages causées par le; (iii) une phase
de déclinou d’épuisement qui aboutit & la mort cellulaire dans le cas d’'un stress intens
cette derniére phase, uadaptation de la cellule aux nouvelles cditions par réorientation d
sonmétabolism est également possible. Les cellules soumises a un str-létal sont capable
d’acquérir de fagon transitoire une tolérance qui leur permet de résister a des
habituellement Iétaux. Ces phénoméd’acquisition de tolérance et derésistance croisé sont
courants et particulierement étudiés cO. oeni.Ainsi, des cellules dO. oenipré-adaptées ps¢
un traitement préalable a la température-létale de 42°C présentent meilleul taux de survie
lors dun ensemencement direct dans le vin que les cellules non adaptées. L’inductio
synthese de protéines de stress pernmO. oenid’acquérir une tolérance temporaire au st
(Guzzo et al. 199. Il est également possible d’améliorer la tolérance aux sulfites en ac

O. oenia l'acidité (Guzzo et al. 199.. Plus récemment, C-ky et al. ont montré que les cellu
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ayant subi un choc froid préalable sont capables de résister a I'effet délétére de la combinaison
d'un choc acide a un choc éthanol. De méme, la combinaison d’'un choc froid et d’un choc

éthanol contrebalance les effets déléteres d’'un choc éthanol (Chu-Ky et al. 2005).

Initialement mises en évidence chez la drosophile suite a une traitement thermique (Ritossa
1962, 1996) , les protéines de stress furent désignées sous le terme Heat shock proteins (Hsp)
(Ritossa 1962; Ritossa 1996; Schumann 2009). Par la suite, ces protéines se sont révélées
ubiquitaires et phylogénétiquement bimanservées la réponse au stress estiverselle Outre

leur implication dans la réponse a un stress thermique, elles sont produites en réponse a des stress
physico-chimiques divers tels que la pression, l'augmentation de température, la présence
d’éthanol, l'acidité, la pression osmotique, la présence de radicaux libres et les carences

nutritionnelles.

Egalement présentes en conditions optimales de croissance, le réle principal des protéines Hsp est
d’assister le repliement des protéines et prévenir 'accumulation et I'agrégation de protéines
endommageées dans la cellule. Elles agissent en fonction du degré d’altération de la protéine et
assurent urcontréle qualité des protéines cellulairesAinsi elles jouent le role de chaperons
moléculaires en aidant au repliement de la protéine en conformation active, ou assurent la
dégradation par protéolyse des protéines dénaturées de maniére irréversible. En conditions
optimales de croissance, les taux de transcription et de traduction sont élevés. Les protéines
synthétiséesde novo se replient de maniere spontanée sans l'assistance des chaperons
moléculaires (Figure 9 (1)). Aprés un choc ou stress, la transcription et la traduction ralentissent.
Les protéines dénaturées s’accumulent et sont majoritairement pris en charge par les chaperons
moléculaires (Figure 9 (2)). Ce phénomeéne s’explique principalement par la présence de
protéines thermolabiles dans le cytoplasme. Les protéines altérées de maniére irréversible sont
dégradées par les protéadesux types de protéines Hsp peuvent étre définies en fonction des
besoins de la cellule : (i) les protéines présentes quelles que soient les conditions, cas des
chaperons moléculaires universels DnaK et GroEL ; (ii) les protéines dont la synthése est induite

en cas d’altérations séveres : cas des Small Hsps (sHsps) (Narberhaus 2002).
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(1) Conditions optimales

(2) Conditions stressantes
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Figure 9: Modéle simplifié du contrdle qualité des protéines cellulaires en conditions optimales (1) ou conditions
stressantes (2) (Narberhaus 2002).

Les protéines de stress peuvent étre classées selon différents : leur masse moléculair
leur fonction ou le stress induisant leur synthése. Dans ce chapitre, les protéines de stre
présentées selon leur fonction. La liste ne sera paustive mais s’attardera sur les principe

protéines rencontrées chez les fimicutes et plus particulieremerO. oen.

.2. Les chaperons moléculaires
Les chaperons moléculaires représentent une classe de protéines Hsp ayant comme rol
d’assure le repliement sous conformation active des protéines synthéde novien conditions
optimales de croissance. Ce sont des marqueurs moléculaires révélateurs du stress gé
bactérie classés et désignés selon limassesmoléculaire : Hsp100 Clp-ATPases), Hsp9
(HtpG), Hsp70 (DnaK), Hsp60 (GroEL), Hsp40 (DnaJ, CbpA) etSmal Hsp (sHsp). lls
agissent sous forme ho- ou hétér-oligomériques et ont parfois une activité ATPasi

apportant I'énergie nécessaire a la réac(CastaniéCornet et al. 201..

lls sont définis par Narberhaus commune famille de protéines cellulaires responsable
repliement crrect des autres polypeptides et dans certains cas de leur assemblage en
oligomérique, mais ne fait pas partie intégrante de la structure fonctionnelle (Narberhau:
2002) Lors d'un stress, les chaperons moléculaires sont mobilisés pour assurer le repliel
protéines dont la conformation a été altérée. lls sont impliqués dans de multiples fc

cellulares telles que le repliement de protéines nouvellement synthétisées, le replien

~ 41~
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protéines dénaturées par un stress, 'assemblage oligomérique, le transport intracell
protéines et l'aide a la dégradation proteolyti(Hartl and Haye-Hartl 2009. lIs interagisser
avec leur ciblede facon transitoire en reconnaissant les régions hydrophobes anormi

exposées en surface de la protéine déna

[1.2.1. Les chaperons moléculaires universels : DnaK et GroEL
Les complexes Dnal-GrpE et GroESL sont ubiquitaires et conservés chez lesries et les
eucaryotes. lls sont les représentants majeurs de la famille des chaperons moléculaires
abondants. lls reconnaissent les surfaces hydrophobes des polypeptides dénatu
empruntent des voies différentes pour l'aide au replie (Mendoza et al. 199. Le
recouvremer des régions hydrophobes lirr I'agrégation protéique et empéchent le replien

anormal de la séquence peptidiq

11.2.1.1. DnaK-DnaJ-GrpE

Polypeptide non
replié

(1)

Figure 10: Le complexe DnaKJ-GrpE. (1) Structure en trois dimensions du complexe DnaK: le domaine ATPasique et le
domaine de fixation du polypeptide (Peptide —-Binding Domain = PBD) apparaissent en vert. L’hélice a recouvrant le PBD est
en jaune et le polypeptide-substrat en violet. La fleche ATP indique le domaine de fixation de I’ATP (Nucleotide Binding Site
= NBS). (2) Mode d’action de DnaK (Hartl and Hayer-Hartl 2009).

DnaK agit uie protéine chaperone A-dépendante qui agit de maniére concertée avec d-
chaperon: DnaJ (Hsp40) et GrpE. La protéine Dra la particularité d’agir en monomere.

mode d’action de DnaK élucidé et largement étudié est préFigure10. DnaK est une protéir
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de 638 acides aminés présentant a I'extrémité eterminale un domaine de fixation
nucléotide (NBD) et a I'extrémité carbc-terminak un domaine de fixation du substiSubstrat
Binding Domail = SBD) divisé en un feuillep et une E€lice a formant un couvercleFigure
10(1))(Castani-Cornet et al. 201..

Le cochaperon DnaJ fixe le substrat et le présente a [(1). L’hydrolyse de 'ATP en ADF
catalysée par Imarrage de DnaJ et provoque un changement structural du domaine M
DnakK aboutissant a la fermeture de I'héla (en jaune). Le substrat eségé dans la cavité «
DnaK et DnaJ se dissocie du comple2). GrpE joue le réle d’échangeur de nucléotid
catalyse I'hydrolyse de I'ATP en ’ADP ce qui provoque un changement de conformat
DnaK. L'ouverture de I'hélicea et la diminution de I'affiné de DnaK pour son subst
provoque le décrochement de GrpE concomitant a la libération de la prot¢ peut alors s
replier spontanémei(3) & (4). En cas d’échec le substrat peut étre pris en charge par le ch
GroEL ou subir & nouveau un cycle de repliement par [(5) (Hartl and Haye-Hartl 2009. Le
bilan énrgétique établit paSharma et al. (201 a montré que cing molécules d’ATP s

nécessaires a DnaK pour catalyser le repliement d’'une molécule de luciférine d¢

1.2.1.2. GroEL-GroES
GroEL est un imposarcomplexe protéique en forme de tonneau composé de deux al
heptamériques de 57 kDa empilés dos a dos coopérant ave-chaperon GroES forma
également un anneau heptaméri(Xu and Sigler 1998; Saibil et al. 20. Chaque sol-unité
oligomérique est divisée en trois doma : (i) domaine équatorial responsable des interac
intra- et inte-domaines et de la fixation de I'A"; (ii) le domaine apicaimpliqué dans I
reconnaissance et la fixation de GroES et du su; (iii) le domaine intermédiaire servant

messager relayant les changements de conformations entre les deux autres dFigurell).

Le fonctionnement du complexe Gro-GroES a fait I'objet de nombreuses études ayant ab:
la proposition d’'un mécanisme d’action modele présFigure 11 (Hartl 1996; Bukau an
Horwich 1998; Ranson et al. 2006; Elad et al. 2007; Ca-Cornet et al. 201.. Les acide:
aminés hydrophobes exposés au niveau du domaine apical interragissent par affinité le
hydrophobes anormalement exposé du peptide non (1) (Ranson et al. 200. Au sein du
complexe, les régions hydrophobes du peptide subissent une élongndis que les régior

instables sont compactévia un mouvement ATP dépendant du domaine apical de ((2). La
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compaction du peptide est complétée par I'encapsulation par ((3). La fixation de GroE:¢
sur GroEL forme ainsi une cavité protectrice empéchant la fuite du substrat et permet
repliement(4). Le peptide sous conformation native est libéré aprés dissociation du comy
libération de I'ADP(5). Le repliement d’'un ptide peut nécessiter plusieurs cycles répéte
repliement dans la cavi(6). Un cycle nécessite la consommation de sept molécules d’AT
taille de la cavité limite la taille des peptides pouvant étre pris en char-60 kDa(Bukauand
Horwich 1998; Hartl and Hay-Hartl 2009.

Apical
Intermédiaire
Equatorial

Anneau-cis

Anneau-trans

Protéine native

s, ®
!\ f ® Libérationdu
i substrat

( ) Polypeptide
non replié

ATP

Dnak

DnaJ
GrpE 5 T\GrcEs + ATP
Mk DY N
S AL % ATP :T (ADP + (CADP
ADP ADP :
GroES) GroES + Pi
W ks '
@ ® ® ®
. Extension du . .
Liaison avec le domaine de Encapsulation Repliement
substrat fixation du substrat du substrat

Figure 11: Le complexe GroEL-GroES. (1) Structure en trois dimensions du complexe GroEL-GroES (Castanié-Cornet et al.
2014) et (2) Cycle de repliement d’un polypeptide par le chaperon moléculaire universel GroEL-GroES (Hartl and Hayer-
Hartl 2009).
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Les diférences de conformation entre DnaK et GroEL refletent les différencspécificités de
substrats. En effet, DnaK prend en charge les courts segments hydrophobes des proté
natives tandis que GroEL agit en enfermant le substrat protéique corans une cavit
hydrophobe limitant par la taille la fixation du pep-substrat. L’action locale de DnaK |
permet de prendre en charge de plus grandes protéines. L'étude de l'interactome de [
Calloni et al. a tout de méme montré que DnaK intt avec 40% des protéines prises en ch

par GroEL suggérant une action concertée avec Gi(Calloni et al. 201
[1.2.2. Les small Hsp

1.2.2.1. Structure

Lessmall Heat Shock Protein (a-Hsp, SmHSP ou sHSP) ou protéines de stress de faible
moléculaires sont des protéines ubiquitaires retrouvées chez les plantes, les anirr
archaebactéries et les bactéries. Contrairement aux autres chaperons moléculairesp
montrent e grandes variations de séquence, de structure et de taille. Elles présentent c
des caractéristiques commu: (i) la présence d’'un domaira-cristallin d’environ 80 a 10(
acides situé dans la région an-proximale, (ii) une taille monomérique 12 a 43 kDx, (iii) la
capacité a s'organisspontanéme en structureoligomériqueset (iv) une activité dchaperon
moléculaire ATP-indépendant influencée par le dynamisme de la structure oligomél
(Narberhaus 2002; Zhang et al. 2C.

La séquence peptidique des sHsp peut étre divisée en trois régions d:

- unerégion aminc-terminale variable pouvant aller de 20 a 250 acides aminé. Tres
conservée, la région comporte tout de méme deux segments de typea impliqués
dans I'oligomérisation de la protéine et pouvant établir des interactions hydrophob
le domainean-cristallin.

- d’'un domaine a-cristallin amino-proximal conservé constitt de sept feuillet§ et une
hélice a et d'un motif conseié [GVLTL/VTL/V] impliqués dans la dimérisation d
SHsp

- unecourte extremité carboxy-terminale de taille inférieure a vingt acides aminés
majorité polaires et chargés tels que le glutamateysine ou I'isoleucine. Cette régit

extrémement variable et flexible possede un mot-peptidique conservé au sein (
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especes [I/-X-1/L]. Comme la région amir-terminale, elle est impliguée dans

dimérisation des sH via des interactions hydrophcs (Basha et al. 201.

11.2.2.2. Fonctions cellulaires des sHsp
Les sHsp se sont révélées étre capables de prendre en charge deux substrats

différente : lesprotéines cellulaires et leslipides membranéires.

Mise en évidence dans les année<0, I'activité chaperon des st estATP-indépendante
et a été détectée chez de nombreuses représentantes de la(Horwitz 1992. Elles son
capables de reconnaitre et d’intdr de facon stable avec les protéines en cour
dénaturation afin de les séquestrer et d’'empécher leur agré(Narberhaus 2002; Sun a
MacRae 2005; Nakamoto andgh 2007; Basha et al. 20.. Le complexe protéique stabili
parles sHsp est transféré a un chaperon moléculaire-dépendant (Dnak, ClpB) pour le
repliement(Nakamoto and Vigh 200. Le processus de fixation des st sur leurs substra
protéiques n'est pas encore été élucidé. Les interactions sont de naturophobes,
hydrogeénes et ioniques et comme la plupart haperons moléculaires, les sl se fixent su
les structures hydrophobes anormalement exposées a la surface des protéines d

En absence de stress, les < sont présentes sous formes amériques inactives, incapal
de fixer les protéines immatures. La déstabilisation de ces oligomeres induite f
augmentation de température, des modifications -traductionnelles (phosphorylatic
glycosylation, acétylation) ou la présence de pnes dénaturées aboutit & un changeme
conformation néessaire a l'activation des st. En effet, ce changement conformatior
conduit a I'exposition des sites hydrophobes de fixatiosubstre a la surface de la structt
oligomérique. Il permet st un réarrangement des s-unités de [I'oligomére, ur
modification de la taille de I'oligomére ou un changement de conformation des olig¢
(Figure12). Dans tou les cas, cette modification de conformation aboutit a une augmer
d’hydrophobicité de surface indispensable a la fixation des substrats protéiques dén
permet une réassociation du complexe oligomérique autour du substrat pr(Sun and
MacRae 2005; Sugimoto et al. 20.
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Figure 12 : Mécanisme d’oligomérisation et d’activité chaperon des sHsps (Sun and MacRae 2005)

Bien que les protéines constituent substrat majeurs des sHsp, il est rmment apparu qu
certaines sH< pouvaient interagir avec les lipis membranaires. Ainsi, les st deE. coli, IbpA
et IbpB sont préférentiellement localisées au niveau de la membrane externe lors d't
thermique létal et protégent les cellules lors de stress thermique et o(Nakamoto and Vig
2007) De méme, chez la bactérie photosynthétiSynechocystiPCC 6803, I'expression ¢
génehspl’ est finement régulépar des changements d'ordre physique dans la membral
protéines Hspl7 nouvellement synthétisées s’'associant de préférence aux membr.
thylacoides. La délétion du gerhspl' aboutit une diminution importante de I'activ

photosynthétique de leactérie lors d’un stress thermiqt

L'interaction des sH¢ avec les membranes est donc sitoire et spécifique. Les sk sont
souvent qualifiées  « agents stabilisant des membr:» et possedent la capacité de controle
fluidité et de maintenir intégrité membranaire lors de str(Nakamoto and Vigh 200. Térok
et al. proposent le termcamphitrophique » pour définir la sHsp Hspl17 car selon sa localise
cellulaire (membranaire ou cytoplasmique), elle est capable de contrdler la fluidité meml
en s’associant de facon transitoire et spécifique epides membranaires et d’empéchel

formation d’agrégats protéiques en reconnaissant spécifiguement les protéines dé
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cytoplasmiqueyTorok et al. 1997; Torok et al. 20(. A I'instar de GroEL qui conserve s
activité de chaperc lorsqu’il est lié a la membrane, les sl sont souvent et de fagon abus
gualifiees de lipochaperon». Néanmoins, cette activité n’a, a ce jour, ais été démontré
chez les sHs. Par extension, ce terme désigne maintenant les protéines capes’associer i

la membrane afin de la stabilis

11.2.2.3. Cas de Lo18, unique sHsp de O. oeni
Chez les frmicutes, plusieurs sH ont été identifiée : Lo18 chezO.oen (Jobin et al. 1997
Guzzo et al. 199,Hsp18,5Hsp18,5 et Hsp19,3 chiL. plantarumWCFSI (Spano et al. 2004.
Spano et al. 2005a; Capozzi et al. 20, Hsp16,4 chesS. thermophilu(Somkuti et al. 199,
Hsp20 che:zB. brevis(Ventura et al. 200, Hspl6chezL. acidophilus(Capozzi et al. 2011,
Hspl18 che:Clostridium acetobutylicur(Sauer and Durre 19€, IbpA (P17) che:Acholeplasm:
laidlawii (Vishnyakov et al. 201. Toutesvoient leur synthesinduite lors de multiples stre
(thermique, osmotique, alcooliqunutritionnel), elles jouent un rble dans l'adaptation €

résistance de la bactérie en conditions de s(Sugimoto et al. 200.

La protéine Lol8 d¢O. oenia été particulierement caractérisée. A linstar de Hspl16 L.
acidophilusou de Hsp18 cheC. acetobutylicurrelle est I'unique représentante de la famille
sHsp identifiée dans le génome O.oen (Sawer and Durre 1993; Altermann et al. 20
Capozzi et al. 2011. Codée par le gérhsp18(0,6 kpb), Lo18 est une protéine de 148 aci
aminés et présente un poids moléculaire de 16,94 kDa. Le fractionnement cellulaire ass
technique d'immun-histochimie a permis de mettre en évidence sa localisation memb en
conditons de stress thermique, éthanolique ou l'ajout de benzyl alcool, un flui

membranaireFigure13) (Jobinet al. 1997; Coucheney et al. 20C.

=

Figure 13: Immuno-localisation par observation microscopique de Lo18 chez O. oeni. Utilisation d’anticorps primaires
polyclonaux dirigés contreLo18 et d’anticorps secondaires couplés a des particules d’or : (A) O. oeni en phase exponentielle
de croissance a 30°C; (B) O. oeni aprés choc thermique a 42°C : apparition de Lo18 dispersées dans le cytoplasme ; (C) O. oeni
aprés un choc thermique a 46°C: association membranaire des protéines Lo18 et (D) O. oeni aprés ajout d’éthanol (11%) :
association membranaire des protéines de Lo18 (Coucheney et al. 2005).
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ChezO. oeni,l'expression dehspl8est induite par des stress variés tels que 'augmentati
température, la présence d’éthanol, 'abaissement du pH ou I'ajout de benzyl alcool, un fli
membranaire(Guzzo et al. 1994; Coucheney et al. 20CMaitre et al. 201« La protéine es
retrouvée en grande quantité en conditions de (Guzzo et al. 1994; Guzzo et al. 1997; Gu
et al. 1998; Guzzo et al. 20, notamment lors d’'un stresshanolique(Guzzo et al. 199
Coucheney et a2005b. Les possibles réles de lipochaperon et de chaperon moléculaire d
ont largement été étudiés au laboratoire in vitro (Maitre et al. 2012; Maitre et al. 20;, soit
par l'intermédiaire de systeis d’expression hétérologi(Morel et al. 2001; lelmas et al. 200:
Weidmann et al. 2010; Ronez et al. 2(. In vitro, la protéine Lo18 purifiee forme un comple
oligomérique de 1-mer constitué de deux anneaux octamériques supergFigure 14). La
protéine est capable de stabiliser la fluidité de liposomes en présence ou non ¢(Delmas et
al. 2001; Coucheney et al. 2005b; Maitre et al. 2 et d’empécher I'agrégation de la citr.
synthase et de la lactate déshydrogénase en conditions dénat(Delmas et al. 2001; Mait
et al. 2012. Exprimée en systéme hétérologue cE. coli,Lo18 augmente’acidotolérance de |
bactérie et permet une meilleure solubilisation des protéir-exprimées(Morel et al. 2001
Ronez et al. 201.

Figure 14 : Structure en trois dimensions de Lo18 observée en microscopie électronique (Résolution de 30 A) : vue de haut
en bas (panneau de gauche), Vue de haut inclinée (panneau central) et vue de coté (panneau de droite) (Maitre et al. 2012)

Les travaux de Maitre et al. ont récemment démontré qu’il ein vitro, une relation entr
'oligomérisation dynamique de Lol8 et son role dans la stabilisation des membrane
protection des protéines. L'association a la membrane neerait la dissociation de I'oligomé
de Lol8 car la protéine s’associe a la membrane préférentiellement sous forme de dimé
gu’elle est retrouvée sous forme oligomérisée dans le cytoplédFigure 15). Dans le modél
d’oligomérisation dynamique de Lo18 en présence d’'éthanol proposé par Maitre et al., |
des phospholipides membranaires est présentée comme un facteur jouant un role
I'oligomérisaton de la protéine et par extension dans la balance entre les deux fonctions
(Figure15). Pour maintenir son intégritO. oeniproduit une grande quantité Lo18 jouant se

deux réles de chaperon moléculaire et de lipochaperon. Les dimeres sont préférenti
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associés a la membrane tandis que les oligomeres sont fixés sur les complexes g
dénaturés. Durant un stress éthanolique, la modificatios la composition lipidique de
membrane pourrait étre responsable de la libération des diméres rendus alors disponible

formation d’oligoméres et la protection des protéines cytoplasm

Stress éthanol

Extracellulaire : Mod|f|cat|on dela
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Figure 15 : Modeéle de 'oligomérisation dynamique de Lo18 en présence d’éthanol (Maitre et al. 2014).

L’ implication du domainw-cristallin cans les deux fonctions des sl reste difficile a élucide.
En effet, les travaux de Lentze et al. chBradyrhizobium japonicun avaient suggér
limplication d’'une phénylalanine fortement conservée au niveau de I'extrémité c-
terminale de ce domaine dans linteraction de la protéine avec ses substrats, sa su
aboutissant a la perte de I'activité chaperonéculaire sans altération de son oligomérise
(Lentze et al. 200:.. Cependant une suitution équivalente d’un résidu tyrosine par une ala
dans la séquence peptidique de Lol8 n'a montré aucun changement d'activité cha
d’oligomérisation(Weidmann et al. 201. En revanche, il semble que le résidu tyrosine
guestion soit requis pour l'activité lipochaperon et que l'alanine n° 123 sispensable

I'activité chaperon moléculaire de Lo
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.3. La famille des protéines Clp

I1.3.1. Classification- fonction des protéines Clp
Les Clp-ATPaseshomologues aux Hsp100 des eucaryotes sont désignées avec la proté:
par le termeCaseinolytic proteir bien que seule la protéine ClpP ait réellement une ac
protéasique. Les C-ATPasessontles protéines AT-dépendantes les plus répandues che
bactéries. Elles jouent un réle dan contrdle qualité et ladégradation sélectiv: des protéine
cellulaires endommagées suite a un stress thermique. Elles appartiennent a la superfe
ATPases AA/ (ATPasesAssociated with a variety of celluléActivities) caractérisée par
présence d'un ou deux domaines conservés denviro-250 acides aminésAAA-1 ou
AAA-2) comprenant differents motifs dont les motifs Walker A et B nécessaires a la fixe
I'hydrolyse de I'ATP (domaineNBD : Nucleotide Binding Doma) (Confalonieri and Dugue
1995; Neuwald et al. 19€. Ainsi deux classes de (-ATPases peuvent étre distinguées selc
présence d'udomaine NBD (AA/-2) pour la classe Il ou de deux NBD (A-1 et AAA-2)
pour la class |. Les protéines ClpA, ClpB, ClIpC, CIpE, et ClpL comportent deux domaine
fixation aux nucléotides (NBD contenus dans A-1 et AAA-2) et appartiennent a la classe |I.

protéine ClpX qui ne présente qu’un seul Nappatrtier a la clase Il Figurel6).

La classe | est divisée en s-familles selon la conservation de motifs peptidiques ou du nc
d’acides aminés séparant les deux domaines Afa présence de la signature-peptidique
[LIV]- G-[FL], principalement[V-G-E] chez les firmicutes, en aval du domaine A-2 a la
surface d’'une boucle permet aux -ATPases de s’associer a la peptidase ClpP. -peptide
est présent dans la séquenceClpA, ClpC et CIpE mais pas ClpB et Cl)(Kim et al. 200).

Cette association Clj-Clp-ATPase forme un complexe protéolytique qui dégrade les pro
dénaturées et endommagé(Kress et al. 2009; Alexopoulos et al. 2C. Au sein de ci
complexe, les C-ATPases sont responsables de la reconnaissance, du dépliement
translocation du substrat dans la cavité de dégradation de ClpP. En effet, les prottinées a
la protéolyse par ClpP sont préalablement remodelées par -ATPases puis transférées di
'anneau protéolytique formé par 'ATPase et la protéiFigure 17(1)). Un domaine de 3
acides aminés présentant des similarités avec les proUvrB et UvrC impliquées dans le
processus d’excision et de réparation des nucléotides de 'ADN endommagé est prés

ClpC et ClpE(Ingmer et al. 199 Chez ClpX, le motif en doigide zinc semble avoir un ré
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dans la dimérisation tandis que pour la protéine ClpH..d&ctis il serait impligué dans

l'interaction avec le régulateur CtsR (Varmanen et al. 2003; Wojtyra et al. 2003).

Présence chez
les fimircutes

ClpA ﬂ -
ClipB I I N

Cpc W W q ¥
classeI< CIpE ﬂ +/-

ClpL/ClpL1 | o — +/-

ClpL2" ﬂ +/-

Classe Il 7 ciox | e — R
[ ] [ | [ | ——
N1/N2 AAA1/AAA2 UVR D2-small Domaine en doigts : 200 acides
. Domaine de Ty
de Zinc amines
fixation a ClpP

Figure 16 : Représentation schématique de I'organisation structurale des sous familles de Clp-ATPases (Frees et al. 2007).
*: Présence de la protéine ClpL2 uniquement chez les Leuconostocacede. Les protéines CIpA, ClpB, ClpC, CIpE, et ClpL
comportent deux domaines de fixation aux nucléotides (NBD contenus dans AAA-1 et AAA-2) contrairement a ClpX qui n’en
comporte qu’un seul. Les différents domaines a I'origine de la classification des Clp-ATPases sont représentés : les domaines
N1 et N2 sont impliqués dans la fixation des protéines, le domaine P est impliqué dans 'interaction avec la protéine ClpP et le
domaine Zn contient un motif en doigts de zinc qui aurait un réle dans la fixation de CtsR(Varmanen et al. 2003).

En absence de la sous-unité protéolytique, les Clp-ATPases s’'assemblent en structures
oligomériques et agissent comme de véritables chaperons moléculaires libérant la
protéine-substrat en conformation native (Zolkiewski 2006). La structure oligomérique des Clp-
ATPases est formée de deux anneaux hexameériques superposées formant une chambre (Figure
17(2)). La protéine dénaturée est captée au niveau de ses régions hydrophobes anormalement
exposées puis entre par le pore formé par les deux sous-unités hexamériques. L’hydrolyse de
'ATP permet un changement conformationnel de I'oligomére et I'entrée du substrat dans la
cavité. La protéine native est expulsée apres un processus de repliement ATP-dépendant (Figure
17 (2)).
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(1) Dégradation des protéines par le complexe protéasique (Clp-ATPase-ClpP)

=
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Figure 17 : Différents mécanismes d’action des Clp-ATPases (Doyle and Wickner 2009).

Au-dela des roles classiques de contrdle qualité des protéines, de nordles pléiotropiques
des CIpATPases ont été décrits chez les firmicutes. Ainsi, le-ATPases sont impliqués da
des processus cellulaires tels quetolérance au stress,la virulence, la compétence,la
formation de biofilm, ladégradation spécifique de régulateur (Frees et al. 2003; Chastane
al. 2004; Frees et al. 20..

[1.3.2. Cas particulier de ClpB
La protéineClpB se distingue des autres (-ATPases par des singularités structurale
fonctionnelles. ClpB peus’organiser e deux anneaux hexamériques superpdypique des
Clp-ATPase mais aussi former des anneaux heptamér (Kim et al. 2000; Hoskins et ¢
2009) Incapable de se fixer a ClpP ni a aucunes autres peptidases, ClpB possede la
unigue de désagréger les protéines sans intervenir dans la dégradation de substrates.

L’expression du genclpB constitue, elle aussi, une originalité car elle aboutit & la synthe
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deux polypeptides de tailles différentes principalement due a la présence d'un site interne
d’initiation de la traduction. Cette particularité est conservée chez de nombreuses b&ctéries,
coli, Synechococcusp, streptomyces albus, L. laci{Squires et al. 1991; Eriksson and Clarke
1996; Grandvalet et al. 1999; Ingmer et al. 1999) mais pas Myepplasma pneumoniae
(Kannan et al. 2008).

ClpB agit en concertation avec le complexe DnaKJ-GrpE dont le mécanisme d’action a été décrit
dans le chapitre 11.2.1.1. ClpB n’intervient pas dans la dégradation des substrats protéigues mais
se fixe directement sur les agrégats protéiques afin de les dissoudre puis les présente au complexe
protéiqgue DnaKJ-GrpE pour repliement. Les changements structuraux de ClpB provoqué par
I'hydrolyse de 'ATP permettent le cisaillement et le déroulement des protéines agrégées (Figure
17(3)). Initialement décrit cheE. coli, le réle de ClpB dans la solubilisation des protéines
agrégées en coopération avec DnaK est également conservé chez les firmicutes (Mogk et al.
1999; Frees et al. 2007). Le mécanisme de cette coopération n'est pas totalement élucidé.
Cependant, il semble que DnaK contrble I'activité de GlEBune interaction entre une boucle

distale du domaine MMiddle domain situé entre les deux sites AAA-1 et AAA-2 de ClpB et le
NBD-2 de DnaK (Lee et al. 2003; Sielaff and Tsai 2010; Lee et al. 2013; DeSantis et al. 2014).
DnaK et les substrats protéiques peuvent alors agir sur 'assemblage et le désassemblage de la
structure oligomérique de CIpB en régulant son activit¢ ATPasique (Aguado et al. 2015).
Récemment, la technique de double-hybride bactérien a permis a Doyle et al. de montrer une
compétition entre ClpB et GrpE pour la fixation sur les NBD de DnaK (Doyle et al. 2015). La
région amino-terminale de ClpB est impliquée dans l'interaction avec les protéines-substrats
tandis que sa région carboxy-terminale joue un réle dans I'oligomérisation (Barnett et al. 2000).
ClpB présente une forte affinité pour les substrats protéiques déstructurés de de taille supérieure a
152 acides aminés et plus particulierement pourles polypeptides exhibant le motif SsrA
[AANDENYALAA] (Li et al. 2015a). Des travaux récents ont montré que ClpB est une
translocase qui catalyse la désagrégation des protéines par fixation sur les boucles exposées en

une ou deux étapes de translocation suivies d’'une dissociation rapide (Li et al. 2015b).

Si de nombreuses données sont disponibles sur le role de la protéine ClpB chez les bactéries a
Gram négatif, il n’en est pas de méme chez les firmicutes et les bactéries lactiques. Chez les

Gram négatifs, ClpB est impliquée dans la résistance hyper ou hypo-thermique et dans la
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virulence, dans la résistance au stress oxydatif et la croissance en conditions de
nutritives (Ekaza et al. 2001; Lourdault et al. 2011; Zhang et al. 2013; Singh and Jian.
ChezPseudomonas putidClpB est essentielle a la solubilisation agrégat protéiques et a |
survie a hautes temptures(lto et al. 2014. ChezL. monocytogen,, le mutaniclpB n’est pas
affecté dans sa croissance en conditions de stress mais I'est dans sa capacité a infecte
Outre son implication dans la virulence, ClpB est néces@ la thermotolérance dL.
monocytogenelors d’'un stress thermique sublé(Chastanet et al. 20(. ChezS. aureu, le
géne semble nécessaire a la croissance intracellulaire, sa délétion montrant une diminu
pathogénicité de la bactéri(Frees et al. 200. La délétion du geneclpB chez B.
amyloliquefaciendiminue la capacité de colonisation et de formation de biofilm de térie
(Zhao et al. 201! ChezL. lactis comme pousS. albu, I'interruption du gene n’aboutit pas a
phénotype remarquable et ne semble pas affecter la résistance de la bactérie aux différe
testés (thermique, osmotique, ou a la puromycine) ce qui indique un réle mineur de Cl|

certaines especi(Grandvalet et al. 1999; Ingmer et al. 1<

[1.3.3. Roles de chaperons moléculaires ClpC et CIpX
Les roles des chaperons ClpC et ClpX sont le plus souvent associés aux complexes prc
ClpCP et ClpXP. Cependant, ces deux-ATPases sont capables d’avoir une activité
chaperon moléculaire indépendamment de ClFigure 172)). Bien que la présence d
différents représentants de la famille des-ATPases au sein d’'un microorganisme varie (

genre a un autre, ClpX et ClpC selent ubiquitaires debactéries a Gram posi

La protéine ClpX est caractérisée par la présence d’'un seul domaine NDB, un motif en ¢
zinc et du motif tripeptidique de fixation a la protéase ((Gottesman et al. 1993; awrzynow
et al. 199€. ChezB. subtilis,I'interruption du gencclpX affecte la croissance a haute tempére
ou en phase stationnaire, la morphologie cellulaire, la compétence et la capacité de st
(Gerth et al. 1996; Msadek et al. 1998; Gerth et al. .. Ces résultats montrent que ClpX
requise poula survie de la bactérie en conditions de stress. S. aureusla capacité du muta
AclpX a infecter un mode murin est affectée ainsi que sa capacité de survie en conditic
stress oxydatif. De fagon surprenante, la croissance de ce mutant liorée en conditions d
stress thermique(Frees et al. 200. ChezS. pneumoniada délétion du genclpX entrane une

rapide perte de viabilité sans modification de la morpholocllulaire (Robertson et al. 2(3).
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Ces études soulignent I'importance de ClpX dans les processus cellulaires mais auss

réponse adaptive aux stress des bactéries firmi

Initialement nommée MecEMediumindependaniExpression olCompetenc), la Cli-ATPase
ClpC présente deux NBD et le motif tripeptidique conservé [VGF] de fixation a

Contrairement a la protéine CIpC E. coli, ClpC deB. subtilic présente une faible activi
ATPasique et requiere la présence de protéines adaptagalement appelées -facteurs pou
acquérir sa fonction de chaperon tels que McsA ou MKirstein et al. 2006; Kirstein et ¢
2007) ChezB. subtiliset S. aureu, ClpC est vraisemblablement la partenaire privilégiée de |
pour la reconnssance et dégradation des substrats protéiques dér(Kriger et al. 200C
Frees et al. 2004; Kock et al. 04). ChezB. subtilis, le mutantAclpC présente un défaut «
croissance a haute température, une élongation morphologique des cellules, une e
prématurée des genes de sporula(Kriiger et al. 1994; Msadek et al. 18. ClpC intervien
dans la régulation du répresseur négatif des genelasse 1, CtsR, du régulateur positif Cor
et du facteur de sporulation Ypk(Msadek et al. 1994; Turgay et al. 1997; Turgay et al. 1
Derré et al. 2000; krsuh et al. 200.. ChezS. mutanetS. pneumoniad’'importance de ClpC e
limitée. ChezS. mutan, le mutant ne présente aucun phénotype partic(Lemos and Burn
2002) tandis que che:S. pneumonii la protéine ClpC ne semble pas requise ni pot

compétence ni pour la thermotoléra(Chastanet et al. 20C.

Chez B. subtili, CIpC et ClpX interviennent dans la régulation de l'activité¢ du répre
transcriptonnel CtsR, au méme titre que CIpE clL. lactis et ClpL chezS. mutany(Varmaner
et al. 2003; Kirstein et al. 2005; Tao and Biswas 2(.

11.3.4. Roles de CIpE et ClpL : Clp-ATPases spécifiques des firmicutes
A l'instar de Clp# exclusivement retrouvée chez les bactéries & négatif, CIpE mise e
evidence lors du projet de séquencage du génorB. subtilis,est conservée et restreinte «
firmicutes(Derré et al. 1999. De méme, ClpL est exclusivement représentée chez les firm
(Chastanet et al. 20(. Longtemps confondues, ces deux -ATPases se distinguent par
présence du motif en doigts zinc et du motif tripeptidique [VGF] chez Cly deux motif:

absentgle la séquence de Cli(Chastanet et al. 20C
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Chez les bactéries firmicutes pathogénes telssgymeumoniaet L. monocytogene<IpE est
impliguée dans la virulence, la thermotolérance et la division cellulaire (Nair et al. 1999;
Chastanet et al. 2001). Chez les bactéries lactiques et plus particulierement lelsg CIpE

est impliquée dans la régulation de I'activité de CtsR et participe a la dégradation des protéines

cellulaires en association avec ClpP (Ingmer et al. 1999; Varmanen et al. 2003).

Absent du génome dB. subtilis, le géneclpL a été identifié chez de nombreux firmicutes.
Initialement, le role de&ClpL a été étudié chez les firmicutes pathogénes. Shgmeumoniae,

ClpL est capable d’'une part de moduler I'expression de genes de virulence et dautre part
d’inhiber I'adhérence de la bactérie dans le tractus nasopharyngé et les poumons (Kwon et al.
2003; Tu et al. 2007; Nguyen et al. 2014). L'implication de ClpL dans la virulence et la
formation de biofilm a également été mise en évidence ShemtansetS. aureugFrees et al.

2004; Kajfasz et al. 2009 oncernant la famille des bactéries lactiques, ClpL est impliquée dans
des processus d’acquisition de thermotolérance chesuterii, L. gasseri, S. thermophiles L.
rhamnosus(Varcamonti et al. 2006; Wall et al. 2007; Suokko et al. 2008; Simdes et al. 2010).
De plus, che4. rhamnosusL. reuterii et L. delbuckij ClpL semble également impliqgué dans
'acquisition de la tolérance au stress et au stress biliaire Lpodelbuckii (Wall et al. 2007,
Simoes et al. 2010; Ferreira et al. 2013).

La ressemblance des mutampL et clpB d’'un point de vue phénotypique ch&z aureus
suggére que ces deux protéines ont des fonctions similaires dans Il'acquisition de la
thermotolérance avec un role prépondérant pour ClpL (Frees et al. 2004). Cette observation laisse
également supposer que ClpL aurait un role de chaperon moléculaire en conditions de stress chez
les bactéries lactiques analogue a ClpB. Comme ClpB, ClpL est dépourvu de la signature
tripeptidique de fixation a ClpP [LIV]-G-[FL], de la séquence N1 caractéristique de ClpC et du
motif en doigt de Zinc identifié chez CIpE et ClpX (Figure 16) (Varmanen et al. 2003; Frees et al.
2004). La région centrale séparant AAA-1 et AAA-2 présente une taille comparable a celle de la
sous-famille ClpC. A l'instar de ClpB, ClpL posséde dans sa partie carboxy-terminale le motif
D2-small (Lee et al. 2003). Identifié dans la séquence peptide de ClpLSchexitansce
domaine semble impliqué dans la reconnaissance et la stabilisation du régulateur CtsR. Sa
délétion aboutit a la perte de I'activité chaperon de ClpL vraisemblablement due a une incapacité

d’oligomérisation (Tao and Biswas 2013a). Un motif conservé de 8 acides aminés
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(MDDLFNQL, positions 1-18) situédans la région amir-terminale hydrophobe des protéi
ClpL de S pneumoniacet L. lactis a également été mis en évidence par les travaux de Kv
al. (Kwon et al. 200z

Bien que le rb6le de chaperon moléculaire de ClpL chez de nombreux firmicutes et b
lactiqgues ne soit plus a prouver, le mécanisme d’action était jusqu’a présent inconnu. Pi
ont récemment proposé une caractérisation biochimin vitro de k& protéine ClpL deS.
pneumoniae(Park et al. 201! ClpL posséde deux caractéristiques qui la distingue des

Clp-ATPase: (i) la présence de N* ou Mg augmente lactivité nucléoti-hydrolase e
l'activité chaperon ; (i) une activitt NTPase : nucléotide). Les deux domaines NBD s
impliqués dans l'activité chaperon, I'activité A-hydrolase et 'hexamérisation de la proté
ClpL constitue I'unique représentante de la famille de-ATPases ayant e activité chapero
dépendante de la présence de*‘et indépendante de la présence d’autr-chaperonyPark et
al. 2015. Ces caractéristiques la distinguent définitivement de (malgré la similitude d

séquaces

[1.3.5. Cas particuliers des Clp-ATPases chez O. oeni : Pas de ClpB ni de CIpE mais
deux ClpL!

Concernant ses C-ATPases,O. oenifait preuve d'originalité. Seuls trois genes codant
protéines de la classeclpC et deux geneclpl) et un géene codanne protéine de la classe
(clpX) sont présents dans le génorFigure16). L'absence d ClpB n’est pas une exception
génome d©. oeni Elle a été remarquée chez de nombreuses bactéries lactiqueL. casei, L.
delbruckii, L. reuterii, L.et S. thermophilu: De maniere surprenante pour une bactérie lac
mais cohérente pour ILeuconostocace;, aucun gene codant une protéine laire aCIpE n’a

été identifié dans le génome O. oeni.

La présencede deux génesclpL est une particularité qui peut étégalementétendue a
'ensembledes bactériede la famille delLeuconostocacee(Figure16). Deux geneclplL ont été
remarqués chel. rhamnosuslls présentent une forte identité avec le gclpL deL. plantarum
(98,5%) et 'un d’eux aurait été acquis par transfert horizontal et est requis lors d‘une
prolongée a haute températL(Suokko et al. 200. Contrairement auwgénesclpL de L.

rhamnosuset L. lactis, les région encadrant les genclpL deO. oenine présentent pas genes

~58~



Synthese bibliographique

codants des transposases tronquées et ni de motifs inversés-répétés (Huang et al. 1993; Suokko et
al. 2005; Grandvalet 2011).

La classification des Clp-ATPases porte principalement sur la conservation de motifs, en
particuliers les domaines NBD et AAA (Figure 16) et du positionnement de ces motifs les uns par
rapport aux autres. Le nombre de résidus peptidiques séparant les deux domaines NBD (AAA-1
et AAA-2) des sous-familles ClpB, CIpE et ClpL sont fortement similaires. Ces sous-familles se
distinguent par une extrémité amino-terminale courte portant un domaine N1 et un domaine D2-
small en carboxy-proximal pour ClpB et la présence d’'un motif en doigt de zinc, du tripeptide
pour la reconnaissance de ClpP et d’'un domaine UVR pour CIpE. La sous-famille ClpL, quant a
elle, s'apparente a une protéine CIpE dénuée de motif en doigt de zinc et du tripeptide [VGF] et
portant un motif D2-small dans sa région carboxy-proximale. L’alignement des séquences
peptidiques des protéines ClpL issues de diffélestsonostocaceaend compte de I'existence

de deux sous familles d’ATPases , nommées ClpL1 et ClpL2 (Figure 18) (Grandvalet 2011).
L’arbre phylogénétique issu de cet alignement (Figure 18) souligne une grande similitude entre
les sous-familles ClpE et ClpL2 et un rapprochement des ClpL1 avec la sous-famille CIpL. Les 8
résidus [MDDLFNQL] caractérisés par Kwon et al. et conservé dans la séquence des protéines
ClpL delL. lactiset S. pneumoniasont retrouvés dans la sous-famille ClpL1 mais absent de la
séquence des protéines ClpL2 ce qui distingue ces deux sous-famille (Kwon et al. 2003).
L’alignement des séquences peptidiques des Clp-ATPases des sous familles ClpL et CIpE issues
defirmicutes contre les séquences peptidiques de ClplLelesonostocaceagermet également

de mettre en évidence la présence d’'un motif [VGF] dans la séquence des protéines ClpL2. La
présence de ce motif rapproche phylogénétiquement les sous-familles ClpL2 et CIpE ou ClpL2
constituerait une protéine CIpE dénuée de motif en doigt de zinc ayant acquis une région
carboxy-proximale spécifiant la fixation de son substrat.
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Figure 18 : Arbre phylogénétique tracé a partir de I'alignement des séquences peptidiques des Clp-ATPases de classe |
identifiés dans le génome des bactéries de la famille des Leuconostocaceae contre les séquences peptidiques de CIpE et/ou
de ClpL de L. lactis subsp cremoris MG1363 (AAD01782.1), L. lactis subsp lactis CNRZ270 (CAA44207.1), L. plantarum WCFSI
(YP_004889161.1; YP_004891060.1), S. aureus ST228 (CCJ23596.1), S. pneumoniae D39 (ABJ54606.1; AFC91878.1), B. subtilis
168 (NP_389253.1), S. mutans UA159 (NP_720997.1), S. pyogenes A20 (AFV38356.1), E. faecalis V583 (NP_814457.1) ,
E. faecium E980 (EFF38193.1) et L. rhamonosus E97-800(AAW22449.1; AJ749818), L. casei BL23 (CAQ67279.1). L’analyse des
banques de données a révélé la présence de genes codant des Clp-ATPases de classe | de la famille des ClpL chez L. citreum
KM2o, L. kimchii IMSNU 11154, L. mesenteroides subsp cremoris ATCC 19254, L. mesenteroides subsp mresenteroides ATCC
8293 et O. oeni ATCC BAA-1163 (CAE54288.1; EAV39924.1). Méthode des plus proches voisins utilisant le modele de Poisson.
L’arbre est construit par mesure des distances moyennes calculées a partir du % d’identité des séquences peptidiques issues
de l'alignement multiple présenté en Annexe 1. L’arbre est enraciné par ajout de la séquence peptidique de ClpB de S.
mutans UA159 (NP_721783.1).

I.4. Les protéases
Quand l'arsenal de chaperons moléculaires devient impuissant face au flot de p
dénaturées et agrégées, la cellule déploigrotéases afin de dégrader les protéines déna
de facon irréversible et assainir le cytoplasme. Ces protéases majoritairement ubiquita

impliquées dans le contrble qualité des protéines cellulaires et permettent a la cellule de 1

~ 60 ~



Synthese bibliographique

son loméostasie. Quatre classes de protéasesdépendantes bactériennes ont été deé :
FtsH (HfIB), Lon, HslUV (ClpQY) et ClpP. Cette derniére s’associe a un-ATPase pou
former un complexe protéasique CIpAP, CIpCP, CIpEP et ClpXP. Outre leur rconditions
de stress, ces protéines peuvent étre impliquées dans le contrdle du taux et de la disponi
le temps et I'espace de protéines régulati(Msadek et al. 1998; Liu et al. 1999; Chastanet ¢
2001; Simmons et al. 20(. L'absence de Lon et ClpQ restreint les protéases-dépendante
disponibles chez les bactéries lactiques. A ce jour, les protéases impliquées dans la ré
stress décrites chez les bactéries lactiques sont ClpP, FtsH et HtrAL. lactis ces trois
protéines sont indispensables a la survie de la bactérie en conditions d(Nilsson et al

1994; Frees and Ingmer 1999; Fouc-Scheunemann and Poquet 2(.

Ce paragraphe présente les principales protéases impliquées dans la réponse crites
chez les firmicutes. Un bilan faisant état de I'avancement de I'étude de ces protéas

O. oenj est établi pour chaque protéa

I1.4.1. ClpP
Chez les fimicutes a faible %-C, la protéase ClpP joue un role essentiel dans la dégradati
protéines altérées lors d'un stress. La mutation du cIpP altere la croissance a hai
température chez de nombreuses bactéries telleB. subtilis,L. lactis, Listeria monocytogen,
Staphylococcus aure, Streptococcusagalactiae, Streptococcus muta et Streptococcu
pneumonia (Msadek et al. 1998; Frees and Ingmer 1999; Robertson et al. 2002; Lermr
Burne2002; Nair et al. 2003; Frees et al. 2(. La protéine CIpP est une protéase a sérine
une structure oligomérique formée de deux anneaux de sept sous unités chacune for
cavité enfermant le site actiPorankiewicz et al. 199. Pour reconnaitre et dégrau
spécifiguemer les protéines dénaturées, le complexe multimériqgue formé par Clpf
s’associer avec un ou deux arux hexamérique de ClpATPases. L'ensemble forme |
complexe a activité protéasique désigné sous le tprotéase ClpF. L'organisation structural
du complexe protéasique ClpP porte une ressemblance avec le protéasome 26S des c
eucaryotes(Kessel et al. 199. CIpC est le partenaire privilégié de ClpP cB. subtiliset S.
aureus(Kriiger et al. 2000; Frees et al. 2C. En I'absence de ces ATPases, seuls letides de
faibles poids moléculaires entrent dans la cavité protéasique de Clontlentemer dégradés

(Moliere and Turgay 200. ClpP est sensible auantibiotiques cycliques compos
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d’acyldepsipeptides (ADEPSs) provoquant la dissociation du comple:-ATPas«ClpP. L’ajout
d’ADEPs provoque une deégradation anarchique des chaines peptidigues émerge
ribosomes(Kirstein et al. 200¢. ChezS. mutan, I'inactivation de ClpP altére la croissar
sessile erprésence ¢ glucose et la croissance planctonique en conditions de stress the
oxydatif et acide tandis gu’elle améliore la croissance sessprésence ( sucrose et la capaci

a survivre en conditions létal(Hou et al. 201+

Chez les firmicutes, comme décrit précédemment dans le paragraphe 11.2.c., I'activité pro
de ClpP est spécifiée par son association les Clf-ATPases ClpX, CIpC et ClpE. L'abser
de CIpE chezO.oen restreintla diversité des complexes protéasic chez cette bactér
Cependant, comme souligné précédemment, ClpL2 pourrait en interagissant avconstituer
un nouveau complexe CIL2 dégradant spécifiguement un substrat ¢ De maniére
surprenani, le geneclpP, généralement situé a distance des gclp ou associé aux genclpX
ettig, est organisé en opéron awlpLl1 chezO. oen. L’étude de I'opérorclpP<clpL1 a montré
différents niveaux de régulation dexpression des deux gerclpP et clpL1 en réponse a L

stress thermique ou éthanolic(Beltramo et I. 2004a.

[1.4.2. FtsH

Egalement appelée HflEFtsH est une protéase membranaire de 70 kDa-dépendante ¢
ATP-dépendante¢ pouvant jouer un role de régulateur. La protéine est active sous forme-
oligomérique. Son extrémité am-terminale contient deux segments transmembranaires
gue son extrémité carbc-terminale est cytoplasmique et comprend un domaine

caraceristique des protéines defamille AAA+ et un motif caractéristique dprotéases a Zin
ou métalloprotéase(Gottesman et al. 1997; Janska et al. 2. Essentiel cheE. coli, L. lactis,
FtsH ne l'est pas cheB. subtilis et L. plantarum.ChezL. plantarum,la croissance a hau
tempériture est affectée chez le mutiAftsH (Fiocco et al. 200! La délétion du genftsH chez
B. subtilisprovoque un défaut de division cellulaide sporulation, de sécrétion des protéine
d’adaptation aux stress thermique et osmotique B. subtilis La ressemblance des phénoty
des mutantclpP et ftsH laisse supposer la prise en chargecibles commune par les deu:

protéase(Deuerling et al. 1995; Deuerling et al. 1¢.

ChezO. oeni le taux de transcrits cftsH augmente suite a I'application de stress thermiqt

osmotique mais pas en présence d’éthanol, de sulfites ou de bromure d’éthidium. ftsH de
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O. oenipermetla complémentation d’'une souche E. coli mutante pour ce gé confirmant la

fonctionnalité de ce ge (Bourdineaud et al. 20C.

11.4.3. LonetClpQ
ClpQ, ou HslV chezB. subtilis est une protéasATP-dépendante active sous forme d’anne:
hexamerigu pouvant s’associer a la -ATPase ClpY (HslU). CLpQ et ClpY peuvent exis
séparément et s’oligomériser en présence d’ATP. ClpQ intervient dans le contréle quz
protéines en dégradant les protéines mal repliées ou endommagées par un strque. Cette
protéase a également pour substrats spécifiques les régulateurs SulA, l5*? (Chandu an«
Nandi 2004; Simmons et al. 20..

Lon est une protéase A-dépendante de 84 kDA constituée de quatre sous unités. C
soustunité compcte un domaine protéolytique et un site de fixation a 'ATP (NBD). Coil
FtsH, elle est active sous forme d’anneau F-oligomérique. En absence d’ATP, la proté
peut dégrader des peptides de petites tailles de 5 a 10 acides aminés tandis qu’en 'ATP

elle peut prendre en charge des protéines. Lon participe au contrdle qualité des |
cellulaires soit en dégradant de maniére spécifique des protéines cibles, majoritairer
régulateurs, soit en dégradant les protéines dénaturées ous. Certaines bactéries telles «
Mycobacterium tuberculos, M. leprag, Streptococcuet Lactobacillusne possédent g de gene
lon dans leur génome, tandis que d’autres especes cB. subtiliset M. xanthu présentent

deux copies e cegene

ChezB. subtilis, les deu génes paralogudonA et lonB situés en amont cclpX jouent un role
dans la régulation pc-traductionnelle des facteus" et 6® nécessaires & la transcription
genes impligués dans le processus de sporulation. Leur expressinduite lors de choc
thermique ou oxydatif mais aussi par ajout de puromycine ou d’ét(Riethdorf et al. 1994
Schmidt et al. 1994; Tsilibaris et al. 20. La mutation delonA et lonB aboutit a une
augmentation de la concentration en proi 6™ dans des cultures & pH faibles. Il semble que
dégrades™ dans des environnements & pH faible, tandis qu’a pH neutre, I'activis" est
activée par un mécanisme dépendant de ((Liu et al. 1999. La fusion traductionnelle de c
deux génes avec le gégfp (green fluorescent prote) a perms a Simmons et al. de montrer (

localisation su-cellulaire de LonA et LonB évolutive en fonction des stades de développ
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de B. subtils. Ces travaux suggerent une organisation s-temporelle de ces protéas

vraisemblablement déterminée par |écificité de substrat des protéa(Simmons et al. 200.

Le génome d©. oen comporte un genlon-like localisé en amont de genes putatifs codan
protéine de compétence (ComGBC). Aucun gene codant pour une protéine similaire a C

éte identifié cheO. oeni(Grandvalet 201..

11.4.4. HtrA

HtrA ( High-temperature requirement ) (aussi appeléiDegP, Do, DegS, DegQ) est L
protéase sérine ATKindépendante associée a la membret hautemer conservée. S
séquence peptidique peut étre décomposée en quatre : une région amir-terminale qu
contient uneséquence signal de cliva déterminant la localisation cellulaire de la |€ine
suivie de 50 acides aminés dont le role reste inconnu, une séquence faiblement conservé
proline, glutamine et sérine appeQ-linker, une région centrale conservée indispensal
I'activité protéasique portant triade catalytique [HDS] ceractéristique des tryps-like serine
protéases(Lipinska et al. 199( et une région carbo-terminale comportantun ou deuw
domainesPDZ (nommées en référence aux protéines eucanPSD95, DIg et -1 : post-
synaptic density protein, disc large protein et zonula occl-1 protein)(Pallen and Wren 199
Ortega et al. 200. Chez les bactéries firmicutda région carbox-terminale ne comporte qu’t
seul domaine PDZ et la région amr-terminale transmembraire expose la triade catalytique
la surface de la cellul(Kim and Kim 2005. Le domaine PDZ a été initialement décrit chez
eucaryotes commimpliqué dans lesnteractiols protéine-protéines. Les deux domaines P
détiennent linformation nécessaire a l'assemblage examere de la protéine. lls s
responsables de la reconnaissance du substrat et régulent 'activité protéasique en limita
du substrat a la cavité protéasique. La protéine DegP dénuée de ses deux domaines PD.
activité protéasique et erfere dans I'assemblage hexamérique de la protéase (Sassoon ¢
al. 1999. L’'unique domaine PDZ de DegS est responsable de la reconice du substrat et ¢
la régulation de I'activité protéasiquLe C-linker est une région faiblement conservée dol
longueur varie d'un homologue a l'autElle est constituée 1 40 acides amin: poui DegP, de
20 acides aminépout DegQ et est inexistte pourDegS. La plupart des enzymes HtrA ont
Q-linker semblable aeluide DegQ d¢E. coli (Kim and Kim 2005.
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Cette protéine thermosenseur présente une double activité : chaperon moléculaire a basse
température et protéase a haute température (Schumann 2007). HtrA confére aux bactéries une
tolérance aux températures hautes (Lipinska et al. 1988; Lipinska et al. 1989; Lipinska et al.
1990; Skorko-Glonek et al. 1995; Skérko-Glonek et al. 1997). Chez les bactéries a Gram négatif,
HtrA est impliguée dans le contrble qualité des protéines périplasmiques (Pallen and Wren 1997).
Chez lesstreptococcacegeHtrA est impliguée dans la virulence, la croissance a hautes
températures et la compétence (Lyon and Caparon 2004; Ahn et al. 2005; Kochan and Dawid
2013). En effet, che3. pneumoniagsitrA est un facteur de virulence majeure impliqué dans la
capacité du pneumocoque a résister aux hautes tempeératures, a la présence d’agent oxydant et la
compétence de la bactérie. La délétion du dan& réduit les capacités de dissémination et
d’'inflammation de la bactérie dans le modéle murin (lbrahim et al. 2004a; Ibrahim et al. 2004b;

de Stoppelaar et al. 2013). HtrA limite également I'accumulation dans I'environnement cellulaire

de la phéromone BpIC impliguée dans l'activation du locus BIpAB transporteur de la
pneumocine (Kochan and Dawid 2013). Chefactis, HtrA est un facteur clef de la réponse au

stress impliqué dans la protéolyse de surface a hautes températures et dans le contrble qualité des
protéines cellulaires en conditions optimales de croissance (Poquet et al. 2000). Le mutant délété
pour le géndntrA est sensible a la chaleur, I'éthanol, la puromycine et au NaCl mais pas aux pH
faibles, la présence de sels biliaires ou de peroxyde d’hydrogéne (Foucaud-Scheunemann and
Poquet 2003). La présence de plusieurs copies du gene dans le génome de nombreuses bactéries
soulignent I'importance de HtrA. Chdz coli et B. subitilis trois copies du gene sont présents

degP, deg®tdegQpour la premiere ditrA, yyxAet yvtA pour la deuxiemeComme ches.
pneumoniae, S. mutgnk protéase HtrA d@. anthracisest un facteur de virulence majeur
(Chitlaru et al. 2011).

Le génome dé®©. 0eniATCC BAA-1163 comportedeux copies du gendtrA (EAV39124.1 ;
EAV39558.1). Cette duplication génétique s’étend a I'ensemble_el@sonostocaceatandis

gu’'une seule copie de ce géne est présente dans le génome des bactéries lactiques. L'alignement
des séquences peptidiques codées par ces genksudenostocacea@vec les séquences
peptidiques des protéases HtrAlddactiset E. colia permis de localiser les principales régions
caractéristiques des protéases HtrA : la triade catalytique, le domaine membranaire dans la région
amino-terminale et le domaine PDZ dans la région carboxy-terminale (Grandvalet 2011). Cet

alignement révele également que l'une des copies du géne code une protéine tronquée d'une

~65~



Synthese bibliographique

centaine d’acides aminés dans sa région e-terminale correspondant au domaine PDZ.

séquence peptidique di-linker identifié se rapproche davantagecelle de DegP dE. coli.

Il.5. Autres familles protéines de stress

Hsp33est une protéine chaperATP-indépendante conservée et ubiquitaires chez les bacte
mais pas chez les eucaryotes supérieurs. Elle est principalement impliquée dans les me
de défenses contre le stress oxydatif. Cette protéine de 33 kDa, codée par hslO (heat
shock bcus¢ Oxydative stress induc), possede 4 résiduCystéine strictement conserve
localisés au niveau de son extrémité carl-terminale (Cys23-234-265-268), dont I'état
d’oxydation affecte la capacité d’interaction de Hsp33 avec ses protéines cibles dénatu
conditions optimales de croissance, la présence d'un licZn®") fixé au niveau des résid
cystéines induit une conformation monomérique ina de la protéine. En revanche, en prése
d’'un agent oxydant tel que leeroxyde d’hydrogéne, la libération du?* permet la formation d
ponts disulfures entre les fonctions thic-SH) des résidus cystéines et induit une conform:
oligomérique actie de Hsp33 (-8mers)(Janda et al. 200. ChezE. coli, un stress oxydat
inactive DnaK et active Hsp3(Winter et al. 200t La protéase devient alors un chape
hautement performant ne libérant ses protéines cibles qu’'une fois le taux d’ATP restau
chaperons AT-dépendants tels que DnaK totalement fonctionnels et dispor(Dahl et al.
2015) ChezStreptococcuoralis et Vibrio cholerat, Hsp33 est ispectivement impliquée dans
survie a pH faible et la résistance a I'’hypochlorite de so(Wilkins et al. 2001; Wholey ar
Jakd 2012.

A l'instar des protéases A-dépendantes précédemment décrites, Hsp33 semble impliqué
la régulation de facteurs de régulation. CIE. col, la surexpression dhslO permet la
restauration du double mutadtig/dnaK montrant ainsi que p33 est un élément clef dans
réseau des protéines chaperonesk. coli (Bruel et al. 201z Hsp33 est conservé chez
majorité des bactéries lactiques, hormis clesBifidobacterium,ce qui pourrait expliquer let
forte sensibilité au stress oxydi(Sugimoto et al. 200. Un gene putatif codant potentiellem
la protéase Hsp3(EAV39162.1)a été identifié che:O.oen. Aucune étude n’a rapporté

caractérisation de ce géne a I'heure actt
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Les thioredoxinessont des protéines ubiquitaires de 12kDa conservées chez de nom
bactéries. Comme Hsp33, la thioredoxine existe sous deux formes fonctions de I'état d’o;
des deux cystéines de son site actif : réduites (dithiol) et oxydées (di). Sous forme réduit:
la thioredoxine fonctionne comme un donneur d’hydrogénes empéchant la formation -
disulfures qui inactivent certaines enzymes. CO. oeni,le genetrxA code une protéine 11
kDa dont la séquence présente 48% d’identité TrxA de B. subtili. Ce géne exprimé a 1
niveau basal tout au long de la croissance complémente une souche muk. coli déficiente
pour la thiorédoxine et est induit apres ajout O, ou lors d’'un choc thermiqu(Jobin et al
1999a).

Les principales conséquences d’un stress thermique sont la dénaturation, voire I'agrég;
protéines, la déstabilisation des macromolécules telles que les ribosomes, I'altératic
fluidité membranaire et enfin la dénaturation acides nucléigLs (ARN et ADN). Des system
de protection et de réparation des acides nucléiques ont été décrits chez les bactéries tel
protéinesCsp (Cold Shock protein), chaperons des ARN mais gRecA, principale protéin

impliqguée dans la réparation CADN mais ne seront pas détaillés dans ce travail de t
1.6. Mécanismes de régulations de la réponse au stress.
[1.6.1. Les régulons de la réponse au stress.

[1.6.1.1. Les six régulons identifiés chez B. subtilis
La réponse au stre, traduite principalement par I'expreon des genethsp, constitue ur
domaine étudié de maniére approfondie (B. subtilis,'une des bactéries les plus étudiées ¢
les firmicutes. CheB. subtilis,cing mécanismes impliqués dans la régulation de I'expressic
géneshsf ont été caractésés a ce jour. Ces régulons définissent chacun une classe reg

I'ensemble des génhspdont I'expression dépend d’un régulateur comi

- Classe I Régulon HrcA

- Classe Il Régulon Sigma Bc®),

- Classe lll: Régulon CtsR

- Classe I\: Génes dont I'xpression est indépendante de HrcA, Ctsc®,
- Classe V: Genes régulés par des systemes a deux compos

- Classe V: Genes dont le mécanisme de régulation est inc
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Deux mécanismes de régulation des genes peuvent étre dis: (i) une régulaon négative
par répression de la transcripi : cas des génes des Classe | et Il (ii) une régulation positi\
initiation de la transcriptic: cas des genes des Classe Il, IV et V une régulation dc

mécanisme n’est pas encore cc: cas des geis de classe ViTableau4).

Tableau 4 : Régulons impliqués dans la réponse au stress chez les fimicutes (Sugimoto et al. 2008)

Mécanisme de régulation Régulateur Genes régulés chez B. subtilis

c® gspA, csbA, katE,... (Classe II)
Contréle positif Inconnu htpG (Classe V)

CssR/CssS htrA, htrB (Classe V)

HrcA Opérons grokEL, dnak (Classe 1)
Controle négatif

CtsR clpB, clpC, clpE, clpL, clpP, ... (Classe 11I)
Contrdle inconnu Inconnu ftsH, tig, clpX, lon, ... (Classe VI)

I1.6.1.1.a. Genes de classe | : régulation par HrcA

La classe | regroupe les génes codant les principaux chaperons moléculaires u
DnakK, DnaJ et GroESL. L’'expression de ces geest régulée par le répresseur transcriptio
HrcA (Heat Regulation at CIRC). HrcA reconnait une séquence nucléotidique palindron
consensus nommée CIRCEontrolling Inverted Repeat of Chaperone Expres) et localisée
au niveau des séquences promotr(Hecker et al. 199.. En conditions optimales de croissar
le complexe HrcA, synthétisé sous forme inactive, est stabilisé par GroEL puis joue son
répresseur en se fixant sur 'opérateur CIRCE. En conditic stress, la répression par HrcA
transitoirement levée pour permettre I'expression des geénes de classe I. Le complexe
recruté pour le repliement des protéines endommagées, libere HrcA ce qui inactive le ré
(Mogk et al. 1997. Chez la plupart des bactéries lactiques, I'opérateur CIRCE (TTAGC-
N9-GAGTGCTAA) est conservé dans legion promotrices de I'opércdnaK Figure19).

11.6.1.1.b. Génes de classe Il : régulation par le facteur Sigma B
La classe Il représente I'ensemble des génes génes identifiés par microarray) de
I'expression est modulée par le facteur sigma B alterrs® ). Le facteurs® interagit avec deu
séquences consensus situées dans la région promotrice et permet le positionnement c
I’ARN polymérase(Petersohn et al. 20C. Il coordonne l'induction de ces génes en réponse

stress de différentesatures chez de nombreuses bactéries a Gram positif. B. subtili, il

~ 68 ~
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intervient dans la réponse a divers stress tels que le stress thermique, osmotique,
éthanolique et en conditions de carences nutritionnelles. Néanmoins, chez les bactiques
aucun facteur sigma alternatif de tyg® n'a été mis en évidence et le génomeO. oeni ne

déroge pas a cette re (Sugimoto et al. 200.

[1.6.1.1.c.  Genes de classe Ill : régulation par CtsR

L’expression des genes de classe lll, regroupant principalement lesclp, dépend dt
l'interactiondu répresseur transcriptionnel Ct«Class Three Stress gene Repre) qui interagit
avec une séquence opératrice directement répéetéee (A/IGGTCAAANANA/GGTCAAA) loc
en amont du promoteur végétac”. Chez B. subtilis, CtsR agit comme un thermomé
moléculaire. La modification de sa conformationcondition: de stress diminue son affinité -
a-is de son opérateur permettant ainsi de lever la répre(Elsholz et al. 201( des génes ¢
classe lll. Le maintien de la dérépression est possible grace a la dégradation spécifique
par les complexes protéasiques CIpEP, CIpCP et C(Kriger and Hecker 1998; D¢ et al.
1999b; Kriger et al. 200. Les mécanismes de régulation de I'activité de Ctront présenteé

en détails dans la partie 11.7.1. de cette synthése bibliograg

[1.6.1.1.d. Genes de classe IV: régulation indépendante de
HrcA, CtsR et o°

La classe IVestreprésenté par le seul genhtpG dont I'expression est induite par un str
thermique indépendamment de HrcA, Ctsfs®. Si Schulz et al. suggére un contrdle négat
montrant une augmentation de I'expression basalhptG lors de la délétion dla région er
amont du promoteur putat* dépendan(Schulz et al. 199, le mécanisme de régulation de
gene reste flou. En 2003, la méme équipe décrit un contréle positif thermosensible ¢
présenc d'une séquenc[GAAAAAGG] en aval de la boit-10 du promoteus”-dépendant
L'inversion de deux bases dans cette séquence supprime I'induction thermosensible tanc
fusion de cette séquence avec le promoteur végélepA lui confére un caractel
thermoinductible(Versteeg et al. 200. L’activateur transcriptionnel interagissant avec c

séquence n'a pas encore été identifié a ce
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[1.6.1.1.e. Génes de classe V: régulation par un systéme a
deux composants.

La classe V regroupe les génes i I'expression est régulée par des systemes a
composants ou TCSTwo-Components Syste). ChezB. subtilis,les geneshtrA et htrB, sont
sous le contréle du TCS CssR/Ci(Westers et al. 200. Les TCS sont généralement assimils
des systemes de communicatintercellulaire ou «crosstalk»> qui permettent a une populati
de bactries de s’adapter aux conditions environnementales en coordonnant I'express
genes nécessaires a la réponse au stress détecté. lls améliorent ainsi I'adaptation et
bactérienne. Les TCS sont constitués d'une histidine kinase membranaire dite
«protéinesenseup qui détecte un stimulus environnemental spécifique et dun éle
régulateur (ER) cytoplasmique initiant la réponse transcriptionnelle. Le stimulus péripla
détecté par I'HK entraine l'autophosphorylation de la protéineun résidu histidine. L
phosphate est ensuite transféré sur un résidu aspartate de I'ER qui change de confor
initie une réponse transcriptionnelle adaptée au stim(Mascher 200¢. Chez O. oeni, la
recherche de TCS par Blast a abouti a l'identification de cinq ER contigus a une histidine
potentielle et se rapportant majoritairement a la famille de OmpR, famille la plus repri
chezles Lactobacillaceae(Zufiga et al. 201. Il est intéressant de noter qu’'un de ces
[OEOE_0105/0OEOE_0106] est contigu au ghtrA de O.oen suggérant une régulation

I'expression de I'enzyme par ce T((Grandvalet 201..

11.6.1.1.f.  Classe VI: régulation inconnue
Cette classe regroupe tous les génes induits en réponse a un stress dont le méca

régulation de I'expression n’est pas encore c(Schumann 200.

11.6.1.2. Cas des bactéries lactiques : Corégulation par HrcA et CtsR
Chez les bactéries lactiques, I'identification des mécanismes de régulation de la réponse
est encore a I'état d'ébauche en comparaison au paraB. subtilis. Les régulateurs négat
HrcA et CtsR sont conservés et cofonctionnent chez la plupart des firmicutes et des |
lactiques Figure 19). Chez lesbacillaceae(B. anthracis, B. stearothermophilus, B. halodure
C. difficile, C. perfringens, L. monocytogeret L. inocug) les deux régulons sont distincts, s
pour lesstaphyococcacea, tandis que chez leStreptococacea(S. pneumoni, S. pyogeng, S.

mutansL. lactisetS. salivarius, ils sont partiellement chevaucharL. bulgaricus, L. gasseet
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O. oenisedistinguent des autr Lactobacillacea par un mécanisme dégulation de la répon:
au stress orchestré par un seul répresseur HrcA ou CtsR. La diversité quant a la répar
régulons chez lelactobacillacea rend difficile le choix d’'un organisme de référence

bactéries lactiques a I'instar B. subtilispour les bactéries firmicute

BACILLALES LACTOBACILLALES
A A
( \ L. bulgaricus |

Bacilli Staphylococci Streptococci S. salivarius L. plantarum 0. oeni L. gasseri

Génes clp
hsp18,5

clpP dnakJ £st
roESL groESL gro
groESL groksL 7 h dnak

dnak R
dnak dnak dnak groEsL

- Régulon CtsR El Régulon HrcA

Figure 19 : Corégulation par CtsR et HrcA des génes hsp chez différentes bactéries firmicutes a faible pourcentage en bases
GC (Chastanet et al. 2001; Chastanet and Msadek 2003; Grandvalet et al. 2005; Spano and Massa 2006; Frees et al. 2007; van
Bokhorst-van de Veen et al. 2013).

11.6.1.3. O. oeni: un cas a part
De par sa capacité a croitre au sein d'un environnement défavorable tel que le milie
'organisation génétique atypique de gehsp O.oen représente un modéle particulierem
intéressant pour étudier la réponse au stress. L’analyse complgénome deO.oen ATCC
BAA-1163 souligne I'absence de géne codant un fac®, commune & I'ensemble des bacté
lactiques, et I'absence de gehrcA et de séquence opératrice CIRCE. Actueller seul le
régulateur négatif CtsR a été identifié cO. oenj il régule I'expression de la majorité des gé
hsp (Grandvalet et al. 200. Peu d'éléments sont connus concernant les mécanism

régulation des genes dont I'expression est indépendante de

L’analyse du génome cO.oen ATCC BAA-1163 a permis la caractérisation du gctsRpar
homologie avc le génectsRde B. subtilis.Le produit de ce gene partageant 50% d’identité

la séquence peptidique du régulateur CtsB. subtilis.

Des sites opérateurs reconnus par CtsR ont été localisés dans la région promotrice ctsR,
hsp18, cbpA,IpP, grpE, groES, groEL, clpC, clplet clpL2 de la soucheéD. 0eniATCC BAA-
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1163 Figure 20) (Grandvalet et al. 200. La bactéri étant particulierement réfractaire &
manipulations génétiques, le régulon CtsR a été caractérisé ene d’expression hétérologt
chez B. subtilis L’ utilisation de fusions transptionnelles entrees régions promotrices d
genes potentiellement régulés par CtsR et le géne rapporteuiB-galactosidasa permis de
montrer que I'expression des gerhspl8, clpL et des opéroi ctsRelpC, clpP<lpL1, grpE-
dnaK-cbpA et groES-groEL est réprimée par tsR en conditions optimales de croissi. Ces
genes constituent le régulon CtsRO. oen (Figure20) (Grandvalet et al. 200. Comme décri

chezB. subtilis, CtsR régulesa propre expressi.

hsp18 -13 AEYeRGTH -a7
groE5 -22 -38
grpE =21 -45
clpP -13 -36
clpl2 45 +21
ctsR -2 +15

Consensus
—  —

ARTTGGTCTTTATTCATATTTCTGT TTATAATATTAGT CJ_\AGAAT GGTCRARTTATG

-35

=35

—— —— -{ Régulon CtsR (Classelll)

—

]» Classe Ill ou classe VI ?
I . 4
S OFOE 0105 (ER) @ OFOE 0106 (HK —
ER

@
Figure 20 : Organisation du régulon CtsR et des génes induits lors d’un stress (hsp33, htrA et clpX) de O. oeni ATCC BAA-1163
et alignement des sites de fixation de CtsR identifiés dans les promoteurs des génes ctsR, hsp18, grpE, groES cIpP et clpL2
(Grandvalet et al. 2005) Le schéma récapitulant le systéme de régulation des génes induits lors d’un stress (hsp33, htrA et

clpX), a été établi a partir des hypothéses émises aprés analyse des séquences promotrices des génes clpX, hsp33 et htrA.
(Jobin et al. 1999b; Grandvalet 2011).

Actuellement, CtsR constitue l'unique régulateur de I'expression des génes induits lo
stress décrit cheO. oeni.Néanmoins ce régulateur ne contrdle par I'expressicclpX. L'étude
de la région promotrice du gehsp33et des deux gendtrA-like deO. oen montre la présenc
de séquences opératrices partielles potentiellement reconnue par CtsR. Nous pouvons ¢

interroger sur le mécanisme de régulation de I'exprede ceshsp A l'instar deB. subtilis le
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mécanisme de régulation de I'expression du gap¥ de O. oenin’a pas encore été élucide.
L’'organisation de son clustettig-clpX) est relativement classique et comparable a celles
rencontrées cheB. subtilis(tig-clpX-lonA-lonB ou E. coli (tig-clpP-clpX-lonA (Gottesman et

al. 1993; Gerth et al. 1996). La proximité des géiteet clpX est commune a de nombreuses
bactéries lactiqgued.’'analyse de sa séquence promotrice, située au sein de la phase codante du
genetig, révele la présence de la séquence opératrice relative a CtsR qui ne semble pas reconnue
par le régulateur (Grandvalet et al. 2005). Néanmoins, la région 5° UTR (5’ UnTranslated
Region) semble indiquer plusieurs options de régulation possibles: une régulation post-
transcriptionnelle par un mécanisme de type terminaison-antiterminaison ou un mécanisme de

régulation par ARN régulateur (Figure 20) (Jobin et al. 1999b).

Actuellement, il est difficile d’établir une hypothése quant a la régulation de I'expression
dehsp33 Aucun donnée n’est actuellement disponible dhezoliou B. subtilis.L’analyse de sa

région promotrice a mis en évidence la conservation de signaux de transefiptiépendants et

une conservation partielle de la séquence opératrice de CtsR ce qui suggére une reégulation par
une fixation incompléte de CtsR ou par un mécanisme post-transcriptionnelle ou post-
traductionnelle (Figure 20). Les études menées sur sa structure protéique ont montré que Hsp33
est sous conformation active uniquement lors d’'un stress oxydatif ce qui laisse entrevoir un

premier mécanisme de régulation post-traductionnel (Janda et al. 2004).

Concernant la régulation de I'expressionhti&\, la contiguité d’une des copies du gene avec un

des génes codant un TCS putatif [OEOE-0105/0EOE_0106] suggére que ce systeme de senseur-
régulateur régule I'expression d&A chezO. oeniet classerait alors ce géne dans la classe V, a
l'instar des genebtrA et htrB de B. subtilisrégulés par le TCS CssS/Cs@Resters et al. 2006).

Cette régulation hypothétique d’'une activité protéasique €heeniest d’autant plus crédible

gu’elle a auparavant été décrite chez la bactérie lactiqidophilus(Azcarate-Peril et al.

2005)
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I.7. Activité du répresseur transcriptionnel CtsR et sa régulation

[I.7.1. Régulation de Iactivité de CtsR chez B. subtilis
Conservé chez de nombreuses bactéries firmicutes a faible % en bases GC, le n
transcriptionnel CtsR et la régulation de son activité ont été largement étudiés et afs chez
B. subtilic. CtsR agit sous forme de dimere en se fixant sur une séquence heptanuclé
directement répétée qui constitue son site opér(Derré et al. 200L.
La séquence peptidique de CtsR peut se décomposer en trois domaines for :

- Une extrémité amir-terminale impliquée dans la dimérisation du régulatds

premiers acides amin}
- Un domaine de typdfélice Boucl-Heliee (HTH) qui Iui permet d'interagir ave

I’ADN au niveau de son site opérate¢Kruiger et al. 199,
- Une région centrale riche en résidGlycine qui lui permet d’'agir comme L
thermosenseuFigure22, Figure21) (Derré et al. 2000; Elsholz et al. 20.
Le role de I'extrémité carbo-terminale reste inconnu, mais il semblerait qu’elle soit implic
dans la résistance a l'activité des protéaseque les protéines qui en sont dépourvues s
instablesin vivo (Derré et al. 200(. L'alignement de séquence peptidiqgue CtsR issides

principaux fimicutes a faible GC montre la conservation des principaux doma

représentatii de la protéine CtsR au sein des différentes espFigure 23.

Domaine de

dimérisation \

Domaine de

fixation 3 'ADN Domaine

thermosensible
riche en Glycine

ADN

Figure 21: Représentation en 3D de la structure d’un dimeére de CtsR fixé sur une molécule d’ADN. Figure établie avec le
logiciel Cn3D a partir de la structure obtenue par cristallographie d’aprés (Fuhrmann et al. 2009). Les cylindres représentent
les structures en hélice a, les fleches les structures en feuillet .
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CTSR_B. SUBTI LI S - RFTSERGYl 58
CTSR_G STERACTHERMCPHI LUS - - - [JNESPRR=e\(R oY AN RFTLERGYl 57
CTSR_L. nonocyt ogenes -- RFTMERGYl 55
CTSR_O. CENI ATCC - RFTLQNGYI 57
CTSR_L. PLANTARUM - RFTI QNGYL 57
CTSR_L. CASEI - TRFTPARGYl 57
CTSR_S. AUREUS - TRFTNEHGYE 57
CTSR_S. MUTANS - TRFTESRGYA 57

CTSR_S. THERMOPHI LUS - TRFTESRGYl 56
CTSR_S. PNEUMONI AE - F TRFTESRGYL 57
CTSR_L. LACTI S QVI El TRFTASKGFD 58

ke ok Kk kkkke kkkok- kkkk * -

Kk kk kk ke o. s *

CTSR B. SUBTI LI S VESKRGGGGY! RI | KI KMNNEVVLI NNI I SQ N- THLSQAASDDI | LRLLEDKVI SEREA 117
CTSR_G. STERAOTHERMOPHI LUS VESKRGGGGYI RI MKVKTKSEAQLI DQLLELI D- HRI SQSSAEDVI KRLMEEKVI SEREA 116
CTSR_L. nbnocyt ogenes VESKRGGGGY! RI | KVKMNDKLQLLEAI | SWHDKKVSQSFSEDVI LRLLEEEVI TKKEA 115
CTSR_O. CENI ATCC VESKRGGGGY! RI EHVDLVDDTKI FDELI DYI G- DSI GNNNADQ! | TALLEDKVVSEREA 116
CTSR_L. PLANTARUM VESKRGGGGY! RI EKVNLVDDADVLDALI QVI G- DSI TQRDAYAVVQSL YEDDVLNRREA 116
CTSR_L. CASEI VESKRGGGGY! RI VKVKLTDDQDLI Q MRQHI P- SRLRVRDARDLI QELFDNGLI ARQSG 116
CTSR_S. AUREUS | ESKRGGGGY! Rl TKI ENKDATGY! NHLLQLI G- PSI SQQQAYYI | DGLLDKM.I NEREA 116
CTSR_S. MUTANS VESKRGGGGY! RI AKI RFSDQHQVLNDLEATI G- EQ SEQVFTDI | QLLFDEKI | SEREG 116
CTSR_S. THERMOPHI LUS VESKRGGGGY! Rl VKVRFSDKHHM NDLLONLA- DQLSEQVFTDLI QLLFDEKI | TEREG 115
CTSR_S. PNEUMONI AE VESKRGGGGY! Rl GRI EFSSHHEMLRELLYSI G- ERVSQEI YEDI LQLLVEQELMIKQEM 116
CTSR_L. LACTI S VESKRGGGGY! KI VKYQYSARHEFL TAL YQKVP- ANLSSKAAHDI VQLLFDEKVLTEREG 117
ckkkkkkkkkk ok . . . . . . * . . .
CTSR_B. SUBTI LI S KMWSVNVDRSVL - HI DL PERDEL RARMVKAM_TSLKLK- - - - - - 154
CTSR_G. STERACOTHERMOPHI LUS KMMLSVMDRSVL - Yl DLPERDELRARMLKAMLTSLKYK- - - - - - 153
CTSR_L. nbnocyt ogenes RLMVAALDREVL- | LPLPDRDI LRSRI LEAMLVALKYD- - - - - - 152
CTSR_O. CENI ATCC NLMVAAI DKNSLRI SDKVSENTVRARVLVGM NRLRFESTNI HG 160
CTSR_L. PLANTARUM QLI LVAI DHETLGLTDRDLENSLRARI | | G LNHLRYES- - - -- 155
CTSR_L. CASEI NLMLAVMDHETLG FDQGAEEHLRSRLFLAFLDRLRYER- - - - - 155
CTSR_S. AUREUS KM QAVI DRETL- SMDWSRDI | RANI LKRLLPVI NYY- - - - - - 153
CTSR_S. MUTANS NI | LASSGDDVL- - - - GEESSRI RARMLRKI LQRLDRKGYHL- - 154
CTSR_S. THERMOPHI LUS NLI LATASDDVL- - - - GEDAAI | RSRI LRSLLLRLDREGN- - - - 151
CTSR_S. PNEUMONI AE NLLVSVALDRVL- - - - GEEAPVWRANMLRQVI QEVDRKGK- - - - 152

CTSR_L. LACTI S NLLLLVI TD- - - - - - - GAl SPFTRGA MWKSI | NRLDRDDEI - - - 151

74 CTSR B. SUBTILIS 168
99 { CTSR G. STEAROTHERMOPHILUS Bacillaceae
1 CTSR L. MONOCYTOGENES EGD-e

CTSR L. CASEI BL23

71 { CTSR O. OENIATCCBAA-1163
80 CTSR L. PLANTARUM WCEFSI
CTSR S. AUREUS N315 Staphylococcaceae

CTSR L. LACTIS SP CREMORIS MG1363
CTSR S. PNEUMONIAE D39
74 { CTSR S. MUTANS UA159

92 CTSR S. THERMOPHILUS LMG18311
Figure 22 : Alignement par ClustalW des séquences peptidiques des CtsR des principales bactéries firmicutes dont O. oeni
ATCC BAA-1163 et I'arbre phylogénétique déduit de cet alignement. L’extrémité amino-terminale (25 premiers acides
aminés en [ est impliquée dans la dimérisation, le motif hélice-boucle-hélice (B88-Vert-f088) dans Ia fixation 3 PADN et la
région centrale riche en glycine (jaune) est impliquée dans le caractére thermosensible de CtsR. Méthode des plus proches

voisins utilisant le modéle de Poisson. L’arbre est construit par mesure des distances moyennes calculées a partir du %
d’identité des séquences peptidique issus de I’alignement ci-dessus.

Lactobacillaceae

99

Streptococcaceae

Kriger et son équipe sont les premiers a s’intéresser a I'opéron CIBCsdetiliscomposé de
six génes dont le gemtsR.lls ont montré par I'interruption detsRune augmentation du niveau
basal d’expression de I'opéron et deP. lls suggerent ainsi un réle de régulateur négatif de

CtsR sur I'opérorcipC et le géneclpP. La technique de retard sur gel a également permis de
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mettre en évidence un site de fixation de CtsR situé entre la boite -10 et le site de fixation du
ribosome RBS : ribosome binding s)téKriger et al. 1997; Kriger and Hecker 1998). Par la

suite, la mutagenese dirigée combinée a la technique d’empreinte (footprinting) ont permis de
caractériser la séquence cible de CtsR : une séquence directement répétée de sept nucléotides
séparés par trois nucléotides [A/GGTCAAA NAN A/GGTCAAA], fortement conservée chez les
fimicutes et localisée en amont des gedps dnaK chezS. aureuset shspchezO. oeniet S.
thermophilugDerré et al. 1999b).

Dés les années 2000, Derré et al. montrent que CtsR et les génes de son régulon sont faiblement
exprimés et leur expression est maintenue a un niveau basal par une dégradation spécifique de
CtsR a 37°C par le complexe protéolytique ClpXP en conditions optimales de croissance. ClpC
aurait alors un réle de chaperon impliqué dans le repliement et la protection de CtsR contre le
complexe ClpXP. Leurs travaux montrent également que CtsR est actif sous forme de dimeére
(Derré et al. 2000). Par la suite, les travaux de Kriger et son eéquipe montrent une régulation de
l'activité de CtsR basée, d’'une part, sur un maintien sous forme active a un niveau basal en
conditions optimales de croissance, et d'autre part, sur une dégradation rapide CtsR a haute
température par le complexe CIpCP (Kriger et al. 2001). lls proposent également pour la
premiére la fois I'implication des deux protéines McsA et McsB, codées par deux géenes faisant
partie de I'opérorclpC, dans le contrble de l'activité de CtsR. Le motif en doigts de zinc de
McsA permet a la protéine de se fixer sur CtsR et de le stabiliser en conditions optimales de
croissance. A l'inverse, lors d'un stress, McsB peut inactiver CtsR en l'adressant au complexe
protéasique CIpCP. Le caractere thermosenseur de CtsR décrit par la suite par Elsholz et al. a
permis d'expliquer la réponse rapide et efficace des cellules face a une augmentation de

température (Elsholz et al. 2010).

Les travaux de Kirstein et son équipe sur le contréle de I'activité de CtsR par un mécanisme de
phosphorylationvia les protéines McsA et McsB associés aux travaux de Elsholz et ses
collaborateurs sur la thermostabilité de CtsR ont donnés lieu au modéle de thermorégulation de
I'activité de CtsR présenté Figure 23 (Kirstein et al. 2005; Kirstein et al. 2007; Elsholz et al.
2010).

En absence de stress thermique, CtsR interagit avec son site opérateur et réprime I'expression des

genes de son régulon. ClpC associée aux deux protéines adaptatrices McsA et McsB, inhibe
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l'activité kinase de Mcsk(Elsholz et al. 2011. (1) L’augmentation de la température provo
une modification conformationnel de CtsR entrainant une baisse d’affinité pour le site «.
Ceci aboutit au décrochement de CtsR de son site opérateur et permet ainsi la transcri
genes de son régulon. (2) La dénaturation des protéines intracellulaires entraine une tit
ClpC qui se dissocie du complexe ClpC/McsA/McsB. L'intion de I'activité kinase de Mcs
par ClpC est levée et MscB autophosphoryle spécifiquement ses propres résidus
(R29,R190, R255, R269 et R27(Elsholz et al. 2011. (3) Assisté de McsA, McsB se fixe ¢
CtsR par lintermédiaire de son motif «oigt dezinc et I'adresse a CIpCP. Le comple
protéasique ClpCP dégrade alors CtsR. (4-dela de 30 minutes, la désactivation de McsB
déphosphorylation par la phosphatase YWIE ou par dégradation par le complexe ClpCt
lactivité du répressur. La synthese de CtsR due a la dérépression permet sa fixati
I'opérateur avec une possible I'intervention de l'activité chaperon de ClpC qui n’est plus

par les protéines thermolabiles du cytopla:

I cwpr) ’

Figure 23 : Modéle de la thermorégulation de I'activité du répresseur transcriptionnel CtsR chez B. subtilis proposé par
(Elsholz et al. 2010).

La présence de McsA conditionne l'activité de la protéine adaptatrice McsB. Le
permanent entre ces deux protéines n’est interrompu qu’en présence de stress (Elsholz
et al. 2011b; Elsholz et al. 201. McsB possede deux fonctions distinctes dépendantes (

interaction avec McsA. Lorsqu’il t associé a McsA, son activité kinase est stimulée. N
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s’autophosphoryle et sert alors d’adaptateur entre CtsR et le complexe protéasique
contrdlant ainsi la dégradation de CtsR. Lorsqu’il n’est pas associé a McsA, McsB est ca
décrocher CR de son site opérateur permettant ainsi la transcription des genes du régulc
seconde activité est rencontrée lors d’un stress oxydatif. La présence d’agent réducteur
I'oxydation de fonctions thiols particulieres des résidus cystéinesotif en doigts de zinc d
McsA provoquant I'interruption de l'interaction entre McsA et McsB. McsB libéré interagit
CtsR fixé sur son site opérateur et le décroche permettant la transcription des géenes d
(Figure24, 1-3)(Elsholz et al. 20117).

! I
B. subtilis Firmicutes dépourvues de

McsA et McsB

Figure 24 : Régulation de 'activité de CtsR lors d’un stress oxydatif (Elsholz et al. 2011).
[1.7.2. Quels mécanismes de régulation de l'activité CtsR chez les bactéries
dépourvues de McsA et McsB ?
La conservation de I'organisation de I'opéiclpC chez lesStaphylococcaceae, Clostridiace:

Listeriaceaeet les autresBacillaceas, laisse supposer une régulation de l'activité de (
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comparable a celle précédemment décrite &egubtilisimpliquant les protéines adaptatrices
codées par les genexsAet mcsB En ce qui concerne léguconostocaceae, Sreptococcaceae,
Enterococcaceae, Aerococcacestié actobacillaceael’absence des génescsAet mcsBau sein

de I'opéronclpC nous interroge sur le mécanisme de régulation de I'activité de CstR en I'absence
de ces genes. Dans le cas de I'op&lp& deO. oeni,le chevauchement des génedpC et ctsR

est une nouvelle singularité qui s'ajoute au palmarés du génome de la bactérie.

ctsR mcsA mcsB  clpC
Bacillaceae

Clostridiaceae
Listeriaceae
Staphylococcaceae
Lactobacillaceae
Aerococcaceae
Enterococcaceae

Leuconostoccaceae

Hlllim

Streptococcaceae

Figure 25 : Organisation de I"opéron CIpC chez différents phylum de bactéries fimicutes a faible %GC (Elsholz et al. 2010;
Grandvalet 2011).

L’'opéron ClpC dd.. lactisa été caractérisé par Varmanen et al. (2000). La délétion deigéhe

a permis de montrer que CtsR régldspression des genedp chezL. lactis (Varmanen et al.

2000) L'absence de géneacsAet mcsBassocié a I'opéron ClpC dans le génoméd.diactis

laisse supposer un mécanisme de régulation de I'activité de CtsR différent de celui décrit pour
B. subtilis ChezL. lactis l'interruption du genelpE provoque un retard dans le rétablissement

de la répression des génes du régulon par CtsR. Tandis que l'interruptipCde provoque

aucune modification dans I'expression du régulon CtsR. La proBpte serait donc impliquée

dans le contrble de I'activité de CstR (Varmanen et al. 2003). De maniére plus approfondie, il
semble que CIpE, a linstar de McsA cHgzsubtilis interagisse avec CtsR grace son motif en
doigts de zinc a I'extrémité amino-terminale. Il est d’'ailleurs possible de restaurer la répression
des genes du régulon par CtsR en substituant le gpiepar mcsA CIpE pourrait étre une
protéine chaperon qui stabilise CtsR et module son activité en le protégeant de la dégradation par
la protéase ClpP en absence de stress. En revanche, lors d’'une augmentation de température,
ClpE pourrait s’associer a ClpP et former un complexe protéasique capable de dégrader CtsR.

Récemment, Elsholz et al. ont confirmé les hypothéses de Varmanen et al. et ont montré que la
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protéine CIpE peut remplacer CIpC lors d’'un stress oxydatif et s’associer a ClpP (Figure 24)
(Varmanen et al. 2003; Elsholz et al. 2011b).

Récemment, les travaux de Tao et Biswas ont montré le r6le chapetdplLddans la régulation

de I'activité de CtsR che2. mutans(Tao and Biswas, 2013). La délétion du gélpé provoque
'accumulation de CtsR sous forme inactive et agrégative. Lors d’un stress, la régulation de CtsR
ne semble pas passer par une étape de dégradation par ClpP mais au contraire par le maintien
sous forme active en conditions optimales de croissance. La détection d’'un duplex CtsR-ClpL
confirme cette hypothése. De plus, aucun motif de fixation a ClpP n’est présent sur la séguence
de la protéine ClpL d&. mutange qui exclue un rdle d’adaptateur comme précédemment décrit
pour la protéine McsA che. subtilisou CIpE poullL. lactis. Plus précisément, I'expression de

ClpL tronquée de son domaine D2-small carboxy-terminal ne permet pas de maintenir CtsR sous
sa forme active, ce qui suggére I'implication de ce domaine de ClpL dans le repliement sous
forme active de CtsR (Tao et al. 2012; Tao and Biswas 2013b).

Les principaux acteurs de la régulation de l'activité de CtsR décritsBchazbtiliset L. lactis

(clpE, mcsAet mscB sont absents du génome @eoenitandis que deux versions du geahel

sont présentes. L’arbre phylogénétique construit précédemment a partir de I'alignement des
séquences peptidiques des sous-familles CIpE et ClpL montrait un rapprochement de ClpL2 avec
la famille CIpE (Figure 18). Cependant, I'absence du motif en doigts de zinc dans la séquence
peptidique de ClpL2 exclut un mécanisme de régulation similaire a celui proposé par Varmanen
et al. ched.. lactis (Varmanen et al. 2003En revanche, I'implication de la protéine ClpL dans

la stabilisation de CtsR ch& mutansuggére une action similaire de chaperon stabilisateur de
ClpL1 ou ClpL2 chezO. oeni. En outre, la présence du tripeptide [VGF] impliqué dans
'association a ClpP chez ClpL2 souligne une possible présentation de CtsR par ClpL2 au

complexe protéasique pour dégradation.

Cependant cheiz. lactis, CIpE interagit avec CtsRia son motif en doigts de zinc. L’absence de

ce motif chez ClpL1l et ClpL2 rend peu probable une interaction avec le régulateur. Il est
toutefois important de souligner que la protéine ClpLSdemutansinteragit avec CtsR par
lintermédiaire de son domaine D2-small, un domaine totalement conservé au niveau de
l'extrémité carboxy-terminale de ClpLl et ClpL2 (Figure 16). Cette observation rend

envisageable l'intervention d’'une des deux ClpL, ou les deux dans la régulation de l'activité de
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CtsR che:zO. oeni(Figure 26) En outre, l'intervention d’'une protéine adaptatrice de type M

est également envisagea

B. subtilis L. lactis S. mutans

\

Quels mécanisme(s) contréle(nt) I'activité du répresseur CtsR de O.
Oeni ?

Figure 26 : Récapitulatif des mécanismes de régulation de I’activité de CtsR chez les firmicutes.
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[ll.  Analyse fonctionnelle des génes chez O.oeni: une bactérie

capricieuse.

L’analyse fonctionnelle d’'un géne repose principalement surde du phénotype de la souc
mutée pour ce gene. La construction de mutants constitue alors la premiére étape de I't
effet, Kammerer écrit Les organismes vivants dont l'analyse génétique est la plus apprc
sont les mieux connus et les pluisément modifiables. L'analyse des mutants apporte
informations essentielles sur la fonction des génes mutés, rganisation et leur régulatic
(Kammerer 199¢. Cependant, chez la plupart des bactéries lactiques, et plus particulié
chez O. oeni, le manque évident d’outils génétiques restreint I'exploration fonctionnells
genes. L'approche moléculaire est d'autant plus limitée O. oeni est particuliéement
réfractaire a I'entrée d’ADN exogéne et quel qu« soit la méthode de transfert généti
appliquee. Jusqu’a présent, I'exploration fonctionnelle des geneO. oen se faitpar analyst
comparative avec des génes caractérisés chez d’amicroorcanismes par l'utilisation de
systeme d’expression hétérologue¢ par approchin vitro utilisant des protéines purifi€. Ainsi,
O. oeni n'étant pas une bactérie facilement manipulable, la construction de mutant
inaccessible a ce jour. Cependa’étude de 'ADN extr-chromosomique ainsi que I'élaborati
de méthodes de transferts génétiques puis le développement de vecteurs sont des dor

ont recu une attention considérable durant ces trente dernieres

I.1. Les différents modes de transferts
De nombreuses techniques permettent le transfert génétique d’ADN exogene chez les |
La conjugaison, I'électroporation et la transduction sont les plus couramment utilisées, ta
la biolistique, la transformation naturelle ou la chimmpétence sont davantage spécifiquu
certains genres bactériens. Parmi les méthodes de transferts, nous pouvons distir
méthodes naturelles et les transferts artificiels développés pour I'analyse fonctionnelle de
Ce paragraphe ne détaill que les méthodes de transferts applici ou potentiellemer

applicable a0. oen.
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[ll.1.1. Les transferts naturels

111, La conjugaison
La conjugaison est un phénomene de transfert unidirectionnel d’ADN entre une |
«donneus » et une bactérie receveuseia la formation d’'un pont cytoplasmique impliquant
contact étroit entre les deux bactéries. Tandis que chez les bactéries a Grar, et plus
particulierement cheE. coli, le contact entre les bactéries s’établit par I'intermédiaire pilus.
Chez les bactéries a Gr positif, la bactérie envoie un sigrvia une phéromone afin d’activ
les régulateurs Tra impligués dans la formation d'un relaxosome au niveau de I'orig
transfert oriT) intervenant dans le processus de transfert d’ADIMs génestra peuvent étr
portés par un plasmide di mobilisable» ou un plasmide helpe » ou par le chromosome. S¢
un brin du plasmide mobilisable est transféré des la coupure énick par une ADN relaxas:
Le simplebrin est alors ligué puis rliqué dans la cellule receveuse et la cellule donn
(Figure 27). Ce transfert d’ADN est conservatif et il est possible entre deux bactéries d’e
ou de genresactériens différents et méme entre bactéries et cellules eucaryotes telles

plantes et les levure

Zuniga et al. décrivent pour la premiéere fois ce phénoméne O.oen en 1996. Deu:
transposons Tn925 et Tn916 de kpb et 17 kpb ont ét¢ transféés par conjugaison (
Enterococcus faecalivers O. oeni Ces deux transposons portent le géne de résistanc
tétracycline et sont capables de promouvoir leur propre transfert entre cellules. La fréqt
transfert variede 1x1C® & 1x1C® transcorugants par cellule réceptrice selon la souche réce|
utilisée. Les transposone sont intégré a différents sites du chromosome de maniére
aléatoire.O. oenis’est également révélé capable d’agir comme une cellule donneuse dan

d’'une conju@ison avelactococcus lact (Zufiga et al. 1996.

Les plasmides pIP501 et pVA797 (Cf. lll.2.b) ont également été transféré<O. oeni par
conjugaison aveL. lactis comme cellule donneuse. La fréquence de transfert varie entr®
et 4x10° selon la souche réceptrice. Dans les deux cas, les plis, instabls d’un point de vue
structura, subissent d’importantes délétions au niveau des ra, nécessaire au transfert |
conjugaiso et du genesegB nécessaire a la stabilité des plasmides. Ceci pourrait exf
linstabilité ségrégationnellees plasmides dérivés du plP501 et pVA'(Zuhiga et al. 200

Ces deux vecteL ont, par la suite, été utilisés comme plasmid helpe » lors du transfel
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conjugatif du pGID052 (Cf. 1l12.b.) avec comme cellules donneE. faecali: ou L. lactis

(Beltramo et al. 2004. La fréquence de transfert varie de 2.7°a 2.2x1(” transconjugants p:

cellulereceveusi

.1.1.2. La transduction
La transduction est une technique de transfert d’ADN par lintermédiaire d’'une pa
phagique. Le bactériophage peut infecter une cellule bactérienne et lui transférer son AL
deux cycles d'infection différents. Lod’'un cycle lytique, le bactériophage ou son ADN pén
dans la cellule et se réplique. Le cycle aboutit a la lyse de la cellule héte et conduit a la li
des copies du phage dans le milieu. Lors d’'un cycle lysogénique, I'’ADN phagique est
sows forme de prophage dans le génome bactérien puis se réplique lors de la division c
L’ADN phagique est alors transféré aux cellules filFigure27). Une tansduction effective e

basée sur I'état de lysogénie du bactérioph

Les premiers bactériophages O.oen sont mis en évidence apres centrifugation de

australiens et observation en microscopie électronique a bal(Davis et al. 198 L'étude du
potentiel lysogénique des souche<O. oen a montré que 45 a 60% des souches contenaie
prophage apres induction a la mitomycin(Arendt et al. 1991; Pob-Icart e al. 1998. Santos
et al. ont mis en évidence l'intégration du prophage au niveau de deux sites d’'atta

présents dans le génome de la souche-1 deO. oen (Santos et al. 199.

Bactériophage

( 1) Donneur
Plasmide helper, %

portant les génes tra

Chromosome bactérien

Plasmide mobilisable

Protéines de transfert
(Tra) : réplication et
transfert simple brin

ADN phagique intégré
dans le chromosome
Réplication double bactérien

brin et ligation

Figure 27 : Les méthodes naturelles de transfert génétique chez O. oeni : (1) la conjugaison ; (2) la transduction.
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l1l.1.2. Les transferts artificiels -I’électroporation

L’électroporation est une méthode atrtificielle de transfert d’ADN basée sur la perméabi
temporaire de la membrane plasmique par I'application d’'un charctrique. Techniquemer
I'application du champ électrique provoque une instabilité des lipides membranaires et
formation de nanopores. La membrane reste alors perméable pendant quelques millise
permet I'entrée dans la cellule de macromules tlles que de 'ADN plasmidiquilLa mise er
ceuvre de la technique d’électroporation étant moins fastidieuse que la conjugaison, I'ut
de cette technigue est privilégiée chez de nombreux microorganismes, notamment

bactéries Grampositif. Les hombreux protocoles disponibles préconisent l'utilisation de la
successifs permettant I'élimination des sels présents dans le milieu de culture et la désta
de I'enveloppe cellulaire. Les cellules devenues compétentes sone resuspendues dans
tampon dit - d’électroporatio » en présence de I’ADN puis sont électroporées. L'utilisation
agent déstabilisant la membrane tels que la glycine, le tween 80, la pér(Lu et al. 2014, le
sucrose, le glycér(Teresa Alegre et al. 20( le lysozyme(Dicks 1994 ou la thréonin¢David
et al. 198¢ ajoutés au milieu de culture ou au tampon de lavage des cellulr fragiliser

I'enveloppe cellulaire, est souvent préconisée afin d’'améliorer I'efficacité de transfor

Un premier phénomeéne de transformation O.oeni par électroporation utilisant un |
traitement au lysozyme est décrit par Dicks en 1994. S trois plasmides testés (pGKI
pAMS100 et pIL253), seul le pGK13 est transféré avec succes avec une effica
transformation maximale de 1x° cellules par pg d’ADN lorsque les cellules sont prélevée
début de phase exponentielle de croissancitat physiologique des cellules semblent influer
I'efficacité de transformation qui restent cependant fa(Dicks 1994. De plus, seul 20% c
bactéries survivent a ce protocole d’électroporation. Par la suite, le protocole d’électropor
O. oeni été amélioré par l'ajout d’éthanol jouant le réle de fluidifiant membranaire de
tampond’électroporation L’efficacité de transformation maximale atteint ® cellules par p
d’ADN lorsque les cellules sont prélevées en phase exponentielle de crois: électroporée
en présence « 10% d'éthanol (v/v). Avec, I'application de ses parans, 10% des cellule
survivent. Si 'augmentation du taux d’éthanol utilisé dans le tampon d’électrop a 15%
(viv) n'affecte ni I'efficacité de transformation (5,2)°), ni le taux de survie (12%), I'ét

physiologique des cellules semble avoir sorportance. En effet, les cellules en ph
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stationnaire semblent mieux supporter I'électroporation avec un taux de survie dt

Cependant, l'efficacité de transformation est alors divisée p(AssadGarcia et al. 200.
l.2. Les outils génétiques pour 'analyse fonctionnelle des génes

[11.2.1. Les plasmides
Les plasmides sont des entités largement utilisés comme vecteurs de clonages chez les
les levures et les cellules humaines. Ce sont des éléments indispensables a la ma
génétique des microorganismes. Depuis nnées 1990, la volonté de construire un vectel
clonage adapté O. oenis’est considérablement développée que ce soit par I'étude de |
extrachromosomique ou par I'élaboration de plasmides a partir d’entités décrites chez |
microorganismesLa plupart des plasmides développés chez les bactéries lactiques se ré
selon un mode simg-brin unidirectionnel appelé réplication en cercle roulant (CR). Ceper
le clonage de grands fragments d’ADN rend instable ces plasmid¢Pére-Arellano et al
2001) Chez les plasmides Théta, la synthése des deux brins est simulta- ou bi-
directionnelle et forme un ceil» de réplication visible en microscopie électronique.
plasmides Théta offnt une alternative intéressante de par leur stabilité structure

ségrégationnell(Eom et al. 201..

[.2.1.1. Les plasmides natifs chez O. oeni
La présence d’éléments e>-chromosomiques cheO. oenia été mise en évidence pour
premiére fois il y a presque trente ans par les travaux de Janse et al. (1987). Onze |
natifs de 2,4’kpb a 4,61kpb ont été isolés a par de huit souches cO. oen issues de vins s-
africains(Janse et al. 198. Déja, les auteurs ont remarqué que les plasmides isolés éta
petites tailles avec une faible fréquence et un faible nombre de copies et soutenaient I'h
véhiculée par Orberg et al. selon laquelle les éléments-chromosomique deO. oeni

confennent peu d’'informations génétiqu(Orberg and Sandine 1984; Janse et al. .

La connaissance des plasmideatifs d’'une bactérie est une partie intégrante de [I'é
fonctionnelle des genes. En effet, deux plasmides appartenant au méme groupe d’incon
ne pouvanicoexiste, I'obtention de bactéries transformantes ou transconjugantes est er
dépendnte des plasmides natifs de la bactérie réceptrice. Il faut cependant noter

plasmides cryptiques natifs sont le plus souvent instables et donc que les souches don
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de laboratoire en sont habituellement dénuO.oen ATCC BAA-1163, la soche étudiée a
laboratoire, porte le plasmiccryptique pRS3se répliquant selon le mode du cercle rol
(AJ310614.1

Dans le but de développer des vecteurs de clonage permettant la manipulation géne
O. oenj la caractérisation de 'ADN exi-chromosomique a recu une attention considél
aboutissant a la caractérisation de nombreux plasmides cryptiques et de plasmides ¢
taille (Fremaux et al. 1993; Brito et al. 1996; Alegre et al. 1999; Brito and Paveia 1999; Bt

Paveia 1999; Mesas et al. 2001; Favier et al. -

[ll.2.1.1.a. Les plasmides cryptiques
A I'heure actuelle, six petits plasmides cryptiques (de tailles comprises entre 2523 et 3
ont été mis en évidence et séquences O. oeni: pLol3(Fremau: et al. 1993, p4028(Zufiga
et al. 1996k, pOg32(Brito et al. 199€¢, pRS1(Alegre et al. 199¢, pRS2, pRS(Mesas et al
2001) Un plasmide cryptigue est un plasmide ne contenant que linformation gér
nécessaire a sa réplication et ne @nt aucune propriété nouvelle a la bactérie. Le plas
p4028 mis a part, 'ensemble dplasmides cryptiques décrits crO. oen se répliquenvia un
mécanisme de cercle roularlls sont constitués de trois ORFs (ORF1, ORF2 et Ol
représentés sur Figure28. Les deux premiers ORFs (ORF1 et ORF2) codent respectiven
protéine Rep (Replication proteins) et la protéine Pre (Plasmid Recombinant protein) inte
dans la réplication et la rembinaison du plasmic(Brito et al. 1996; Zafiga et al. 1996b; Ale
et al. 1999; Mesas et al. 20. Le troisieme ORF code une protéine dont la fonction est €
inconnue. La présence d'un domaine de type HTH caractéristique des protéines capab
fixer sur une séquence ADN spécifque et les 49% d’identité avec une protéineL. higardii
(WP_003636756.1) suggere que I'ORF3 code également une primpliquée dans la

réplication et recombinaison du plasn.

Ces plasmides ont également en commun la présence de séquences d’ADN requise
réplicationen mode cercle roant (CR), une répétition de thymine (CTTTTTTT(T)) séparal
site de fixation d ribosome (RB.: Ribosome Binding Site) et le codon inititateur ATG
'ORF1, des sites spécifiques de recombinaison, etRS; et une origine double brin (D¢ :
doublestrand origin)(Alegre et al. 1999; Mesas et al. 2C. Les motifs communs décrits-

dessus sont représentés danFigure 28 avec I'exemple du pF2. Les travaux de Mesas et
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ses collaborateurs proposent la séparation de ces plasmides crytpiques en deux sou
regroupant d’'une part le pLol3 et le pRS3 et d'autre part le pOg32, le pRS1 et le
L’isolement de pRS2 et le pRS3 a partir d méme souche, suggere que ces deux plasi
n'appartiennent pas a la méme famille d’incompatibilité. Dans le but de développ
protocoles de transformation et de caractériser la fonction de ces plasmides, Mesas et ¢
intéressés au curage dplasmides cryptiques cheO. oeni.lls ont montré que les plasmid
étaient relativement instabl(Mesas et al. 200. Un simple traitement thermique a tempéra
subléthale combiné a un traitement a I'acridine orange ou a l'acriflavine provoque la
pRS1, de pRS2 et pRS3 ou de seulement pRE s’est montré plus sensible au méthode
curage(Mesas et al. 200-. Les auteurs ont également observé une perte spontanée de

de pRS2 et pRS3 par électroporat

Hing [l Ssp

Nde |

Hae Il

Sac|

Figure 28 : Carte de restriction du plasmide cryptique pRS2 de O. oeni (Mesas et al. 2001).

Concernant le p4028, I'étude de sa séquence nucléotide a montré la présence de ci
n'ayant aucune similarité significative avec les autres plasmides crytpiques décrits préceéc

ce qui ne permet pas de déterminer son mode de réplic

[1l.2.1.1.b. Les plasmides de grande taille
Le criblage de trente souches O. oenia mis en évidence la présence de plasmides de ¢
taille (40 kpb) dans di-huit souche (Brito and Paveia 199. L'utilisation de la techniqu
d’électrophorése sur gel d’agarose en champ pulsé (: pulsefield gel electrophoresic
combinee ala technique d’hybridation AD-ADN permet I'identification de ces plasmides e
caractérisation de leur topologie. Le plasmide pOg2kph) a ainsi été dentifié par cette

technigue Tableau E. Bien que vraisemblablement fréquents cO. oenj les grands plasmide
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restent difficiles a détecter probablement a cause de leur faible nombre de copies ou a (

rapide(Brito and Paveia 199.

Deux grands plasmides, pOE-1 et son dérivé pOEl1v2 portant des genes possiblerr
impligués dans l'adaptation au milieu vin ont également été isolés a partir de 44 sou
O. oeni(Tableau 5(Favier et al. 201.. Le pOENI4 est le premier plasmide décrit ctO. oeni
ayant un mode de réplication Théta. Il posséde les génes communs a la réplicatior
contenir, de maniére sou-dépendante, deux génes impliqués dans l'adaptation etauE
codant un transporteur de sulfiteoyeune flavine NADH oxydoréductasFigure 29 (Favier et
al. 2012. La séquence nucléotidique de ces deux plasmides possedent 99% d’identi

different que d’un fragment de 3kpb présent uniguement dans le pO-1v2.

on

: 4 56 7 8 12 13 14 15 16171819
0. ceni C9 <:] <]
pOENI-1 |:>(>(:">r_m"> CJCJ ED ‘ _- . <‘|:| :D [>E> <]<“I>
R -
(18.3kb) | @ X & & RSS2 F F R ® T .,,Q \Q’ g 8
99% 99% ori

11 12 abcdef 13 14 15 16171819 20
S DI oo b o el 5> (b=
pOENI-1v2

(21.9kb)

Figure 29 : Organisation génétique de pOENI-1 et de son dérivé pOENI-1v2 (Favier et al. 2012). Les ORFs sont représentées
par des fleches numérotées. L’origine de réplication du plasmide est indiquée par une fléche rouge verticale.

Malgré de nombreuses études menées sur I’ADN -chromosomique et plus particuliérem
sur les plasmides cryptiques O. oeniutilisart un mode de réplication en cercle rou, aucun
vecteur de clonage n’est actuellement dispo avec des signaux de transcription adapt
O. oeni Les grands plasmides utilisant un mode de réplication CR ont recu une a
considérable depuis leébut des années 20(Mesas et al. 2011; Favier et al. 2012; Rodrigut
al. 2015. Les plasmides a réplication Théta sont généralement jables d’'un point de vue
structuraleet permettent envisage le clonage de grands fragments d’ADN contrairement
plasmides se répliquant selon le mode CR décrits comme moinss (Gruss and Ehrlich 198.
Récemment, les travaux Rodriguez et al. ont abouti a la création d’'un vecteur chiméi
clonage, le pRS7RefFigure 30), construit a partir de la région réplicative du pRS7, un ¢
plasmide isolé a partir de la souche indigO.oen CT86 (Tableau ) (Mesas et al. 201. Le

pRS7Ref(6,1 kpb est un vecteur navette capable de se répliquerE. coligrace a une part
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du plJ2925 et chez les bactéries lactiques grace égion réplicative du pRS7Figure 30).
Cependant, malgré l'affirmation des auteurs selon laquelle le pRS7Rep constitue le
vecteur utilisant unorigine de réplication dO. oen pouvant étre utilisé comme un vecteur

clonage checette bactérie lactiq, aucun essai de transfert n’est a ce jour pi

Eco RI

pPRS7Rep
6.1 kb

Figure 30: carte du plasmide chimérique pRS7Rep : vecteur navette Gram’/ dérivé du pRS7, du plJ2925 et du pEM64.
Fragment EcoRI (ORI et Rep, en noir) issue du pRS7 qui contient la région réplicative permettant la réplication chez les
bactéries lactiques. Région EcoRI- BamHI (Cam, en gris) issue du pEM64 contient le géne résistance au chloramphénicol.
Régions BamHI-EcoRI du pl1J2925 qui contient la région réplicative du puC18 (ColEIl Rep, hachurée) et le gene de résistance a
Ampicilline (Ap, quadrillée).

[.2.1.2. Les plasmides de clonages

l1.2.1.2.a. Le pGID052
Actuellement, nous disposons un nombre restreint d’outils moléculaires nécessail
I'exploration fonctionnelle d«O. oeni.Le pGID052 reste a ce jour I'unique vecteur dispor
permettant un transfert génétique par conjugaison ou par électroporaticO. oeni(Beltramo
et al. 2004L. Le vecteur pGIDC2 est un vecteur navette Gr'/ de 5,7 kpb dérivant dL
pGID701 Figure31). Le pGID701 dérive l-méme du pORI19 dans lequel a été cloné l'ori
de transfert du |P501, il est non réplicatif chez les bactéries a (" (Oraby 2002. Une régior
nécessaire a la réplicatiopORFx, RepA, Re]) mesurant 3,3kphb issue du vecteur pLC22R
Leuconostoc citreu a ensuite été clonée dans le pGID701 formant ainsi le pGID052. Tou
la construction du pGID052 a entrainé la perte du criblage -bleu via l'interruption du
fragmentlacZ’ et la duplication de site de restriction limitant les stras de clonage. De plu
ce vecteur présente une taille conséquente (5,7 kpb). Spécialement concu pour le
génétique cheO.oeni ce vecteur est stable a la ségrégation durant 100 générations ¢
utilisé pour I'expression du geiclpL2 de O. oenidont I'extrémite 3’ a été tronquéeclplL?2’) afin
de pouvoir distinguer le produit d’expression de ce gene de la protéine ClpLie.
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L’expression du genclpL2’ placé sous le contrble de son propre promoteur a permis la sy
in vivo d’'une protéine ClpL2 tronquée de ses 346 ré carboxy-terminaux et détectable
immunc-détection(Assa-Garcia et al. 200. Ce plasmide constitue une avancée ma pour
I'expression de génes cheO. oeni Cependant, le pGID052 nécessite d’'étre opé en
particulier en ce qui concerne sa taille, I'absence de signaux d’expression et de cribl

plasmides recombinant

Srnal
Hirsdil

= o

setren = =

i Reph (IR1.1R2) | Hirwcm

=

;;I. r P lack

Hindill

Maem RepB \ e
18cZ._pou
Orie pGID701 2280bp pGID052 5700 bp ErmA

Oris
vector

vector

st
e Sapl Orie
Leiln -

Figure 31: Cartes des vecteurs pORI19, pGID701 et de son dérivé pGIDo52 : (1) pORI19 : vecteur dérive du pWVo1, gene de
résistance & I’érythromycine (Em®) et origine de réplication Gram™ (ori*) issus du pWVot. repA, criblage blanc-bleu en
présence de X-Gal avec le gene de la B-galactosidase (lacZ) et site multiple de clonage issus du pUC19. Vecteur réplicatif chez
E. coli et intégratif chez les bactéries lactiques (Law et al. 1995a) ; (2) pGID701 : vecteur dérivé de pORI19, origine de transfert
(oriT) du pIP501 (ZUdiga et al. 2003) ; (2) pGIDO52 : vecteur navette Gram-+/- dérivé de pGID701, origine de réplication Gram+
issue du pLC22R (RepA, RepB, pORFX, LcilM’), réplicatif chez les bactéries lactiques, sélection des bactéries a I’érythromycine
et lincomycine (ermL) (Oraby 2002; Beltramo et al. 2004b).

D’autres vecteurs ont été transférés et testésO. oen, tels que le pIP501 ou le pVA797, m
le pGIDO052 et le seul vecteur stable a la ségrégation et pour lequel I'expression d’'un gel
reporté che:O.oen (Zuiiga et al. 2003; Beltramo et al. 2004b; A-Garcia et al. 200. En
effet, le vecteur conjugatif pIP501 et son dérive, instables a la ségrégation, subissaient

délétions spécifiques lors de leur transferL. lactisa O. oeni(Zufiga et al. 200
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Tableau 5 : Tableau récapitulatif des principaux plasmides, bactériophages et vecteurs décrits chez O. oeni

Noms (N° d’accession) Tailles Modes de réplication’  Caractéristiques connues® Références

Plasmides cryptiques

pLo13 3948 bp CR Isolé de O. oeni ATCC BAA-1163 (Fremaux et al. 1993)

pOg32 2544 bp CR Isolé d’une souche issue d’un vin portugais (Brito et al. 1996)

P4028 4410 bp Inconnue inconnue (Zuniga et al. 1996b)

pRS1 2523 bp CR Isolé d’une souche issue d’un vin espagnol (Alegre et al. 1999)

pRS2 (AJ310613) 2544 bp CR Isolé d’une souche issue d’un vin espagnol (Mesas et al. 2001)

pRS3 (AJ310614) 3948 bp CR Isolé d’une souche issue d’un vin espagnol (Mesas et al. 2001)
Grands plasmides

pOg25 37 kpb inconnue Isolé d’une souche issue d’un vin portugais (Brito and Paveia 1999)

pOENI-1 (JX416328)  18.3kpb Mode Théta Isolé de ferments malolactiques et de souches de (Favier et al. 2012)

pOENI-1v2 (JX416329) 21.9 kpb laboratoire

pRS7 ~20 kpb Mode Théta supposée  Isolé d’une souche de O. oeni CT86 issu d’un vin espagnol (Mesas et al. 2011)

Vecteurs
bGIDOS:2 5.7 kpb Mode théta Tet®Cm"®, Em®, Lm", PI?, plasmide R issu de Streptococcus(Beltramo et al. 2004b)

agalactiae de groupe B

Le Chatelier et al. 1993;
Mode théta mais région EmR/LmR, fragment d’ADN Hindlll de 3,38 kpb de ( ! 993

pIP501 30,3 kpb CR fonctionnelle pLC22R, oriR of pLC22R Pujol et al. 1998; Zdfiiga et
al. 2003)
Enophages
Noms Groupe Int Caractéristiques Références
L1o inconnue Identification de onze ORFs dont cing génes et séquences régulatrices (Sutherland et al. 1994)

Phage tempéré, genes int en amont du site attP + genes hol
¢1oMC Intg & p g & (Gindreau and Lonvaud-Funel 1999)
et lys au sein du site attP

(Santos et al. 1998; Parreira et al. 1999; S&o-

fO Int Groupe ene lys inhibé par un élement cis-régulateur
&44 A peb g Y P & José et al. 2000; Nascimento et al. 2008)

1CR : mode réplication en cercle roulaRTef* : résistance a la tétracyclin€nt : au chloramphénicol, Eha I'érythromycine, Lrida la lincomycine et Plau pristinamycine.



Synthese bibliographique

[11.2.1.2.b. Le pSIP409 et ses dérivés
Durant ces trente derniéres années, la caractérisation de '’ADI-chromosomique et la mit
au point d’outils génétiques ont recu une attention particuliere O.oeni Cependant, u
vecteur d’expression avec des signaux de transcription efficace est toujours manqua

mutagenése dirigée n’est pas encore envisage

ChezO. oeni,le besoin d’'un nouvel outil d’expression comportant des signaux de transc
adaptés suivi d’'un genapporteur facilitant I'étape de criblage des bactéries transformar
fait réellement rssentir. Chez les bactéries lactiques, de nouvelles générations de v
d’expression sont régulierement mis au point. Ces systemes d’expressions quali Food-
grade» (qualité alimentairc ou «GRAS» ont été mis au point dans un but de strat
d’autoclonage utilisant des marqueurs de sélection de qualité alimentaire afin de pou
utilisés lors de [I'élaboration de produits alimentaires. En effe I'ajout d’enzymes
recombinantes est généralement empéché par un contexi-culturel, l'utilisation de bactérie
lactiqgues avec ces systeme Food-grade » est davantage tolérée par les consommateurs.
chez L. case, I'un des premiers systemesFood-grade» utilisait I'opéron lactose pol
'expression du genilvBN de L. lactis codant une acide hydroxyacétique synthase impli
dans la synthése d’acides aminés branchés précurseurs du diacétyle dans le but d’'une ¢
dans des processusrmentaire des yaour(Gosalbes et al. 20C. Dans le méme but d’améler
la qualité organoleptique des produits fermentaires, le systéme Nllsine Controlled gen
Expression) a été largement mis a contribution pour la production d’enzymes d
biotechnologique f-galactosidase, aminopeptidase, aminoacylase, lipase) e contréle dt
promoteur inductible a la nisine,sa (Mierau et al. 2005; Maischberger et al. 2010; Peterbat
al. 2011.

Plus récemment, une nouvelle famille de vecteur d’expression inductible a fait son ap
chez les bactéries lactiques et plus particuliérelL. plantarun : lasérie des pSIP. Le pSIP4(
principal vecteur de cette famille est un vecteur navette */~ développé pour les bactér
lactiques, et possede une cassette de résistance a I'érythromycine de la méme famil
pGID052 et un systeme d’expression ictible «Food-grade» (Axelsson et al. 1988; Sgrvig
al. 2M3; Beltramo et al. 2004. Le systéme d’expression inductible est dérivé du clust

genessppimpliqué dans la production de la sakacine P, une bactériocine de classe Il libe
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L. sakei Comme le systeme NICE, ce systeme a deux composantpe senserrégulateur
codé par le cluster de génspp est activé par I'ajout d'un peptide phéromone de 19 a
aminés (MAGNSSNFIHKIKQIFTHR (Huhne et al. 199 Le peptide active le promoteusppip
qui initie la transcription de la phosphokinase Spp du régulateur SppR. La protéine Sp
active par phosphorylation SppR qui induit a son tour I'expression dugusA Le génegusA
code uneB-glucuronidasecapable d’hydrolyser le - gluc (Acide 5-bromc-4-chlore3-indolyl-
beta-Dglucuroniqui) libérant unprécipité bleu ce qui permet un criblage phénotypique
milieu gélos. L’efficacité des deux systémes d’expression, NICE et pSIP, a été comparé
leur capacité a produire de l'acide 2,5di-gluconique réductase issue Corynebacteriun
glutamicun. Dans les deux cas, les systemes sont efficaces et produisent une grande
d’enzyme. Cependant, le rendement maximal de production de I'enzyme est atteint ¢
vecteur pSIP409 avec 262 * de milieu contre 114 U de milieu pour le vectetpNZ8150

(Kaswurm et al. 201..

EcoRl
Kpnl
Smal
Harl
Hindill
Xbal
Xhol

TpepN
pUC(pGEM)ori

256rep BamHi

pSIP409
vector
7444 bp

Heol

Agel
Bglll

Tcat194 tsaifl
Pstl

PorfX

sppR

sppK

Figure 32 : Carte du vecteur pSIP409 : vecteur navette Gram* , origine de réplication Gram- (pUC(GEM)ori), origine de
réplication Gram+ (256rep), sélection a I’érythromycine (ermL), expression du geéne rapporteur gusA codant la B-
glucuronidase inductible par SpplP. Le systéme d’expression est inductible par un peptide phéromone (SpplIP) de 19 acides
aminés (MAGNSSNFIHKIKQIFTHR) dérivé du systeme de production des bactériocines Sakacine P et codé par le cluster des
genes sppKR. L’ajout de SpplP active le promoteur Ps,,p qui initie la transcription des génes sppK et sppR. SppK et du
régulateur SppR. SppK active par phosphorylation SppR qui va pouvoir activer le promoteur pORFx (promoteur d’un ORF
inconnu du régulon de la sakacin P) qui induit a son tour I’expression du géne gusA. Criblage blanc-bleu par ajout d’un
substrat synthétique de la B-glucuronidase, le X-gluc (5Bromo4chloro3indolyl glucuronide - précipité bleu avec hydrolyse p-
nitrophényl-B-D-Glucuronide).
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[1l.2.2. Les cenophages
Commerenseigné précédemment dans le paragraphe Ill.1.1.b, les bactériophages ont é
pour la premiere fois en 1985 par Davis et al. Potentiellement responsables du retard ou
prématuré de la fermentation malolactique, ils ont recu une on considérable durant c
trente dernieres anné(Davis et al. 1985; Arendt et al. 1991; Sutherland et al. 1994; Santo:
1996; Gindreau et al. 1997; Santos et al. 1998; F-Icart et al. 1998; Parreira et al. 19
Gindreau and LonvarFund 1999; Sa-José et al. 2000; S-José et al. 2004; Nascimento et
2008; Doria et al. 2013; Jaomanjaka et al. 2. Ces études ont abouti a la caractérise
approfondie de huit cenopha : $10MC (Gindreau et al. 1997; Gindreau and Lon\-Funel
1999) L10 (Sutherland et al. 199, fOgML34, fOg4029, fOg30, fOg218, fOg44 et fOgP<
(Santos et al. 199 classés dans quatre groupes différents, ints, intc intp) basés sur le
similarités de séquence du geint de l'intégrase Tableau 5(Santos et al. 1998; Jaomanjak:
al. 2013. Les cenophages ont en commun une téte isométrique et une longe striée Figure
33). lls sont maintenant facilement détectables par une technique de RAPD (Randomly Al
polymorphic DNA) basée sur la détectipar amplification aléatoire par PCR du géne co
I'endolysine lys) hautement consere dans le génome des cenopha(Doria et al. 201:.
Quatre sites d’attachement permettal’intégration du prophage ont été identifiés dans
génome de la souche P-1 suggérant unwitilisation possible des cenophages comme ¢

vecteurs de clonage et laissanespérer une intégration d’ADN exogene cheO. oeni.

100 pm
R

Figure 33 : Bactériophage de O. oeni observé au microscope électronique a balayage (Davis et al. 1985)
1.3. Alternative a la mutagenése dirigée : inhibition séquence spécifique par
production d’ARN antisens.
Comme l'exposent les deux précédents paragraphes, la caractérisation de '’ADN chromc
et I'élaboration de techniques de transformation O. oeniont recu une attention considéra
durant ces trente derniéres annéLa manipulation génétiqgue dO.oeni représente un

thématique a part entiére du laboratoire et plusieurs travaux de thése lui ont été c(Oraby
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2002; Beltramo 2004; Assad-Garcia et al. 2008; Bonnin-Jusserand 2011). Les méthodes de
transformation génétiqgue ne permettent pas encore d’envisager la construction d'un mutant par
double recombinaison. En effet, I'efficacité de transformation de 5:®clliles transformantes

par ug d’ADN plasmidique reste inférieure a la fréquence d'un événement de recombinaison
(Dicks 1994; Assad-Garcia et al. 2008). L'exploration fonctionnelle par systéeme d’expression
hétérologue constitue jusqu’a présent I'alternative privilégiée a la mutagenese dirigée et a permis
d’amorcer la caractérisation des géhepl18 ctsR cfa, mleA, odc, estA2, estBestC(Jobin et

al. 1997; Grandvalet et al. 2005; Sumby et al. 2009; Bonnin-Jusserand et al. 2011; Sumby et al.
2012a; Schimann et al. 2012; Schimann et al. 2013). Cependant cette technique reste limitée et

ne permet pas une étuitevivo approfondie en milieu vin.

Une nouvelle technique a récemment fait son apparition comme une alternative a la mutagenese
dirigée et au systeme d’expression hétérologue pour I'analyse fonctionnelle deslge&it@age

par ARN antisens(ARNas). Cette technique, désignée par différents termes tels que le « Gene
silencing » ou le « Knock Down », permet un ciblage séquence spécifique de genes par
expression d’ARNas permettant de moduler I'expression de ces génes cibles. Les ARNas sont
alors définis comme des « polyméres synthétigues ou naturels qui reconnaissent et inhibent
spécifiguement I'expression de 'ARN messager (ARNm) sens ciblé » (Good 2003). Divers
meécanismes antisens existent et désignent tous les mécanismes basés sur la reconnaissance
spécifiqgue de ’'ARNmM menant a la réduction ou a l'altération de I'expression du transcrit ou de
I’ARN sens (Rasmussen et al. 2007).

Le ciblage par antisens est un phénoméne commun dans la nature et peut affecter la transcription
en induisant la dégradation de ’'ARNm ou la répression de la traduction. Basée sur le principe
d'appariement des bases de 'ARNas avec sa cible, cette technigque correspond a une régulation
post-transcriptionnelle permettant d’empécher la synthése des protéines par inhibition de la
traduction sans modification de la séquence cible chromosomique de la bactérie. Cette stratégie,
contrairement a linterruption de géne, convient a la modulation de I'expression de genes
essentiels a la survie de la bactérie. L'expression d’'un ARNas étant exactement complémentaire
de I'ARNm cible constitue la forme la plus basique de la technique. Plusieurs stratégies de
ciblage peuvent étre envisagées pour parvenir a moduler I'expression de genes. Les ARN

antisens exprimés peuvent cibler I'ensemble de la phase de lecture du génegéiRFeading
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frame (McGrath et al. 2001; Bouazzaoui and LaPointe 2006; Croxen et al. 2007; Oddone et al.
2009), le site de liaison au ribosome (RB8bosome Binding Sit®u une ségquence a proximité

du RBS (Engdahl et al. 1997; Engdahl et al. 2001; Good 2003). La formation du duplex ARNm-
ARNas a deux conséquences: (i) le bloquage de la traduction par encombrement stérique
inhibant la fixation du ribsome sur son RBS et (ii) la dégradation de I'’ARN double brin par des
RNAses (Rasmussen et al. 2007).

Chez les bactéries lactiques, le ciblage de I'ORF complet par ARNas est, jusqu’'a présent, la
stratégie privilégiée et a montré qu’une inhibition par appariement des bases était possible. Ainsi
Baouazzaoui et al. parviennent a modifier la production d’exopolysaccharidds. chamnosus

en ciblant le genevelE d'une glycosyltransférase par des ARNas recouvrant l'intégralité de
I'ORF (Bouazzaoui and LaPointe 2006). Chefactis,la méme stratégie a permis d'empécher la
prolifération de quatre phages (McGrath et al. 2001). Plus récemment, Oddone et al. ont adapté le
systeme NICEpour I'expression des ARNas ciblant l'intégralité de 'ORF du gépP delL.

lactis (Oddone et al. 2009). Dans toutes ces études, les ARNas sont produits par I'intermédiaire
de vecteurs réplicatifs permettant une expression inductible ou non des ARN antisens et aucune
modification du chromosome n’a lieu, ce qui fait de cette technigque, une alternative a la

mutagenése, séduisante pour I'exploration fonctionnelle des gened.abexai
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L’objectif principal de ce projet these était d’'identifier les mécanismes moléculaires mis
par O.oen en réponse aux changements de conditions environnem. Pour caractérise
lactivité de CtsR, l'unique chef d’orchestre de la réponse au stress connu et identif
O. oenj il parait indispensable de comprendre quel(s) mécanisme(s) parviena réguler sol
activité alors que le génome O. oenine comporte ni les acteurs décrits cB. subtilis(mcsA,
etmcsB, ni clpE requis pour I'activité répressive de CtsR L. lactis.

Dans ce contexte, les objectifs de cette thése étaient les s:

I Développement d’un outil moléculaire: approche in vivo de Ia

fonction de hsp18.

Une partie de ma thése a été consacrdéveloppement d’'un outil d’expression Le vecteul
obtenu, nommé pSIPSYN, a été utilisé pl’'élaboration de la technique de citage par
ARNas. Pour tester la fonctionnalité de cette technique, nous avons ciblé lhspl¢ Ce choix
s’est essentiellement imposé pour des raisons techniques. En effet, ce géne de petite tai
protéine Lol8 particulierement étudiée au laboratoire et nous disposons d‘ar
spécifiguement dirigés contre cette sHsp. Deux vecteurérents ont été constrL: (i) 'un
permettant la synthese d’ARNas ciblant I'intégralité de la phase codante et I'autre cil
région 5’UTR du genhspl8.Les deux techniques de ciblage ont été comparées en éval
taux protéiques de Lol8 détec dans les deux souches recombinante<O.oen. L’étude
phénotypique de la souche recombinante présentant une diminution drastique du taux
intracellulaire nous a permisétudier le réle de ce chaperon moléculaire en conditions
stress thermique, acide ou éthanoliqu. L'implication de Lol8 dans le recouvrement de
fluiditt membranaire apres un choc éthanolique a également été évaluée par la t

d’anisotropie de fluorescenc

. Caractériser la fonction du répresseur CtsR et les mécanismes de

régulation de son activité chez O. oeni.

Dans un premier temps, les mécanismes de régulation de I'activité du répresseur transci
CtsR deO. oeniont été étudiés esysteme d’expression hétérologuutilisan B. subtiliscomme

bactérie hote. Un steme d’expression hétérologue inductible au xylose a été associ
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systeme rapporteur utilisant le gebgaBde G. stearothermophiluen fusion transcriptionnel

avec le promoteur chspl8portant le site opérateur de C.

Dans un deuxieme temgla fonction du régulateur transcriptionnel CtsR a été étudiéin vivo
chezO. oeni.La technique de ciblage par synthese d’ARNas exgprécédemme avec le gén
hspl8a été appliquée au gectsR La caractérisation de la fonction de CtsR cO. oeni a été
initiée par une étude phénotypiclors de stress de différentes natures (thermique et acide

souche recombinante synthétis des ARNa ciblant la phase codante ctsF.

[ll.  Etudier l'impact des geénes d’estérases de O.oeni sur le profil

aromatique du vin aprés FML.

Le vecteu pSIPSYN mis au point au cours de ces travaux de these a été valorisé

application cenologique. A I'aide de cet outil, nous avons pu étl'impact des estérases d
O. oenisur le profil aromatique d'un vin Aligoté ayant préalablement subi I'étape de F..
Pour ce faire, les deux genes d’estéraseO. oeni,estA2et estA7,0nt été clonés dans le vect:
d’expression pSIPSYN. Les vecteurs résultants ont ensuite été transféréO.oen et les
souches recombinantes obtes ont été utilisées pour ensemencer un vin Aligoté. L
d’avancement de la FML a été évalpar le biais d’'un dosage de la concentration en &
malique dans les vins expérimentaux. La concentration des principaux esters présents a|
(acétate d'thyle, acétate d’isobutyle, butanoate d’éthyle, acétate d’'isoamyle, hexanoate d
acétate d’hexyle, lactate d’éthyle et octanoate d’ét a été évaluée peune technique d
microextraction sur phase solide (SPME) couplée a une analyse en chraphie gazeuse

une spectrométrie de masse (GC/MS) des vins expérimentaux obten
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l. Etude de la réponse au stress chez O. oeni

L’étude de la réponse au stress cO. oen réalisée au cours de ce travail de thése est divis
deux partie : (i) une " partie porte sur I'étudin vivode la fonctionnalité du gé hsp1¢ codant
I'unique sHsp de O. oeni: Lo1€; (ii) une 2'% partie aborde la caractérisation du répres
transcriptionne CtsR, I'unique régulateur de la réponse au stress décrit a I'heure actuell
O. oeni Une discussion abordant conjointement ces deux parties est présentée dans la |

la Discussin-Perpective.
I.1. Etude du chaperon moléculaire Lo18 et de son réle in vivo

[.1.1. Introduction
Le génehspl8de O. oeniappartient au régulon CtsR. Ce géne code la protéine Lo18,
représentant de la famille des sHsp chez cette bactérie lactique. Les snt des protéine
cytoplasmiques de faiks massemoléculaires présentant une activité de chaperon moléci
Certaines sHsp, dont Lol8, ont été associées a une activité lipochaperon membrai
caractérisation de Lol18 a fait I'objet de nombreusudes menées au laboratoire tin vitro
(Delmas et al. 2001; Coucheney et al. 200faitre et al. 2012; Maitre et al. 20, que par
l'intermédiaire de systéme d’expression hétérologue E. coliou B. subtilis (Morel et al. 2001
Delmas et al. 2001; Grdvalet et al. 2005; Weidmann et al. 2010; Ronez et al. . Cependan
I’exploration fonctionnelle par le biais de systémes d’expression hétérologue reste limite
permet pas une étude approfonin vivo en conditions cenologiques. La délétion du chspl8
par mutagenése permettrait d’évaluer la fonnalité in situ de ce géne. Faute de straté

expérimentale efficace elle n’esis envisageable a I'heure actue

Afin d’évaluer l'implication de Lol8 dans les capacités d'adaptation<O.oen lors de
changements de conditions environnementales, nous donc contourné les obstacles liés
construction de mutant ch. oenipar le développement d’'une appro@lternative originals
ne nécessitant par la modification de 'ADN chromosorr : l'inhibition séquence spécifiqt

par production d’ARN antisens ciblant le messager du hspl18ou la région 5’UTR du gén

Nous avons tout d’abord développé un vectelexpression fonctionnel ch«O. oeni Au début
de cette étude, nous disposions d’'un nombre restreint d’outils moléc. Le pGID052

constituait 'unique vecteur disponible permettant un transfert genétique par conjugaisor
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électroporation che®. oeni (Beltramo et al. 2004b). Cependant, l'utilisation de ce vecteur
s’avere limitée de par I'absence de signaux d’expression et de marqueur de sélection facilitant la
ségregation des plasmides recombinants. Le vecteur n&vettdi/bactéries lactiques, pSIP409,
récemment développé par I'équipe du Pr. Lars Axelsson (Nofima — Norwegian Institute for Food,
Fisheries and Aquaculture Research, As, Norway) a été transféré avec succ®s agrazt

s’est révélé stable. Néanmoins le systeme d’expression inductible par ajout d'un peptide
inducteur fusionné au geéne rapportegusA codant unep-glucuronidase ne semblait pas
fonctionner che. oeni.En effet, I'utilisation du substrat synthétique de I'enzyme associé a un
chromophore, le X-Gluc (acide-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-glucuronique présat une
coloration bleue apres hydrolyse deBtglucuronidasgn’a pas permis de visualiser sur milieu
géloseé l'activité de I'enzyme apres ajout du peptide inducteur. Nous avons donc supprimé ce
systeme d’expression inductible basée sur 'opéppte la sakacine P que nous avons remplacé

par des signaux d’expression consensuels. Basée sur la séquence consensus issue de l'alignement
de régions promotrices caractérisées de divers gen@s akni,une séquence promotrice a été
synthétisée, &n, et clonée en lieu et place du promoteur inductible du pSIR4D%ecteur
obtenu, nommé pSIPSYN, a été utilisé pour la production des ARNas ciblant le messager de
hsp18

Pour moduler I'expression despl8chezO. oeni,nous avons mis en place deux stratégies de
ciblage : I'une portant sur la totalité de la phase codante du gene et l'autre ciblant la région
5'UTR du gene. Cette technique nous a permis pour la premiére fois chez cette bactérie d’étudier
in vivo la fonction du généspl8 Le ciblage de la totalité de la phase codante a entrainé une
diminution du taux protéique de Lol8 de 50% tandis que le ciblage de la région 5’UTR n'a eu
aucun effet sur le taux de protéine. Nous avons donc poursuivi I'étude par la caractérisation du
phénotype de la souche recombinante affectée dans la synthése de Lo18. La diminution du taux
protéiqgue de Lol8 a induit une perte significative de cultivabilité de 95% aprés un choc
thermique (48°C) et de 98% aprés un choc acide (pH3) ce qui démountr&a premiere foig

vivo I'implication de Lol18 dans la thermotolérance et I'acidotoléranc®.deeniet suggéere un

réle de chaperon moléculaire effectif. La forte mortalité observée traduit un rdle essentiel de

Lo18 suggérant que linterruption pourrait ne pas étre viable.
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L’interaction de Lo18 avec les lipides membrars ayant été mise en évidence lors de trar
précédents, la technique anisotropic de fluorescenc a été utilisée afin dévaluer |
conséquences d'une diminution du taux de cette protéine sur le maintien de i
membranaire lors d’un stress éthl. Les résultats obtenus ont monquela restauration de |

fluidité membranaire de la cell était fortement affectée suite au stress en présence d'.

L’ensemble de ces résultats a fait I'objet d’'une communication affichée lors du c
internatonale FEMS 2015 (Maastricht, P-Bas,7 at 11 juin 2015) et a été accepté en octc
2015 par le journal AEM sous le tit« The antisense RNA approach: a new application foin

vivo stress response investigation iOenococcus oel» 2015, oct 9 (sous pisse)
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The Antisense RNA Approach: a New Application for In Vivo
Investigation of the Stress Response of Oenococcus oeni, a Wine-
Associated Lactic Acid Bacterium

Maud Darsonval,® Tarek Msadek,“® Hervé Alexandre,® Cosette Grandvalet®®

UMR Procédés Alimentaires et Microbiologiques Equipe Vin, Aliment, Microbiologie, Stress, AgroSup Dijon-Université de Bourgogne, Institut Universitaire de la Vigne et
du Vin, Dijon, France®; AgroSup Dijon, Institut National Supérieur des Sciences Agronomiques, de I'Alimentation et de I'Environnement, Dijon, France®; Unité de Biologie
des Bactéries Pathogénes & Gram Positif, Institut Pasteur, Paris, France®; CNRS ERL 3526, Paris, France®

Oenococcus oeni is a wine-associated lactic acid bacterium mostly responsible for malolactic fermentation in wine, In wine, O.
oeni grows in an environment hostile to bacterial growth (low pH, low temperature, and ethanol) that induces stress response
mechanisms. To survive, O. oeni is known to set up transitional stress response mechanisms through the synthesis of heat stress
proteins (HSPs) encoded by the hsp genes, notably a unique small HSP' named Lo18. Despite the availability of the genome se-
quence, characterization of O. oeni genes is limited, and little is known about the in vivo role of Lo18. Due to the lack of genetic
tools for O. oeni, an efficient expression vector in O. oeni is still lacking, and deletion or inactivation of the hsp18 gene is not
presently practicable. As an alternative approach, with the goal of understanding the biological function of the O. oeni hsp18
gene in vivo, we have developed an expression vector to produce antisense RNA targeting of hsp18 mRNA. Recombinant strains
were exposed to multiple stresses inducing hsp18 gene expression: heat shock and acid shock. We showed that antisense attenua-
tion of hsp18 affects O. oeni survival under stress conditions. These results confirm the involvement of Lo18 in heat and acid
tolerance of O. oeni. Results of anisotropy experiments also confirm a membrane-protective role for Lo18, as previous observa-
tions had already suggested. This study describes a new, efficient tool to demonstrate the use of antisense technology for modu-

lating gene expression in O. oeni.

enoceccus oeni is a wine-associated lactic acid bacterium

mostly responsible for wine malolactic fermentation (MLF)
(1). In wine medium, O. oeni evolves under extreme physico-
chemical conditions: low pH (3.2 to 3.5), low temperature (18°C),
and the presence of biological competitors such as yeast, produc-
ing inhibitory compounds, i.e., fatty acids, ethanol, 2-phenyletha-
nol, and sulfites. The winemaking process itself may also consti-
tute a hostile factor for bacterial growth. All these hostile
environmental factors can cause a delay in MLF initiation. Thus,
this fermentation step is currently not yet fully managed. How-
ever, the gradual increase in the ethanol level in wine during the
alcoholic fermentation performed by yeasts and the production of
substances inhibiting growth of lactic acid bacteria (dodecanoic
acid or decanoic acid) led to the selection of the species most
suited and adapted to wine conditions: O. oeni (1, 2). A better
understanding of the mechanisms involved in stress-adaptive re-
sponses is essential to improve O. oeni development in wine and to
perfect industrial processes of preparing wine malolactic starter.
Because of its acidophilic properties, O. oeni is an interesting
model for investigating stress response mechanisms in lactic acid
bacteria (LAB). Like any organism undergoing an environmental
stress, O. oeni tries to restore a metabolic profile beneficial for
survival. Over the past decades, several mechanisms involved in
adaptation to wine were described, including genes related to the
general stress response, membrane composition and fluidity, pH
homeostasis, the oxidative stress response, and DNA damage (3-
8). To survive, O. oeni is known to set up transitional stress re-
sponse mechanisms through the synthesis of heat stress proteins
(HSPs) encoded by the hisp genes, notably a single small HSP
(sHSP) named Lol8 (3, 6, 9, 10), whose synthesis is induced by
multiple stresses such as heat, ethanol, low pH, or addition of
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benzyl alcohol membrane fluidifier {5, 11-13). sHSPs are ubiqui-
tous proteins found throughout ail biological domains and char-
acterized by a sequence of about 100 amino acids residues called
the a-crystallin (14). These proteins have a cytoplasmic molecular
chaperone activity, and some of them were shown to be mem-
brane associated and to play a role in membrane quality control
(15).

Several studies have investigated Lo18 function in vitro using
either heterologous (11, 16) or in vitro (17) systems. Under stress
conditions, Lo18 is produced in large amounts (10), notably dur-
ing ethanol stress (5, 10). Lol8 was shown to interact with the
cytoplasmic membrane under stress conditions, suggesting that
Lo18 could be involved in stress adaptation as a lipochaperone (5).
Possible lipochaperone activity and molecular chaperone activity
of Loi8 have been examined i vitro. Purified Lo18 protein was
able to stabilize liposome fluidity (5) and to prevent protein ag-
gregation (18). Since O. oeni is not a genetically tractable bacte-
rium and has no available efficient expression plasmid for genetic
studies, mutant construction is not presently practicable for inves-
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TABLE 1 Strains and plasmids used in this study

Use of Antisense RNA in Oenococcus oeni

Strain or plasmid Genotype or characteristics”

Source or
reference

Escherichia coli strains

EC101 IM101[supE thi (lac proAB) F' traD36 proAB lacI" ZAM15] with repA from pWVO1 integrated in chromosome ~ Promega (Lyon,
France)

EcAS18 EC101 harboring pSIPSYNAsp18-ORF This study

EcAS18-UTR EC101 harboring pSIPSYNhsp18-5' UTR This study

Ecsyn EC101 harboring pSIPSYN This study
QOenococcus oeni strains

ATCC BAA-1163 Wild-type strain, Van" Laboratory stock

00518 ATCC BAA-1163 harboring pSIPSYNAShsp18-ORF This study

QoAS18-UTR ATCC BAA-1163 harboring pSIPSYNAShsp18-RBS This study

Qosyn ATCC BAA-1163 harboring pSIPSYN This study
Plasmids

pGID052 Ery” Linco®; 3.38-kb HindIII DNA fragment of pLC22R, oriR of pLC22R 36

PSYNS3 Ery* Linco"; derived from pGID052, Pgy,, promoter cloned between Swal and Pvull sites This study

pSIP409 Ery" Ori* Rep,s sppK sppR gusA, under control of P, promoter from pSIP401 4]

pSIPSYN Ery” Linco"; derived from pSIP409, deletion of sppK, sppR, and gusA, under control of Py, promoter This study

pSIPSYNAS18 Ery” Linco"; derived from pSIPSYN, ORFhisp18 in antisense orientation under control of Pgy,, promoter This study

pSIPSYNAS18-UTR  Ery® Linco'; derived from pSIPSYN, 5’ UTR hspi8 in antisense orientation under control of Pgy,, promoter This study

“ Van', vancomycin ¢; Ery’, eryth

tigating Lo18 function in vivo. Over the three last decades, the
characterization of extrachromosomal DNA and genetic transfor-
mation techniques in O. oeni have received considerable atten-
tion. O. oeni transformation is presently possible by electropora-
tion (19). Nevertheless, an efficient expression vector in O. oeni is
still missing, and site-directed mutagenesis is presently not achiev-
able because transformation efficiencies are lower than the fre-
quency of recombination events (19, 20). Due to the lack of ge-
netic tools for mutagenesis in O. oeni, we have focused our
research an the antisense mechanism to modulate expression of
target genes.

Antisense RNA (asRNA) was defined by Good as “natural or
synthetic polymers that specifically recognize and inhibit target
sense sequences, with mRNA being the usual target” (21). Diverse
antisense mechanisms exist, and the term designates all mecha-
nisms using sequence-specific mRNA recognition leading to re-
duced or altered expression of a transcript or a sense RNA (22).
Antisense mechanisms are very common in nature and can affect
mRNA transcription by inducing destruction and repression.
Based on base pairing, the asRNA strategy is exploited for protein
synthesis inhibition. Because asRNA action does not require mod-
ification of the organism’s chromosomal DNA, it has a higher
throughput than traditional gene inactivation. Moreover, gene
deletion strategies are feasible only if the genes are not essential for
bacteria survival. While permanent directed inactivation is
termed gene knockout, antisense RNA-based gene silencing is de-
scribed as gene knockdown. Indeed, expression of unmodified
RNA targeting the exact antiparallel mRNA sequence is the sim-
plest use cf asRNA. Translation inhibition is mainly due either to
steric hindrance blocking the translation machinery or to rapid
degradation of double-stranded RNA by specific RNases (22).
Several studies using asRN A have already been carried out in LAB,
demonstrating RNA base-pairing gene inhibition. Baouazzaoui
and Lapointe modified the molecular mass of exopolysaccharide
by modulating glycosyltransferase gene (welE) expression using
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asRNA in Lactobacillus rhamnosus (23). In Lactococcus lactis, an
antisense strategy was used to prevent proliferation of four phages
(24).More recently, Oddone and collaborators adapted the nisin-
controlled expression (NICE) system to express asRNA targeting
the clpP protease gene in L. lactis (25). Several strategies can be
considered to develop antisense RNA attenuation. Antisense RNA
can be designed to target the entire open reading frame (ORF) of
the gene, complementary to the mRNA (23-25). The ribosome
binding site (RBS) or a ribosome target at a sequence nearby can
also constitute an antisense strategy (21, 26). In this study, the
target for antisense expression, hsp18, was chosen because it is one
of the most well-studied #isp genes in O. geni. This study reports
the development of an asRNA strategy in O. oeni to investigate
Lo18 function under stress conditions. This approach was com-
pleted by developing the first stable and efficient expression vector
in O. oeni. We used two targeting strategies: (i) the hsp18 gene was
cloned in the reverse orientation under the control of a LAB con-
stitutive promoter to give rise to a nontranslatable double-
stranded RNA molecule, and (ii) the 5" untranslated region (5
UTR) of hsp18 was cloned in the reverse orientation, complemen-
tary to the RBS.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains and growth conditions. The bacterial strains and plas-
mids used in this study are listed in Table 1. Oenococcus oeni strain ATCC
BAA-1163 is an acidophilic strain isolated from red wine. O. oeni was
grown at 30°C in FT80m medium (pH 5.3) (27). In preparation for the
experiments, O. oeni was cultured from glycerol stocks in FT80m me-
dium, which contained 20 pg - ml™" of vancomycin, 20 pg - ml™" of
lincomyecin, and 20 pg - ml™" of erythromycin when required. For sur-
vival tests, cells were used from the O. oeni culture to the end of exponen-
tial phase (Ag,, = 0.8) and then transferred at 48°C or into an acid FT80m
medium adjusted to pH 3.5 or pH 3 and incubated at 30°C for 90 min.
Escherichia coli EC101 strain [supE hsd-5 thi A(lac-preAB) F'(traD36
proAB™ lacI® lacZAM15) repA™ | was used for cloning and maintenance of
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TABLE 2 Primers used in this study

Gene or targeted

Restriction site

region Primer or probe Primer sequence (5" to 3')" or DIG labeling
hsp18 ASHsp181 CGTCCCGGGATGGCAAATGAATTAATGGATAGAAATGAT Smal
ASHsp182 GGGCCATGGTTATTGGATTTCAATATGATGAGTTTGACT Neol
5 UTR hspl8 ASHspl8R GGGCCCGGGTAAGCGGTATGTAATATCACT Smal
ASHsp18F GGGCCATGGCATATCAAATACCTCCTATTAAC Ncol
Synthetic promoter psynC GATCAGCTGCCATGGCTGCAGGGATCCCCGGGTACCTCGAGCTCTGAATTCA
TTATAGTGATTATTGGTACTAAAGTCAAATTTAAATCCG
psynD CGGATTTAAATTTGACTTTAGTACCAATAATCACTATAATGAATTCAGAGCTC
GAGGTACCCGGGGATCCCTGCAGCCATGGCAGCTGATC
Oleg305 CCCGTCGACGCGCAACTGTTGGGAAGGG Sall
Oleg302 GGGCCATGGCAAATACCTCCTGATTCATTAATGCAGGGGTAC Ncol
Olcg303 CCCAAGCTTGCGCAACTGTTGGGAAGGG HindIII
mhspl8 target DIG-mhsp18 probe CGAACGACATTATTTTTCTTGTCITTTTCCTCGGCCTTGG 3" end-dUTPDig
ashspl8 target DIG-ashsp18 probe TGAAAACGATAAAGAATACGGCCTGAAAATCGAACTTCCA 3" end-dUTPDig

“ Restriction sites are underlined, and the RBS is in bold.

plasmids. E. coli strains were grown at 37°C in Luria-Bertani (LB) medium
supplemented with erythromycin (250 pg - ml™") when necessary.

DNA manipulation and bacterial transfarmation. O. oeni genomic
DNA was extracted using the InstaGene matrix (Bio-Rad, Hercules, CA,
USA). PCR was performed with the Expand high-fidelity PCR system
(Roche, Meylan, France). Plasmids from E. coli were prepared with the
Gene]ET plasmid miniprep kit (Thermo Scientific, Illkirch, France). DNA
fragments were purified with the GeneJET PCR purification kit (Thermo
Scientific, lllkirch, France). T4 DNA ligase and other restriction endonu-
cleases were purchased from New England BioLabs Inc. (Ipswich, USA).
Plasmids and ligation products were transferred by electroporation into E.
coli EC101 by the method of Taketo (28). Briefly, cells in early exponential
phase (Aggq of 0.5) were collected from 500 ml of LB culture, washed twice
in 250 ml of ice-cold ultrapure water, and concentrated 100-fold in 2.5 ml
of 25% glycerol. Aliquots of 0.1 ml were stored at —80°C. Aliquots of 0.1
ml were mixed on ice with plasmid DNA or ligation mixture and then
subjected to an electroporation pulse of 25 wF, 200 £, and 12.5 kV/cm,
followed by addition of 1 ml of LB medium. Cell suspensions were incu-
bated for 20 min at 37°C, followed by plating of 0.1 ml on solid LB me-
dium containing erythromycin (250 pg.ml™'). Plasmids were transferred
by electroporation into O. oeni as previously described by Assad-Garcia et
al. (19). Recombinant strains were selected on FT80m plates supple-
mented with erythromycin, vancomycin, and lincomycin (20 pg - ml™"
each) (19).

Plasmid constructions and cloning strategy. A synthetic consensus
promoter region was designed by aligning the following O. ceni gene
promoter sequences: mleR-mleA (accession number X82326) (29), clpX
(Y15953) (30), hsp18 (X99468) (8), alsS-alsD (X93091) (31), clpP-clpL
(AJ606044) (3), groES (CAI65392) (6), grpE (CAI68011) (6), dnaG
(EAV39431.1) (C. Grandvalet, unpublished data; direct submission), and
ctsR-clpC (A]890338.1) (6). Complementary oligonucleotides psynC and
psynD (50 mM each) (Table 2) were annealed by heating (95°C, 5 min)
and gently cooling (95°C to 20°C), and the DNA duplex was restricted
with Swal and Smal restriction enzymes and then subcloned between the
Swal and Pvull sites of plasmid pGIDO052 (32). The resulting plasmid,
named pSYNS3 (Table 1), was then used as a DNA matrix for PCR am-
plification of the promoter region using oligonucleotides olcg302 and
olcg305 (Table 2). An RBS was added by insertion in the sequence of
primer olcg302. The resulting PCR product, corresponding to a synthetic
promoter called Pgy,, (KT716344) (this work), was finally cloned between
the Sall and Ncol sites of plasmid pSIP409, replacing the sakacin P-based
inducible expression system with the synthetic consensus promoter to
obtain the plasmid pSIPSYN (33).

20 aem.asm.org
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Plasmids pSIPSYNAS18-UTR and pSIPSYNASI8 were constructed by

inserting the amplified 5" UTR /isp18 region containing the RBS or the full-
Iengt]' c@,pu seauence of the henl8 eene, resnectivelv. intg the multiple—

g sequence o sp18 gene, respectively, ir
cloning site of pSIPSYN. The antisense hsp18 gene inserts were amplified by
PCR from O. oeni ATCC BAA-1163 genomic DNA using cligonucleotide
pairs ASHspl181/ASHsp182 and ASHspl8R/ASHspl8F, respectively
(Table 2) and cloned between the Ncol and Smal restriction sites of
pSIPSYN. The resulting plasmids were transferred into O. oeni by electro-
poration (19). The pSIPSYN vector alone was also introduced into O. oeni
as a control. Positive clones were selected on FT80m plates supplemented
with erythromycin, vancomycin, and lincomycin (20 pg- ml ™' each). The
presence of plasmids was confirmed by colony PCR amplification with
specific primer pair Oleg303/Olcg302 or ASHsp181/ASHsp18R (Table 2).

DNA sequencing and sequence analysis. The plasmid DNA se-
quences were confirmed by nucleotide sequencing of both strands by
Beckman Coulter Genomics (Essex, United Kingdom) using oligonucle-
otide Olcg303, ASHSP181, or ASHPS18R (Table 2). Nucleotide sequenc-
ing results were analyzed using LALIGN software (www.ch.embnet.org
fsoftware/LALIGN_form.html).

Total cellular protein extraction and detection by dot blot hybrid-
ization. The cell pellet from 50 ml of culture was suspended in 800 pl of
lysis buffer (Tris-HCI [10 mM], NaCl [200 mM], pH 8.8), glass beads (0.5
um) were added, and cells were lysed by two consecutive €0-s treatments
with a Precellys homogenizer (Paris, France) at 6,500 rpm. The suspen-
sion was centrifuged at 13,200 X g for 15 min at 4°C to remove intact cells
and cellular debris. Supernatants containing total cellular proteins were
collected and assayed with the Bio-Rad protein assay (Bio-Rad, Hercules,
CA, USA). Protein concentrations were adjusted to 1 pg- pl ™', and 5 pg
of from each sample was spotted on a polyvinylidene difluoride (PVDF)
membrane activated by a 15-min wash in methanol (GE Healthcare, Little
Chalfont, United Kingdom). After drying, the membrane was washed
twice in 1X phosphate-buffered saline (PBS). After saturation in 1X
PBS5-5% milk and three washes in 13X PBS-0.2% Triton X-100, the mem-
brane was first hybridized with anti-Lol8 antibody solution (antibody
serum from rabbit [1:100] in 1% PBS-0.2% Triton X-100-5% milk) for 1
h at room temperature with gentle shaking (8). The membrane was then
washed three times in 1>X PBS-0.2% Triton X-100 and incubated for 1 h
at room temperature with peroxidase-conjugated goat anti-rabbit anti-
body solution (1:5,000 in 1X PBS-0.2% Triton X-100-5% milk) (GE
Healthcare, Little Chalfont, United Kingdom). Before detection, the
membrane was washed in 1> PBS-0.2% Triton X-100 for 15 min and
four times for 5 min. Chemiluminescence was detected using the ECL kit
(Clarity ECL Western blotting substrate; Bio-Rad, Hercules, CA, USA).
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FIG 1 Restriction map of plasmids pSIP409 and pSIPSYN. (A) pSIP409. pSIP409 is a Gram-positive/Gram-negative shuttle vector with the Gram-negative
replication origin pUC(GEM )ori, Gram-positive origin of replication 256rep, erythromycin selection (ermL), and expression of the reporter gene encoding
B-glucuronidase (gusA) inducible by addition of a 19-amino-acid peptide pheromone (SppIP, MAGNSSNFIHKIKQIFTHR). (B) pSIPSYN. pSIPSYN is a
derivative of pSIP409 with removal of the inducible expression system (sppK, sppR) and replacement of the P, inducible promoter with a synthetic promoter
from O. oeni strain ATCC BAA-1163 upstream of the gene gusA between the Sall and Ncol restriction sites.

Membranes were exposed to Amersham Hyperfilm ECL (GE Healthcare,
Little Chalfont, United Kingdom). Signal intensity was measured by Im-
age Lab 4.1 (Bio-Rad) to assess the relative quantity of Lo18 protein in
each sample. Values are the means of triplicates and were calculated rela-
tive to the signal intensity of the control Oosyn strain grown at 30°C,
which was arbitrarily set as 100%.

Total RNA extraction and detection by dot blot hybridization. The
cell pellet from 25 ml of culture was suspended in 100 pl of TE buffer
(Tris-HCI (10 mM], EDTA [1 mM], pH 8.0) containing 40 mg - ml ™! of
lysozyme and incubated for 30 min at 37°C for cell lysis. The RNA was
then purified on a NucleoSpin RNA column according to the manufac-
turer’s reccmmendations (Macherey Nalgene, Hoerdt, France). The RNA
samples were then treated with 10 pl of rDNase (Macherey Nalgene, Ho-
erdt, France) at 37°C for 1 h, followed by purification on NucleoSpin RNA
with elution in a final volume of 20 pl. The absence of genomic DNA was
tested by PCR amplification using universal bacterial primers for the 165
rRNA gene (27F [5'-AGAGTTTGATC[C/A]TGGCTCAG] and 1492R
[5'-TACGG[A/T/C]TACCTTGTTACGACTT]) (34). Then, 10 g of pu-
rified total RNA from each sample was loaded on positively charged nylon
membranes (Roche, Laval, Québec, Canada). Oligonucleotide probes
were purchased 3" end labeled with digoxigenin (DIG) dideoxy-UTP (Eu-
rogentec, Liége, Belgium). After prehybridization for 2 h at 50°C in Dig
EasyHyb solution (5X SSC [1X SSCis 0.15 M NaCl plus 0.015 M sodium
citrate], 0.1% N-laurylsarcosine, 0.02% SDS, 2% blocking solution), the
probe (10 pmol) was added and hybridization was carried out 15 h at
50°C. After washing the membranes twice for 5 min in 2X $5C-0.1% SDS
at room temperature, two 15-min washes were carried out in 0.5X 5SC~
0.1% SDS at 50°C. To bind the DIG-labeled probes, the membrane was
incubated at 25°C for 30 min with antibody selution (alkaline phospha-
tase-conjugated antidigoxigenin antibody [1:10,000] in blocking solu-
tion). Detection of chemiluminescence was performed with disodium
3-(4-methoxyspiro{ 1,2-dioxetane-M,2’-(5'-chloro)tricyclo[3.3.1.1%7]
decan}-4-yl phenyl phosphate) (CSPD) as the chemiluminescent sub-
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strate according to the manufacturer’s recommendations (Roche). Mem-
branes were exposed to Kodak BioMax MS film (Kodak, Mandel Scien-
tific, Guelph, Canada).

Fluorescence anisotropy measurements. The method for membrane
fluidity assays was previously validated in our laboratory (35). Cell ener-
gization with a 2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid (MES)-glucose
buffer (50 mM MES, 10 mM glucose, KOH buffer [pH 5.5]) was necessary
to prevent a decrease of membrane fluidity caused by bacterial death in-
dependent of the type of stress. Exponentially growing O. oeni cells (20-ml
culture at an optical density at 600 nm [OD,,,] of 0.8) were harvested by
centrifugation at 6,300 X g for 10 min and washed once in 20 ml of
MES-glucose. Pelleted cells were suspended in the same buffer, and the
0Dy, was adjusted to 0.6 for each sample. Hydrophobic 1,6-diphenyl-
1,3,5-hexatriene (DPH) (Molecular Probes) was used as a probe, and
fluorescence anisotropy measurements were performed immediately on
the prepared samples as follows: DPH solution (3 M) was added to the
cell suspension, and samples were then placed in the stirred and thermo-
stated spectrofluorometer cuvette holder (Fluorolog-3; Jobin Yvon, Inc.,
USA]. Anisotropy values were calculated as described by Shinitzky and
Barenholz (36). To ensure optimal anisotropy determinations, the probe
was stabilized at 30°C for 5 min before shock. Ethanol shock was applied
to the labeled cells directly during the measurement. Excitation and emis-
sion wavelengths were 352 and 402 nm. respectively. Anisotropy values
were automatically calculated by the spectrofluorometer as described by
Shinitzky and Barenholz (36) as previously reported (4, 35). Fluorescence
anisotropy (inversely proportional to membrane fluidity) was measured
every 7 s for 45 min. Each experiment was performed at least two times
from independent cultures.

Statistical analysis. The significance of the differences among fluores-
cence anisotropy values and survival tests was determined with a two-
tailed Student ¢ test. The confidence interval for a difference in the means
was set at 95% (P = 0.05) for all comparisons.
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FIG 2 Cloning strategy for antisense hsp18 expressed under control of the Py, promoter. Primer sequences are listed in Table 2. (A) Cloning strategy targeting

the 5" UTR of hsp18. (B) Cloning strategy targeting the full-length hsp18 gene.

RESULTS

Cloning strategy: construction of expression vector to produce
hsp18 antisense RNAs. The pSIPSYN vector constructed in this
work derived from the Gram-negative/Gram-positive shuttle ex-
pression vector pSIP409 (Fig. 1; Table 1). Previous work has
shown that the sakacin P-based vector pSIP409 was the most
promising for inducible expression of gusA in lactobacilli such as
Lactobacillus plantarum and Lactobacillus sakei (33). Thus, the
pSIP409 vector was used as a starting point for studying gene
expression in LAB. This vector is a low-copy-number plasmid and
stems from the pSIP vector series (33). Previously, our laboratory
developed an expression vector in O. oeni called pGID052. This
vector is a 5.7-kb Gram-positive/Gram-negative shuttle vector
which contained a pLC22R region required for replication, mea-
suring 3.38 kb, from Leuccnostoc citreurm and a polylinker from the
pUCI18 vector. However, this vector does not have any transcrip-
tion signals and has a substantial size, limiting transformation
efficiency. Therefore, we developed a new expression vector from
pSIP409 adapted to O. oeni. Inducible expression systems, includ-
ing the sppR, sppK, and sppIP genes and P, promoter, appear to
be nonfunctional in O. oeni (data not shawn). Consequently, the
new vector was derived from pSIP409 by removing and replacing
the sakacin P-inducible expression system with a synthetic pro-
moter designed from alignment of promoter sequences from O.
oeni genes (see Materials and Methods). The resulting plasmid was
named pSIPSYN (Fig. 1B]. Using the pSIPSYN vector, two differ-
ent antisense RNAs of hspl8 (asRNA-hsp18) were produced to
modulate hspl8 gene expression and investigate the knockdown
of Lol8 protein levels (Fig. 2). First, the noncoding RNA of the
hsp18 gene 5" UTR was designed by cloning the 5" UTR in antisense
orientation to yield pSIPSYNAS18-UTR (Fig. 1B and 2A). Second,
the full-length ashsp18 construction was designed by inserting the
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open reading frame of the hsp18 gene in antisense orientation to ob-
tain plasmid pSIPSYNASI18 (Fig. 1B and 2B). Recombinant vectors,
including pSIPSYN, were transferred to O. oeni strain ATCC BAA-
1163, and recombinant strains were designated Oosyn, O0AS18-
UTR, and OoASI18& for strains carrying plasmids pSIPSYN,
pSIPSYNAS18-UTR, and pSIPSYNASIS, respectively.

Detection of Lo18 by Western blotting: validation of asRNA
function. For each strain and condition, 5 pg of protein was de-
posited on membranes and revealed with polyclonal antibodies
directed against Lol8. Relative quantities of Lol8 protein were
calculated relative to the signal intensity of strain Oasyn grown at
30°C, which was arbitrarily designated 100%. Values are the
means of duplicates. Between spot signals of Oosyn, the reference
strain, and QoAS18-UTR, no differences in relative protein quan-
tities were observed with (263% and 244%) or without (100% and
114%) thermal shock, indicating that there is no difference in the
protein level when the 5" UTR of the hspl8 gene is targeted by
asRNA (Fig. 3). In contrast, the relative quantity of Lo18 in the
recombinant strain OoAS18 at 30°C is 32%, indicating that the
protein level of Lol8 is lowered 3.1-fold when the whole gene
sequence is targeted by asRNA. After a heat shock, the same ob-
servation was made, with a 59% relative quantity of Lo18 protein
in strain O0AS18 and 263% in strain Oosyn, meaning a 4.5-fold
decrease. Having observed a 3.1-fold decrease at 30°C and a 4.5-
fold decrease after a heat shock in Lo18 levels by expressing asRNA
targeting the whole mRNA of hsp18 and no differences in the Lo18
protein level by targeting the 5" UTR of hspl8, we focused our
research on strain OoAS18.

Detection of iisp18 asRNA and mRNA by Northern blotting:
validation of asRNA expression. For each strain and each condi-
tion, 10 g of RNA was deposited on a nylon membrane, Digoxi-
genin-labeled RNA probes were used to detect hsp18 mRNA and
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FIG 3 Immunodetection of Lo18 in the O. oeni recombinant strairs. Strains
carrying pSIPSYN (Qosyn), pSINSYNAS18-UTR (Oo0AS18-UTR), or
pSIPSYNAS18 (O0AS18) vectors were cultivated at 30°C in FT80m medium
until the end of the exponential growth phase. Total cellular proteins were
extracted immediately (30°C) or following a thermal treatment (30 min at
42°C). For each strain and each condition, 5 pg of protein was loaded on a
PVDF membrane activated with methanol. After drying the membrane, the O.
oeni protein Lo18 was detected by immunodetection with polyclonal antibod-
ies directed against Lo18 and anti-rabbit antibody conjugated with peroxidase.
Signal intensity was measured by Image Lab 4.1 (Bio-Rad) to assess relative
quantities of the Lo18 protein in each spot.

hsp18 asRNA (Fig. 4). A signal corresponding to hsp18 mRNA was
detected in the Oosyn and O0AS18 strains, and no difference in
hspl8 mRNA levels was observed between the two strains (Fig.
4A). In contrast, a signal corresponding to hsp18 asRNA was de-
tected in strain OoAS18 but not in Oosyn (Fig. 4B). This observa-
tion validates the pSIPSYN vector for expression of asRNA and
target genes of interest. Based on this observation, we investigated
the physiological effects of attenuation of hsp18 expression in O.
oeni.

What is the effect of lower Lo18 levels on O. oeni survival
under stress conditions? To address the in vivo function of hsp18,
survival tests during stress treatments were performed on recom-
binant strains Qosyn and QoAS18. Based on in vitro studies of
Lol8, we focused our physiological study on stresses causing
membrane fluidity changes or protein aggregation, such as heat
shock or acid shock. Cells were cultivated under optimal growth
conditions to the middle of the exponential growth phase and
then subjected to different stress treatments. Following CFU
counts on agar plates, the cultivability rate was calculated and
normalized to that of the reference strain Qosyn (Fig. 5). After a
heat shock or acid shock induced by switching the temperature
from 30°C to 48°C or the medium pH from 5.3 to 3 or 3.5 for 90
min, no loss of cultivability of strain Oosyn was observed. In con-
trast, strain OoAS18 lost 95.0% of its population (Fig. 5A). Aftera
pH 3.5 acid shock, the attenuation of Lo18 levels induced a 59.6%
loss of cultivability of strain OoAS18 (Fig. 5B). The loss of culti-
vability was higher when the acid shock was increased to pH 3,
with strain O0AS18 losing 98.1% viability (Fig. 5C).

Effect of ethanol shock on membrane fluidity determined by
fluorescence anisotropy. Ethanol shock (12 [vol/vol]) gave rise to
a 15% decrease of the initial anisotropy value, indicating an in-
stantaneous increase in membrane fluidity (Fig. 6). The fluidify-
ing effect of ethanol was transient. For Qosyn, the reference strain,
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[A] /ispI8 mRNA

[B] hspl8 asRNA

FIG 4 Detection of hsp18 asRNA and hsp18 mRNA in the O. oeni recombinant
strains. Dot blot hybridization with oligonucleotide probe DIG-mhsp18 com-
plementary to mRNA (A) or oligonucleotide probe DIG-ashsp18 complemen-
tary to antisense RNA (B) was performed. Recombinant strains carrying the
native plasmid (OQosyn] or carrying the plasmid expressing hspl8 asRNA
(D0AS18) were cultivated at 30°C in FT80m medium supplemented with ap-
propriate antibiotics until the end of the exponential growth phase. Total RNA
was isolated, and 5 pg of RNA from each strain and each condition was loaded
on a nitrocellulose membrane.

membrane fluidity returned to its initial level 40 min after a 12%
ethanol shock. After 40 min, the anisotropy value was higher than
the initial level, indicating a membrane rigidification.

The reference strain recovered its initial membrane fluidity
with a speed of £.31% anisotropy unit - min~ . The recombinant
strain OoAS18 was able to counteract the effect of ethanol shock at
a speed comparable to that of the reference strain. Nevertheless,
at 96% of the initial value, with no membrane rigidification. The
kinetics of membrane fluidity restoration differed significantly be-
tween the reference strain Oosyn and the recombinant strain
OoAS18.

DISCUSSION
Natural control of gene expression by the antisense strategy has

been characterized in many bacteria and eukaryotes (37, 38‘}’. This
regulatory system, by base pairing using small RNA, has been ap-
plied to the investigation of gene function in eukaryotes and is
used more and more to study gene function or to modulate phage
and plasmid replication (23-25, 39-41). Due to the lack of genetic
tools for directed mutagenesis in O. oeni, the asRNA production
approach is presently a highly promising approach to investigate
the stress response in this bacterium. By targeting hspl8 for
knockdown, we undertook the first in vivo approach with the aim
of studying the only described O. oeni sSHSP. The expression of a
complementary asRNA targeting the full-length hspI8 gene re-
duced the levels of Lo18 3.1-fold during growth at 30°C and 4.5-
fold after a heat shock at 42°C. In contrast, the targeting by asRNA
of the 5" UTR of the hsp18 gene was not effective. This observation
is in agreement with studies performed in LAB using the antisense
strategy to target the whole sequences of genes (23, 25, 42, 43).
Indezd, the expression of antisense RNA covering the whole gene
sequence appeared to be the most effective strategy to inhibit gene
expression (43). Moreover, interestingly, reported effective anti-
sense RNA approaches in LAB used 500-bp-length asRNAs, as in
our study (23, 25, 43). The 68% decrease in Lo18 protein level at
30°Cvalidated the usefulness and efficiency of the pSIPSYN vector
to produce asRNA targeting mRNA and thus to attenuate gene
expression in O, oeni.

Qur Northern dot-blotting analysis allowed validation of the

new expression vector by highlighting the presence of hspi8
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FIG 5 Cultivability tests after stress treatments. Recombinant strains carrying native plasmid (Oosyn) or the plasmid expressing hsp18 asRNA (OoAS18) were
grown at 30°C in FT80m medium until the end of the exponential phase (A, = 0.8). Cultures were incubated at 48°C (A), or cells were transferred into FT80m
medium adjusted to pH 3.5 (B} or pH 3 (C) and incubated at 30°C for 90 min. Bacterial cultivability was estimated (CFU - m1™"). Significant differences are based

on unilateral and paired ¢ tests, ***, P < 0,0005; **, P < 0.005; *, P < 0.05.

asRNA. Even though quantities of hsp18 transcripts were not af-
fected by antisense hsp18 expression, the Lo18 protein level and
the survival capability of O. ceni under stress conditions were
clearly affected. This result seems to indicate a posttranscriptional
action of hspl8 antisense RNA expression, probably by preventing
translation through steric hindrance. The 68% decrease in Lol8
protein detected by Western blotting validates this hypothesis. For
asRNA-based regulatory techniques, the physical interaction of
asRNA with the targeted mRNA is an essential condition (44).
However, the interaction between asRNA and its target does not
necessarily lead to the rapid degradation of the double-stranded
RNA duplex. Thus, hybridization by base paring of asRNA with its
target can cause the generation of a processing site leading to a
translationally inactive or a stabilized form of the targeted mRNA
(44).While it is difficult to conclude that the duplex asRNA-
mRNA is not targeted by a degradation system, this hypothesis
could explain why mRNA levels were cnly slightly affected in
strain OoAS18.

Lo18 isthe sole sHSP described in O. oeni and is encoded by the
best-characterized in vitro hsp gene of O. oeni. Therefore, we se-
lected it as a primary target for antisense RNA in order to unravel
its potential in vivo role. Expression of the hsp18 gene is controlled
by CtsR, the master transcriptional regulator of hsp gene expres-
sionin O. veni (6). Lo18 synthesis is induced during the stationary
growth phase and is also induced in response to various stresses,
such as ethanol, heat, and acid stress (10, 18). Thus, Lo18 seems to

% Anisotropy

15 20 25 30 35 40 45

Time (min)
FIG 6 Evolution of membrane fluidity (anisotropy percentage) in O. oeni cells
during ethanol shock (30°C, pH 5.3, and 12% [volivol] ethanol). The reference
strain Oosyn (solid line) and the recombinant strain QoAS18 (dashed line)
were grown at 30°C in FT80m pH 5.3 medium until the end of the exponential
phase (A, = 0.8). After an MES-glucose buffer wash, the 0D, was adjusted
to 0.6 for each sample. Results are expressed as anisotropy percertage as a
function of time.
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have a cytoplasmic localization, which may allow it to exert a
ATP-independent molecular chaperone activity (18). During our
investigation of the potential of the asRNA approach, we have
demonstrated that asRNA expression under the control of the
synthetic promoter gave rise to phenotypic differences between
the reference strain Oosyn and the recombinant strain OoAS18.
This phenotypic analysis highlighted the role of Lo18 in counter-
acting stress effects on O. oeni whole cells. Thus, the attenuation of
hsp18 expression led to a significant loss of viability after heat
shock or acid shock. As previously shown in E. coli using a heter-
ologous system (45), our findings finally confirm in O. oeni the
involvement of Lo18 in the acidophilic capability of bacteria. In-
deed, the attenuation of Lo18 levels reduces the stress response
ability of O. oeni under the acid stress conditions tested. More-
over. Lo18 had an effect on the ability of cells to counteract heat
stress. This observation confirms the in vivo implication of Lo18 in
high-temperature thermoprotection and acid tolerance of
stressed cells. The implications of sHSP have been previously ex-
plored in Lactobacillus plantarum, a wine-related LAB (46). Three
small heat shock protein-encoding genes have been previously
reported in L. plantarum strain WCFS1, hspl8.5, hsp18.55, and
hspl19.3 (47, 48). The deletion of the hspl18.55 gene affects cell
recovery following short intense heat stress, as well as cell mor-
phology and membrane fluidity of L. plantarum cells (46). In ad-
dition, the hsp18 gene of Streptomyces albus encodes an sHSP that
plays a role in thermotolerance (49), and HSP17 of Synechocystis
spp. is essential for tolerance to high temperatures (49, 50). In O.
oeni, Lo18 was shown to be a membrane-associated sHSP display-
ing a possible lipochaperone activity (5, 8, 17, 18).

Indeed, after addition of benzyl alcohol, a membrane fluidifier,
Lol8 was found at the periphery of the membrane, suggesting a
role in membrane stabilization during environmental stress and a
potential molecular lipochaperone activity (5). Therefore, we as-
sessed the lipochaperone activity of Lol8 by using fluorescence
anisotropy analysis with a DPH probe, a method previously used
in O. oeni (35). Attenuation of hspl8 gene expression affects the
membrane fluidity of O. oeni recombinant strains, which imme-
diately decreases after ethanol shock. Our findings demonstrate
involvement of Lo18 in modulation of membrane fluidification
caused by ethanol. These observatians are consistent with previ-
ous studies in O. oeni during combined and single cold, acid, and
ethanol shocks, highlighting a 15% decrease of anisotropy (4, 11,
35). After an ethanol shock, the reference strain Oosyn managed
to restore its initial membrane fluidity in 45 min, while the
Qo0AS18 strain failed to restore membrane fluidity to its initial
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value. Therefore, the attenuation of Lo18 protein level by asRNA
targeting prevents the full restoration of membrane fluidity,
which remained at 96% of the initial value. The anisotropy results
were highly similar to those obtained by Toérék and coworkers in
Synechocystis sp. strain PCC6803, where deletion of a small heat
shock protein-encoding gene (hsp17) was characterized (13). Dif-
ferences in membrane fluidity were detected when the fluores-
cence anisotropies of the wild-type and the hsp17 deletion strains
were compared (13). The deletion of hsp17 showed that mem-
brane fluidity of hsp17-deficient cells was remarkably higher than
that of the parental cells suggesting that HSP17 may function pri-
marily as a membrane-stabilizing factor. Our results clearly illus-
trate the membrane-protective role of sHSP during ethanol shock.
In fact, our study using the asRNA strategy shows that Lol8 is
required for O. oeni survival under environmental stress condi-
tions causing fluidification of the membrane and aggregation of
cellular proteins.

In summary, our findings indicate that knockdown by the an-
tisense RNA system is presently the most relevant strategy to un-
derstand the role of hspl8. Moreover, besides technical restric-
tions, permanent knockout of hsp18 by directed mutagenesis may
not be achievable due to the possibly lethal character of this mu-
tation. We have reported an efficient technique available to inves-
tigate the function of stress genes in O. oeni and thus to study the
stress response ability of this bacterium,

In addition, we can conclude that the pSIPSYN vector designed
for this work is an efficient expression vector used to produce
asRNA. This new expression vector opens two main perspectives
in order to pursue the study of stress response mechanisms in O.
oeni. This could enable the opening of a real in vivo investigation in
O. oeni. Indeed, the synthetic promoter of the pSIPSYM vector
enables constitutive expression in O. oeni, which could be a dual
potential use of expressing candidate genes or targeting other
genes of interest with the antisense approach. Thus, the pSIPSYN
vector has already been exploited for gene overexpression to study
the impact of O. oeni esterase genes on the aromatic quality of
wine, opening the doors for wine-associated LAB engineering (M.
Darsonval, unpublished data). Regarding the targeting of other
genes by the antisense RNA approach, Sturino and Klaenhammer
have already stated that the efficiency of the asRNA approach
seems to be highly variable and dependent on the choice of the
candidate gene targeted for this purpose (24, 43). These observa-
tions imply that some key criteria are needed to select an ideal
asRNA target. Thus, the asRNA approach will certainly need fur-
ther adjustments according to the targeted gene. To further study
the stress response in O. oeni, we plan to target the cfsR gene,
encoding the unique regulator of stress response gene expression
identified in O. oeni, which should be ideally suited for this strat-
egy (6).
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l.2. Caractérisation de CtsR : unique régulateur de la réponse au stress chez O. oeni

[.2.1. Introduction

Comme tout microorganisme soumis a des changements de conditions environner
O. oeniest capable d’enclencher des mécanismes transitoires d’adaptation dont la syn
protéines de strewia I'induction de I'expression des genhspfait partieintégrante(Grandvale
et al. 200E. Si chezB. subtiis, I'étude de I'expression des gérhspa mené a la caractérisati
de six classes regroupant les géhspselon le mécanisme de contréle de leur expressior
Synthése bibliographique I1.5.1.cTableau4), il n'en est pas de méme chO.oen ou la
caractérisation de la régulation de la réponse au stress est encore a I'état d'(Sugimoto e
al. 2008. Chez les bactéries lactiques, outre les systemes a deux composants in dans la
régulation des genes de classe V), les deux répresseurs transcriptionnels HrcA et C
conservés et leurs régulons se chevauctO.oen se démarque des bactéries lactiques
'absence de génhrcA dans son génome. CtsR constitue, jus présent, I'unique che
d’orchestre de I'expression des gehsy décrit chez cette bactérie lactique. C’est pourquo
travaux s’intéressent a la caractérisation de ce répr (Grandvalet et al. 200. ChezB.
subtilis, la régulation de Il'activité de CtsR implique un mécanisme de dégradation

conplexe protéasique ClpCP aidé de deux protéines kinases adaptatrices McsA (Elsholz
et al. 2010; Elsholz et al. 21a. Chez les bactéries lactiques, dont le génome est dépour
deux geneimcsAel mcsB deux mécanismes de régulation ont été récemment décrits: |
dégradation spécifique de CtsR par un complexe protéasique CIpEL. lactis comparable
cele décrite cheB. subtilic (Varmanen et al. 200 et (i) une aide au repliement et un maint
de CtsR sous une conformation active en corns optimales de croissance par le chap
ClpL chezS. mutan (Tao and Biswas 2013. Si le géneclpE est absent du génome_O. oeni,
deux genes clpL sont représentés et constituent deux candidats d'intérét dans I'élucida
mécanisme de régulation de I'activité de CtsR (O. oeni.Cependant, de par les difficultés

manipulation du génome (O. oenicette étude constitue un réel ¢

Face aux difficultés rencontrées au laboratoire pour mener a bien une procédure de mt
dirigée chezO.oen, la caractérisation du gérctsRa été entreprise en systeme d’expres
hétérologue par complémentation d’'une souchB. subtilisdéficiente pour le gene «ctsR.Le

choix deB. subtiliscomme plateforme d’études s’est imposé essentiellement pour sa fac
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manipulation et la disposition d’outils génétiques pour I'exploration fonctionnelle des génes. Un
systeme intégratif permettant une expressiontsieinductible par le xylose (Pxyl) associé a un
systeme rapporteur utilisant le gmgaB codant la3-galactosidasee B. stearothermophilusn

fusion transcriptionnelle avec le promoteurnd@18de O. oeni(pDLhsp18) permet de quantifier

par dosage enzymatique la répression du ¢epé8par CtsR. L’induction de I'expression du
genectsRde O. oeni dans le mutartsRde B. subtilispermet de restaurer le phénotype de la
souche parentale c’est-a-dire permet de rétablir la répression des hggnes conditions
optimales de croissance. La thermosensibilité du répresseur CtSRodmia été abordée par
'intermédiaire de tests de thermoinduction sur milieu gélosé contenant un substrat
chromogénique de Igrgalactosidase (Xgal) et du xylose. Ces tests ont pu montrer que CtsR est
inactivé par la température et qu'’il peut donc agir comme un thermometre cellulaire a l'instar de
CtsR deB. subtilis, L. lactiet G. stearothermophiludNéanmoins, CtsR d®@. oeniest inactivé a

une température seuil inférieure a 33°C.

L’exploration fonctionnelle d’'un géne passe généralement par la construction et la caractérisation
phénotypique du mutant correspondant. Dans un deuxieme temps, afin de tenter de contourner les
déboires rencontrés lors de la construction de mutant Ghe@eni, nous avons appliqué la
technique de production d’ARNas mise au point lors de I'étude du chaperon moléculaire Lo18 au
locusctsR(Darsonval et al. 2015). L'inhibition de I'expression du getsRkRa induit une perte
significative de cultivabilité aprés un choc thermique (48°C) ou un choc acide (pH3,5) ce qui
confirme le role clef du locustsRdans la réponse au stress. Ce phénotype thermosensible a déja
été observée chez le mutatgRdeL. plantarum(Fiocco et al. 2010; van Bokhorst-van de Veen

et al. 2013). Les résultats de cette étude ont fait I'objet d’'une communication affichée lors du
congrés internationale GRAM: Montecatini Terme en Italie (25 au 30 juin 2015). IIs feront par

la suite I'objet d’'un article qui sera soumis apres la réalisation d’'une étude complémentaire
portant sur linteraction protéine-protéine entre CtsR et des protéines cibles potentiellement

impliquées dans la régulation de son activité.
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SUMMARY

While many stress response genes have been characterizedQanococcus oenilittle is
known about the regulation of stress response in this wine-associated lactic acid bacterium
(LAB) responsible for wine malolactic fermentation (MLF). Different regulation
mechanisms have been described in eubacteria, stress response genes can be regulated
negatively as well as positively. I'©. oeni,CtsR is presently the single and master regulator
of stress response gene expressididely characterized in Bacillus subtilis CtsR repressor

is active as a dimer at 37°C and specifically degraded at higher temperature by proteolytic
mechanism involvingmcsA and mcsB genes encoding two adaptive proteins. Nevertheless,
O. oeni genome has no genes encoding such adaptive proteins. Lack of genetic tool to
disrupt O. oenigene led us to develop an innovative technic to overcome of the difficulties of
genetic handling ofO. oeni In this study, we investigated thectsR function in O. oeni by
using antisense RNA (asRNA) silencing to modulatetsR gene expressionn vivo. The
recombinant strain with ctsRgene expression attenuated by antisense RNA production was
exposed to multiple stresses inducingpisp gene expression: heat shock, acid shock and
presence of ethanol. Interference by asRNA induces significant loss of cultivability under
stress conditions demonstrating that CtsR plays a key role ii®. oeni stress response.
Second, we studied the regulation of CtsR activity by using heterologous expression system
to complement aB. subtilis ctsRdeficient strain with the ctsRgene ofO. oeni. This strategy
has shown thatO. oeniCtsR is a specific thermosensowith distinct temperature threshold.
This study demonstrates for the first time the use of antisense technology for modulating a
regulator gene expression irD. oeni.
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Introduction

Oenococcus oeni is a wine-associated lactic acid bacteria (LAB), mainly responsible for wine
malolactic fermentation and particularly acidophilic isolated from red wine (Lonvaud-Funel
1999). Wine medium is a stressful environment combining harsh and challenging conditions:
low pH, low temperature, presence of ethanol, nutrient starvation and presence of yeasts at the
origin of growth inhibitors (ethanol, sulphites and decanoic and dodecanoic acids). As any
microorganism under stres®, oeniin wine tries to restore a positive metabolism to survive
(Bartowsky and Borneman 201Understanding of the mechanisms involved in stress adaptation

is an essential step to impro@e oenidevelopment in wine and to perfect industrial processes of
preparing wine malolactic startdBecause of its acidophilic properti€3, oeni is an interesting

model to investigate stress response mechanism in LAB. The bacterium is able to display various
mechanisms to cope with environmental str&3ger the past decades, several mechanisms
involved in wine adaptation were described including genes related to general stress response,
membrane composition and fluidity, pH homeostasis, oxidative stress respods®NA
damaggSalema et al. 1996b; Jobin et al. 1997; Guzzo.€t947; Jobin et al. 1999b; Tourdot-
Maréchal et al. 2000; Da Silveira et al. 2003; Beltramo et al. 2004a; Grandvalet et al. 2005; Chu-
Ky et al. 2005; Coucheney et al. 2005; Grandvalet et al. 2008; Da Silveira and AbeeT2009)
survive, O. oeni is known to set up transitional stress response mechanisms through the synthesis
of heat stress proteins (HSPs) encoded byhsipgenes. Although HSP synthesis is a universal
response, microorganisms have diverse regulatory mechanisms to control the exprdsson of
genes. In firmicuteshspgenes regulation is mediated by alternative sigma faft@nd/or by
transcriptionnatepressors such as CtsR, HrcA and HspR (Gerth et al. 1998; Derré et al. 1999b;
Varmanen et al. 2000; Gertz et al. 2000; Chastanet et al. 2001; Chastanet and Msadek 2003;
Chastanet et al. 2003). In most LAB, the inductiorhgii genes is dependent to two coexisting

and overlapping regulons : HrcA and CtsR (Chastanet et al. 2001; Chastanet and Msadek 2003;
Grandvalet et al. 2005; Spano and Massa 2006; Frees et al. 2007). In conBastlliinboth
regulons are distinct whil@ StaphylococcHrcA is integrated in CtsR regulon. Both regulons

are controlled by a transcriptional repressor which specifically recognized the operator sequence:
the palindromic CIRCE sequence (for “Controlling inverted repeat of chaperone expression”) for
HrcA and the tandemly repeated heptanucleotidic operator sequence for CtsR (Derré et al. 1999b;
Petersohn et al. 2001). Concerning the regulation ofh#fs genes, O. oeni demonstrates
originality since CtsR is the master regulator of stress response gene expression (Grandvalet et al.

~121~



Résultats-Article Il

2005). Comparative genomics was used to predict genes belonging to CtsR regulon by
identifying the heptanucleotidic operator sequence. Most molecular chaperone dyeai€s (
groES andclp genes exhibit the CtsR operator sites upstream their open reading frames (ORF).
ThectsRgene ofO. oeniis cotranscribed with the downstreaipC gene. Transcriptional fusions

of promotor regions of candidate genes viifaBgene of the-galactosidase fror@eobacillus
stearothermophilusave been used wiB. subtilisas heterologous host to show CtsR-dependant
regulation ofhspgenes ofO. oeni. This was the first example highlighting the exclusive control

of dnaKandgroESLby CtsR and not by HrcA (Grandvalet et al. 2005). The sequence analysis of
the scaffoldO. oeniATCC BAA-1163 genome_(AAUV00000000.1) have revealed no CIRCE

sequences and no genes encoding any other known regulators of stress response such as HrcA. In

B. subtilis CtsR is active as a dimer and prevents transcription of its regulon by binding its
operator sequences in optimal conditions (Derré et al. 1999b; Derré et al. 2000). Under stress
conditions, the CtsR activity is inhibited by McsA/McsB-mediated phosphorylation and
consequent degradation by CIpCP (Derré et al. 2000; Kirstein et al. 2005; Kirstein et al. 2007;
Elsholz et al. 2010; Elsholz et al. 2011a). LAB amesABRdeficient firmicutes so alternative
mechanisms involved in regulation of CtsR activity have been describéd.ladwtis, CIpE is
required to restore the repression by CtsR after heat shock. The substitetjgh mf mcsAwas

shown to restoréasp gene repression suggesting that CIpE has the same function as McsA by
interacting with CtsRvia its zinc finger motif (Varmanen et al. 2003). Recently, the work of Tao
and Biswas (2013) have shown that the CIpCP complex is not required for specific degradation
of CtsR and that ClpL has a chaperone role in the regulation of CtsR acti8itynatangTao et

al. 2012; Tao and Biswas 2013a). The main actors in the regulation of the CtsR activity described
in B. subtilisandL. lactis (clpE, mcsAand mscB are absent from the genome@foeni while

two clpL version of the gene are present suggesting that the regulation of CtsR actvityeni

could be closed to the mechanism describésl imutansin L. lactis, G. stearothermophiluand

B. subtilis,CtsR can feel the heat and its activity can also be regulated by temperature with a
distinct thermoderepression temperature threshold for each bacterial species (Elsholz et al. 2010).
Because of difficulties to genetically manipuld&e oeni, thein vivo function of CtsR and the
memchanism of its activity regulation are still unknown.this study, we first investigated the

CtsR function inO. oeni by using antisense RNA silencing to modutéd®gene expressioim

vivo. This innovative technic, developed in our laboratory, allowed the first modulation of gene

expression irD. oeni,a so hard genetically handling bacterium (Darsonval et al. 2015, submitted)
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and confirmed the molecular chaperon role of the small Hsp Lo®8 aeni Second, we studied
the regulation of CtsR activity by using heterologous expression system to compleBent a
subtilis ctsR-deficient strain with thetsR gene ofO. oeni. Transcriptional fusion disp18
promotor with bgaB reporter gene ofG. stearothermophilusvas used to appreciate the
complementation. Thim vivo inhibition of ctsRgene expression by producing asRNA targeting
the ORF causes significant loss of cultivabilty after heat shock (58%) and acid shock (59%) and
highlighted that CtsR plays a key role in the stress respon®e aeni. Transcriptional fusion
showed that CtsR dD. oenican restore the parental phenotype ofdts&kdeficient strain oB.
subtilis in optimal growth conditions. Moreover, thermoinduction tests highlightedGhaéni
CtsR can feel the heat and is ianvivo intrinsic heat sensor with a 33°C distinct temperature
threshold. As previously showed lin lactis B. subtilisandG. stearothermophilusthe O. oeni

CtsR is a specific thermosensor (Elsholz et al. 2011a).

Experimental procedures
Bacterial strains and growth conditions

The bacterial strains and plasmids used in this study are listed in Table 1.

Oenococcus oemitrain ATCC BAA-1163 is an acidophilic strain isolated from red wiheoeni

was grown in FT80m medium which contained 20 pg.mi vancomycin, 20 pg.ritl of
lincomycin and 20 pg.rtlof erythromycin when required. For survival test, cells were harvested
in the end of exponential phases¢ém = 0.8) then transferred at 48°Ciaoto FT80m medium
adjusted to pH 3.5 or pH 3 and incubated at 30°C during 90 min. Bacterial cultivability was
estimated on agar plates (UFCnl The growth curve was determined by following the
absorbance at 600 nm in a function of time.

Escherichia coliEC101 strair{supE thi (lacproAB)F’ traD36 proAB latZ4M15) was used as a
host strain for cloning and maintenance of plasmkgscoli was grown at 37°C in Luria-Bertani
(LB) medium supplemented with erythromycin (250 f.br ampicillin (100 pg.mt) if
necessary.

B. subtilis 168 {tpC2) and QB4991 tfpC2amyE :(‘lacZapha3ActsR strains were used as
heterologous hosts to measure activities of transcriptional fudBorsubtiliswas grown in LB
medium supplemented with chloramphenicol (5 |i8),;8pectinomycin (100 pg.f), kanamycin

(5 pg.pt) or erythromycin (25 ug.ft) when required.
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DNA manipulation and bacterial transformation

O. oenigenomic DNA was extracted with InstaGene™ Matrix according to the manufacturer’s
recommendations (Bio-rad, Hercules, USA). PCR was performed with Expand High Fidelity
PCR System (Roche, Meylan, FRANCE) according to the parameters accompanying the
polymerase. Plasmids froE coli were prepared with GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo
Scientific, lllkirch, FRANCE) according to the protocol provided by the manufacturer. DNA
fragments were purified with GeneJET PCR Purification Kit (Thermo Scientific). T4 DNA ligase
and restriction endonucleases were purchased from New England Biolabs Inc. (Ipswich, USA)
and were used as recommended by the manufacturer. Plasmids and ligation products were
transferred by electroporation int®. coli EC101 by electroporation method (Taketo 1988).
Briefly cells, in early exponential phasegthof 0.5), were collected from 500 ml of LB culture,
washed twice in 250 ml of ice-cold ultra-pure water and concentrated 100-fold in 2.5 ml of 25%
glycerol. Aliquots of 0.1 ml were stored at -80°C. Aliquots of 0.1 ml were mixed on ice with
plasmid DNA or ligation mixture, and then submitted to an electroporation pulse of 25u®, 200
and 12.5 kV/cm, followed by addition of 1 ml of LB medium. Cells suspension were incubated
for 20 min at 37°C, followed by plating of 0.1 ml on solid LB medium containing erythromycin
(250 pg.mf). Plasmids were transferred by electroporation Gitmenas previously described

by Assad Garcia et al. (2008). Recombinant strains were selected on FT80m plates supplemented
with erythromycin, vancomycin and lincomycin (20 pginelach) (Assad-Garcia et al. 2008). B.
subtilis was transformed with recombinant vectors as previously describ&tbsdek et al.
(1998). Transformants were selected on agar LB medium supplemented with chloramphenicol (5

ng.ulY), spectinomycin (100 pg.f, kanamycin (5 pg.rif) or erythromycin (25 pg.rit).

Plasmid constructions and cloning strategy

Primers and vectors used in this study are listed in Table 2.

Plasmid pSIPSYNASCtsR was constructed by inserting respectively the amplified full-length of
the open reading frame atsRgene into the multiple cloning site of pSIPSYN by inverting
orientation. The insert of antisensesRgene was amplified by PCR fro@. oeniATCC BAA-

1163 genomic DNA using respectively couple of primers ASCtsR3-6 designated in Table 2 and
was cloned intdNcd and Sma restriction sites of the pSIPSYN vector. The resulting plasmid
carrying the complete antisensetsR gene under the control of synthetic promotor,
pSIPSYNASCItsR was transferred i@ oeniby electroporation (Assad-Garcia et al. 2008). The
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vector pSIPSYN without any insert was also transferred @htoenito act as a reference. The
presence of vector was confirmed by colony PCR amplification with specifics primers: Olcg303
and Olcg302 or ASCtsR3 primers. One colony was suspended in 50ul of lysis buffer (EDTA
100mM, pH8, Proteinase K 20mg:fland then mixed by vortex. The resulting mix was heated
15 min at 65°C then 5 min 95°C and 5pul of this mix was added at to PCR mix. The

correspondin@. oenirecombinant strain was designated by OoASCtsR.

Table 1: Details of the strains used in this study

Strain Genotypée Source or Reference
Escherichia coli E. coli IM1016upE thi (lacproAB) (F' traD36 proAB latlz4M15) Laboratory stock
EC101 with repAfrom pWVO0L1 integrated in chromosome (Law et al. 1995b)
EcASCtsR E.coliEC101, pSIPSYNCtsR This study

Ecsyn E. coliEC101, pSIPSYN This study

E. coliBL21 E. coli BF-dcm ompT hsd&- mg-) gal [malB]x.1,(A°) ThermoScientific
Oenococcus oeni . .

ATCC BAA-1163 wild type strain, vah Laboratory stock
O0ASCtsR 0. 0eniATCC BAA-1163, pSIPSYNASCtsR This study

Qosyn 0. 0eniATCC BAA-1163, pSIPSYN This study

Bacillus subtilis168 Wild type straintrpC2 T. Msadek
16&hspl8’ trpC2 amyE :(hps18’-bgaB cat) This study

QB4991 B. subtilis168trpC2 ActsR amyE (lacZ apha3 (Derré et al. 1999a)
QBhsp18’ B. subtilisQB4991trpC2 ActsR amyE (hps18’-bgaB cat) This study

B. subtilisQB4991trpC2ActsR amyE (hps18'-bgaB cat)

QBhsp18:XTctsR thrC::(pxylA-CtSR oen SP9

This study

*varT: vancomycin resistance.

The pDLhspl8vector (Grandvalet et al. 2005) was used to construct transcriptional fusion of
hsp18promoteur (AJ250422) with tHegaBgene encoding a thermostaBlgalactosidase from
Geobacillus stearothermophilusisp18’-bgaB.The resulting plasmid, pOips18was integrated

in amyE locus in B. subtilis168 and QB4991 strains. Plasmid pXTCtsR25 was obtained by
cloning the full-length otttsRcoding sequence under the control of xylose inducible promotor
betweerBanHI| Hindlll restriction sites. The resulting plasmid was integratetii@ locus inB.

subtilis 168 and QB4991 strains. Vectors were transferrdgl. isubtilisas previously described

by Msadek et al. (1998) and the presence of vectors was confirmed by colony PCR amplification

with specific primers CtsR2-5 and olcg16-20.

DNA sequencing and sequence analysis

The sequences of both strands of plasmids were confirmed by nucleotide sequencing with
labeling and capillary separation on the AB3730xlI performed by Beckman Coulter Genomics
(Essex, United Kingdom). The Olcg303 and ASHSP181 or ASHPS18R primers were used for
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this purpose. Nucleotide sequencing results were analyzed using LALIGN software

(www.ch.embnet.org /software/LALIGN

Table 2: Vectors and primers used in this study

Targets Primers  Primer sequences (5'-3") Restriction sites?
ctsR ASctsR3  cgtCCCGGGATGGCAGAAGCTAATATTTCAGAT Sma

ASctsR6  gggCCATGGCAGATGCTGTGTATTGATTATCCA  Ncd

ctsR2 CGGACTAAGCTTTTATCCATGAATGTTTGTACTC Hindlll
T

ctsR5 CCGGGAGGATCCAAAGGAGGGGGTTGAATG BanHl

hsp18 Olcgl6 ATCGGCGGATCCTATCAAATACCTCCTATTAACT BanHli
promoteur AA
Olcg20 GCCCGAATTCTAAATTAATCGAAGCCTTTTGAC  EcdRlI

Olcg302 GGGCCATGGCAAATACCTCCTGATTCATTAATG Ncd

CAGGGGTAC
0Olcg303 CCCAAGCTTGCGCAACTGTTGGGAAGGG Hindlll
Vectors Characteristics Source or reference
pSIPSYN erff, Im®, derived from pSIP409, deletion sppK sppR (Darsonval et al. 2015)
gusAunder the control of &y promotor
pSIPSYNASCtsR  efy; Im®, derived from pSIPSYN, OR¥SRin antisense This study
orientation under the control of{R, promotor
pET28a (+) pT7 promoter, lacl, Kan ThermoScientific
pPETCtsR kaR, pET28a(+) derivative carryin@. oeni ctsRoding This study
sequence.
pXT spe€, am@, pDG1728 derivative allowing gene expression (A.Galaznik, unpublished
from the pxylA xylose inducible promoter data), (Guérout-Fleury et
al. 1996)
pXTCtsR25 spdt; ampy, pXT derivative carrying th®. oeni ctsRoding  This study
sequence
pDL cn®, B. subtilisintegration vector wittbgaBas the reporter  (Yuan and Wong 1995)
gene fromG. stearothermophilus
pDLhsp18 cnt®, dérivé du pDL portant une fusitisp18:bgaB (Grandvalet et al. 2005)

T Restriction sites are underlined.
2 yvarf: vancomycin resistance, &ryerythromycin resistance and Tmincomycin resistance din chloramphenicol resistance,
spe& spectinomycin resistance, afampicillin resistance k&nkanamycin resistance.

Total cellular Protein extraction and detection western-blotting

The synthesis of CtsR was detected at proteic level by immunodetection with polyclonal
antibodies directed against CtsR®@f oeni.The pellet from 50 ml of culture was suspended in
800 pl of lysis buffer (Tris-HCI 10 mM ; NaCl 200mM ; pH 8.8). Cells were transferred with
glass beads (0.5um) and lysed twice with Precellys action (Paris, France) as follow 60 sec-20
sec-60 sec at 6,500g. The suspension was centrifuged at 13,200 g for 15 tnareimove
unbroken cells and cellular debris. Supernatants containing total cellular proteins were collected
and assayed with Bio-rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate according to the

manufacturer’'s recommendations with bovine serum albumin as the standard (Biaftad).
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mixing with Leammli buffer and heat denaturatiiceemmli 1970) 20 pg of total cellular
proteins from each sample were loaded on denaturing polyacrylamide Gel (12%). Proteins were
then transferred on a PVDF membrane activated by 15 min-wash in methanol (GE. Healthcare,
Little Chalfont, United Kingdom). After saturation in 1X PBS-5% milk and three washes in 1X
PBS-0.2% Triton100, the membrane was first hybridized with Anti-CtsR Antibody Solution (See
below) (Antibody serum from Rabbit 1:5000 in 1X PBS, 0.2% Triton100, 5% milk) for one hour
at room temperature with gentle agitation. Then, the membrane was washed three times in 1X
PBS-0.2% Triton X-100 and incubated one hour at room temperature in conjugated peroxidase
Anti-Rabbit Antibody solution (Antibody from goat 1:5000 in 1X PBS, 0.2% Triton100, 5%
milk, GE. Healthcare). Before detection, the membrane was washed in 1X PBS, 0.2% Triton X-
100 for 15 min and four times during 5 min. After squeezing out liquid excess, the
chemoluminescence was detected by using ECL Kit (Clarity™ ECL Western Blotting Substrate,
Bio-rad, Hercules, CA, USA according to the manufacturer's recommendationsmbtanes

were exposed to Amersham Hyperfilm ECL which was developed as recommended by the

manufacturer (GE. Healthcare).

Preparation of polyclonal antibodies.

CtsR was purified fronfe. colipETCtsR strain, and polyclonal antibodies were obtained by direct

immunization of a rabbit with the purified protein.

Galactosidase activity assays and thermoinduction test

Overnight cultures oB. subtilisgrown on LB medium supplemented with chloramphenicol

(5 ng.mi) were diluted to an optical density at 600 nm of 0.05 in fresh broth medium and grown
at 30°C, 37C°, 42°C with agitation (140 rpm) until the mid-exponential phase was reached
(Asoonm = 1), after the xylose was adding to induteRgene expression during 12hgthnm= 3).

For each sample, thggalactosidase activity was determined as described previously (Miller
1972; Grandvalet et al. 2005) and the activity was expressed as Miller units per mg cellular
protein. Protein concentrations were determined using the Bradford method (see above).
Experiments were performed three times on three independent cultures.

The B-galactosidase activity was estimated on LB plates by hydrolyzing of its colorated substrate,
the 5-bromo-4-chloro-3-indoly}-D-galactopyransidase (X-gal). TH&. subtilis heterologous

host strains were plated on agar LB medium containing X-gal to display CtsR bindnsg 1
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promotorvia the transcriptional fusiohsp18’-bgaBand xylose (20mM) to induce the expression
of ctsRgene. For each strain, experiment was performed on four different plates in parallel to
incubate at six different temperatures: 30°C, 33°C, 35°C, 37°C, 42°C et 50°C. The

thermosensibility oD. oeniCtsR was appreciated with the white-blue screen.

Statistical analysis

The significance of the difference among percentage of cultivability values was determined by a
two-tailed Student t-test. The confidence interval for a difference in the means was set Bt 95% (

< 0.05) for all comparisons.

Results

The inhibition of ctsRgene expression affects the survival abilities d@. oeniunder stress
conditions. Due to the lack of genetic tool i@. oeni, antisens RNA approach were used to
characterize the function @. oeni ctsRyene.To address the vivofunction ofctsRin O. oeni,
survival tests during stress treatments were performed on recombinant Gtraisi carrying
native plasmid (Oosyn) or recombinant plasmid with asRNA targetisfR messenger
(O0ASCtsR).Based on previous studies @ oeni stress response, we have focused our
physiological study on stress causing inductiohgggene expression i@. oeni.The cells were
cultivated in optimal growth conditions until the middle of the exponential growth phase and then
underwent different stress treatments. After enumeration of CFU on agar plates, the cultivability
rate is calculated and then normalized to the reference strain Q&fggn.switching growth
temperature from 30°C to 48°C or the pH medium from 5.3 to 3.5 maintained for 90 min, no loss
of cultivability of Oosyn strain was observed. In contrast, O0ASCtsR strain losts 58.0 % of its
population (Figure 1(1)). After a pH 3.5 acid shock, the modulatioatsi® expressionevel
induces a 59 % loss of cultivability of O0oASCtsR strain (Figure 1(2)). These observations

strongly confirm that CtsR plays a key rolednoenistress response.
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Figure 1: Cultivability tests after heat shock (1) or acid shock at pH3.5 (2Recombinant strains carrying native
plasmid (Oosyn in black) or plasmid carrying asRNA targetisR(O0ASctsR in green) were grown at 30°C until
mid-exponential phase. Cultures were then transferred 90 min at 48°C (1) or into a pH3.5 FT80m @gedium
Cultivability was estimated on agar plate (CFU*nSignificant differences are based on an unilateral and paired T
test (** P<0,005 * P<0,05).

The ctsR gene ofO. oenican complement theB. subtilis ctsRdeficient strain. Considering

the difficulties to genetically manipula@. oeni, B. subtilisvas useds a platform for molecular
characterization of stress responseCnoeni. The ctsR gene of O. oeni was expressedby
inducible heterologous expression system inBhsubtilisctsRédeficient straiflQB4991) (Derré

et al. 1999a). The pXTCtsR25 plasmid carryingdb#Rgene under control of thex{dA xylose-
inducible promoter and allowing integration at theC locus was used to compleméhtsubtilis
ctsRdeficient strain (see Materiel and methods). Th@eniCtsR protein was immunodetected

in thectsRdeficient strairvhen xylose was added to the growth medium (Figure 2) assessing the
heterologous expression of tbisRgene. In order to assess the functionality of@heeniCtsR,
complement experimentations were performedBinsubtilis strain carrying thensp18-bgaB
fusion at theamyElocus. Transcriptional fusion between theoenihspl8promotor region and

the bgaB gene allows monitoring repression activity by tBeoeni CtsR repressor. Tife
galactosidase activities of strains were monitored after growth in LB broth medium supplemented
or not with xylose to induce th@. oenictsRgene expression. As expected, compare to wild type
strain, thep-galactosidase activity of thiesp18-bgaB fusion was increased 105.5-fold in the
ctsRdeficient strain in the absence of xylose in the culture medium (figure 3). In xylose
supplemented medium, thespl18-bgaB expression is comparable to the wild type strain level
(induction rate 9.4). These results confirm the functionality of @heoeni ctsRgene to

complement &8. subtilis ctsRleficient strain.
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1 0 complementecctsF-deficient strain(QBhsp18-XTctsRand QBhspl8'-
XTctsF + xylosg. CtsR protein purifies fro cell extract o E. coli

4 pPETCtsR strain was used as positive co (Positive control The
18kDa - - "¢ 0O.oen protein repressor was detected by immunodetection
polyclonal antibodies directed against CtsR and-rabbit antibody

Ae a O. oeni CisR (1:5000) 4 3 )
conjugated with peroxidase :5000).

The O. oeni CtsR can feel the heat.To verify that CtsR is an intrinsic heat sensopreviously
describd for B. subtilis, L. lactic andG. stearothermophilt CtsR repressc complementation c
heterologousctsR expressed in trans was monitored at different temperature by blue
screening on -gal containing Ll-agar plate using hsplé-bgaB reporter gene fusio Six
different temperatures: 30°C, 33°C, 35°C, 37°C, 4and 50°C were used to appreciate

thermosensibility ofO. oeni CtsR with the whit-blue screen Figure 4). White colonies
correspond to the transcriptional repressionhsplé by trans expresse ctsR White-blue
colonies indicate the expressionhspl8thanks to an inactive CtsR. In parental stB. subtilis
(figure 4, lane 1 168+hspl8), the CtsR regulator is active and represseshspl8-bgaB
expression at 30°C to 37°C. At 42°C and 50°C, a blue color appears meaning that

inactive. These results show that tB. subtilis CtsR is active until 42°C. Considering 1
complementedstrain deficient for thectsR genein absence of xyloy, (figure 4, lane 2,
QBhsp18-XTctsR, the appearance of a blue coloration regardless of the incubation temg
meansa constitutive expreson of hsp18-bgaB transcriptional fusic due to absence @ctive
CtsR repressor. T trans expression of thO. oenictsF geneby adding xylose (figur4, lane 3)
suppresses the expressionhspl8-bgak at 30°C by binding to tt hspl¢ promoter regior
whereas theO. oen repressor is indive at temperatures above C (33°C, 37°C, 42°C an
50°C). TheO. oen CtsR is active at 30°C, the optimal growth temperature and inactive at
These results strongly suggest tthe O. oeni CtsR repressor is antrinsic heat sens in vivo

with aspecific temperature threshold of 33'
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Figure 3. The heterologousO. oeni CtsR negatively regulates thehspl8-bgaB transcriptional fusion gene
expression inB. subtilis. Expression of thhspl8-bgaBtranscriptional fusioiwas measured in the w-type strain
(QBhsp18) and thectsF-deficient strai (QBhsp18-XTctsRandQBhsp18:XTctsR+ Xylose. Cells were grown ii
LB medium at 3CC until the end of stationary growth phase. To indictsR expressio, LB medium was
supplemented with xylose (20 mM) when complemerctsF-deficient strain cultures reathe midexponential
growth phase ancells were harvested 12h after xylose induct

30°C 33°C 35°C 37°C 42°C 50°C

(1) 168hspl18’

(2) QBAspl8’
-XTectsR

(3) QBhspl8’
-XTectsR
+ Xylose

Figure 4: The O. oeni CtsR repressor is a specific thermosensc O. oen ctsRwas ove-expressed iB. subtilis
ctsRdeficient strain (Qhspl8'XTctsR under control of a xylo-inducible promotor. Complementation
heterologousctsRexpressed iitrans was monitored at different temperatures (30°C, 33°C, 35°C, 37°C, 42°
50°C) by blue/white screening or-gal containing LIl-agar plates using a thermoste hsp18-bgaBreporter gen
fusion. White colonies show thihspl transcription was repressed trans CtsR, whereas blue colonies indicat
transcriptional derepression hsplé because of absence of CtsR protein (line 2) or presence of an irtrans
CtsR (line 1 and 2
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Discussion

Because 000. oeniis not easily genetically manipulated due to poor transformability and the
obvious lack of genetic tools, little is known about its gene regulatory mechanistmoéni.

Due to the obvious lack of genetic tools to consider directed mutagene3isoeni,asRNA
production approach is presently the ultimate approach to investigate stress response in this
bacterium (Darsonval et al. 2018y targetingctsRfor knockdown, we undertook an vivo
approach with the aim of deepening the knowledge ofQheeni CtsR, the unique stress
response regulator described. The expression of a complementary asRNA targeting the full-
length ofctsRgene reduced by half the cultivability after heat shock or acid shock protein. In this
study, our findings indicate that the knockdown by antisense RNA system is, as already shown
by our previous work, the most relevant strategy to understand the rdle agni genes
(Darsonval et al. 2015). Moreover, besides technical restrictions, permanent knoakstbyf

directed mutagenesis may not be achievable due to the possibly lethal character of this mutation.
The ctsRinhibition by asRNA approach has deleterious effect on viabilit) obeniafter sub-

lethal temperature stress exposure or acid stress exposure. This suggests that CtsR plays a key
role in general stress response in thermo-protection and in acid-tolerance. However it is difficult
to affirm that CtsR plays a specific role in thermoprotection or acid-tolerance whether its
inactivation leads to pleiotropic effects correlated with its obvious housekeeping function as
central stress response regulatoDiroeni.Our data indicate that CtsR does not play an essential
role in this adaptation process, but they highlight a crucial involvement to cope with prolonged
heat stressThe ctsRinhibition conferred a heat-sensitive phenotype to the recombinant strain. In
most Gram positive bacteria described sodfRRdeletions lead to an increase in heat resistance
and general stress tolerance (Nair et al. 2000; Chastanet et al. 2001; Karatzas and Bennik 2002;
Hufner et al. 2007; Zotta et al. 2009). This unexpected finding have already imetlamtarum

and could be explained by the fact that the inactivatioctsliRcauses derepression lidpgenes
preparing cells to cope with stressful conditions (Fiocco et al. 2010). We can hypothesize that the
resulting overexpression of Lol8 could cause this phenotype by destabilization of membrane
integrity. Due to the overlapping of gengsRandclpC, we can assume thatsRasRNA could
interfere withclpC expression and could be partly responsible for the observed phenotype.

We have also begun to unravel the mechanism regulating the activity of CtsR b usirmilis

as heterologous host. The thermoinduction test highlighted CtsR can be inactivated in a
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temperature-dependent way. As previously suggested by Derré et al. (1999b) and confirmed in
lactis, G. stearothermophilusnd B. subtilisby Elsholz et al. (2010the O. oeniCtsR is ann
vivo intrinsic heat sensor with specific temperature threshold according to the bacterial species
(Elsholz et al. 2010). While in the CtsR-dependent gene expression has been shown to be de-
repressed already at 42°C Hy lactis CtsR and still be repressed at 50°C By
stearothermophilugElsholz et al. 2010), th€tsR-dependent gene expression was de-repressed
from 35°C by theO. oeni CtsR in our model. It acts as a molecular thermometer having
temperature threshold lower than 33°C. This seems to explain why previous complementation
experiments performed at 37°C were insuccesfull (Grandvalet et al. 2005). This thermosensing
ability is well-known in various macromolecules and proteins (Schumann 2009) and highly
described in bacterial transcriptional repressor that bind DNA (Servant and Mazodier 1996; Derré
et al. 1999b; Servant et al. 2000; Elsholz et al. 2011a; Porrini et al. 2014; Roncarati et al. 2014).
However, these DNA-binding regulators are poorly conserved. In contrast, CtsR sequences are
highly conserved across the phylogenetic group of low GC, Gram-positive bacteria. If the HTH
domain and the winged HTH domain have been identified to be conserved and crucial for CtsR
activity, differences exist regarding to the actual residues involved in the thermo-sensor activity
of the regulator. Indeed, it was assumed by Derré et al. (2000) that both points of mutation V16M
and G65S prevent the heat- inactivation of GtsRitro. In contrast, similar mutation seem to
have no effects on CtsR activity vivo (Supplementary Figure S6, Elsholz et al. 2010). Authors
reported that the Glycine residue 64 at the tip of hairpin in highly conserved glycine-rich loop of
the winged HTH domain is essential 8r subtilisCtsR activityin vivo and is responsible for
thermosensing ability in several low GC Gram positive Gshrmann et al. 2009; Elsholz et
al. 2010). We can hypothesize that variations in the conserved sequence of glycine-rich loop
could explain temperature species-specific threshold. A piezotolerant strainistefia
monocytogeneshowed a resistant phenotype to heat, acid and oxidative treatments attributing to
a single codon deletion in this conserved glycine-rich hairpin oftctsie gene (Karatzas and
Bennik 2002; Karatzas et al. 2008)evertheless, while this glycine-rich domain seems to be
responsible for the CtsR thermosensibility, it does not seem to be involved in the temperature-
specific activity of the regulator. Indeed, the alignment of sequences glycine-rich domain from
fimicutes has shown a highly conserved sequence regardless the thermosensibility of the bacteria
(data not shown). Because of the highly conservation of the CtsR peptidic sequence through the
phylum of firmicutes, it is difficult to explain the phenomenon of specie-dependent heat
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sensitivity. We can hypothesize the involvement of either the dimerization domain or the HTH
domain in the regulation of CtsR activity.

In summary, our results confirmea vivo the central involvement of CtsR in stress response of
O. oeni as already begun witB. subtilisas heterologous host in previous laboratory study
(Grandvalet et al. 2005). In addition, the modulatiorttsRgene affected the survival abilities
under stress conditions f@. 0eniATCC BAA-1163 confirming the master coordinator role in

general stress response.

Perspectives

This work needs to be supplemented by further investigations at different expression levels. The
transcriptional pattern of putative CtsR regulon genes will have to be examinedOn dkai
recombinant strain by quantitative RT-PCR to demonstiratgivo the involvement of the
repressor CtsR in stress gene regulattpP-clpL1, clpL2 grpE-dnaK-cbpA groESL hspl8and
ctsR-clpC.The asRNA approach need to be deepened by the detection of the asRNA targeting the
ctsRmessenger and the detection of the Clp and CtsR protein levels to validate the expression
inhibition by this technic as already down in previous study forh$@l8gene inO. oeni
(Darsonval et al. 2015).

To further consider the identification of the molecular players involved in the regulation of
0. oeniCtsR, we planned to study the interaction protein-protein between CtsR and with other
candidate genes that could have a role comparabhedé/Bin the regulation of CtsR i@®. oeni

such as thelpL versions orclpC. The BACTH system (Bacterial Adenylate Cyclase Two-hybrid
System) a bacterial two-hybrid technic is an approach used to detect and characterize protein-
protein interactionsn vivo based on the reconstitution of the adenylate cyclagaA(from
Bordetella pertuss)sactivity in E. coli. All the constructions are available and ready to be tested

by B-galactosidase assays.
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. Etude de I'impact des génes estA2 et estA7 de O. oeni sur le profil

aromatique du vin aprés FML

[1.1. Introduction

Dans le cadre d'une collaboration avec lInstitute for Wine Biotechnology (Universi
Stellenbosch, Afrique du Sud) financée par un appel d'offre d’Agrosup Dijon (appel ¢
2013), nous nous sommeséressés a l'impact du métabolisme secondairO.oen sur les
propriétés aromatiques du vin. Bien qu’a I'heure actuelle, la FML soit recherchée dans la
des vins rouges et de plus en plus dans les vins blancs, il n’en fut pas toujours ampact de
cette étape est encore trop souvent réduite & une diminution de I'acidité totale du vin. En

de cette désacidificatiorO. oeni est capable d’apporter des changements significatifs

composition aromatique du vin en libérant des mdes d’intérét aromatique par I'intermédia
de son métabolisme secondaApres le diacétylees esters, responsables des arébmes frui
floraux dans les vins jeunes, constituent 'une des plus importantes familles de cc
aromatiques dans le \. La majorité des esters présents dans le vin sont produits par les

durant la FA(Lilly et al. 2006. Bien que de nombreuses études se soient focalisées sur It
estérase des levur(Saerens et al. 2006; Lilly et al. 20, le potentiel de I'activité estérase (
bactéries lactiques d’irrét aenologique lors de la FML sur I'ardme du vin reste un domain

exploré.

Quatre genes codant des estérases ont été décrits chez [a0. oeniOoeni28 commercialisé
par Lallemand (nuovi Ceppi O02) et destinée a 'ensemencement dewestA2, stA7, estCet
estB.La plupart des étuderéaliséesont été meneéein vitro via la surexpression de ces ge
chezE. coli puis purification de la protéine. Ces ét., menées dans le but de surproduir
purifier ces estérases afin de les ajouter au en cours de fermentati, décrivent les bactérie
lactiques comme une source potentielle d’enzymes cenologiques. Cependant, de nos
demande du consommateur s’oriente de plus en plus vers un prodi haturel» c’es-a-dire
sans additifs syntltiques ce qui oblige les industriels a s’intéresser davantage aux propr
potentiels biotechnologiques des bactéries lactiques et autres microorganismes. Bartc
Borneman rapportent clairement que la variabilité génotypique des soucO. oeri présente
un réel intérét en terme d’'impact sur la FML et sur les composés aromatiques(Bartowsky

and Borneman 201. Notre projet s’inscrivait dans cette dynamique et gsait de caracteéris:
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'impact aromatique du métabolisme de. oeni en conditions ocenologiques et d’établir

I'influence de chacun des gerest sur la flaveur du vin.

Cette étude proposait d'évaluer l'impact des deux estérases EstA2 et E€DAGeme sur les

esters dans le vin. Notre statégie consistait a surexprimer au cours de la FML chacun de ces genes
codant ces estérases a l'aide du nouvel outil d'expression que nous avons développé au
laboratoire, le pSIPSYN. A partir de la séquence des genes d’estérases de ls0smnche,

deux genes codant des estérases putatives ont été identifiés dans le génome de la souche
ATCC BAA-1163. Une analyse des séquences peptidiques a mis en évidence la présence des
deux principaux motifs caractéristiques de la famille V des enzymes lipolytiques bactériennes : la
triade catalytique [SDH/E] et la structure nucléophile en coude de type [GXSXG] entourant le
résidu sérine du site actif (Cygler et al. 1993; Arpigny and Jaeger 1999). Apres clonage dans le
pSIPSYN, le dosage de l'activité estérase des solthesli recombinantes a permis de vérifier

la fonctionnalité des génes clonés. Aprés cette validation, les vecteurs recombinants ont été
transférés cheD. oeniau méme titre que le vecteur pSIPSYN natif. La caractérisation des
souches recombinantes a montré pouf'fafdis chezO. oenil'expression de génes fonctionnels

codant des protéines dont l'activité enzymatique a pu étre quantifiee. Les souches recombinantes
deO. oeniont été inoculées dans un vin de cépage Aligoté pour effectuer la FML. Aprés FML, le
profil d'esters des vins expérimentaux a été établi par GC-MS SPME (technique de
microextraction sur phase solide associée a une méthode d’analyse de chromatographie gazeuse
couplée a la spectrométrie de masse) et les esters, substrats des estérases étudiées ont été
identifiées et quantifiés. Notre étude suggere que l'estérase EsStA2 possede une activité
majoritairement hydrolytique sur les acétates d’esters issus d'alcools supérieurs avec une
préférence pour les chaines courtes d'acides gras (C4-C6). L'estérase EstA7 a une activité de
synthese sur l'acétate d'hexyle en augmentant significativement de 22,7% la concentration de
I'ester. Notre étude a été rendue possible grace a la mise au poifitveetéur d’expression,

efficace et fiable che®. oeni.Ce vecteur ouvre un champ de possibilité pour I'étude des géenes
impliqués dans la modulation du profil aromatique du vin lors de la FML. Le niveau d’expression
des genesstA2et estA7pourrait étre utilisé comme application directe a I'élaboration des futurs

ferments malolactiques.
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Cette étude ont fait I'objet de deux communication orales, I'une lors du congrés intern:
MACROWINEZ2014 a Stellenbosch (Afrique du Sud, 4 au 7 septembre 2014) et l'autre
10°™ Symposiumnternationale d’cenologie de Bordeaux (30 juin au 2 Juillet 2015). Les ré
de ce travail sont présentés sous forme d’arel soumisen octobre201fau journalFood

Microbiology.
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ABSTRACT

Besides deacidifying wine,Oenococcus oeni bring significant changes in the chemical
composition of wine by releasing esters by the action of their own esterases. The impact of
O. oeniesterases remains relatively unexplored. Four esterase genes were identified from
0. oeni genomedstA2, estA7, estGnd estB.The dual objective of this study was, first to
use a genetic tool enabling the expression of esterase genes in enological conditions and,
second, to investigate the impact dD. oeniesterase gene expression during winemaking on
wine aromatic profile. Both estA2and estA7genes were successfully cloned and expressed in
0. oeni and recombinant strains were inoculated in Aligoté wine to initiate malolactic
fermentation (MLF). Ester profile of experimental wine was established by SPME-GC-MS.
EstA2 caused significant decreases in the concentrations of isoamyl acetate, ethyl
hexanoate, isobutyl acetate, and hexyl acetate, by 42.7%, 23.4%, 51.5%, and 28.9%,
respectively. EstA2 has preferential hydrolytic activity toward acetate esters from higher
alcohols. EstA7 has synthetic activity toward hexyl acetate with a significant 22.7%
increase. This study reports the first efficient expression system enabling the production of
a functional protein in O. oeniin enological conditions.
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1. Introduction

During winemaking, malolactic fermentation (MLF) is typically undertaken by four
genera of Lactic Acid Bacteria (LAB)Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcusd
OenococcusUsually the MLF function is limited to wine deacidification; however, numerous
studies found that LAB bring significant changes in wine aroma and improve its organoleptic
qualities (Bartowsky, 2005; Delaquis et al., 2000; Maicas et al., 1999; Pozo-Bayon et al., 2005;
Ugliano and Moio, 2005). Despite a large microbial diversity present in grape must, it is mainly
Oenococcus oenthat provides this step and represents the majority of malolactic ferments
commercialized (Bartowsky and Borneman, 2011; Lonvaud-Funel, 1899gniis acidophilic
and indigenous to wine LAB (Lonvaud-Funel, 1999).0eni has an extensive range of metabolic
pathways and enzymes responsible for the liberation of volatile secondary compounds
contributing to the aromatic quality of wine (Bartowsky, 2005; Siebert et al., 2005). Although the
six fully assembled genome sequences (Capozzi et al., 2014; Lamontanara et al., 2014; Makarova
et al., 2006) and 60 scaffold genomes @foeni strains are now available on databases
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), knowledge @. oenigenes and their potential impact on wine
aroma is limited.

Current research is providing a new opportunity to alter the aromatic properties of wine
and flavor perception by highlighting the potential impact of bacteria on components and sensory
properties of wine (Bartowsky and Borneman, 2011; Matthews et al., 2068 )alsD, citE, and
ackA are partially characterized and described as being responsible for diacetyl production, the
most important flavor molecule produced ®y oeniduring MLF (Olguin et al., 2010, 2009).
Concerning other flavor-related gene<foeni involved in the aromatic profile of wine, such as
esterasesp-glucosidase, proteases, peptidases, or phenolic acid decarboxylase, it remains a
relatively unexplored field (de las Rivas et al., 2009; Mesas et al., 2012; Michlmayr and Kneifel,
2013; Sumby et al., 2010). Understanding and characterizing LAB aroma-related genes are
required for fundamental perspectives and to open up the field to enological applications using
LAB. Besides diacetyl compound®,. oeni can metabolize precursors present in wine during
MLF to form esters and can alter the chemical composition of wine. Esters are quantitatively the
most important families of aromatic compounds in wine. The majority of wine esters are
produced by yeasts during alcoholic fermentation (AF). However, esters can also be derived from

LAB metabolism, from grapes, and from aging of wine by chemical esterification of alcohols and
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acids (Bartowsky, 2005; Lilly et al., 2006; Pozo-Bayon et al., 2005; Swiegers et al., 2005).
Considering the large number of acids and alcohols presents in wine, a wide range of esters can
be formed during the winemaking process. Wine esters are maiGd&thyl esters of organic
acids, acetate esters of higher alcohols, or ethyl esters of straight-chain fatty acids and are, if not
exclusively, mainly responsible for the fruity aroma of young wine (Ebeler, 2001; Sumby et al.,
2010). Most esters are found in trace amounts in the final product at concentrations below the
detection limit. Nevertheless, while esters are present in small quantities in wine, they are
involved in the aromatic complexity of wine, and a small change in concentration can have a
dramatic effect on the aromatic profile of wine (Aznar and Arroyo, 2007; Ferreira et al., 2000).
Since the 1980s, several studies have noticed increases and decreases in ethyl ester
concentrations in wine following MLF, including in attractive aromatic compounds such as ethyl
acetate, ethyl hexanoate, ethyl lactate, and ethyl octanoate (Delaquis et al., 2000; de Revel et al.,
1999; Gambaro et al., 2001). The variation of ester concentrations during winemaking suggests
the involvement of esterases in both the hydrolysis and synthesis of esters. For this purpose, a
better understanding of the mechanisms of ester synthesis and hydrolysis in wine is essential to
develop new MLFs through an improvement of strain selection based on their esterase abilities.
Most studies have focused on the esterase activity of yeasts (Lilly et al., 2006; Saerens et al.,
2006), and the esterase activity of wine-related LAB during MLF remains relatively unexplored.
Studies of LAB esterases have been conducted mostly on dairy-related LAB strains (Esteban-
Torres et al., 2014; Fenster et al., 2003; Fernandez et al., 2000). Previous studies have already
characterized esterase enzymes f@@noeniand other LAB strains of enological interest isolated
from wine: Lactobacillusand PediococcugDavis et al., 1988; Matthews et al., 2007, 2004;
Sumby et al., 2013, 2012a, 2009). Currently, four genes encoding esterases have been described
in Ooeni28 anO. oeni strain commercialized by Lallemand (Montreal, Canai2 estA7
estCandestB

Previous studies have shown that purifi@doeni esterases, EstCOo08, EstC34, and
EstB28, have a preference for short-chain synthetic substrates spatit@gphenyl butanoate
(PNP-butanoate) opNP-acetate and are capable of esterase activity in wine-like conditions
relevant to winemaking at pH 3.5 and in the presence of ethanol (13%) (Sumby et al., 2012a,
2010, 2009). Further investigations of EstA2 and EstB28 have suggested a possible dual activity

of hydrolysis and synthesis on natural substrates (Sumby et al., 2013). Nevertheless, this dual
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activity observedn vitro with purified esterases cannot be extrapolated to wine medium and
further investigation is needed. Moreover, the role of this dual activity on wine-related esters is
still unknown and therefore not yet understood in wine. At this point, the characterization of
O. oeni esterases wine conditions has not yet been reported. Due to the obvious lack of genetic
expression tools i®. oeni,no study has been performed precisely to investigate the ability of

O. oeni esterases to affect ester substrates in wine regarding their level of expression. Recently,
we provided a new efficient expression tool, the pSIPSYN vector, to produce for the first time
antisense RNA for modulating gene expression (Darsonval et al., 2015). In this study,
recombinant vectors derived from pSIPSYN were constructed to exgs&sZand estA7genes

in O. oeniand to assess the impact of the expression of this two esterases genes on wine-ester
profiles during winemaking. The novel biotechnological expression system was assessed by
assay of enzymatic activity on a synthetic substté-butanoateO. oeni recombinant strains
exhibiting higher esterase activity were used to inoculate an Aligoté wine. The flavor profile of
experimental wines was established by solid-phase microextraction followed by gas
chromatography coupled to mass spectrometry (SPME-GC-MS), and ester substrates of the

studied esterases were thus identified.

2. Materials and methods

2.1. Strain, growth media, and transformation conditions

The bacterial strains used in this study are listed in Tal@de deni strain ATCC BAA-1163 is an
acidophilic strain, isolated from red win@. oeniwere grown at 30°C in FT80 medium (pH 5.3)
(Cavin et al., 1989). In preparation for the experimedtspeniwere precultured from glycerol
medium stored at —80°C in FT80 medium supplemented withg2®I™ of vancomycin, 20
ng.mi? of lincomycin, and 2Qug.mI™ of erythromycin when necessary. Cultures used in assays
of esterase activity were inoculated from the precultures and incubated for 20 h at 30°C. For
enzymatic assays, cellular extracts were prepared @owenigrown to the mid-exponential
phase (Olhonn= 0.8). Escherichia coli K12 strairtcM2163 was used as a host strain for the
cloning and maintenance of plasmids. For cloning experimentsoli were grown at 37°C in
Luria—Bertani (LB) medium supplemented with erythromycin when necessaryu(Rs0™). E.

coli GM2163 were transformed by electroporation with a ligation mixture (Taketo, 1988).
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Positives clones were selected on LB plates supplemented with erythromycimug26id).
Electroporation was also used to transf@moeni as previously described (Assad-Garcia et al.,
2008), with selection on FT80 plates supplemented with erythromycin, vancomycin, and
lincomycin (20 pug.m* each). The presence of plasmids was verified by colony-PCR
amplification with primer pairs matching the plasmid sequence, Olcg303/0Olcg302,
Olcg303/estA2E, or Olcg303/estA7E. The presence of the vector pSIPSYN does not modify the

growth parameters of engineered strains.

Table 1: Details of the strains used in this study

Strains Genotypes/Descriptions Sources

E.coli E. coli K12 F ara-14 leuB6 fhuA31 lacY1ltsx78gInV44 galkgal 22 mcrA  Thermo Fisher

GM2163 dcm6 his G4 rfbD1 rpsL136dantl3::Tn9 xylA5 mtl-1thi-1 mcrBL.

EcestA2 GM2163 derivative harboring pSIPSYNestA2Rery This study

EcestA7 GM2163 derivative harboring pSIPSYNestA7}ery This study

Ecsyn GM2163 derivative harboring pSIPSYN, Bry This study

0. oeni ATCC wild type strain, vah Laboratory stock

BAA-1163

OoestA2 ATCC BAA-1163 derivative harboring pSIPSYNestA2 yanf, lincd®  This study

OoestA7 ATCC BAA-1163 derivative harboring pSIPSYNestA7, §aeny’, linco®  This study

Oosyn ATCC BAA-1163 derivative harboring pSIPSYN, Yaeny’, lincd® Darsonval et al.,

2015

Plasmids Characteristics Sources

DSIPSYN eny’, lincd®, derived from pSIP409, deletion sfpK sppR carryinggusA Darsonval et al.,
under the control of &y promotor 2015

eny?, lincd®, derived from pSIPSYN, carryingstA2under the control of This study
Psyn promotor

SIPSYNestA7 enf, lincd®, derived from pSIPSYN carryingstA7under the control of This study
P Psyn promotor

pSIPSYNestA2

* var'; vancomycin resistance, énerythromycin resistance and liftdincomycin resistance.

2.2. DNA isolation and manipulation

Isolation of DNA fromO. oeniwas achieved using an InstaGene Matrix Kit (Bio-Rad, Hercules,
CA, USA). Primers targeting the open reading frame (ORF) oOtheeniesterase genes were
purchased from Eurogentec (Liege, Belgium) and were designed based on the pahlisted
ATCC BAA-1163 genome sequence (AAUV00000000) (Table 2). PCR was performed with
Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) in a

T100 Thermal Cycler (Bio-Rad) according to the parameters accompanying the polymerase.

Plasmids fromE. coli were prepared with a GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher
Scientific) according to the protocol provided by the manufacturer. DNA fragments were purified
with a GeneJET PCR Purification Kit (Thermo Fisher Scientific). T4 DNA ligase and other

restriction endonucleases were purchased from New England Biolabs Inc. (New England Biolabs,
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Ipswich, MA, USA) and were used as recommended by the manufacturer for the cloning
experiments. Plasmids pSIPSYNestA2 and pSIPSYNestA7 were constructed by inserting the
amplified estA2 and estA7 esterase ORFs into the multiple cloning sites of Ehecol/LAB

shuttle vector pSIPSYN (Darsonval et al., 2015) under the control of a synthetic constitutive
promotor. The ORFs o&stA2 and estA7 were amplified by PCR by using primer couples
estA2N/estA2E and estA7N/estA7E respectively (Table 2). Resulting fragments were cloned
between Ncd and EcoRI restriction sites of pSIPSYN to obtain pSIPSYNestA2 and
pSIPSYNestA7.

Table 2: Primers used in this study

Gene- pimer Primer sequence (5'-3)* Restriction

region Site

ostpy  ESIAN CGCATGC@IGGCTTTTTTACAAATAAATTATC Nca
estA2E CCGGAATTOTA TGATAGACGTTCTTCTTTAAT EcoR

osp7  ESATN CGCATGC@TGGCATTTTTAGAAGTTAATTATT Nca
estA7E CGGGAATTTAT GACAAACGTTTTTCTGCT EcoR

o Olcg302  ggaCCATggCAAATACCTCCTGATTCATTAATGCAGGGGTAC — Ncd

™ 0Olcg303  CCCAAGCTITGCGCAACTGTTGGGAAGGG Hindlll

* Restriction sites are underlined, start and stop codons are indicated in bold.

2.3. DNA sequencing and sequence analysis

The sequences of both strands of esterase genes cloned into pSIPSYN were confirmed by
nucleotide sequencing, with labeling and capillary separation on an AB3730xl| performed by

Beckman Coulter Genomics. The olcg303 and estA2E or estA7E primers were used for this
purpose. Nucleotide sequencing results were analyzed using LALIGN software

(www.ch.embnet.org/software/LALIGN and sequence alignments were performed using

ClustalW2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustaly?2/ and Boxshade software

(http://www.ch.embnet. org/software /BOXform.html).

2.4. Determination and characterization of esterase activity

Esterase assays were conducted upMB-butanoate as a substrate based on the protocol of
Matthews et al., (2007). Cellular extracts were harvested from 25 ml cultures collected by
centrifugation at 650Pfor 5 min at room temperature. Cell pellets were transferred inuB6D

1x PBS (phosphate-buffered saline, Biosolve, Dieuze, France: 137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 10
mM NaHPQO,, 1.8 mM KHPQ,, pH 7.4) and lysed twice with Precellys action (60 s—20 s—60 s

at 650@; Paris, France). Reaction mixtures (final volume 1 ml) were prepared by mixing 760
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of reaction buffer (0.1 M BHPO,, 0.2 M citric acid, pH 5, 0.1% gum arabic, 0.005% Triton X-

100), 200ul of supernatant of cellular extract (volume of cellular extract was adjusted according

to sample activity) and then incubated at 37°C for 5 min to stabilize the reaction temperature.
Reaction was triggered by addiplyP-butanoate (25 mM in absolute ethanol, Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) and then incubated for 1 h (time of reaction was adjusted according to sample
activity). The reaction was stopped by addingub6f NaOH (0.5 M). The releasgsnitrophenol

was quantified by measuring the absorbance at 410 nm using a SmartSpec Plus
Spectrophotometer (Bio-Rad). Total cellular proteins in supernatants were assayed using a Bio-
Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate based on the Bradford method according to the
manufacturer’'s recommendations. Specific activities were calculated and then corrected for non-
enzymatic degradation of the ester substrate using an enzyme-free control with the same reaction
mixture. The data were also corrected for nonspecific degradation of the ester substrate using the
native-vector strain with the same reaction mixture. All assays and controls were treated in the

same manner and conducted in triplicate.

2.5. Malolactic fermentation trials and analysis of volatiles

MLF trials were conducted to determine the ester profile of wine of each experimental condition.
An Aligoté wine (pH 3.1, 3.2 gl malic acid, 11.8% ethanol) sourced from the winery of
Burgundy University (Marsannay-la-Cote, France) was used in this study. Wine was collected
after FA and was adjusted at pH 3.5 with KOH (1 N, VWR BDH Prolabo, Radnor, PA, USA)
and then filtered through a 0.3#n filter (Millipore, Darmstadt, Germany) to eliminate the
endogenous flora. Wine was aliquoted into 12100 ml bottles. To start MLF, wine was
inoculated in triplicate with the three recombinant strains atéls.mi* and incubated at 22°C
without agitation. Malic acid concentration was monitored using a spectrophotometric enzyme
analysis kit (Biosentec, Auzeville Tolosane, France). MLF was considered to be complete when
the concentration of malic acid wa6.2 g.I". At the completion of MLF, samples were treated
with sulfur dioxide at 30 mg} and were divided in 50 ml tubes. Tubes were closed under an
atmosphere of nitrogen and stored at —20°C to avoid any changes in ester concentration. All
samples were analyzed within one month. After MLF, resulting wines were analyzed by SPME-
GC-MS to quantify and identify esters released during MLF and establish their flavor profile.

The assay was performed as described by Sumby et al. (2013) with some modifications. Briefly,
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the length of the 50/3@m Carboxen—divinylbenzene—polydimethylsiloxane fiber used was 2 cm.

The internal control was ethyl heptanoate used au@®6®. SPME fiber was desorbed in a
spitless mode. The volatile compounds identified and quantified were compared to the
concentrations of known standards, which had been prepared in ethanol. The peaks were assigned
by comparison to the ratio of the peak area of the standard peak area (m/z). For each
measurement, the peak area was calculated and converted to concentration using a least squares

regression method.

2.6. Statistical analyses

Statistical analyses were performed with Microsoft Office XLSTAT-Pro version 7.5.2. The
confidence interval wap < 0.05. A one-way analysis of variance (ANOVA) was used to
compare the concentrations of each wine ester from each recombinant sttaioenfi ATCC
BAA-1163. The significance of the differences among esterase activity values was determined
with an unilateral and pairddests. The confidence interval for a difference in the means was set

at 95% P < 0.05) for all comparisons.

2.7. Sequences

Sequence alignments were performed with the following sequences: KT454793 (tributyrin
esterase EstA2D. oeni ATCC BAA-1163), EAV39250.1 (tributyrin esterase EstAJ, oeni
ATCC BAA-1163), AAF62860.1 (tributyrin esterase EstA, lactis subsp.cremorisMG1363
(Fernandez et al., 2000)), AGU56224.1 (tributyrin esterase Btephylococcus aureusibsp.
aureus 6850 (Fraunholz et al., 2013)), CCC80473.1 (acetyl esterase EatApbacillus
plantarumWCFSL1 (Siezen et al., 2012)), AlY92125.1 (esterase EHB&&jllus subtilissubsp.
subtilis str 168 (Barbe et al., 2009), JX215243.1 (esterase E€2A8eniOeni28, Sumby K.M.,
unpublished datadirect submission) and JX215244.1 (putative estdfatA7,0. oeniOoeni28,
Sumby K.M., unpublished datdirect submission).

3. Results

3.1. Sequence analysis
Based on the sequence Of oeniOoeni28estA2(JX215243.1) anastA7 (JX215244) genes
(Sumby et al., 2013) (Lallemand, nuovi Ceppi 002, (Matthews et al., 2006), two higher similar
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ORFs were identified fron©. oeni ATCC BAA-1163 strain. These two putative genes were
subsequently called by homologgstA2(KT454793) ancestA7(EAV39250.1). The ORIestA2
consisted in 792 bp encoding a deduced protein of 263 amino acids. Thes@REonsisted in

804 bp encoding a deduced protein of 268 amino acids. Both putative peptide sequences deduced
from the nucleotide sequences were aligned to the sequenCe®ehi Ooeni28 esterases. The

O. oeni ATCC BAA-1163estA2sequence exhibits 8 nucleotide substitutions and 2 nucleotide
insertions compared wit. oen8 estA2sequence, resulting in four amino acid substitutions

and one amino acid insertion (97.4 % aa identity). By contrast, the nucleotide sequ@noeraf

ATCC BAA-1163 estA7was 100% identical to those @f. oeniOoeni28estA7 The deduced

amino acid sequences of EstA2 and EstA7 f@noeniATCC BAA-1163 strain were analyzed

for key lipolytic enzyme motifs and were compared with other known and predicted esterase
sequences available from GenBank (NCBI database). Based on these alignments, the putative
catalytic triad formed by three residues, SDH/E, was identified in both esterases studied (Fig 1).
The putative nucleophilic elbow structural motif GXSXG surrounding the active-site serine
residue was also identified, showing that both esterases belong to family V bacterial lipolytic
enzymes (Arpigny and Jaeger, 1999). The putative GX motif, possibly an oxyanion hole, was

also identified with this alignment.

Est A7C01163
Est A2C01163
AAF62860. 1
AGUS6224. 1
CCC80473. 1
1Y91553. 1
JX215243. 1
JX215244. 1
Consensus

122 &
118 4
118 4
118 &

Fig 1: Sequence blocks conserved around the active-site residuesOnoeni ATCC BAA-1163 EstA2 and

EstA7 (EAV39250.1) aligned with: AAF62860.1 (tributyrin esterask, lactis subsp. cremoris MG1363
(Fernandez et al., 2000)), AGU56224.1 (tributyrin esterase EStaphylococcus aureusubsp.aureus 6850
(Fraunholz et al., 2013)), CCC80473.1 (acetyl estelametobacillus plantarumWCFS1 (Siezen et al., 2012)),
1Y91553.1 (EstA,Bacillus subtilissubsp.subtilis str 168 (Barbe et al., 2009)), JX215243.1 (EstA20028 putative
esterase,0. oeni Oeni28, Sumby K.M., unpublished) and JX215244.1 (EstA70028 putative esterase O. oeni
Ooeni28, Sumby K.M., unpublishedy.Amino acid residues belonging to the catalytic triad. ** The putative GX
motif containing the N-terminal oxyanion hole is indicated. Identical regions are shaded in black and conserved
regions are shaded in grey. http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustaly2/
(http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.hjml

3.2. Cloning of esterase genes and determination of esterase activity
The O. oeni ATCC BAA-1163estA2 and estA7 genes were cloned under the control of a
synthetic constitutive promoter using thecol/LAB shuttle vector pSIPSYN (Darsonval et al.,

2015). After verification of both cloning nucleotide sequencegstA2 and estA7 genes by
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sequencingE. coli recombinant strains carrying native pSIPSYN vector (Ecsyn, control) or
recombinant vector pSIPSYNestA2 and pSIPSYNestA7 (EcestA2 and EcestA7) were used to test
the functionality of cloned esterase genes. Enzymatic activity was assayed using the synthetic
substratgNP-butanoate and cells were extracted f&ncoli recombinant strains in exponential
growth phase (See Materials and methods section). The esterase activity was normalized to the
basal esterase activity of a strain carrying native pSIPSYN plasmid (Ecsyn). Both recorabinant
coli strains, EcestA2 and EcestA7 have relative esterase activity significantly 4.93-fold and 5.74-
fold higher than Ecsyn (control strain) respectively (Fig 2A). Having established that the
recombinantE. coli strains, EcestA2 and EcestA7 have an esterase activity significantly
increased in recombinari. coli strains compared to the control strain (Ecsyn), plasmids
pSIPSYNestA2 and pSIPSYNestA7 were transferred @toeniATCC BAA-1163 (OoestA2

and OoestA7) using pSIPSYN as a control (Oosyn, control strain). Once the presence of plasmids
in O. oeniwas confirmed by PCR, esterase activity assays were conducted on the recombinant
strains of O. oeni ATCC BAA-1163 as previously performed i coli (Fig 2B). Both
recombinantO. oenistrains, OoestA2 and OoestA7 have relative esterase activity significantly
5.80-fold and 12.83-fold higher than control strain (Oosyn).

[ ©
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Ecsyn EcestA2 EcestA7 Oosyn OoestA2 OoestA7

Fig 2: Relative esterase activity level ift. coli (A) and O. oeni(B) engineered strains. Cells were grown in LB

medium at 37°C (E. col) or in FT80 medium (O. oeni) until exponential growth phase.Enzyme activity was
determined with cellular extract at 37°C on the synthetic subgisebutanoate. Values are the means of triplicates

* standard deviations. Values are shown relative to the basal activity detected in strains carrying native plasmide
(Ecsyn and Oosyn), which was arbitrarily designated 0. Significant differences are based on unilateral and paired
tests. *** P < 0.0005; **,P < 0.005; *,P < 0.05.

3.3. Impact of increased esterase activity on wine ester profiles
Having confirmed that both recombina@t oenistrains had a significant detectable increased

esterase activity compared with the activity of control strain, further investigations were
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performed in wine. To determine whether the esterase gene might be responsible for a particular
profile, MLFs of wine from the Aligoté grape variety were conducted to assess esterase-specific
changes in ester concentration. Different ethyl and acetate esters were identified and quantified
by SPME-GC-MS. An ANOVA followed by Tukey’s multiple comparison test was conducted to
determine significant changes in wine ester composition. Table 3 and Fig 3 present the means of
the ester concentrations quantified in the wine before and after the MLF step. An inoculated wine
was analyzed to provide a control. First, our analysis indicates that MLF triggered changes in the
ester composition of wines with the thr®e oenirecombinant strains. As expected, the greatest
increase in concentration during the MLF was found for ethyl lactate. The concentration of this
compound was doubled by the three recombinant strains studied relative to not inoculated
condition, but did not exceed the aroma threshold of 15Q,906I™" (Sumby et al., 2013). The
quantification of this ester confirmed the fermentative abilitie® 0obeniATCC BAA-1163, a

laboratory strain isolated from red wine in the 1980s (Maicas et al., 1999).
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Ethyl acetate Ethyl lactate Isoamyl Ethyl Ethyl Isobutyl Ethyl Hexyl
acetate hexanoate octanoate acetate butanoate acetate

Fig 3: Ester concentrations in fermented Aligoté wine inoculated witlD. 0eniATCC BAA-1163 Oosyn strain
in black, OoestA2 strain in white and OoestA7 strain in black hatchingSignificant differences are based on
One-way analysis of variance Tukey’s Multiple Test(P.05).

After the MLF step by the OoestA2 strain, besides the increase in ethyl lactate concentration,
only decreases in the concentrations of other esters were observed (Fig 3A). The concentration of
isoamyl acetate (banana and pear aromas), ethyl hexanoate (green apple aroma), isobutyl acetate
(fruity aromas) and hexyl acetate (pear aroma) were all significantly and respectively decreased
by 42.7%, 23.4%, 51.5%, and 28.9% compared with the control strain (Oosyn strain) Fig 3B, C).
Changes in ester concentrations of isobutyl acetate and hexyl acetate were below the aroma
threshold reported in wine (Table 3). Following the MLF by the OoestA7 strain, the major
significant change in ester concentration noted was a 22.7% increase in hexyl acetate compare to

control strain (Oosyn). No decrease was observed after MLF with the OoestA7 strain. Change in
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hexyl acetate concentration was also below aroma the threshold reported in wine (Table 3). Other
ester concentrations monitored, including ethyl acetate (fruity), ethyl octanoate (ripe fruit), and

ethyl butanoate (strawberry), showed no significant changes (Fig 3).

Table 3: Concentrations of selected esters prior and post MLF performed in Aligoté wine with thre®. oeni
recombinant strains.

1 . . Reported aroma Reported aroma
Ester (ug.L™) No inoculation Oosyn OoestA2 OoestA7 characteristics threshold (ug.I)’
Ethyl acetate 50,164 + 5616 43,749 + 8725 43,749 + 2580 45,760 + 41%5"%}1)30"’3“‘ (@t > 1007 5oy
Isobutyl acetate 52+7 33+13 16+4 32+6 Fruity, banana 1,600
Ethyl butanoate 56 +7 46 +9 36+3 47+ 4 Floral, fruity, strawberry ° 20
Isoamyl acetate 4,800 + 623 3,307 £+ 666 1,896 + 277 3,895+ 423  Fruity, banana, pear " 160
Ethyl hexanoate 836 + 119 899 + 11 689 + 77 913 +132 Green apple, anise "80-850
Hexyl acetate 197 + 24 145 +3 103 £ 10 178 + 24 i‘”eet perfume,  pearg;q 5 4000

anana

Ethyl lactate 14,410 + 830 33,682 +5804 34,240 + 2404 27,695 + 4762 Milk, soapy, buttery 150,000
Ethyl octanoate 17314130  2611+135  2,410+371 3,329+ s%gie:;'t' sweet Soaf ggqu

! Aroma characteristics as reported previously in (Sumby, et al. 2010; Swiegers et al. 2005)

2 Aroma threshold as reported previously in (Sumby, Grbin, and Jiranek 2010). Values determined in (s), synthetic wine [11% (v/v) ethanol, 7 g.|
! glycerol, 5 g.t tartaric acid, pH3.4] and in (w), wine.

Values are the means of triplicate determinations + standard deviation, of a single wine analyzed by SPME-GCMS.

Discussion

In this study, we have investigated the impact of two expré3sedniesterases on the aromatic
profiles of wine by using genetically engineered strains to conduct MLF. For the first time, genes
with enological interestestA2and estA7,were cloned and expressed@n oeni.Recombinant

O. oenistrains were inoculated in Aligoté wine to perform MLF and the concentrations of esters
potentially targeted by these two esterases were measured post MLF step. Presence of vectors in
recombinant strains was assessed before inoculation and selection pressure by adding relevant
antibiotics was maintained during winemaking. Previous studies have already raised the
hypothesis that exploitation of esterases as purified enzyme preparations or as microbial cultures
with intrinsic esterase activities can be used to modulate the ester composition of wine (Matthews
et al., 2007, 2006; Sumby et al., 2013, 2012a). This research focused on EstA2 and EStA7 in
O. oeni ATCC BAA-1163 identified by sequence homology using the published sequences of
esterases fromd. oeni Ooeni28 strain. As already noticed by Sumby et al. (2012b), the EStA7
amino-acid sequence fro@. oeni ATCC BAA-163 is identical to the sequence fr@moeni

Ooeni28, and to all publishetA7sequences d@. oenistrains. No signal sequences were found
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in EstA2 and EstA7 amino-acid sequences, suggesting that these enzymes have a cytoplasmic
location (Nakai and Horton, 1999). Given tl@toeniis not easily genetically manipulated, our

strain choice was principally dictated by technical constraints because of the poor
transformability of O. oeni (Assad-Garcia et al., 2008; Dicks, 1994). Indeed, the best
electrotransformation efficiency is obtained with @eoeniATCC BAA-1163 ( 5.8 x 1®per g

of DNA)(Assad-Garcia et al., 2008).

To overcome purification difficulties and to avardvitro investigation, both esterase genes
were cloned and expressedHtn coli and then inO. oeni. InE. coli, maximum esterase activity
was observed in EcestA7 strain with a 5.74-fold increase in the relative activity, followed closely
by EcestA2 with a 4.93-fold increase. This step of esterase activity assay was essential, first to
validate the cloning system, and second to validate the functionality of both esterases encoded by
esterase genes. Subsequently, plasmids harbestAR or estA7 genes were transferred into
O. oeni. Esterase assays performed @Goroeni recombinant strains highlighted a 12.83-fold
increase in relative esterase activity for OoestA7 and a 5.80-fold increase for OoestA2. These
findings validate the utilization of pSIPSYN as cloning and expression syst®noeni.For the
first time in O. oenj we have successfully expressed genes encoding functional proteins, EstA2
and EstA7, showing a quantifiable enzymatic activity. Moreover, the comparison of the ester
profiles from genetically engineered strains demonstrated the involvement of these esterases in
the synthesis and ester hydrolysis in wine conditions during MLF. Although enzymatic activities
of EstA2 and EstA7 have not been assessed in wine, the significant differences observed in ester
compositions between the tested strains probably reflect the erctizad esterase activity during
winemaking. Although it has been showrvitro thatO. oeniesterases exhibit enzymatic activity
in wine-relevant conditions (pH3.5 and presence of ethanol) (Sumby et al., 2012a, 2009), our
study is the first reporting an existing esterase actimijivo in enological conditions in Aligoté
wine.

Thus, we have based our study on eight main esters responsible for fruity flavors in wine
(ethyl acetate, isobutyl acetate, ethyl butanoate, isoamyl acetate, ethyl hexanoate, hexyl acetate,
ethyl lactate, and ethyl octanoate) released during MLF (Vianna and Ebeler, 2001). Ester profiles
of the threeD. oenirecombinant strains were established in the Aligoté wine by the SPME-GC-
MS method (Vianna and Ebeler, 2001). In our experimental conditions combiniri@. teni

ATCC BAA-1163 strain with native plasmids, the main changes in ester composition were the
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increase of ethyl lactate (milk aroma) and ethyl octanoate (ripe fruit aroma), and the decrease of
isoamyl acetate (banana and pear aromas) and isobutyl acetate (banana aroma). These results
suggested a reduction of the banana aroma with a parallel intensification of the ripe fruit note and
were considered as a model profile for the laboratory strain ATCC BAA-1163 on Aligoté wine

by which to compare the two other recombinant strains overexpressing esterase genes.

As predicted, ethyl acetate was quantitatively, with ethyl lactate, the predominant ester in
all treatments (de Revel et al., 1999; Maicas et al., 1999). No difference between any conditions
was detected, suggesting that EstA2 and EstA7 have no detectable hydrolytic or synthetic activity
toward this ester. These observations are consistent with the study by (Sumby et al., 2013) who
reported that EstA2 has no hydrolytic activity and very little synthetic activity toward ethyl
acetate. Likewise, ethyl lactate is produced at the highest concentration during the MLF (Maicas
et al., 1999) and increased significantly after MLF performed by Oosyn, OoestA2, and OoestA7
strains relative to uninoculated wine without significant difference between the three inoculation
conditions. This suggests that EstA2 and EstA7 also have no detectable hydrolytic or synthetic
activity toward ethyl lactate. Given that its formation is correlated with the degree of degradation
of malic acid, and so with the release of lactic acid, during MLF, these results are not surprising
(de Revel et al., 1999; Maicas et al., 1999).

We have observed that EstA2 mainly caused significant decreases in the concentrations of
isoamyl acetate (banana and pear aromas), isobutyl acetate (banana aroma). So, EstA2 appears to
have a preference of hydrolytic activity toward esters of the family of fruity flavors, more
precisely banana aroma, with a greater preference for C4—C6 fatty acid chains. Our findings are
distinct from those reported by Sumby et al. (2013) for the purified EstA2, which displayed an
increase in ester hydrolytic activity for C4—C8 fatty acid chains, with the highest relative activity
for C8 (ethyl octanoate). EstA2 had a hydrolytic activity toward hexyl acetate, which is
associated with the pear and banana aromatic descriptors sought in wine, according to the specific
wine. While we have shown that EstA2 had hydrolytic activity toward isoamyl acetate and
isobutyl acetate by reducing their concentration by half, the concentration of isoamyl acetate still
remained above the reported aroma threshold (30p460) and isobutyl acetate was still below
the aroma threshold (16Q@.I"). Nevertheless, even if most esters are present in wine at
concentrations around or below the reported aroma threshold, they are extremely important

contributors to the flavor profile of wine by having a synergistic effect to collectively impact on
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wine aroma (Bartowsky, 2005; Bartowsky and Borneman, 2011; Ferreira et al., 2000; Gomez-
Miguez et al., 2007; Swiegers et al., 2005). For this reason, minor concentration changes might
have a dramatic effect on wine flavor (Ferreira et al., 2000; GOmez-Miguez et al., 2007; Sumby
et al., 2009). The reduction of both isoamyl acetate and isobutyl acetate might be a desirable
effect in a typical wine bouquet, because the banana flavor is powerful and can overpower other
more subtle flavors.

Despite a percentage of sequence homology near to 59.9% with EstA2, little is known
about EstA7 fromO. oeni because it is unstable and difficult to purifyvitro reported by
(Sumby et al., 2012b). (Sumby et al., 2012b) explored the expressiest®f gene in the
presence of natural substrates and suggested that EstA7 could play a more important role in ester
synthesis rather than in hydrolysis. Our findings finally highlight that EstA7 has synthetic activity
toward hexyl acetate by causing a significant 22.7% increase in this ester concentration (banana
and pear aromas) in enological conditions. The increase of hexyl acetate might have a desirable
effect on wine by reducing the corresponding ester precursors, acetic acid and hexanol, which are
responsible for acetic spoilage and herbaceous aromas, respectively (Swiegers et al., 2005).Thus,
a high level okestA7expression could be an advantage to increase fruity aromas, namely pear and
banana aromas, by reducing hexyl acetate precursors (hexanol and hexanal), which are
responsible for herbaceous notes. The screening of enological LAB strains according to their
ability to expressestA7could be used as a method to alter the ester profile of wine. This study
provides first evidence elucidating the changes in ester concentration following MLF observed in
many studies (Delaquis et al., 2000; Maicas et al., 1999; Matthews et al., 2004; Pozo-Bayén et
al., 2005; Ugliano and Moio, 2005). Our findings show for the first time that esteraSesamni
are capable of hydrolyzing or synthesizing esters in wine during MLF. Until now, the best
evidence that wine-associated LAB are able to exhibit esterase activity has been from studies that
have investigated wine ester profiles during MLF by establishing changes in the concentration of
individual esters (Delaquis et al., 2000; Maicas et al., 1999; Pozo-Bayon et al., 2005; Ugliano and
Moio, 2005; Vianna and Ebeler, 2001) or studies that have charactémizeitio-purified
esterases (Sumby et al., 2013, 2012a, 2009). In contrash wwp study shows that EstA2 and
EstA7 have no influence on ethyl butanoate, ethyl acetate, or ethyl lactate concentrations,
meaning that these esterases have no impact on the synthesis or hydrolysis of these esters in

Aligoté wine.

~156~



Résultats-Article Il

Accordingly, our work is the first step to provide enological selection criteria based on the
impact ofestA2andestA7on ester profile during MLF and indicates that the expression level of
estA2andestA7genes could be used as a direct application to screen future commercial MLFs.
This would enable winemakers to u€e oeni fermentations according to the benefits of
characterized. oeni enzymes. The role Gf. oeni esterases on ester profile is far from being
complete. Indeed, Versari et al. (1999) used the term “complexity” to describe the contribution of
microorganisms during wine aging and there are opposing results on the effect of MLF on wine
flavor.

Now that the expression of esterase®iroeni is accomplished in a hostile bacterium that
is not easy to manipulate genetically, the investigation of the other esterase génesrim
EstC and EstB, which have been characterizettro, could be considered (Sumby et al., 2012a,
2012b). Beyond the enological interest, this study confirms the importance of molecular tools
developed in the laboratory for studying the functionality of wine-related gen®s aeniin
wine conditions. That enological LAB, such @soenj can be genetically manipulated is of
biotechnological interest, although at present this approach raises societal dilemmas. Moreover,
our study implements a self-cloning strategy using a food-grade expression system that could be
used instead of adding bacterial enzymes, a technique that consumer preferences preclude in the
food industry at present (Maischberger et al., 2010; Nguyen et al., 2011; Peterbauer et al., 2011;
Sgrvig et al., 2005).
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l. Etude mécanistique de la réponse au stress de O. oeni

Tout au long de ce manuscrit, nous avons détaillé les propriétés et singularités de la
O. oenien termes d’adaptation de réponse aux modifications de son environnement. Con
microorganismeO. oeni doit en permanence adapter sa physiologie aux fluctuations -
chimiques de son environnement. Dans ce domaine, nous avons pu VvO. oenifait preuve
d’originialité et que la caractérisation des mécanismes mis en jeu lors de son adaptati
environnement est vite limitée par des contraintes d’ordre technique qui rendent toutes ti

d'étude fastidieuse

I.1. Quels mécanismes contrélent Iactivité du répresseur transcriptionnel CtsR chez
0. oeni?

L'un des objectifs principaux de ces travaux de thése était d'étudier le(s) mécanismr
régulation de I'activité de CtsR et d’identifier sou ses partenaire(s) implig(s) dans la répon:
aux stress environnementaux. Afin d’appréhender les mécanismes de régulation de l'ac
CtsR, nous avons utilisé la bactéB. subtiliscomme plateforme d’étude. Notre stratégie rept
sur l'association d’'n vecteur intégratif permettant une expressionctsR inductible par le
xyloseavec un systeme rapporteur utilisant le gbgaB en fusion transcriptionnelle avec
région promotrice du gerhsp18de O. oen. L’aptitude de CtsFaréprimer I'expressic du gene
hspl8a ainsi été quantifiée par dosage enzymatique. Dans cette étude, nous avons mi
CtsR agit comme une protéine thermosensible dont I'activitéfinement régulée par
températurePar le biais de tests de thermoinduction sur milieus€, nous avons mesuré le ti
de répression par CtsRmontré que CtsR se fixe sur son site opérateur préférentiellemen
températures inférieures a 33°C. Comme précédemment mis en évidendB. subtilis, L.
lactis et G. stearothermophilude répgesseur CtsR dO. oeniest donc un capteur intrinseque
température inactivé dés 33(Elsholz et al. 201(. Si grace a ces travaux, il est menant clail
gue le phénomene d’associa-dissocation du régulateur CtsR avec son site opérate!
dépendant de la température clO. oen, la région responsable de ce caractére thermose
n'est pas encore identifié

Chez B. subtilis, Derré et e utilisent une technique de mutagenéese aléatoire par trait
préalable a I'hydroxylamine du vecteur intégratif portant le gctsR pour étudier e

thermosensibilité du régulate(Derré et al. 200(. Toutes les mutations donnareu a une
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modification de l'activit¢ de CtsR (perte de l'activité de répression a basse température ou
maintien de la répression a haute température) concernent des résidus hautement conservés au
niveau du domaine HTH, de la région riche en glycine ou de I'extrémité amino-terminale de la
séquence peptidique de CtsR (Derré et al. 2000). Les auteurs identifient deux points de mutations
empéchant l'inactivation a haute température de CtsR, I'une dans I'extrémité amino-terminale
(V16M) et l'autre au niveau de la région centrale riche en glycine (G65S) de CtsR (Derré et al.
2000). Cependant les travaux de Elsholz portant sur la substitution dosgiede I'opéronclpC

par une copie portant les mutations V16M et G16S n’ont pas montré de modification de I'activité
de CtsR (Elsholz et al. 2010). Ces méme travaux montrent que la substitution du résidu 64
(G64P), localisé au sommet du motif tige-boucle formé par le domaine riche en glycine,
augmente la thermostabilité de CtsR et empéche l'inactivation du répresseur a haute température
chezB. subtilis, L. lactiet G. stearothermophilug-uhrmann et al. 2009; Elsholz et al. 2010). De
méme, la délétion d’un acide aminé dans la région conservée riche en glycine der@és& a

une souche piézotolérante ldemonocytogeneasne résistance a des traitements thermique, acide

et oxydatif ( and Bennik 2002; Karatzas et al. 2003).

La conservation du résidu Glycine n° 64 dans la séquence peptidique de CtsR peut expliquer le
caractere thermosensible du régulateur mais en aucun cas les différences de températures seuils
variant en fonction de la bactérie. En effet, bien que le domaine riche en glycine semble étre
responsable de la thermosensibilité de CtsR, il ne semble pas étre le déterminant de la
température seuil espéce-dépendante du régulateur. En raison de la parfaite conservation des
motifs dans la séquence peptidique de CtsR a travers le phylum des firmicutes, il est difficile
d'expliquer ce phénoméne de la sensibilité a la température espéce-dépendante (Figure 22).
L'implication du domaine de dimérisation dans ce phénoméne semble, elle aussi, peu probable,
étant donnée la haute conservation du domaine chez les firmicutes. De plus, Elsholz et al.
indiquent que le décrochement de CtsR de son site opérateur n’est pas accompagné d'une
dissociation du dimere. En revanche, les auteurs considérent que le bon positionnement du
régulateur sur son site opérateur serait affecté par la hausse de température (Elsholz et al. 2010).
L’alignement des séquences peptidiques de CtsR de différents représentants du phylum des
firmicutes tend a classer les espéeces bactériennes selon leur ordre ou selon leur famille mais pas
en fonction de leur température optimale de croissance (Figure 22). Contrairement a I'extrémité

amino-terminale hautement conservée, I'extrémité carboxy-terminale est une région faiblement
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conservée qui présente une importante variabilité (Figure 22) (Derré et al. 2000). Le role de cette
région reste inconnu, mais il semblerait qu’elle soit impliquée dans la stabilité de la pirotéine
vivo. En effet suite a un traitement de la protéine CtsR a la trypsine I'extrémité carboxy-terminale
se maintien sous forme d’'un fragment compact de 9 kDa résistant aux protéases, tandis que la
déletion de cette région (aa 53, 72, 76 ou 124 a aa 154/154) entraine une dégradation tres rapide
de CtsRin vivo (Derré et al. 2000).

Chez O. oeni, l'identification des résidus amino-acides impliqués dans la fonction de
thermomeétre moléculaire de CtsR pourrait étre abordée par la mise en place d'une stratégie
similaire a celle utilisée cheB. subtilis de mutagenese aléatoire par un traitement a
I’hydroxylamine par Derré et al. (2000) ou par déstabilisation du ratio purine:pyrimidine dans le
mélange réactionnel de la PCR (Derré et al. 1999b). Cependant, il y a fort & parier que nous

identifierons les mémes résidus d’acides aminés essentiels a la fonction de CtsR.

Afin de poursuivre I'étude par lidentification des acteurs moléculaires impliqués dans la
régulation de CtsR d@®. oenj nous pourrions donc envisager de construire une souche de
B. subtilispour laquelle les génetsR-mscA-mscBe I'opéronctsRsont remplacés par le seul
genectsR de O. oeni(Figure 34 (1)). Le phénotype de cette souche, analiséda fusion
transcriptionnelle pspl18’-bgaB pourrait confirmer I'hypothese selon laquelle des genes
homologues ancsAet mcsBne sont pas impliqués dans la régulation de CtsR ©heeni. En
poursuivant cette démarche jusqu’a remplacer 'ensemble de l'op&Rle B. subtilis (ctsR-
mscA-mscB-clpCpar I'opéronctsR-clpL2 (Figure 34 (2)) ouctsR-clpL1(Figure 34 (3)) de

O. oeni, nous pourrions ainsi valider le r6le dgk dans la régulation de CtsR.
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AMT : |B. subtilis

sA B IpC 600pb
E 6 pb ctsR mc: mcs, c p!

(1) AMT: § 0. oeni . :

600pb apha3 R ClpC 600pb
(2) AMT : 0. oeni

600pb apha3 ctsR clpl2 ClpC 600pb
(3) AMT : 0. oeni

600pb apha3 ctsR clpL1 ClpC 600pb

Figure 34 : Stratégie de double recombinaison homologue envisagée pour remplacer I'opéron CtsR de B. subtilis par le
géne ctsR de 0. oeni (1), par I'opéron ctsR-clpL2 (2) ou 'opéron ctsR-clpL1 (3). Construction par PCR d’un opéron composé
des 600pb en amont de "opéron, du gene aphaz (résistance a la kanamycine), du géne ctsR de O. oeni et des 600 premiéres
bases du gene clpC de B. subtilis.

L’identification des partenaires de CtsR est maintenant incontournable et passe par u
approfondie des interactions proté-protéine de CtsR avec ses éventuels partenaire
construction de mutants ch©O. oenirelevant davantage d’'une utopie d'un futur proche
nous avons récemment entrepris d’étudier les interactions p-protéine entre CtsR et d
protéines candidates par un systeme d’expression hétérologue basée sur une technique
hybride bactérien. L'absence dans le génomO. oen, des principaux acteurs de la régulat
de l'activité de CtsR décrits chB. subtilis etL. lactis (clpE, mcsAet mscE) nous améne a nol
interroger sur le mode de régulation mis en ceuvre par la bactérie pour réguler l'activité
répresseu Si comme décrits cheB. subtilis etL. lactis, le mode d’action fait intervenir un mo
en doigt de zinc (McsA et CIpE), le mécanisme O. oenipourait faire intervenir les protéin
ClpX (Derré et a 1999b; Varmanen et al. 20(. En outre, I'implication du domaine l-small de
ClpL chezS. mutanyTao and Biswas 201:Tao 2013) et le role de ceiClp-ATPase dans la
prévention de I'aggrégation de CtsR nous laisse supposer I'implication d'un ou des deL
clpL de O. oeni dans le mécanisme de réegulation de lactivit¢ de ( Chez L. lactis,
l'interruption du genecclpC n’a aucun effet sur l'activité de CtsR ce qui laisse supposer que
n'est pas impliguée dans la régulation de l'activité de CtsR chez les bactéries e
(Varmanen et al. 200 tandis que che:B. subtilis, I'inactivation de clpC provoque unt

dérépression partielle des genes du régctsR(Derré et al. 200(. Qu’en es-il chezO. oeni?

Le double hybride bactérien permet la détection d’interactions physiques de deux protéin
biais de la reconstitution d’'une voie de transduction du signal dont le phénotype est fa
observable sur milieu gélosé approprié ou facilement quable par dosage enzymatic
colorimétriqgue(Karimova et al. 1998; Karimova et al. 2000; Karimova et al. 2005; Falord
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2011; Falord et al. 201. L'intégralité des fusions traductionnelles permettant I'étude
interactions protéir-protéines entre CtsR, ClpP, CIpC, ClpX, ClpL1 et ClpL2, vont t
permettre d’appréhender les interactions entre CtsR et les difféerentes protéines
potentiellement intervenir dans la régulation de son activité. De plus, le double hybride b
pemettra également I'étude des capacités d’h- ou d’homcoligomérisation des protéin
ClpATPases et de dimérisation de CtsR O.oen. Jusqu’a maintenant, l'identification d
partenaires potentiels du régulateur CtsR (©. oen a été faite par homogie en s’appuyant si
les cas des bactéries dont le mécanisme de régulation de l'activité de CtsR avaient été e
semble queB. subtiliscomme cheil. lactis, ce mécanisme implique un motif en doigt de
porté respectivement par la protéinesA ou la protéine CIpE. Nous pouvons nous interroge
'essence de ce motif chO. oen. Nous avons pu voir qu’aucune protéines codeées par le ré
CtsR ne portaient ce motif. De méme la protéine Hsp33, dont le géne est potentielleme!
par CtR, ne semble pas présenter pas ce motif dans sa séquence pepFigure 20).
L’existence d’'une protéine adaptatrice comme McsA (B. subtilic n’est pas a exclure
pourrait établir le lien manquant entre CtsR et ClpL1 ou C Ainsi, lidentification de
protéines présentant ce motif particulier par une analyse de la séquence génonO. oeni
parait une piste encourageante dans I'élulon des mécanismes de régulation de I'activit
CtsR che:O. oeni

I.2. Le ciblage par ARNas comme alternative a la mutagenése
Toujours dans l'optique de compréhension des mécanismes d’adaptatiO.oen a son
environnemer tout en s’affranchissant desstacles de manipulations génétiques de la bac
le ciblage des gencclpLl et clpL2 par production d’ARNas semble une stratégie promett:
gu'il serait possible d’améliorer. En effet, lors de nos tentatives de modulation de I'expres
genehspl{, deux stratégies de ciblage par ARNas ont été élat: I'une ciblait la régior
5'UTR du gene tandis que l'autre ciblait I'intégralité de sa phase codante. La premiére ¢
s’est révélée non fonctionnelle. Un phénomene de dégradation rapide ctante a la synthes
de ces ARNas de petite taille (60 pb) pourrait expliquer ce revers. A l'inverse, nous a
constater que les ARNas ayant une taille proche de 500 pb couvrant l'intégralité du n
étaient fonctionnels et permettaient de modl’expression des gen«tsRet hspl8 Si la taille
de '’ARNas fonctionnel est comparable aux cas décrits dans la littératureL. rhamnosu:

(Bouazzaoui and LaPointe 20 ou L. lactis (Oddone et al. 200,elle ne semble pas étre
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critere suffisant pour expliquer la fonctionnalité de la méthode. La structure de la molécule
d’ARN produite a également son importanga.effet, I'introduction d’un élément stabilisateur a
l'extrémité 5’ permettrait d’augmenter la stabilité des ARNas et ainsi d’améliorer leur activité
d’inhibitrice de la traduction (Engdahl et al. 2001; Man et al. 2011; Lopez-Aguilar et al. 2015).
Dés 2001, Engdahl et al. montrent que I'ajout d’une structure secondaire de type tige-boucle a
'extrémité 5’de 'ARNas augmente sa demi-vie et améliore son taux maximum d’inhibtion pour
atteindre a 75 % contre 50% en absence de cet élement stabilisateur. Cette technique initialement
mise au point cheg. coli,a recemment été adaptée a un ARNas porté par un plasmide pMV158
contrdlant la traduction du gemepB chez Streptococcus pneumonigedpez-Aguilar et al.

2015). Nous pouvons avancer que la présence d’'un terminateur de structure tige-boucle en 3’ de

’ARNas présent dans le vecteur pSIPSYN joue ce rOle de stabilisateur.

Lors de la modulation de I'expression du gérspl8par ARNas, nous avons pu mettre en
evidence, pour la premiere fais vivo, I'implication de la protéine dans la thermotolérance et
I'acidotolérance d®©. oeni. Les expériences d’anisotropie de fluorescence ont également montrée
limplication de la sHsp dans le recouvrement de la fluidité membranaire lors d'un stress
éthanolique. Nous pouvons alors nous interroger sur I'effet qu’aurait la surexpression par le biais
du vecteur pSIPSYN de la sHsp sur les propriétés d’acidotolérance et de thermotolérance de
O. oeni. La modulation de I'expression du gectsR par production d’ARNas diminue
I'acidotolérance et la thermotolérance@eoeni ChezL. plantarum |inactivation dectsRet de
hspl6affecte la morphologie de I'enveloppe cellulaire, il serait donc intéressant d’observer nos
souches recombinantes O0ASCtsR et O0AS18 en microscopie a force atomique ou en

microscopie électronique a balayage (Fiocco et al. 2010; Capozzi et al. 2011a).

Dans la plupart des bactéries a Gram positif décrites jusqu'ici, I'inactivatictisRieonduit a une
augmentation de la résistance a la chaleur et de la tolérance au stress général (Nair et al. 2000;
Chastanet et al. 2001; Karatzas and Bennik 2002; Hufner et al. 2007; Zotta et al. 2009). Nos
résultats montrent a I'inverse une sensibilité accrue de la bactérie aux hautes températures et aux
faibles pH, également observée cheplantarum(Fiocco et al. 2010; van Bokhorst-van de Veen

et al. 2011; van Bokhorst-van de Veen et al. 2013). Cette différence phénotypique pourrait étre
liée a une surexpression des sHsps. En effet, contrairement aux autres bactéries a Gram positif

décrites, le régulontsRde O. oeniet L. plantarumcoordonne I'expression des genes codant les
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sHsps respectivemerhspl8et hsp18,5Figure 19) La surexpression de ces sHsps pourrait

a l'origine d’'une déstabilisation membranaire en conditions de.

Dans le cas dO. oen, le chevauchement des geictsRet clpC (ctsR-clpG nous laisse suppos
une interférence de ’ARNas sur I'expressionclpC. Les différences phénotypiques obsen
dans notre étude ne peuvent étre dissociées d’'un éverfet polaire sur I'expression cclpC.
ChezB. subtilis la mutation du genclpC conduit a une dérépression partielle de I'expres
des genes Ct-dépendants suggérant un rdle positif de ClpC sur CtsR comparable a un
chaperon activant CtsR ou orisant sa fixation sur son site opérat(Derré et al. 2000; Elsho
et al. 2011ec. Dans notre cas, l'interférence de 'ARNas dans I'expressioclpC pourrait
renforcer la dérépression en supprimant I'éventuel effet positif de ClpC sur I'activité rép
de CtsR décrite cheB. subtilis(Derré et al. 200(. L’étude de linteraction protéir-protéine
entre CtsR et ClpC entreprisar double hybride bactérien pourrait nous apporter une bri

réponse quant a e possibleactivité chaperon de ClpC sur Cts

Outre cette approche utilisant la technologie d’ARNas, nous pourrions envisager I'expre
'aide du pSIPSYN d'un genctsR muté afin de former des dimeres non fonctionnels
répresseur. Cette technique permettrait de nous affranchir du possible effet polair
techniqgue d’ARNa:

|.3. Développement d’un outil génétique pour I’exploration fonctionnelle des génes
de O. oeni.

Paur mener a bien ces travaux de these, le développement d’'un outil génétique d’ex
performant et fiable était indispensable. Nos travaux ont abouti a la mise au point du p<
Ce vecteur dérive du vecteur pSIP409 destiné @boration de syster «food grad »,
littéralerrent «de qualité alimentai » (Sgrvig et al. 200:.. Les vecteurs pSlsontcomposés d
cassettes dont I'échange est facilement réalisable. Cette partica été utilisée lors de
construction du pSIPSYN et pourra étre exploitée dans I'optique d’'une éventuelle ameério
du pSIPSYN. La construction d’un systeme d’-clonage de qualité alimentaire acceptable
point de vue législatif est possiblers de l'utilisation de systemes basés sur lintégre
chromosomique de genes dans la bactérie héte, ou du moins, lors du remplacer
marqueurs de sélection par antibiotique par d’autres systemes de sélection. Différents

de qualité alimenire ont été mis au point et sont disponibles pour les bactéries lac
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La série des vecteurs pSIP a récemment été modifiée dans ce but par le remplacement de son
marqueur de sélectioarm par le génealr de L. plantarum Le génealr code une alanine
racémase qui catalyse l'interconversion de la L-alanine avec la D-alanine, essentielle pour la
synthése du peptidoglycane (Hols et al. 1997). L'utilisation de ce géne comme marqueur de
sélection nécessite une auxotrophie pour la D-alanine de la part de la bactérie héte provoquée par
la délétion d’'un fragment interne de 30 bp pdurlactis et 100 bp poul. plantarum.Les
bactéries transformantes sont sélectionnées par leur capacité a croitre sur un milieu contenant de
la L-alanine. Il s’agit d’'un systeme de sélection basé sur la complémentation de mutations
spécifiques dans le gene chromosomique codant une étape essentielle d’'une voie métabolique
(sélection par complémentation) ou conférant une propriété ou un phénotype particulier a un
organisme (Bron et al. 2002; Peterbauer et al. 2011). Ce systéme de sélection par
complémentation nécessite donc deux étapes: (i) la délétion du géne en question dans le
chromosome, (i) la construction du vecteur d’expression portant une complémentation
compatible. Ce systenadr a été mis en application chez plantarumpour surexprimer ung-
glucosidase et a montré un niveau de sélection comparable a celui utilisant éengédguyen

et al. 2011). Che&. thermophilut L. lactis, un gene codant une sHsp montre également une
efficacité de sélection comparable au géma La sélection par la résistance a haute température
était uniquement valable dans un organisme dépourvu de sHsp (El Demerdash et al. 2003). Le
choix de la sHsp utilisée déterminera le systeme de sélection. Ainsi, la proteine LO18ate

pourrait également conférer une résistance a l'acidité comme montr& cheli (Morel et al.

2001) Si la délétion d’'un gene n’est pas envisageable@lwEmni,les nombreuses auxotrophies
naturelles de la bactérie semble une piste prometteuse pour élaborer de nouveaux marqueurs de
sélection utilisables en génie génétique et applicable dans le domaine cenologique, dans la limite
de la Iégislation du pays. Outre la sélection par complémentation, il est possible de sélectionner

des souches recombinantes par I'apport d'une propriété nouvelle a la bactérie.

Si le pSIPSYN répond a la demande élémentaire de vecteur d’expression génétigdeoanez
comportant des signaux de transcription adaptés, il ne permet pas encore de répondre aux besoins
de systéme d’expression inductible ou de systeme rapporteur. Le transfert du pSIP409 chez
O. oenia constitué un test du gene rapporigusAde E. coli sous controle du promoteuggie

inductible par ajout d’un peptide phéromone. L’absence d’activité glucuronidase en présence du

peptide inducteur laissent deux questions en suspens : (i) I'absence d’activité glucuronidase est-
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elle due a la non-fonctionnalité du systéeme d’expression inductible ? ou (ii) est-ce que
'expression d’'un géene étrangguEA constitue I'étape limitante ch&2. oeni? En effet, a notre
connaissance, seuls des genes issus du genofeadmi(clpL2 tronqué (Assad-Garcia et al.
2008), estA2, estAqces travaux) hspl8(données non montrées) ont pu étre exprimés avec
succes che®. oeni.Dans tous les cas, il s’agit d’auto-clonage donnant lieu a une mérodiploidie.

La bactérie semble réfractaire a tout nouveaux genes.

Ces observations nous aménent a nous interroger quant aux explications pouvant étre apportées
face a ses échecs. La difficulté d’expression des génes étrange@. ceg@pourrait s’expliquer

par un biais de codon c’est-a-dire une préférence particulier®. deni dans la fréquence
d'utilisation de certains codon€ependant, ce phénomeéne ne se rencontre pas chez les bactéries
lactiques utilisées comme héte en systemes hétérologues. Ceci prouve encore la non flexibilité de
O. oeniet son caractére capricieux. Outre ces problemes d’expression de génes, la protéine
finalement synthétisée peut rencontrer des problemes de repliement ou de stabilité liés aux
conditions intracytoplasmiques telles que le pHint ou la présence de protéases. A linverse,
différentes expérimentations menées au laboratoire ont montré que I'expression de génes de
O. oenichez d'autres bactéries est tout aussi fastidieuse. Ainsi I'expression dicfgéede

O. oenine complémente que partiellement les souches mutantgés cai (Grandvalet et al.
2008)et deL. lactis(To et al. 2015)De méme, la production des transporteurs du L-malate et du
citrate deO. oenichezL. lactis lors des travaux de thése de Maryse Bonnin-Jusserand s’est
soldée par un échec (Bonnin-Jusserand 2011). L’absence d’activité glucuronidase suite au
remplacement du promoteur inductiblepf® par le promoteur synthétique siiR) ou par le
promoteur dehspl8 (Pisp19 NoOus a conforté dans l'idée que le g@usAn’est pas un bon
candidat pour un sytéme rapporteur clleoeni.Ce revers nous a amenés a nous tourner vers
I'utilisation de genes dont le systeme rapporteur n'est pas basé sur la détection d’'une activité
enzymatique. Nous avons donc cloné le gegfp codant une protéine a fluorescence verte
(enhanced green fluorescent projeiriilisée chez.. reuterisous le contrdle de trois promoteurs
différents : le promoteur inductible {Riedans le pSIP409), le promoteur synthétique(®ans

le pSPISYN) et le promoteur despl8(Pispisdans pSIP18, (annexe X)izier et al. 2010). La
détection de fluorescence par cytométrie en flux lorsque leegfpest sous le contrble dw

et Rspis €St un signe prometteur quant a [l'utilisation de systéme rapporteur en fusion

traductionnelle ou transcriptionnelle (Données non montrées). En revanche, l'absence de
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fluorescence chez les souches recombinanteO. oeni portant le pSIP409eGFP confirme

nonfonctionnalité de l'indction par le peptic-phéromone

Il. Etude de I'impact des genes estérases de O.oeni sur le profil

aromatique du vin aprés FML.

Le nouvel outil d’expression disponible ctO. oen a été valorisé dans le cadre d’tétude de
deux genes d’estérasestA2et estA7 impliqués dans la modulation du profil aromatique du
lors de la FMI. Des études précédentes ont soule potentiel des bactéries lactiques d’int

cenologigue comme une source nouvelle d’enzymes cenologiques purifiées (esté
glucosidases) et suggerent une utilisation comme additifs durant la vinifi(Matthews et al
2004; Sumby et al. 2009; Sumby et al. 20. Cependant, la demande du consomme
s’oriente de nos jours davantage vers un produit natureb>, produit sans additifs. Ainsi, not
étude s’inscrivait dans cette dynamique en proposant d’éluciderble du métabolism
estérolytique deO.oeni dans un contexte cenologique. Les deux genes d’estéestA2et

estA7 ont été exprimés a l'aide du pSIPS‘\chezO. oeni.Les souches recombinantes ont

utilisées pour mener FML afin d’identifier les cibles préférentiellede ces estérasparmis les
esters présents dans le vin et ainsi déterminer leur impact sur le profil aromatique volati
Nous avons montré que l'estérase EstA2 possede une activité majoritairement hydrolyt
les acétais d’'esters issus d'alcools supérieurs avec une préférence pour les chaines
d'acides gras ((-C6): I'acétate d’'isoamyle, I'acétate d’isobutyl et I'acétate d’hexyle. L’este
EstA7 a une activité de syntheése sur l'acétate d'hexyle en augmegnificativement de 22,7¢

la concentration de cet est

Peu de données sont actuellement disponibles sur I'estérase EstA7, les difficultés de pu
rapportées par Sumby et al. réduisent les possibilités de caractérin vitro de I'enzyme
(Sumby et al. 201b). Toutefois, les auteurs évoquent une activité détectable envpNP-
butanoate, un susbtrat synthétique. L’utilisation du pSIPSYN O.oen nous a permis d
passer outre ses difficultés d’ordre techniques et d’amorcer la caractérisationérase EstA7
Dans notre étude, cette enzyme présente de fagon exceptionnelle une activité synthétiqt
mise en évidence chez les autres estérases d'intérét cenologique. L'analyse transcriptiol
RTQPCR réalisées par Sumby et al. a mis en nce une augmentation du taux de transcrit

geneestA7lorsqueO. oeniest cultivée en présence d’éthanol et d’acide butanoique, I'u
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précurseurs du butanaote d’éthyle (Sumby et al. 2012b). En revanche, la présence de butanoate
d’éthyle dans le milieu ne semblait pas avoir d’impact sur le taux de transaegsAdeCes deux
observations, également faites pour I'estérase Esidgherent qu’en dépit de la réversibilité de

leur activité, ces estérases semblent davantage impliquées dans la synthése que dans I'hydrolyse
des esters (Sumby et al. 2012b). Cette hypothése en accord avec nos conclusions sur l'estérase
EstA7 va, toutefois, a I'encontre de nos observations sur l'estérase EstA2. C’est pourquoi notre
projet nécessite d'étre approfondi par une étude de I'évolution de la concentration des précurseurs
(hexanol, butanol, isobutanol, alcool isoamylique) des esters pendant la FML. L'assemblage du
puzzle qui établira les liens entre les précurseurs et les esters présents dans le vin permettra de
comprendre comment les estéraseOdeeniinfluent sur la composition du vin. L’étude des
signaux de transcription et des mécanismes d’induction de la transcription des génes d’estérases
permettrait de faire le lien entre le génotype et le phénotype d’'une souche et pourrait expliquer la
variabilité inter-souches concernant la production d’esters. Jusqu’'a présent, Sumby et al. ont
montré une induction de la transcription des gersé2et estA7 en présence concomitante
d’acide butyrique et d’éthanol. Il semble légitime de se demander si les autres précurseurs
auraient le méme ro6le inducteur et pourquoi I'éthanol est requis pour l'induction de la

transcription.

L’étude des profils aromatiques de souches cenologiques a essentiellement montré que ceux-ci
variaient en fonction du genre et méme de la souche utilisée pour la fermentation malolactique du
vin étudié. Ainsi, il serait nécessaire de compléter nos travaux par une étude sur un modt issu
d’'un Chardonnay, connu pour ses hautes teneurs en esters ou encore issu d’un Sauvignon afin de
mieux appréhender les modulations dues a la surexpression des deux estérases étudiees ici. De
plus, une analyse sensorielle sur I'empreinte olfactive des vins expérimentaux permettrait

d’évaluer si les changements observés sont détectables par le consommateur.

Notre projet d’étude de l'impact des estérasesOdeeni dans un contexte cenologique doit
maintenant étre poursuivi et complété par une étude du schéma d’action des deux autres genes
d’estérases d®©. oeni: estB et estC Ces deux estérases sont des estérases intracellulaires
identifiées par une analy$e silico, respectivement, chez Ooeni8 et Ooeni28, deux souches de

O. oeni commercialisées par les sociétés Lallemand et CHR Hansen. Si I'action de I'estérase

EstB est relativement bien caractérisée par des étndéso montrant une préférence pour les
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susbtrats synthétiques et naturels a courtes chaines carbonées (C2-C4) et une activité réversible
de synthese et d’hydrolyse, aucune donnée n’est disponible quant a ses réle et action en milieu
vin lors de la FML (Sumby et al. 2009; Sumby et al. 2012b; Sumby et al. 2013). Concernant
I'estérase EstC, seule une préférence de substrat comparable a I'estérase EstB a étéindentifiée
vitro lors d'expériences menées a partir de I'enzyme purifiée (Sumby et al. 2012a). Toutefois,

'impact aromatique de ces deux estérases en conditions cenologiques reste un domaine inexplore.

Outre les estérases, les bactéries lactiques possedent une gamme compléte de voies métaboliques
secondaires et d’enzymeg$-dlycosidases, lipases, tannases et protéases) a l'origine de la
libération de composés volatils a fort potentiel aromatique (Bartowsky 2005; Bartowsky and
Borneman 2011). La mise au point du pSIPSYN a considérablement le champ des applications
dans le domaine de I';enologie pour I'étude des genes impligués dans la modulation du profil
aromatique du vin lors de la FML. Michimayr et al. ont récemment identifié le lygramodant

une B-glucosidase, unique représentante de la famille dans le génoBeodai(Michimayr et

al. 2010) Grace a leur activit@-glucosidase, les bactéries lactiques d’intérét cenologique sont
capables d'influer sur I'empreinte aromatique d’'un vin en libérant des composés terpenoides a
partir de précurseurs glucosides issus de la baie de raisin (Maicas and Mateo 2005; Spano et al.
2005b; Ugliano and Moio 2005). Une grande variabilité en terme d’achgtécosidase existe

parmi les souches d@@. oeni(Matthews et al. 2004; Bartowsky and Borneman 2011; Zapparoli et

al. 2012) A I'instar des études sur les estérase®deeni,celles concernant lgsglucosidases

sont principalement basées sur I'étude de l'act4tpucosidasique de souches cenologiques en
milieu vin (Pérez-Martin et al. 2011; Cappello et al. 2014a; Cappello et al. 2014b) ou sur la
caractérisationn vitro de B-glucosidases purifiees (Michlmayr et al. 2010; Mesas et al. 2012).
L’expression du géenégl a I'aide du pSIPSYN permettrait I'étude de I'effet de I'activité

glucosidase d©. oenidans un contexte cenologique et d’identifier son schéma d’action.
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Conclusion

Malgré le caractere capricieux et réfractaire a toute entrée d’ADN exog¢O.oeni,ce travail
de thése a abouti a I'élaboration d’'un vecteur d’expression stable portant des sigi
transcription adaptée a la bactérie. Ce vecteur, le pSIPSYN, are valorisé dans det
approches expérimentales innovantes et origi: (i) la production d’enzymes d'intér
oendogique pour comprendre I'impact du métabolisme secondaiO. oen lors de la FMI;
(i) la production d’ARNas pour inhiber I'expresside génes impliqués dans I'adaptation d
bactérie & son environnemelFigure). Avec cette technique, nous avons pu, pour la prer
fois, moduler I'expression d'un gene chO.oen et approfondir les connaissances sur
mécanismes d’adaptation au milieu vin de la bactérie. Le ciblage par ARNas laisse ent
possibilité cétudier de la réponse au stres<O. oen de facon approfondie in situen attendar

gue la construction de mutaipar délétiorsoit envisageabls
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Conclusion

Bien queO. oenisoit un sujet d’étude particulierement ingras, la compréhension des mécanismes
d’adaptation de cette bactérie a son environnement viti-vinicole est essentielle pour I'optimisation

et la production de ferments malolactiques performants, car que serait le i samd
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NLNQRALDEPVNKI | GRQDEMNDI | RI' LSRKNKNNAVLVGHSGVGKTAI | EGFVQRLVKN
NLTQEARDGLLDPVI GRDKEI QETAEVLSRRTKNNPI LVGEAGVGKTAI VEGLAQAI VEG
NLTEQARDGLLDPVI GREKEI QETAEI LSRRTKNNAI LVGDAGVGKTAVWEGLAQAI VAG
NLTEQARDGLLDPVI GRENEI QETAEI LSRRTKNNPI LVGDAGVGKTAVWEGLAQAI VAG
NLTEQARDGLLDPVI GRENEI QETAEI LSRRTKNNPI LVGDAGVGKTAVWEGLAQAI VAG
NLTQEAKDGLLDPVI GRDHEI QETAEI LSRRTKNNPI LVGDAGVGKTAVWEGLAQAI VKG
NLTQEAKDGLLDPVI GREHEI QETAEI LSRRTKNNPI LVGDAGVGKTAVWEGLAQAI VKG
NLTEEARQGKLDPVI GRNKEI QETAEI L SRRTKNNPVLVGDAGVGKTAVWEGLAQAI | NG
NLTKEARDGLLDPVI GRNKEI QETAEI LGRRTKNNPVLVGDAGVGKTAVVEGLAQAI VNG
NLTKEARDGLLDPVI GRNKEI QETAEI L GRRTKNNPVLVGDAGVGKTAVVEGLAQAI VNG
NLTQEARDGLLDPVI GRNKEI QETAEI LGRRTKNNPVLVGDAGVGKTAVWEGLAQAI VNG
NLTQEARDGLLDPVI GRNKEI QETAEI LGRRTKNNPVLVGDAGVGKTAVWEGLAQAI VNG
NLTEEARQGNLDPVI GRNKEI QETAEI LARRTKNNPVLVGDAGVGKTAVWEGLAQAI VNG
NLTAEAREGKLDPVI GRNKEI QETSEI L SRRTKNNPVLVGDAGVGKTAVWEGLAQAI VNG
NI TNGAKAGLI DPVI GRDEEVARVI EI LNRRNKNNPVLI GEPGVGKTAI AEGLALKI AEG
NLTAQAKQGKI DPVI GRDTEI NRVI EI LNRRTKNNPVLI GEAGVGKTAVWWEGLAKI VSG
NI TEQARQGDI DPVI GRDDEI KRVI EI LNRRTKNNPVLI GEPGVGKTAVWEGLAQKI VDG
NI TEAARQGDI DPVVGRDQEI KRVI EI LNRRTKNNPVLI GEPGVGKTAVWEGLAQKI VDG
NI TESARRCEI DPVI GRDEEI KRVI EI LNRRTKNNPVLI GEPGVGKTAVWEGLAKI VDG
NLTDI ARKCEI DPVI GRDEEI TRVI EI LNRRTKNNPVLI GEPGVGKTAVWEGLAQKI VDG
NVTDI ARNGNI DPVI GRDEEI TRVI EI LNRRTKNNPVLI GEPGVGKTAVWEGLAKI | DG
NI TEQARKGKLDPVI GRGKEVERVI EI LNRRTKNNPVLI GEPGVGKTAVWEGLAQAI VAK
NLTKQARDGKLDPVI GRDNEVARTI El LNRRTKNNPVLI GEPGVGKTAI VEGLAQAI VAG
NLTQQAREGKLDPVI GRDQEI SRTI EI LNRRTKNNPVLI GEAGVGKTAVVEGLAQAI VAN
NLTQQAREGKL DPVI GRDLEVARTI EI LNRRTKNNPVLI GEPG\/GKTAWEGLAQ‘-\I VAN

* P 3 * - skok o kkk sk ok kkkkkks  koke

QVPKNLQEKV! YSLDI GALLAGTKYRGEFEERFKALLNDI | DSNGQI | LFI DEI HSI VSA
NVPAAI KDKEI | SVDI SSLEAGTQYRGAFEENI QKLI EGV- KSSQNAVLFFDEI HQl | GS
KVPETI QDKEI YS| DLSSLEAGTQYRGSFEENI KQLVEEV- KAAGNI | LFFDEI HQl LGT
KVPETLQDKE! YS! DLSSLEAGTQYRGSFEENI KQLVKEV- KAAGNI | LFFDEI HQl | GT
KVPETI QDKE! YS! DLSSLEAGTQYRGSFEENI KQLVKEV- KAAGNI | LFFDEI HQl | GT
NVPES! KDKQ W8I DLSNLEAGTQYRGSFEEKI QNLI KEV- KAAGNVI LFFDEI HQl LGA
NVPES! KDKQ W8I DLSNLEAGTQYRGSFEEKI QNLI KEV- KAAGNVI LFFDEI HQl LGA
NVPAAI KGKE! YS! DI SALEAGTQYRGSFEENI QKLI SEV- KSAGNVI LFFDEI HQl LGA
DVPAAI KDKEI YSI DI SSLEAGTQFRGAFEENI QNLLKEV- KQAGNVI LFFDEI HQl LGA
DVPAAI KDKEI YSI DI SSLEAGTQFRGAFEENI QNLLKEV- KQAGNVI LFFDEI HQIl LGA
DVPEAI KDKEI YS! DI SSLEAGTQFRGAFEENI QNLMKEV- KAAGNVI LFFDEI HQIl LGA
DVPAAI KDKE! YS! DI SSLEAGTQFRGAFEENI QNLMKEV- KTAGNVI LFFDEI HQIl LGA
DVPASI KNKEVI SI DI SGLEAGTQYRGAFEENI QNLVKEV- KEAGNI | LFFDEI HQl LGA
DVPAAI KNKEI | SI DI SGLEAGTQYRGSFEENVQNLVNEV- KEAGNI | LFFDEI HQl LGA
DVPNKLKNKEL YLLDVASLVANTG RGQFEERVKQLI TEL- KERKNVI LFI DEI HLLVGA
QVPQKLLDKE! | RLDVASLVQGTG RGQFEQRMQLMKEV- QSNPNI | LFI DEI HEI MGA
DVPQKLMDKEVI RLDWSLVQGTG RGQFEERMOKLI EEI - RQAENVI LFI DEVHEI VGA
DVPQKLLDKEVI RLDWSLVQGTG RGQFEERMQKLI EEI - TEAENVI LFI DEVHEI VGA
DVPQKLQNKEVI RLDWSLVQGTG RGQFEERMQKLMDE! - RKRNDVI MFI DEI HEI VGA
DVPQKLHGKNVI RLDWSLVQGTG RGQFEERMQKLMEE! - RQRQDVI LFI DEI HEI VGA
TVPQKLQGKQVI RLDWSLVQGTG RGQFEERMOKLMVEE! - RNRKDVI LFI DEI HEI VGA
KVPDKLI NKEVI RLDMVSLVQGTSMRGQFEARMQQLMKEV- ESRDEVI LFI DEI HEI MGA
KVPEKLQHKEVI RLEMBAL VQGTSVRGQFEARVREL MKEV- TNSDDVI LFI DEI HEI MGA
KVPEKLRSKEVI RLDVBAM/QGTAVRGQFEGRVRQLMKEV- ASNDDVI LFI DEI HEI MGA
KVPEKL RSKEVI RLDNSAWQGTANRGQFEARNRQ_NKEV AENDDVI LFI DEVHEI MGA

* *k kK sk kK ok

GRT- - - - EGSVDAASI LKPLLARGKI RI | GSTTHAEYRESI EYDRALERRFQRI LVHEPD
GATGSD- SGSKGLSDI LKPALSRGEI SI | GATTQDEYRNNI LKDAAL TRRFNEVLVNEPS
GATGCGE- DGGKGLADI | KPALSRGEL SVI GATTQDEYRNTI LKNAALARRFNDVVI NEPT
GATGGE- DGGKGLADI | KPALSRGELTVI GATTQDEYRNTI LKNAAL ARRFNEVVI NEPT
GATGGE- DGGKGLADI | KPALSRGELTVI GATTQDEYRNTI LKNAAL ARRFNDVVI NEPT
GATGGEESGGKGLADI | KPALSRCGEI TVI GATTQDEYRNTI MKDSALARRFNDVTI NEPS
GATGGEESGGKGLADI | KPALSRGEI TVI GATTQDEYRNTI MKDSALARRFNDVTI NEPT
GNTGEE- SGSNGVADI LKPAL SRGEVSVI GATTQDEYRNTI MKNAAL VRRFNEVTVNAPS
GSTGGE- DGGKGLADI | KPALSRGEI SLI GATTQDEYRNTI MKNAALARRFNEVTVNAPS
GSTGGE- DGGKGLADI | KPALSRGEI SLI GATTQDEYRNTI MKNAALARRFNEVTVNAPS
GSTGGE- DGGKGLADI | KPALSRGEI SLI GATTQDEYRNTI MKNAALARRFNEVTVNAPS
GSTGGE- DGGKGLADI | KPALSRCGEI SVI GATTQDEYRNTI MKNAAL ARRFNEVTVNAPS
GSTGGED- SGSKGLADI | KPALSRGELTVI GATTQDEYRNTI MKNAAL ARRFNEVKVNAPS
GSTGGED- SGSKGLADI LKPALSRGELTVI GATTQDEYRNTI LKNAAL ARRFNEVKVNAPS
GSA- - - - EGSMDAGNI LKPALARGEL QVI GATTLKEYRQ- | EKDAAL ERRFQPVIWQEPS
GNA- - - - EGGVDAGNVLKPALARGDFQLVGATTLNEYRD- | EKDAALARRFQPVTVNEPS
GSAG- - - DGNVDAGNI LKPALARGELQWGATTLNEYRI - | EKDAAL ERRMQPVRVDEPT
GAAG- - - DGNIVDAGNI LKPALARGEL QLVGATTLNEYRI - | EKDAAL ERRMQPVQVDEPT
GSAG- - - DGNVDAGNI LKPALARGEL QLVGATTLNEYRI - | EKDAAL ERRMQPVKVDEPS
GSAG- - - DGNIVDAGNI LKPALARGEL QLVGATTLNEYRI - | EKDAAL ERRMQPVKVDEPS
GSAG- - - DGNVDAGNI LKPALARGELQLVGATTLNEYRI - | EKDAAL ERRMQPVKVDEPS
GNA- - - - EGGVDAGNI LKPALARGEFQLI GATTLKEYRN- | EKDGAVSRRFQEVWEEPS
GNA- - - - EGAGVDAGNI LKPALARGEFQLI GATTLNEYRK- | EKDGAI ARRFQPVQVEEPS
GNA- - - - EGGVDAGNI LKPALARGEFQLI GATTLNEYRK- | EKDGAI ARRFQPVQVNEPS
GNA- - - - EGGNDAGNI LKPALARGEFQLI GATTLNEYRK- | EKDGAI ARRFQDVQ\/EEPS

* . srkk ke kk sk Kk * ok k *
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Annexe

CLPBS. MUTANSUA159

CLPCLS. AUREUSFVRH6035

CLPL L. LACTI SSUBPLACTI S
CLPL2L. RHAMNOSUSAJ 749818
CLPLL. PLANTARUMACFSI

CLPL1 L. RHAMNOSUS

CLPLL. CASEI BL23
CLPL1ATCCBAA- 1163

L. MESENTERQ DES_1825/ 1- 716
L. MESENTERO DES_0150/ 1- 716
L. Cl TREUMKM20_00197/ 1- 706
L. KI MCHI | | MBNU11154_04605/ 1- 707
CLPLS. MUTANSUA159

CLPLS. PNEUMONI AE

CLPEB. SUBTI LI S168

CLPEL. PLANTARUMACFSI

CLPEE. FAECI UVE4453

CLPEE. FAECALI SV583

CLPEL. LACTI SM5G1363

CLPES. MUTANSUA159

CLPES. PYOGENES
CLPL2ATCCBAA- 1163

L. MESENTERQ DES_0571/ 1- 684
L. Cl TREUMKM20_01277/1-701
L. KI MCHI | | MBNU11154_08225/ 1- 683

CLPBS. MUTANSUA159

CLPCLS. AUREUSFVRH6035

CLPL L. LACTI SSUBPLACTI S
CLPL2L. RHAMNOSUSAJ 749818
CLPLL. PLANTARUMACFSI

CLPL1 L. RHAWMNOSUS

CLPLL. CASEI BL23
CLPL1ATCCBAA- 1163

L. MESENTERQ DES_1825/ 1- 716
L. MESENTERQ DES_0150/ 1- 716
L. Cl TREUMKM20_00197/ 1- 706
L. KI MCHI | | MBNU11154_04605/ 1- 707
CLPLS. MUTANSUA159

CLPLS. PNEUMONI AE

CLPEB. SUBTI LI S168

CLPEL. PLANTARUMACFSI

CLPEE. FAECI UME4453

CLPEE. FAECALI SV583

CLPEL. LACTI SM51363

CLPES. MUTANSUA159

CLPES. PYOGENES
CLPL2ATCCBAA- 1163

L. MESENTERQ DES_0571/ 1- 684
L. Cl TREUMKM20_01277/1-701
L. KIMCHI | | MBNU11154_08225/ 1- 683

CLPBS. MUTANSUA159

CLPCLS. AUREUSFVRH6035

CLPL L. LACTI SSUBPLACTI S
CLPL2L. RHAMNOSUSAJ 749818
CLPLL. PLANTARUMACFSI

CLPL1 L. RHAMNOSUS

CLPLL. CASEI BL23
CLPL1ATCCBAA- 1163

L. MESENTERQ DES_1825/ 1- 716
L. MESENTERO DES_0150/ 1- 716
L. Cl TREUMKM20_00197/ 1- 706
L. KIMCHI | | MBNU11154_04605/ 1- 707
CLPLS. MUTANSUA159

CLPLS. PNEUMONI AE

CLPEB. SUBTI LI S168

CLPEL. PLANTARUMACFSI

CLPEE. FAECI UVE4453

CLPEE. FAECALI SV583

CLPEL. LACTI SM5G1363

CLPES. MUTANSUA159

CLPES. PYOGENES
CLPL2ATCCBAA- 1163

L. MESENTERQ DES_0571/ 1- 684
L. Cl TREUMKM20_01277/1- 701
L. KI MCHI | | MBNU11154_08225/ 1- 683

LDYTMEI LKGLKPI YENFHGVRLEEDGL EAAASL SKRYI SDRFLPDKALDLI DEACAAKR
AKDTVEI LKG REKFEEHHQVKL PDDVLKACVDLSI QYI PQRLLPDKAI DVLDI TAAHLS
AADTLRI LQGVKEL YEKHHHVVL PDDVLKAAVDYSI QYI PORTLPDKAI DLI DMTAAHLA
AADTLRI LQGVKKL YEKHHHVVL PDDVLKAAVDYSI QYI PORTLPDKAI DLI DMTAAHLA
AADTLRI LQGVKKL YEKHHHVVL PDDVLKAAVDYSI QYI PORTLPDKAI DLI DMTAAHLA
AADTVKI LEGVKKL YEQHHHVQL PENVLKAAVDYSI QYI PQRSLPDKAI DLI DMTAAHLA
AADTVKI LEG KKLYEQHHHVQLPENVLKAAVDYSI QYI PQRSLPDKAI DLI DMTAAHLA
PQDTLAI LKGVRSL YEKHHHVKFPDDAL KAAVDYSVQYI PORSL PDKAI DLVDMIAAHLS
PKDTLEI LKG AKLYEKHHHVSL PENVL KAAVDYAVQYI PORSL PDKAI DLLDMITAAHLS
PKDTLEI LKG AKLYEKHHHVSL PENVL KAAVDYAVQYI PQRSL PDKAI DLLDMTAAHLS
AKDTLEI LKG AAL YEKHHHVSL PEEVLKAAVDYSVQYI PORSLPDKAI DLLDMIAAHLS
PQDTLQ LKA AALYEKHHHVSLPDSVLKAAVDYAVQYI PORSL PDKAI DLLDMTAAHLS
AEDTYEI LKA SALYEQHHNVI LPKEVLKAAVDLSVQYI PQRSL PDKAI DLVDMIAAHLA
AEDTFKI LQG RDLYQQHHNVI LPDEVLKAAVDYSVQYI PQRSL PDKAI DLVDVTAAHLA
| EQAI LI LQG KDKYEAYHGVTFSDEAI KACVTLSSRYI QDRHLPDKAI DL L DEAGSKAN
VEESI KI LEG QKKYEDYHHVKYDQDAI VAAVKLSNRYI QDRFLPDKAI DL L DEAGSRKN
VEETI SI LKGLQKRYEDYHHVKYTDEAI EAAATL SNRYVQDRFL PDKAI DLL DETGSKKN
VAETI Tl LHGL QKRYEDYHHVKYTDEAI NAAANL SNRYI QDRFL PDKAI DLL DESGSKIVIN
VDETI Tl LRG QARYEDYHHVKYTDEAI EAAAHL SNRYI QDRFLPDKAI DLL DESGSKKN
VAETI Tl LKA QPKYEDYHHVKYTDEAI EAAANLSNRYI QDRFL PDKAI DL L DEAGSKIWN
VEETI TI LKA QPKYEDYHHVKYSPAAI EAAAHL SNRYI QDRFL PDKAI DL L DEAGSKIWN
RTEAVEI LKGLRPKYEDFHHVKYPDDVL ETAVDL SDRYI PERFLPDKAI DLI DEAGSRKN
KEETI TI LEG SERYEKYHYVTFSDSAL QAAVEL SDRYI PERFL PDKAI DLL DEAGSRKN
KSATI Tl LKA QKRYEDYHHVAFTDEAI TAAVEL SDRYI TERFLPDKAI DLI DEAGSRKN
KEATVTI LKG QQRYEAYHHVRFTDDAI AAAVDL SDRYI PERFLPDKAI DLI DEAGSRKN
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LASHAYPVOMINLSQQLI SEKI RLLRLTDSDTDDKFKLNNHL EQL EEQKSQLLANWORER

Yo'Si=Y:\V/» SR KVETEKRI SELENDKRKAVS- - - - - -
AKNSQTD- - - = - =< == === s mm e meoe o VETLDQRLKKLEAAKEAAI K- - - - - -
AKNSQTD- - - - < == === mm e e e e e oo VETLDQRVKKLEAAKEAAVK: - - - - -
AKNSQTD- - - - < =< == == m e e e e VETLDQRVKKLEAAKEAAVK: - - - - -
SKHPI VD - < - = = = m e e e e KVELEKQ KDLNAQKDAAAK- - - - - -
SKHPI VD - < - < ==« e e e e e KVELEKQ KDLNTQKDAAAK- - - - - -
AQHPVTD- - - = < =< c e e e KVSLENDL KNAKTEQDQAAA: - - - - -
Y 5 e KVSL EKQVBDAKAKQEKAVA: - - - - -
AKNPVTD- - - = < =< == osmmemmmeeeoc oo KVSL EKQVBDAKAKQEKAVA: - - - - -
AKNPVTD- - - - = < = m e e e KVSL EKAL SEAKAKQDKAVA: - - - - -
AKNPVTD- - - - < < s e e e e e KVSLEKQLNDTKAKQERAVT- - - - - -
AQHPATD- - - - < =< = w e e e VKTLEKEl QTEKDKQQAAAE- - - - - -
AQHPVTD- - - - < -« w e e e VHAVERE| EAEKEKQEKAVE- - - - - -
LLI DELN- - = - =< = m s e e e e e e ae o DEDAAERL TAl EAEKTKALE- - - - - -
0 Y e PKTI QEKI DEAEKQKQDALK- - - - - -
LTI QU VD = m s s s e mmm e PKTI EKKLQEAEEQKVLASR: - - - - -
LTI QUVD - - m e e m e e PKTI DKKLAEAEQQKQQASA- - - - - -
R PEDI NRRI ADAESKKNEATK- - - - - -
T PKEI DHRLI EAENLKAQATR: - - - - -
R PKEI DKRLI EAENLKAQATR: - - - - -
LHLEFVS- - = - = < = c o s e e e e e ee o PEEI QQKI NNAEAVKQQAI E- - - - - -
LTIVKVAD- - = - = < == == cm e e me e e moe o PKTI QUNI EAADKLKQEAI D- - - - - -
LSMKI AD- - = - = < == == om s e me e e e PKTI QAKI DHAESLKQEAI D- - - - - -

R . T o S PKAI QSKI DTADKLKQEAI D- - - - - -

ELL DQVQELRSHL TAL EEQANL AL ENNQVADYVRL EDEEI RKCHQKMIAL EKERL DSCKI

----------------------- AEEYKKADDI QNEI KSLQDKLEN - - S- - - - - - - NGE
----------------------- AEDFTKAADI KKSI EETEQKI KE- - - T- - - - - - - DQK
----------------------- SEDFKKAADI KKSI EETKQKI KE- - - T- - - - - - - DQK
----------------------- SEDFTKAADI KKSI EETKQKI KK- - - T- - - - - - - DQK
----------------------- AEDFEKAANLKKEI ADKQHQLEG - - T- - - - - - - NNE
----------------------- AEDFEKAANL KKTI ADKQHQLDG - - T- - - - - - - KDE
----------------------- KEDFEKAAAAKKRVEEL EDKLKN- - - VSS- - - - ENKK
----------------------- DEDYEAALKYKNQ ADLEKKVGS- - - A- - - - - - - DEA
----------------------- DEDYEAALKYKNQ ADLEKKVGS- - - A- - - - - - - DEA
----------------------- DEDFEAALNQKNRI AELEKKI AG - - A- - - - - - - DEA
----------------------- EEDFEAALKYKNTI AELEKKI SG- - - A- - - - - - - DEA
----------------------- KEDYEEALKSKTKI DKLQAQI DN- - - H- - - - - - - TEG
----------------------- AEDFEAALNYKTRI AELEKKI EN- - - H- - - - - - - TED
----------------------- EENYELAAKLRDEEI ALDKKLNS- - - SSA- - - - - - - H

----------------------- KEDYEKAAYYRDQVAKL EKAKPD- - - ESS- DQPN- - N
----------------------- EEDFEKAAYYRDQ NKLQKMKER- - - QLT- - - - E- - E
----------------------- EEDFEKAAYYRDQ NKLQAMKEK- - - Q S----D-- E
----------------------- AEDFEKAAHFRDQl SKLRELQKQ- - - EVT----D-- E
----------------------- DEDYEKAAYFRDQ AKYKEMQBA: - - KLD- - - - K- - E
----------------------- DEDYERAAYFRDQ TKYKEMQAQ- - - KVD- - - - E- - Q
----------------------- KEDYEKASYWRDQVDNL QKQKKV- - - AEE- - NPENVA
----------------------- KEDFEKASYWRDQUNQLESQKAQ- - - VEA- - HPENS-
----------------------- KEDFEKASYWRDQANQL TSQKAQ- - - VEA- - HPEMF-
----------------------- KEDFEKASYWRDQTNQLESQKVQ- - - VEA- - HPEMF-
* - * .
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Annexe

CLPBS. MUTANSUA159

CLPCLS. AUREUSFVRH6035

CLPL L. LACTI SSUBPLACTI S
CLPL2L. RHAMNOSUSAJ 749818
CLPLL. PLANTARUMACFSI

CLPL1 L. RHAWNOSUS

CLPLL. CASEI BL23
CLPL1ATCCBAA- 1163

L. MESENTERQ DES_1825/ 1- 716
L. MESENTERO DES_0150/ 1- 716
L. Cl TREUMKM20_00197/ 1- 706
L. KIMCHI | | MBNU11154_04605/ 1- 707
CLPLS. MUTANSUA159

CLPLS. PNEUMONI AE

CLPEB. SUBTI LI S168

CLPEL. PLANTARUMACFSI

CLPEE. FAECI UVE4453

CLPEE. FAECALI SV583

CLPEL. LACTI SMG1363

CLPES. MUTANSUA159

CLPES. PYOGENES
CLPL2ATCCBAA- 1163

L. MESENTERQ DES_0571/ 1- 684
L. Cl TREUMKM20_01277/1- 701
L. KI MCHI | | MBNU11154_08225/ 1- 683

CLPBS. MUTANSUA159

CLPCLS. AUREUSFVRH6035

CLPL L. LACTI SSUBPLACTI S
CLPL2L. RHAMNOSUSAJ 749818
CLPLL. PLANTARUMACFSI

CLPL1 L. RHAMNOSUS

CLPLL. CASEI BL23
CLPL1ATCCBAA- 1163

L. MESENTERQ DES_1825/ 1- 716
L. MESENTERQ DES_0150/ 1- 716
L. Cl TREUMKM20_00197/ 1- 706
L. KI MCHI | | MBNU11154_04605/ 1- 707
CLPLS. MUTANSUA159

CLPLS. PNEUMONI AE

CLPEB. SUBTI LI S168

CLPEL. PLANTARUMACFSI

CLPEE. FAECI UVE4453

CLPEE. FAECALI SV583

CLPEL. LACTI SM5G1363

CLPES. MUTANSUA159

CLPES. PYOGENES
CLPL2ATCCBAA- 1163

L. MESENTERQ DES_0571/ 1- 684
L. Cl TREUMKM20_01277/1-701
L. KIMCHI | | MBNU11154_08225/ 1- 683

CLPBS. MUTANSUA159

CLPCLS. AUREUSFVRH6035

CLPL L. LACTI SSUBPLACTI S
CLPL2L. RHAMNOSUSAJ 749818
CLPLL. PLANTARUMACFSI

CLPL1 L. RHAWNOSUS

CLPLL. CASEI BL23
CLPL1ATCCBAA- 1163

L. MESENTERQO DES_ 1825/ 1- 716
L. MESENTERO DES_ 0150/ 1- 716
L. Cl TREUMKM20_00197/ 1- 706
L. KIMCHI | | MBNU11154_04605/ 1- 707
CLPLS. MUTANSUA159

CLPLS. PNEUMONI AE

CLPEB. SUBTI LI S168

CLPEL. PLANTARUMACFSI

CLPEE. FAECI UVE4453

CLPEE. FAECALI SV583

CLPEL. LACTI SM5G1363

CLPES. MUTANSUA159

CLPES. PYOGENES
CLPL2ATCCBAA- 1163

L. MESENTERQ DES_0571/ 1- 684
L. Cl TREUMKM20_01277/1- 701
L. KI MCHI | | MBNU11154_08225/ 1- 683

IGODQAVQKVSQAI | R
GODQAVEMVSRAI RR
GODEAVEMVAKAI RR
GODEAVEMVAKAI RR
GODEAVEMVAKAI RR
GQDEAVDWARAI RR
GQDEAVEMVARAI RR
GONEAVEAVARAVRR
GODEAVSMVAKAI RR
GODEAVSMVAKAI RR
GODEAVNIWARAI RR
GODEAVNWARAI RR
GODEAVEAVSRAI RR
GQDKAVEAVARAI RR
GOEVAVQKVAKAVRR

GONEAVERVSRAVRR
GQDEAVEKLAKAI RR
GODDAVATVAKAI RR
GOEL AVQTVAKAI RR

* % * - *

-k k

SRAG QNPKRPI GSFLFLGPTGVGKTALAKRLAEVL FGSEL EMVRL DVSEYMEKHAVSRL
NRAGFDDGNRPI GSFLFVGPTGVGKTELAKQLAI DLFGNKDALI RLDVSEYSDTTAVSKM
NRAGFSEGDQPI GSFLFVGPTGVGKTELAKQLAL DIVFGNENAI | RLDIVSEYADRTAVSKL
NRAGFSEGDQPI GSFLFVGPTGVGKTELAKQLAL DIVFGNENAI | RLDIVSEYADRTAVSKL
NRAGFSEGDQPI GSFLFVGPTGVGKTELAKQLAL DIVFGNKNAI | RLDIVSEYADRTAVSKL
NRAGFDEGNRPI GSFLFVGPTGVGKTELAKQLALDLFGSKDAI | RLDVSEYSDRTAVSKL
NRAGFDEGNRPI GSFLFVGPTGVGKTELAKQLALDLFGSKDAI | RLDVSEYSDRTAVSKL
NRAGFDEGNRPI GSFLFVGPTGVGKTEL AKQLAL DMFGSKDAI | RLDVSEYSDL TASSKL
NRAGFDEGNRPI GSFLFVGPTGVGKTELAKQLAL DMFGSKDNI VRL DVSEYSDL TAVSKL
NRAGFDEGNRPI GSFLFVGPTGVGKTELAKQLAL DIVFGSKDNI VRLDVSEYSDL TAVSKL
NRAGFDEGNRPI GSFLFVGPTGVGKTELAKQLALDVFGSKEN! | RLDVSEYSDLTAVSKL
NRAGFDEGNRPI GSFLFVGPTGVGKTELAKQLAL DVFGSKENI VRL DVSEYADL TAVSKL
NRAGFDEGNRPI GSFLFVGPTGVGKTELAKQLALDVFGSKDSI | RLDVSEYSDRTAVSKL
NRAGFDEGNRPI GSFLFVGPTGVGKTELAKQLALDVFGTKDAI | RLDVSEYSDRI AVSKL
SRAGLKSKNRPVGSFLFVGPTGVGKTEL SKTLADEL FGTKDAI | RLDVSEYMEKHAVSKI

NRI' GLNGTGRPI GSFMFVGPTGVGKTEL AKQLAKEL FGSQDAM RFDVSEYMEPHSVAKL
NRVGLNKQNRPI GSFLFVGPTGVGKTELAKQLAYELFGSQDSM RFDVSEYMEKHSVSKL
NRVGL GKQNRPI GSFLFVGPTGVGKTEL AKQL AFEL FGSEDSMVRFDVSEYMEKHSVSKL
SRVGLGKPNRPI GFFLFVGPTGVGKTELAKQLAKEL FGSSESM RFDVSEYMEKHSVAKL
NRVGLGTPNRPI GSFLFVGPTGVGKTELSKQLAI ELFGSEDSM RFDVSEYMEKHAVAKL
NRVGLGTPNRPI GSFLFVGPTGVGKTELSKQLAI ELFGSTNNM RFDIVSEYMEKHAVAKL
NRI GLTKSGRPI GSFLFVGPTGVGKTETAKQLAKEMFGSEESM RFDVSEYMEPQSI SKL
NRI GLTKSGRPI GSFLFVGPTGVGKTETAKQLAKEMFGSKDAM RFDVSEYMEKHTVSKM
NRI GLTKSGRPI GSFLFVGPTGVGKTEL AKQLAQEMFGSKDAL | RFDVSEYMEKHAVSKL
NRI G_TKSG?PI GSFLFVGPTGVGKTEL AKQLAKEMFGSKEALI RFIJ\/BEYNEKHAVSKM

sk ok Kk kkKkkk kKK Ck kK sk ok sk kKKK

VGPPPGYVGYEE- GGQLTEAVRQRLYSI VLLDEI EKAHPDVFNTLLQVLDEGRLTDSKGR
| GTTAGYVGYDDNSNTLTEKVRRNPYSVI LFDEI EKANPQ LTLLLQVVDDGNLTDGQGN
| GTSAGYVGYEDNANTL TERVRRNPYSI VLLDEI EKADPQVL TLLLQVMDDGRL TDGQGN
| GTSAGYVGYEDNANTL TERVRRNPYSI VLLDEI EKADPQVLTLLLQVMDDGRL TDGQGN
| GTSAGYVGYEDNANTL TERVRRNPYSI VLLDEI EKADPQVLTLLLQVMDDGRL TDGQGN
| GTSAGYVGYNDNKNTLTEQVRRNPYSI VLLDEI EKADPQVLTLLLQVL DDGRLTDGQGN
| GTSAGYVGYNDNNNTLTEQVRRNPYSI VLLDEI EKADPQVLTLLLQVL DDGRLTDGQGN
| GTSAGYVGYNDNONTLTEKVRRNPYSI VLLDEI EKANPQ | TLLLQVLDDGRLTDGQGN
| GTTAGYVGYDDNSNTLTEKVRRNPYSI | LLDEI EKANPQVVTLLLQVVDDGRL TDGQGN
| GTTAGYVGYDDNSNTLTEKVRRNPYSI | LLDEI EKANPQVLTLLLQVVDDGRLTDGQGN
| GTTAGYI GYDDNSNTLTEKVRRNPYSI VLLDEI EKANPQVLTLLLQVMDDGRL TDGQGN
| GTTAGYVGYDDNSNTLTEKVRRNPYSI VLLDEI EKANPQVLTLLLQVMDDGRL TDGQGN
| GTTAGYVGYDDNSNTLTERVRRNPYSI VLLDEI EKADSQVI TLLLQVLDDGRLTDGQGN
| GTTAGYVGYDDNSNTLTERVRRNPYSI | LLDEI EKADPQVI TLLLQVLDDGRLTDGQGN
| GSPPGYVGHEE- AGQL TEKVRRNPYSI VLLDEI EKAHPDVOHMFLQ MEDGRLTDSQGR
| GSPPGYVGYEE- AGQL TEQVRRHPYSL VL L DEVEKAHPDVMAMFLQ LDDGRLTDSQGR
| GSPPGYVGYEE- AGQL TEKVRRNPYSL VLLDEVEKAHPDVLHMFLQ LDDGRLTDAQGR
| GSPPGYVGYDE- AGQLTEKVRRNPYSLI LLDEI EKAHPDVLHMFLQ LDDGRLTDAQGR
| GAPPGYVGYEE- AGQLTERVRRNPYSLI LLDEI EKAHPDVMAMFLQ LEDGRLTDAQGR
VGAPPGYVGYEE- AGQLTEKVRRNPYSLI LL DEVEKAHPDVVHMFL QVL DDGRLTDGQGR
VGAPPGYVGYEE- AGQLTEQVRRNPYSLI LL DEVEKAHPDVMVHMFL QVL DDGRLTDGQGR
| GAPAGYVGYEE- AGQLTEQVRRHPYSLI LLDEI EKAHRDVMNMFLQ LDDGRLTDSQGH
| GAPAGYVGYEE- AGQL TEQVRRRPYSL VL FDEVEKAHPDVMNMFLQ' L DDGRL TDAQGH
| GAPAGYVGYEE- AGQL TEQVRRHPYSL VLI DEAEKAHPDVMNMFLQ L DDGRL TDAQGH
I GAPAGYVGYEE- AGQLTEQVRRHPYSLI LI DEAEKAHPD\/NNNFLQ L DDGRL TDAQGH

* ke Khk kk- Kkekekk kkk - sk KRk ok
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Annexe

CLPBS. MUTANSUA159

CLPCLS. AUREUSFVRH6035

CLPL L. LACTI SSUBPLACTI S
CLPL2L. RHAMNOSUSAJ 749818
CLPLL. PLANTARUMACFSI

CLPL1 L. RHAWNOSUS

CLPLL. CASEI BL23
CLPL1ATCCBAA- 1163

L. MESENTERQ DES_1825/ 1- 716
L. MESENTERO DES_0150/ 1- 716
L. Cl TREUMKM20_00197/ 1- 706
L. KIMCHI | | MBNU11154_04605/ 1- 707
CLPLS. MUTANSUA159

CLPLS. PNEUMONI AE

CLPEB. SUBTI LI S168

CLPEL. PLANTARUMACFSI

CLPEE. FAECI UVE4453

CLPEE. FAECALI SV583

CLPEL. LACTI SMG1363

CLPES. MUTANSUA159

CLPES. PYOGENES
CLPL2ATCCBAA- 1163

L. MESENTERQ DES_0571/ 1- 684
L. Cl TREUMKM20_01277/1- 701
L. KI MCHI | | MBNU11154_08225/ 1- 683

CLPBS. MUTANSUA159

CLPCLS. AUREUSFVRH6035

CLPL L. LACTI SSUBPLACTI S
CLPL2L. RHAMNOSUSAJ 749818
CLPLL. PLANTARUMACFSI

CLPL1 L. RHAMNOSUS

CLPLL. CASEI BL23
CLPL1ATCCBAA- 1163

L. MESENTERQ DES_1825/ 1- 716
L. MESENTERQ DES_0150/ 1- 716
L. Cl TREUMKM20_00197/ 1- 706
L. KI MCHI | | MBNU11154_04605/ 1- 707
CLPLS. MUTANSUA159

CLPLS. PNEUMONI AE

CLPEB. SUBTI LI S168

CLPEL. PLANTARUMACFSI

CLPEE. FAECI UVE4453

CLPEE. FAECALI SV583

CLPEL. LACTI SMG1363

CLPES. MUTANSUA159

CLPES. PYOGENES
CLPL2ATCCBAA- 1163

L. MESENTERQ DES_0571/ 1- 684
L. Cl TREUMKM20_01277/1-701
L. KIMCHI | | MBNU11154_08225/ 1- 683

CLPBS. MUTANSUA159

CLPCLS. AUREUSFVRH6035

CLPL L. LACTI SSUBPLACTI S
CLPL2L. RHAMNOSUSAJ 749818
CLPLL. PLANTARUMACFSI

CLPL1 L. RHAWNOSUS

CLPLL. CASEI BL23
CLPL1ATCCBAA- 1163

L. MESENTERO DES_ 1825/ 1- 716
L. MESENTERO DES_0150/ 1- 716
L. Cl TREUMKM20_00197/ 1- 706
L. KIMCHI | | MBNU11154_04605/ 1- 707
CLPLS. MUTANSUA159

CLPLS. PNEUMONI AE

CLPEB. SUBTI LI S168

CLPEL. PLANTARUMACFSI

CLPEE. FAECI UVE4453

CLPEE. FAECALI SV583

CLPEL. LACTI SM5G1363

CLPES. MUTANSUA159

CLPES. PYOGENES
CLPL2ATCCBAA- 1163

L. MESENTERO DES_0571/ 1- 684
L. Cl TREUMKM20_01277/1- 701
L. KI MCHI | | MBNU11154_08225/ 1- 683

TI DFKNTI LI MTSNI GSTNI LQSLQDSGCI T- - SEVRYKVL DELNHSFRPEFLNRI DETV

VI NFKNTI | | CTSNAGFGNGND- - - - - - - - - - - - AEEKDI MHEMKKFFRPEFLNRFNG V
VI NFKNTI | | ATSNAGFGNEAL- - - - - - - - SGDKQRDQSL MDKLAPFFRPEFLNRFNG V
VI SFKNTI | | ATSNAGFGNEAL- - - - - - - - SGDKQRDQSL MDKLAPFFRPEFLNRFNG V
VI NFKNTI | | ATSNAGFGNEAL- - - - - - - - SGDKQRDQSL MDKLAPFFRPEFLNRFNG V
VVDFKNTVI | ATSNAGFGNEAL - - - - - - - - TGEKEKDEDL MKRLAPYFRPEFLNRFNG V
VVDFKNTVI | ATSNAGFGNETL- - - - - - - - TGKKEQDEDL MKRLAPYFRPEFLNRFNG V
VVNFKNTWVI ATSNAGFGNESD- - - - - - - - NKK- DQDKSI | ERLEPYFRPEFLNRFNAI V
VWNFKNTVI | ATSNAGFGHNSS- - - - - - - - - - - - DADQDL MAKL APYFRPEFLNRFNGVI
VWNFKNTVI | ATSNAGFGHNSS- - - - - - - - - - - - DADQDL MAKL APYFRPEFLNRFNGVI
VVNFKNTVI | ATSNAGFSDK- - - = === == === - - - REGDLMSRLAPYFRPEFLNRFNGVI
VWWNFKNTVI | ATSNAGFSDK- - - - - ---------- SDGEL MDRLAPYFRPEFLNRFNGVI
TI NFKNTVI | ATSNAGFGNEAL- - - - - - - - TGQEDKDIVKI MDRI APYFRPEFLNRFNAVI
TVNFKNTVI | ATSNAGFGYEAN- - - - - - - - L TEDADKPEL MDRL KPFFRPEFLNRFNAVI

TVSFKDTVI | MTSNAGAGEKQ TKMGEQSDDSV- | EEQTLI DSLSMFFKPEFLNRFDSI |
TVSFKDTI | | MTSNAGTGDSE- ANVGEGAAA- - EGKTHDI TSRLTDYFKPEFLNRFDDI |
TVSFKDTI | | MTSNAGTGKVE- ANVGEGAAR- - EGVTRSVLNQLNNYFTPEFLNRFDG |
TVSFKDTI | | MTSNAGTGAVE- ANVGEGAAR- - EGVTKSVLGQLNNFFTPEFLNRFDA |
TVSFKDSLI | MTSNAGTGKVE- ASVGEGAAR- - EGRTKSVL GQL GDFFSPEFMNRFDG |
TVSFKDTI | | MTSNAGTGKSE- ANVGEGASR- - EGRTNSVL GEL GNFFSPEFMNRFDG |
TVSFKDTI | | MTSNAGTGKSE- ASVGEGAAR- - EGRTSSVL GEL SNFFSPEFMNRFDG |
WWSFKDTI VI ATSNAGSGDVGNNPVGEAAET AEDSAEHRL VEKL KNYFKPEFLNRFDAI V
| VSFKDTVI | MTSNAGSTDTGNTPVGFAQVD- - - - QONRLMORLENYFRPEFLNRLDDI |
WWSFKDTI VI MTSNAGSTDTGNTPMGENQVD- - - - AQSRLLQRLENYFRPEFLNRFDDI |
VWWSFKDTVI | MTSNAGSTDTGNTPMEENQ! D- - - - SQSRLLQRLESYFRPEFLNRFDDI |
*** *kk Kk * ***:**:: .
L FNAL SEKDMI GVWKVMWSDL QA
EFLHLDKDALQD! VNLLL DDV
EFSHLTKQDLSQ VDLM.ADV(
EFSHLTKQDLSQ VDLM.ADV(
EFSHLTKQDLSQ VDLM.ADV(
EFSHLTKNDLGKI VDLMLEDVNI
EFSHLTKKDLGKI VDLM.DDVNI
EFSHLSKEDLKQ VELM.TEVI
EFSTLTKDDLKQ VDLM.DDVNK
EFSTLTKDDLKQ VDLM.DDVNI
EFSALTKDDLKQ VDLM.DDVI
EFSALSKDDLKQ VDLM_ADVI
EFSHLSKEDL DEl VNLMLSEVNT
EFSHLTKEDL SKI VDLM_AEVI
EFRSLEKEHLVKI VSLLLGELE
QFNALSKENLMKI VGLM EDVI
EFSALSKENLMT1 VTLM.DDVI
EFKALSKENLMNI VSLMLEEVNG.|
EFSALSKENLLKI VDL M.DEVNE
EFQALSKDNLLQ VSLM.DDVI
EFKALSKEHLLH VDLM_EDVNEI
EFKELGKSEL SKI TGLM_DQWNS
DFQPLSQDHLLKI VDLLLTDMNEI
EFQTLTQKHLLTI VDLLLADMNA

LEQDI HLTLTESVYI L]
DKKG TMDVSQDAKI
AKKS| KLEVTKAAKI
AKKS| KLEVTKAAKI
AKKS| KLEVTKAAKI

AKKEL TLQVSEAVKN
AKKSLTLQVSDAVK|
AKKG DLVVSDSAKA|

AKQKLHI EVPTEVKE
GRNDI HLSVTQAAKEI
AVNAI HL DVTDKVKE

EFQALSKTHLLSI VDLM ADMNVNEADNHL NVRVSDAAKAI
P L

MKLENPLALYLI QNQKNKEKETFVTVSVI LKFTFS- === =mmmmmmmmmmeee e o
(QQVRDKI TDYYLDHTDVKHVDI DV- - - - ELVVKGK- = = = === s mmmmmmmmm e e o -
QQ RDKVTDFYLDHLDVKNLKADL- - - - ElVISAA- - - - mmmmm e e
QQ RDKVTDFYLDHLDVKNLKADL- - - - IVl SAA- - - = - e e e
QQ RDKVTDFYLDHLDVKNLKADL- - - - ElVISAA- - - - cmmmm e e
RNI RDKVTDFYLDHLKAKKLQADL- - - - | | | VSEVQPASDKPKKEASGAK- - - - - -

RNI RDKVTDFYL DHL KAKKL QADL - - - - | VI SEKQPTAGKSKKVADGAK: - - - - -
QY RDKVTDFYLDNLNAKNLKADI - - - - DNGTI KI TGK- - - < = < == == =« = c == = = -

QQ RDQVTDFYLDNPGEKSLSADL- - - - | SAWEKTAVTN- - - - = === == == =
QQ RDQVTDFYLDNPGEKSLSADL - - - - | SAWEKTAVTN- - - - = === == == =
QQ RDQVTDFYLDNPGEKHLSADL- - - - | SAVI DK- = = == mmmmmmmmme e e =
QQ RDQVTDFYLDNPGEKQLSADL- - - - | (FSY:\VAVSTo N
(QEI RDKVTDFYLDHTDVKHLKAEM - - - LINTEEA------mmmmmmmmmeee e
(QEI RDKVTDFHL DHL DAKHL EADM - - - LVI REKA- = = == mmmemeeeee e e e
QEW EDKMTDLLLDNSEI TSFHVTA- - - - I KVQAK- - = = - m s e e
QEQ EDRI ADFYLDHGDVKNWAKV- - - - | VLAAETKSE- - - = === === e m e e o =

QEQ EDG AEFYLDHPSI HELKAKL- - - - DKDGKI | VTSKPERLAKESAEET- - A- E- - -
QEQ EDG AEYYLDHPENHQLVAAL- - - - DNEGKI | VTGAQEVTKTETSTSD- - QAE- - -
QENI EDSI ADFYI EHPEYKQLVADL- - - - | BRI VI SNQTQETAETTDEEVP- - AE- - - -
QEHI EDAI TDFYLEHPEQKELKAI M - - - TSNGKI VI KASNKVETVTKATSD- - - - - - - -
QDYI EDAI TDYYLEHPTEKQLRALM: - - - TNSENI TI KAVKEGDSFLNEESL- - D- - - - -
QEQ EDKVADFYL DNPNAHQLKAVL- - - - NKDGNI VLVPKKI NAPAKTI PSDVPATNQKD
QDKI ADGI ADFYLEHPDVHHLQADI - - - - V- - HNEFVI SEVKPEPVTVUNKI - - - - - - - - -
QDKI ADQLADYYLAHPASTVLLADL- - - - DBANH- | VI TENQASPVKA- - - - < = === - =
QDKI ADHLADYYLEHPESTQLFADI - - - - DNI TNDI VI SENF - = = = === = oo o e oo o
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Annexe

Figure annexe 1: Alignement des séquences peptidiques des CIpATPases de classe | identifiés dans le génome des bactéries
de la famille des Leuconostocaceae contre les séquences peptidiques de CIpE et/ou de ClpL de L. lactis subsp cremoris
MG1363 (AAD01782.1), L. lactis subsp lactis CNRZ270 (CAA44207.1), L. plantarum WCFSI (YP_004889161.1; YP_004891060.1),
S. aureus ST228 (CCJ23596.1), S. pneumoniae D39 (ABJ54606.1; AFC91878.1), B. subtilis 168 (NP_389253.1), S. mutans UA159
(NP_720997.1), S. pyogenes A20 (AFV38356.1), E. faecalis V583 (NP_814457.1) , E.faecium E980 (EFF38193.1) et L.
rhamonosus E97-800(AAW22449.1; AJ749818), L. casei BL23 (CAQ67279.1). L’analyse des banques de données a révélé la
présence de genes codant des Clp-ATPases de classe | de la famille des ClpL chez L. citreum KM20, L. kimchii IMSNU 11154, L.
mesenteroides subsp cremoris ATCC 19254, L. mesenteroides subsp mresenteroides ATCC 8293 et O. oeni ATCC BAA-1163
(CAE54288.1; EAV39924.1). Méthode des plus proches voisins utilisant le modéle de Poisson. L’arbre est construit par
mesure des distances moyennes calculées a partir du % d’identité des séquences peptidiques issues de I'alignement multiple
présenté en Annexe 1. L’arbre est enraciné par ajout de la séquence peptidique de ClpB de S. mutans UA159 (NP_721783.1)
Mise en évidence des domaines conservés : deux domaines NBD (AAA-1: bleu clair et AAA-2 en _), le motif [V/M-G-
F] de fixation a la protéine ClpP apparait en vert et le motif en doigt de zinc apparait en -, le domaine D2-small mise en
évidence chez S. mutans pour interagir avec CtsR apparait en , le motif conservé de 8 acides aminés mit en évidence
chez L. lactis et S. pneumoniae est surligné en jaune.
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Résumé

O. oeniest responsable de la fermentation malolactique des vins. Elle doit en permanence s’adapter aux
fluctuations physico-chimiques de son environneméat production de protéines Hsp constitue un
mécanisme majeur d’'adaptation de la bactérie a son environnementOCbeai,la protéineCtsR est
'unique régulateur identifié a ce jour des gérep. Ce manuscrit aborde la caractérisation des
mécanismes de régulation de la réponse au stressQ:tmemi Une partie de ce travail a consisté a
développer un nouvel outil d’expression de genes €heweni Cet outil a permis I'étude de la fonction

vivo du génehspl8 par une technique de modulation de I'expression de génes par synthése d’ARN
antisens (ARNas). La production d’ARNas ciblant 'ARN messager du déspd8 entraine une
diminution du taux protéique de Lol8 et induit une perte de cultivabilité en conditions de stress. Ces
résultats montrentpour la l1lére foisin vivo, limplication de Lol8 dans la thermotolérance et
l'acidotolérance deO. oeni Cette méme approche appliguée au getsR a induit une perte de
cultivabilité en conditions de stress confirmant le rble clef du l@tsR dans la réponse au stress de

0. oeni Les mécanismes de régulation de I'activité de CtsR ont été appréhendés par complémentation
d'un mutantctsRdéficient de B. subtiligsia I'expression detsRde O. oeni Des tests de thermoinduction
mettent en évidence la thermosensibilité du CtsRdeenidont I'activité est levée a une température
inférieure a 33°C. Le pSIPSYN est un outil prometteur valorisé au cours de ce travail par une étude
évaluant I'impact de deux estérasesdd@enj EstA2 et EstA7 sur le profil aromatique du vin.

Mot-clefs : Oeonococcus oenréponse au stress, régulateur transcriptionnel CtsR, sHsp Lol18, ARN
antisens et estérases EstA2 & EstA7.

Abstract

O. oeniis responsible for wine malolactic fermentation. As any organ@@ngenitries to adapt its
physiology to environmental fluctuations by producing Hsp proteins encoded byptlyenes. 10©. oenj

CtsR is currently the only regulator b§p genes. As an alternative to the lack of genetic tool, with the
goal of understanding the mechanism®obenistress response, we developed a new expression vector,
the pSIPSYN, to produce antisense RNA targetingspfl8mRNA. The synthesis dfsp18asRNA leads

to the decrease in the protein level of Lo18 and induced a loss of cultivability after heat or acid shock
showing for the first timén vivo involvement of Lo18 in thermotolerance and acidotolerand®. ineni.

The O. oeniability of the membrane fluidity restoration of after ethanol stress was strongly affected in the
presence of asRNAdfisp18gene. Then, thetsR function in O. oeniwas investigated with this new
genetic tool. Inhibition of thetsRexpression by asRNA approach induced a loss of cultivability after heat
or acid shock confirming the key role asRlocus in theO. oenistress responsB. subtiliswas used to
characterize the regulation of CtsR activity. TiieRgene ofO. oeniwas expressed to complemerBa
subtilis ctsRdeficient strain and restore the wild-type phenotype. Thermoinduction tests performed to
understand the thermosensibility of CtsR showedGhateniCtsR is a specific thermosensor inactivated

at a temperature threshold below 33°C. The pSIPSYN is a promising tool valorized in this work through
an oenological study by evaluating of the impadDobenitwo esterases, and EstA2 EstA7 on wine ester
profile.

Key-words: Oeonococcus oefstress response, transcriptionnal repressor CtsR, sHsp Lo18, antisense
RNA and esterases EstA2 & EstA7.



