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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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ARNm : ARN messager  
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ATP : Adénosine Tri-Phosphate 

BA : Benzyl Alcool 

pb : paires de bases  

CFA : Cyclic Fatty Acids 

Clp : Caseine lipolytic protein 

CtsR : Class three stress Regulator 

CR : Cercle Roulant 

EM : Enzyme Malique 

EML : Enzyme MaloLactique  

FA : Fermentation Alcoolique 

FML : Fermentation MaloLactique 

GC/MS : Gaz Chromatography coupled to Mass Spectrometry (chromatographie gazeuse couplée à 
une spectrométrie de masse) 

GRAS : « Generally Recognised As Safe » 

Hsp : Heat shock protein 

sHsp : small Heat Shock Protein 

HTH : « Helix-Turn-Helix » (Hélice-Boucle-Hélice) 

kpb : kilo paires de bases  

MLST : MultiLocus Sequence Typing 

NBD : Nucleotide Binding Domain 

ORF : Open Reading Frame (cadre ouvert de lecture) 

SDS-PAGE : Sodium Dodecyl Sulfate Two Dimensions PolyAcrylamide GEl 

PFGE : Pulse-Field Gel Electrophoresis (électroporèse sur gel d’agarose en champ pulsé) 

pHint : pH intracellulaire 

QPS : « Qualified Presumption of Safety » 
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SH : Substractive Hydridization 
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Oenococcus oeni est 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 paramètres physico-chimiques 

extrêmes (pH et température faibles) et la présence de compétiteurs biologiques (levures et flore 

bactérienne d’altération) à l’origine de la présence de substances inhibitrices de la croissance 

(éthanol, sulfites, acides gras). Toutes ces conditions constituent un environnement défavorable à 

la survie et au développement de la bactérie et nuisent à une bonne conduite de la FML. 

Cependant les conditions drastiques imposées par le vin entraînent la sélection de l’espèce la 

mieux adaptée : O. oeni (Lonvaud-Funel 1999; Bartowsky and Borneman 2011). Les 

professionnels ont de plus en plus souvent recours à un ensemencement par des levains évitant 

ainsi un retard de la FML pouvant conduire à une altération des vins. Bien qu’adaptée aux 

conditions extrêmes du vin, une forte mortalité est observée lors de l’utilisation de O. oeni en tant 

que levain malolactique. En effet, O. oeni évolue principalement dans un monde viti-vinicole et 

se trouve dans des conditions physico-chimiques très 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, l’ensemencement direct de ces ferments malolactiques n’apportent pas 

toujours la solution au problème des retards de FML rencontrés en cave. La mortalité observée 

est principalement due à une diversité phénotypique entre les différentes souches de O. oeni en 

termes de résistance à l’inoculation dans le vin et de capacité à réaliser rapidement la FML.  

D’un point de vue oenologique, l’étude de la réponse adaptative au milieu vin de O. oeni a pour 

buts l’amélioration et la maîtrise des levains malolactiques industriels, tandis que d’un point de 

vue fondamental, elle a pour but la compréhension de la capacité singulière qu’a O. oeni de se 

développer dans un milieu aussi hostile que le vin. Ainsi O. oeni constitue un cas d’étude 

intéressant dans l’investigation des phénomènes de réponse aux stress environnementaux chez les 

bactéries lactiques. 

La réponse au stress est un phénomène ubiquitaire et hautement conservé à travers l’évolution 

des espèces. Elle se traduit fondamentalement par la production d’un ensemble de protéines 

désignées par le terme abusif de protéines de choc thermique ou Hsp (Heat shock protein). 

Comme tout microorganisme, O. oeni doit en permanence adapter sa physiologie aux fluctuations 

physico-chimiques de son environnement. La bactérie tente alors de restaurer un profil 
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métabolique favorable à sa survie par la mise en place de mécanismes transitoires de réponse aux 

stress via la production de protéines spécifiques codées par les gènes hsp. Chez Bacillus subtilis, 

bactérie firmicute particulièrement étudiée, plusieurs mécanismes de régulation de l’expression 

de ces gènes ont été décrits impliquant divers régulateurs transcripitonnels. Chez O. oeni, CtsR 

constitue l’unique régulateur transcriptionnel identifié à ce jour. Il semble orchestrer la régulation 

de l’expression de la plupart de gènes hsp. Caractérisés chez d’autres genres bactériens, les 

principaux acteurs régulant l’activité de CtsR sont absents du génome de O. oeni.  

L’étude de la réponse adaptative de O. oeni aux fluctuations de son environnement constitue une 

des principales thématiques de recherche de l’équipe VAlMiS. Au sein de cette thématique, nous 

pouvons notamment distinguer deux axes : si la caractérisation de la small Hsp (sHsp) Lo18 a 

déjà fait l’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 même concernant l’étude de la régulation 

de l’expression des gènes 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 à l’identification du régulateur CtsR, unique chef d’orchestre de la 

réponse au stress décrit chez cette bactérie (Grandvalet et al. 2005). Cependant l’absence d’outils 

moléculaires permettant de manipuler le génome de O. oeni, limite les travaux d’exploration à 

l’utilisation de systèmes d’expression hétérologue ou d’expérimentations menées in vitro. Malgré 

la disponibilité des données génomiques, de nombreuses interrogations subsistent concernant la 

fonctionnalité et la régulation de l’expression des gènes impliqués dans la réponse au stress de 

O. oeni. 

Ces travaux de thèse abordent d’une part la caractérisation de la réponse adaptative de O. oeni 

aux stress incluant l’élaboration d’un outil génétique pour l’exploration fonctionnelle des gènes 

de O. oeni dont l’expression est induite en conditions de stress. Le gène hsp18 codant la small 

Hsp Lo18 a été choisi comme cible pour valider l’efficacité du dispositif et proposer une 

première approche de la caractérisation de la fonction de ce chaperon moléculaire in vivo. Puis, la 

fonction du gène ctsR, codant le régulateur majeur de la réponse au stress chez O. oeni, a été 

abordée à l’aide de ce nouvel outil génétique. Les mécanismes de régulation de l’activité de CtsR 

ont été ensuite appréhendés via l’utilisation de la bactérie B. subtilis comme une plateforme 
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d’étude. D’autre part, l’outil génétique, développé au cours de ce travail, a été valorisé par la 

mise en œuvre d’une étude appliquée à l’œnologie concernant l’évaluation de l'impact de deux 

estérases de O. oeni, EstA2 et EstA7 sur le profil aromatique du vin.  

Ce manuscrit présente un premier chapitre bibliographique faisant la synthèse des connaissances 

acquises sur O. oeni, le rôle de la fermentation malolactique sur les propriétés du vin, l’analyse 

fonctionnelle de ses gènes et les outils disponibles, et enfin sur les protéines de stress et les 

systèmes régulant l’expression des gènes codant ces protéines. La synthèse bibliographique est 

focalisée sur les bactéries du phylum des firmicutes et plus particulièrement du groupe des 

bactéries lactiques. Les résultats de ces travaux de thèse sont présentés sous forme de trois 

articles scientifiques un accepté (Article I), un soumis (Article III), et un en préparation (Article 

II). La première partie est consacrée à l’étude de la réponse au stress de O.oeni abordant tout 

d’abord le rôle du chaperon moléculaire Lo18 et sa fonction in vivo via la mise au point d’un 

outil génétique d’expression chez O. oeni, puis la fonction et la régulation de l’activité du 

répresseur transcriptionnel CtsR. La seconde partie s’intéresse à l’impact des gènes d’estérases de 

O. oeni sur le profil aromatique du vin. Ce manuscrit est clôturé par une synthèse critique des 

résultats de ce travail. 
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Synthèse bibliographique 

 



 

 
 

 
  



 

 I.

Les bactéries lactiques, dont fait partie 

bactéries à Gram positif rassemblées selon leurs 

bactéries lactiques relève davantage de la biologie que de la taxonomie puisque qu’elle ne 

désigne pas un groupe de bactérie m

appartient à l’ordre de 

certaines appartiennent à l’odre des 

2012). Elles appartiennent au phylum des 

leur génome en bases Guanine et Cytosine (inférieure à 50%). Elles sont représen

coques et des bacilles dont le métabolisme glucidique aussi bien hétérofermentaire 

qu’homofermentaire aboutit à la formation d’

fermentation est dite hétérolactique ou homolactique selon la diversité des produits finaux. La 

famille des bactéries lactiques regroupent 

Oenococcus, Enterococcus, Pediococcus, Leuconostoc

Carnobacterium, Enterococcus, Tetragenococcus 

Traditionnellement utilisées pour la production d’

yaourts, les fromages, la char

essentiel dans le développement des qualités organoleptiques et hygiéniques des aliments qu’elles 

fermentent de par leurs 

d’acide lactique en quantité importante favorise la conservation des produits alimentaires. Les 

bactéries lactiques présentent ainsi un intérêt industriel considérable. 

Outre leur utilisation pour l’élaboration de produits alimentaires ferme

lactiques, majoritairement inoffensives pour l’Homme, sont particulièrement recherchées pour 

leurs effets bénéfiques sur la santé. Elles ont successivement été désignées comme étant GRAS 

« generally recognised as safe

puis QPS «

Döderlein décrit pour la première fois un effet bénéfique sur la santé des bactéries lactiques en 

 Oenococcus oeni

 O. oeniI.1.

I.1.1.

Les bactéries lactiques, dont fait partie 

bactéries à Gram positif rassemblées selon leurs 

bactéries lactiques relève davantage de la biologie que de la taxonomie puisque qu’elle ne 

désigne pas un groupe de bactérie m

appartient à l’ordre de 

certaines appartiennent à l’odre des 

Elles appartiennent au phylum des 

leur génome en bases Guanine et Cytosine (inférieure à 50%). Elles sont représen

coques et des bacilles dont le métabolisme glucidique aussi bien hétérofermentaire 

qu’homofermentaire aboutit à la formation d’

fermentation est dite hétérolactique ou homolactique selon la diversité des produits finaux. La 

des bactéries lactiques regroupent 

Oenococcus, Enterococcus, Pediococcus, Leuconostoc

Carnobacterium, Enterococcus, Tetragenococcus 

Traditionnellement utilisées pour la production d’

yaourts, les fromages, la char

essentiel dans le développement des qualités organoleptiques et hygiéniques des aliments qu’elles 

fermentent de par leurs 

d’acide lactique en quantité importante favorise la conservation des produits alimentaires. Les 

bactéries lactiques présentent ainsi un intérêt industriel considérable. 

Outre leur utilisation pour l’élaboration de produits alimentaires ferme

lactiques, majoritairement inoffensives pour l’Homme, sont particulièrement recherchées pour 

leurs effets bénéfiques sur la santé. Elles ont successivement été désignées comme étant GRAS 

generally recognised as safe

puis QPS « Qualified Presumption of Safety

Döderlein décrit pour la première fois un effet bénéfique sur la santé des bactéries lactiques en 

Oenococcus oeni

oeni : une bactérie

 Propriétés des I.1.1.

Les bactéries lactiques, dont fait partie 

bactéries à Gram positif rassemblées selon leurs 

bactéries lactiques relève davantage de la biologie que de la taxonomie puisque qu’elle ne 

désigne pas un groupe de bactérie m

appartient à l’ordre de Lactobacillales

certaines appartiennent à l’odre des 

Elles appartiennent au phylum des 

leur génome en bases Guanine et Cytosine (inférieure à 50%). Elles sont représen

coques et des bacilles dont le métabolisme glucidique aussi bien hétérofermentaire 

qu’homofermentaire aboutit à la formation d’

fermentation est dite hétérolactique ou homolactique selon la diversité des produits finaux. La 

des bactéries lactiques regroupent 

Oenococcus, Enterococcus, Pediococcus, Leuconostoc

Carnobacterium, Enterococcus, Tetragenococcus 

Traditionnellement utilisées pour la production d’

yaourts, les fromages, la charcuterie, la choucroute, le pain, le vin et le cidre, elles jouent un rôle 

essentiel dans le développement des qualités organoleptiques et hygiéniques des aliments qu’elles 

fermentent de par leurs propriétés acidifiantes 

d’acide lactique en quantité importante favorise la conservation des produits alimentaires. Les 

bactéries lactiques présentent ainsi un intérêt industriel considérable. 

Outre leur utilisation pour l’élaboration de produits alimentaires ferme

lactiques, majoritairement inoffensives pour l’Homme, sont particulièrement recherchées pour 

leurs effets bénéfiques sur la santé. Elles ont successivement été désignées comme étant GRAS 

generally recognised as safe 

Qualified Presumption of Safety

Döderlein décrit pour la première fois un effet bénéfique sur la santé des bactéries lactiques en 

Oenococcus oeni et le milieu 

bactérie lactique

Propriétés des bactéries

Les bactéries lactiques, dont fait partie Oenococcus oeni

bactéries à Gram positif rassemblées selon leurs 

bactéries lactiques relève davantage de la biologie que de la taxonomie puisque qu’elle ne 

désigne pas un groupe de bactérie monophylétique. En effet, si la plupart des bactéries lactiques 

Lactobacillales, un groupe de bactéries Gram

certaines appartiennent à l’odre des Actinobacteria 

Elles appartiennent au phylum des 

leur génome en bases Guanine et Cytosine (inférieure à 50%). Elles sont représen

coques et des bacilles dont le métabolisme glucidique aussi bien hétérofermentaire 

qu’homofermentaire aboutit à la formation d’

fermentation est dite hétérolactique ou homolactique selon la diversité des produits finaux. La 

des bactéries lactiques regroupent 

Oenococcus, Enterococcus, Pediococcus, Leuconostoc

Carnobacterium, Enterococcus, Tetragenococcus 

Traditionnellement utilisées pour la production d’

cuterie, la choucroute, le pain, le vin et le cidre, elles jouent un rôle 

essentiel dans le développement des qualités organoleptiques et hygiéniques des aliments qu’elles 

propriétés acidifiantes 

d’acide lactique en quantité importante favorise la conservation des produits alimentaires. Les 

bactéries lactiques présentent ainsi un intérêt industriel considérable. 

Outre leur utilisation pour l’élaboration de produits alimentaires ferme

lactiques, majoritairement inoffensives pour l’Homme, sont particulièrement recherchées pour 

leurs effets bénéfiques sur la santé. Elles ont successivement été désignées comme étant GRAS 

 » par la société a

Qualified Presumption of Safety

Döderlein décrit pour la première fois un effet bénéfique sur la santé des bactéries lactiques en 
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milieu vin 

lactique 

bactéries lactiques

Oenococcus oeni

bactéries à Gram positif rassemblées selon leurs propriétés fermentaires

bactéries lactiques relève davantage de la biologie que de la taxonomie puisque qu’elle ne 

onophylétique. En effet, si la plupart des bactéries lactiques 

, un groupe de bactéries Gram

Actinobacteria (Makarova et al. 2006; Holzapfel and Wood 

Elles appartiennent au phylum des firmicutes 

leur génome en bases Guanine et Cytosine (inférieure à 50%). Elles sont représen

coques et des bacilles dont le métabolisme glucidique aussi bien hétérofermentaire 

qu’homofermentaire aboutit à la formation d’acide lactique 

fermentation est dite hétérolactique ou homolactique selon la diversité des produits finaux. La 

des bactéries lactiques regroupent douze principaux genres

Oenococcus, Enterococcus, Pediococcus, Leuconostoc

Carnobacterium, Enterococcus, Tetragenococcus et 

Traditionnellement utilisées pour la production d’aliments ou de boissons fermentés

cuterie, la choucroute, le pain, le vin et le cidre, elles jouent un rôle 

essentiel dans le développement des qualités organoleptiques et hygiéniques des aliments qu’elles 

propriétés acidifiantes mais aussi aromatisantes. En effet, 

d’acide lactique en quantité importante favorise la conservation des produits alimentaires. Les 

bactéries lactiques présentent ainsi un intérêt industriel considérable. 

Outre leur utilisation pour l’élaboration de produits alimentaires ferme

lactiques, majoritairement inoffensives pour l’Homme, sont particulièrement recherchées pour 

leurs effets bénéfiques sur la santé. Elles ont successivement été désignées comme étant GRAS 

par la société américaine 

Qualified Presumption of Safety » par l’Union Européenne. A la fin du XIX

Döderlein décrit pour la première fois un effet bénéfique sur la santé des bactéries lactiques en 

lactiques 

Oenococcus oeni, constituent un groupe hétérogène de 

propriétés fermentaires

bactéries lactiques relève davantage de la biologie que de la taxonomie puisque qu’elle ne 

onophylétique. En effet, si la plupart des bactéries lactiques 

, un groupe de bactéries Gram

(Makarova et al. 2006; Holzapfel and Wood 

 et sont caractérisées par une faible teneur de 

leur génome en bases Guanine et Cytosine (inférieure à 50%). Elles sont représen

coques et des bacilles dont le métabolisme glucidique aussi bien hétérofermentaire 

acide lactique 

fermentation est dite hétérolactique ou homolactique selon la diversité des produits finaux. La 

principaux genres

Oenococcus, Enterococcus, Pediococcus, Leuconostoc 

et Vagococcus 

aliments ou de boissons fermentés

cuterie, la choucroute, le pain, le vin et le cidre, elles jouent un rôle 

essentiel dans le développement des qualités organoleptiques et hygiéniques des aliments qu’elles 

mais aussi aromatisantes. En effet, 

d’acide lactique en quantité importante favorise la conservation des produits alimentaires. Les 

bactéries lactiques présentent ainsi un intérêt industriel considérable. 

Outre leur utilisation pour l’élaboration de produits alimentaires ferme

lactiques, majoritairement inoffensives pour l’Homme, sont particulièrement recherchées pour 

leurs effets bénéfiques sur la santé. Elles ont successivement été désignées comme étant GRAS 

méricaine Food and Drug Administration

» par l’Union Européenne. A la fin du XIX

Döderlein décrit pour la première fois un effet bénéfique sur la santé des bactéries lactiques en 

Synthèse bibliographique

, constituent un groupe hétérogène de 

propriétés fermentaires

bactéries lactiques relève davantage de la biologie que de la taxonomie puisque qu’elle ne 

onophylétique. En effet, si la plupart des bactéries lactiques 

, un groupe de bactéries Gram à positif non sporulante, 

(Makarova et al. 2006; Holzapfel and Wood 

et sont caractérisées par une faible teneur de 

leur génome en bases Guanine et Cytosine (inférieure à 50%). Elles sont représen

coques et des bacilles dont le métabolisme glucidique aussi bien hétérofermentaire 

acide lactique (Peterbauer et al. 2011)

fermentation est dite hétérolactique ou homolactique selon la diversité des produits finaux. La 

principaux genres : Lactococcus, Lactobacillus, 

 , Weissella, Streptococcus, 

Vagococcus (Stiles and Holzapfel 1997)

aliments ou de boissons fermentés

cuterie, la choucroute, le pain, le vin et le cidre, elles jouent un rôle 

essentiel dans le développement des qualités organoleptiques et hygiéniques des aliments qu’elles 

mais aussi aromatisantes. En effet, 

d’acide lactique en quantité importante favorise la conservation des produits alimentaires. Les 

bactéries lactiques présentent ainsi un intérêt industriel considérable.  

Outre leur utilisation pour l’élaboration de produits alimentaires ferme

lactiques, majoritairement inoffensives pour l’Homme, sont particulièrement recherchées pour 

leurs effets bénéfiques sur la santé. Elles ont successivement été désignées comme étant GRAS 

Food and Drug Administration

» par l’Union Européenne. A la fin du XIX

Döderlein décrit pour la première fois un effet bénéfique sur la santé des bactéries lactiques en 

Synthèse bibliographique

, constituent un groupe hétérogène de 

propriétés fermentaires. La définition des 

bactéries lactiques relève davantage de la biologie que de la taxonomie puisque qu’elle ne 

onophylétique. En effet, si la plupart des bactéries lactiques 

positif non sporulante, 

(Makarova et al. 2006; Holzapfel and Wood 

et sont caractérisées par une faible teneur de 

leur génome en bases Guanine et Cytosine (inférieure à 50%). Elles sont représentées par des 

coques et des bacilles dont le métabolisme glucidique aussi bien hétérofermentaire 

(Peterbauer et al. 2011)

fermentation est dite hétérolactique ou homolactique selon la diversité des produits finaux. La 

Lactococcus, Lactobacillus, 

, Weissella, Streptococcus, 

(Stiles and Holzapfel 1997)

aliments ou de boissons fermentés comme les 

cuterie, la choucroute, le pain, le vin et le cidre, elles jouent un rôle 

essentiel dans le développement des qualités organoleptiques et hygiéniques des aliments qu’elles 

mais aussi aromatisantes. En effet, la production 

d’acide lactique en quantité importante favorise la conservation des produits alimentaires. Les 

Outre leur utilisation pour l’élaboration de produits alimentaires fermentés, les bactéries 

lactiques, majoritairement inoffensives pour l’Homme, sont particulièrement recherchées pour 

leurs effets bénéfiques sur la santé. Elles ont successivement été désignées comme étant GRAS 

Food and Drug Administration

» par l’Union Européenne. A la fin du XIX

Döderlein décrit pour la première fois un effet bénéfique sur la santé des bactéries lactiques en 

Synthèse bibliographique 

, constituent un groupe hétérogène de 

. La définition des 

bactéries lactiques relève davantage de la biologie que de la taxonomie puisque qu’elle ne 

onophylétique. En effet, si la plupart des bactéries lactiques 

positif non sporulante, 

(Makarova et al. 2006; Holzapfel and Wood 

et sont caractérisées par une faible teneur de 

tées par des 

coques et des bacilles dont le métabolisme glucidique aussi bien hétérofermentaire 

(Peterbauer et al. 2011). La 

fermentation est dite hétérolactique ou homolactique selon la diversité des produits finaux. La 

Lactococcus, Lactobacillus, 

, Weissella, Streptococcus, 

(Stiles and Holzapfel 1997). 

comme les 

cuterie, la choucroute, le pain, le vin et le cidre, elles jouent un rôle 

essentiel dans le développement des qualités organoleptiques et hygiéniques des aliments qu’elles 

la production 

d’acide lactique en quantité importante favorise la conservation des produits alimentaires. Les 

ntés, les bactéries 

lactiques, majoritairement inoffensives pour l’Homme, sont particulièrement recherchées pour 

leurs effets bénéfiques sur la santé. Elles ont successivement été désignées comme étant GRAS 

Food and Drug Administration (FDA) 

» par l’Union Européenne. A la fin du XIXème siècle, 

Döderlein décrit pour la première fois un effet bénéfique sur la santé des bactéries lactiques en 

 



 

proposant que la production d’acide lactique par les bactéries lactiques vaginales inhibe la 

croissance des pathogènes. Le terme 

microorganismes qui, administrés en quantité adéquate, confèrent un effet 

Le tractus gastro

en inhibant la colonisation par des pathogènes, soit en renforçant la barrière épithéliale intestinale 

ou encore en modulant la rép

les Lactobacilli 

privilégié dans le domaine de la santé 

de LeBlanc et al. 2015)

chez différentes souches isolées du vin 

mesurée 

l’acide, l’éthanol et aux composés phénoliques laissent entrevoir

O. oeni 

fortes doses 

bactérie dans le tractus gastro

Oenococcus oeni

vin. C’est une bac

0,7 µm 

glucose par voie hétérofermentaire aboutit à la formation d’acide lactique, de CO

d’acide acétique et de molécules à quatre carbones issues de la voie des pentoses phosphates. Elle 

est microaérophile

température optimale de croissance se situe entre 

1993). Comme la majorité des bactéries lactiques, 

nutritionnelles. En milieu synthéti

bactérie croit lentement en comparaison aux autres bactéries lactiques avec un 

génération de 4h 

bactéries lactiques, 

Remize et al. 2006; Terrade and Mira de Orduña 2009)

secondaires, notamment la 

proposant que la production d’acide lactique par les bactéries lactiques vaginales inhibe la 

croissance des pathogènes. Le terme 

microorganismes qui, administrés en quantité adéquate, confèrent un effet 

Le tractus gastro-intestinal constitue le site d’action privilégié des probiotiques. Ils agissent soit 

en inhibant la colonisation par des pathogènes, soit en renforçant la barrière épithéliale intestinale 

ou encore en modulant la rép

Lactobacilli et Bifidobacteria 

privilégié dans le domaine de la santé 

de LeBlanc et al. 2015)

chez différentes souches isolées du vin 

mesurée in vitro de ces souches de 

l’acide, l’éthanol et aux composés phénoliques laissent entrevoir

 comme « probiotic

fortes doses de O. 

bactérie dans le tractus gastro

I.1.2.

Oenococcus oeni est une bactérie lactique d’intérêt œnologique 

. C’est une bac

µm de diamètre 

glucose par voie hétérofermentaire aboutit à la formation d’acide lactique, de CO

d’acide acétique et de molécules à quatre carbones issues de la voie des pentoses phosphates. Elle 

microaérophile

température optimale de croissance se situe entre 

. Comme la majorité des bactéries lactiques, 

nutritionnelles. En milieu synthéti

bactérie croit lentement en comparaison aux autres bactéries lactiques avec un 

génération de 4h 

bactéries lactiques, 

Remize et al. 2006; Terrade and Mira de Orduña 2009)

secondaires, notamment la 

proposant que la production d’acide lactique par les bactéries lactiques vaginales inhibe la 

croissance des pathogènes. Le terme 

microorganismes qui, administrés en quantité adéquate, confèrent un effet 

intestinal constitue le site d’action privilégié des probiotiques. Ils agissent soit 

en inhibant la colonisation par des pathogènes, soit en renforçant la barrière épithéliale intestinale 

ou encore en modulant la réponse immunitaire de l’hôte. Parmi les espèces dites «

Bifidobacteria 

privilégié dans le domaine de la santé 

de LeBlanc et al. 2015). Chez 

chez différentes souches isolées du vin 

de ces souches de 

l’acide, l’éthanol et aux composés phénoliques laissent entrevoir

probiotic-like

 oeni (3,5 x 10

bactérie dans le tractus gastro-intestinal reste toutefois à prouver.

 L’espèce I.1.2.

est une bactérie lactique d’intérêt œnologique 

. C’est une bactérie firmicute, non mobile, agencée en longue chaînette de coques 0,5 à 

de diamètre ayant un métabolisme 

glucose par voie hétérofermentaire aboutit à la formation d’acide lactique, de CO

d’acide acétique et de molécules à quatre carbones issues de la voie des pentoses phosphates. Elle 

microaérophile, anaérobie

température optimale de croissance se situe entre 

. Comme la majorité des bactéries lactiques, 

nutritionnelles. En milieu synthéti

bactérie croit lentement en comparaison aux autres bactéries lactiques avec un 

génération de 4h à 30°C (Garvie 1967a; Cavin et al. 1989)

bactéries lactiques, O. oeni est 

Remize et al. 2006; Terrade and Mira de Orduña 2009)

secondaires, notamment la dégradation du citrate

proposant que la production d’acide lactique par les bactéries lactiques vaginales inhibe la 

croissance des pathogènes. Le terme probiotique 

microorganismes qui, administrés en quantité adéquate, confèrent un effet 

intestinal constitue le site d’action privilégié des probiotiques. Ils agissent soit 

en inhibant la colonisation par des pathogènes, soit en renforçant la barrière épithéliale intestinale 

onse immunitaire de l’hôte. Parmi les espèces dites «

Bifidobacteria sont majoritaire

privilégié dans le domaine de la santé (Hiraya

 O. oeni, une 

chez différentes souches isolées du vin 

de ces souches de O. oeni

l’acide, l’éthanol et aux composés phénoliques laissent entrevoir

like » (Foligné et al. 2010)

(3,5 x 109 UFC), 

intestinal reste toutefois à prouver.

L’espèce O. oeni 

est une bactérie lactique d’intérêt œnologique 

térie firmicute, non mobile, agencée en longue chaînette de coques 0,5 à 

ayant un métabolisme 

glucose par voie hétérofermentaire aboutit à la formation d’acide lactique, de CO

d’acide acétique et de molécules à quatre carbones issues de la voie des pentoses phosphates. Elle 

anaérobie-facultative

température optimale de croissance se situe entre 

. Comme la majorité des bactéries lactiques, 

nutritionnelles. En milieu synthétique FT80m spécialement optimisé

bactérie croit lentement en comparaison aux autres bactéries lactiques avec un 

(Garvie 1967a; Cavin et al. 1989)

est auxotrophe

Remize et al. 2006; Terrade and Mira de Orduña 2009)

égradation du citrate
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proposant que la production d’acide lactique par les bactéries lactiques vaginales inhibe la 

probiotique 

microorganismes qui, administrés en quantité adéquate, confèrent un effet 

intestinal constitue le site d’action privilégié des probiotiques. Ils agissent soit 

en inhibant la colonisation par des pathogènes, soit en renforçant la barrière épithéliale intestinale 

onse immunitaire de l’hôte. Parmi les espèces dites «

sont majoritairement étudiée

(Hirayama and Rafter 2000; Arqués et al. 2015; de Moreno 

, une activité immunomodulatrice

chez différentes souches isolées du vin (Foligné et al. 2010)

oeni combinée à la tolérance naturelle de cette bactérie à 

l’acide, l’éthanol et aux composés phénoliques laissent entrevoir

(Foligné et al. 2010)

UFC), l’effet bénéfique sur la santé de l’implantation de la 

intestinal reste toutefois à prouver.

est une bactérie lactique d’intérêt œnologique 

térie firmicute, non mobile, agencée en longue chaînette de coques 0,5 à 

ayant un métabolisme hétérofermentaire

glucose par voie hétérofermentaire aboutit à la formation d’acide lactique, de CO

d’acide acétique et de molécules à quatre carbones issues de la voie des pentoses phosphates. Elle 

facultative et ne possède ni cat

température optimale de croissance se situe entre 20 et 30°C 

. Comme la majorité des bactéries lactiques, 

que FT80m spécialement optimisé

bactérie croit lentement en comparaison aux autres bactéries lactiques avec un 

(Garvie 1967a; Cavin et al. 1989)

auxotrophe pour de nombreux acides aminés 

Remize et al. 2006; Terrade and Mira de Orduña 2009)

égradation du citrate et la 

proposant que la production d’acide lactique par les bactéries lactiques vaginales inhibe la 

probiotique sera ensuite proposé pour désigner «

microorganismes qui, administrés en quantité adéquate, confèrent un effet 

intestinal constitue le site d’action privilégié des probiotiques. Ils agissent soit 

en inhibant la colonisation par des pathogènes, soit en renforçant la barrière épithéliale intestinale 

onse immunitaire de l’hôte. Parmi les espèces dites «

ment étudiées et constituent un axe de recherche 

ma and Rafter 2000; Arqués et al. 2015; de Moreno 

activité immunomodulatrice

(Foligné et al. 2010)

inée à la tolérance naturelle de cette bactérie à 

l’acide, l’éthanol et aux composés phénoliques laissent entrevoir

(Foligné et al. 2010). Malgré la tolérance par les souris de 

l’effet bénéfique sur la santé de l’implantation de la 
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métabolisme par Dicks et al. et d’autre part suite aux travaux de séquençage et de comparaison 

des ARN ribosomiaux 16S et 23S effectués par Morse et al. soulignant une forte divergence 

génétique de cette espèce par rapport à la branche des Leuconostocaece (Dicks et al. 1995; Morse 

et al. 1996).  

Oenococcus vient du grec oinos et kokkus signifiant littéralement « le coque du vin dans le vin » 

(Dicks et al. 1995). O. oeni appartient à l’ordre des Lactobacillales et à la famille des 

Leuconostocaceae (Figure 2) (Makarova et al. 2006). Elle fût longtemps l’unique espèce du genre 

Oenococcus, jusqu’à la mise en évidence récente de deux nouvelles espèces : Oenococcus 

kitaharae et Oenococcus alcoholitolerans. O. kitaharae est une bactérie lactique non-acidophile 

isolée à partir du Sōchū, une boisson alcoolisée japonaise issue de la fermentation de féculents 

par Saccharomyces cerevisiae et Aspergillus niger (Endo and Okada 2006; Borneman et al. 

2012). O. alcoholitolerans a été isolée de Cachaça, un alcool dérivé de canne à sucre produit au 

Brésil (Badotti et al. 2014). 

Les premiers travaux de séquençage des ARNr 16S des Leuconostocaceae ont mis en évidence 

une position phylogénétique des ARNr 16S de O. oeni exceptionnellement éloignée des autres 

Leuconostoc. Cette observation associée à la mise en évidence d’une modification de la 

composition de ces ARNr 16S au niveau de motifs conservés suggèrent que O. oeni est un 

organisme tachytélique c’est-à-dire à évolution rapide (Yang and Woese 1989). Cette hypothèse 

sera par la suite révoquée par des travaux de phylogénie comparative basée sur le séquençage du 

gène rpoC codant la sous-unité β’ de l’ARN polymérase ADN-dépendante (Morse et al. 1996). Si 

ces travaux confirme la distinction de O. oeni par rapport aux autres membres des 

Leuconostocaceae, il ne montre pas une évolution rapide du gène rpoC (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 O. oeni grâce à l’alignement des séquences des protéines 

ribosomales puis des quatre sous-unités de l’ARN polymérase ADN dépendante (Figure 2) 

(Makarova et al. 2006; Makarova and Koonin 2007). 
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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 système MMR chez 

O. oeni rendrait la bactérie hypermutable et provoquerait une augmentation de la fréquence des 

mutations spontanées lors de la réplication de l’ADN et un fort taux de transferts horizontaux de 

gènes (Marcobal et al. 2008). Cette hypermutabilité pourrait expliquer la forte variation 

génétique responsable du haut degré de polymorphisme observé parmi les différentes souches 

de O. oeni et rend difficile l’identification d’un ancêtre commun (Delaherche et al. 2006; de las 

Rivas et al. 2009a; Campbell-Sills et al. 2015).  

La comparaison de génomes de souches à potentiels œnologiques différents par la technique 

d’hybridation génomique soustractive (SH, genomic substractive hybridization) a, par la suite, été 

utilisée pour élucider les bases génétique des variations intra-spécifiques observées chez O. oeni 

et identifier de nouveaux gènes impliqués dans l’adaptation aux conditions vins. Six régions à 

haute plasticité génomique ont pu être identifiées. L’analyse de leur séquence n’a révélé aucune 

séquence spécifique aux souches hautement performantes (HP). Toutefois, huit gènes localisés 

dans les régions 2, 4 et 5 sont significativement retrouvées associées aux souches HP. Des motifs 

d’expression de gènes sont significativement modifiés chez les souches HP après exposition à 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 gènes 

par transferts horizontaux. Cette plasticité de génome observée chez O. oeni semble donc 

associée à sa capacité à acquérir de nouveaux gènes et pourrait être utilisée par la bactérie comme 

une stratégie d’adaptation à son environnement (Bon et al. 2009).  

Malgré une forte diversité génétique, les dernières analyses phylogénétiques menées chez O. oeni 

ont mis en évidence une domestication spécifique des souches issues du vin et du cidre et ont pu 

classer 50 souches de O. oeni en 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 Typing) basée la comparaison de huit gènes et 

l’életrophorèse en champ pulsé de profil de restriction par l’enzyme NotI (Bilhère et al. 2009). La 

diversité allélique de ces deux groupes, confirmée par une étude plus large sur 258 souches 

isolées de régions et de vins différents, suggère une évolution séparée de ces deux groupes de 

souches de O. oeni (Bridier et al. 2010). Les deux clusters A et B diffèrent également en terme de 
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réhabilitation comme bactéries positives grâce à la mise en évidence d’une seconde étape de 

fermentation du vin faisant suite à la FA durant laquelle le L-malate est décarboxylé en L-lactate.  

Malgré une grande diversité microbienne présente dans le moût de raisin, O. oeni prédomine et 

assure la FML. Quatre genres de bactéries lactiques ont été identifiés comme pouvant mener la 

FML : Lactobacillus, Leuconostoc, Oenococcus et Pediococcus. L’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 dodécanoïque ou acide 

décanoïque) aboutit à la sélection de l’espèce la mieux adaptée : O. oeni (Bartowsky and 

Borneman, 2011 ; Lonvaud-Funel, 1999). O. oeni représente la majorité des ferments 

malolactiques commercialisés et est l’espèce la plus communément utilisée pour effectuer la 

FML. 

Bien qu’universellement admis, le terme « fermentation » utilisé pour définir l’étape de 

dégradation de l’acide malique effectuée par O. oeni est impropre. En effet, une fermentation 

désigne une consommation de sucres fermentescibles en absence d’oxygène tandis que la 

consommation du L-malate correspond davantage à 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 l’étape de FML, O. oeni utilise son enzyme malolactique (codée par le gène mleA) ayant 

pour co-facteurs le NAD+ et le manganèse (Mn2+) pour décarboxyler l’acide-L(-)-malique, un 

diacide, en acide-L(+)-lactique, un monoacide (Figure 3). Pour 1 g d’acide malique dégradé, 

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

Selon l’espèce bactérienne, la dégradation de l’acide malique fait intervenir trois enzymes (i) la 

malate déshydrogénase (MDH) qui catalyse l’oxydation du malate en oxaloacétate, (ii) l’enzyme 

malique (EM) qui catalyse la décarboxylation oxydative du malate en pyruvate et (iii) l’enzyme 

malolactique (EML) qui catalyse la décarboxylation du L-malate en L-lactate. Seule l’enzyme 

malolactique, également appelée malate décarboxylase est 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 en dimère formé de deux sous-unités identiques de 60 à 70 kDa. Le rôle de ses deux 
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co-facteurs, indispensables à 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 

l’enzyme. 

L’étape de FML confère un avantage énergétique à la cellule. Pour une molécule de malate 

consommée, une molécule de lactate protonnée (LH) est extrusée (Figure 3) ce qui équivaut à 

l’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 l’énergie 

pour l’activation de la F1F0-ATPase produisant de l’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 l’intervention d’une perméase spécifique des 

formes anioniques de l’acide malique. Les travaux de Salema et al. décrivent un transport uniport 

du malate sous forme monoanionique associé à une diffusion passive de l’acide lactique avec le 

CO2 (Figure 3) (Salema et al. 1994). La présence du L-Lactate et D-Lactate inhibe 

l’accumulation du L-malate tandis que la présence du citrate provoque une fuite de L-malate 

laissant penser à un système d’échange entre le citrate et le malate. Le potentiel de membrane 

ainsi que le gradient de pH favorise l’accumulation du malate dans la cellule. Des travaux 

effectués au laboratoire ont montré que la diffusion passive du malate au 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 : Loubière et al. 

proposent un système de symport avec un proton H+ tandis 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 l’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 l’hypothèse du transporteur symportique plus plausible. 
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Figure 5 : Changements biochimiques intervenant lors de la FML et modifications métaboliques chez 
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flores levurienne et bactérienne d’altérations du vin sont donc inhibées ce qui limite la production 

microbienne du vin après la FML est également 

directement induite par l’abaissement du pH qui, d’une part, inhibe la croissance de nombreux 

actif dans le milieu. La production de 

lors de la FML est une option envisageable qui pourrait expliquer cet 

(Alexandre et al. 2008)

Modification de la couleur et de la saveur du vin 

ML la plus connue des 

vinificateurs. Une atténuation et une modification du rouge vif sont très souvent perçues après 

Synthèse bibliographique 

 
oeni (Bartowsky 

(1) étude de la réponse au stress de O. oeni 

Diminution de l’acidité totale et stabilité microbienne 

du vin de 0,2 à 0,5 unité 

de pH et contribue ainsi à la désacidification et l’assouplissement du vin. Cette désacification 

biologique du vin est en lien direct avec la teneur initiale des baies de raisin en acide malique 

). Outre cette désacidification du vin, la consommation de l’acide malique et d’éventuels 

ce qui confère 

. La croissance des 

flores levurienne et bactérienne d’altérations du vin sont donc inhibées ce qui limite la production 

microbienne du vin après la FML est également 

directement induite par l’abaissement du pH qui, d’une part, inhibe la croissance de nombreux 

actif dans le milieu. La production de 

lors de la FML est une option envisageable qui pourrait expliquer cet 

(Alexandre et al. 2008). 

ML la plus connue des 

vinificateurs. Une atténuation et une modification du rouge vif sont très souvent perçues après 

 

 



 

FML. Là encore, l’abaissement du pH joue un rôle important en modifiant l’équilibre 

anthocyanidique du vin. Mais il semble également que l

présentes chez 

N-acétyl

di-glucosidiques 

œnologie 

(Bartowsky and Borneman 2011)

Une modification de la saveur du vin

également notable après FML. Le terme d'

principalement dû à l’hydrolyse des tannins par 

L’activité ta

bactérienne 

Le vin est un mélange complexe de composés qui définissent son apparence, son arôme, sa 

flaveur et ses propriétés organoleptiques. Les composés aromatiques dérivés des baies de raisin 

apportent une empreinte variétale et donnent une structure de ba

Les changements dus aux métabolismes des levures et des bactéries intervenant lors de la 

vinifi cation vont, quant à eux, donner un caractère individuel au vin. L’impact de la FML sur le 

profil aromatique du vin a reçu une at

(Versari et al. 1999; Bartowsky 2005; Swiegers et al. 2005; Pozo

al. démontrent que la FML provoque des changements notables sur la composition du vin en 

composés volatiles, Sauvageot et Vivier concluent que c

être perçus par un panel de consommateurs 

est toutefois communément admis que la FML a un impact sensoriel sur le vin et ajoute de la 

complexité au produit fini. 

Ces modifications se révèlent principalement dépendantes de la souche bactérienne et du type de 

vin (cépage, origine géographique). Les bactéries

O. oeni, 

produisant de nombreux composés volatiles secondaires (acétate et éthyl

supérieurs, composés carbonylés et acides gras volatiles) contribuent à l’amélioration des 

FML. Là encore, l’abaissement du pH joue un rôle important en modifiant l’équilibre 

anthocyanidique du vin. Mais il semble également que l

présentes chez O. oeni

acétyl-β-glucosaminidase)

glucosidiques (Grimaldi et al. 2005b)

ologie de par leur capacité à libérer des composés aromatiques de leur squellette glycosylée 

(Bartowsky and Borneman 2011)

modification de la saveur du vin

également notable après FML. Le terme d'

principalement dû à l’hydrolyse des tannins par 

L’activité tannase des bactéries lactiques du vin est cependant variable selon la souche 

bactérienne (Matthews et al. 2004; Matthews et al. 2006)

Le vin est un mélange complexe de composés qui définissent son apparence, son arôme, sa 

flaveur et ses propriétés organoleptiques. Les composés aromatiques dérivés des baies de raisin 

apportent une empreinte variétale et donnent une structure de ba

Les changements dus aux métabolismes des levures et des bactéries intervenant lors de la 

cation vont, quant à eux, donner un caractère individuel au vin. L’impact de la FML sur le 

profil aromatique du vin a reçu une at

(Versari et al. 1999; Bartowsky 2005; Swiegers et al. 2005; Pozo

al. démontrent que la FML provoque des changements notables sur la composition du vin en 

composés volatiles, Sauvageot et Vivier concluent que c

être perçus par un panel de consommateurs 

est toutefois communément admis que la FML a un impact sensoriel sur le vin et ajoute de la 

complexité au produit fini. 

Ces modifications se révèlent principalement dépendantes de la souche bactérienne et du type de 

in (cépage, origine géographique). Les bactéries

, possèdent une gamme complète de voies métaboliques secondaires et d’enzymes qui, en 

produisant de nombreux composés volatiles secondaires (acétate et éthyl

supérieurs, composés carbonylés et acides gras volatiles) contribuent à l’amélioration des 

FML. Là encore, l’abaissement du pH joue un rôle important en modifiant l’équilibre 

anthocyanidique du vin. Mais il semble également que l

oeni (α- et β

glucosaminidase) soient responsables de l’hydrolyse des anthocyanes mono

(Grimaldi et al. 2005b)

leur capacité à libérer des composés aromatiques de leur squellette glycosylée 

(Bartowsky and Borneman 2011)

modification de la saveur du vin

également notable après FML. Le terme d'

principalement dû à l’hydrolyse des tannins par 

nnase des bactéries lactiques du vin est cependant variable selon la souche 

(Matthews et al. 2004; Matthews et al. 2006)

I.2.2.3.

Le vin est un mélange complexe de composés qui définissent son apparence, son arôme, sa 

flaveur et ses propriétés organoleptiques. Les composés aromatiques dérivés des baies de raisin 

apportent une empreinte variétale et donnent une structure de ba

Les changements dus aux métabolismes des levures et des bactéries intervenant lors de la 

cation vont, quant à eux, donner un caractère individuel au vin. L’impact de la FML sur le 

profil aromatique du vin a reçu une at

(Versari et al. 1999; Bartowsky 2005; Swiegers et al. 2005; Pozo

al. démontrent que la FML provoque des changements notables sur la composition du vin en 

composés volatiles, Sauvageot et Vivier concluent que c

être perçus par un panel de consommateurs 

est toutefois communément admis que la FML a un impact sensoriel sur le vin et ajoute de la 

complexité au produit fini.  

Ces modifications se révèlent principalement dépendantes de la souche bactérienne et du type de 

in (cépage, origine géographique). Les bactéries

une gamme complète de voies métaboliques secondaires et d’enzymes qui, en 

produisant de nombreux composés volatiles secondaires (acétate et éthyl

supérieurs, composés carbonylés et acides gras volatiles) contribuent à l’amélioration des 

FML. Là encore, l’abaissement du pH joue un rôle important en modifiant l’équilibre 

anthocyanidique du vin. Mais il semble également que l

β-glucosidase, 

soient responsables de l’hydrolyse des anthocyanes mono

(Grimaldi et al. 2005b)

leur capacité à libérer des composés aromatiques de leur squellette glycosylée 

(Bartowsky and Borneman 2011).  

modification de la saveur du vin

également notable après FML. Le terme d'

principalement dû à l’hydrolyse des tannins par 

nnase des bactéries lactiques du vin est cependant variable selon la souche 

(Matthews et al. 2004; Matthews et al. 2006)

 ImpactI.2.2.3.

Le vin est un mélange complexe de composés qui définissent son apparence, son arôme, sa 

flaveur et ses propriétés organoleptiques. Les composés aromatiques dérivés des baies de raisin 

apportent une empreinte variétale et donnent une structure de ba

Les changements dus aux métabolismes des levures et des bactéries intervenant lors de la 

cation vont, quant à eux, donner un caractère individuel au vin. L’impact de la FML sur le 

profil aromatique du vin a reçu une attention considérable au cours de ces vingt dernières années 

(Versari et al. 1999; Bartowsky 2005; Swiegers et al. 2005; Pozo

al. démontrent que la FML provoque des changements notables sur la composition du vin en 

composés volatiles, Sauvageot et Vivier concluent que c

être perçus par un panel de consommateurs 

est toutefois communément admis que la FML a un impact sensoriel sur le vin et ajoute de la 

Ces modifications se révèlent principalement dépendantes de la souche bactérienne et du type de 

in (cépage, origine géographique). Les bactéries

une gamme complète de voies métaboliques secondaires et d’enzymes qui, en 

produisant de nombreux composés volatiles secondaires (acétate et éthyl

supérieurs, composés carbonylés et acides gras volatiles) contribuent à l’amélioration des 
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FML. Là encore, l’abaissement du pH joue un rôle important en modifiant l’équilibre 

anthocyanidique du vin. Mais il semble également que l

glucosidase, β-xylosidase, 

soient responsables de l’hydrolyse des anthocyanes mono

(Grimaldi et al. 2005b). Ces enzymes représentent un véritable intérêt en 

leur capacité à libérer des composés aromatiques de leur squellette glycosylée 

modification de la saveur du vin, c’est-à-dire de la perception du vin en bouche est 

également notable après FML. Le terme d' « assouplissement du vin

principalement dû à l’hydrolyse des tannins par les 

nnase des bactéries lactiques du vin est cependant variable selon la souche 

(Matthews et al. 2004; Matthews et al. 2006)

Impact de la FML 

Le vin est un mélange complexe de composés qui définissent son apparence, son arôme, sa 

flaveur et ses propriétés organoleptiques. Les composés aromatiques dérivés des baies de raisin 

apportent une empreinte variétale et donnent une structure de ba

Les changements dus aux métabolismes des levures et des bactéries intervenant lors de la 

cation vont, quant à eux, donner un caractère individuel au vin. L’impact de la FML sur le 

tention considérable au cours de ces vingt dernières années 

(Versari et al. 1999; Bartowsky 2005; Swiegers et al. 2005; Pozo

al. démontrent que la FML provoque des changements notables sur la composition du vin en 

composés volatiles, Sauvageot et Vivier concluent que c

être perçus par un panel de consommateurs (Sauvageot and Vi

est toutefois communément admis que la FML a un impact sensoriel sur le vin et ajoute de la 

Ces modifications se révèlent principalement dépendantes de la souche bactérienne et du type de 

in (cépage, origine géographique). Les bactéries 

une gamme complète de voies métaboliques secondaires et d’enzymes qui, en 

produisant de nombreux composés volatiles secondaires (acétate et éthyl

supérieurs, composés carbonylés et acides gras volatiles) contribuent à l’amélioration des 

FML. Là encore, l’abaissement du pH joue un rôle important en modifiant l’équilibre 

anthocyanidique du vin. Mais il semble également que les nombreuses 

xylosidase, α-rhamosidase 

soient responsables de l’hydrolyse des anthocyanes mono

Ces enzymes représentent un véritable intérêt en 

leur capacité à libérer des composés aromatiques de leur squellette glycosylée 

dire de la perception du vin en bouche est 

assouplissement du vin

les tannases et diminue l’astringence du vin. 

nnase des bactéries lactiques du vin est cependant variable selon la souche 

(Matthews et al. 2004; Matthews et al. 2006). 

e la FML sur le profil aromatique

Le vin est un mélange complexe de composés qui définissent son apparence, son arôme, sa 

flaveur et ses propriétés organoleptiques. Les composés aromatiques dérivés des baies de raisin 

apportent une empreinte variétale et donnent une structure de ba

Les changements dus aux métabolismes des levures et des bactéries intervenant lors de la 

cation vont, quant à eux, donner un caractère individuel au vin. L’impact de la FML sur le 

tention considérable au cours de ces vingt dernières années 

(Versari et al. 1999; Bartowsky 2005; Swiegers et al. 2005; Pozo

al. démontrent que la FML provoque des changements notables sur la composition du vin en 

composés volatiles, Sauvageot et Vivier concluent que ces changements sont trop faibles pour 

(Sauvageot and Vivier 1997; Maicas et al. 1999)

est toutefois communément admis que la FML a un impact sensoriel sur le vin et ajoute de la 

Ces modifications se révèlent principalement dépendantes de la souche bactérienne et du type de 

 lactiques du vin, et plus particulièrement 

une gamme complète de voies métaboliques secondaires et d’enzymes qui, en 

produisant de nombreux composés volatiles secondaires (acétate et éthyl

supérieurs, composés carbonylés et acides gras volatiles) contribuent à l’amélioration des 

Synthèse bibliographique

FML. Là encore, l’abaissement du pH joue un rôle important en modifiant l’équilibre 

es nombreuses activités glycosidasiques

rhamosidase α

soient responsables de l’hydrolyse des anthocyanes mono

Ces enzymes représentent un véritable intérêt en 

leur capacité à libérer des composés aromatiques de leur squellette glycosylée 

dire de la perception du vin en bouche est 

assouplissement du vin » est souvent utilisé. Il est 

et diminue l’astringence du vin. 

nnase des bactéries lactiques du vin est cependant variable selon la souche 

sur le profil aromatique

Le vin est un mélange complexe de composés qui définissent son apparence, son arôme, sa 

flaveur et ses propriétés organoleptiques. Les composés aromatiques dérivés des baies de raisin 

apportent une empreinte variétale et donnent une structure de base au profil aromatique du vin. 

Les changements dus aux métabolismes des levures et des bactéries intervenant lors de la 

cation vont, quant à eux, donner un caractère individuel au vin. L’impact de la FML sur le 

tention considérable au cours de ces vingt dernières années 

(Versari et al. 1999; Bartowsky 2005; Swiegers et al. 2005; Pozo-Bayón et al. 2005)

al. démontrent que la FML provoque des changements notables sur la composition du vin en 

es changements sont trop faibles pour 

vier 1997; Maicas et al. 1999)

est toutefois communément admis que la FML a un impact sensoriel sur le vin et ajoute de la 

Ces modifications se révèlent principalement dépendantes de la souche bactérienne et du type de 

lactiques du vin, et plus particulièrement 

une gamme complète de voies métaboliques secondaires et d’enzymes qui, en 

produisant de nombreux composés volatiles secondaires (acétate et éthyl

supérieurs, composés carbonylés et acides gras volatiles) contribuent à l’amélioration des 

Synthèse bibliographique

FML. Là encore, l’abaissement du pH joue un rôle important en modifiant l’équilibre 

activités glycosidasiques

α-arabinofuranosidase, 

soient responsables de l’hydrolyse des anthocyanes mono

Ces enzymes représentent un véritable intérêt en 

leur capacité à libérer des composés aromatiques de leur squellette glycosylée 

dire de la perception du vin en bouche est 

» est souvent utilisé. Il est 

et diminue l’astringence du vin. 

nnase des bactéries lactiques du vin est cependant variable selon la souche 

sur le profil aromatique du vin 

Le vin est un mélange complexe de composés qui définissent son apparence, son arôme, sa 

flaveur et ses propriétés organoleptiques. Les composés aromatiques dérivés des baies de raisin 

se au profil aromatique du vin. 

Les changements dus aux métabolismes des levures et des bactéries intervenant lors de la 

cation vont, quant à eux, donner un caractère individuel au vin. L’impact de la FML sur le 

tention considérable au cours de ces vingt dernières années 

Bayón et al. 2005). Si Maicas et 

al. démontrent que la FML provoque des changements notables sur la composition du vin en 

es changements sont trop faibles pour 

vier 1997; Maicas et al. 1999)

est toutefois communément admis que la FML a un impact sensoriel sur le vin et ajoute de la 

Ces modifications se révèlent principalement dépendantes de la souche bactérienne et du type de 

lactiques du vin, et plus particulièrement 

une gamme complète de voies métaboliques secondaires et d’enzymes qui, en 

produisant de nombreux composés volatiles secondaires (acétate et éthyle d’esters, alcools 

supérieurs, composés carbonylés et acides gras volatiles) contribuent à l’amélioration des 

Synthèse bibliographique 

FML. Là encore, l’abaissement du pH joue un rôle important en modifiant l’équilibre 

activités glycosidasiques 

arabinofuranosidase, 

soient responsables de l’hydrolyse des anthocyanes mono- ou 

Ces enzymes représentent un véritable intérêt en 

leur capacité à libérer des composés aromatiques de leur squellette glycosylée 

dire de la perception du vin en bouche est 

» est souvent utilisé. Il est 

et diminue l’astringence du vin. 

nnase des bactéries lactiques du vin est cependant variable selon la souche 

Le vin est un mélange complexe de composés qui définissent son apparence, son arôme, sa 

flaveur et ses propriétés organoleptiques. Les composés aromatiques dérivés des baies de raisin 

se au profil aromatique du vin. 

Les changements dus aux métabolismes des levures et des bactéries intervenant lors de la 

cation vont, quant à eux, donner un caractère individuel au vin. L’impact de la FML sur le 

tention considérable au cours de ces vingt dernières années 

. Si Maicas et 

al. démontrent que la FML provoque des changements notables sur la composition du vin en 

es changements sont trop faibles pour 

vier 1997; Maicas et al. 1999). Il 

est toutefois communément admis que la FML a un impact sensoriel sur le vin et ajoute de la 

Ces modifications se révèlent principalement dépendantes de la souche bactérienne et du type de 

lactiques du vin, et plus particulièrement 

une gamme complète de voies métaboliques secondaires et d’enzymes qui, en 

e d’esters, alcools 

supérieurs, composés carbonylés et acides gras volatiles) contribuent à l’amélioration des 

 



 

propriétés organoleptiques du vin 

caractérisation des gènes de bactéries lactiques d’intérêt aromatique s’imposent d’un point de vue 

fondamental et ouvrent des perspectives d’application biotechnologique utilisant les bactéries 

lactiques. L’assemblage du puzzle qui é

permettra de comprendre comment 

Le diacétyle

disponibilité du génome de la souche PSU

leur impact potentiel sur l’arôme du vin reste

citE et ackA 

responsable de la note beurrée dans les vins, n’ont été que partiellement caractérisés 

al. 1996; Olguín et al. 2009; Olguín et al. 2010)

apportant une complexité aromatique désirée lorsqu’il est présent à une teneur inférieure à 

5 mg.l-1. Au

souches produisant de faibles quantités de diacétyle révèlent un réel i

gènes ayant un impact aromatique lors de la FML, cet opéron reste le seul à avoir été cloné et 

caractérisé. Il est formé de deux gènes dont l’expression est constitutive. Le gène 

α-acétolactate synthase

alsD code une 

en acétoïne (

décarboxylation non enzymatique

produits de l’opéron 

propriétés organoleptiques du vin 

caractérisation des gènes de bactéries lactiques d’intérêt aromatique s’imposent d’un point de vue 

fondamental et ouvrent des perspectives d’application biotechnologique utilisant les bactéries 

lactiques. L’assemblage du puzzle qui é

permettra de comprendre comment 

diacétyle est l’arôme le plus important produit par 

disponibilité du génome de la souche PSU

leur impact potentiel sur l’arôme du vin reste

citE et ackA décrits comme étant responsable

responsable de la note beurrée dans les vins, n’ont été que partiellement caractérisés 

al. 1996; Olguín et al. 2009; Olguín et al. 2010)

tant une complexité aromatique désirée lorsqu’il est présent à une teneur inférieure à 

. Au-delà de 7 mg.l

souches produisant de faibles quantités de diacétyle révèlent un réel i

gènes ayant un impact aromatique lors de la FML, cet opéron reste le seul à avoir été cloné et 

caractérisé. Il est formé de deux gènes dont l’expression est constitutive. Le gène 

acétolactate synthase

code une α-acétolactate décarboxylase

en acétoïne (Figure 

décarboxylation non enzymatique

produits de l’opéron 

propriétés organoleptiques du vin 

caractérisation des gènes de bactéries lactiques d’intérêt aromatique s’imposent d’un point de vue 

fondamental et ouvrent des perspectives d’application biotechnologique utilisant les bactéries 

lactiques. L’assemblage du puzzle qui é

permettra de comprendre comment 

est l’arôme le plus important produit par 

disponibilité du génome de la souche PSU

leur impact potentiel sur l’arôme du vin reste

décrits comme étant responsable

responsable de la note beurrée dans les vins, n’ont été que partiellement caractérisés 

al. 1996; Olguín et al. 2009; Olguín et al. 2010)

tant une complexité aromatique désirée lorsqu’il est présent à une teneur inférieure à 

delà de 7 mg.l-1, son caractère dominant devient indésirable. Ainsi, la sélection de 

souches produisant de faibles quantités de diacétyle révèlent un réel i

gènes ayant un impact aromatique lors de la FML, cet opéron reste le seul à avoir été cloné et 

caractérisé. Il est formé de deux gènes dont l’expression est constitutive. Le gène 

acétolactate synthase qui catalyse la synthèse de l’

acétolactate décarboxylase

Figure 6). Le diacétyle dérive du métabolisme de l’acide citrique et provient d’une 

décarboxylation non enzymatique

produits de l’opéron alsSD (Figure 

propriétés organoleptiques du vin (Siebert et al. 2005; Bartowsky 2005)

caractérisation des gènes de bactéries lactiques d’intérêt aromatique s’imposent d’un point de vue 

fondamental et ouvrent des perspectives d’application biotechnologique utilisant les bactéries 

lactiques. L’assemblage du puzzle qui é

permettra de comprendre comment O. oeni

I.2.2.3.a.

est l’arôme le plus important produit par 

disponibilité du génome de la souche PSU

leur impact potentiel sur l’arôme du vin reste

décrits comme étant responsable

responsable de la note beurrée dans les vins, n’ont été que partiellement caractérisés 

al. 1996; Olguín et al. 2009; Olguín et al. 2010)

tant une complexité aromatique désirée lorsqu’il est présent à une teneur inférieure à 

, son caractère dominant devient indésirable. Ainsi, la sélection de 

souches produisant de faibles quantités de diacétyle révèlent un réel i

gènes ayant un impact aromatique lors de la FML, cet opéron reste le seul à avoir été cloné et 

caractérisé. Il est formé de deux gènes dont l’expression est constitutive. Le gène 

qui catalyse la synthèse de l’

acétolactate décarboxylase

). Le diacétyle dérive du métabolisme de l’acide citrique et provient d’une 

décarboxylation non enzymatique de l’

Figure 6) (Ramos et al. 1995)
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(Siebert et al. 2005; Bartowsky 2005)

caractérisation des gènes de bactéries lactiques d’intérêt aromatique s’imposent d’un point de vue 

fondamental et ouvrent des perspectives d’application biotechnologique utilisant les bactéries 

lactiques. L’assemblage du puzzle qui établira les liens entre le phénotype et le génotype 

oeni influe sur la composition du vin

 Métabolisme du citrateI.2.2.3.a.

est l’arôme le plus important produit par 

disponibilité du génome de la souche PSU-1 annoté et séquencé, la connaissance des gènes et de 

leur impact potentiel sur l’arôme du vin reste limitée

décrits comme étant responsables de la production du diacétyle, molécule volatile 

responsable de la note beurrée dans les vins, n’ont été que partiellement caractérisés 

al. 1996; Olguín et al. 2009; Olguín et al. 2010). Le diacétyle est une molécule dicétonique 

tant une complexité aromatique désirée lorsqu’il est présent à une teneur inférieure à 

, son caractère dominant devient indésirable. Ainsi, la sélection de 

souches produisant de faibles quantités de diacétyle révèlent un réel i

gènes ayant un impact aromatique lors de la FML, cet opéron reste le seul à avoir été cloné et 

caractérisé. Il est formé de deux gènes dont l’expression est constitutive. Le gène 

qui catalyse la synthèse de l’

acétolactate décarboxylase qui catalyse la décarboxylation de l’
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Figure 6 : Principales voies du métabolisme du citrate aboutissant à la formation du diacétyle 
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Les acétates d’alcools supérieurs sont des esters formés à partir de l’acide acétique et d’alcools 

supérieurs correspondant aux alcools ayant un nombre de carbone plus élevé que l’éthanol (>2C). 

Les esters éthyliques d’acides gras sont dérivés des acides gras butyriques, hexanoïques, 

octanoïques et décanoïques. Plus leur chaîne carbonée est longue, plus les notes tendent vers des 

odeurs savonneuses dites « stéariques ». Cependant les esters éthyliques d’acides gras à chaînes 

carbonées plus longues (>10C), trop gras, ne participent pas à l’arôme 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 à la FML comprenant des 

molécules d’intérêt aromatique telles que l’acétate d’éthyle, l’hexanoate d’éthyle, le lactate 

d’éthyle et l’octanoate d’éthyle (de Revel et al. 1999; Delaquis et al. 2000a; Gámbaro et al. 

2001). L’acétate d’éthyle, formé à partir de l’éthanol et de l’acide acétique est quantitativement 

l’ester le plus important retrouvé dans le vin. Il participe à l’arôme fruité des vins jeunes lorsqu’il 

est présent entre 50-80 mg.ml-1. Au-delà de 200 mg.ml-1, le consommateur détecte des odeurs 

désagréables de type solvant (Swiegers et al. 2005). Le lactate d’éthyle ou 2-hydroxypropanoate 

d’éthyle est l’ester produit en plus grande quantité lors de la FML. Sa production, couplée à la 

formation d’acide lactique lors de la FML, dépend de l’activité malolactique de la souche de 

O. 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 l’assouplissement du vin par la FML.  

La plupart des esters sont retrouvés à l’état de trace dans le produit fini à des concentrations 

inférieures au seuil de détection. Cependant, bien qu’ils soient présents en faible quantité dans le 

vin, les esters participent à la complexité aromatique du vin. Un changement mineur de 

concentration peut avoir un impact dramatique sur l’arôme du vin. Le profil aromatique du vin 

associé aux esters dépend non seulement des esters impliqués mais aussi des composés libérés 

par l’action des estérases, les acides gras et les alcools supérieurs (Sumby et al. 2010). Ainsi, 

l’activité estérolytique des bactéries lactiques, capable d’augmenter ou de diminuer la quantité 

d’esters présents dans le vin, influence la qualité aromatique perçue par le consommateur et reçoit 

depuis le début des années 2000 une attention croissante.  
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Tableau 1 : Récapitulatif des principaux esters identifiés dans le vin
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Acétate d’isoamyle

Acétate de 2-phényl
éthyle 

Acétate d’hexyle 

Butanaote d’éthyle
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Descripteurs aromatiques

Fruité (jusqu’à 100 mg.l
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phényl-
Floral, rose

Fruité 
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Hexanoate d’éthyle Fraise, pomme verte, anis

Octanoate d’éthyle Fruité, fruits mûrs, pomme verte

Décanoate d’éthyle Fruité (baies), 

Lacté, savon, beurré

Sucinnate de diéthyle Fruité, ferment, floral

Hydroxybutanoate 
Caramel 
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Synthèse bibliographique
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Synthèse bibliographique
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Seuil de détection aromatique 
dans le vin (mg.l

A, 60, 12,27W 

B 

0,03A-0,16W 

 

0,002-0,48 ; 0,67/2,4W 

0,001 ; 0,02 ; 0,4B 

0,005A ; 0,08W ; 0,85W 

0,005S ; 0,005A ; 0,012 ; 0,58

S ; 0,012 ; 0,51W 

0,05-0,2 ; 150W 

 

 

: 11% v/v éthanol, 7 g.l-1 glycérol, 5 g.l

Synthèse bibliographique 
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Bien que de nombreuses études se soient focalisées sur l’activité estérase des levures 

al. 2006; Lilly et al. 2006)

pendant la FML reste un domaine peu exploré. La majorité des este

la FA par les levures, les bactéries lactiques prennent ensuite le relais et sont capables de moduler 

le pool d’esters déjà présents 

sur les estérases de bactéries lactiques ont été menées sur des souche

(Fernández et al. 2000; Fenster et al. 2003b; Esteban

d’ores et déjà reporté la présence d’une activité estérase chez

d’intérêt œnologique

1988a; Matthews et al. 2004; Matthews et al. 2007; Sumby et al. 2009)

menées jusqu’à présent sont principalement basées sur l’étude de profil des esters de souches 

œnologiques en milieu vin ou sur l’étude 

chez E. coli 

essentiellement montré que ceux

pour la fermentation malolactique du vin étudié. 

Les estérases sont capables de catalyser la réaction d’hydrolyse et de synthèse des esters. Ces 

enzymes appartiennent à la famille V des enzymes bactériennes lipolytiques 

1999). Elles présentent communément une triade catalytique compos

Asp/Glu [SHD/E] et d’un motif structural nucléophile de type Gly, X, Ser, X, Gly [GXSXG] 

avec X désignant un acide aminé variable et S désignant le résidu Sérine actif 

Sumby et al. 2010)

à 85 kDa. Son mécanisme d’action supposé consiste en la fixation

substrat par le résidu sér

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

A l’heure actuelle, quatre gènes codant des estérases ont été décrits chez la souche 
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sur les estérases de bactéries lactiques ont été menées sur des souche

(Fernández et al. 2000; Fenster et al. 2003b; Esteban

d’ores et déjà reporté la présence d’une activité estérase chez

d’intérêt œnologique : Lactobacillus, Pediococcus 

1988a; Matthews et al. 2004; Matthews et al. 2007; Sumby et al. 2009)

menées jusqu’à présent sont principalement basées sur l’étude de profil des esters de souches 

œnologiques en milieu vin ou sur l’étude 

puis purifiées. L’étude 

essentiellement montré que ceux

pour la fermentation malolactique du vin étudié. 

Les estérases sont capables de catalyser la réaction d’hydrolyse et de synthèse des esters. Ces 

enzymes appartiennent à la famille V des enzymes bactériennes lipolytiques 

. Elles présentent communément une triade catalytique compos

Asp/Glu [SHD/E] et d’un motif structural nucléophile de type Gly, X, Ser, X, Gly [GXSXG] 

avec X désignant un acide aminé variable et S désignant le résidu Sérine actif 

. Ces enzymes peuvent agir en monomères ou en oligomères allant de 25 kDa 

à 85 kDa. Son mécanisme d’action supposé consiste en la fixation

trat par le résidu sérine actif.

: Réactions de synthèse et d’hydrolyse des esters catalysées par les estérases.

A l’heure actuelle, quatre gènes codant des estérases ont été décrits chez la souche 

Ooeni28 commercialisée par Lallemand

Bien que de nombreuses études se soient focalisées sur l’activité estérase des levures 

, l’activité estérase des bactéries lactiques d’intérêt œnologique

pendant la FML reste un domaine peu exploré. La majorité des este

la FA par les levures, les bactéries lactiques prennent ensuite le relais et sont capables de moduler 

(Bartowsky 2005; Pozo

sur les estérases de bactéries lactiques ont été menées sur des souche

(Fernández et al. 2000; Fenster et al. 2003b; Esteban

d’ores et déjà reporté la présence d’une activité estérase chez

tobacillus, Pediococcus 

1988a; Matthews et al. 2004; Matthews et al. 2007; Sumby et al. 2009)

menées jusqu’à présent sont principalement basées sur l’étude de profil des esters de souches 

œnologiques en milieu vin ou sur l’étude 

puis purifiées. L’étude des profils aromatiques de souches œnologiques a 

essentiellement montré que ceux-ci variaient en fonction du genre et même de la souche utilisée 

pour la fermentation malolactique du vin étudié. 

Les estérases sont capables de catalyser la réaction d’hydrolyse et de synthèse des esters. Ces 

enzymes appartiennent à la famille V des enzymes bactériennes lipolytiques 

. Elles présentent communément une triade catalytique compos

Asp/Glu [SHD/E] et d’un motif structural nucléophile de type Gly, X, Ser, X, Gly [GXSXG] 

avec X désignant un acide aminé variable et S désignant le résidu Sérine actif 

. Ces enzymes peuvent agir en monomères ou en oligomères allant de 25 kDa 

à 85 kDa. Son mécanisme d’action supposé consiste en la fixation

ine actif. 

: Réactions de synthèse et d’hydrolyse des esters catalysées par les estérases.

A l’heure actuelle, quatre gènes codant des estérases ont été décrits chez la souche 

Ooeni28 commercialisée par Lallemand (nuovi Ceppi Oo2): 
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Bien que de nombreuses études se soient focalisées sur l’activité estérase des levures 

activité estérase des bactéries lactiques d’intérêt œnologique

pendant la FML reste un domaine peu exploré. La majorité des este

la FA par les levures, les bactéries lactiques prennent ensuite le relais et sont capables de moduler 

(Bartowsky 2005; Pozo

sur les estérases de bactéries lactiques ont été menées sur des souche

(Fernández et al. 2000; Fenster et al. 2003b; Esteban

d’ores et déjà reporté la présence d’une activité estérase chez

tobacillus, Pediococcus et 

1988a; Matthews et al. 2004; Matthews et al. 2007; Sumby et al. 2009)

menées jusqu’à présent sont principalement basées sur l’étude de profil des esters de souches 

œnologiques en milieu vin ou sur l’étude in vitro d’estérases de bactéries lactiques surexprimées 

des profils aromatiques de souches œnologiques a 

ci variaient en fonction du genre et même de la souche utilisée 

pour la fermentation malolactique du vin étudié.  

Les estérases sont capables de catalyser la réaction d’hydrolyse et de synthèse des esters. Ces 

enzymes appartiennent à la famille V des enzymes bactériennes lipolytiques 

. Elles présentent communément une triade catalytique compos

Asp/Glu [SHD/E] et d’un motif structural nucléophile de type Gly, X, Ser, X, Gly [GXSXG] 

avec X désignant un acide aminé variable et S désignant le résidu Sérine actif 

. Ces enzymes peuvent agir en monomères ou en oligomères allant de 25 kDa 

à 85 kDa. Son mécanisme d’action supposé consiste en la fixation

: Réactions de synthèse et d’hydrolyse des esters catalysées par les estérases.

A l’heure actuelle, quatre gènes codant des estérases ont été décrits chez la souche 

(nuovi Ceppi Oo2): 

Bien que de nombreuses études se soient focalisées sur l’activité estérase des levures 

activité estérase des bactéries lactiques d’intérêt œnologique

pendant la FML reste un domaine peu exploré. La majorité des este

la FA par les levures, les bactéries lactiques prennent ensuite le relais et sont capables de moduler 

(Bartowsky 2005; Pozo-Bayón et al. 2005)

sur les estérases de bactéries lactiques ont été menées sur des souche

(Fernández et al. 2000; Fenster et al. 2003b; Esteban-Torres et al. 2014)

d’ores et déjà reporté la présence d’une activité estérase chez des souches de

et Oenococcus

1988a; Matthews et al. 2004; Matthews et al. 2007; Sumby et al. 2009)

menées jusqu’à présent sont principalement basées sur l’étude de profil des esters de souches 

d’estérases de bactéries lactiques surexprimées 

des profils aromatiques de souches œnologiques a 

ci variaient en fonction du genre et même de la souche utilisée 

Les estérases sont capables de catalyser la réaction d’hydrolyse et de synthèse des esters. Ces 

enzymes appartiennent à la famille V des enzymes bactériennes lipolytiques 

. Elles présentent communément une triade catalytique compos

Asp/Glu [SHD/E] et d’un motif structural nucléophile de type Gly, X, Ser, X, Gly [GXSXG] 

avec X désignant un acide aminé variable et S désignant le résidu Sérine actif 

. Ces enzymes peuvent agir en monomères ou en oligomères allant de 25 kDa 

à 85 kDa. Son mécanisme d’action supposé consiste en la fixation

: Réactions de synthèse et d’hydrolyse des esters catalysées par les estérases.

A l’heure actuelle, quatre gènes codant des estérases ont été décrits chez la souche 

(nuovi Ceppi Oo2): estA2, estA7, estB 

Synthèse bibliographique

Bien que de nombreuses études se soient focalisées sur l’activité estérase des levures 

activité estérase des bactéries lactiques d’intérêt œnologique

pendant la FML reste un domaine peu exploré. La majorité des esters du vin est produite pendant 

la FA par les levures, les bactéries lactiques prennent ensuite le relais et sont capables de moduler 

Bayón et al. 2005). Les principales études 

sur les estérases de bactéries lactiques ont été menées sur des souches issues de l’industrie laitière 

Torres et al. 2014). Quelques auteurs ont 

des souches de

Oenococcus isolées du vin 

1988a; Matthews et al. 2004; Matthews et al. 2007; Sumby et al. 2009). Cependant les recherches 

menées jusqu’à présent sont principalement basées sur l’étude de profil des esters de souches 

d’estérases de bactéries lactiques surexprimées 

des profils aromatiques de souches œnologiques a 

ci variaient en fonction du genre et même de la souche utilisée 

Les estérases sont capables de catalyser la réaction d’hydrolyse et de synthèse des esters. Ces 

enzymes appartiennent à la famille V des enzymes bactériennes lipolytiques 

. Elles présentent communément une triade catalytique composée des résidus Ser, His et 

Asp/Glu [SHD/E] et d’un motif structural nucléophile de type Gly, X, Ser, X, Gly [GXSXG] 

avec X désignant un acide aminé variable et S désignant le résidu Sérine actif 

. Ces enzymes peuvent agir en monomères ou en oligomères allant de 25 kDa 

à 85 kDa. Son mécanisme d’action supposé consiste en la fixation et l’attaque nucléophile du 

: Réactions de synthèse et d’hydrolyse des esters catalysées par les estérases. 

A l’heure actuelle, quatre gènes codant des estérases ont été décrits chez la souche 

estA2, estA7, estB 

Synthèse bibliographique

Bien que de nombreuses études se soient focalisées sur l’activité estérase des levures (Saerens et 

activité estérase des bactéries lactiques d’intérêt œnologique

rs du vin est produite pendant 

la FA par les levures, les bactéries lactiques prennent ensuite le relais et sont capables de moduler 

. Les principales études 

s issues de l’industrie laitière 

. Quelques auteurs ont 

des souches de bactéries lactiques 

isolées du vin (Davis et al. 

. Cependant les recherches 

menées jusqu’à présent sont principalement basées sur l’étude de profil des esters de souches 

d’estérases de bactéries lactiques surexprimées 

des profils aromatiques de souches œnologiques a 

ci variaient en fonction du genre et même de la souche utilisée 

Les estérases sont capables de catalyser la réaction d’hydrolyse et de synthèse des esters. Ces 

enzymes appartiennent à la famille V des enzymes bactériennes lipolytiques (Arpigny and Jaeger 

ée des résidus Ser, His et 

Asp/Glu [SHD/E] et d’un motif structural nucléophile de type Gly, X, Ser, X, Gly [GXSXG] 

avec X désignant un acide aminé variable et S désignant le résidu Sérine actif (Cygler et al. 1993; 

. Ces enzymes peuvent agir en monomères ou en oligomères allant de 25 kDa 

et l’attaque nucléophile du 

A l’heure actuelle, quatre gènes codant des estérases ont été décrits chez la souche 

estA2, estA7, estB et estC. 

Synthèse bibliographique 

(Saerens et 

activité estérase des bactéries lactiques d’intérêt œnologique 

rs du vin est produite pendant 

la FA par les levures, les bactéries lactiques prennent ensuite le relais et sont capables de moduler 

. Les principales études 

s issues de l’industrie laitière 

. Quelques auteurs ont 

bactéries lactiques 

(Davis et al. 

. Cependant les recherches 

menées jusqu’à présent sont principalement basées sur l’étude de profil des esters de souches 

d’estérases de bactéries lactiques surexprimées 

des profils aromatiques de souches œnologiques a 

ci variaient en fonction du genre et même de la souche utilisée 

Les estérases sont capables de catalyser la réaction d’hydrolyse et de synthèse des esters. Ces 

(Arpigny and Jaeger 

ée des résidus Ser, His et 

Asp/Glu [SHD/E] et d’un motif structural nucléophile de type Gly, X, Ser, X, Gly [GXSXG] 

(Cygler et al. 1993; 

. Ces enzymes peuvent agir en monomères ou en oligomères allant de 25 kDa 

et l’attaque nucléophile du 

 

A l’heure actuelle, quatre gènes codant des estérases ont été décrits chez la souche O. oeni 

. Pour trois 

 



 

d’entre elles, EstA2, EstB et EstC, la plupart des études ont été menées 

des gènes chez 

Sumby 2013)

synthétiques à chaîne courte (C2

pH5-5.5 et 8

enzymatique soit modulée par le pH, l’éthanol et la température, ces deux esté

une activité estérase partielle en conditions vin c’est

(13%) (Sumby et al. 2009; Sumby et al. 2012a)

des esters (réaction inverse, 

évidence sur substrats naturels 

observations faites sur le vin concernant la capacité des bactéries lactiques à moduler le pool 

d’esters présents après FA 

cette dualité en milieu vin n’a pas encore été élucidé. Les difficultés de manipulation génétique 

de O. oeni

œnologique et de comp

la FML. Aucun lien entre le niveau d’expression de ses estérases et leur impact sur le profil 

aromatique n’a été établi. En outre, les difficultés rencontrées lors de la purification

EstA7, du fait de son instabilité 

(Sumby et al. 2012b)

des conditions œnologiques, le développement d’outil

compte du rôle de ces gènes 

D’autres enzymes produites par les bactéries lactiques d’intérêt œnologique, ont le potentiel de 

modifier le profil aromatique du vin

intéressés à ces enzymes à fort potentiel œnologique produites par 

tannases, les lipases et protéases 

2005b; Matthews et al. 2006; Michlmayr et al. 2010; Michlmayr et al. 2012; Michlmayr and 

Kneifel 2013)

volatiles à partir de précurseurs glycosylés. Les 

œnologiques les plus étudiées après les estérases. Ces enzymes sont capables de libérer des 

composés aromatiques aliphatiques, terpènoïques et norisoprénoïques 

d’entre elles, EstA2, EstB et EstC, la plupart des études ont été menées 

des gènes chez E. coli

Sumby 2013). Ainsi les estérases 

thétiques à chaîne courte (C2

5.5 et 8-10% d’éthanol pour EstC et 28% d’éthanol pour EstB. Bien que leur activité 

enzymatique soit modulée par le pH, l’éthanol et la température, ces deux esté

une activité estérase partielle en conditions vin c’est

(Sumby et al. 2009; Sumby et al. 2012a)

des esters (réaction inverse, 

évidence sur substrats naturels 

observations faites sur le vin concernant la capacité des bactéries lactiques à moduler le pool 

d’esters présents après FA 

cette dualité en milieu vin n’a pas encore été élucidé. Les difficultés de manipulation génétique 

oeni limitent les possibilités de caractériser les gènes d’estérases de cette bactérie d’intérêt 

œnologique et de comp

la FML. Aucun lien entre le niveau d’expression de ses estérases et leur impact sur le profil 

aromatique n’a été établi. En outre, les difficultés rencontrées lors de la purification

EstA7, du fait de son instabilité 

(Sumby et al. 2012b)

des conditions œnologiques, le développement d’outil

compte du rôle de ces gènes 

D’autres enzymes produites par les bactéries lactiques d’intérêt œnologique, ont le potentiel de 

modifier le profil aromatique du vin

intéressés à ces enzymes à fort potentiel œnologique produites par 

tannases, les lipases et protéases 

2005b; Matthews et al. 2006; Michlmayr et al. 2010; Michlmayr et al. 2012; Michlmayr and 

Kneifel 2013). Ces enzymes ont en commun la capacité de libérer les composés aromatiques 

volatiles à partir de précurseurs glycosylés. Les 

œnologiques les plus étudiées après les estérases. Ces enzymes sont capables de libérer des 

osés aromatiques aliphatiques, terpènoïques et norisoprénoïques 

d’entre elles, EstA2, EstB et EstC, la plupart des études ont été menées 

E. coli puis purification des enzymes 

. Ainsi les estérases 

thétiques à chaîne courte (C2

10% d’éthanol pour EstC et 28% d’éthanol pour EstB. Bien que leur activité 

enzymatique soit modulée par le pH, l’éthanol et la température, ces deux esté

une activité estérase partielle en conditions vin c’est

(Sumby et al. 2009; Sumby et al. 2012a)

des esters (réaction inverse, Figure 

évidence sur substrats naturels 

observations faites sur le vin concernant la capacité des bactéries lactiques à moduler le pool 

d’esters présents après FA (Matthews et al. 2004; Matthews et al

cette dualité en milieu vin n’a pas encore été élucidé. Les difficultés de manipulation génétique 

limitent les possibilités de caractériser les gènes d’estérases de cette bactérie d’intérêt 

œnologique et de comprendre leur rôle dans la modification du profil aromatique du vin pendant 

la FML. Aucun lien entre le niveau d’expression de ses estérases et leur impact sur le profil 

aromatique n’a été établi. En outre, les difficultés rencontrées lors de la purification

EstA7, du fait de son instabilité 

(Sumby et al. 2012b). Pour s’affranchir de ces difficultés de purification et s’approcher au mieux 

des conditions œnologiques, le développement d’outil

compte du rôle de ces gènes in vivo

D’autres enzymes produites par les bactéries lactiques d’intérêt œnologique, ont le potentiel de 

modifier le profil aromatique du vin

intéressés à ces enzymes à fort potentiel œnologique produites par 

tannases, les lipases et protéases 

2005b; Matthews et al. 2006; Michlmayr et al. 2010; Michlmayr et al. 2012; Michlmayr and 

s enzymes ont en commun la capacité de libérer les composés aromatiques 

volatiles à partir de précurseurs glycosylés. Les 

œnologiques les plus étudiées après les estérases. Ces enzymes sont capables de libérer des 

osés aromatiques aliphatiques, terpènoïques et norisoprénoïques 

d’entre elles, EstA2, EstB et EstC, la plupart des études ont été menées 

puis purification des enzymes 

. Ainsi les estérases EstB et EstC

thétiques à chaîne courte (C2-C6) et p

10% d’éthanol pour EstC et 28% d’éthanol pour EstB. Bien que leur activité 

enzymatique soit modulée par le pH, l’éthanol et la température, ces deux esté

une activité estérase partielle en conditions vin c’est

(Sumby et al. 2009; Sumby et al. 2012a)

Figure 7) des estérases EstA2 et EstB a récemment été mise en 

évidence sur substrats naturels (Sumby et al. 2013)

observations faites sur le vin concernant la capacité des bactéries lactiques à moduler le pool 

(Matthews et al. 2004; Matthews et al

cette dualité en milieu vin n’a pas encore été élucidé. Les difficultés de manipulation génétique 

limitent les possibilités de caractériser les gènes d’estérases de cette bactérie d’intérêt 

rendre leur rôle dans la modification du profil aromatique du vin pendant 

la FML. Aucun lien entre le niveau d’expression de ses estérases et leur impact sur le profil 

aromatique n’a été établi. En outre, les difficultés rencontrées lors de la purification

EstA7, du fait de son instabilité in vitro, réduisent les possibilités de caractériser cette enzyme 

. Pour s’affranchir de ces difficultés de purification et s’approcher au mieux 

des conditions œnologiques, le développement d’outil

in vivo chez O.

I.2.2.3.c.

D’autres enzymes produites par les bactéries lactiques d’intérêt œnologique, ont le potentiel de 

modifier le profil aromatique du vin pendant la FML. Certains auteurs se sont d’

intéressés à ces enzymes à fort potentiel œnologique produites par 

tannases, les lipases et protéases (Matthews et al. 2004; Grimaldi et al. 2005a; Grimaldi et al. 

2005b; Matthews et al. 2006; Michlmayr et al. 2010; Michlmayr et al. 2012; Michlmayr and 

s enzymes ont en commun la capacité de libérer les composés aromatiques 

volatiles à partir de précurseurs glycosylés. Les 

œnologiques les plus étudiées après les estérases. Ces enzymes sont capables de libérer des 

osés aromatiques aliphatiques, terpènoïques et norisoprénoïques 
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d’entre elles, EstA2, EstB et EstC, la plupart des études ont été menées 

puis purification des enzymes 

EstB et EstC possèdent une préférence pour les substrats 

C6) et présentent un maximum d’activité

10% d’éthanol pour EstC et 28% d’éthanol pour EstB. Bien que leur activité 

enzymatique soit modulée par le pH, l’éthanol et la température, ces deux esté

une activité estérase partielle en conditions vin c’est

(Sumby et al. 2009; Sumby et al. 2012a). Une activité double de synthèse et d’hydrolyse 

) des estérases EstA2 et EstB a récemment été mise en 

(Sumby et al. 2013)

observations faites sur le vin concernant la capacité des bactéries lactiques à moduler le pool 

(Matthews et al. 2004; Matthews et al

cette dualité en milieu vin n’a pas encore été élucidé. Les difficultés de manipulation génétique 

limitent les possibilités de caractériser les gènes d’estérases de cette bactérie d’intérêt 

rendre leur rôle dans la modification du profil aromatique du vin pendant 

la FML. Aucun lien entre le niveau d’expression de ses estérases et leur impact sur le profil 

aromatique n’a été établi. En outre, les difficultés rencontrées lors de la purification

, réduisent les possibilités de caractériser cette enzyme 

. Pour s’affranchir de ces difficultés de purification et s’approcher au mieux 

des conditions œnologiques, le développement d’outil

O. oeni. 

 Autres enzymesI.2.2.3.c.

D’autres enzymes produites par les bactéries lactiques d’intérêt œnologique, ont le potentiel de 

pendant la FML. Certains auteurs se sont d’

intéressés à ces enzymes à fort potentiel œnologique produites par 

(Matthews et al. 2004; Grimaldi et al. 2005a; Grimaldi et al. 

2005b; Matthews et al. 2006; Michlmayr et al. 2010; Michlmayr et al. 2012; Michlmayr and 

s enzymes ont en commun la capacité de libérer les composés aromatiques 

volatiles à partir de précurseurs glycosylés. Les 

œnologiques les plus étudiées après les estérases. Ces enzymes sont capables de libérer des 

osés aromatiques aliphatiques, terpènoïques et norisoprénoïques 

d’entre elles, EstA2, EstB et EstC, la plupart des études ont été menées 

puis purification des enzymes (Sumby et al. 2009; Sumby et al. 2012a; 

possèdent une préférence pour les substrats 

résentent un maximum d’activité

10% d’éthanol pour EstC et 28% d’éthanol pour EstB. Bien que leur activité 

enzymatique soit modulée par le pH, l’éthanol et la température, ces deux esté

une activité estérase partielle en conditions vin c’est-à-dire à pH 3,5 et en présence d’éthanol 

. Une activité double de synthèse et d’hydrolyse 

) des estérases EstA2 et EstB a récemment été mise en 

(Sumby et al. 2013). Cette observation semble valider les 

observations faites sur le vin concernant la capacité des bactéries lactiques à moduler le pool 

(Matthews et al. 2004; Matthews et al

cette dualité en milieu vin n’a pas encore été élucidé. Les difficultés de manipulation génétique 

limitent les possibilités de caractériser les gènes d’estérases de cette bactérie d’intérêt 

rendre leur rôle dans la modification du profil aromatique du vin pendant 

la FML. Aucun lien entre le niveau d’expression de ses estérases et leur impact sur le profil 

aromatique n’a été établi. En outre, les difficultés rencontrées lors de la purification

, réduisent les possibilités de caractériser cette enzyme 

. Pour s’affranchir de ces difficultés de purification et s’approcher au mieux 

des conditions œnologiques, le développement d’outils génétique

Autres enzymes d’intérêt œnologique

D’autres enzymes produites par les bactéries lactiques d’intérêt œnologique, ont le potentiel de 

pendant la FML. Certains auteurs se sont d’

intéressés à ces enzymes à fort potentiel œnologique produites par 

(Matthews et al. 2004; Grimaldi et al. 2005a; Grimaldi et al. 

2005b; Matthews et al. 2006; Michlmayr et al. 2010; Michlmayr et al. 2012; Michlmayr and 

s enzymes ont en commun la capacité de libérer les composés aromatiques 

volatiles à partir de précurseurs glycosylés. Les glycosidases

œnologiques les plus étudiées après les estérases. Ces enzymes sont capables de libérer des 

osés aromatiques aliphatiques, terpènoïques et norisoprénoïques 

Synthèse bibliographique

d’entre elles, EstA2, EstB et EstC, la plupart des études ont été menées in vitro 

(Sumby et al. 2009; Sumby et al. 2012a; 

possèdent une préférence pour les substrats 

résentent un maximum d’activité

10% d’éthanol pour EstC et 28% d’éthanol pour EstB. Bien que leur activité 

enzymatique soit modulée par le pH, l’éthanol et la température, ces deux esté

dire à pH 3,5 et en présence d’éthanol 

. Une activité double de synthèse et d’hydrolyse 

) des estérases EstA2 et EstB a récemment été mise en 

. Cette observation semble valider les 

observations faites sur le vin concernant la capacité des bactéries lactiques à moduler le pool 

(Matthews et al. 2004; Matthews et al. 2007). Néanmoins, le rôle de 

cette dualité en milieu vin n’a pas encore été élucidé. Les difficultés de manipulation génétique 

limitent les possibilités de caractériser les gènes d’estérases de cette bactérie d’intérêt 

rendre leur rôle dans la modification du profil aromatique du vin pendant 

la FML. Aucun lien entre le niveau d’expression de ses estérases et leur impact sur le profil 

aromatique n’a été établi. En outre, les difficultés rencontrées lors de la purification

, réduisent les possibilités de caractériser cette enzyme 

. Pour s’affranchir de ces difficultés de purification et s’approcher au mieux 

génétiques s’impose afin de rendre 

d’intérêt œnologique

D’autres enzymes produites par les bactéries lactiques d’intérêt œnologique, ont le potentiel de 

pendant la FML. Certains auteurs se sont d’

intéressés à ces enzymes à fort potentiel œnologique produites par O. oeni : les glycosidases, les 

(Matthews et al. 2004; Grimaldi et al. 2005a; Grimaldi et al. 

2005b; Matthews et al. 2006; Michlmayr et al. 2010; Michlmayr et al. 2012; Michlmayr and 

s enzymes ont en commun la capacité de libérer les composés aromatiques 

glycosidases, constituent les enzymes 

œnologiques les plus étudiées après les estérases. Ces enzymes sont capables de libérer des 

osés aromatiques aliphatiques, terpènoïques et norisoprénoïques (Maicas 

Synthèse bibliographique

in vitro par surexpression 

(Sumby et al. 2009; Sumby et al. 2012a; 

possèdent une préférence pour les substrats 

résentent un maximum d’activité entre 30°C et 40°C, 

10% d’éthanol pour EstC et 28% d’éthanol pour EstB. Bien que leur activité 

enzymatique soit modulée par le pH, l’éthanol et la température, ces deux estérases conservent 

dire à pH 3,5 et en présence d’éthanol 

. Une activité double de synthèse et d’hydrolyse 

) des estérases EstA2 et EstB a récemment été mise en 

. Cette observation semble valider les 

observations faites sur le vin concernant la capacité des bactéries lactiques à moduler le pool 

. Néanmoins, le rôle de 

cette dualité en milieu vin n’a pas encore été élucidé. Les difficultés de manipulation génétique 

limitent les possibilités de caractériser les gènes d’estérases de cette bactérie d’intérêt 

rendre leur rôle dans la modification du profil aromatique du vin pendant 

la FML. Aucun lien entre le niveau d’expression de ses estérases et leur impact sur le profil 

aromatique n’a été établi. En outre, les difficultés rencontrées lors de la purification de l’estérase 

, réduisent les possibilités de caractériser cette enzyme 

. Pour s’affranchir de ces difficultés de purification et s’approcher au mieux 

s’impose afin de rendre 

d’intérêt œnologique 

D’autres enzymes produites par les bactéries lactiques d’intérêt œnologique, ont le potentiel de 

pendant la FML. Certains auteurs se sont d’ores

: les glycosidases, les 

(Matthews et al. 2004; Grimaldi et al. 2005a; Grimaldi et al. 

2005b; Matthews et al. 2006; Michlmayr et al. 2010; Michlmayr et al. 2012; Michlmayr and 

s enzymes ont en commun la capacité de libérer les composés aromatiques 

, constituent les enzymes 

œnologiques les plus étudiées après les estérases. Ces enzymes sont capables de libérer des 

(Maicas and Mateo 2005; 

Synthèse bibliographique 

par surexpression 

(Sumby et al. 2009; Sumby et al. 2012a; 

possèdent une préférence pour les substrats 

entre 30°C et 40°C, 

10% d’éthanol pour EstC et 28% d’éthanol pour EstB. Bien que leur activité 

rases conservent 

dire à pH 3,5 et en présence d’éthanol 

. Une activité double de synthèse et d’hydrolyse 

) des estérases EstA2 et EstB a récemment été mise en 

. Cette observation semble valider les 

observations faites sur le vin concernant la capacité des bactéries lactiques à moduler le pool 

. Néanmoins, le rôle de 

cette dualité en milieu vin n’a pas encore été élucidé. Les difficultés de manipulation génétique 

limitent les possibilités de caractériser les gènes d’estérases de cette bactérie d’intérêt 

rendre leur rôle dans la modification du profil aromatique du vin pendant 

la FML. Aucun lien entre le niveau d’expression de ses estérases et leur impact sur le profil 

de l’estérase 

, réduisent les possibilités de caractériser cette enzyme 

. Pour s’affranchir de ces difficultés de purification et s’approcher au mieux 

s’impose afin de rendre 

D’autres enzymes produites par les bactéries lactiques d’intérêt œnologique, ont le potentiel de 

ores et déjà 

: les glycosidases, les 

(Matthews et al. 2004; Grimaldi et al. 2005a; Grimaldi et al. 

2005b; Matthews et al. 2006; Michlmayr et al. 2010; Michlmayr et al. 2012; Michlmayr and 

s enzymes ont en commun la capacité de libérer les composés aromatiques 

, constituent les enzymes 

œnologiques les plus étudiées après les estérases. Ces enzymes sont capables de libérer des 

and Mateo 2005; 

 



 

Spano et al. 2005b; Ugliano and Moio 2005)

glucosidiqu

partie des bactéri

(Michlmayr and Kneifel 2013)

chez E. coli 

caractéristiques

optimal est compris entre 5 et 5,5 et une activité glycosyltransférase été détectée en présence 

d’éthanol 

vinicole sont à l’heure actuelle extraites des champignons, la recrudescence des ét

glycosidases des bactéries lactiques a montré qu’elles étaient davantage adaptées aux conditions 

physicochimiques du vin (pH et température faibles) ce qui en fait les prochaines cibles de 

développement de préparations de glycosidases œnologiq

les glycosidases issues de champignons 

partiellement inhibées en conditions

Mateo 2005)

Outre son impact positif sur la FML, le métabolisme secondaire des bactéries lactiques durant la 

FML peut avoir un impact néfaste sur l’arôme du vin notamment 

volatils, d’indole, d’amines biogènes et de carbamate d’éthyle 

Les phénols vola

majoritairement produites par la levure d’altération du vin 

Cependant, il semble que les bactéries lactiques soient également capables de produire 

4-éthylphénol et

caractère animal indésirable du vin 

Le métabolisme des acides aminés

molécules néfastes d’un point de vue de la santé du consommateur mais aussi d’un point de vue 

aromatique. En effet, la décarboxylation de l’ornithine, l’histidine, la tyrosine et la lysine aboutit 

à la libération des principales

la cadavérine 

sur les consommateurs : symptômes allergiques, maux de tête, nausée

Spano et al. 2005b; Ugliano and Moio 2005)

ucosidique varie selon la souche et le vin utilisés 

partie des bactéries lactiques les plus étudiées en ce qui concerne ses activités 

(Michlmayr and Kneifel 2013)

E. coli et partiellement caractérisée 

caractéristiques proches des 

optimal est compris entre 5 et 5,5 et une activité glycosyltransférase été détectée en présence 

d’éthanol (Michlmayr et al. 2010)

vinicole sont à l’heure actuelle extraites des champignons, la recrudescence des ét

glycosidases des bactéries lactiques a montré qu’elles étaient davantage adaptées aux conditions 

physicochimiques du vin (pH et température faibles) ce qui en fait les prochaines cibles de 

développement de préparations de glycosidases œnologiq

les glycosidases issues de champignons 

partiellement inhibées en conditions

Mateo 2005) 

I.2.3.

Outre son impact positif sur la FML, le métabolisme secondaire des bactéries lactiques durant la 

FML peut avoir un impact néfaste sur l’arôme du vin notamment 

volatils, d’indole, d’amines biogènes et de carbamate d’éthyle 

phénols volatils 

majoritairement produites par la levure d’altération du vin 

Cependant, il semble que les bactéries lactiques soient également capables de produire 

thylphénol et du

caractère animal indésirable du vin 

métabolisme des acides aminés

molécules néfastes d’un point de vue de la santé du consommateur mais aussi d’un point de vue 

aromatique. En effet, la décarboxylation de l’ornithine, l’histidine, la tyrosine et la lysine aboutit 

bération des principales

la cadavérine au cours 

sur les consommateurs : symptômes allergiques, maux de tête, nausée

Spano et al. 2005b; Ugliano and Moio 2005)

e varie selon la souche et le vin utilisés 

es lactiques les plus étudiées en ce qui concerne ses activités 

(Michlmayr and Kneifel 2013)

et partiellement caractérisée 

proches des β

optimal est compris entre 5 et 5,5 et une activité glycosyltransférase été détectée en présence 

(Michlmayr et al. 2010)

vinicole sont à l’heure actuelle extraites des champignons, la recrudescence des ét

glycosidases des bactéries lactiques a montré qu’elles étaient davantage adaptées aux conditions 

physicochimiques du vin (pH et température faibles) ce qui en fait les prochaines cibles de 

développement de préparations de glycosidases œnologiq

les glycosidases issues de champignons 

partiellement inhibées en conditions

 Impacts négatifs de la FMLI.2.3.

Outre son impact positif sur la FML, le métabolisme secondaire des bactéries lactiques durant la 

FML peut avoir un impact néfaste sur l’arôme du vin notamment 

volatils, d’indole, d’amines biogènes et de carbamate d’éthyle 

tils sont des molécules responsables d’arômes 

majoritairement produites par la levure d’altération du vin 

Cependant, il semble que les bactéries lactiques soient également capables de produire 

du 4-vinylphénol 

caractère animal indésirable du vin 

métabolisme des acides aminés

molécules néfastes d’un point de vue de la santé du consommateur mais aussi d’un point de vue 

aromatique. En effet, la décarboxylation de l’ornithine, l’histidine, la tyrosine et la lysine aboutit 

bération des principales amines biogènes

au cours ou après la FML. Ces amines biogènes sont responsables d’effets néfastes 

sur les consommateurs : symptômes allergiques, maux de tête, nausée

Spano et al. 2005b; Ugliano and Moio 2005)

e varie selon la souche et le vin utilisés 

es lactiques les plus étudiées en ce qui concerne ses activités 

(Michlmayr and Kneifel 2013). La β-glucosidase 

et partiellement caractérisée 

β-glucosidases isolées de 

optimal est compris entre 5 et 5,5 et une activité glycosyltransférase été détectée en présence 

(Michlmayr et al. 2010). Même si les glycosidases commercialisées dans le domaine 

vinicole sont à l’heure actuelle extraites des champignons, la recrudescence des ét

glycosidases des bactéries lactiques a montré qu’elles étaient davantage adaptées aux conditions 

physicochimiques du vin (pH et température faibles) ce qui en fait les prochaines cibles de 

développement de préparations de glycosidases œnologiq

les glycosidases issues de champignons 

partiellement inhibées en conditions vin, particulièrement par le glucose et l’acidité 

Impacts négatifs de la FML

Outre son impact positif sur la FML, le métabolisme secondaire des bactéries lactiques durant la 

FML peut avoir un impact néfaste sur l’arôme du vin notamment 

volatils, d’indole, d’amines biogènes et de carbamate d’éthyle 

sont des molécules responsables d’arômes 

majoritairement produites par la levure d’altération du vin 

Cependant, il semble que les bactéries lactiques soient également capables de produire 

vinylphénol par décarboxylation des acides phénols 

caractère animal indésirable du vin (Silva et al. 2011)

métabolisme des acides aminés peut

molécules néfastes d’un point de vue de la santé du consommateur mais aussi d’un point de vue 

aromatique. En effet, la décarboxylation de l’ornithine, l’histidine, la tyrosine et la lysine aboutit 

amines biogènes

ou après la FML. Ces amines biogènes sont responsables d’effets néfastes 

sur les consommateurs : symptômes allergiques, maux de tête, nausée

~ 28 ~ 

Spano et al. 2005b; Ugliano and Moio 2005). 

e varie selon la souche et le vin utilisés (Matthews et al. 2004)

es lactiques les plus étudiées en ce qui concerne ses activités 

glucosidase de O.

et partiellement caractérisée (Michlmayr et al. 2010)

glucosidases isolées de 

optimal est compris entre 5 et 5,5 et une activité glycosyltransférase été détectée en présence 

. Même si les glycosidases commercialisées dans le domaine 

vinicole sont à l’heure actuelle extraites des champignons, la recrudescence des ét

glycosidases des bactéries lactiques a montré qu’elles étaient davantage adaptées aux conditions 

physicochimiques du vin (pH et température faibles) ce qui en fait les prochaines cibles de 

développement de préparations de glycosidases œnologiq

les glycosidases issues de champignons présentes dans les préparation

, particulièrement par le glucose et l’acidité 

Impacts négatifs de la FML 

Outre son impact positif sur la FML, le métabolisme secondaire des bactéries lactiques durant la 

FML peut avoir un impact néfaste sur l’arôme du vin notamment 

volatils, d’indole, d’amines biogènes et de carbamate d’éthyle 

sont des molécules responsables d’arômes 

majoritairement produites par la levure d’altération du vin 

Cependant, il semble que les bactéries lactiques soient également capables de produire 

par décarboxylation des acides phénols 

(Silva et al. 2011)

peut être problématique car il peut être à l’origine de 

molécules néfastes d’un point de vue de la santé du consommateur mais aussi d’un point de vue 

aromatique. En effet, la décarboxylation de l’ornithine, l’histidine, la tyrosine et la lysine aboutit 

amines biogènes du vin

ou après la FML. Ces amines biogènes sont responsables d’effets néfastes 

sur les consommateurs : symptômes allergiques, maux de tête, nausée

. Comme l’activité estérolytique, l’activité 

(Matthews et al. 2004)

es lactiques les plus étudiées en ce qui concerne ses activités 

O. oeni codée par le gène 

(Michlmayr et al. 2010)

glucosidases isolées de L ; brevis 

optimal est compris entre 5 et 5,5 et une activité glycosyltransférase été détectée en présence 

. Même si les glycosidases commercialisées dans le domaine 

vinicole sont à l’heure actuelle extraites des champignons, la recrudescence des ét

glycosidases des bactéries lactiques a montré qu’elles étaient davantage adaptées aux conditions 

physicochimiques du vin (pH et température faibles) ce qui en fait les prochaines cibles de 

développement de préparations de glycosidases œnologiques (Michlmayr et al. 2010)

présentes dans les préparation

, particulièrement par le glucose et l’acidité 

Outre son impact positif sur la FML, le métabolisme secondaire des bactéries lactiques durant la 

FML peut avoir un impact néfaste sur l’arôme du vin notamment 

volatils, d’indole, d’amines biogènes et de carbamate d’éthyle (Sumby et al. 2014)

sont des molécules responsables d’arômes 

majoritairement produites par la levure d’altération du vin 

Cependant, il semble que les bactéries lactiques soient également capables de produire 

par décarboxylation des acides phénols 

(Silva et al. 2011). 

être problématique car il peut être à l’origine de 

molécules néfastes d’un point de vue de la santé du consommateur mais aussi d’un point de vue 

aromatique. En effet, la décarboxylation de l’ornithine, l’histidine, la tyrosine et la lysine aboutit 

du vin : la putrescine, l’histamine, la tyramine et 

ou après la FML. Ces amines biogènes sont responsables d’effets néfastes 

sur les consommateurs : symptômes allergiques, maux de tête, nausée

Synthèse bibliographique

Comme l’activité estérolytique, l’activité 

(Matthews et al. 2004). O.

es lactiques les plus étudiées en ce qui concerne ses activités 

codée par le gène 

(Michlmayr et al. 2010). L’enzyme présente des 

; brevis et L. mesenteroides. 

optimal est compris entre 5 et 5,5 et une activité glycosyltransférase été détectée en présence 

. Même si les glycosidases commercialisées dans le domaine 

vinicole sont à l’heure actuelle extraites des champignons, la recrudescence des ét

glycosidases des bactéries lactiques a montré qu’elles étaient davantage adaptées aux conditions 

physicochimiques du vin (pH et température faibles) ce qui en fait les prochaines cibles de 

(Michlmayr et al. 2010)

présentes dans les préparation

, particulièrement par le glucose et l’acidité 

Outre son impact positif sur la FML, le métabolisme secondaire des bactéries lactiques durant la 

FML peut avoir un impact néfaste sur l’arôme du vin notamment via la production de phénols 

(Sumby et al. 2014)

sont des molécules responsables d’arômes indésirables

majoritairement produites par la levure d’altération du vin Brettanomyces bruxellensis. 

Cependant, il semble que les bactéries lactiques soient également capables de produire 

par décarboxylation des acides phénols 

être problématique car il peut être à l’origine de 

molécules néfastes d’un point de vue de la santé du consommateur mais aussi d’un point de vue 

aromatique. En effet, la décarboxylation de l’ornithine, l’histidine, la tyrosine et la lysine aboutit 

: la putrescine, l’histamine, la tyramine et 

ou après la FML. Ces amines biogènes sont responsables d’effets néfastes 

sur les consommateurs : symptômes allergiques, maux de tête, nausée selon la sensibilité de 

Synthèse bibliographique

Comme l’activité estérolytique, l’activité 

O. oeni fait, à présent, 

es lactiques les plus étudiées en ce qui concerne ses activités β-glucos

codée par le gène bgl a été exprimée 

. L’enzyme présente des 

L. mesenteroides. 

optimal est compris entre 5 et 5,5 et une activité glycosyltransférase été détectée en présence 

. Même si les glycosidases commercialisées dans le domaine 

vinicole sont à l’heure actuelle extraites des champignons, la recrudescence des études sur les 

glycosidases des bactéries lactiques a montré qu’elles étaient davantage adaptées aux conditions 

physicochimiques du vin (pH et température faibles) ce qui en fait les prochaines cibles de 

(Michlmayr et al. 2010)

présentes dans les préparations pectolytiques sont 

, particulièrement par le glucose et l’acidité (Maicas and 

Outre son impact positif sur la FML, le métabolisme secondaire des bactéries lactiques durant la 

la production de phénols 

(Sumby et al. 2014). 

indésirables de sueur de cheval 

Brettanomyces bruxellensis. 

Cependant, il semble que les bactéries lactiques soient également capables de produire 

par décarboxylation des acides phénols et contribuer au 

être problématique car il peut être à l’origine de 

molécules néfastes d’un point de vue de la santé du consommateur mais aussi d’un point de vue 

aromatique. En effet, la décarboxylation de l’ornithine, l’histidine, la tyrosine et la lysine aboutit 

: la putrescine, l’histamine, la tyramine et 

ou après la FML. Ces amines biogènes sont responsables d’effets néfastes 

selon la sensibilité de 

Synthèse bibliographique 

Comme l’activité estérolytique, l’activité 

fait, à présent, 

glucosidiques 

a été exprimée 

. L’enzyme présente des 

L. mesenteroides. Son pH 

optimal est compris entre 5 et 5,5 et une activité glycosyltransférase été détectée en présence 

. Même si les glycosidases commercialisées dans le domaine 

udes sur les 

glycosidases des bactéries lactiques a montré qu’elles étaient davantage adaptées aux conditions 

physicochimiques du vin (pH et température faibles) ce qui en fait les prochaines cibles de 

(Michlmayr et al. 2010). En effet, 

pectolytiques sont 

(Maicas and 

Outre son impact positif sur la FML, le métabolisme secondaire des bactéries lactiques durant la 

la production de phénols 

de sueur de cheval 

Brettanomyces bruxellensis. 

Cependant, il semble que les bactéries lactiques soient également capables de produire 

et contribuer au 

être problématique car il peut être à l’origine de 

molécules néfastes d’un point de vue de la santé du consommateur mais aussi d’un point de vue 

aromatique. En effet, la décarboxylation de l’ornithine, l’histidine, la tyrosine et la lysine aboutit 

: la putrescine, l’histamine, la tyramine et 

ou après la FML. Ces amines biogènes sont responsables d’effets néfastes 

selon la sensibilité de 

 



 

l’individu 

des masques olfactifs et diminuer la qualité sensorielle des vins. L’origine de ces amines 

biogènes dans le vin est particulièrement bien documentée 

2009). Elles sont le résultats du métabolisme des décarboxylases des microorganismes indigènes 

présents sur les baies de rai

Comme l’a

fonction de la souche et des pratiques œnologiques 

Marcobal et al. 2006; Spano et al. 2010)

portés par des éléments mobiles ou des plasmides, l

O. oeni 

tout (Spano et al. 2010; Garcia

métabolisme du tryptophane, l’

bactéries lactiques durant la FML 

associé aux arômes de plastiques, est principalement rencontré dans des vins dont la FML est 

inachevée. Sa formation par les bactéries lactiques lors de la FML n’est pas encore totalement 

comprise. Le 

incomplet de l’arginine. La dégradation incomplète de l’arginine provoque l’accumulation de 

produits intermédiaires (citrulline et carbamate phosphate) pouvant réagir avec l’éthanol du 

milieu et former le carbamate d’éthyle. Trois gènes

catabolisme de l’arginine

de 3 µg.l

Le terme «

français, «

environnementaux qui imposent des contraintes à un organisme. A l’échelle d’une bactérie, le 

stress est souvent assimilé à un état causé par une déviation des conditions dites «

par une modifica

appliquée à l’évolution d’une cellule reste difficile à définir 

l’individu (Sumby et al. 2014)

des masques olfactifs et diminuer la qualité sensorielle des vins. L’origine de ces amines 

biogènes dans le vin est particulièrement bien documentée 

. Elles sont le résultats du métabolisme des décarboxylases des microorganismes indigènes 

présents sur les baies de rai

Comme l’activité estérase, l’activité

fonction de la souche et des pratiques œnologiques 

Marcobal et al. 2006; Spano et al. 2010)

portés par des éléments mobiles ou des plasmides, l

 contribue relativement peu à la production d’amines biogènes dans les vins voire pas du 

(Spano et al. 2010; Garcia

métabolisme du tryptophane, l’

bactéries lactiques durant la FML 

associé aux arômes de plastiques, est principalement rencontré dans des vins dont la FML est 

inachevée. Sa formation par les bactéries lactiques lors de la FML n’est pas encore totalement 

comprise. Le carbamate d’éthyle

incomplet de l’arginine. La dégradation incomplète de l’arginine provoque l’accumulation de 

produits intermédiaires (citrulline et carbamate phosphate) pouvant réagir avec l’éthanol du 

milieu et former le carbamate d’éthyle. Trois gènes

catabolisme de l’arginine

de 3 µg.l-1 et augmente durant le vieillissement.

 Mécanismes d’adapI.3.

I.3.1.

Le terme « stress » vient du latin 

français, « estrece 

environnementaux qui imposent des contraintes à un organisme. A l’échelle d’une bactérie, le 

stress est souvent assimilé à un état causé par une déviation des conditions dites «

r une modification du métabolisme dit «

appliquée à l’évolution d’une cellule reste difficile à définir 

(Sumby et al. 2014). Certaines amines biogènes (cadavérine, putrescine) peuvent créer 

des masques olfactifs et diminuer la qualité sensorielle des vins. L’origine de ces amines 

biogènes dans le vin est particulièrement bien documentée 

. Elles sont le résultats du métabolisme des décarboxylases des microorganismes indigènes 

présents sur les baies de raisins ou des microorganismes d’altération du vin 

ctivité estérase, l’activité

fonction de la souche et des pratiques œnologiques 

Marcobal et al. 2006; Spano et al. 2010)

portés par des éléments mobiles ou des plasmides, l

contribue relativement peu à la production d’amines biogènes dans les vins voire pas du 

(Spano et al. 2010; Garcia

métabolisme du tryptophane, l’

bactéries lactiques durant la FML 

associé aux arômes de plastiques, est principalement rencontré dans des vins dont la FML est 

inachevée. Sa formation par les bactéries lactiques lors de la FML n’est pas encore totalement 

bamate d’éthyle

incomplet de l’arginine. La dégradation incomplète de l’arginine provoque l’accumulation de 

produits intermédiaires (citrulline et carbamate phosphate) pouvant réagir avec l’éthanol du 

milieu et former le carbamate d’éthyle. Trois gènes

catabolisme de l’arginine : arcA arcB 

et augmente durant le vieillissement.

Mécanismes d’adap

 Contraintes techniques et physicochimiquesI.3.1.

I.3.1.1.

» vient du latin 

 » signifiait «

environnementaux qui imposent des contraintes à un organisme. A l’échelle d’une bactérie, le 

stress est souvent assimilé à un état causé par une déviation des conditions dites «

tion du métabolisme dit «

appliquée à l’évolution d’une cellule reste difficile à définir 

. Certaines amines biogènes (cadavérine, putrescine) peuvent créer 

des masques olfactifs et diminuer la qualité sensorielle des vins. L’origine de ces amines 

biogènes dans le vin est particulièrement bien documentée 

. Elles sont le résultats du métabolisme des décarboxylases des microorganismes indigènes 

sins ou des microorganismes d’altération du vin 

ctivité estérase, l’activité décarboxylase des

fonction de la souche et des pratiques œnologiques 

Marcobal et al. 2006; Spano et al. 2010). L

portés par des éléments mobiles ou des plasmides, l

contribue relativement peu à la production d’amines biogènes dans les vins voire pas du 

(Spano et al. 2010; Garcia-Moruno and Muñoz 2012)

métabolisme du tryptophane, l’indole peut être produit par les 

bactéries lactiques durant la FML (Arevalo

associé aux arômes de plastiques, est principalement rencontré dans des vins dont la FML est 

inachevée. Sa formation par les bactéries lactiques lors de la FML n’est pas encore totalement 

bamate d’éthyle (CE) est une molécule carcinogène issue du catabolisme 

incomplet de l’arginine. La dégradation incomplète de l’arginine provoque l’accumulation de 

produits intermédiaires (citrulline et carbamate phosphate) pouvant réagir avec l’éthanol du 

milieu et former le carbamate d’éthyle. Trois gènes

arcA arcB et arc. 

et augmente durant le vieillissement.
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. Certaines amines biogènes (cadavérine, putrescine) peuvent créer 

des masques olfactifs et diminuer la qualité sensorielle des vins. L’origine de ces amines 

biogènes dans le vin est particulièrement bien documentée 

. Elles sont le résultats du métabolisme des décarboxylases des microorganismes indigènes 

sins ou des microorganismes d’altération du vin 

décarboxylase des

fonction de la souche et des pratiques œnologiques 

Les gènes codant ces décarboxylases 

portés par des éléments mobiles ou des plasmides, l

contribue relativement peu à la production d’amines biogènes dans les vins voire pas du 

Moruno and Muñoz 2012)

peut être produit par les 

(Arevalo-Vi llena et al. 2010; Sumby et al. 2014)

associé aux arômes de plastiques, est principalement rencontré dans des vins dont la FML est 

inachevée. Sa formation par les bactéries lactiques lors de la FML n’est pas encore totalement 

(CE) est une molécule carcinogène issue du catabolisme 

incomplet de l’arginine. La dégradation incomplète de l’arginine provoque l’accumulation de 

produits intermédiaires (citrulline et carbamate phosphate) pouvant réagir avec l’éthanol du 

milieu et former le carbamate d’éthyle. Trois gènes,

arc. La concentration en CE dans le vin après FML est 

et augmente durant le vieillissement. 
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Qu’est-ce qu’un stress

stringere qui signifie «

étroitesse, oppression

environnementaux qui imposent des contraintes à un organisme. A l’échelle d’une bactérie, le 

stress est souvent assimilé à un état causé par une déviation des conditions dites «

tion du métabolisme dit « normal

appliquée à l’évolution d’une cellule reste difficile à définir 

. Certaines amines biogènes (cadavérine, putrescine) peuvent créer 

des masques olfactifs et diminuer la qualité sensorielle des vins. L’origine de ces amines 

biogènes dans le vin est particulièrement bien documentée (Lonvaud

. Elles sont le résultats du métabolisme des décarboxylases des microorganismes indigènes 

sins ou des microorganismes d’altération du vin 

décarboxylase des bactéries lactiques dans le vin varie en 

fonction de la souche et des pratiques œnologiques (Coton et al. 1998; Guerrini et al. 2002; 

es gènes codant ces décarboxylases 

portés par des éléments mobiles ou des plasmides, leur présence est donc souche

contribue relativement peu à la production d’amines biogènes dans les vins voire pas du 

Moruno and Muñoz 2012)

peut être produit par les 

llena et al. 2010; Sumby et al. 2014)

associé aux arômes de plastiques, est principalement rencontré dans des vins dont la FML est 

inachevée. Sa formation par les bactéries lactiques lors de la FML n’est pas encore totalement 

(CE) est une molécule carcinogène issue du catabolisme 

incomplet de l’arginine. La dégradation incomplète de l’arginine provoque l’accumulation de 

produits intermédiaires (citrulline et carbamate phosphate) pouvant réagir avec l’éthanol du 

, agencés en opéron sont impliqués dans le 

La concentration en CE dans le vin après FML est 

aux conditions vins 
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ce qu’un stress ? 

qui signifie « serrer, comprimer, resserrer

ppression ». Il désigne l’ensemble des facteurs 

environnementaux qui imposent des contraintes à un organisme. A l’échelle d’une bactérie, le 

stress est souvent assimilé à un état causé par une déviation des conditions dites «

normal ». Cependant, la notion de «

appliquée à l’évolution d’une cellule reste difficile à définir (Booth 2002)

Synthèse bibliographique

. Certaines amines biogènes (cadavérine, putrescine) peuvent créer 

des masques olfactifs et diminuer la qualité sensorielle des vins. L’origine de ces amines 

(Lonvaud-Funel 2001; Costantini et al. 

. Elles sont le résultats du métabolisme des décarboxylases des microorganismes indigènes 

sins ou des microorganismes d’altération du vin 

bactéries lactiques dans le vin varie en 

(Coton et al. 1998; Guerrini et al. 2002; 

es gènes codant ces décarboxylases 

présence est donc souche

contribue relativement peu à la production d’amines biogènes dans les vins voire pas du 

Moruno and Muñoz 2012).Vraisemblablement

peut être produit par les levures en fin de FA et par les 

llena et al. 2010; Sumby et al. 2014)

associé aux arômes de plastiques, est principalement rencontré dans des vins dont la FML est 

inachevée. Sa formation par les bactéries lactiques lors de la FML n’est pas encore totalement 

(CE) est une molécule carcinogène issue du catabolisme 

incomplet de l’arginine. La dégradation incomplète de l’arginine provoque l’accumulation de 

produits intermédiaires (citrulline et carbamate phosphate) pouvant réagir avec l’éthanol du 

agencés en opéron sont impliqués dans le 

La concentration en CE dans le vin après FML est 

aux conditions vins  
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serrer, comprimer, resserrer

». Il désigne l’ensemble des facteurs 

environnementaux qui imposent des contraintes à un organisme. A l’échelle d’une bactérie, le 

stress est souvent assimilé à un état causé par une déviation des conditions dites «

». Cependant, la notion de «

(Booth 2002)

Synthèse bibliographique

. Certaines amines biogènes (cadavérine, putrescine) peuvent créer 

des masques olfactifs et diminuer la qualité sensorielle des vins. L’origine de ces amines 

Funel 2001; Costantini et al. 

. Elles sont le résultats du métabolisme des décarboxylases des microorganismes indigènes 

sins ou des microorganismes d’altération du vin (Halász et al. 1994)

bactéries lactiques dans le vin varie en 

(Coton et al. 1998; Guerrini et al. 2002; 

es gènes codant ces décarboxylases étant généralement 

présence est donc souche-dépendante. 

contribue relativement peu à la production d’amines biogènes dans les vins voire pas du 

Vraisemblablement, issu du 

en fin de FA et par les 

llena et al. 2010; Sumby et al. 2014). L’indole, 

associé aux arômes de plastiques, est principalement rencontré dans des vins dont la FML est 

inachevée. Sa formation par les bactéries lactiques lors de la FML n’est pas encore totalement 

(CE) est une molécule carcinogène issue du catabolisme 

incomplet de l’arginine. La dégradation incomplète de l’arginine provoque l’accumulation de 

produits intermédiaires (citrulline et carbamate phosphate) pouvant réagir avec l’éthanol du 

agencés en opéron sont impliqués dans le 

La concentration en CE dans le vin après FML est 

serrer, comprimer, resserrer ». En vieux 

». Il désigne l’ensemble des facteurs 

environnementaux qui imposent des contraintes à un organisme. A l’échelle d’une bactérie, le 

stress est souvent assimilé à un état causé par une déviation des conditions dites « normales

». Cependant, la notion de «

(Booth 2002). Ainsi la notion de 

Synthèse bibliographique 

. Certaines amines biogènes (cadavérine, putrescine) peuvent créer 

des masques olfactifs et diminuer la qualité sensorielle des vins. L’origine de ces amines 

Funel 2001; Costantini et al. 

. Elles sont le résultats du métabolisme des décarboxylases des microorganismes indigènes 

(Halász et al. 1994). 

bactéries lactiques dans le vin varie en 

(Coton et al. 1998; Guerrini et al. 2002; 

énéralement 

dépendante. 
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, issu du 

en fin de FA et par les 

. L’indole, 
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(CE) est une molécule carcinogène issue du catabolisme 
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produits intermédiaires (citrulline et carbamate phosphate) pouvant réagir avec l’éthanol du 

agencés en opéron sont impliqués dans le 
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stress environnemental pourrait désign

environnementales (nutritionnelle, osmoti

croissance des bactéries. De telles modifications conduisent la cellule à tenter de restaurer un 

profil métabolique qui serait favorable à sa survie, ou bien à une croissance plus rapide. Les 

conditions o

conditions environnementales permettant à la bactérie la croissance la plus rapide. Cependant, se 

pose alors la question suivante

métabolique et énergétique pour la bactérie

rarement les conditions environnementales optimales décrites en laboratoire. Ainsi, 

évolue dans un monde viti

le vin, se trouve dans des conditions physico

laboratoire 

2012). 

Dans un contexte œnologique, nous pouvons distinguer les contrainte

physiques ou chimiques inhérentes aux propriétés du vin, des contraintes technologiques lié

mode de vinification ou aux interactions avec les partenaires biologiques. En milieu vin, 

évolue dans des conditions physico

basse de la cave (12

substances inhibitrices de la croissance telles que les acides gras (acide décanoïque et 

dodécanoïque), l’é

constitue, quant à lui, une contrainte de nature technique à la croissance de la bactér

Notamment, l’étape de clarification parfois employée avant la FML engendre l’élimination d’une 

partie des bactéries lactiques et une partie des nutriments disponibles de par l’élimination des 

levures autolysées. 

Toutes ces contraintes sont autant de f

bactérie dans son environnement. Lors d’un stress, une 

immédiatement en place et se traduit par une modulation de la fluidité membranaire, l

de transpo

tardive qui nécessite une 

stress environnemental pourrait désign

environnementales (nutritionnelle, osmoti

croissance des bactéries. De telles modifications conduisent la cellule à tenter de restaurer un 

profil métabolique qui serait favorable à sa survie, ou bien à une croissance plus rapide. Les 

conditions optimales de croissance sont propres à chaque individu et sont définies comme les 

conditions environnementales permettant à la bactérie la croissance la plus rapide. Cependant, se 

pose alors la question suivante

métabolique et énergétique pour la bactérie

rarement les conditions environnementales optimales décrites en laboratoire. Ainsi, 

évolue dans un monde viti

le vin, se trouve dans des conditions physico

laboratoire (Cavin et al. 1989; Zhang and Lovitt 2005; Ribéreau

Dans un contexte œnologique, nous pouvons distinguer les contrainte

physiques ou chimiques inhérentes aux propriétés du vin, des contraintes technologiques lié

mode de vinification ou aux interactions avec les partenaires biologiques. En milieu vin, 

évolue dans des conditions physico

basse de la cave (12

substances inhibitrices de la croissance telles que les acides gras (acide décanoïque et 

dodécanoïque), l’éthanol, le 2

constitue, quant à lui, une contrainte de nature technique à la croissance de la bactér

Notamment, l’étape de clarification parfois employée avant la FML engendre l’élimination d’une 

partie des bactéries lactiques et une partie des nutriments disponibles de par l’élimination des 

levures autolysées. 

Toutes ces contraintes sont autant de f

bactérie dans son environnement. Lors d’un stress, une 

immédiatement en place et se traduit par une modulation de la fluidité membranaire, l

de transports membranaire

tardive qui nécessite une 

stress environnemental pourrait désign

environnementales (nutritionnelle, osmoti

croissance des bactéries. De telles modifications conduisent la cellule à tenter de restaurer un 

profil métabolique qui serait favorable à sa survie, ou bien à une croissance plus rapide. Les 

ptimales de croissance sont propres à chaque individu et sont définies comme les 

conditions environnementales permettant à la bactérie la croissance la plus rapide. Cependant, se 

pose alors la question suivante

métabolique et énergétique pour la bactérie

rarement les conditions environnementales optimales décrites en laboratoire. Ainsi, 

évolue dans un monde viti-vinicole avec pour habitat principal les baies de raisin, les cuveries et 

le vin, se trouve dans des conditions physico

(Cavin et al. 1989; Zhang and Lovitt 2005; Ribéreau
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Dans un contexte œnologique, nous pouvons distinguer les contrainte

physiques ou chimiques inhérentes aux propriétés du vin, des contraintes technologiques lié

mode de vinification ou aux interactions avec les partenaires biologiques. En milieu vin, 

évolue dans des conditions physico

basse de la cave (12-20°C) et présence de compétiteurs biologiques (levures) à l’origine de 

substances inhibitrices de la croissance telles que les acides gras (acide décanoïque et 

thanol, le 2-

constitue, quant à lui, une contrainte de nature technique à la croissance de la bactér

Notamment, l’étape de clarification parfois employée avant la FML engendre l’élimination d’une 

partie des bactéries lactiques et une partie des nutriments disponibles de par l’élimination des 

levures autolysées.  

Toutes ces contraintes sont autant de f

bactérie dans son environnement. Lors d’un stress, une 

immédiatement en place et se traduit par une modulation de la fluidité membranaire, l

membranaires et 

tardive qui nécessite une modification de l’expression du génome

stress environnemental pourrait désign

environnementales (nutritionnelle, osmoti

croissance des bactéries. De telles modifications conduisent la cellule à tenter de restaurer un 

profil métabolique qui serait favorable à sa survie, ou bien à une croissance plus rapide. Les 

ptimales de croissance sont propres à chaque individu et sont définies comme les 

conditions environnementales permettant à la bactérie la croissance la plus rapide. Cependant, se 

pose alors la question suivante : ces conditions sont

métabolique et énergétique pour la bactérie

rarement les conditions environnementales optimales décrites en laboratoire. Ainsi, 

vinicole avec pour habitat principal les baies de raisin, les cuveries et 

le vin, se trouve dans des conditions physico

(Cavin et al. 1989; Zhang and Lovitt 2005; Ribéreau
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Dans un contexte œnologique, nous pouvons distinguer les contrainte

physiques ou chimiques inhérentes aux propriétés du vin, des contraintes technologiques lié

mode de vinification ou aux interactions avec les partenaires biologiques. En milieu vin, 

évolue dans des conditions physico-chimiques rigoureuses

20°C) et présence de compétiteurs biologiques (levures) à l’origine de 

substances inhibitrices de la croissance telles que les acides gras (acide décanoïque et 

-phényléthanol et les sulfites (

constitue, quant à lui, une contrainte de nature technique à la croissance de la bactér

Notamment, l’étape de clarification parfois employée avant la FML engendre l’élimination d’une 

partie des bactéries lactiques et une partie des nutriments disponibles de par l’élimination des 

Toutes ces contraintes sont autant de facteurs supplémentaires limitant le développement de la 

bactérie dans son environnement. Lors d’un stress, une 

immédiatement en place et se traduit par une modulation de la fluidité membranaire, l

et une dénaturation protéique. Elle se distingue de la réponse plus 

modification de l’expression du génome
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stress environnemental pourrait désigner toutes les modifications de conditions 

environnementales (nutritionnelle, osmotique, thermique…) ayant une influence sur le taux de 

croissance des bactéries. De telles modifications conduisent la cellule à tenter de restaurer un 

profil métabolique qui serait favorable à sa survie, ou bien à une croissance plus rapide. Les 

ptimales de croissance sont propres à chaque individu et sont définies comme les 

conditions environnementales permettant à la bactérie la croissance la plus rapide. Cependant, se 

: ces conditions sont

métabolique et énergétique pour la bactérie ? Les habitats naturels des bactéries représentent 

rarement les conditions environnementales optimales décrites en laboratoire. Ainsi, 

vinicole avec pour habitat principal les baies de raisin, les cuveries et 

le vin, se trouve dans des conditions physico-chimiques très différentes de celles décrites en 

(Cavin et al. 1989; Zhang and Lovitt 2005; Ribéreau

Contraintes physico

Dans un contexte œnologique, nous pouvons distinguer les contrainte

physiques ou chimiques inhérentes aux propriétés du vin, des contraintes technologiques lié

mode de vinification ou aux interactions avec les partenaires biologiques. En milieu vin, 

imiques rigoureuses

20°C) et présence de compétiteurs biologiques (levures) à l’origine de 

substances inhibitrices de la croissance telles que les acides gras (acide décanoïque et 

phényléthanol et les sulfites (

constitue, quant à lui, une contrainte de nature technique à la croissance de la bactér

Notamment, l’étape de clarification parfois employée avant la FML engendre l’élimination d’une 

partie des bactéries lactiques et une partie des nutriments disponibles de par l’élimination des 

acteurs supplémentaires limitant le développement de la 

bactérie dans son environnement. Lors d’un stress, une 

immédiatement en place et se traduit par une modulation de la fluidité membranaire, l

dénaturation protéique. Elle se distingue de la réponse plus 

modification de l’expression du génome

toutes les modifications de conditions 

que, thermique…) ayant une influence sur le taux de 

croissance des bactéries. De telles modifications conduisent la cellule à tenter de restaurer un 

profil métabolique qui serait favorable à sa survie, ou bien à une croissance plus rapide. Les 

ptimales de croissance sont propres à chaque individu et sont définies comme les 

conditions environnementales permettant à la bactérie la croissance la plus rapide. Cependant, se 

: ces conditions sont-elles optimales d’un po

? Les habitats naturels des bactéries représentent 

rarement les conditions environnementales optimales décrites en laboratoire. Ainsi, 

vinicole avec pour habitat principal les baies de raisin, les cuveries et 

chimiques très différentes de celles décrites en 

(Cavin et al. 1989; Zhang and Lovitt 2005; Ribéreau

physico-chimiques et techniques du milieu vin

Dans un contexte œnologique, nous pouvons distinguer les contrainte

physiques ou chimiques inhérentes aux propriétés du vin, des contraintes technologiques lié

mode de vinification ou aux interactions avec les partenaires biologiques. En milieu vin, 

imiques rigoureuses : pH faible (2,5 

20°C) et présence de compétiteurs biologiques (levures) à l’origine de 

substances inhibitrices de la croissance telles que les acides gras (acide décanoïque et 

phényléthanol et les sulfites (Tableau 

constitue, quant à lui, une contrainte de nature technique à la croissance de la bactér

Notamment, l’étape de clarification parfois employée avant la FML engendre l’élimination d’une 

partie des bactéries lactiques et une partie des nutriments disponibles de par l’élimination des 

acteurs supplémentaires limitant le développement de la 

bactérie dans son environnement. Lors d’un stress, une réponse physique

immédiatement en place et se traduit par une modulation de la fluidité membranaire, l

dénaturation protéique. Elle se distingue de la réponse plus 

modification de l’expression du génome

Synthèse bibliographique

toutes les modifications de conditions 

que, thermique…) ayant une influence sur le taux de 

croissance des bactéries. De telles modifications conduisent la cellule à tenter de restaurer un 

profil métabolique qui serait favorable à sa survie, ou bien à une croissance plus rapide. Les 

ptimales de croissance sont propres à chaque individu et sont définies comme les 

conditions environnementales permettant à la bactérie la croissance la plus rapide. Cependant, se 

elles optimales d’un po

? Les habitats naturels des bactéries représentent 

rarement les conditions environnementales optimales décrites en laboratoire. Ainsi, 

vinicole avec pour habitat principal les baies de raisin, les cuveries et 

chimiques très différentes de celles décrites en 

(Cavin et al. 1989; Zhang and Lovitt 2005; Ribéreau-Gayon et al. 2006; Barata et al. 

chimiques et techniques du milieu vin

Dans un contexte œnologique, nous pouvons distinguer les contraintes d’ordre biochimiques, 

physiques ou chimiques inhérentes aux propriétés du vin, des contraintes technologiques lié

mode de vinification ou aux interactions avec les partenaires biologiques. En milieu vin, 

: pH faible (2,5 

20°C) et présence de compétiteurs biologiques (levures) à l’origine de 

substances inhibitrices de la croissance telles que les acides gras (acide décanoïque et 

Tableau 4). Le mode de vinification 

constitue, quant à lui, une contrainte de nature technique à la croissance de la bactér

Notamment, l’étape de clarification parfois employée avant la FML engendre l’élimination d’une 

partie des bactéries lactiques et une partie des nutriments disponibles de par l’élimination des 

acteurs supplémentaires limitant le développement de la 

réponse physique

immédiatement en place et se traduit par une modulation de la fluidité membranaire, l

dénaturation protéique. Elle se distingue de la réponse plus 

modification de l’expression du génome

Synthèse bibliographique

toutes les modifications de conditions 

que, thermique…) ayant une influence sur le taux de 

croissance des bactéries. De telles modifications conduisent la cellule à tenter de restaurer un 

profil métabolique qui serait favorable à sa survie, ou bien à une croissance plus rapide. Les 

ptimales de croissance sont propres à chaque individu et sont définies comme les 

conditions environnementales permettant à la bactérie la croissance la plus rapide. Cependant, se 

elles optimales d’un point de vue 

? Les habitats naturels des bactéries représentent 

rarement les conditions environnementales optimales décrites en laboratoire. Ainsi, O.

vinicole avec pour habitat principal les baies de raisin, les cuveries et 

chimiques très différentes de celles décrites en 

Gayon et al. 2006; Barata et al. 

chimiques et techniques du milieu vin

s d’ordre biochimiques, 

physiques ou chimiques inhérentes aux propriétés du vin, des contraintes technologiques lié

mode de vinification ou aux interactions avec les partenaires biologiques. En milieu vin, 

: pH faible (2,5 – 3,5), température 

20°C) et présence de compétiteurs biologiques (levures) à l’origine de 

substances inhibitrices de la croissance telles que les acides gras (acide décanoïque et 

). Le mode de vinification 

constitue, quant à lui, une contrainte de nature technique à la croissance de la bactér

Notamment, l’étape de clarification parfois employée avant la FML engendre l’élimination d’une 

partie des bactéries lactiques et une partie des nutriments disponibles de par l’élimination des 

acteurs supplémentaires limitant le développement de la 

réponse physique de la cellule

immédiatement en place et se traduit par une modulation de la fluidité membranaire, l’activation

dénaturation protéique. Elle se distingue de la réponse plus 

modification de l’expression du génome. Les mécanismes 

Synthèse bibliographique 

toutes les modifications de conditions 

que, thermique…) ayant une influence sur le taux de 

croissance des bactéries. De telles modifications conduisent la cellule à tenter de restaurer un 

profil métabolique qui serait favorable à sa survie, ou bien à une croissance plus rapide. Les 

ptimales de croissance sont propres à chaque individu et sont définies comme les 

conditions environnementales permettant à la bactérie la croissance la plus rapide. Cependant, se 

int de vue 

? Les habitats naturels des bactéries représentent 

O. oeni qui 

vinicole avec pour habitat principal les baies de raisin, les cuveries et 

chimiques très différentes de celles décrites en 

Gayon et al. 2006; Barata et al. 

chimiques et techniques du milieu vin 

s d’ordre biochimiques, 

physiques ou chimiques inhérentes aux propriétés du vin, des contraintes technologiques liées au 

mode de vinification ou aux interactions avec les partenaires biologiques. En milieu vin, O. oeni 

3,5), température 

20°C) et présence de compétiteurs biologiques (levures) à l’origine de 

substances inhibitrices de la croissance telles que les acides gras (acide décanoïque et 

). Le mode de vinification 

constitue, quant à lui, une contrainte de nature technique à la croissance de la bactérie. 

Notamment, l’étape de clarification parfois employée avant la FML engendre l’élimination d’une 

partie des bactéries lactiques et une partie des nutriments disponibles de par l’élimination des 

acteurs supplémentaires limitant le développement de la 

de la cellule se met 

’activation 

dénaturation protéique. Elle se distingue de la réponse plus 

Les mécanismes 
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moléculaires ainsi mis en place par la bactérie pour tenter de s’adapter aux fluctuations de son 

environnement incluent la régulation de l’expression de gènes dont les produits sont nécessaires 

à la résistance ou la survie de la bactérie aux conditions non optimales. Ainsi, comprendre les 

effets d’un stress et élucider les mécanismes de régulation répondant à celui-ci, constituent deux 

étapes incontournables nécessaires à la maîtrise de l’impact de ce stress sur la bactérie. 

Toutefois, il est important de noter que la réponse à 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 croître est mieux protégé d’un stress qu’un 

microorganisme en phase exponentielle. Lors de la phase stationnaire de croissance, consécutive 

à un stress nutritionnel, un mécanisme général de réponse au stress est mis en place, dressant 

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

nécessairement exposée. 

O. oeni reste incontestablement la bactérie lactique la mieux adaptée au milieu vin. Comme tout 

microorganisme soumis à un stress environnemental, elle tente de restaurer un profil métabolique 

nécessaire au maintien de ses fonctions et de son intégrité membranaire (homéostasie cellulaire) 

par la mise en place de trois mécanismes majeurs caractérisés et représentés Figure 8 : (i) la 

régulation de son pH interne (pHint), (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 par O. oeni sont complexes et encore mal connus. Leur étude constitue l’un des principaux 

axes de recherche de l’équipe VAlMiS. Ce travail de thèse s’inscrit dans cette thématique et 

s’intéresse tout particulièrement aux mécanismes 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) 

Contraintes Origine Conditions optimales 
Conditions 

oenologiques 
Effets sur O. oeni Références 

Ethanol Produit par les levures pendant la FA 
Stimulation de la 

croissance jusqu’à 5% 
12-15% (v/v) 

Modification de la fluidité 

membranaire et de la 

structure membranaire 

(Da Silveira et al. 2002; 

Da Silveira et al. 2003; 

Da Silveira et al. 2004; 

Da Silveira and Abee 

2009) 

pH faible 
Acidité des baies de raisins et 

intervention du vinificateur 
4,8-5,5 2,5-3,5 

Réduction du taux de 

croissance et optimisation 

de la consommation de 

l’acide malique  

(Tourdot-Maréchal et al. 

1999) 

Température 

faible 

Température ambiante de la cave 

inférieure à la température optimale 

de croissance de O. oeni  

25°C 12-20°C 

Diminution du taux de 

croissance et de la durée de 

la phase latence 

(Betteridge et al. 2015) 

SO2 

Production par les levures au cours 

de la FA. 

Ajout pour prévenir la croissance des 

microorganismes d’altérations 

durant la vinification 

0 mg.l-1 10-70 mg.l-1 

Réduction de l’activité 

ATPase et de la viabilité 

cellulaire 

(Carreté et al. 2002) 

 

 



 

Figure 8 : Identification des mécanismes majeurs de résistance et d’adaptation de 
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I.3.2.
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L’enzyme F1F0-ATPase
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aboutissent à la consommation d’un proton intracellulaire 

1996b; Salema et al. 1996b; Salema et al. 1996

d’autre de la membrane par l’activité malolactique, génère une force proton motrice utilisée par la 

: Identification des mécanismes majeurs de résistance et d’adaptation de 

 MécanismesI.3.2.

I.3.2.1.

Lors d’un stress acide ou tout autre stress à l’origine d’une modifi

entrainant une chute du pHint

machineries enzymatiques lui permettant de maintenir son pH

Maréchal et al. 1999; Galland et al. 2003; Fortier et al. 2003)

(Augagneur et al. 2007) et certain

Romano et al. 2012). Ces mécanismes sont à l’origine d’une force proton motrice et d’une 

∆pH) qui contri

ATPase, associée aux 

 et de la force proton

’acide L-malique, sa décarboxylation en acide L

aboutissent à la consommation d’un proton intracellulaire 

1996b; Salema et al. 1996b; Salema et al. 1996

d’autre de la membrane par l’activité malolactique, génère une force proton motrice utilisée par la 
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 La régulation de pH intracellulaireI.3.2.1.

Lors d’un stress acide ou tout autre stress à l’origine d’une modifi

int de la bactérie, 

machineries enzymatiques lui permettant de maintenir son pH

Maréchal et al. 1999; Galland et al. 2003; Fortier et al. 2003)

et certaines acides aminés décarboxylases 

. Ces mécanismes sont à l’origine d’une force proton motrice et d’une 

pH) qui contribuerait à la survie de 

associée aux 

et de la force proton

malique, sa décarboxylation en acide L

aboutissent à la consommation d’un proton intracellulaire 

1996b; Salema et al. 1996b; Salema et al. 1996

d’autre de la membrane par l’activité malolactique, génère une force proton motrice utilisée par la 
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: Identification des mécanismes majeurs de résistance et d’adaptation de 

d’adaptation de O.

La régulation de pH intracellulaire

Lors d’un stress acide ou tout autre stress à l’origine d’une modifi

de la bactérie, O. 

machineries enzymatiques lui permettant de maintenir son pH

Maréchal et al. 1999; Galland et al. 2003; Fortier et al. 2003)

s acides aminés décarboxylases 

. Ces mécanismes sont à l’origine d’une force proton motrice et d’une 

buerait à la survie de 

associée aux décarboxylases

et de la force proton-motrice de la cellule. 

malique, sa décarboxylation en acide L

aboutissent à la consommation d’un proton intracellulaire 

1996b; Salema et al. 1996b; Salema et al. 1996a). 

d’autre de la membrane par l’activité malolactique, génère une force proton motrice utilisée par la 

: Identification des mécanismes majeurs de résistance et d’adaptation de 

O. oeni dans le milieu vin

La régulation de pH intracellulaire

Lors d’un stress acide ou tout autre stress à l’origine d’une modifi

 oeni est capable de mobiliser différentes 

machineries enzymatiques lui permettant de maintenir son pHint telles que l’enzyme F

Maréchal et al. 1999; Galland et al. 2003; Fortier et al. 2003)

s acides aminés décarboxylases 

. Ces mécanismes sont à l’origine d’une force proton motrice et d’une 

buerait à la survie de O. oeni en milieu acide 

décarboxylases joue un rôle prépondérant dans le 

motrice de la cellule. 

malique, sa décarboxylation en acide L

aboutissent à la consommation d’un proton intracellulaire (Labarre et al. 1996b; Labarre et al. 

. Le déséquilibre protonique créé de part et 

d’autre de la membrane par l’activité malolactique, génère une force proton motrice utilisée par la 
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: Identification des mécanismes majeurs de résistance et d’adaptation de O. oeni en milieu vin. 

dans le milieu vin

La régulation de pH intracellulaire 

Lors d’un stress acide ou tout autre stress à l’origine d’une modification du pH environnemental 

est capable de mobiliser différentes 

telles que l’enzyme F

Maréchal et al. 1999; Galland et al. 2003; Fortier et al. 2003), l’enzyme malolactique 

s acides aminés décarboxylases (Bonnin-

. Ces mécanismes sont à l’origine d’une force proton motrice et d’une 

en milieu acide 

joue un rôle prépondérant dans le 

motrice de la cellule. Ainsi l’entrée de la forme 

malique, sa décarboxylation en acide L-lactique et l’efflux de ce dernier 

(Labarre et al. 1996b; Labarre et al. 

Le déséquilibre protonique créé de part et 

d’autre de la membrane par l’activité malolactique, génère une force proton motrice utilisée par la 
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en milieu vin.  

dans le milieu vin 

cation du pH environnemental 

est capable de mobiliser différentes 

telles que l’enzyme F1F

, l’enzyme malolactique 

-Jusserand et al. 2011; 

. Ces mécanismes sont à l’origine d’une force proton motrice et d’une 

en milieu acide (Figure 8).

joue un rôle prépondérant dans le 

Ainsi l’entrée de la forme 

lactique et l’efflux de ce dernier 

(Labarre et al. 1996b; Labarre et al. 

Le déséquilibre protonique créé de part et 

d’autre de la membrane par l’activité malolactique, génère une force proton motrice utilisée par la 
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L’activité d
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décarboxylases impliquées dans le métabolisme des acides a

régulation du pH

réaction de décarboxylation de l’ornithine, la tyrosine et l’histidine par l’ornithine décarboxylase 

(ODC), la tyrosine décar

respective de la putrescine, la tyramine et l’histamine 

al. 2012)

d’un gradient de proton et donc d’une force proton

Lors d’un stress, la 

constitution lipidique, elle subit une modification instantanée de sa fluidité qu’elle doit cependant 

maintenir suffisante pour conserver la fonctionna

telles que les transporteurs ou la F

membranaire d’une cellule

Différents mécanismes permettant

décrits tels que la synthèse 

insaturation ou la modification des acides gras par le jeu de saturases et désaturases 

2003) et la cyclisation des acide gras insaturés par la CFA synthase 

Chez O.
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modification se traduit principalement par la dimin

saturés et la formation d’acides gras cyclopropanes (CFA

sont produits par une modification post

appelée 

abordée par complémentation hétérologue d’une souche 

ATPase. Cette dernière fonctionne alors en sens inverse et synthétise de l’ATP. Un lien 

entre une activité H

évidence chez des mutants acidosensibles de 

mécanismes d’acidorésistances de 

L’activité de la F1

limitant ainsi la capacité de la bactérie à maintenir son pH

décarboxylases impliquées dans le métabolisme des acides a

régulation du pHint 

réaction de décarboxylation de l’ornithine, la tyrosine et l’histidine par l’ornithine décarboxylase 

(ODC), la tyrosine décar

respective de la putrescine, la tyramine et l’histamine 

al. 2012). L’échange membranaire de l’acide aminé et l’amine biogène conduit à la formation 

d’un gradient de proton et donc d’une force proton

Lors d’un stress, la 

constitution lipidique, elle subit une modification instantanée de sa fluidité qu’elle doit cependant 

maintenir suffisante pour conserver la fonctionna

telles que les transporteurs ou la F

membranaire d’une cellule

Différents mécanismes permettant

décrits tels que la synthèse 

insaturation ou la modification des acides gras par le jeu de saturases et désaturases 

et la cyclisation des acide gras insaturés par la CFA synthase 

O. oeni, une modification de la composition en acides gras membranaires en conditions 

sublétales (éthanol 8% ou pH 3,5) a été mise en évidence 

modification se traduit principalement par la dimin

saturés et la formation d’acides gras cyclopropanes (CFA

sont produits par une modification post

appelée CFA synthase

abordée par complémentation hétérologue d’une souche 

Cette dernière fonctionne alors en sens inverse et synthétise de l’ATP. Un lien 

ivité H+-ATPasique réduite et une activité malolactique inexistante a pu être mis en 

évidence chez des mutants acidosensibles de 

mécanismes d’acidorésistances de 

1F0-ATPase est également inhibée par la présence de sulfites dans le vin, 

limitant ainsi la capacité de la bactérie à maintenir son pH

décarboxylases impliquées dans le métabolisme des acides a
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modification se traduit principalement par la dimin
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Cette dernière fonctionne alors en sens inverse et synthétise de l’ATP. Un lien 

ATPasique réduite et une activité malolactique inexistante a pu être mis en 

évidence chez des mutants acidosensibles de O. oeni

oeni (Tourdot-

ATPase est également inhibée par la présence de sulfites dans le vin, 

limitant ainsi la capacité de la bactérie à maintenir son pH

décarboxylases impliquées dans le métabolisme des acides a

par la libération de composés basiques tels que 

réaction de décarboxylation de l’ornithine, la tyrosine et l’histidine par l’ornithine décarboxylase 

boxylase (TDC) et l’histidine décarboxylase (HDC) mènent à libération 

respective de la putrescine, la tyramine et l’histamine 

. L’échange membranaire de l’acide aminé et l’amine biogène conduit à la formation 

d’un gradient de proton et donc d’une force proton-motrice génératrice d’énergie. 
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membrane cellulaire constitue la pre

constitution lipidique, elle subit une modification instantanée de sa fluidité qu’elle doit cependant 
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0-ATPase. Divers stress peuvent affecter la fluidité 

: modulation de la température, du pH, présence d’éthanol…. 

à la bactérie le maintien de son intégrité membranaire ont été 

d’acides gras 
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et la cyclisation des acide gras insaturés par la CFA synthase 

, une modification de la composition en acides gras membranaires en conditions 
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O. oeni, étudiée au laboratoire, a permis l’identification et la caractérisation de nombreux gènes 

codant des protéines ubiquitaires intervenant dans la réponse aux stress de la bactérie dont 

l’expression est induite lorsque les cellules sont soumises à un stress environnemental 

(thermique, acide et présence d’éthanol) (Tableau 3). L’étude de l’expression différentielle par 

RTqPCR des différents gènes identifiés a montré une induction des gènes trxA, clpL1, clpL2, 

hsp18 lors d’une culture avec passage de pH5,3 à pH3,5 (Beltramo et al. 2006). La disponibilité 

de la séquence du génome a également permis l’identification du régulateur transcriptionnel CtsR 

par homologie avec B. subtilis. Actuellement, CtsR constitue l’unique régulateur de l’expression 

des gènes induits lors d’un stress décrit chez O. oeni. L’utilisation de fusions transcritptionnelles 

entre les régions promotrices des gènes potentiellement reconnues par CtsR et le gène rapporteur 

de la β-galactosidase a permis de montrer que l’expression des gènes hsp18, clpP-clpL1, clpL2, 

ctsR-clpC, grpE-dnaK-cbpA et groES-groEL est réprimée par CtsR en conditions optimales de 

croissance. Ces gènes constituent le régulon CtsR de O. oeni (Grandvalet et al. 2005). Il est 

intéressant de noter que les gènes étudiés par Beltramo et al. ne présentent pas le même profil 

d’expression alors que la plupart d’entre eux (clpL1, clpL2, hsp18, grpE, groES, ctsR et clpP) 

font partie du régulon CtsR (Grandvalet et al. 2005; Beltramo et al. 2006). Ce phénomène 

pourrait être expliqué pour l’opéron clpP-clpL1 par la mise en évidence d’un promoteur 

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

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

en évidence l’implication de ces gènes dans un contexte œnologique en montrant que les souches 

les plus performantes en condition vin avaient un niveau d’expression relatif des gènes dits « de 

stress » (hsp18, clpP et ctsR) plus élevé que les autres souches. Les gènes ctsR, hsp18 et clpX 

sont surexprimés durant toute la durée de la FML tandis que les gènes clpP, cfa et trxA sont 

préférentiellement surexprimés à la fin de la FML (Olguín et al. 2010).  

La protéomique a également permis l’identification des protéines impliquées dans l’adaptation de 

O. oeni en conditions vin. Ainsi, Da Silveira et al. montrent que O. oeni modifie le profil de ses 

protéines membranaires et cytoplasmiques en réponse à la présence d’éthanol dans le milieu de 

culture (Da Silveira et al. 2004). En effet, la présence d’éthanol (8%) provoque un arrêt de la 

synthèse des protéines membranaires tandis que le taux de protéines potentiellement associées à 

la membrane augmente ce qui suggère que les protéines cytoplasmiques pourraient stabiliser la 
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membrane en réponse à un stress éthanol déstabilisant l’équilibre membranaire. Ce phénomène, 

déjà décrit chez O. oeni dans le cas de Lo18 (Coucheney et al. 2005b) ou chez E. coli pour le 

chaperon GroEL (Török et al. 1997) suggère une interaction entre lipides et protéines. La 

modification de l’hydrophobicité des protéines cytoplasmiques par la présence d’éthanol pourrait 

expliquer l’augmentation d’affinité de ces protéines pour la membrane et le fort taux de protéines 

associées à la membrane décrit dans les cellules cultivées en présence d’éthanol (Da Silveira et 

al. 2004). De même, la fraction cytosolique du chaperon moléculaire DnaK diminue lors d’un 

choc éthanol suggérant un recrutement à la membrane (Olguín et al. 2015). Les travaux de 

Cecconi et al. montrent des différences de performances entre les cellules adaptées et non 

adaptées principalement imputables à des différences d’expression de protéines spécifiques 

impliquées 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 après inoculation en vin (Cecconi et al. 2009).  Récemment, Olguín et al. 

ont étudié les effets d’un choc éthanol (12%) sur la souche O. oeni PSU-1 en combinant une 

approche transcriptomique et une approche protéomique. Ces travaux montrent les limites de la 

protéomique appliquée à O. oeni en conditions vin. En effet, l’analyse transcriptomique met en 

évidence une expression différentielle des gènes codant les protéines associées à la membrane 

cependant l’approche protéomique permet seulement l’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 même concernant l’approche transcriptomique, 

parmi les gènes étudiés, seuls deux affichent le même 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’adaptation de O. oeni aux conditions physico-chimiques 

du vin. A noter que l’approche protéomique semble toutefois plus séduisante, à 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 thèse, sera détaillée dans la 

partie II de cette synthèse bibliographique. 
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Tableau 3 : Facteurs physico-chimiques influençant l’expression des gènes de O. oeni 

ND : non déterminé ; * : gènes appartenant au régulon CtsR 

 

Gènes 
Nature du stress 

Références 
Phase de croissance 42°C Ethanol pH3.5 Autres 

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

Beltramo et al. 2006) 

trxA - + ND + +(H2O2) (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) 
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ayant subi un choc froid préalable sont capables de résister à l’effet délétère de la combinaison 

d’un choc acide à un choc éthanol. De même, la combinaison d’un choc froid et d’un choc 

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

 Initialement mises en évidence chez la drosophile suite à 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 bien conservées : la réponse au stress est universelle. Outre 

leur implication dans la réponse à un stress thermique, elles sont produites en réponse à 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 rôle principal des protéines Hsp est 

d’assister le repliement des protéines et prévenir l’accumulation et l’agrégation de protéines 

endommagées dans la cellule. Elles agissent en fonction du degré d’altération de la protéine et 

assurent un contrôle qualité des protéines cellulaires. Ainsi elles jouent le rôle de chaperons 

moléculaires en aidant au repliement de la protéine en conformation active, ou assurent la 

dégradation par protéolyse des protéines dénaturées de manière irréversible. En conditions 

optimales de croissance, les taux de transcription et de traduction sont élevés. Les protéines 

synthétisées de novo se replient de manière spontanée sans l’assistance des chaperons 

moléculaires (Figure 9 (1)). Après 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 phénomène s’explique principalement par la présence de 

protéines thermolabiles dans le cytoplasme. Les protéines altérées de manière irréversible sont 

dégradées par les protéases. Deux types de protéines Hsp peuvent être 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 synthèse est induite 

en cas d’altérations sévères : cas des Small Hsps (sHsps) (Narberhaus 2002). 



 

Figure 9 : Modèle simplifié du contrôle qualité des protéines cellulaires en conditions optimales (1) ou conditions 
stressantes (2) 
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Hartl 2009)

 

compaction du peptide est complétée par l’encapsulation par GroES 

sur GroEL forme ainsi une cavité protectrice empêchant la fuite du substrat et permettant son 

repliement ④. Le peptide sous conformation native est libéré après dissociation du complexe et 

libération de l’ADP 

repliement dans la cavité 

taille de la cavité limite la taille des peptides pouvant être pris en charge à 20

Horwich 1998; Hartl and Hayer

: Le complexe GroEL
et (2) Cycle de repliement d’un polypeptide par le chaperon moléculaire universel GroEL

Hartl 2009). 

compaction du peptide est complétée par l’encapsulation par GroES 

sur GroEL forme ainsi une cavité protectrice empêchant la fuite du substrat et permettant son 

. Le peptide sous conformation native est libéré après dissociation du complexe et 

libération de l’ADP ⑤. Le repliement d’un pe

repliement dans la cavité ⑥. Un cycle nécessite la consommation de sept molécules d’ATP. La 

taille de la cavité limite la taille des peptides pouvant être pris en charge à 20

Horwich 1998; Hartl and Hayer

: Le complexe GroEL-GroES. (1) Structure en trois dimensions du complexe GroEL
et (2) Cycle de repliement d’un polypeptide par le chaperon moléculaire universel GroEL

compaction du peptide est complétée par l’encapsulation par GroES 

sur GroEL forme ainsi une cavité protectrice empêchant la fuite du substrat et permettant son 

. Le peptide sous conformation native est libéré après dissociation du complexe et 

. Le repliement d’un pe

. Un cycle nécessite la consommation de sept molécules d’ATP. La 

taille de la cavité limite la taille des peptides pouvant être pris en charge à 20

Horwich 1998; Hartl and Hayer-Hartl 2009)

GroES. (1) Structure en trois dimensions du complexe GroEL
et (2) Cycle de repliement d’un polypeptide par le chaperon moléculaire universel GroEL

~ 44 ~ 

compaction du peptide est complétée par l’encapsulation par GroES 

sur GroEL forme ainsi une cavité protectrice empêchant la fuite du substrat et permettant son 

. Le peptide sous conformation native est libéré après dissociation du complexe et 

. Le repliement d’un peptide peut nécessiter plusieurs cycles répétés de 

. Un cycle nécessite la consommation de sept molécules d’ATP. La 

taille de la cavité limite la taille des peptides pouvant être pris en charge à 20

Hartl 2009).  

GroES. (1) Structure en trois dimensions du complexe GroEL
et (2) Cycle de repliement d’un polypeptide par le chaperon moléculaire universel GroEL

compaction du peptide est complétée par l’encapsulation par GroES 

sur GroEL forme ainsi une cavité protectrice empêchant la fuite du substrat et permettant son 

. Le peptide sous conformation native est libéré après dissociation du complexe et 

ptide peut nécessiter plusieurs cycles répétés de 

. Un cycle nécessite la consommation de sept molécules d’ATP. La 

taille de la cavité limite la taille des peptides pouvant être pris en charge à 20

GroES. (1) Structure en trois dimensions du complexe GroEL
et (2) Cycle de repliement d’un polypeptide par le chaperon moléculaire universel GroEL

Synthèse

compaction du peptide est complétée par l’encapsulation par GroES ③. La fixation de GroES 

sur GroEL forme ainsi une cavité protectrice empêchant la fuite du substrat et permettant son 

. Le peptide sous conformation native est libéré après dissociation du complexe et 

ptide peut nécessiter plusieurs cycles répétés de 

. Un cycle nécessite la consommation de sept molécules d’ATP. La 

taille de la cavité limite la taille des peptides pouvant être pris en charge à 20

GroES. (1) Structure en trois dimensions du complexe GroEL-GroES 
et (2) Cycle de repliement d’un polypeptide par le chaperon moléculaire universel GroEL

Synthèse bibliographique

. La fixation de GroES 

sur GroEL forme ainsi une cavité protectrice empêchant la fuite du substrat et permettant son 

. Le peptide sous conformation native est libéré après dissociation du complexe et 

ptide peut nécessiter plusieurs cycles répétés de 

. Un cycle nécessite la consommation de sept molécules d’ATP. La 

taille de la cavité limite la taille des peptides pouvant être pris en charge à 20-60 kDa (Bukau 

GroES (Castanié-
et (2) Cycle de repliement d’un polypeptide par le chaperon moléculaire universel GroEL-GroES (Hartl and Hayer

bibliographique 

. La fixation de GroES 

sur GroEL forme ainsi une cavité protectrice empêchant la fuite du substrat et permettant son 

. Le peptide sous conformation native est libéré après dissociation du complexe et 

ptide peut nécessiter plusieurs cycles répétés de 

. Un cycle nécessite la consommation de sept molécules d’ATP. La 

(Bukau and 

 

-Cornet et al. 
(Hartl and Hayer-

 

 



 

Les différences de conformation entre DnaK et GroEL reflètent les différences de 

substrats

natives tandis que GroEL agit en enfermant le substrat protéique complet d

hydrophobe limitant par la taille la fixation du peptide

permet de prendre en charge de plus grandes protéines. L’étude de l’interactome de DnaK par 

Calloni et al. a tout de même montré que DnaK interagi

par GroEL suggérant une action concertée avec GroEL. 

Les small Heat Shock Proteins

moléculaires sont des protéines ubiquitaires retrouvées chez les plantes, les animaux, les 

archaebactéries et les bactéries. Contrairement aux autres chaperons moléculaires, les sH

montrent d

des caractéristiques communes

acides situé dans la région amino

capacité à s’organiser 

moléculaire ATP

(Narberhaus 2002; Zhang et al. 2005)

La séquence peptidique des sHsp peut être divisée en trois régions distinctes

- une 

cons

dans l’oligomérisation de la protéine et pouvant établir des interactions hydrophobes avec 

le domaine 

- d’un 

hélice 

sHsp.

- une 

majorité polaires et chargés tels que le glutamate, la l

extrêmement variable et flexible possède un motif tri

férences de conformation entre DnaK et GroEL reflètent les différences de 

substrats. En effet, DnaK prend en charge les courts segments hydrophobes des protéines non 

natives tandis que GroEL agit en enfermant le substrat protéique complet d

hydrophobe limitant par la taille la fixation du peptide

permet de prendre en charge de plus grandes protéines. L’étude de l’interactome de DnaK par 

Calloni et al. a tout de même montré que DnaK interagi

par GroEL suggérant une action concertée avec GroEL. 

II.2.2.

small Heat Shock Proteins

moléculaires sont des protéines ubiquitaires retrouvées chez les plantes, les animaux, les 

archaebactéries et les bactéries. Contrairement aux autres chaperons moléculaires, les sH

montrent de grandes variations de séquence, de structure et de taille. Elles présentent cependant 

des caractéristiques communes

acides situé dans la région amino

capacité à s’organiser 

moléculaire ATP-

(Narberhaus 2002; Zhang et al. 2005)

La séquence peptidique des sHsp peut être divisée en trois régions distinctes

une région amino

conservée, la région comporte tout de même deux segments de type hélice 

dans l’oligomérisation de la protéine et pouvant établir des interactions hydrophobes avec 

le domaine α

d’un domaine 

hélice α et d’un motif conserv

sHsp. 

une courte extrémité carboxy

majorité polaires et chargés tels que le glutamate, la l

extrêmement variable et flexible possède un motif tri

férences de conformation entre DnaK et GroEL reflètent les différences de 

. En effet, DnaK prend en charge les courts segments hydrophobes des protéines non 

natives tandis que GroEL agit en enfermant le substrat protéique complet d

hydrophobe limitant par la taille la fixation du peptide

permet de prendre en charge de plus grandes protéines. L’étude de l’interactome de DnaK par 

Calloni et al. a tout de même montré que DnaK interagi

par GroEL suggérant une action concertée avec GroEL. 

 Les smallII.2.2.

II.2.2.1.

small Heat Shock Proteins

moléculaires sont des protéines ubiquitaires retrouvées chez les plantes, les animaux, les 

archaebactéries et les bactéries. Contrairement aux autres chaperons moléculaires, les sH

e grandes variations de séquence, de structure et de taille. Elles présentent cependant 

des caractéristiques communes

acides situé dans la région amino

capacité à s’organiser spontanément

-indépendant

(Narberhaus 2002; Zhang et al. 2005)

La séquence peptidique des sHsp peut être divisée en trois régions distinctes

région amino-terminale variable

ervée, la région comporte tout de même deux segments de type hélice 

dans l’oligomérisation de la protéine et pouvant établir des interactions hydrophobes avec 

le domaine α-cristallin. 

domaine α-cristallin amino

α et d’un motif conserv

courte extrémité carboxy

majorité polaires et chargés tels que le glutamate, la l

extrêmement variable et flexible possède un motif tri

férences de conformation entre DnaK et GroEL reflètent les différences de 

. En effet, DnaK prend en charge les courts segments hydrophobes des protéines non 

natives tandis que GroEL agit en enfermant le substrat protéique complet d

hydrophobe limitant par la taille la fixation du peptide

permet de prendre en charge de plus grandes protéines. L’étude de l’interactome de DnaK par 

Calloni et al. a tout de même montré que DnaK interagi

par GroEL suggérant une action concertée avec GroEL. 

mall Hsp 

 StructureII.2.2.1.

small Heat Shock Proteins (α-Hsp, SmHSP ou sHSP) ou protéines de stress de faible poids 

moléculaires sont des protéines ubiquitaires retrouvées chez les plantes, les animaux, les 

archaebactéries et les bactéries. Contrairement aux autres chaperons moléculaires, les sH

e grandes variations de séquence, de structure et de taille. Elles présentent cependant 

des caractéristiques communes : (i) la présence d’un domaine 

acides situé dans la région amino-proximale, (ii) une taille monomérique de

spontanément en structures 

indépendant influencée par le dynamisme de la structure oligomérique 

(Narberhaus 2002; Zhang et al. 2005).  

La séquence peptidique des sHsp peut être divisée en trois régions distinctes

terminale variable

ervée, la région comporte tout de même deux segments de type hélice 

dans l’oligomérisation de la protéine et pouvant établir des interactions hydrophobes avec 

cristallin.  

cristallin amino-

 et d’un motif conservé [GVLTL/VTL/V] impliqués dans la dimérisation des 

courte extrémité carboxy-terminale

majorité polaires et chargés tels que le glutamate, la l

extrêmement variable et flexible possède un motif tri

~ 45 ~ 

férences de conformation entre DnaK et GroEL reflètent les différences de 

. En effet, DnaK prend en charge les courts segments hydrophobes des protéines non 

natives tandis que GroEL agit en enfermant le substrat protéique complet d

hydrophobe limitant par la taille la fixation du peptide

permet de prendre en charge de plus grandes protéines. L’étude de l’interactome de DnaK par 

Calloni et al. a tout de même montré que DnaK interagi

par GroEL suggérant une action concertée avec GroEL. 

Structure 

Hsp, SmHSP ou sHSP) ou protéines de stress de faible poids 

moléculaires sont des protéines ubiquitaires retrouvées chez les plantes, les animaux, les 

archaebactéries et les bactéries. Contrairement aux autres chaperons moléculaires, les sH

e grandes variations de séquence, de structure et de taille. Elles présentent cependant 

: (i) la présence d’un domaine 

proximale, (ii) une taille monomérique de

en structures oligomériques 

influencée par le dynamisme de la structure oligomérique 

La séquence peptidique des sHsp peut être divisée en trois régions distinctes

terminale variable pouvant aller de 20 à 250 acides aminé. Très peu 

ervée, la région comporte tout de même deux segments de type hélice 

dans l’oligomérisation de la protéine et pouvant établir des interactions hydrophobes avec 

-proximal conservé constitué

é [GVLTL/VTL/V] impliqués dans la dimérisation des 

terminale de taille inférieure à vingt acides aminés en 

majorité polaires et chargés tels que le glutamate, la l

extrêmement variable et flexible possède un motif tri

férences de conformation entre DnaK et GroEL reflètent les différences de 

. En effet, DnaK prend en charge les courts segments hydrophobes des protéines non 

natives tandis que GroEL agit en enfermant le substrat protéique complet d

hydrophobe limitant par la taille la fixation du peptide-substrat. L’action locale de DnaK lui 

permet de prendre en charge de plus grandes protéines. L’étude de l’interactome de DnaK par 

Calloni et al. a tout de même montré que DnaK interagit avec 40% des protéines prises en charge 

par GroEL suggérant une action concertée avec GroEL. (Calloni et al. 2012)

Hsp, SmHSP ou sHSP) ou protéines de stress de faible poids 

moléculaires sont des protéines ubiquitaires retrouvées chez les plantes, les animaux, les 

archaebactéries et les bactéries. Contrairement aux autres chaperons moléculaires, les sH

e grandes variations de séquence, de structure et de taille. Elles présentent cependant 

: (i) la présence d’un domaine 

proximale, (ii) une taille monomérique de

oligomériques 

influencée par le dynamisme de la structure oligomérique 

La séquence peptidique des sHsp peut être divisée en trois régions distinctes

pouvant aller de 20 à 250 acides aminé. Très peu 

ervée, la région comporte tout de même deux segments de type hélice 

dans l’oligomérisation de la protéine et pouvant établir des interactions hydrophobes avec 

conservé constitué

é [GVLTL/VTL/V] impliqués dans la dimérisation des 

de taille inférieure à vingt acides aminés en 

majorité polaires et chargés tels que le glutamate, la lysine ou l’isoleucine. Cette région 

extrêmement variable et flexible possède un motif tri-peptidique conservé au sein des 

Synthèse

férences de conformation entre DnaK et GroEL reflètent les différences de 

. En effet, DnaK prend en charge les courts segments hydrophobes des protéines non 

natives tandis que GroEL agit en enfermant le substrat protéique complet d

substrat. L’action locale de DnaK lui 

permet de prendre en charge de plus grandes protéines. L’étude de l’interactome de DnaK par 

t avec 40% des protéines prises en charge 

(Calloni et al. 2012)

Hsp, SmHSP ou sHSP) ou protéines de stress de faible poids 

moléculaires sont des protéines ubiquitaires retrouvées chez les plantes, les animaux, les 

archaebactéries et les bactéries. Contrairement aux autres chaperons moléculaires, les sH

e grandes variations de séquence, de structure et de taille. Elles présentent cependant 

: (i) la présence d’un domaine α-cristallin

proximale, (ii) une taille monomérique de

oligomériques et (iv) une activité de 

influencée par le dynamisme de la structure oligomérique 

La séquence peptidique des sHsp peut être divisée en trois régions distinctes

pouvant aller de 20 à 250 acides aminé. Très peu 

ervée, la région comporte tout de même deux segments de type hélice 

dans l’oligomérisation de la protéine et pouvant établir des interactions hydrophobes avec 

conservé constitué de sept feuillets 

é [GVLTL/VTL/V] impliqués dans la dimérisation des 

de taille inférieure à vingt acides aminés en 

ysine ou l’isoleucine. Cette région 

peptidique conservé au sein des 

Synthèse bibliographique

férences de conformation entre DnaK et GroEL reflètent les différences de spécificités de 

. En effet, DnaK prend en charge les courts segments hydrophobes des protéines non 

natives tandis que GroEL agit en enfermant le substrat protéique complet dans une cavité 

substrat. L’action locale de DnaK lui 

permet de prendre en charge de plus grandes protéines. L’étude de l’interactome de DnaK par 

t avec 40% des protéines prises en charge 

(Calloni et al. 2012).  

Hsp, SmHSP ou sHSP) ou protéines de stress de faible poids 

moléculaires sont des protéines ubiquitaires retrouvées chez les plantes, les animaux, les 

archaebactéries et les bactéries. Contrairement aux autres chaperons moléculaires, les sH

e grandes variations de séquence, de structure et de taille. Elles présentent cependant 

cristallin  d’environ 80 à 100 

proximale, (ii) une taille monomérique de 12 à 43 kDa

et (iv) une activité de 

influencée par le dynamisme de la structure oligomérique 

La séquence peptidique des sHsp peut être divisée en trois régions distinctes :  

pouvant aller de 20 à 250 acides aminé. Très peu 

ervée, la région comporte tout de même deux segments de type hélice α impliqu

dans l’oligomérisation de la protéine et pouvant établir des interactions hydrophobes avec 

de sept feuillets 

é [GVLTL/VTL/V] impliqués dans la dimérisation des 

de taille inférieure à vingt acides aminés en 

ysine ou l’isoleucine. Cette région 

peptidique conservé au sein des 

bibliographique 

spécificités de 

. En effet, DnaK prend en charge les courts segments hydrophobes des protéines non 

ans une cavité 

substrat. L’action locale de DnaK lui 

permet de prendre en charge de plus grandes protéines. L’étude de l’interactome de DnaK par 

t avec 40% des protéines prises en charge 

Hsp, SmHSP ou sHSP) ou protéines de stress de faible poids 

moléculaires sont des protéines ubiquitaires retrouvées chez les plantes, les animaux, les 

archaebactéries et les bactéries. Contrairement aux autres chaperons moléculaires, les sHsp 

e grandes variations de séquence, de structure et de taille. Elles présentent cependant 

d’environ 80 à 100 

12 à 43 kDa, (iii) la 

et (iv) une activité de chaperon 

influencée par le dynamisme de la structure oligomérique 

pouvant aller de 20 à 250 acides aminé. Très peu 

α impliqués 

dans l’oligomérisation de la protéine et pouvant établir des interactions hydrophobes avec 

de sept feuillets β et une 

é [GVLTL/VTL/V] impliqués dans la dimérisation des 

de taille inférieure à vingt acides aminés en 

ysine ou l’isoleucine. Cette région 

peptidique conservé au sein des 

 



 

espèces [I/L

dimérisation des sHsp

Les sHsp se sont révélées être capables de prendre en charge deux substrats de nature 

différente

Mise en évidence dans les années 199

et a été détectée chez de nombreuses représentantes de la famille 

capables de reconnaître et d’interag

dénaturation afin de les séquestrer et d’empêcher leur agrégation 

MacRae 2005; Nakamoto and Ví

par les
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Figure 12 : Mécanisme d’oligomérisation et d’activité chaperon des sHsps 
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associés à la membrane tandis que les oligomères sont fixés sur les complexes protéiques 

dénaturés. Durant un stress éthanolique, la modification dan

membrane pourrait être responsable de la libération des dimères rendus alors disponibles pour la 

formation d’oligomères et la protection des protéines cytoplasmiques.
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dans la dimérisation tandis que pour la protéine ClpE de L. lactis, il serait impliqué dans 

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

 
Figure 16 : Représentation schématique de l'organisation structurale des sous familles de Clp-ATPases (Frees et al. 2007). 
* : Présence de la protéine ClpL2 uniquement chez les Leuconostocaceae. Les protéines ClpA, ClpB, ClpC, ClpE, et ClpL 
comportent deux domaines de fixation aux nucléotides (NBD contenus dans AAA-1 et AAA-2) contrairement à ClpX qui n’en 
comporte qu’un seul. Les différents domaines à l’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 l’interaction avec la protéine ClpP et le 
domaine Zn contient un motif en doigts de zinc qui aurait un rôle 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 hexamériques 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 

l’ATP permet un changement conformationnel de l’oligomère et l’entrée du substrat dans la 

cavité. La protéine native est expulsée après un processus de repliement ATP-dépendant (Figure 

17 (2)).  
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Figure 17 : Différents mécanismes d’action des Clp
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deux polypeptides de tailles différentes principalement due à la présence d’un site interne 

d’initiation de la traduction. Cette particularité est conservée chez de nombreuses bactéries, E. 

coli, Synechococcus sp, streptomyces albus, L. lactis (Squires et al. 1991; Eriksson and Clarke 

1996; Grandvalet et al. 1999; Ingmer et al. 1999) mais pas chez Mycoplasma 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 II.2.1.1. ClpB n’intervient pas dans la dégradation des substrats protéiques mais 

se fixe directement sur les agrégats protéiques afin de les dissoudre puis les présente au complexe 

protéique DnaKJ-GrpE pour repliement. Les changements structuraux de ClpB provoqué par 

l’hydrolyse de l’ATP permettent le cisaillement et le déroulement des protéines agrégées (Figure 

17(3)). Initialement décrit chez E. coli, le rôle 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 contrôle l’activité de ClpB via une interaction entre une boucle 

distale du domaine M (Middle 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 l’assemblage et le désassemblage de la 

structure oligomérique de ClpB en régulant son activité ATPasique (Aguado et al. 2015). 

Récemment, la technique de double-hybride bactérien a permis à 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 rôle dans l’oligomérisation (Barnett et al. 2000). 

ClpB présente une forte affinité pour les substrats protéiques déstructurés de de taille supérieure à 

152 acides aminés et plus particulièrement pour les 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 rôle de la protéine ClpB chez les bactéries à 

Gram négatif, il n’en est pas de même 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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Ces études soulignent l’importance de ClpX dans les processus cellulaires mais aussi dans la 

réponse adaptive aux stress des bactéries firmicutes.
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prématurée des gènes de sporulation 

dans la régulation du répresseur négatif des gènes de c

et du facteur de sporulation YpbH 

Derré et al. 2000; Pe

limitée. 

2002) tandis que chez 

compétence ni pour la thermotolérance 

Chez B. subtilis

transcripti

et al. 2003; Kirstein et al. 2005; Tao and Biswas 2013a)

A l’instar de ClpA

évidence lors du projet de séquençage du génome de 

firmicutes 

(Chastanet et al. 2001)

présence du motif en doigts de

absents 

Ces études soulignent l’importance de ClpX dans les processus cellulaires mais aussi dans la 

réponse adaptive aux stress des bactéries firmicutes.

Initialement nommée MecB (

ClpC présente deux NBD et le motif tripeptidique conservé [VGF] de fixation à ClpP. 

Contrairement à la protéine ClpC de 

ATPasique et requière la présence de protéines adaptatrices é

acquérir sa fonction de chaperon tels que McsA ou McsB 

. Chez B. subtilis 

pour la reconnaissance et dégradation des substrats protéiques dénaturés 

Frees et al. 2004; Kock et al. 20

croissance à haute température, une élongation morphologique des cellules, une expression 

prématurée des gènes de sporulation 

dans la régulation du répresseur négatif des gènes de c

et du facteur de sporulation YpbH 

Derré et al. 2000; Pe

limitée. Chez S. mutans

tandis que chez 

compétence ni pour la thermotolérance 

B. subtilis, ClpC et ClpX interviennent dans la régulation de l’activité du répresseur 

transcriptionnel CtsR, au même titre que ClpE chez 

et al. 2003; Kirstein et al. 2005; Tao and Biswas 2013a)

II.3.4.

A l’instar de ClpA

évidence lors du projet de séquençage du génome de 

firmicutes (Derré et al. 1999a)

(Chastanet et al. 2001)

présence du motif en doigts de

 de la séquence de ClpL 

Ces études soulignent l’importance de ClpX dans les processus cellulaires mais aussi dans la 

réponse adaptive aux stress des bactéries firmicutes.

Initialement nommée MecB (M

ClpC présente deux NBD et le motif tripeptidique conservé [VGF] de fixation à ClpP. 

Contrairement à la protéine ClpC de 

ATPasique et requière la présence de protéines adaptatrices é

acquérir sa fonction de chaperon tels que McsA ou McsB 

B. subtilis et S. aureus

ssance et dégradation des substrats protéiques dénaturés 

Frees et al. 2004; Kock et al. 20

croissance à haute température, une élongation morphologique des cellules, une expression 

prématurée des gènes de sporulation 

dans la régulation du répresseur négatif des gènes de c

et du facteur de sporulation YpbH 

Derré et al. 2000; Persuh et al. 2002)

S. mutans, le mutant ne présente aucun phénotype particulier 

tandis que chez S. pneumoniae

compétence ni pour la thermotolérance 

, ClpC et ClpX interviennent dans la régulation de l’activité du répresseur 

onnel CtsR, au même titre que ClpE chez 

et al. 2003; Kirstein et al. 2005; Tao and Biswas 2013a)

 Rôles de ClpE et ClpLII.3.4.

A l’instar de ClpA exclusivement retrouvée chez les bactéries à Gram

évidence lors du projet de séquençage du génome de 

(Derré et al. 1999a). De même, ClpL est exclusivement représentée chez les firmicutes 

(Chastanet et al. 2001). Longtemps confondues, ces deux Clp

présence du motif en doigts de

de la séquence de ClpL 

Ces études soulignent l’importance de ClpX dans les processus cellulaires mais aussi dans la 

réponse adaptive aux stress des bactéries firmicutes.

Medium-independant 

ClpC présente deux NBD et le motif tripeptidique conservé [VGF] de fixation à ClpP. 

Contrairement à la protéine ClpC de E. 

ATPasique et requière la présence de protéines adaptatrices é

acquérir sa fonction de chaperon tels que McsA ou McsB 

S. aureus, ClpC 

ssance et dégradation des substrats protéiques dénaturés 

Frees et al. 2004; Kock et al. 2004). Chez 

croissance à haute température, une élongation morphologique des cellules, une expression 

prématurée des gènes de sporulation (Krüger et al. 1994; Msadek et al. 1994)

dans la régulation du répresseur négatif des gènes de c

et du facteur de sporulation YpbH (Msadek et al. 1994; Turgay et al. 1997; Turgay et al. 1998; 

rsuh et al. 2002). Chez 

, le mutant ne présente aucun phénotype particulier 

S. pneumoniae, la protéine ClpC ne semble pas requise ni pour la 

compétence ni pour la thermotolérance (Chastanet et al. 2001)

, ClpC et ClpX interviennent dans la régulation de l’activité du répresseur 

onnel CtsR, au même titre que ClpE chez 

et al. 2003; Kirstein et al. 2005; Tao and Biswas 2013a)

Rôles de ClpE et ClpL

exclusivement retrouvée chez les bactéries à Gram

évidence lors du projet de séquençage du génome de 

. De même, ClpL est exclusivement représentée chez les firmicutes 

. Longtemps confondues, ces deux Clp

présence du motif en doigts de zinc et du motif tripeptidique [VGF] chez ClpE,

de la séquence de ClpL (Chastanet et al. 2001)
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Ces études soulignent l’importance de ClpX dans les processus cellulaires mais aussi dans la 

réponse adaptive aux stress des bactéries firmicutes. 

independant E

ClpC présente deux NBD et le motif tripeptidique conservé [VGF] de fixation à ClpP. 

 coli, ClpC de 

ATPasique et requière la présence de protéines adaptatrices é

acquérir sa fonction de chaperon tels que McsA ou McsB 

 est vraisemblablement la partenaire privilégiée de ClpP 

ssance et dégradation des substrats protéiques dénaturés 

. Chez B. subtilis

croissance à haute température, une élongation morphologique des cellules, une expression 

(Krüger et al. 1994; Msadek et al. 1994)

dans la régulation du répresseur négatif des gènes de c

(Msadek et al. 1994; Turgay et al. 1997; Turgay et al. 1998; 

. Chez S. mutans 

, le mutant ne présente aucun phénotype particulier 

, la protéine ClpC ne semble pas requise ni pour la 

(Chastanet et al. 2001)

, ClpC et ClpX interviennent dans la régulation de l’activité du répresseur 

onnel CtsR, au même titre que ClpE chez L. lactis

et al. 2003; Kirstein et al. 2005; Tao and Biswas 2013a)

Rôles de ClpE et ClpL : Clp-ATPases spécifiques des firmicutes

exclusivement retrouvée chez les bactéries à Gram

évidence lors du projet de séquençage du génome de 

. De même, ClpL est exclusivement représentée chez les firmicutes 

. Longtemps confondues, ces deux Clp

zinc et du motif tripeptidique [VGF] chez ClpE,

(Chastanet et al. 2001)

Ces études soulignent l’importance de ClpX dans les processus cellulaires mais aussi dans la 

Expression of 

ClpC présente deux NBD et le motif tripeptidique conservé [VGF] de fixation à ClpP. 

ClpC de B. subtilis

ATPasique et requière la présence de protéines adaptatrices également appelées co

acquérir sa fonction de chaperon tels que McsA ou McsB (Kirstein et al. 2006; Kirstein et al. 

est vraisemblablement la partenaire privilégiée de ClpP 

ssance et dégradation des substrats protéiques dénaturés 

B. subtilis, le mutant 

croissance à haute température, une élongation morphologique des cellules, une expression 

(Krüger et al. 1994; Msadek et al. 1994)

dans la régulation du répresseur négatif des gènes de classe III, CtsR, du régulateur positif ComK 

(Msadek et al. 1994; Turgay et al. 1997; Turgay et al. 1998; 

S. mutans et S. pneumoniae, 

, le mutant ne présente aucun phénotype particulier 

, la protéine ClpC ne semble pas requise ni pour la 

(Chastanet et al. 2001). 

, ClpC et ClpX interviennent dans la régulation de l’activité du répresseur 

L. lactis et ClpL chez 

et al. 2003; Kirstein et al. 2005; Tao and Biswas 2013a). 

ATPases spécifiques des firmicutes

exclusivement retrouvée chez les bactéries à Gram

évidence lors du projet de séquençage du génome de B. subtilis, 

. De même, ClpL est exclusivement représentée chez les firmicutes 

. Longtemps confondues, ces deux Clp

zinc et du motif tripeptidique [VGF] chez ClpE,

(Chastanet et al. 2001). 

Synthèse

Ces études soulignent l’importance de ClpX dans les processus cellulaires mais aussi dans la 

xpression of Competence

ClpC présente deux NBD et le motif tripeptidique conservé [VGF] de fixation à ClpP. 

B. subtilis présente une faible activité 

galement appelées co

(Kirstein et al. 2006; Kirstein et al. 

est vraisemblablement la partenaire privilégiée de ClpP 

ssance et dégradation des substrats protéiques dénaturés 

, le mutant ∆clpC présente un défaut de 

croissance à haute température, une élongation morphologique des cellules, une expression 

(Krüger et al. 1994; Msadek et al. 1994)

lasse III, CtsR, du régulateur positif ComK 

(Msadek et al. 1994; Turgay et al. 1997; Turgay et al. 1998; 

S. pneumoniae, l’importance de ClpC est 

, le mutant ne présente aucun phénotype particulier 

, la protéine ClpC ne semble pas requise ni pour la 

, ClpC et ClpX interviennent dans la régulation de l’activité du répresseur 

et ClpL chez S. mutans 

ATPases spécifiques des firmicutes

exclusivement retrouvée chez les bactéries à Gram négatif, ClpE mise en 

B. subtilis, est conservée et restreinte aux 

. De même, ClpL est exclusivement représentée chez les firmicutes 

. Longtemps confondues, ces deux Clp-ATPases se distinguent par la 

zinc et du motif tripeptidique [VGF] chez ClpE,
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Chez les bactéries firmicutes pathogènes tels que S. pneumoniae et L. monocytogenes, ClpE est 

impliquée dans la virulence, la thermotolérance et la division cellulaire (Nair et al. 1999; 

Chastanet et al. 2001). Chez les bactéries lactiques et plus particulièrement chez L. lactis, ClpE 

est impliquée dans la régulation de l’activité de CtsR et participe à la dégradation des protéines 

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

Absent du génome de B. subtilis, le gène clpL a été identifié chez de nombreux firmicutes. 

Initialement, le rôle de ClpL  a été étudié chez les firmicutes pathogènes. Chez S. pneumoniae, 

ClpL est capable d’une part de moduler l’expression de gènes de virulence et d’autre part 

d’inhiber l’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 chez S. mutans et S. aureus (Frees et al. 

2004; Kajfasz et al. 2009). Concernant la famille des bactéries lactiques, ClpL est impliquée dans 

des processus d’acquisition de thermotolérance chez L. reuterii, L. gasseri, S. thermophilus et L. 

rhamnosus, (Varcamonti et al. 2006; Wall et al. 2007; Suokko et al. 2008; Simões et al. 2010). 

De plus, chez L. rhamnosus, L. reuterii et L. delbuckii, ClpL semble également impliqué dans 

l’acquisition de la tolérance au stress et au stress biliaire pour L. delbuckii (Wall et al. 2007; 

Simões et al. 2010; Ferreira et al. 2013). 

La ressemblance des mutants clpL et clpB d’un point de vue phénotypique chez S. aureus, 

suggère que ces deux protéines ont des fonctions similaires dans l’acquisition de la 

thermotolérance avec un rôle prépondérant pour ClpL (Frees et al. 2004). Cette observation laisse 

également supposer que ClpL aurait un rôle de chaperon moléculaire en conditions de stress chez 

les bactéries lactiques analogue à ClpB. Comme ClpB, ClpL est dépourvu de la signature 

tripeptidique de fixation à ClpP [LIV]-G-[FL], de la séquence N1 caractéristique de ClpC et du 

motif en doigt de Zinc identifié chez ClpE 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 à celle de la 

sous-famille ClpC. A l’instar de ClpB, ClpL possède dans sa partie carboxy-terminale le motif 

D2-small (Lee et al. 2003). Identifié dans la séquence peptide de ClpL chez S. mutans, ce 

domaine semble impliqué dans la reconnaissance et la stabilisation du régulateur CtsR. Sa 

délétion aboutit à la perte de l’activité chaperon de ClpL vraisemblablement due à une incapacité 

d’oligomérisation (Tao and Biswas 2013a). Un motif conservé de 8 acides aminés 
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delbruckii, L. reuterii, L. et S. thermophilus.

mais cohérente pour un Leuconostocaceae

été identifié dans le génome de 

deux gènes 

des bactéries de la famille des 

L. rhamnosus. 
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lactiques ne soit plus à prouver, le mécanisme d’action était jusqu’à présent inconnu. Park et al. 

ont récemment proposé une caractérisation biochimique 
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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, ClpE 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 ClpE. La sous-famille ClpL, quant à 

elle, s’apparente à une protéine ClpE 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 différents Leuconostocaceae rend compte de l’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 ClpL. Les 8 

résidus [MDDLFNQL] caractérisés par Kwon et al. et conservé dans la séquence des protéines 

ClpL de L. lactis et S. pneumoniae sont 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 ClpE issues 

de firmicutes contre les séquences peptidiques de ClpL des Leuconostocaceae permet 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 ClpE où ClpL2 

constituerait une protéine ClpE dénuée de motif en doigt de zinc ayant acquis une région 

carboxy-proximale spécifiant la fixation de son substrat. 
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protéines sont indispensables à la survie de la bactérie en conditions de stress 

1994; Frees and Ingmer 1999; Foucaud
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(Msadek et al. 1998; Frees and Ingmer 1999; Robertson et al. 2002; Lemos and 

2002; Nair et al. 2003; Frees et al. 2003)

une structure oligomérique formée de deux anneaux de sept sous unités chacune formant une 

cavité enfermant le site actif 

les protéines dénaturées, le complexe multimérique formé par ClpP doit 

s’associer avec un ou deux annea

complexe à activité protéasique désigné sous le terme 

du complexe protéasique ClpP porte une ressemblance avec le protéasome 26S des organismes 

(Kessel et al. 1995)

(Krüger et al. 2000; Frees et al. 2004)

faibles poids moléculaires entrent dans la cavité protéasique de ClpP et s

(Molière and Turgay 2009)

oméostasie. Quatre classes de protéases ATP

FtsH (HflB), Lon, HslUV (ClpQY) et ClpP. Cette dernière s’associe à une Clp

former un complexe protéasique ClpAP, ClpCP, ClpEP et ClpXP. Outre leur rôle en 

de stress, ces protéines peuvent être impliquées dans le contrôle du taux et de la disponibilité dans 

le temps et l’espace de protéines régulatrices 

. L’absence de Lon et ClpQ restreint les protéases ATP

disponibles chez les bactéries lactiques. A ce jour, les protéases impliquées dans la réponse au 

stress décrites chez les bactéries lactiques sont ClpP, FtsH et HtrA. Chez 

protéines sont indispensables à la survie de la bactérie en conditions de stress 

1994; Frees and Ingmer 1999; Foucaud-Scheunemann and Poquet 2003)

Ce paragraphe présente les principales protéases impliquées dans la réponse au stress d

chez les firmicutes. Un bilan faisant état de l’avancement de l’étude de ces protéases chez 

est établi pour chaque protéase.  

Chez les fimicutes à faible % G-C, la protéase ClpP joue un rôle essentiel dans la dégradation des 

protéines altérées lors d’un stress. La mutation du gène 

température chez de nombreuses bactéries telles que 

Streptococcus 

(Msadek et al. 1998; Frees and Ingmer 1999; Robertson et al. 2002; Lemos and 

2002; Nair et al. 2003; Frees et al. 2003)

une structure oligomérique formée de deux anneaux de sept sous unités chacune formant une 

cavité enfermant le site actif (Porankiewicz et al. 1999)

les protéines dénaturées, le complexe multimérique formé par ClpP doit 

s’associer avec un ou deux anneaux hexamèriques

complexe à activité protéasique désigné sous le terme 

du complexe protéasique ClpP porte une ressemblance avec le protéasome 26S des organismes 

(Kessel et al. 1995). ClpC est le partenaire privilégié de ClpP chez 

(Krüger et al. 2000; Frees et al. 2004)

faibles poids moléculaires entrent dans la cavité protéasique de ClpP et s

(Molière and Turgay 2009). ClpP est sensible aux 
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oméostasie. Quatre classes de protéases ATP-

FtsH (HflB), Lon, HslUV (ClpQY) et ClpP. Cette dernière s’associe à une Clp

former un complexe protéasique ClpAP, ClpCP, ClpEP et ClpXP. Outre leur rôle en 

de stress, ces protéines peuvent être impliquées dans le contrôle du taux et de la disponibilité dans 

le temps et l’espace de protéines régulatrices (Msadek et al. 1998; Liu et al. 1999; Chastanet et al. 

. L’absence de Lon et ClpQ restreint les protéases ATP

disponibles chez les bactéries lactiques. A ce jour, les protéases impliquées dans la réponse au 

stress décrites chez les bactéries lactiques sont ClpP, FtsH et HtrA. Chez 

protéines sont indispensables à la survie de la bactérie en conditions de stress 

Scheunemann and Poquet 2003)

Ce paragraphe présente les principales protéases impliquées dans la réponse au stress d

chez les firmicutes. Un bilan faisant état de l’avancement de l’étude de ces protéases chez 

C, la protéase ClpP joue un rôle essentiel dans la dégradation des 

protéines altérées lors d’un stress. La mutation du gène 

température chez de nombreuses bactéries telles que B. subtilis, 

Streptococcus agalactiae, 

(Msadek et al. 1998; Frees and Ingmer 1999; Robertson et al. 2002; Lemos and 

2002; Nair et al. 2003; Frees et al. 2003). La protéine ClpP est une protéase à sérine avec 

une structure oligomérique formée de deux anneaux de sept sous unités chacune formant une 

(Porankiewicz et al. 1999)

les protéines dénaturées, le complexe multimérique formé par ClpP doit 

hexamèriques

complexe à activité protéasique désigné sous le terme 

du complexe protéasique ClpP porte une ressemblance avec le protéasome 26S des organismes 

. ClpC est le partenaire privilégié de ClpP chez 

(Krüger et al. 2000; Frees et al. 2004). En l’absence de ces ATPases, seuls les pep

faibles poids moléculaires entrent dans la cavité protéasique de ClpP et s

. ClpP est sensible aux 

-dépendantes bactériennes ont été décrites

FtsH (HflB), Lon, HslUV (ClpQY) et ClpP. Cette dernière s’associe à une Clp

former un complexe protéasique ClpAP, ClpCP, ClpEP et ClpXP. Outre leur rôle en 

de stress, ces protéines peuvent être impliquées dans le contrôle du taux et de la disponibilité dans 

(Msadek et al. 1998; Liu et al. 1999; Chastanet et al. 

. L’absence de Lon et ClpQ restreint les protéases ATP

disponibles chez les bactéries lactiques. A ce jour, les protéases impliquées dans la réponse au 

stress décrites chez les bactéries lactiques sont ClpP, FtsH et HtrA. Chez 

protéines sont indispensables à la survie de la bactérie en conditions de stress 

Scheunemann and Poquet 2003)

Ce paragraphe présente les principales protéases impliquées dans la réponse au stress d

chez les firmicutes. Un bilan faisant état de l’avancement de l’étude de ces protéases chez 

C, la protéase ClpP joue un rôle essentiel dans la dégradation des 

protéines altérées lors d’un stress. La mutation du gène clpP

B. subtilis, L

agalactiae, Streptococcus mutans

(Msadek et al. 1998; Frees and Ingmer 1999; Robertson et al. 2002; Lemos and 

. La protéine ClpP est une protéase à sérine avec 

une structure oligomérique formée de deux anneaux de sept sous unités chacune formant une 

(Porankiewicz et al. 1999). Pour reconnaître et dégrader 

les protéines dénaturées, le complexe multimérique formé par ClpP doit 

hexamèriques de Clp-ATPases. L’ensemble forme un 

complexe à activité protéasique désigné sous le terme protéase ClpP

du complexe protéasique ClpP porte une ressemblance avec le protéasome 26S des organismes 

. ClpC est le partenaire privilégié de ClpP chez 

. En l’absence de ces ATPases, seuls les pep

faibles poids moléculaires entrent dans la cavité protéasique de ClpP et s

. ClpP est sensible aux antibiotiques cycliques composés 

Synthèse

dépendantes bactériennes ont été décrites

FtsH (HflB), Lon, HslUV (ClpQY) et ClpP. Cette dernière s’associe à une Clp

former un complexe protéasique ClpAP, ClpCP, ClpEP et ClpXP. Outre leur rôle en 

de stress, ces protéines peuvent être impliquées dans le contrôle du taux et de la disponibilité dans 

(Msadek et al. 1998; Liu et al. 1999; Chastanet et al. 

. L’absence de Lon et ClpQ restreint les protéases ATP

disponibles chez les bactéries lactiques. A ce jour, les protéases impliquées dans la réponse au 

stress décrites chez les bactéries lactiques sont ClpP, FtsH et HtrA. Chez 

protéines sont indispensables à la survie de la bactérie en conditions de stress 

Scheunemann and Poquet 2003).  

Ce paragraphe présente les principales protéases impliquées dans la réponse au stress d

chez les firmicutes. Un bilan faisant état de l’avancement de l’étude de ces protéases chez 

C, la protéase ClpP joue un rôle essentiel dans la dégradation des 

clpP altère la croissance à haute 

L. lactis, Listeria monocytogenes

Streptococcus mutans

(Msadek et al. 1998; Frees and Ingmer 1999; Robertson et al. 2002; Lemos and 

. La protéine ClpP est une protéase à sérine avec 

une structure oligomérique formée de deux anneaux de sept sous unités chacune formant une 

. Pour reconnaître et dégrader 

les protéines dénaturées, le complexe multimérique formé par ClpP doit 

ATPases. L’ensemble forme un 

protéase ClpP. L’organisation structurale 

du complexe protéasique ClpP porte une ressemblance avec le protéasome 26S des organismes 

. ClpC est le partenaire privilégié de ClpP chez 

. En l’absence de ces ATPases, seuls les pep

faibles poids moléculaires entrent dans la cavité protéasique de ClpP et sont 

antibiotiques cycliques composés 

Synthèse bibliographique

dépendantes bactériennes ont été décrites

FtsH (HflB), Lon, HslUV (ClpQY) et ClpP. Cette dernière s’associe à une Clp-ATPase pour 

former un complexe protéasique ClpAP, ClpCP, ClpEP et ClpXP. Outre leur rôle en conditions 

de stress, ces protéines peuvent être impliquées dans le contrôle du taux et de la disponibilité dans 

(Msadek et al. 1998; Liu et al. 1999; Chastanet et al. 

. L’absence de Lon et ClpQ restreint les protéases ATP-dépendantes 

disponibles chez les bactéries lactiques. A ce jour, les protéases impliquées dans la réponse au 

stress décrites chez les bactéries lactiques sont ClpP, FtsH et HtrA. Chez L. lactis, 

protéines sont indispensables à la survie de la bactérie en conditions de stress (Nilsson et al. 

Ce paragraphe présente les principales protéases impliquées dans la réponse au stress d

chez les firmicutes. Un bilan faisant état de l’avancement de l’étude de ces protéases chez 

C, la protéase ClpP joue un rôle essentiel dans la dégradation des 

altère la croissance à haute 

Listeria monocytogenes

Streptococcus mutans et Streptococcus 

(Msadek et al. 1998; Frees and Ingmer 1999; Robertson et al. 2002; Lemos and 

. La protéine ClpP est une protéase à sérine avec 

une structure oligomérique formée de deux anneaux de sept sous unités chacune formant une 

. Pour reconnaître et dégrader 

les protéines dénaturées, le complexe multimérique formé par ClpP doit 

ATPases. L’ensemble forme un 

. L’organisation structurale 

du complexe protéasique ClpP porte une ressemblance avec le protéasome 26S des organismes 

. ClpC est le partenaire privilégié de ClpP chez B. subtilis 

. En l’absence de ces ATPases, seuls les pep

ont lentement

antibiotiques cycliques composés 

bibliographique 

dépendantes bactériennes ont été décrites : 

ATPase pour 

conditions 

de stress, ces protéines peuvent être impliquées dans le contrôle du taux et de la disponibilité dans 

(Msadek et al. 1998; Liu et al. 1999; Chastanet et al. 

dépendantes 

disponibles chez les bactéries lactiques. A ce jour, les protéases impliquées dans la réponse au 

, ces trois 

(Nilsson et al. 

Ce paragraphe présente les principales protéases impliquées dans la réponse au stress décrites 

chez les firmicutes. Un bilan faisant état de l’avancement de l’étude de ces protéases chez 

C, la protéase ClpP joue un rôle essentiel dans la dégradation des 

altère la croissance à haute 

Listeria monocytogenes, 

Streptococcus 

(Msadek et al. 1998; Frees and Ingmer 1999; Robertson et al. 2002; Lemos and 

. La protéine ClpP est une protéase à sérine avec 

une structure oligomérique formée de deux anneaux de sept sous unités chacune formant une 

. Pour reconnaître et dégrader 

les protéines dénaturées, le complexe multimérique formé par ClpP doit 

ATPases. L’ensemble forme un 

. L’organisation structurale 

du complexe protéasique ClpP porte une ressemblance avec le protéasome 26S des organismes 

B. subtilis et S. 

. En l’absence de ces ATPases, seuls les peptides de 

lentement dégradés 

antibiotiques cycliques composés 

 



 

d’acyldepsipeptides (ADEPs) provoquant la dissociation du complexe Clp

d’ADEPs provoque une dégradation anarchique des chaines peptidiques émergeant des 

ribosomes 

sessile en 

oxydatif et acide tandis qu’elle améliore la croissance sessile en 

à survivre en conditions létales 

Chez les firmicutes, comme décrit précédemment dans le paragraphe II.2.c., l’activité protéasique 

de ClpP est spécifiée par son association avec

de ClpE chez 

Cependant, comme souligné précédemment, ClpL2 pourrait en interagissant avec ClpP 

un nouveau complexe ClpP

surprenante

et tig, est organisé en opéron avec 

différents niveaux de régulation de l’

stress thermique ou éthanolique 

Egalement appelée HflB, 

ATP-dépendante

oligomérique. Son extrémité amino

que son extrémité carboxy

caractéristique des protéines de la 

ou métalloprotéases 

FtsH ne l’est pas chez 

tempéra

B. subtilis 

d’adaptation aux stress thermique et osmotique chez 

des mutants 

protéases 

Chez O.

osmotique mais pas en présence d’éthanol, de sulfites ou de bromure d’éthidium. Le gène 

d’acyldepsipeptides (ADEPs) provoquant la dissociation du complexe Clp

d’ADEPs provoque une dégradation anarchique des chaines peptidiques émergeant des 

ribosomes (Kirstein et al. 2009)

sessile en présence de

oxydatif et acide tandis qu’elle améliore la croissance sessile en 

à survivre en conditions létales 

Chez les firmicutes, comme décrit précédemment dans le paragraphe II.2.c., l’activité protéasique 

de ClpP est spécifiée par son association avec

de ClpE chez O. oeni

Cependant, comme souligné précédemment, ClpL2 pourrait en interagissant avec ClpP 

un nouveau complexe ClpP

surprenante, le gène 

, est organisé en opéron avec 

rents niveaux de régulation de l’

stress thermique ou éthanolique 

II.4.2.

Egalement appelée HflB, 

dépendante pouvant jouer un rôle de régulateur. La protéine est active sous forme homo

oligomérique. Son extrémité amino

que son extrémité carboxy

éristique des protéines de la 

ou métalloprotéases 

FtsH ne l’est pas chez 

température est affectée chez le mutant 

B. subtilis provoque un défaut de division cellulaire, 

d’adaptation aux stress thermique et osmotique chez 

des mutants clpP et 

protéases (Deuerling et al. 1995; Deuerling et al. 1997)

O. oeni, le taux de transcrits de 

osmotique mais pas en présence d’éthanol, de sulfites ou de bromure d’éthidium. Le gène 

d’acyldepsipeptides (ADEPs) provoquant la dissociation du complexe Clp

d’ADEPs provoque une dégradation anarchique des chaines peptidiques émergeant des 

(Kirstein et al. 2009)

ésence de glucose et la croissance planctonique en conditions de stress thermique, 

oxydatif et acide tandis qu’elle améliore la croissance sessile en 

à survivre en conditions létales 

Chez les firmicutes, comme décrit précédemment dans le paragraphe II.2.c., l’activité protéasique 

de ClpP est spécifiée par son association avec

oeni restreint 

Cependant, comme souligné précédemment, ClpL2 pourrait en interagissant avec ClpP 

un nouveau complexe ClpP

le gène clpP, généralement situé à distance des gènes 

, est organisé en opéron avec 

rents niveaux de régulation de l’

stress thermique ou éthanolique 

 FtsH II.4.2.

Egalement appelée HflB, FtsH

pouvant jouer un rôle de régulateur. La protéine est active sous forme homo

oligomérique. Son extrémité amino

que son extrémité carboxy-terminale est cytoplasmique et comprend un domaine NBD 

éristique des protéines de la 

ou métalloprotéases (Gottesman et al. 1997; Janska et al. 2013)

FtsH ne l’est pas chez B. subtilis

ture est affectée chez le mutant 

provoque un défaut de division cellulaire, 

d’adaptation aux stress thermique et osmotique chez 

et ftsH laisse supposer la prise en charge de 

(Deuerling et al. 1995; Deuerling et al. 1997)

, le taux de transcrits de 

osmotique mais pas en présence d’éthanol, de sulfites ou de bromure d’éthidium. Le gène 

d’acyldepsipeptides (ADEPs) provoquant la dissociation du complexe Clp

d’ADEPs provoque une dégradation anarchique des chaines peptidiques émergeant des 

(Kirstein et al. 2009). Chez S. mutans

glucose et la croissance planctonique en conditions de stress thermique, 

oxydatif et acide tandis qu’elle améliore la croissance sessile en 

à survivre en conditions létales (Hou et al. 2014)

Chez les firmicutes, comme décrit précédemment dans le paragraphe II.2.c., l’activité protéasique 

de ClpP est spécifiée par son association avec

restreint la diversité des complexes protéasiques

Cependant, comme souligné précédemment, ClpL2 pourrait en interagissant avec ClpP 

un nouveau complexe ClpPL2 dégradant spécifiquement un substrat cible.

généralement situé à distance des gènes 

, est organisé en opéron avec clpL1 chez 

rents niveaux de régulation de l’expression des deux gènes 

stress thermique ou éthanolique (Beltramo et a

FtsH est une protéase membranaire de 70 kDa Zinc

pouvant jouer un rôle de régulateur. La protéine est active sous forme homo

oligomérique. Son extrémité amino-terminale contient deux segments transmembranaires tandis 

terminale est cytoplasmique et comprend un domaine NBD 

éristique des protéines de la famille AAA+

(Gottesman et al. 1997; Janska et al. 2013)

B. subtilis et L. plantarum. 

ture est affectée chez le mutant ∆ftsH

provoque un défaut de division cellulaire, 

d’adaptation aux stress thermique et osmotique chez 

laisse supposer la prise en charge de 

(Deuerling et al. 1995; Deuerling et al. 1997)

, le taux de transcrits de ftsH 

osmotique mais pas en présence d’éthanol, de sulfites ou de bromure d’éthidium. Le gène 
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d’acyldepsipeptides (ADEPs) provoquant la dissociation du complexe Clp

d’ADEPs provoque une dégradation anarchique des chaines peptidiques émergeant des 

S. mutans, l’inactivation de ClpP altère la croissance 

glucose et la croissance planctonique en conditions de stress thermique, 

oxydatif et acide tandis qu’elle améliore la croissance sessile en 

(Hou et al. 2014). 

Chez les firmicutes, comme décrit précédemment dans le paragraphe II.2.c., l’activité protéasique 

de ClpP est spécifiée par son association avec les Clp

la diversité des complexes protéasiques

Cependant, comme souligné précédemment, ClpL2 pourrait en interagissant avec ClpP 

L2 dégradant spécifiquement un substrat cible.

généralement situé à distance des gènes 

clpL1 chez O. oeni

expression des deux gènes 

(Beltramo et al. 2004a)

est une protéase membranaire de 70 kDa Zinc

pouvant jouer un rôle de régulateur. La protéine est active sous forme homo

terminale contient deux segments transmembranaires tandis 

terminale est cytoplasmique et comprend un domaine NBD 

famille AAA+  et un motif caractéristique des 

(Gottesman et al. 1997; Janska et al. 2013)

L. plantarum. 

ftsH (Fiocco et al. 2009)

provoque un défaut de division cellulaire, 

d’adaptation aux stress thermique et osmotique chez 

laisse supposer la prise en charge de 

(Deuerling et al. 1995; Deuerling et al. 1997)

ftsH augmente suite à l’application de stress thermique et 

osmotique mais pas en présence d’éthanol, de sulfites ou de bromure d’éthidium. Le gène 

d’acyldepsipeptides (ADEPs) provoquant la dissociation du complexe Clp

d’ADEPs provoque une dégradation anarchique des chaines peptidiques émergeant des 

, l’inactivation de ClpP altère la croissance 

glucose et la croissance planctonique en conditions de stress thermique, 

oxydatif et acide tandis qu’elle améliore la croissance sessile en présence de

Chez les firmicutes, comme décrit précédemment dans le paragraphe II.2.c., l’activité protéasique 

les Clp-ATPases ClpX, ClpC et ClpE. L’absence 

la diversité des complexes protéasiques

Cependant, comme souligné précédemment, ClpL2 pourrait en interagissant avec ClpP 

L2 dégradant spécifiquement un substrat cible.

généralement situé à distance des gènes 

oeni. L’étude de l’opéron 

expression des deux gènes 

l. 2004a). 

est une protéase membranaire de 70 kDa Zinc

pouvant jouer un rôle de régulateur. La protéine est active sous forme homo

terminale contient deux segments transmembranaires tandis 

terminale est cytoplasmique et comprend un domaine NBD 

et un motif caractéristique des 

(Gottesman et al. 1997; Janska et al. 2013). Essentiel chez 

L. plantarum. Chez L. plantarum, 

(Fiocco et al. 2009)

provoque un défaut de division cellulaire, de sporulation, de sécrétion des protéines et 

d’adaptation aux stress thermique et osmotique chez B. subtilis. La ressemblance des phénotypes 

laisse supposer la prise en charge de 

(Deuerling et al. 1995; Deuerling et al. 1997).  

ugmente suite à l’application de stress thermique et 

osmotique mais pas en présence d’éthanol, de sulfites ou de bromure d’éthidium. Le gène 

Synthèse

d’acyldepsipeptides (ADEPs) provoquant la dissociation du complexe Clp-ATPase

d’ADEPs provoque une dégradation anarchique des chaines peptidiques émergeant des 

, l’inactivation de ClpP altère la croissance 

glucose et la croissance planctonique en conditions de stress thermique, 

présence de 

Chez les firmicutes, comme décrit précédemment dans le paragraphe II.2.c., l’activité protéasique 

ATPases ClpX, ClpC et ClpE. L’absence 

la diversité des complexes protéasiques 

Cependant, comme souligné précédemment, ClpL2 pourrait en interagissant avec ClpP 

L2 dégradant spécifiquement un substrat cible.

généralement situé à distance des gènes clp ou associé aux gènes 

L’étude de l’opéron 

expression des deux gènes clpP et clpL1

est une protéase membranaire de 70 kDa Zinc

pouvant jouer un rôle de régulateur. La protéine est active sous forme homo

terminale contient deux segments transmembranaires tandis 

terminale est cytoplasmique et comprend un domaine NBD 

et un motif caractéristique des 

. Essentiel chez 

L. plantarum, la croissance à haute 

(Fiocco et al. 2009). La délétion du gène 

de sporulation, de sécrétion des protéines et 

. La ressemblance des phénotypes 

laisse supposer la prise en charge de cibles communes

ugmente suite à l’application de stress thermique et 

osmotique mais pas en présence d’éthanol, de sulfites ou de bromure d’éthidium. Le gène 

Synthèse bibliographique

ATPase-ClpP. L’ajout 

d’ADEPs provoque une dégradation anarchique des chaines peptidiques émergeant des 

, l’inactivation de ClpP altère la croissance 

glucose et la croissance planctonique en conditions de stress thermique, 

 sucrose et la capacité 

Chez les firmicutes, comme décrit précédemment dans le paragraphe II.2.c., l’activité protéasique 

ATPases ClpX, ClpC et ClpE. L’absence 

 chez cette bactérie.

Cependant, comme souligné précédemment, ClpL2 pourrait en interagissant avec ClpP 

L2 dégradant spécifiquement un substrat cible. De manière 

ou associé aux gènes 

L’étude de l’opéron clpP-clpL1

clpL1 en réponse à un 

est une protéase membranaire de 70 kDa Zinc-dépendante et 

pouvant jouer un rôle de régulateur. La protéine est active sous forme homo

terminale contient deux segments transmembranaires tandis 

terminale est cytoplasmique et comprend un domaine NBD 

et un motif caractéristique des protéases à Zinc

. Essentiel chez E. coli, 

la croissance à haute 

. La délétion du gène 

de sporulation, de sécrétion des protéines et 

. La ressemblance des phénotypes 

cibles communes par les deux 

ugmente suite à l’application de stress thermique et 

osmotique mais pas en présence d’éthanol, de sulfites ou de bromure d’éthidium. Le gène 

bibliographique 

ClpP. L’ajout 

d’ADEPs provoque une dégradation anarchique des chaines peptidiques émergeant des 

, l’inactivation de ClpP altère la croissance 

glucose et la croissance planctonique en conditions de stress thermique, 

sucrose et la capacité 

Chez les firmicutes, comme décrit précédemment dans le paragraphe II.2.c., l’activité protéasique 

ATPases ClpX, ClpC et ClpE. L’absence 

chez cette bactérie. 

Cependant, comme souligné précédemment, ClpL2 pourrait en interagissant avec ClpP constituer 

De manière 

ou associé aux gènes clpX 

clpL1 a montré 

en réponse à un 

dépendante et 

pouvant jouer un rôle de régulateur. La protéine est active sous forme homo-

terminale contient deux segments transmembranaires tandis 

terminale est cytoplasmique et comprend un domaine NBD 

protéases à Zinc 

E. coli, L. lactis, 

la croissance à haute 

. La délétion du gène ftsH chez 

de sporulation, de sécrétion des protéines et 

. La ressemblance des phénotypes 

par les deux 

ugmente suite à l’application de stress thermique et 

osmotique mais pas en présence d’éthanol, de sulfites ou de bromure d’éthidium. Le gène ftsH de 

 



 

O. oeni 

fonctionnalité de ce gène

ClpQ, ou HslV

hexamèrique

séparément et s’oligomériser en présence d’ATP. ClpQ intervient dans le contrôle qualité des 

protéines en dégradant les protéines mal repliées ou endommagées par un stress thermi

protéase a également pour substrats spécifiques les régulateurs SulA, RcsA et 

Nandi 2004; Simmons et al. 2008)

Lon est une protéase ATP

sous-unité compor

FtsH, elle est active sous forme d’anneau homo

peut dégrader des peptides de petites tailles de 5 à 10 acides aminés tandis qu’en présence d

elle peut prendre en charge des protéines. Lon participe au contrôle qualité des protéines 

cellulaires soit en dégradant de manière spécifique des protéines cibles, majoritairement des 

régulateurs, soit en dégradant les protéines dénaturées ou altérée

Mycobacterium tuberculosis

lon dans leur génome, tandis que d’autres espèces comme 

deux copies d

Chez B. 

dans la régulation post

gènes impliqués dans le processus de sporulation. Leur expression est i

thermique ou oxydatif mais aussi par ajout de puromycine ou d’éthanol 

Schmidt et al. 1994; Tsilibaris et al. 2006)

augmentation de la concentration en protéine

dégrade 

activée par un mécanisme dépendant de ClpX 

deux gènes avec le gène 

localisation sub

 permet la complémentation d’une souche de 

fonctionnalité de ce gène

II.4.3.

ou HslV chez 

hexamèrique pouvant s’associer à la Clp

séparément et s’oligomériser en présence d’ATP. ClpQ intervient dans le contrôle qualité des 

protéines en dégradant les protéines mal repliées ou endommagées par un stress thermi

protéase a également pour substrats spécifiques les régulateurs SulA, RcsA et 

Nandi 2004; Simmons et al. 2008)

est une protéase ATP

unité comporte un domaine protéolytique et un site de fixation à l’ATP (NBD). Comme 

FtsH, elle est active sous forme d’anneau homo

peut dégrader des peptides de petites tailles de 5 à 10 acides aminés tandis qu’en présence d

elle peut prendre en charge des protéines. Lon participe au contrôle qualité des protéines 

cellulaires soit en dégradant de manière spécifique des protéines cibles, majoritairement des 

régulateurs, soit en dégradant les protéines dénaturées ou altérée

Mycobacterium tuberculosis

dans leur génome, tandis que d’autres espèces comme 

deux copies de ce gène.

B. subtilis, les deux

dans la régulation post

gènes impliqués dans le processus de sporulation. Leur expression est i

thermique ou oxydatif mais aussi par ajout de puromycine ou d’éthanol 

Schmidt et al. 1994; Tsilibaris et al. 2006)

augmentation de la concentration en protéine

dégrade σH dans des environnements à pH faible, tandis qu’à pH neutre, l’activité de 

activée par un mécanisme dépendant de ClpX 

deux gènes avec le gène 

localisation sub-cellulaire de LonA et LonB évolutive en fonction des stades de développement 

la complémentation d’une souche de 

fonctionnalité de ce gène (Bourdineaud et al. 2003)

  Lon et ClpQII.4.3.

chez B. subtilis,

pouvant s’associer à la Clp

séparément et s’oligomériser en présence d’ATP. ClpQ intervient dans le contrôle qualité des 

protéines en dégradant les protéines mal repliées ou endommagées par un stress thermi

protéase a également pour substrats spécifiques les régulateurs SulA, RcsA et 

Nandi 2004; Simmons et al. 2008)

est une protéase ATP-dépendante de 84 kDA constituée de quatre sous unités. Chaque 

te un domaine protéolytique et un site de fixation à l’ATP (NBD). Comme 

FtsH, elle est active sous forme d’anneau homo

peut dégrader des peptides de petites tailles de 5 à 10 acides aminés tandis qu’en présence d

elle peut prendre en charge des protéines. Lon participe au contrôle qualité des protéines 

cellulaires soit en dégradant de manière spécifique des protéines cibles, majoritairement des 

régulateurs, soit en dégradant les protéines dénaturées ou altérée

Mycobacterium tuberculosis, M. leprae

dans leur génome, tandis que d’autres espèces comme 

gène. 

, les deux gènes paralogues 

dans la régulation post-traductionnelle des facteurs 

gènes impliqués dans le processus de sporulation. Leur expression est i

thermique ou oxydatif mais aussi par ajout de puromycine ou d’éthanol 

Schmidt et al. 1994; Tsilibaris et al. 2006)

augmentation de la concentration en protéine

dans des environnements à pH faible, tandis qu’à pH neutre, l’activité de 

activée par un mécanisme dépendant de ClpX 

deux gènes avec le gène gfp (green fluorescent protein

cellulaire de LonA et LonB évolutive en fonction des stades de développement 

la complémentation d’une souche de 

(Bourdineaud et al. 2003)

et ClpQ 

B. subtilis, est une protéase 

pouvant s’associer à la Clp-

séparément et s’oligomériser en présence d’ATP. ClpQ intervient dans le contrôle qualité des 

protéines en dégradant les protéines mal repliées ou endommagées par un stress thermi

protéase a également pour substrats spécifiques les régulateurs SulA, RcsA et 

Nandi 2004; Simmons et al. 2008). 

dépendante de 84 kDA constituée de quatre sous unités. Chaque 

te un domaine protéolytique et un site de fixation à l’ATP (NBD). Comme 

FtsH, elle est active sous forme d’anneau homo

peut dégrader des peptides de petites tailles de 5 à 10 acides aminés tandis qu’en présence d

elle peut prendre en charge des protéines. Lon participe au contrôle qualité des protéines 

cellulaires soit en dégradant de manière spécifique des protéines cibles, majoritairement des 

régulateurs, soit en dégradant les protéines dénaturées ou altérée

M. leprae, Streptococcus 

dans leur génome, tandis que d’autres espèces comme 

gènes paralogues 

traductionnelle des facteurs 

gènes impliqués dans le processus de sporulation. Leur expression est i

thermique ou oxydatif mais aussi par ajout de puromycine ou d’éthanol 

Schmidt et al. 1994; Tsilibaris et al. 2006)

augmentation de la concentration en protéine

dans des environnements à pH faible, tandis qu’à pH neutre, l’activité de 

activée par un mécanisme dépendant de ClpX 

green fluorescent protein

cellulaire de LonA et LonB évolutive en fonction des stades de développement 
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la complémentation d’une souche de 

(Bourdineaud et al. 2003).  

est une protéase ATP

-ATPase ClpY (HslU). CLpQ et ClpY peuvent exister 

séparément et s’oligomériser en présence d’ATP. ClpQ intervient dans le contrôle qualité des 

protéines en dégradant les protéines mal repliées ou endommagées par un stress thermi

protéase a également pour substrats spécifiques les régulateurs SulA, RcsA et 

dépendante de 84 kDA constituée de quatre sous unités. Chaque 

te un domaine protéolytique et un site de fixation à l’ATP (NBD). Comme 

FtsH, elle est active sous forme d’anneau homo-oligomérique. En absence d’ATP, la protéine 

peut dégrader des peptides de petites tailles de 5 à 10 acides aminés tandis qu’en présence d

elle peut prendre en charge des protéines. Lon participe au contrôle qualité des protéines 

cellulaires soit en dégradant de manière spécifique des protéines cibles, majoritairement des 

régulateurs, soit en dégradant les protéines dénaturées ou altérée

Streptococcus 

dans leur génome, tandis que d’autres espèces comme 

gènes paralogues lonA et lonB

traductionnelle des facteurs 

gènes impliqués dans le processus de sporulation. Leur expression est i

thermique ou oxydatif mais aussi par ajout de puromycine ou d’éthanol 

Schmidt et al. 1994; Tsilibaris et al. 2006). La mutation de 

augmentation de la concentration en protéine σH dans des cultures à pH faibles. Il semble que Lon 

dans des environnements à pH faible, tandis qu’à pH neutre, l’activité de 

activée par un mécanisme dépendant de ClpX (Liu et al. 1999)

green fluorescent protein

cellulaire de LonA et LonB évolutive en fonction des stades de développement 

la complémentation d’une souche de E. coli mutante pour ce gène

 

ATP-dépendante

ATPase ClpY (HslU). CLpQ et ClpY peuvent exister 

séparément et s’oligomériser en présence d’ATP. ClpQ intervient dans le contrôle qualité des 

protéines en dégradant les protéines mal repliées ou endommagées par un stress thermi

protéase a également pour substrats spécifiques les régulateurs SulA, RcsA et 

dépendante de 84 kDA constituée de quatre sous unités. Chaque 

te un domaine protéolytique et un site de fixation à l’ATP (NBD). Comme 

oligomérique. En absence d’ATP, la protéine 

peut dégrader des peptides de petites tailles de 5 à 10 acides aminés tandis qu’en présence d

elle peut prendre en charge des protéines. Lon participe au contrôle qualité des protéines 

cellulaires soit en dégradant de manière spécifique des protéines cibles, majoritairement des 

régulateurs, soit en dégradant les protéines dénaturées ou altérée

Streptococcus et Lactobacillus 

dans leur génome, tandis que d’autres espèces comme B. subtilis 

lonB situés en amont de 

traductionnelle des facteurs σH et σG nécessaires à la transcription des 

gènes impliqués dans le processus de sporulation. Leur expression est i

thermique ou oxydatif mais aussi par ajout de puromycine ou d’éthanol 

. La mutation de 

dans des cultures à pH faibles. Il semble que Lon 

dans des environnements à pH faible, tandis qu’à pH neutre, l’activité de 

(Liu et al. 1999). La fusion traductionnelle de ces 

green fluorescent protein) a permis à Simmons et al. de montrer une 

cellulaire de LonA et LonB évolutive en fonction des stades de développement 

Synthèse

mutante pour ce gène

dépendante active sous forme d’anneau 

ATPase ClpY (HslU). CLpQ et ClpY peuvent exister 

séparément et s’oligomériser en présence d’ATP. ClpQ intervient dans le contrôle qualité des 

protéines en dégradant les protéines mal repliées ou endommagées par un stress thermi

protéase a également pour substrats spécifiques les régulateurs SulA, RcsA et 

dépendante de 84 kDA constituée de quatre sous unités. Chaque 

te un domaine protéolytique et un site de fixation à l’ATP (NBD). Comme 

oligomérique. En absence d’ATP, la protéine 

peut dégrader des peptides de petites tailles de 5 à 10 acides aminés tandis qu’en présence d

elle peut prendre en charge des protéines. Lon participe au contrôle qualité des protéines 

cellulaires soit en dégradant de manière spécifique des protéines cibles, majoritairement des 

régulateurs, soit en dégradant les protéines dénaturées ou altérées. Certaines bactéries telles que 

Lactobacillus ne possèdent pas

B. subtilis et M. xanthus

situés en amont de 

nécessaires à la transcription des 

gènes impliqués dans le processus de sporulation. Leur expression est i

thermique ou oxydatif mais aussi par ajout de puromycine ou d’éthanol (Riethdorf et al. 1994; 

. La mutation de lonA et 

dans des cultures à pH faibles. Il semble que Lon 

dans des environnements à pH faible, tandis qu’à pH neutre, l’activité de 

. La fusion traductionnelle de ces 

s à Simmons et al. de montrer une 

cellulaire de LonA et LonB évolutive en fonction des stades de développement 

Synthèse bibliographique

mutante pour ce gène confirmant la 

active sous forme d’anneau 

ATPase ClpY (HslU). CLpQ et ClpY peuvent exister 

séparément et s’oligomériser en présence d’ATP. ClpQ intervient dans le contrôle qualité des 

protéines en dégradant les protéines mal repliées ou endommagées par un stress thermi

protéase a également pour substrats spécifiques les régulateurs SulA, RcsA et σ32 (Chandu and 

dépendante de 84 kDA constituée de quatre sous unités. Chaque 

te un domaine protéolytique et un site de fixation à l’ATP (NBD). Comme 

oligomérique. En absence d’ATP, la protéine 

peut dégrader des peptides de petites tailles de 5 à 10 acides aminés tandis qu’en présence d

elle peut prendre en charge des protéines. Lon participe au contrôle qualité des protéines 

cellulaires soit en dégradant de manière spécifique des protéines cibles, majoritairement des 

s. Certaines bactéries telles que 

ne possèdent pas

M. xanthus 

situés en amont de clpX jouent un rôle 

nécessaires à la transcription des 

gènes impliqués dans le processus de sporulation. Leur expression est induite lors de chocs 

(Riethdorf et al. 1994; 

 lonB aboutit à une 

dans des cultures à pH faibles. Il semble que Lon 

dans des environnements à pH faible, tandis qu’à pH neutre, l’activité de 

. La fusion traductionnelle de ces 

s à Simmons et al. de montrer une 

cellulaire de LonA et LonB évolutive en fonction des stades de développement 

bibliographique 

confirmant la 

active sous forme d’anneau 

ATPase ClpY (HslU). CLpQ et ClpY peuvent exister 

séparément et s’oligomériser en présence d’ATP. ClpQ intervient dans le contrôle qualité des 

protéines en dégradant les protéines mal repliées ou endommagées par un stress thermique. Cette 

(Chandu and 

dépendante de 84 kDA constituée de quatre sous unités. Chaque 

te un domaine protéolytique et un site de fixation à l’ATP (NBD). Comme 

oligomérique. En absence d’ATP, la protéine 

peut dégrader des peptides de petites tailles de 5 à 10 acides aminés tandis qu’en présence d’ATP 

elle peut prendre en charge des protéines. Lon participe au contrôle qualité des protéines 

cellulaires soit en dégradant de manière spécifique des protéines cibles, majoritairement des 

s. Certaines bactéries telles que 

ne possèdent pas de gène 

 présentent 

jouent un rôle 

nécessaires à la transcription des 

nduite lors de chocs 

(Riethdorf et al. 1994; 

aboutit à une 

dans des cultures à pH faibles. Il semble que Lon 

dans des environnements à pH faible, tandis qu’à pH neutre, l’activité de σH est 

. La fusion traductionnelle de ces 

s à Simmons et al. de montrer une 

cellulaire de LonA et LonB évolutive en fonction des stades de développement 

 



 

de B. subtili

vraisemblablement déterminée par la sp

Le génome de 

protéines

été identifié chez 

 HtrA (

protéase à

séquence peptidique peut être décomposée en quatre régions

contient une 

suivie de 50 acides aminés dont le rôle reste inconnu, une séquence faiblement conservée riche en 

proline, glutamine et sérine appelé 

l’activité protéasique portant la 

protéases 

domaines 

synaptic density protein, disc large protein et zonula occludens

Ortega et al. 2009)

seul domaine PDZ et la région amino

la surface de la cellule 

eucaryotes comme 

détiennent l’information nécessaire à l’assemblage en h

responsables de la reconnaissance du substrat et régulent l’activité protéasique en limitant l’accès 

du substrat à la cavité protéasique. La protéine DegP dénuée de ses deux domaines PDZ perd son 

activité protéasique et int

al. 1999)

la régulation de l’activité protéasique. 

longueur varie d’un homologue à l’autre. 

20 acides aminés 

Q-linker semblable à c

B. subtilis. Ces travaux suggèrent une organisation spatio

vraisemblablement déterminée par la sp

Le génome de O. oeni

protéines de compétence (ComGBC). Aucun gène codant pour une protéine similaire à ClpQ n’a 

été identifié chez O.

II.4.4.

HtrA ( High-temperature requirement A

protéase à sérine ATP

séquence peptidique peut être décomposée en quatre régions

contient une séquence signal de clivage

suivie de 50 acides aminés dont le rôle reste inconnu, une séquence faiblement conservée riche en 

proline, glutamine et sérine appelé 

l’activité protéasique portant la 

protéases (Lipinska et al. 1990)

domaines PDZ (nommées en référence aux protéines eucaryotes 

synaptic density protein, disc large protein et zonula occludens

Ortega et al. 2009). Chez les bactéries firmicutes, 

seul domaine PDZ et la région amino

la surface de la cellule 

eucaryotes comme 

détiennent l’information nécessaire à l’assemblage en h

responsables de la reconnaissance du substrat et régulent l’activité protéasique en limitant l’accès 

du substrat à la cavité protéasique. La protéine DegP dénuée de ses deux domaines PDZ perd son 

activité protéasique et int

al. 1999). L’unique domaine PDZ de DegS est responsable de la reconnaissan

la régulation de l’activité protéasique. 

longueur varie d’un homologue à l’autre. 

20 acides aminés pour

linker semblable à c

Ces travaux suggèrent une organisation spatio

vraisemblablement déterminée par la sp

oeni comporte un gène 

de compétence (ComGBC). Aucun gène codant pour une protéine similaire à ClpQ n’a 

O. oeni (Grandvalet 2011)

 HtrA II.4.4.

temperature requirement A

sérine ATP-indépendante associée à la membrane 

séquence peptidique peut être décomposée en quatre régions

séquence signal de clivage

suivie de 50 acides aminés dont le rôle reste inconnu, une séquence faiblement conservée riche en 

proline, glutamine et sérine appelé 

l’activité protéasique portant la 

(Lipinska et al. 1990)

(nommées en référence aux protéines eucaryotes 

synaptic density protein, disc large protein et zonula occludens

. Chez les bactéries firmicutes, 

seul domaine PDZ et la région amino

la surface de la cellule (Kim and Kim 2005)

eucaryotes comme impliqué dans les i

détiennent l’information nécessaire à l’assemblage en h

responsables de la reconnaissance du substrat et régulent l’activité protéasique en limitant l’accès 

du substrat à la cavité protéasique. La protéine DegP dénuée de ses deux domaines PDZ perd son 

activité protéasique et interfère dans l’assemblage hexamérique de la protéase native 

L’unique domaine PDZ de DegS est responsable de la reconnaissan

la régulation de l’activité protéasique. 

longueur varie d’un homologue à l’autre. 

pour DegQ et est inexistan

linker semblable à celui de DegQ de 

Ces travaux suggèrent une organisation spatio

vraisemblablement déterminée par la spécifi

comporte un gène 

de compétence (ComGBC). Aucun gène codant pour une protéine similaire à ClpQ n’a 

(Grandvalet 2011)

temperature requirement A

indépendante associée à la membrane 

séquence peptidique peut être décomposée en quatre régions

séquence signal de clivage

suivie de 50 acides aminés dont le rôle reste inconnu, une séquence faiblement conservée riche en 

proline, glutamine et sérine appelé Q-linker,

l’activité protéasique portant la triade catalytique

(Lipinska et al. 1990) et une région carboxy

(nommées en référence aux protéines eucaryotes 

synaptic density protein, disc large protein et zonula occludens

. Chez les bactéries firmicutes, 

seul domaine PDZ et la région amino-terminale transmembrana

(Kim and Kim 2005)

impliqué dans les interaction

détiennent l’information nécessaire à l’assemblage en h

responsables de la reconnaissance du substrat et régulent l’activité protéasique en limitant l’accès 

du substrat à la cavité protéasique. La protéine DegP dénuée de ses deux domaines PDZ perd son 

erfère dans l’assemblage hexamérique de la protéase native 

L’unique domaine PDZ de DegS est responsable de la reconnaissan

la régulation de l’activité protéasique. Le Q

longueur varie d’un homologue à l’autre. 

DegQ et est inexistan

de DegQ de E. coli 
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Ces travaux suggèrent une organisation spatio

écificité de substrat des protéases 

comporte un gène lon-like localisé en amont de gènes putatifs codant des 

de compétence (ComGBC). Aucun gène codant pour une protéine similaire à ClpQ n’a 

(Grandvalet 2011). 

temperature requirement A) (aussi appelée 

indépendante associée à la membrane 

séquence peptidique peut être décomposée en quatre régions

séquence signal de clivage déterminant la localisation cellulaire de la prot

suivie de 50 acides aminés dont le rôle reste inconnu, une séquence faiblement conservée riche en 

linker,  une région centrale conservée indispensable à 

triade catalytique [HDS] ca

et une région carboxy

(nommées en référence aux protéines eucaryotes 

synaptic density protein, disc large protein et zonula occludens

. Chez les bactéries firmicutes, la région carboxy

terminale transmembrana

(Kim and Kim 2005). Le domaine PDZ a été initialement décrit chez les 

nteractions protéines

détiennent l’information nécessaire à l’assemblage en h

responsables de la reconnaissance du substrat et régulent l’activité protéasique en limitant l’accès 

du substrat à la cavité protéasique. La protéine DegP dénuée de ses deux domaines PDZ perd son 

erfère dans l’assemblage hexamérique de la protéase native 

L’unique domaine PDZ de DegS est responsable de la reconnaissan

Le Q-linker est une région faiblement conservée dont la 

longueur varie d’un homologue à l’autre. Elle est constituée de

DegQ et est inexistante pour 

E. coli (Kim and Kim 2005)

Ces travaux suggèrent une organisation spatio

té de substrat des protéases 

like localisé en amont de gènes putatifs codant des 

de compétence (ComGBC). Aucun gène codant pour une protéine similaire à ClpQ n’a 

aussi appelée DegP, Do, DegS, DegQ) est une 

indépendante associée à la membrane 

séquence peptidique peut être décomposée en quatre régions : une région amino

déterminant la localisation cellulaire de la prot

suivie de 50 acides aminés dont le rôle reste inconnu, une séquence faiblement conservée riche en 

une région centrale conservée indispensable à 

[HDS] caractéristique des trypsin

et une région carboxy-terminale 

(nommées en référence aux protéines eucaryotes 

synaptic density protein, disc large protein et zonula occludens-1 protein) 

la région carboxy

terminale transmembranaire expose la triade catalytique à 

. Le domaine PDZ a été initialement décrit chez les 

protéines-protéines. Les deux domaines PDZ 

détiennent l’information nécessaire à l’assemblage en hexamère de la protéine. Ils sont 

responsables de la reconnaissance du substrat et régulent l’activité protéasique en limitant l’accès 

du substrat à la cavité protéasique. La protéine DegP dénuée de ses deux domaines PDZ perd son 

erfère dans l’assemblage hexamérique de la protéase native 

L’unique domaine PDZ de DegS est responsable de la reconnaissan

linker est une région faiblement conservée dont la 

Elle est constituée de 

 DegS. La plupart des enzymes HtrA ont un 

(Kim and Kim 2005)

Synthèse

Ces travaux suggèrent une organisation spatio-temporelle de ces protéases 

té de substrat des protéases (Simmons et al. 2008)

like localisé en amont de gènes putatifs codant des 

de compétence (ComGBC). Aucun gène codant pour une protéine similaire à ClpQ n’a 

DegP, Do, DegS, DegQ) est une 

indépendante associée à la membrane et hautement

: une région amino

déterminant la localisation cellulaire de la prot

suivie de 50 acides aminés dont le rôle reste inconnu, une séquence faiblement conservée riche en 

une région centrale conservée indispensable à 

ractéristique des trypsin

terminale comportant 

(nommées en référence aux protéines eucaryotes PSD-95, 

1 protein) (Pallen and Wren 1997; 

la région carboxy-terminale ne comporte qu’un 

ire expose la triade catalytique à 

. Le domaine PDZ a été initialement décrit chez les 

protéines. Les deux domaines PDZ 

examère de la protéine. Ils sont 

responsables de la reconnaissance du substrat et régulent l’activité protéasique en limitant l’accès 

du substrat à la cavité protéasique. La protéine DegP dénuée de ses deux domaines PDZ perd son 

erfère dans l’assemblage hexamérique de la protéase native 

L’unique domaine PDZ de DegS est responsable de la reconnaissan

linker est une région faiblement conservée dont la 

 40 acides aminés

DegS. La plupart des enzymes HtrA ont un 

(Kim and Kim 2005).  

Synthèse bibliographique

temporelle de ces protéases 

(Simmons et al. 2008)

like localisé en amont de gènes putatifs codant des 

de compétence (ComGBC). Aucun gène codant pour une protéine similaire à ClpQ n’a 

DegP, Do, DegS, DegQ) est une 

hautement conservée. Sa 

: une région amino-terminale qui 

déterminant la localisation cellulaire de la prot

suivie de 50 acides aminés dont le rôle reste inconnu, une séquence faiblement conservée riche en 

une région centrale conservée indispensable à 

ractéristique des trypsin-like serine 

comportant un ou deux 

95, Dlg et zo

(Pallen and Wren 1997; 

terminale ne comporte qu’un 

ire expose la triade catalytique à 

. Le domaine PDZ a été initialement décrit chez les 

protéines. Les deux domaines PDZ 

examère de la protéine. Ils sont 

responsables de la reconnaissance du substrat et régulent l’activité protéasique en limitant l’accès 

du substrat à la cavité protéasique. La protéine DegP dénuée de ses deux domaines PDZ perd son 

erfère dans l’assemblage hexamérique de la protéase native (Sassoon et 

L’unique domaine PDZ de DegS est responsable de la reconnaissance du substrat et de 

linker est une région faiblement conservée dont la 

40 acides aminés pour

DegS. La plupart des enzymes HtrA ont un 

bibliographique 

temporelle de ces protéases 

(Simmons et al. 2008).  

like localisé en amont de gènes putatifs codant des 
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Cette protéine thermosenseur présente une double activité : chaperon moléculaire à basse 

température et protéase à haute température (Schumann 2007). HtrA confère aux bactéries une 

tolérance aux températures hautes (Lipinska et al. 1988; Lipinska et al. 1989; Lipinska et al. 

1990; Skórko-Glonek et al. 1995; Skórko-Glonek et al. 1997). Chez les bactéries à Gram négatif, 

HtrA est impliquée dans le contrôle qualité des protéines périplasmiques (Pallen and Wren 1997). 

Chez les streptococcaceae, HtrA est impliquée dans la virulence, la croissance à hautes 

températures et la compétence (Lyon and Caparon 2004; Ahn et al. 2005; Kochan and Dawid 

2013). En effet, chez S. pneumoniae, HtrA est un facteur de virulence majeure impliqué dans la 

capacité du pneumocoque à résister aux hautes températures, à la présence d’agent oxydant et la 

compétence de la bactérie. La délétion du gène htrA réduit les capacités de dissémination et 

d’inflammation de la bactérie dans le modèle murin (Ibrahim et al. 2004a; Ibrahim et al. 2004b; 

de Stoppelaar et al. 2013). HtrA limite également l’accumulation dans l’environnement cellulaire 

de la phéromone BplC impliquée dans l’activation du locus BlpAB transporteur de la 

pneumocine (Kochan and Dawid 2013). Chez L. lactis, HtrA est un facteur clef de la réponse au 

stress impliqué dans la protéolyse de surface à hautes températures et dans le contrôle qualité des 

protéines cellulaires en conditions optimales de croissance (Poquet et al. 2000). Le mutant délété 

pour le gène htrA est sensible à la chaleur, l’éthanol, la puromycine et au NaCl mais pas aux pH 

faibles, la présence de sels biliaires ou de peroxyde d’hydrogène (Foucaud-Scheunemann and 

Poquet 2003). La présence de plusieurs copies du gène dans le génome de nombreuses bactéries 

soulignent l’importance de HtrA. Chez E. coli et B. subtilis, trois copies du gène sont présents 

degP, degS et degQ pour la première et htrA, yyxA et yvtA pour la deuxième. Comme chez S. 

pneumoniae, S. mutans, la protéase HtrA de B. anthracis est un facteur de virulence majeur 

(Chitlaru et al. 2011).  

Le génome de O. oeni ATCC BAA-1163 comporte deux copies du gène htrA (EAV39124.1 ; 

EAV39558.1). Cette duplication génétique s’étend à l’ensemble des Leuconostocaceae tandis 

qu’une seule copie de ce gène est présente dans le génome des bactéries lactiques. L’alignement 

des séquences peptidiques codées par ces gènes de Leuconostocaceae avec les séquences 

peptidiques des protéases HtrA de L. lactis et E. coli a 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 révèle également que l’une des copies du gène code une protéine tronquée d’une 
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B. subtilis, l’une des bactéries les plus étudiées chez 

cinq mécanismes impliqués dans la régulation de l’expression des 

sés à ce jour. Ces régulons définissent chacun une classe regroupant 

dont l’expression dépend d’un régulateur commun.

xpression est indépendante de HrcA, CtsR et 

: Gènes régulés par des systèmes à deux composantes, 

: Gènes dont le mécanisme de régulation est inconnu.

Synthèse

sont des protéines ubiquitaires de 12kDa conservées chez de nombreuses 

bactéries. Comme Hsp33, la thioredoxine existe sous deux formes fonctions de l’état d’oxydation 

des deux cystéines de son site actif : réduites (dithiol) et oxydées (disulfites). Sous forme réduite, 

la thioredoxine fonctionne comme un donneur d’hydrogènes empêchant la formation de pont

le gène trxA code une protéine 11,5 

B. subtilis. Ce gène exprimé à un 

niveau basal tout au long de la croissance complémente une souche mutante de 

ou lors d’un choc thermique 

Les principales conséquences d’un stress thermique sont la dénaturation, voire l’agrégation des 

protéines, la déstabilisation des macromolécules telles que les ribosomes, l’altération de la 

cides nucléiques (ARN et ADN). Des systèmes 

de protection et de réparation des acides nucléiques ont été décrits chez les bactéries telles que les 

(Cold Shock protein), chaperons des ARN mais aussi RecA

’ADN mais ne seront pas détaillés dans ce travail de thèse. 

Mécanismes de régulations de la réponse au stress. 

Les six régulons identifiés chez B. subtilis

on des gènes 

l’une des bactéries les plus étudiées chez 

cinq mécanismes impliqués dans la régulation de l’expression des 

sés à ce jour. Ces régulons définissent chacun une classe regroupant 

dont l’expression dépend d’un régulateur commun.

xpression est indépendante de HrcA, CtsR et 

: Gènes régulés par des systèmes à deux composantes,  

: Gènes dont le mécanisme de régulation est inconnu. 

Synthèse bibliographique

sont des protéines ubiquitaires de 12kDa conservées chez de nombreuses 

bactéries. Comme Hsp33, la thioredoxine existe sous deux formes fonctions de l’état d’oxydation 

). Sous forme réduite, 

la thioredoxine fonctionne comme un donneur d’hydrogènes empêchant la formation de pont

code une protéine 11,5 

. Ce gène exprimé à un 

niveau basal tout au long de la croissance complémente une souche mutante de E. coli 

ou lors d’un choc thermique (Jobin et al. 

Les principales conséquences d’un stress thermique sont la dénaturation, voire l’agrégation des 

protéines, la déstabilisation des macromolécules telles que les ribosomes, l’altération de la 

s (ARN et ADN). Des systèmes 

de protection et de réparation des acides nucléiques ont été décrits chez les bactéries telles que les 

RecA, principale protéine 

’ADN mais ne seront pas détaillés dans ce travail de thèse. 

 

B. subtilis 

on des gènes hsp, constitue un 

l’une des bactéries les plus étudiées chez 

cinq mécanismes impliqués dans la régulation de l’expression des 

sés à ce jour. Ces régulons définissent chacun une classe regroupant 

dont l’expression dépend d’un régulateur commun. 

xpression est indépendante de HrcA, CtsR et σB, 

bibliographique 

sont des protéines ubiquitaires de 12kDa conservées chez de nombreuses 

bactéries. Comme Hsp33, la thioredoxine existe sous deux formes fonctions de l’état d’oxydation 

). Sous forme réduite, 

la thioredoxine fonctionne comme un donneur d’hydrogènes empêchant la formation de pont-

code une protéine 11,5 

. Ce gène exprimé à un 

E. coli déficiente 

(Jobin et al. 

Les principales conséquences d’un stress thermique sont la dénaturation, voire l’agrégation des 

protéines, la déstabilisation des macromolécules telles que les ribosomes, l’altération de la 

s (ARN et ADN). Des systèmes 

de protection et de réparation des acides nucléiques ont été décrits chez les bactéries telles que les 

, principale protéine 

’ADN mais ne seront pas détaillés dans ce travail de thèse.  

constitue un 

l’une des bactéries les plus étudiées chez 

cinq mécanismes impliqués dans la régulation de l’expression des 

sés à ce jour. Ces régulons définissent chacun une classe regroupant 

 



 

Deux mécanismes de régulation des gènes peuvent être distingués

par répression de la transcription

initiation de la transcription

mécanisme n’est pas encore connu

Tableau 4 

Mécanisme de régulat

Contrôle positif

Contrôle négatif

Contrôle inconnu

 

 La classe I regroupe les gènes codant les principaux chaperons moléculaires universels 

DnaK, DnaJ et GroESL. L’expression de ces gènes 

HrcA (Heat Regulation at CIRCE

consensus nommée CIRCE (C

au niveau des séquences promotrices 

le complexe HrcA, synthétisé sous forme inactive, est stabilisé par GroEL puis joue son rôle de 

répresseur en se fixant sur l’opérateur CIRCE. En conditions de

transitoirement levée pour permettre l’expression des gènes de classe I. Le complexe GroEL, 

recruté pour le repliement des protéines endommagées, libère HrcA ce qui inactive le répresseur 

(Mogk et al. 1997)

N9-GAGTGCTAA) est conservé dans la ré

La classe II représente l’ensemble des gènes (125

l’expression est modulée par le facteur sigma B alternatif (

séquences consensus situées dans la région promotrice et permet le positionnement correcte de 

l’ARN polymérase 

stress de différentes n

Deux mécanismes de régulation des gènes peuvent être distingués

par répression de la transcription

initiation de la transcription

mécanisme n’est pas encore connu

 : Régulons impl

Mécanisme de régulation

Contrôle positif 

Contrôle négatif 

Contrôle inconnu 

La classe I regroupe les gènes codant les principaux chaperons moléculaires universels 

DnaK, DnaJ et GroESL. L’expression de ces gènes 

Heat Regulation at CIRCE

consensus nommée CIRCE (C

au niveau des séquences promotrices 

le complexe HrcA, synthétisé sous forme inactive, est stabilisé par GroEL puis joue son rôle de 

répresseur en se fixant sur l’opérateur CIRCE. En conditions de

transitoirement levée pour permettre l’expression des gènes de classe I. Le complexe GroEL, 

recruté pour le repliement des protéines endommagées, libère HrcA ce qui inactive le répresseur 

(Mogk et al. 1997). Chez la plupart des bactéries lactiques, l’opérateur CIRCE (TTAGCAGTC

GAGTGCTAA) est conservé dans la ré

La classe II représente l’ensemble des gènes (125

l’expression est modulée par le facteur sigma B alternatif (

séquences consensus situées dans la région promotrice et permet le positionnement correcte de 

l’ARN polymérase 

stress de différentes n

Deux mécanismes de régulation des gènes peuvent être distingués

par répression de la transcription

initiation de la transcription : cas des gènes des Classe II, IV et V une régulation dont le 

mécanisme n’est pas encore connu

pliqués dans la réponse au stress chez les fimicutes 

ion 

La classe I regroupe les gènes codant les principaux chaperons moléculaires universels 

DnaK, DnaJ et GroESL. L’expression de ces gènes 

Heat Regulation at CIRCE

consensus nommée CIRCE (C

au niveau des séquences promotrices 

le complexe HrcA, synthétisé sous forme inactive, est stabilisé par GroEL puis joue son rôle de 

répresseur en se fixant sur l’opérateur CIRCE. En conditions de

transitoirement levée pour permettre l’expression des gènes de classe I. Le complexe GroEL, 

recruté pour le repliement des protéines endommagées, libère HrcA ce qui inactive le répresseur 

. Chez la plupart des bactéries lactiques, l’opérateur CIRCE (TTAGCAGTC

GAGTGCTAA) est conservé dans la ré

La classe II représente l’ensemble des gènes (125

l’expression est modulée par le facteur sigma B alternatif (

séquences consensus situées dans la région promotrice et permet le positionnement correcte de 

l’ARN polymérase (Petersohn et al. 2001)

stress de différentes natures chez de nombreuses bactéries à Gram positif. Chez 

Deux mécanismes de régulation des gènes peuvent être distingués

par répression de la transcription : cas des gènes des Classe I et III (ii) une régulation positive par 

: cas des gènes des Classe II, IV et V une régulation dont le 

mécanisme n’est pas encore connu : cas des gène

iqués dans la réponse au stress chez les fimicutes 

Régulateur

σB 

Inconnu 

CssR/CssS 

HrcA 

CtsR 

Inconnu 

II.6.1.1.a.

La classe I regroupe les gènes codant les principaux chaperons moléculaires universels 

DnaK, DnaJ et GroESL. L’expression de ces gènes 

Heat Regulation at CIRCE). HrcA reconnaît une séquence nucléotidique palindromique 

consensus nommée CIRCE (Controlling Inverted Repeat of Chaperone Expression

au niveau des séquences promotrices (Hecker et al. 1996)

le complexe HrcA, synthétisé sous forme inactive, est stabilisé par GroEL puis joue son rôle de 

répresseur en se fixant sur l’opérateur CIRCE. En conditions de

transitoirement levée pour permettre l’expression des gènes de classe I. Le complexe GroEL, 

recruté pour le repliement des protéines endommagées, libère HrcA ce qui inactive le répresseur 

. Chez la plupart des bactéries lactiques, l’opérateur CIRCE (TTAGCAGTC

GAGTGCTAA) est conservé dans la ré

II.6.1.1.b.

La classe II représente l’ensemble des gènes (125

l’expression est modulée par le facteur sigma B alternatif (

séquences consensus situées dans la région promotrice et permet le positionnement correcte de 

(Petersohn et al. 2001)

atures chez de nombreuses bactéries à Gram positif. Chez 
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Deux mécanismes de régulation des gènes peuvent être distingués

: cas des gènes des Classe I et III (ii) une régulation positive par 

: cas des gènes des Classe II, IV et V une régulation dont le 

: cas des gènes de classe VI (

iqués dans la réponse au stress chez les fimicutes 

Régulateur 

 

  Gènes de classe III.6.1.1.a.

La classe I regroupe les gènes codant les principaux chaperons moléculaires universels 

DnaK, DnaJ et GroESL. L’expression de ces gènes est régulée par le répresseur transcriptionnel 

). HrcA reconnaît une séquence nucléotidique palindromique 

ontrolling Inverted Repeat of Chaperone Expression

(Hecker et al. 1996)

le complexe HrcA, synthétisé sous forme inactive, est stabilisé par GroEL puis joue son rôle de 

répresseur en se fixant sur l’opérateur CIRCE. En conditions de

transitoirement levée pour permettre l’expression des gènes de classe I. Le complexe GroEL, 

recruté pour le repliement des protéines endommagées, libère HrcA ce qui inactive le répresseur 

. Chez la plupart des bactéries lactiques, l’opérateur CIRCE (TTAGCAGTC

GAGTGCTAA) est conservé dans la région promotrices de l’opéron 

 Gènes de classe IIII.6.1.1.b.

La classe II représente l’ensemble des gènes (125

l’expression est modulée par le facteur sigma B alternatif (

séquences consensus situées dans la région promotrice et permet le positionnement correcte de 

(Petersohn et al. 2001). Il coordonne l’induction de ces gènes en réponse à des 

atures chez de nombreuses bactéries à Gram positif. Chez 

Deux mécanismes de régulation des gènes peuvent être distingués

: cas des gènes des Classe I et III (ii) une régulation positive par 

: cas des gènes des Classe II, IV et V une régulation dont le 

s de classe VI (Tableau 

iqués dans la réponse au stress chez les fimicutes (Sugimoto et al. 2008)

Gènes régulés chez 

gspA, csbA, katE,… 

htpG (Classe IV)

htrA, htrB 

Opérons groEL, dnaK 

clpB, clpC, clpE, clpL, clpP, … 

ftsH, tig, clpX, lon, … 

Gènes de classe I : régulation par HrcA 

La classe I regroupe les gènes codant les principaux chaperons moléculaires universels 

est régulée par le répresseur transcriptionnel 

). HrcA reconnaît une séquence nucléotidique palindromique 

ontrolling Inverted Repeat of Chaperone Expression

(Hecker et al. 1996). En conditions optimales de croissance, 

le complexe HrcA, synthétisé sous forme inactive, est stabilisé par GroEL puis joue son rôle de 

répresseur en se fixant sur l’opérateur CIRCE. En conditions de stress, la répression par HrcA est 

transitoirement levée pour permettre l’expression des gènes de classe I. Le complexe GroEL, 

recruté pour le repliement des protéines endommagées, libère HrcA ce qui inactive le répresseur 

. Chez la plupart des bactéries lactiques, l’opérateur CIRCE (TTAGCAGTC

gion promotrices de l’opéron 

Gènes de classe II : régulation par le facteur Sigma B 

La classe II représente l’ensemble des gènes (125 gènes identifiés par microarray) dont 

l’expression est modulée par le facteur sigma B alternatif (σB ). Le facteur 

séquences consensus situées dans la région promotrice et permet le positionnement correcte de 

. Il coordonne l’induction de ces gènes en réponse à des 

atures chez de nombreuses bactéries à Gram positif. Chez 

Synthèse

Deux mécanismes de régulation des gènes peuvent être distingués : (i) une régulati

: cas des gènes des Classe I et III (ii) une régulation positive par 

: cas des gènes des Classe II, IV et V une régulation dont le 

Tableau 4). 

(Sugimoto et al. 2008)

Gènes régulés chez B. subtilis

gspA, csbA, katE,… (Classe II)

(Classe IV) 

htrA, htrB (Classe V) 

groEL, dnaK (Classe I)

clpB, clpC, clpE, clpL, clpP, … 

ftsH, tig, clpX, lon, … (Classe VI)

: régulation par HrcA 

La classe I regroupe les gènes codant les principaux chaperons moléculaires universels 

est régulée par le répresseur transcriptionnel 

). HrcA reconnaît une séquence nucléotidique palindromique 

ontrolling Inverted Repeat of Chaperone Expression

. En conditions optimales de croissance, 

le complexe HrcA, synthétisé sous forme inactive, est stabilisé par GroEL puis joue son rôle de 

stress, la répression par HrcA est 

transitoirement levée pour permettre l’expression des gènes de classe I. Le complexe GroEL, 

recruté pour le repliement des protéines endommagées, libère HrcA ce qui inactive le répresseur 

. Chez la plupart des bactéries lactiques, l’opérateur CIRCE (TTAGCAGTC

gion promotrices de l’opéron dnaK 

: régulation par le facteur Sigma B 

gènes identifiés par microarray) dont 

). Le facteur σ

séquences consensus situées dans la région promotrice et permet le positionnement correcte de 

. Il coordonne l’induction de ces gènes en réponse à des 

atures chez de nombreuses bactéries à Gram positif. Chez 

Synthèse bibliographique

: (i) une régulation négative 

: cas des gènes des Classe I et III (ii) une régulation positive par 

: cas des gènes des Classe II, IV et V une régulation dont le 

  

(Sugimoto et al. 2008) 

B. subtilis 

(Classe II) 

(Classe I) 

clpB, clpC, clpE, clpL, clpP, … (Classe III)

(Classe VI) 

: régulation par HrcA  

La classe I regroupe les gènes codant les principaux chaperons moléculaires universels 

est régulée par le répresseur transcriptionnel 

). HrcA reconnaît une séquence nucléotidique palindromique 

ontrolling Inverted Repeat of Chaperone Expression) et localisée 

. En conditions optimales de croissance, 

le complexe HrcA, synthétisé sous forme inactive, est stabilisé par GroEL puis joue son rôle de 

stress, la répression par HrcA est 

transitoirement levée pour permettre l’expression des gènes de classe I. Le complexe GroEL, 

recruté pour le repliement des protéines endommagées, libère HrcA ce qui inactive le répresseur 

. Chez la plupart des bactéries lactiques, l’opérateur CIRCE (TTAGCAGTC

dnaK Figure 19

: régulation par le facteur Sigma B 

gènes identifiés par microarray) dont 

). Le facteur σB interagit avec deux 

séquences consensus situées dans la région promotrice et permet le positionnement correcte de 

. Il coordonne l’induction de ces gènes en réponse à des 

atures chez de nombreuses bactéries à Gram positif. Chez B. subtilis

bibliographique 

on négative 

: cas des gènes des Classe I et III (ii) une régulation positive par 

: cas des gènes des Classe II, IV et V une régulation dont le 

(Classe III) 

La classe I regroupe les gènes codant les principaux chaperons moléculaires universels 

est régulée par le répresseur transcriptionnel 

). HrcA reconnaît une séquence nucléotidique palindromique 

) et localisée 

. En conditions optimales de croissance, 

le complexe HrcA, synthétisé sous forme inactive, est stabilisé par GroEL puis joue son rôle de 

stress, la répression par HrcA est 

transitoirement levée pour permettre l’expression des gènes de classe I. Le complexe GroEL, 

recruté pour le repliement des protéines endommagées, libère HrcA ce qui inactive le répresseur 

. Chez la plupart des bactéries lactiques, l’opérateur CIRCE (TTAGCAGTC-

19). 

: régulation par le facteur Sigma B  

gènes identifiés par microarray) dont 

interagit avec deux 

séquences consensus situées dans la région promotrice et permet le positionnement correcte de 

. Il coordonne l’induction de ces gènes en réponse à des 

B. subtilis, il 

 

 



 

intervient dans la réponse à divers stress tels que le stress thermique, osmotique, oxydatif, 

éthanolique et en conditions de carences nutritionnelles. Néanmoins, chez les bactéries l

aucun facteur sigma alternatif de type 

déroge pas à cette règle

L’expression des gènes de classe III, regroupant principalement les gènes 

l’interaction 

avec une séquence opératrice directement répétée (A/GGTCAAANANA/GGTCAAA) localisée 

en amont du promoteur végétatif 

moléculaire. La modification de sa conformation en 

à-vis de son opérateur permettant ainsi de lever la répression 

classe III. Le maintien de la dérépression est possible grâce à la dégradation spécifique de CtsR 

par les complexes protéasiques ClpEP, ClpCP et ClpXP 

1999b; Krüger et al. 2000)

en détails dans la partie II.7.1. de cette synthèse bibliographique.

La classe IV 

thermique indépendamment de HrcA, CtsR et 

montrant une augmentation de l’expression basale de 

amont du promoteur putatif 

gène reste flou. En 2003, la même équipe décrit un contrôle positif thermosensible due à la 

présence

L’inversion de deux bases dans cette séquence supprime l’induction thermosensible tandis que la 

fusion de cette séquence avec le promoteur végétatif 

thermoinductible 

séquence n’a pas encore été identifié à ce jour.

intervient dans la réponse à divers stress tels que le stress thermique, osmotique, oxydatif, 

éthanolique et en conditions de carences nutritionnelles. Néanmoins, chez les bactéries l

aucun facteur sigma alternatif de type 

déroge pas à cette règle

L’expression des gènes de classe III, regroupant principalement les gènes 

l’interaction du répresseur transcriptionnel CtsR (

avec une séquence opératrice directement répétée (A/GGTCAAANANA/GGTCAAA) localisée 

en amont du promoteur végétatif 

léculaire. La modification de sa conformation en 

vis de son opérateur permettant ainsi de lever la répression 

classe III. Le maintien de la dérépression est possible grâce à la dégradation spécifique de CtsR 

par les complexes protéasiques ClpEP, ClpCP et ClpXP 

1999b; Krüger et al. 2000)

en détails dans la partie II.7.1. de cette synthèse bibliographique.

La classe IV est représentée

thermique indépendamment de HrcA, CtsR et 

montrant une augmentation de l’expression basale de 

amont du promoteur putatif 

gène reste flou. En 2003, la même équipe décrit un contrôle positif thermosensible due à la 

présence d’une séquence 

L’inversion de deux bases dans cette séquence supprime l’induction thermosensible tandis que la 

fusion de cette séquence avec le promoteur végétatif 

thermoinductible (Versteeg et al. 2003)

séquence n’a pas encore été identifié à ce jour.

intervient dans la réponse à divers stress tels que le stress thermique, osmotique, oxydatif, 

éthanolique et en conditions de carences nutritionnelles. Néanmoins, chez les bactéries l

aucun facteur sigma alternatif de type 

déroge pas à cette règle (Sugimoto et al. 2008)

L’expression des gènes de classe III, regroupant principalement les gènes 

du répresseur transcriptionnel CtsR (

avec une séquence opératrice directement répétée (A/GGTCAAANANA/GGTCAAA) localisée 

en amont du promoteur végétatif 

léculaire. La modification de sa conformation en 

vis de son opérateur permettant ainsi de lever la répression 

classe III. Le maintien de la dérépression est possible grâce à la dégradation spécifique de CtsR 

par les complexes protéasiques ClpEP, ClpCP et ClpXP 

1999b; Krüger et al. 2000). Les mécanismes de régulation de l’activité de CtsR se

en détails dans la partie II.7.1. de cette synthèse bibliographique.

représentée par le seul gène 

thermique indépendamment de HrcA, CtsR et 

montrant une augmentation de l’expression basale de 

amont du promoteur putatif σA

gène reste flou. En 2003, la même équipe décrit un contrôle positif thermosensible due à la 

d’une séquence [GAAAAAGG] en aval de la boîte 

L’inversion de deux bases dans cette séquence supprime l’induction thermosensible tandis que la 

fusion de cette séquence avec le promoteur végétatif 

(Versteeg et al. 2003)

séquence n’a pas encore été identifié à ce jour.

intervient dans la réponse à divers stress tels que le stress thermique, osmotique, oxydatif, 

éthanolique et en conditions de carences nutritionnelles. Néanmoins, chez les bactéries l

aucun facteur sigma alternatif de type σB 

(Sugimoto et al. 2008)

II.6.1.1.c.

L’expression des gènes de classe III, regroupant principalement les gènes 

du répresseur transcriptionnel CtsR (

avec une séquence opératrice directement répétée (A/GGTCAAANANA/GGTCAAA) localisée 

en amont du promoteur végétatif σA. Chez 

léculaire. La modification de sa conformation en 

vis de son opérateur permettant ainsi de lever la répression 

classe III. Le maintien de la dérépression est possible grâce à la dégradation spécifique de CtsR 

par les complexes protéasiques ClpEP, ClpCP et ClpXP 

Les mécanismes de régulation de l’activité de CtsR se

en détails dans la partie II.7.1. de cette synthèse bibliographique.

II.6.1.1.d.

HrcA, CtsR et σ

par le seul gène 

thermique indépendamment de HrcA, CtsR et 

montrant une augmentation de l’expression basale de 
A dépendant 

gène reste flou. En 2003, la même équipe décrit un contrôle positif thermosensible due à la 

GAAAAAGG] en aval de la boîte 

L’inversion de deux bases dans cette séquence supprime l’induction thermosensible tandis que la 

fusion de cette séquence avec le promoteur végétatif 

(Versteeg et al. 2003). L’activateur transcriptionnel interagissant avec cette 

séquence n’a pas encore été identifié à ce jour.
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intervient dans la réponse à divers stress tels que le stress thermique, osmotique, oxydatif, 

éthanolique et en conditions de carences nutritionnelles. Néanmoins, chez les bactéries l
B n’a été mis en évidence et le génome de 

(Sugimoto et al. 2008).  

  Gènes de classe IIIII.6.1.1.c.

L’expression des gènes de classe III, regroupant principalement les gènes 

du répresseur transcriptionnel CtsR (Class Three Stress gene Repressor

avec une séquence opératrice directement répétée (A/GGTCAAANANA/GGTCAAA) localisée 

. Chez B. subtilis¸ 

léculaire. La modification de sa conformation en conditions

vis de son opérateur permettant ainsi de lever la répression 

classe III. Le maintien de la dérépression est possible grâce à la dégradation spécifique de CtsR 

par les complexes protéasiques ClpEP, ClpCP et ClpXP 

Les mécanismes de régulation de l’activité de CtsR se

en détails dans la partie II.7.1. de cette synthèse bibliographique.

  Gènes de classe IVII.6.1.1.d.

HrcA, CtsR et σB

par le seul gène htpG 

thermique indépendamment de HrcA, CtsR et σB. Si Schulz et al. suggère un contrôle négatif en 

montrant une augmentation de l’expression basale de 

dépendant (Schulz et al. 1997)

gène reste flou. En 2003, la même équipe décrit un contrôle positif thermosensible due à la 

GAAAAAGG] en aval de la boîte 

L’inversion de deux bases dans cette séquence supprime l’induction thermosensible tandis que la 

fusion de cette séquence avec le promoteur végétatif 

. L’activateur transcriptionnel interagissant avec cette 

séquence n’a pas encore été identifié à ce jour. 

intervient dans la réponse à divers stress tels que le stress thermique, osmotique, oxydatif, 

éthanolique et en conditions de carences nutritionnelles. Néanmoins, chez les bactéries l

n’a été mis en évidence et le génome de 

Gènes de classe III : régulation par CtsR

L’expression des gènes de classe III, regroupant principalement les gènes 

Class Three Stress gene Repressor

avec une séquence opératrice directement répétée (A/GGTCAAANANA/GGTCAAA) localisée 

B. subtilis¸ CtsR agit comme un thermomètre 

conditions de stress diminue son affinité vis

vis de son opérateur permettant ainsi de lever la répression (Elsholz et al. 2010)

classe III. Le maintien de la dérépression est possible grâce à la dégradation spécifique de CtsR 

par les complexes protéasiques ClpEP, ClpCP et ClpXP (Krüger and Hecker 1998; Derr

Les mécanismes de régulation de l’activité de CtsR se

en détails dans la partie II.7.1. de cette synthèse bibliographique. 

Gènes de classe IV

B 

 dont l’expression est induite par un stress 

. Si Schulz et al. suggère un contrôle négatif en 

montrant une augmentation de l’expression basale de hptG lors de la délétion de 

(Schulz et al. 1997), le mécanisme de régulation de ce 

gène reste flou. En 2003, la même équipe décrit un contrôle positif thermosensible due à la 

GAAAAAGG] en aval de la boîte -

L’inversion de deux bases dans cette séquence supprime l’induction thermosensible tandis que la 

fusion de cette séquence avec le promoteur végétatif lepA

. L’activateur transcriptionnel interagissant avec cette 

Synthèse

intervient dans la réponse à divers stress tels que le stress thermique, osmotique, oxydatif, 

éthanolique et en conditions de carences nutritionnelles. Néanmoins, chez les bactéries l

n’a été mis en évidence et le génome de 

: régulation par CtsR

L’expression des gènes de classe III, regroupant principalement les gènes 

Class Three Stress gene Repressor

avec une séquence opératrice directement répétée (A/GGTCAAANANA/GGTCAAA) localisée 

CtsR agit comme un thermomètre 

de stress diminue son affinité vis

(Elsholz et al. 2010)

classe III. Le maintien de la dérépression est possible grâce à la dégradation spécifique de CtsR 

(Krüger and Hecker 1998; Derr

Les mécanismes de régulation de l’activité de CtsR se

 

Gènes de classe IV : régulation indépendante de 

dont l’expression est induite par un stress 

. Si Schulz et al. suggère un contrôle négatif en 

lors de la délétion de 

, le mécanisme de régulation de ce 

gène reste flou. En 2003, la même équipe décrit un contrôle positif thermosensible due à la 

-10 du promoteur 

L’inversion de deux bases dans cette séquence supprime l’induction thermosensible tandis que la 

lepA lui confère un caractère 

. L’activateur transcriptionnel interagissant avec cette 

Synthèse bibliographique

intervient dans la réponse à divers stress tels que le stress thermique, osmotique, oxydatif, 

éthanolique et en conditions de carences nutritionnelles. Néanmoins, chez les bactéries l

n’a été mis en évidence et le génome de O.

: régulation par CtsR 

L’expression des gènes de classe III, regroupant principalement les gènes clp, dépend de 

Class Three Stress gene Repressor) qui interagit 

avec une séquence opératrice directement répétée (A/GGTCAAANANA/GGTCAAA) localisée 

CtsR agit comme un thermomètre 

de stress diminue son affinité vis

(Elsholz et al. 2010) des gènes de 

classe III. Le maintien de la dérépression est possible grâce à la dégradation spécifique de CtsR 

(Krüger and Hecker 1998; Derr

Les mécanismes de régulation de l’activité de CtsR seront présentés 

: régulation indépendante de 

dont l’expression est induite par un stress 

. Si Schulz et al. suggère un contrôle négatif en 

lors de la délétion de la région en 

, le mécanisme de régulation de ce 

gène reste flou. En 2003, la même équipe décrit un contrôle positif thermosensible due à la 

10 du promoteur σA-dépendant. 

L’inversion de deux bases dans cette séquence supprime l’induction thermosensible tandis que la 

lui confère un caractère 

. L’activateur transcriptionnel interagissant avec cette 

bibliographique 

intervient dans la réponse à divers stress tels que le stress thermique, osmotique, oxydatif, 

éthanolique et en conditions de carences nutritionnelles. Néanmoins, chez les bactéries lactiques 

O. oeni ne 

dépend de 

) qui interagit 

avec une séquence opératrice directement répétée (A/GGTCAAANANA/GGTCAAA) localisée 

CtsR agit comme un thermomètre 

de stress diminue son affinité vis-

des gènes de 

classe III. Le maintien de la dérépression est possible grâce à la dégradation spécifique de CtsR 

(Krüger and Hecker 1998; Derré et al. 

ront présentés 

: régulation indépendante de 

dont l’expression est induite par un stress 

. Si Schulz et al. suggère un contrôle négatif en 

la région en 

, le mécanisme de régulation de ce 

gène reste flou. En 2003, la même équipe décrit un contrôle positif thermosensible due à la 

dépendant. 

L’inversion de deux bases dans cette séquence supprime l’induction thermosensible tandis que la 

lui confère un caractère 

. L’activateur transcriptionnel interagissant avec cette 

 



 

La classe V regroupe les gènes dont

composants ou TCS (

sous le contrôle du TCS CssR/CssS 

des systèmes de communication 

de bacté

gènes nécessaires à la réponse au stress détecté. Ils améliorent ainsi l’adaptation et la survie 

bactérienne. Les TCS sont constitués d’une histidine kinase membranaire (HK)

«protéine

régulateur (ER) cytoplasmique initiant la réponse transcriptionnelle. Le stimulus périplasmique 

détecté par l’HK entraine l’autophosphorylation de la protéine sur 

phosphate est ensuite transféré sur un résidu aspartate de l’ER qui change de conformation et 

initie une réponse transcriptionnelle adaptée au stimulus 

recherche de TCS par Blast a abouti à l’identification de cinq ER contigus à une histidine kinase 

potentielle et se rapportant majoritairement à la famille de OmpR, famille la plus représentée 

chez les 

[OEOE_0105/OEOE_0106] est contigu au gène 

l’expression de l’enzyme par ce TCS 

Cette classe regroupe tous les gènes induits en réponse à un stress dont le mécanisme de 

régulation de l’expression n’est pas encore connu 

Chez les bactéries lactiques, l’identification des mécanismes de régulation de la réponse au stress 

est encore à l’état d’ébauche en comparaison au paradigme 

HrcA et CtsR sont conservés et cofonctionnent chez la plupart des firmicutes et des bactéries 

lactiques (

C. difficile, C. perfringens, L. monocytogenes 

pour les 

mutans, 

La classe V regroupe les gènes dont

composants ou TCS (

sous le contrôle du TCS CssR/CssS 

des systèmes de communication 

de bactéries de s’adapter aux conditions environnementales en coordonnant l’expression des 

gènes nécessaires à la réponse au stress détecté. Ils améliorent ainsi l’adaptation et la survie 

bactérienne. Les TCS sont constitués d’une histidine kinase membranaire (HK)

«protéine senseur » qui détecte un stimulus environnemental spécifique et d’un élément 

régulateur (ER) cytoplasmique initiant la réponse transcriptionnelle. Le stimulus périplasmique 

détecté par l’HK entraine l’autophosphorylation de la protéine sur 

phosphate est ensuite transféré sur un résidu aspartate de l’ER qui change de conformation et 

initie une réponse transcriptionnelle adaptée au stimulus 

recherche de TCS par Blast a abouti à l’identification de cinq ER contigus à une histidine kinase 

potentielle et se rapportant majoritairement à la famille de OmpR, famille la plus représentée 

les Lactobacillaceae 

[OEOE_0105/OEOE_0106] est contigu au gène 

l’expression de l’enzyme par ce TCS 

classe regroupe tous les gènes induits en réponse à un stress dont le mécanisme de 

régulation de l’expression n’est pas encore connu 

Chez les bactéries lactiques, l’identification des mécanismes de régulation de la réponse au stress 

est encore à l’état d’ébauche en comparaison au paradigme 

HrcA et CtsR sont conservés et cofonctionnent chez la plupart des firmicutes et des bactéries 

lactiques (Figure 19

C. difficile, C. perfringens, L. monocytogenes 

pour les staphylococcaceae

, L. lactis et 

La classe V regroupe les gènes dont

composants ou TCS (Two-Components Systems

sous le contrôle du TCS CssR/CssS 

des systèmes de communication 

ries de s’adapter aux conditions environnementales en coordonnant l’expression des 

gènes nécessaires à la réponse au stress détecté. Ils améliorent ainsi l’adaptation et la survie 

bactérienne. Les TCS sont constitués d’une histidine kinase membranaire (HK)

» qui détecte un stimulus environnemental spécifique et d’un élément 

régulateur (ER) cytoplasmique initiant la réponse transcriptionnelle. Le stimulus périplasmique 

détecté par l’HK entraine l’autophosphorylation de la protéine sur 

phosphate est ensuite transféré sur un résidu aspartate de l’ER qui change de conformation et 

initie une réponse transcriptionnelle adaptée au stimulus 

recherche de TCS par Blast a abouti à l’identification de cinq ER contigus à une histidine kinase 

potentielle et se rapportant majoritairement à la famille de OmpR, famille la plus représentée 

Lactobacillaceae (Zúñiga et al. 2011)

[OEOE_0105/OEOE_0106] est contigu au gène 

l’expression de l’enzyme par ce TCS 

classe regroupe tous les gènes induits en réponse à un stress dont le mécanisme de 

régulation de l’expression n’est pas encore connu 

II.6.1.2.

Chez les bactéries lactiques, l’identification des mécanismes de régulation de la réponse au stress 

est encore à l’état d’ébauche en comparaison au paradigme 

HrcA et CtsR sont conservés et cofonctionnent chez la plupart des firmicutes et des bactéries 

19). Chez les 

C. difficile, C. perfringens, L. monocytogenes 

lococcaceae, tandis que chez les 

 S. salivarius)

II.6.1.1.e.

deux composants.

La classe V regroupe les gènes dont

Components Systems

sous le contrôle du TCS CssR/CssS (Westers et al. 2006)

des systèmes de communication intercellulaire

ries de s’adapter aux conditions environnementales en coordonnant l’expression des 

gènes nécessaires à la réponse au stress détecté. Ils améliorent ainsi l’adaptation et la survie 

bactérienne. Les TCS sont constitués d’une histidine kinase membranaire (HK)

» qui détecte un stimulus environnemental spécifique et d’un élément 

régulateur (ER) cytoplasmique initiant la réponse transcriptionnelle. Le stimulus périplasmique 

détecté par l’HK entraine l’autophosphorylation de la protéine sur 

phosphate est ensuite transféré sur un résidu aspartate de l’ER qui change de conformation et 

initie une réponse transcriptionnelle adaptée au stimulus 

recherche de TCS par Blast a abouti à l’identification de cinq ER contigus à une histidine kinase 

potentielle et se rapportant majoritairement à la famille de OmpR, famille la plus représentée 

(Zúñiga et al. 2011)

[OEOE_0105/OEOE_0106] est contigu au gène 

l’expression de l’enzyme par ce TCS (Grandvalet 2011)

II.6.1.1.f.

classe regroupe tous les gènes induits en réponse à un stress dont le mécanisme de 

régulation de l’expression n’est pas encore connu 

 Cas des bactéries lactiques : II.6.1.2.

Chez les bactéries lactiques, l’identification des mécanismes de régulation de la réponse au stress 

est encore à l’état d’ébauche en comparaison au paradigme 

HrcA et CtsR sont conservés et cofonctionnent chez la plupart des firmicutes et des bactéries 

). Chez les bacillaceae 

C. difficile, C. perfringens, L. monocytogenes 

, tandis que chez les 

S. salivarius), ils sont partiellement chevauchants. 

~ 70 ~ 

 Gènes de classe VII.6.1.1.e.

deux composants.

La classe V regroupe les gènes dont l’expression est régulée par des systèmes à deux 

Components Systems). Chez 

(Westers et al. 2006)

intercellulaire ou « 

ries de s’adapter aux conditions environnementales en coordonnant l’expression des 

gènes nécessaires à la réponse au stress détecté. Ils améliorent ainsi l’adaptation et la survie 

bactérienne. Les TCS sont constitués d’une histidine kinase membranaire (HK)

» qui détecte un stimulus environnemental spécifique et d’un élément 

régulateur (ER) cytoplasmique initiant la réponse transcriptionnelle. Le stimulus périplasmique 

détecté par l’HK entraine l’autophosphorylation de la protéine sur 

phosphate est ensuite transféré sur un résidu aspartate de l’ER qui change de conformation et 

initie une réponse transcriptionnelle adaptée au stimulus 

recherche de TCS par Blast a abouti à l’identification de cinq ER contigus à une histidine kinase 

potentielle et se rapportant majoritairement à la famille de OmpR, famille la plus représentée 

(Zúñiga et al. 2011). Il est intéressant de noter qu’un de ces TCS 

[OEOE_0105/OEOE_0106] est contigu au gène htrA 

(Grandvalet 2011)

 Classe VIII.6.1.1.f.

classe regroupe tous les gènes induits en réponse à un stress dont le mécanisme de 

régulation de l’expression n’est pas encore connu (Schumann 2003)

Cas des bactéries lactiques : 

Chez les bactéries lactiques, l’identification des mécanismes de régulation de la réponse au stress 

est encore à l’état d’ébauche en comparaison au paradigme 

HrcA et CtsR sont conservés et cofonctionnent chez la plupart des firmicutes et des bactéries 

bacillaceae (B. anthracis, B. stearothermophilus, B. halodurans, 

C. difficile, C. perfringens, L. monocytogenes et L. inocua

, tandis que chez les Streptococaceae 

, ils sont partiellement chevauchants. 

Gènes de classe V 

deux composants. 

l’expression est régulée par des systèmes à deux 

). Chez B. subtilis, 

(Westers et al. 2006). Les TCS sont généralement assimilés à 

 crosstalk » qui permettent à une population 

ries de s’adapter aux conditions environnementales en coordonnant l’expression des 

gènes nécessaires à la réponse au stress détecté. Ils améliorent ainsi l’adaptation et la survie 

bactérienne. Les TCS sont constitués d’une histidine kinase membranaire (HK)

» qui détecte un stimulus environnemental spécifique et d’un élément 

régulateur (ER) cytoplasmique initiant la réponse transcriptionnelle. Le stimulus périplasmique 

détecté par l’HK entraine l’autophosphorylation de la protéine sur 

phosphate est ensuite transféré sur un résidu aspartate de l’ER qui change de conformation et 

initie une réponse transcriptionnelle adaptée au stimulus (Mascher 2006)

recherche de TCS par Blast a abouti à l’identification de cinq ER contigus à une histidine kinase 

potentielle et se rapportant majoritairement à la famille de OmpR, famille la plus représentée 

. Il est intéressant de noter qu’un de ces TCS 

htrA de O. oeni

(Grandvalet 2011). 

Classe VI : régulation inconnue

classe regroupe tous les gènes induits en réponse à un stress dont le mécanisme de 

(Schumann 2003)

Cas des bactéries lactiques : Corégulation par 

Chez les bactéries lactiques, l’identification des mécanismes de régulation de la réponse au stress 

est encore à l’état d’ébauche en comparaison au paradigme B. subtilis

HrcA et CtsR sont conservés et cofonctionnent chez la plupart des firmicutes et des bactéries 

B. anthracis, B. stearothermophilus, B. halodurans, 

L. inocua) les deux régulons sont distincts, sauf 

Streptococaceae 

, ils sont partiellement chevauchants. 

Synthèse

 : régulation par un système à 

l’expression est régulée par des systèmes à deux 

B. subtilis, les gènes 

. Les TCS sont généralement assimilés à 

» qui permettent à une population 

ries de s’adapter aux conditions environnementales en coordonnant l’expression des 

gènes nécessaires à la réponse au stress détecté. Ils améliorent ainsi l’adaptation et la survie 

bactérienne. Les TCS sont constitués d’une histidine kinase membranaire (HK)

» qui détecte un stimulus environnemental spécifique et d’un élément 

régulateur (ER) cytoplasmique initiant la réponse transcriptionnelle. Le stimulus périplasmique 

détecté par l’HK entraine l’autophosphorylation de la protéine sur un résidu histidine. Le 

phosphate est ensuite transféré sur un résidu aspartate de l’ER qui change de conformation et 

(Mascher 2006)

recherche de TCS par Blast a abouti à l’identification de cinq ER contigus à une histidine kinase 

potentielle et se rapportant majoritairement à la famille de OmpR, famille la plus représentée 

. Il est intéressant de noter qu’un de ces TCS 

oeni suggérant une régulation de 

: régulation inconnue 

classe regroupe tous les gènes induits en réponse à un stress dont le mécanisme de 

(Schumann 2003). 

Corégulation par 

Chez les bactéries lactiques, l’identification des mécanismes de régulation de la réponse au stress 

B. subtilis. Les régulateurs négatifs 

HrcA et CtsR sont conservés et cofonctionnent chez la plupart des firmicutes et des bactéries 

B. anthracis, B. stearothermophilus, B. halodurans, 

) les deux régulons sont distincts, sauf 

Streptococaceae (S. pneumoniae

, ils sont partiellement chevauchants. L. bulgaricus, L. gasseri 

Synthèse bibliographique

: régulation par un système à 

l’expression est régulée par des systèmes à deux 

les gènes htrA et 

. Les TCS sont généralement assimilés à 

» qui permettent à une population 

ries de s’adapter aux conditions environnementales en coordonnant l’expression des 

gènes nécessaires à la réponse au stress détecté. Ils améliorent ainsi l’adaptation et la survie 

bactérienne. Les TCS sont constitués d’une histidine kinase membranaire (HK)

» qui détecte un stimulus environnemental spécifique et d’un élément 

régulateur (ER) cytoplasmique initiant la réponse transcriptionnelle. Le stimulus périplasmique 

un résidu histidine. Le 

phosphate est ensuite transféré sur un résidu aspartate de l’ER qui change de conformation et 

(Mascher 2006). Chez O.

recherche de TCS par Blast a abouti à l’identification de cinq ER contigus à une histidine kinase 

potentielle et se rapportant majoritairement à la famille de OmpR, famille la plus représentée 

. Il est intéressant de noter qu’un de ces TCS 

suggérant une régulation de 

 

classe regroupe tous les gènes induits en réponse à un stress dont le mécanisme de 

Corégulation par HrcA et CtsR

Chez les bactéries lactiques, l’identification des mécanismes de régulation de la réponse au stress 

es régulateurs négatifs 

HrcA et CtsR sont conservés et cofonctionnent chez la plupart des firmicutes et des bactéries 

B. anthracis, B. stearothermophilus, B. halodurans, 

) les deux régulons sont distincts, sauf 

S. pneumoniae, S. pyogenes

L. bulgaricus, L. gasseri 

bibliographique 

: régulation par un système à 

l’expression est régulée par des systèmes à deux 

 htrB, sont 

. Les TCS sont généralement assimilés à 

» qui permettent à une population 

ries de s’adapter aux conditions environnementales en coordonnant l’expression des 

gènes nécessaires à la réponse au stress détecté. Ils améliorent ainsi l’adaptation et la survie 

bactérienne. Les TCS sont constitués d’une histidine kinase membranaire (HK) dite 

» qui détecte un stimulus environnemental spécifique et d’un élément 

régulateur (ER) cytoplasmique initiant la réponse transcriptionnelle. Le stimulus périplasmique 

un résidu histidine. Le 

phosphate est ensuite transféré sur un résidu aspartate de l’ER qui change de conformation et 

O. oeni, la 

recherche de TCS par Blast a abouti à l’identification de cinq ER contigus à une histidine kinase 

potentielle et se rapportant majoritairement à la famille de OmpR, famille la plus représentée 

. Il est intéressant de noter qu’un de ces TCS 

suggérant une régulation de 

classe regroupe tous les gènes induits en réponse à un stress dont le mécanisme de 

HrcA et CtsR 

Chez les bactéries lactiques, l’identification des mécanismes de régulation de la réponse au stress 

es régulateurs négatifs 

HrcA et CtsR sont conservés et cofonctionnent chez la plupart des firmicutes et des bactéries 

B. anthracis, B. stearothermophilus, B. halodurans, 

) les deux régulons sont distincts, sauf 

S. pyogenes, S. 

L. bulgaricus, L. gasseri et 

 



 

O. oeni 

au stress orchestré par un seul répresseur HrcA ou CtsR. La diversité quant à la répartition des 

régulons chez les 

bactéries lactiques à l’instar de 

Figure 19 : Corégulation par CtsR et HrcA des gènes 
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)

De par sa capacité à croître au sein d’un environnement défavorable tel que le milieu vin et 

l’organisation génétique atypique de gènes 

intéressant pour étudier la réponse au stress. L’analyse complète du 

BAA-1163 souligne l’absence de gène codant un facteur 

lactiques, et l’absence de gène 

régulateur négatif CtsR a été identifié chez 

hsp (Grandvalet et al. 2005)

régulation des gènes dont l’expression est indépendante de CtsR. 

L’analyse du génome de 

homologie ave

la séquence peptidique du régulateur CtsR de 

Des sites opérateurs reconnus par CtsR ont été localisés dans la région promotrice des gènes 

hsp18, cbpA, c

 se distinguent des autres

au stress orchestré par un seul répresseur HrcA ou CtsR. La diversité quant à la répartition des 

régulons chez les 

bactéries lactiques à l’instar de 

: Corégulation par CtsR et HrcA des gènes 
(Chastanet et al. 2001; Chastanet and Msadek 2003; Grandvalet et al. 2005; Spano and Massa 2006; Frees et al. 2007; van 

van de Veen et al. 2013)

De par sa capacité à croître au sein d’un environnement défavorable tel que le milieu vin et 

l’organisation génétique atypique de gènes 

intéressant pour étudier la réponse au stress. L’analyse complète du 

1163 souligne l’absence de gène codant un facteur 

lactiques, et l’absence de gène 

régulateur négatif CtsR a été identifié chez 

(Grandvalet et al. 2005)

régulation des gènes dont l’expression est indépendante de CtsR. 

L’analyse du génome de 

homologie avec le gène 

la séquence peptidique du régulateur CtsR de 

Des sites opérateurs reconnus par CtsR ont été localisés dans la région promotrice des gènes 

hsp18, cbpA, clpP, grpE, groES, groEL, clpC, clpL1 

distinguent des autres

au stress orchestré par un seul répresseur HrcA ou CtsR. La diversité quant à la répartition des 

régulons chez les Lactobacillaceae

bactéries lactiques à l’instar de 

: Corégulation par CtsR et HrcA des gènes 
(Chastanet et al. 2001; Chastanet and Msadek 2003; Grandvalet et al. 2005; Spano and Massa 2006; Frees et al. 2007; van 

van de Veen et al. 2013). 

II.6.1.3.

De par sa capacité à croître au sein d’un environnement défavorable tel que le milieu vin et 

l’organisation génétique atypique de gènes 

intéressant pour étudier la réponse au stress. L’analyse complète du 

1163 souligne l’absence de gène codant un facteur 

lactiques, et l’absence de gène 

régulateur négatif CtsR a été identifié chez 

(Grandvalet et al. 2005)

régulation des gènes dont l’expression est indépendante de CtsR. 

L’analyse du génome de O. oeni

c le gène ctsR de 

la séquence peptidique du régulateur CtsR de 

Des sites opérateurs reconnus par CtsR ont été localisés dans la région promotrice des gènes 

lpP, grpE, groES, groEL, clpC, clpL1 

distinguent des autres Lactobacillaceae
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mécanisme de régulation de l’expression du gène clpX de O. oeni n’a pas encore été élucidé. 

L’organisation de son cluster (tig-clpX) est relativement classique et comparable à celles 

rencontrées chez B. subtilis (tig-clpX-lonA-lonB) ou E. coli (tig-clpP-clpX-lonA) (Gottesman et 

al. 1993; Gerth et al. 1996). La proximité des gènes tig et clpX est commune à de nombreuses 

bactéries lactiques. L’analyse de sa séquence promotrice, située au sein de la phase codante du 

gène tig, révèle la présence de la séquence opératrice relative à 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 hypothèse quant à la régulation de l’expression 

de hsp33. Aucun donnée n’est actuellement disponible chez E. coli ou B. subtilis. L’analyse de sa 

région promotrice a mis en évidence la conservation de signaux de transcription σA-dépendants et 

une conservation partielle de la séquence opératrice de CtsR ce qui suggère une régulation par 

une fixation incomplète 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 l’expression de htrA, la contiguïté d’une des copies du gène avec un 

des gènes codant un TCS putatif [OEOE-0105/OEOE_0106] suggère que ce système de senseur-

régulateur régule l’expression de htrA chez O. oeni et classerait alors ce gène dans la classe V, à 

l’instar des gènes htrA et htrB de B. subtilis régulés par le TCS CssS/CssR (Westers et al. 2006). 

Cette régulation hypothétique d’une activité protéasique chez O. oeni est d’autant plus crédible 

qu’elle a auparavant été décrite chez la bactérie lactique L. acidophilus (Azcarate-Peril et al. 

2005). 
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CTSR_B.SUBTILIS           --MGHNISDIIEQYLKRVLDQNGKEILEIKRSEIADKFQCVPSQINYVINTRFTSERGYI 58 
CTSR_G.STERAOTHERMOPHILUS ---MPNISDIIEQYLKQVLNMSDQDIVEIKRSEIANKFRCVPSQINYVINTRFTLERGYI 57 
CTSR_L.monocytogenes      ---MKNISDIIEAYLKQVLESS--EAVEIKRSEIADKFECVPSQINYVINTRFTMERGYI 55 
CTSR_O.OENIATCC           -MAEANISDLIEQYLKEILSQD--EIAEIKRSEIASRFAVVPSQINYVINTRFTLQNGYI 57 
CTSR_L.PLANTARUM          -MQSQNISDIIEKYLKSILADS--EHVEIRRSEIADLFNVVPSQINYVIKTRFTIQNGYL 57 
CTSR_L.CASEI              -MQRENISDIIETYLKTILAQE--AAVEIRRAEIARRFNCVPSQINYVIKTRFTPARGYI 57 
CTSR_S.AUREUS             ---MHNMSDIIEQYIKRLFEESNEDVVEIQRANIAQRFDCVPSQLNYVIKTRFTNEHGYE 57 
CTSR_S.MUTANS             -MTSKNTSDSIEEYIKKILAQS--GFAEIKRSVLADNFSVVPSQINYVIKTRFTESRGYA 57 
CTSR_S.THERMOPHILUS       --MARNTSDSIEEYIKELLGQS--GTAEIQRSNLADAFQVVPSQINYVIKTRFTESRGYI 56 
CTSR_S.PNEUMONIAE         -MRFKNTSDHIEAYIKAILDQS--GIVELQRSQLADTFQVVPSQINYVIKTRFTESRGYL 57 
CTSR_L.LACTIS             MAGQKNTSDIIEAYLRQLLEEA--QVIEIKRADLANQFDVVPSQINYVIKTRFTASKGFD 58 
                               * ** ** *:: ::    *::*: :* * ****:****:**** .*: 
 
CTSR_B.SUBTILIS           VESKRGGGGYIRIIKIKMNNEVVLINNIISQIN-THLSQAASDDIILRLLEDKVISEREA 117 
CTSR_G.STERAOTHERMOPHILUS VESKRGGGGYIRIMKVKTKSEAQLIDQLLELID-HRISQSSAEDVIKRLMEEKVISEREA 116 
CTSR_L.monocytogenes      VESKRGGGGYIRIIKVKMNDKLQLLEAIISMVHDKKVSQSFSEDVILRLLEEEVITKKEA 115 
CTSR_O.OENIATCC           VESKRGGGGYIRIEHVDLVDDTKIFDELIDYIG-DSIGNNNADQIITALLEDKVVSEREA 116 
CTSR_L.PLANTARUM          VESKRGGGGYIRIEKVNLVDDADVLDALIQVIG-DSITQRDAYAVVQSLYEDDVLNRREA 116 
CTSR_L.CASEI              VESKRGGGGYIRIVKVKLTDDQDLIQIMRQHIP-SRLRMRDARDLIQELFDNGLIARQSG 116 
CTSR_S.AUREUS             IESKRGGGGYIRITKIENKDATGYINHLLQLIG-PSISQQQAYYIIDGLLDKMLINEREA 116 
CTSR_S.MUTANS             VESKRGGGGYIRIAKIRFSDQHQMLNDLEATIG-EQISEQVFTDIIQLLFDEKIISEREG 116 
CTSR_S.THERMOPHILUS       VESKRGGGGYIRIVKVRFSDKHHMINDLLQNLA-DQLSEQVFTDLIQLLFDEKIITEREG 115 
CTSR_S.PNEUMONIAE         VESKRGGGGYIRIGRIEFSSHHEMLRELLYSIG-ERVSQEIYEDILQLLVEQELMTKQEM 116 
CTSR_L.LACTIS             VESKRGGGGYIKIVKYQYSARHEFLTALYQKVP-ANLSSKAAHDIVQLLFDEKVLTEREG 117 
                          :**********:* :     : :  :  :    :: * :. :: .:. 
 
 
CTSR_B.SUBTILIS           KMMVSVMDRSVL-HIDLPERDELRARMMKAMLTSLKLK------ 154 
CTSR_G.STERAOTHERMOPHILUS KMMLSVMDRSVL-YIDLPERDELRARMLKAMLTSLKYK------ 153 
CTSR_L.monocytogenes      RLMVAALDREVL-ILPLPDRDILRSRILEAMLVALKYD------ 152 
CTSR_O.OENIATCC           NLMVAAIDKNSLRISDKVSENTVRARVLVGMINRLRFESTNIHG 160 
CTSR_L.PLANTARUM          QLILVAIDHETLGLTDRDLENSLRARIIIGILNHLRYES----- 155 
CTSR_L.CASEI              NLMLAVMDHETLGIFDQGAEEHLRSRLFLAFLDRLRYER----- 155 
CTSR_S.AUREUS             KMIQAVIDRETL-SMDMVSRDIIRANILKRLLPVINYY------ 153 
CTSR_S.MUTANS             NIILASSGDDVL----GEESSRIRARMLRKILQRLDRKGYHL-- 154 
CTSR_S.THERMOPHILUS       NLILATASDDVL----GEDAAIIRSRILRSLLLRLDREGN---- 151 
CTSR_S.PNEUMONIAE         NLLVSVALDRVL----GEEAPVVRANMLRQVIQEVDRKGK---- 152 
CTSR_L.LACTIS             NLLLLVITD-------GAISPFTRGIMMKSIINRLDRDDEI--- 151 
                       .::        *. :: .: : 
 
 

 
Figure 22 : Alignement par ClustalW des séquences peptidiques des CtsR des principales bactéries firmicutes dont O. oeni 

ATCC BAA-1163 et l’arbre phylogénétique déduit de cet alignement. L’extrémité amino-terminale (25 premiers acides 
aminés en bleu) est impliquée dans la dimérisation, le motif hélice-boucle-hélice (rose-vert-rose) dans la fixation à l’ADN et la 
région centrale riche en glycine (jaune) est impliquée dans le caractère thermosensible de CtsR. Méthode des plus proches 
voisins utilisant le modèle de Poisson. L’arbre est construit par mesure des distances moyennes calculées à partir du % 
d’identité des séquences peptidique issus de l’alignement ci-dessus. 

Krüger et son équipe sont les premiers à s’intéresser à l’opéron ClpC de B. subtilis composé de 

six gènes dont le gène ctsR. Ils ont montré par l’interruption de ctsR une augmentation du niveau 

basal d’expression de l’opéron et de clpP. Ils suggèrent ainsi un rôle de régulateur négatif de 

CtsR sur l’opéron clpC et le gène clpP. 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 boîte -10 et le site de fixation du 

ribosome (RBS : ribosome binding site) (Krüger et al. 1997; Krüger and Hecker 1998). Par la 

suite, la mutagenèse dirigée combinée à 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 gènes clp, dnaK chez S. aureus et shsp chez O. oeni et S. 

thermophilus (Derré et al. 1999b).  

Dès les années 2000, Derré et al. montrent que CtsR et les gènes de son régulon sont faiblement 

exprimés et leur expression est maintenue à un niveau basal par une dégradation spécifique de 

CtsR à 37°C par le complexe protéolytique ClpXP en conditions optimales de croissance. ClpC 

aurait alors un rôle 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 dimère 

(Derré et al. 2000). Par la suite, les travaux de Krüger et son équipe montrent une régulation de 

l’activité de CtsR basée, d’une part, sur un maintien sous forme active à un niveau basal en 

conditions optimales de croissance, et d’autre part, sur une dégradation rapide CtsR à haute 

température par le complexe ClpCP (Krüger et al. 2001). Ils proposent également pour la 

première la fois l’implication des deux protéines McsA et McsB, codées par deux gènes faisant 

partie de l’opéron clpC, dans le contrôle de l’activité de CtsR. Le motif en doigts de zinc de 

McsA permet à 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 ClpCP. Le caractère thermosenseur de CtsR décrit par la suite par Elsholz et al. a 

permis d’expliquer la réponse rapide et efficace des cellules face à une augmentation de 

température (Elsholz et al. 2010).  

Les travaux de Kirstein et son équipe sur le contrôle de l’activité de CtsR par un mécanisme de 

phosphorylation via les protéines McsA et McsB associés aux travaux de Elsholz et ses 

collaborateurs sur la thermostabilité de CtsR ont donnés lieu au modèle de thermorégulation de 

l’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 l’expression des 

gènes de son régulon. ClpC associée aux deux protéines adaptatrices McsA et McsB, inhibe 
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comparable à celle précédemment décrite chez B. subtilis impliquant les protéines adaptatrices 

codées par les gènes mcsA et mcsB. En ce qui concerne les Leuconostocaceae, Sreptococcaceae, 

Enterococcaceae, Aerococcaceae et Lactobacillaceae, l’absence des gènes mcsA et mcsB au sein 

de l’opéron clpC nous interroge sur le mécanisme de régulation de l’activité de CstR en l’absence 

de ces gènes. Dans le cas de l’opéron clpC de O. oeni, le chevauchement des gènes clpC et ctsR 

est une nouvelle singularité qui s’ajoute au palmarès du génome de la bactérie.  

 
Figure 25 : Organisation de l’opéron ClpC chez différents phylum de bactéries fimicutes à faible %GC (Elsholz et al. 2010; 
Grandvalet 2011). 

L’opéron ClpC de L. lactis a été caractérisé par Varmanen et al. (2000). La délétion du gène ctsR 

a permis de montrer que CtsR régule l’expression des gènes clp chez L. lactis (Varmanen et al. 

2000). L’absence de gènes mcsA et mcsB associé à l’opéron ClpC dans le génome de L. lactis, 

laisse supposer un mécanisme de régulation de l’activité de CtsR différent de celui décrit pour 

B. subtilis. Chez L. lactis, l’interruption du gène clpE provoque un retard dans le rétablissement 

de la répression des gènes du régulon par CtsR. Tandis que l’interruption de clpC ne provoque 

aucune modification dans l’expression du régulon CtsR. La protéine ClpE serait donc impliquée 

dans le contrôle de l’activité de CstR (Varmanen et al. 2003). De manière plus approfondie, il 

semble que ClpE, à l’instar de McsA chez B. subtilis, interagisse avec CtsR grâce son motif en 

doigts de zinc à l’extrémité amino-terminale. Il est d’ailleurs possible de restaurer la répression 

des gènes du régulon par CtsR en substituant le gène clpE par mcsA. ClpE pourrait être 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 à ClpP et former un complexe protéasique capable de dégrader CtsR. 

Récemment, Elsholz et al. ont confirmé les hypothèses de Varmanen et al. et ont montré que la 

ctsR mcsB clpCmcsA

Bacillaceae

Lactobacillaceae

Aerococcaceae

Enterococcaceae

Leuconostoccaceae

Streptococcaceae

Listeriaceae

Staphylococcaceae

Clostridiaceae



Synthèse bibliographique 

~ 80 ~ 

 

protéine ClpE peut remplacer ClpC lors d’un stress oxydatif et s’associer à ClpP (Figure 24) 

(Varmanen et al. 2003; Elsholz et al. 2011b).  

Récemment, les travaux de Tao et Biswas ont montré le rôle chaperon de ClpL  dans la régulation 

de l’activité de CtsR chez S. mutans (Tao and Biswas, 2013). La délétion du gène clpL provoque 

l’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 hypothèse. De plus, aucun motif de fixation à ClpP n’est présent sur la séquence 

de la protéine ClpL de S. mutans ce qui exclue un rôle d’adaptateur comme précédemment décrit 

pour la protéine McsA chez B. subtilis ou ClpE pour L. lactis. Plus précisément, l’expression de 

ClpL tronquée de son domaine D2-small carboxy-terminal ne permet pas de maintenir CtsR sous 

sa forme active, ce qui suggère l’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 décrits chez B. subtilis et L. lactis 

(clpE, mcsA et mscB) sont absents du génome de O. oeni tandis que deux versions du gène clpL 

sont présentes. L’arbre phylogénétique construit précédemment à partir de l’alignement des 

séquences peptidiques des sous-familles ClpE et ClpL montrait un rapprochement de ClpL2 avec 

la famille ClpE (Figure 18). Cependant, l’absence du motif en doigts de zinc dans la séquence 

peptidique de ClpL2 exclut un mécanisme de régulation similaire à celui proposé par Varmanen 

et al. chez L. lactis (Varmanen et al. 2003). En revanche, l’implication de la protéine ClpL dans 

la stabilisation de CtsR chez S. mutans suggère une action similaire de chaperon stabilisateur de 

ClpL1 ou ClpL2 chez O. oeni. En outre, la présence du tripeptide [VGF] impliqué dans 

l’association à ClpP chez ClpL2 souligne une possible présentation de CtsR par ClpL2 au 

complexe protéasique pour dégradation.  

Cependant chez L. lactis, ClpE interagit avec CtsR via son motif en doigts de zinc. L’absence de 

ce motif chez ClpL1 et ClpL2 rend peu probable une interaction avec le régulateur. Il est 

toutefois important de souligner que la protéine ClpL de S. mutans interagit avec CtsR par 

l’intermédiaire de son domaine D2-small, un domaine totalement conservé au niveau de 

l’extrémité carboxy-terminale de ClpL1 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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L’analyse fonctionnelle d’un gène repose principalement sur l’étu

mutée pour ce gène. La construction de mutants constitue alors la première étape de l’étude. En 

effet, Kammerer écrit «
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(Kammerer 1996)
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conjugatif du pGID052 (Cf. III2.b.) avec comme cellules donneuses 

(Beltramo et al. 2004b)

cellule receveuse.

La transduction est une technique de transfert d’ADN par l’intermédiaire d’une particule 

phagique. Le bactériophage peut infecter une cellule bactérienne et lui transférer son ADN selon 

deux cycles d’infection différents. Lors 

dans la cellule et se réplique. Le cycle aboutit à la lyse de la cellule hôte et conduit à la libération 

des copies du phage dans le milieu. Lors d’un cycle lysogénique, l’ADN phagique est intégré 

sous forme de prophage dans le génome bactérien puis se réplique lors de la division cellulaire. 

L’ADN phagique est alors transféré aux cellules filles (

basée sur l’état de lysogénie du bactériophage. 

Les premiers bactériophages de 

australiens et observation en microscopie électronique à balayage 

potentiel lysogénique des souches de 

prophage après induction à la mitomycine C 

et al. ont mis en évidence l’intégration du prophage au niveau de deux sites d’attachement 

présents dans le génome de la souche PSU

Figure 27 : Les méthodes naturelles de transfert génétique chez 

conjugatif du pGID052 (Cf. III2.b.) avec comme cellules donneuses 

(Beltramo et al. 2004b)
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prophage après induction à la mitomycine C 

et al. ont mis en évidence l’intégration du prophage au niveau de deux sites d’attachement 

présents dans le génome de la souche PSU

: Les méthodes naturelles de transfert génétique chez 
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conjugatif du pGID052 (Cf. III2.b.) avec comme cellules donneuses 

. La fréquence de transfert varie de 2.3x10

La transduction 

La transduction est une technique de transfert d’ADN par l’intermédiaire d’une particule 

phagique. Le bactériophage peut infecter une cellule bactérienne et lui transférer son ADN selon 

d’un cycle lytique, le bactériophage ou son ADN pénètre 

dans la cellule et se réplique. Le cycle aboutit à la lyse de la cellule hôte et conduit à la libération 

des copies du phage dans le milieu. Lors d’un cycle lysogénique, l’ADN phagique est intégré 

s forme de prophage dans le génome bactérien puis se réplique lors de la division cellulaire. 

L’ADN phagique est alors transféré aux cellules filles (

basée sur l’état de lysogénie du bactériophage.  

oeni sont mis en évidence après centrifugation de vins 

australiens et observation en microscopie électronique à balayage 

oeni a montré que 45 à 60% des souches contenaient un 

prophage après induction à la mitomycine C (Arendt et al. 1991; Poblet

et al. ont mis en évidence l’intégration du prophage au niveau de deux sites d’attachement 

présents dans le génome de la souche PSU-1 de O. oeni

: Les méthodes naturelles de transfert génétique chez O. oen

conjugatif du pGID052 (Cf. III2.b.) avec comme cellules donneuses 

. La fréquence de transfert varie de 2.3x10

 

La transduction est une technique de transfert d’ADN par l’intermédiaire d’une particule 

phagique. Le bactériophage peut infecter une cellule bactérienne et lui transférer son ADN selon 

d’un cycle lytique, le bactériophage ou son ADN pénètre 

dans la cellule et se réplique. Le cycle aboutit à la lyse de la cellule hôte et conduit à la libération 

des copies du phage dans le milieu. Lors d’un cycle lysogénique, l’ADN phagique est intégré 

s forme de prophage dans le génome bactérien puis se réplique lors de la division cellulaire. 

L’ADN phagique est alors transféré aux cellules filles (Figure 27

sont mis en évidence après centrifugation de vins 

australiens et observation en microscopie électronique à balayage 

a montré que 45 à 60% des souches contenaient un 

(Arendt et al. 1991; Poblet

et al. ont mis en évidence l’intégration du prophage au niveau de deux sites d’attachement 

oeni (Santos et al. 1996)
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. La fréquence de transfert varie de 2.3x10-6 à 2.2x10

La transduction est une technique de transfert d’ADN par l’intermédiaire d’une particule 

phagique. Le bactériophage peut infecter une cellule bactérienne et lui transférer son ADN selon 

d’un cycle lytique, le bactériophage ou son ADN pénètre 

dans la cellule et se réplique. Le cycle aboutit à la lyse de la cellule hôte et conduit à la libération 

des copies du phage dans le milieu. Lors d’un cycle lysogénique, l’ADN phagique est intégré 

s forme de prophage dans le génome bactérien puis se réplique lors de la division cellulaire. 

27). Une transduction effective est 
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L’électroporation est une méthode artificielle de transfert d’ADN basée sur la perméabilisation 

temporaire de la membrane plasmique par l’application d’un champ éle

l’application du champ électrique provoque une instabilité des lipides membranaires et donc la 

formation de nanopores. La membrane reste alors perméable pendant quelques millisecondes et 

permet l’entrée dans la cellule de macromoléc

œuvre de la technique d’électroporation étant moins fastidieuse que la conjugaison, l’utilisation 

de cette technique est privilégiée chez de nombreux microorganismes, notamment chez les

bactéries à

successifs permettant l’élimination des sels présents dans le milieu de culture et la déstabilisation 

de l’enveloppe cellulaire. Les cellules devenues compétentes sont ensuit

tampon dit «

agent déstabilisant la membrane tels que la glycine, le tween 80, la pénicilline 

sucrose, le glycérol 

et al. 1989)

l’enveloppe cellulaire, est souvent préconisée afin d’améliorer l’efficacité de transformation.

Un premier phénomène de transformation de 

traitement au lysozyme est décrit par Dicks en 1994. Sur les

pAMS100 et pIL253), seul le pGK13 est transféré avec succès avec une efficacité de 

transformation maximale de 1x10

début de phase exponentielle de croissance. L’é

l’efficacité de transformation qui restent cependant faible 

bactéries survivent à ce protocole d’électroporation. Par la suite, le protocole d’électroporation de 

O. oeni 

tampon 

d’ADN lorsque les cellules sont prélevées en phase exponentielle de croissance et

en présence de

survivent. Si l’augmentation du taux d’éthanol utilisé dans le tampon d’électroporation

(v/v) n’affecte ni l’efficacité de transformation (5,2x10

physiologique des cellules semble avoir son im
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L’électroporation est une méthode artificielle de transfert d’ADN basée sur la perméabilisation 

temporaire de la membrane plasmique par l’application d’un champ éle

l’application du champ électrique provoque une instabilité des lipides membranaires et donc la 

formation de nanopores. La membrane reste alors perméable pendant quelques millisecondes et 

permet l’entrée dans la cellule de macromoléc

œuvre de la technique d’électroporation étant moins fastidieuse que la conjugaison, l’utilisation 

de cette technique est privilégiée chez de nombreux microorganismes, notamment chez les

bactéries à Gram positif

successifs permettant l’élimination des sels présents dans le milieu de culture et la déstabilisation 

de l’enveloppe cellulaire. Les cellules devenues compétentes sont ensuit

tampon dit « d’électroporation

agent déstabilisant la membrane tels que la glycine, le tween 80, la pénicilline 

sucrose, le glycérol 

et al. 1989) ajoutés au milieu de culture ou au tampon de lavage des cellules pou

l’enveloppe cellulaire, est souvent préconisée afin d’améliorer l’efficacité de transformation.

Un premier phénomène de transformation de 

traitement au lysozyme est décrit par Dicks en 1994. Sur les

pAMS100 et pIL253), seul le pGK13 est transféré avec succès avec une efficacité de 

transformation maximale de 1x10

début de phase exponentielle de croissance. L’é

l’efficacité de transformation qui restent cependant faible 

bactéries survivent à ce protocole d’électroporation. Par la suite, le protocole d’électroporation de 

 été amélioré par l’ajout d’éthanol jouant le rôle de fluidifiant membranaire dans le 

tampon d’électroporation L’efficacité de transformation maximale atteint 5x10

d’ADN lorsque les cellules sont prélevées en phase exponentielle de croissance et

en présence de 10% d’éthanol (v/v). Avec, l’application de ses paramètre

survivent. Si l’augmentation du taux d’éthanol utilisé dans le tampon d’électroporation

(v/v) n’affecte ni l’efficacité de transformation (5,2x10

physiologique des cellules semble avoir son im
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L’électroporation est une méthode artificielle de transfert d’ADN basée sur la perméabilisation 

temporaire de la membrane plasmique par l’application d’un champ éle

l’application du champ électrique provoque une instabilité des lipides membranaires et donc la 

formation de nanopores. La membrane reste alors perméable pendant quelques millisecondes et 

permet l’entrée dans la cellule de macromoléc

œuvre de la technique d’électroporation étant moins fastidieuse que la conjugaison, l’utilisation 

de cette technique est privilégiée chez de nombreux microorganismes, notamment chez les

positif. Les nombreux protocoles disponibles préconisent l’utilisation de lavages 

successifs permettant l’élimination des sels présents dans le milieu de culture et la déstabilisation 

de l’enveloppe cellulaire. Les cellules devenues compétentes sont ensuit

d’électroporation 

agent déstabilisant la membrane tels que la glycine, le tween 80, la pénicilline 

sucrose, le glycérol (Teresa Alegre et al. 2004)

ajoutés au milieu de culture ou au tampon de lavage des cellules pou

l’enveloppe cellulaire, est souvent préconisée afin d’améliorer l’efficacité de transformation.

Un premier phénomène de transformation de 

traitement au lysozyme est décrit par Dicks en 1994. Sur les

pAMS100 et pIL253), seul le pGK13 est transféré avec succès avec une efficacité de 

transformation maximale de 1x10

début de phase exponentielle de croissance. L’é

l’efficacité de transformation qui restent cependant faible 

bactéries survivent à ce protocole d’électroporation. Par la suite, le protocole d’électroporation de 

été amélioré par l’ajout d’éthanol jouant le rôle de fluidifiant membranaire dans le 

d’électroporation L’efficacité de transformation maximale atteint 5x10

d’ADN lorsque les cellules sont prélevées en phase exponentielle de croissance et

10% d’éthanol (v/v). Avec, l’application de ses paramètre

survivent. Si l’augmentation du taux d’éthanol utilisé dans le tampon d’électroporation

(v/v) n’affecte ni l’efficacité de transformation (5,2x10

physiologique des cellules semble avoir son im
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L’électroporation est une méthode artificielle de transfert d’ADN basée sur la perméabilisation 

temporaire de la membrane plasmique par l’application d’un champ éle

l’application du champ électrique provoque une instabilité des lipides membranaires et donc la 

formation de nanopores. La membrane reste alors perméable pendant quelques millisecondes et 

permet l’entrée dans la cellule de macromoléc

œuvre de la technique d’électroporation étant moins fastidieuse que la conjugaison, l’utilisation 

de cette technique est privilégiée chez de nombreux microorganismes, notamment chez les

Les nombreux protocoles disponibles préconisent l’utilisation de lavages 

successifs permettant l’élimination des sels présents dans le milieu de culture et la déstabilisation 

de l’enveloppe cellulaire. Les cellules devenues compétentes sont ensuit

 » en présence de l’ADN puis sont électroporées. L’utilisation d’un 

agent déstabilisant la membrane tels que la glycine, le tween 80, la pénicilline 

(Teresa Alegre et al. 2004)

ajoutés au milieu de culture ou au tampon de lavage des cellules pou

l’enveloppe cellulaire, est souvent préconisée afin d’améliorer l’efficacité de transformation.

Un premier phénomène de transformation de 

traitement au lysozyme est décrit par Dicks en 1994. Sur les

pAMS100 et pIL253), seul le pGK13 est transféré avec succès avec une efficacité de 

transformation maximale de 1x103 cellules par µg d’ADN lorsque les cellules sont prélevées en 

début de phase exponentielle de croissance. L’é

l’efficacité de transformation qui restent cependant faible 

bactéries survivent à ce protocole d’électroporation. Par la suite, le protocole d’électroporation de 

été amélioré par l’ajout d’éthanol jouant le rôle de fluidifiant membranaire dans le 

d’électroporation L’efficacité de transformation maximale atteint 5x10

d’ADN lorsque les cellules sont prélevées en phase exponentielle de croissance et

10% d’éthanol (v/v). Avec, l’application de ses paramètre

survivent. Si l’augmentation du taux d’éthanol utilisé dans le tampon d’électroporation

(v/v) n’affecte ni l’efficacité de transformation (5,2x10

physiologique des cellules semble avoir son im
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L’électroporation est une méthode artificielle de transfert d’ADN basée sur la perméabilisation 

temporaire de la membrane plasmique par l’application d’un champ éle

l’application du champ électrique provoque une instabilité des lipides membranaires et donc la 

formation de nanopores. La membrane reste alors perméable pendant quelques millisecondes et 

permet l’entrée dans la cellule de macromolécules telles que de l’ADN plasmidique. 

œuvre de la technique d’électroporation étant moins fastidieuse que la conjugaison, l’utilisation 

de cette technique est privilégiée chez de nombreux microorganismes, notamment chez les

Les nombreux protocoles disponibles préconisent l’utilisation de lavages 

successifs permettant l’élimination des sels présents dans le milieu de culture et la déstabilisation 

de l’enveloppe cellulaire. Les cellules devenues compétentes sont ensuit

» en présence de l’ADN puis sont électroporées. L’utilisation d’un 

agent déstabilisant la membrane tels que la glycine, le tween 80, la pénicilline 

(Teresa Alegre et al. 2004) le lysozyme 

ajoutés au milieu de culture ou au tampon de lavage des cellules pou

l’enveloppe cellulaire, est souvent préconisée afin d’améliorer l’efficacité de transformation.

Un premier phénomène de transformation de O. 

traitement au lysozyme est décrit par Dicks en 1994. Sur les

pAMS100 et pIL253), seul le pGK13 est transféré avec succès avec une efficacité de 

cellules par µg d’ADN lorsque les cellules sont prélevées en 

début de phase exponentielle de croissance. L’état physiologique des cellules semblent influencer 

l’efficacité de transformation qui restent cependant faible 

bactéries survivent à ce protocole d’électroporation. Par la suite, le protocole d’électroporation de 

été amélioré par l’ajout d’éthanol jouant le rôle de fluidifiant membranaire dans le 

d’électroporation L’efficacité de transformation maximale atteint 5x10

d’ADN lorsque les cellules sont prélevées en phase exponentielle de croissance et

10% d’éthanol (v/v). Avec, l’application de ses paramètre

survivent. Si l’augmentation du taux d’éthanol utilisé dans le tampon d’électroporation

(v/v) n’affecte ni l’efficacité de transformation (5,2x10

physiologique des cellules semble avoir son importance. En effet, les cellules en phase 

’électroporation 

L’électroporation est une méthode artificielle de transfert d’ADN basée sur la perméabilisation 

temporaire de la membrane plasmique par l’application d’un champ éle

l’application du champ électrique provoque une instabilité des lipides membranaires et donc la 

formation de nanopores. La membrane reste alors perméable pendant quelques millisecondes et 

elles que de l’ADN plasmidique. 

œuvre de la technique d’électroporation étant moins fastidieuse que la conjugaison, l’utilisation 

de cette technique est privilégiée chez de nombreux microorganismes, notamment chez les

Les nombreux protocoles disponibles préconisent l’utilisation de lavages 

successifs permettant l’élimination des sels présents dans le milieu de culture et la déstabilisation 

de l’enveloppe cellulaire. Les cellules devenues compétentes sont ensuit

» en présence de l’ADN puis sont électroporées. L’utilisation d’un 

agent déstabilisant la membrane tels que la glycine, le tween 80, la pénicilline 

le lysozyme (Dicks 1994)

ajoutés au milieu de culture ou au tampon de lavage des cellules pou

l’enveloppe cellulaire, est souvent préconisée afin d’améliorer l’efficacité de transformation.

 oeni par électroporation utilisant un pré

traitement au lysozyme est décrit par Dicks en 1994. Sur les 

pAMS100 et pIL253), seul le pGK13 est transféré avec succès avec une efficacité de 

cellules par µg d’ADN lorsque les cellules sont prélevées en 

tat physiologique des cellules semblent influencer 

l’efficacité de transformation qui restent cependant faible (Dicks 1994)

bactéries survivent à ce protocole d’électroporation. Par la suite, le protocole d’électroporation de 

été amélioré par l’ajout d’éthanol jouant le rôle de fluidifiant membranaire dans le 

d’électroporation L’efficacité de transformation maximale atteint 5x10

d’ADN lorsque les cellules sont prélevées en phase exponentielle de croissance et

10% d’éthanol (v/v). Avec, l’application de ses paramètre

survivent. Si l’augmentation du taux d’éthanol utilisé dans le tampon d’électroporation

(v/v) n’affecte ni l’efficacité de transformation (5,2x103), ni le taux de survie (12%), l’état 

portance. En effet, les cellules en phase 

Synthèse

 

L’électroporation est une méthode artificielle de transfert d’ADN basée sur la perméabilisation 

temporaire de la membrane plasmique par l’application d’un champ électrique. Techniquement, 

l’application du champ électrique provoque une instabilité des lipides membranaires et donc la 

formation de nanopores. La membrane reste alors perméable pendant quelques millisecondes et 

elles que de l’ADN plasmidique. 

œuvre de la technique d’électroporation étant moins fastidieuse que la conjugaison, l’utilisation 

de cette technique est privilégiée chez de nombreux microorganismes, notamment chez les

Les nombreux protocoles disponibles préconisent l’utilisation de lavages 

successifs permettant l’élimination des sels présents dans le milieu de culture et la déstabilisation 

de l’enveloppe cellulaire. Les cellules devenues compétentes sont ensuite resuspendues dans un 

» en présence de l’ADN puis sont électroporées. L’utilisation d’un 

agent déstabilisant la membrane tels que la glycine, le tween 80, la pénicilline 

(Dicks 1994) ou la thréonine 

ajoutés au milieu de culture ou au tampon de lavage des cellules pou

l’enveloppe cellulaire, est souvent préconisée afin d’améliorer l’efficacité de transformation.

par électroporation utilisant un pré

 trois plasmides testés (pGK13, 

pAMS100 et pIL253), seul le pGK13 est transféré avec succès avec une efficacité de 

cellules par µg d’ADN lorsque les cellules sont prélevées en 

tat physiologique des cellules semblent influencer 

(Dicks 1994). De plus, seul 20% de 

bactéries survivent à ce protocole d’électroporation. Par la suite, le protocole d’électroporation de 

été amélioré par l’ajout d’éthanol jouant le rôle de fluidifiant membranaire dans le 

d’électroporation L’efficacité de transformation maximale atteint 5x10

d’ADN lorsque les cellules sont prélevées en phase exponentielle de croissance et

10% d’éthanol (v/v). Avec, l’application de ses paramètre

survivent. Si l’augmentation du taux d’éthanol utilisé dans le tampon d’électroporation

), ni le taux de survie (12%), l’état 

portance. En effet, les cellules en phase 
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agent déstabilisant la membrane tels que la glycine, le tween 80, la pénicilline (Lu et al. 2014)

ou la thréonine 
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l’enveloppe cellulaire, est souvent préconisée afin d’améliorer l’efficacité de transformation.
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. De plus, seul 20% de 
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d’ADN lorsque les cellules sont prélevées en phase exponentielle de croissance et électroporées 

10% d’éthanol (v/v). Avec, l’application de ses paramètres, 10% des cellules 

survivent. Si l’augmentation du taux d’éthanol utilisé dans le tampon d’électroporation

), ni le taux de survie (12%), l’état 

portance. En effet, les cellules en phase 
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œuvre de la technique d’électroporation étant moins fastidieuse que la conjugaison, l’utilisation 
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trois plasmides testés (pGK13, 
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stationnaire semblent mieux supporter l’électroporation avec un taux de survie de 40%. 

Cependant, l’efficacité de transformation est alors divisée par 10 

Les plasmides sont des entités largement utilisés comme vecteurs de clonages chez les bactéries, 
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dépendante, deux gènes impliqués dans l'adaptation en vin: 

une flavine NADH oxydoréductase (

. La séquence nucléotidique de ces deux plasmides possèdent 99% d’identité et ne 

présent uniquement dans le pOENI

1 et de son dérivé pOENI
par des flèches numérotées. L’origine de réplication du plasmide est indiquée par une flèche rouge verticale.
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. Les plasmides à réplication Thêta sont généralement plus st

le clonage de grands fragments d’ADN contrairement aux 

plasmides se répliquant selon le mode CR décrits comme moins stable
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impliqués dans l’adaptation au milieu vin ont également été isolés à partir de 44 souches de 

1 est le premier plasmide décrit chez 

ayant un mode de réplication Thêta. Il possède les gènes communs à la réplication et peut 

dépendante, deux gènes impliqués dans l'adaptation en vin: 
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), construit à partir de la région réplicative du pRS7, un grand 

oeni CT86 (Tableau 5

est un vecteur navette capable de se répliquer chez 
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l’exploration fonctionnelle de 

permettant un transfert génétique par conjugaison ou par électroporation chez 
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Leuconostoc citreum a ensuite été clonée dans le pGID701 formant ainsi le pGID052. Toutefois, 
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et la duplication de site de restriction limitant les stratégie

ce vecteur présente une taille conséquente (5,7 kpb). Spécialement conçu pour le transfert 

 oeni, ce vecteur est stable à la ségrégation durant 100 générations et a été 

utilisé pour l’expression du gène 
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permettant un transfert génétique par conjugaison ou par électroporation chez 

. Le vecteur pGID052 est un vecteur navette Gram
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pORFx, RepA, RepB
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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 1 Caractéristiques connues2 Références 

Plasmides cryptiques 

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

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

P4028 4410 bp Inconnue inconnue (Zúñiga 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) 18.3 kpb 
Mode Thêta 

Isolé de ferments malolactiques et de souches de 

laboratoire 
(Favier et al. 2012) 

pOENI-1v2 (JX416329) 21.9 kpb 

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

Vecteurs 

pGID052 5,7 kpb Mode thêta 
TetR, CmR, EmR, LmR, PIR , plasmide R issu de Streptococcus 

agalactiae de groupe B 
(Beltramo et al. 2004b) 

pIP501 30,3 kpb 
Mode thêta mais région 

CR fonctionnelle 

EmR/LmR, fragment d’ADN HindIII de 3,38 kpb de 

pLC22R, oriR of pLC22R 

(Le Chatelier et al. 1993; 

Pujol et al. 1998; Zúñiga et 

al. 2003) 

Œnophages 
Noms Groupe Int Caractéristiques Références 

L10 inconnue Identification de onze ORFs dont cinq gènes et séquences régulatrices (Sutherland et al. 1994) 

ɸ10MC IntB 
Phage tempéré, gènes int en amont du site attP + gènes hol  

et lys au sein du site attP 
(Gindreau and Lonvaud-Funel 1999) 

fOg44 IntA Groupe β, gène lys inhibé par un élement cis-régulateur 
(Santos et al. 1998; Parreira et al. 1999; São-

José et al. 2000; Nascimento et al. 2008) 
1 CR : mode réplication en cercle roulant ; 2 TetR : résistance à la tétracycline ; CmR : au chloramphénicol, EmR à l’érythromycine, LmR à la lincomycine et PIR au pristinamycine. 
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2002; Beltramo 2004; Assad-García et al. 2008; Bonnin-Jusserand 2011). Les méthodes de 

transformation génétique ne permettent pas encore d’envisager la construction d’un mutant par 

double recombinaison. En effet, l’efficacité de transformation de 5,8x103 cellules transformantes 

par µg d’ADN plasmidique reste inférieure à la fréquence d’un évènement de recombinaison 

(Dicks 1994; Assad-García et al. 2008). L’exploration fonctionnelle par système d’expression 

hétérologue constitue jusqu’à présent l’alternative privilégiée à la mutagenèse dirigée et a permis 

d’amorcer la caractérisation des gènes hsp18, ctsR, cfa, mleA, odc, estA2, estB et estC (Jobin et 

al. 1997; Grandvalet et al. 2005; Sumby et al. 2009; Bonnin-Jusserand et al. 2011; Sumby et al. 

2012a; Schümann et al. 2012; Schümann et al. 2013). Cependant cette technique reste limitée et 

ne permet pas une étude in vivo approfondie en milieu vin.  

Une nouvelle technique a récemment fait son apparition comme une alternative à la mutagenèse 

dirigée et au système d’expression hétérologue pour l’analyse fonctionnelle des gènes : le ciblage 

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 gènes par 

expression d’ARNas permettant de moduler l’expression de ces gènes cibles. Les ARNas sont 

alors définis comme des « polymères synthétiques ou naturels qui reconnaissent et inhibent 

spécifiquement l’expression de l’ARN messager (ARNm) sens ciblé » (Good 2003). Divers 

mécanismes antisens existent et désignent tous les mécanismes basés sur la reconnaissance 

spécifique de l’ARNm menant à la réduction ou à l’altération de l’expression du transcrit ou de 

l’ARN sens (Rasmussen et al. 2007). 

Le ciblage par antisens est un phénomène commun dans la nature et peut affecter la transcription 

en induisant la dégradation de l’ARNm ou la répression de la traduction. Basée sur le principe 

d’appariement des bases de l’ARNas avec sa cible, cette technique correspond à une régulation 

post-transcriptionnelle permettant d’empêcher la synthèse des protéines par inhibition de la 

traduction sans modification de la séquence cible chromosomique de la bactérie. Cette stratégie, 

contrairement à l’interruption de gène, convient à la modulation de l’expression de gènes 

essentiels à la survie de la bactérie. L’expression d’un ARNas étant exactement complémentaire 

de l’ARNm cible constitue la forme la plus basique de la technique. Plusieurs stratégies de 

ciblage peuvent être envisagées pour parvenir à moduler l’expression de gènes. Les ARN 

antisens exprimés peuvent cibler l'ensemble de la phase de lecture du gène (ORF : open reading 
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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 (RBS : Ribosome Binding Site) ou une séquence à 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 l’ARN double brin par des 

RNAses (Rasmussen et al. 2007). 

Chez les bactéries lactiques, le ciblage de l’ORF complet par ARNas est, jusqu’à présent, la 

stratégie privilégiée et a montré qu’une inhibition par appariement des bases était possible. Ainsi 

Baouazzaoui et al. parviennent à modifier la production d’exopolysaccharides chez L. rhamnosus 

en ciblant le gène welE d’une glycosyltransférase par des ARNas recouvrant l’intégralité de 

l’ORF (Bouazzaoui and LaPointe 2006). Chez L. lactis, la même stratégie a permis d'empêcher la 

prolifération de quatre phages (McGrath et al. 2001). Plus récemment, Oddone et al. ont adapté le 

système NICE pour l’expression des ARNas ciblant l’intégralité de l’ORF du gène clpP de L. 

lactis (Oddone et al. 2009). Dans toutes ces études, les ARNas sont produits par l’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 technique, une alternative à la 

mutagenèse, séduisante pour l’exploration fonctionnelle des gènes chez O. oeni. 
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électroporation chez O. oeni (Beltramo et al. 2004b). Cependant, l’utilisation de ce vecteur 

s’avère limitée de par l’absence de signaux d’expression et de marqueur de sélection facilitant la 

ségrégation des plasmides recombinants. Le vecteur navette E. coli/bactéries lactiques, pSIP409, 

récemment développé par l’équipe du Pr. Lars Axelsson (Nofima – Norwegian Institute for Food, 

Fisheries and Aquaculture Research, Ås, Norway) a été transféré avec succès chez O. oeni et 

s’est révélé stable. Néanmoins le système d’expression inductible par ajout d’un peptide 

inducteur fusionné au gène rapporteur gusA codant une β-glucuronidase ne semblait pas 

fonctionner chez O. oeni. En effet, l’utilisation du substrat synthétique de l’enzyme associé à un 

chromophore, le X-Gluc (acide 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-glucuronique présentant une 

coloration bleue après hydrolyse de la β-glucuronidase) n’a pas permis de visualiser sur milieu 

gélosé l’activité de l’enzyme après ajout du peptide inducteur. Nous avons donc supprimé ce 

système d’expression inductible basée sur l’opéron spp de 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 gènes de O. oeni, une séquence promotrice a été 

synthétisée, PSYN, et clonée en lieu et place du promoteur inductible du pSIP409. Le vecteur 

obtenu, nommé pSIPSYN, a été utilisé pour la production des ARNas ciblant le messager de 

hsp18. 

Pour moduler l’expression de hsp18 chez O. oeni, nous avons mis en place deux stratégies de 

ciblage : l’une portant sur la totalité de la phase codante du gène et l’autre ciblant la région 

5’UTR du gène. Cette technique nous a permis pour la première fois chez cette bactérie d’étudier 

in vivo la fonction du gène hsp18. Le ciblage de la totalité de la phase codante a entraîné une 

diminution du taux protéique de Lo18 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 l’étude par la caractérisation du 

phénotype de la souche recombinante affectée dans la synthèse de Lo18. La diminution du taux 

protéique de Lo18 a induit une perte significative de cultivabilité de 95% après un choc 

thermique (48°C) et de 98% après un choc acide (pH3) ce qui démontre pour la première fois in 

vivo l’implication de Lo18 dans la thermotolérance et l’acidotolérance de O. oeni et suggère un 

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

Lo18 suggérant que l’interruption pourrait ne pas être viable.  
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al. 2008)
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Face aux difficultés rencontrées au laboratoire pour mener à bien une procédure de mutagenèse 
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hétérologue par complémentation d’une souche de 

choix de 
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plexe protéasique ClpCP aidé de deux protéines kinases adaptatrices McsA et McsB 

et al. 2010; Elsholz et al. 201

deux gènes mcsA et

dégradation spécifique de CtsR par un complexe protéasique ClpEP chez 

le décrite chez B. subtilis

de CtsR sous une conformation active en conditio

ClpL chez S. mutans

gènes clpL sont représentés et constituent deux candidats d’intérêt dans l’élucidation du 

mécanisme de régulation de l’activité de CtsR chez 

manipulation du génome de 

Face aux difficultés rencontrées au laboratoire pour mener à bien une procédure de mutagenèse 

dirigée chez O. oeni
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B. subtilis (Varmanen et al. 2003)
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S. mutans (Tao and Biswas 2013b)
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l’induction de l’expression des gènes 

l’étude de l’expression des gènes 
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plexe protéasique ClpCP aidé de deux protéines kinases adaptatrices McsA et McsB 
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. Chez les bactéries lactiques, outre les systèmes à deux composants intervenant

régulation des gènes de classe V), les deux répresseurs transcriptionnels HrcA et CtsR sont 

se démarque des bactéries lactiques par 

présent, l’unique chef 

décrit chez cette bactérie lactique. C’est pourquoi ces 

(Grandvalet et al. 2005)

la régulation de l’activité de CtsR implique un mécanisme de dégradation par le 

plexe protéasique ClpCP aidé de deux protéines kinases adaptatrices McsA et McsB 

. Chez les bactéries lactiques, dont le génome est dépourvu des 
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oeni où la 

(Sugimoto et 

. Chez les bactéries lactiques, outre les systèmes à deux composants intervenant dans la 
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se démarque des bactéries lactiques par 

présent, l’unique chef 

décrit chez cette bactérie lactique. C’est pourquoi ces 

(Grandvalet et al. 2005). Chez B. 

la régulation de l’activité de CtsR implique un mécanisme de dégradation par le 
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. Chez les bactéries lactiques, dont le génome est dépourvu des 
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manipulation et la disposition d’outils génétiques pour l’exploration fonctionnelle des gènes. Un 

système intégratif permettant une expression de ctsR inductible par le xylose (Pxyl) associé à un 

système rapporteur utilisant le gène bgaB codant la β-galactosidase de B. stearothermophilus en 

fusion transcriptionnelle avec le promoteur de hsp18 de O. oeni (pDLhsp18) permet de quantifier 

par dosage enzymatique la répression du gène hsp18 par CtsR. L’induction de l’expression du 

gène ctsR de O. oeni dans le mutant ctsR de B. subtilis permet de restaurer le phénotype de la 

souche parentale c’est-à-dire permet de rétablir la répression des gènes hsp en conditions 

optimales de croissance. La thermosensibilité du répresseur CtsR de O. oeni a été abordée par 

l’intermédiaire de tests de thermoinduction sur milieu gélosé contenant un substrat 

chromogénique de la β-galactosidase (Xgal) et du xylose. Ces tests ont pu montrer que CtsR est 

inactivé par la température et qu’il peut donc agir comme un thermomètre cellulaire à l’instar de 

CtsR de B. subtilis, L. lactis et G. stearothermophilus. Néanmoins, CtsR de O. oeni est inactivé à 

une température seuil inférieure à 33°C.  

L’exploration fonctionnelle d’un gène passe généralement par la construction et la caractérisation 

phénotypique du mutant correspondant. Dans un deuxième temps, afin de tenter de contourner les 

déboires rencontrés lors de la construction de mutant chez O. oeni, nous avons appliqué la 

technique de production d’ARNas mise au point lors de l’étude du chaperon moléculaire Lo18 au 

locus ctsR (Darsonval et al. 2015). L’inhibition de l’expression du gène ctsR a induit une perte 

significative de cultivabilité après un choc thermique (48°C) ou un choc acide (pH3,5) ce qui 

confirme le rôle clef du locus ctsR dans la réponse au stress. Ce phénotype thermosensible a déjà 

été observée chez le mutant ctsR de L. plantarum (Fiocco et al. 2010; van Bokhorst-van de Veen 

et al. 2013). Les résultats de cette étude ont fait l’objet d’une communication affichée lors du 

congrès internationale GRAM+ à Montecatini Terme en Italie (25 au 30 juin 2015). Ils feront par 

la suite l’objet d’un article qui sera soumis après la réalisation d’une étude complémentaire 

portant sur l’interaction 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 characterized in Oenococcus oeni, little 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. In O. oeni, CtsR is presently the single and master regulator 
of stress response gene expression. Widely characterized in Bacillus subtilis, CtsR repressor 
is active as a dimer at 37°C and specifically degraded at higher temperature by proteolytic 
mechanism involving mcsA 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. oeni gene led us to develop an innovative technic to overcome of the difficulties of 
genetic handling of O. oeni. In this study, we investigated the ctsR function in O. oeni by 
using antisense RNA (asRNA) silencing to modulate ctsR gene expression in vivo. The 
recombinant strain with ctsR gene expression attenuated by antisense RNA production was 
exposed to multiple stresses inducing hsp 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 in O. oeni stress response. 
Second, we studied the regulation of CtsR activity by using heterologous expression system 
to complement a B. subtilis ctsR-deficient strain with the ctsR gene of O. oeni. This strategy 
has shown that O. oeni CtsR is a specific thermosensor with distinct temperature threshold. 
This study demonstrates for the first time the use of antisense technology for modulating a 
regulator gene expression in O. 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 stress, O. oeni in wine tries to restore a positive metabolism to survive 

(Bartowsky and Borneman 2011). Understanding of the mechanisms involved in stress adaptation 

is an essential step 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 to investigate stress response mechanism in LAB. The bacterium is able to display various 

mechanisms to cope with environmental stress. Over 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 response and DNA 

damage (Salema et al. 1996b; Jobin et al. 1997; Guzzo et al. 1997; 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 Abee 2009). 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. Although HSP synthesis is a universal 

response, microorganisms have diverse regulatory mechanisms to control the expression of hsp 

genes. In firmicutes, hsp genes regulation is mediated by alternative sigma factor σB and/or by 

transcriptionnal repressors 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 induction of hsp 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 contrast, in Bacilli, both 

regulons are distinct while in Staphylococci HrcA 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 of its hsp genes, O. oeni demonstrates 

originality since CtsR is the master regulator of stress response gene expression (Grandvalet et al. 
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2005). Comparative genomics was used to predict genes belonging to CtsR regulon by 

identifying the heptanucleotidic operator sequence. Most molecular chaperone genes (dnaK, 

groES) and clp genes exhibit the CtsR operator sites upstream their open reading frames (ORF).  

The ctsR gene of O. oeni is cotranscribed with the downstream clpC gene. Transcriptional fusions 

of promotor regions of candidate genes with bgaB gene of the β-galactosidase from Geobacillus 

stearothermophilus have been used with B. subtilis as heterologous host to show CtsR-dependant 

regulation of hsp genes of O. oeni. This was the first example highlighting the exclusive control 

of dnaK and groESL by CtsR and not by HrcA (Grandvalet et al. 2005). The sequence analysis of 

the scaffold O. oeni ATCC 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 ClpCP (Derré et al. 2000; Kirstein et al. 2005; Kirstein et al. 2007; 

Elsholz et al. 2010; Elsholz et al. 2011a). LAB are mcsAB-deficient firmicutes so alternative 

mechanisms involved in regulation of CtsR activity have been described. In L. lactis, ClpE is 

required to restore the repression by CtsR after heat shock. The substitution of clpE by mcsA was 

shown to restore hsp gene repression suggesting that ClpE has the same function as McsA by 

interacting with CtsR via its zinc finger motif (Varmanen et al. 2003). Recently, the work of Tao 

and Biswas (2013) have shown that the ClpCP complex is not required for specific degradation 

of CtsR and that ClpL has a chaperone role in the regulation of CtsR activity in S. mutans (Tao et 

al. 2012; Tao and Biswas 2013a). The main actors in the regulation of the CtsR activity described 

in B. subtilis and L. lactis (clpE, mcsA and mscB) are absent from the genome of O. oeni while 

two clpL version of the gene are present suggesting that the regulation of CtsR activity in O. oeni 

could be closed to the mechanism described in S. mutans. In L. lactis, G. stearothermophilus  and 

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 manipulate O. oeni, the in vivo function of CtsR and the 

memchanism of its activity regulation are still unknown.  In this study, we first investigated the 

CtsR function in O. oeni by using antisense RNA silencing to modulate ctsR gene expression in 

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

expression in O. 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 Lo18 in O. oeni. Second, we studied 

the regulation of CtsR activity by using heterologous expression system to complement a B. 

subtilis ctsR-deficient strain with the ctsR gene of O. oeni. Transcriptional fusion of hsp18 

promotor with bgaB reporter gene of G. stearothermophilus was used to appreciate the 

complementation. The in vivo inhibition of ctsR gene 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 response in O. oeni. Transcriptional fusion 

showed that CtsR of O. oeni can restore the parental phenotype of the ctsR-deficient strain of B. 

subtilis in optimal growth conditions. Moreover, thermoinduction tests highlighted that O. oeni 

CtsR can feel the heat and is an in vivo intrinsic heat sensor with a 33°C distinct temperature 

threshold. As previously showed in L. lactis, B. subtilis and G. stearothermophilus , the 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 oeni strain ATCC BAA-1163 is an acidophilic strain isolated from red wine. O. oeni 

was grown in FT80m medium which contained 20 µg.ml-1 of vancomycin, 20 µg.ml-1 of 

lincomycin and 20 µg.ml-1 of erythromycin when required. For survival test, cells were harvested 

in the end of exponential phase (A600nm = 0.8) then transferred at 48°C or into 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 (UFC.ml-1). The growth curve was determined by following the 

absorbance at 600 nm in a function of time.  

Escherichia coli EC101 strain (supE thi (lacproAB)F’ traD36 proAB lacIq Z∆M15) was used as a 

host strain for cloning and maintenance of plasmids.  E. coli was grown at 37°C in Luria-Bertani 

(LB) medium supplemented with erythromycin (250 µg.l-1) or ampicillin (100 µg.ml-1) if 

necessary.  

B. subtilis 168 (trpC2) and QB4991 [trpC2amyE ::(‘ lacZapha3)∆ctsR] strains were used as 

heterologous hosts to measure activities of transcriptional fusions. B. subtilis was grown in LB 

medium supplemented with chloramphenicol (5 µg.µl-1), spectinomycin (100 µg.µl-1), kanamycin 

(5 µg.µl-1) or erythromycin (25 µg.µl-1) when required.  
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DNA manipulation and bacterial transformation 

O. oeni genomic 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 from E. coli were prepared with GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo 

Scientific, Illkirch, 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 into E. coli EC101 by electroporation method (Taketo 1988). 

Briefly cells, in early exponential phase (A600 of 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 25µF, 200 Ω, 

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 µg.ml-1). Plasmids were transferred by electroporation into O. oen as previously described 

by Assad Garcia et al. (2008). Recombinant strains were selected on FT80m plates supplemented 

with erythromycin, vancomycin and lincomycin (20 µg.ml-1 each) (Assad-García et al. 2008). B. 

subtilis was transformed with recombinant vectors as previously described by Msadek et al. 

(1998). Transformants were selected on agar LB medium supplemented with chloramphenicol (5 

µg.µl-1), spectinomycin (100 µg.ml-1), kanamycin (5 µg.ml-1) or erythromycin (25 µg.ml-1).  

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 of ctsR gene into the multiple cloning site of pSIPSYN by inverting 

orientation. The insert of antisense ctsR gene was amplified by PCR from O. oeni ATCC BAA-

1163 genomic DNA using respectively couple of primers ASCtsR3-6 designated in Table 2 and 

was cloned into NcoI and SmaI restriction sites of the pSIPSYN vector. The resulting plasmid 

carrying the complete antisense ctsR gene under the control of synthetic promotor, 

pSIPSYNASCtsR was transferred into O. oeni by electroporation (Assad-García et al. 2008). The 
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vector pSIPSYN without any insert was also transferred into O. oeni to 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 50µl of lysis buffer (EDTA 

100mM, pH8, Proteinase K 20mg.ml-1) and then mixed by vortex. The resulting mix was heated 

15 min at 65°C then 5 min 95°C and 5µl of this mix was added at to PCR mix. The 

corresponding O. oeni recombinant strain was designated by OoASCtsR. 

Table 1: Details of the strains used in this study 

Strain Genotype1 Source or Reference 
Escherichia coli  
EC101 

E. coli JM101(supE thi (lacproAB) (F’ traD36 proAB lacIq Z∆M15) 
with repA from pWV01 integrated in chromosome 

Laboratory stock 
(Law et al. 1995b) 

EcASCtsR E.coli EC101, pSIPSYNCtsR This study 
Ecsyn E. coli EC101, pSIPSYN This study 
E. coli BL21 E. coli BF- dcm ompT hsdS(rB- mB-) gal [malB+]K-12(λ

S) ThermoScientific 
Oenococcus oeni  
ATCC  BAA-1163 

wild type strain, vanR Laboratory stock 

OoASCtsR O. oeni ATCC BAA-1163, pSIPSYNASCtsR This study 
Oosyn O. oeni ATCC BAA-1163, pSIPSYN This study 
Bacillus subtilis 168 Wild type strain, trpC2 T. Msadek 
168hsp18’ trpC2 amyE ::(hps18’-bgaB cat) This study 
QB4991 B. subtilis 168 trpC2 ∆ctsR amyE ::(’lacZ apha3) (Derré et al. 1999a) 
QBhsp18’ B. subtilis QB4991 trpC2 ∆ctsR amyE ::(hps18’-bgaB cat) This study 

QBhsp18’-XTctsR 
B. subtilis QB4991 trpC2 ∆ctsR amyE ::(hps18’-bgaB cat) 
thrC::(pxylA-ctsRO. oeni spc) 

This study 

1 vanR: vancomycin resistance. 

The pDLhsp18 vector (Grandvalet et al. 2005) was used to construct transcriptional fusion of 

hsp18 promoteur (AJ250422) with the bgaB gene encoding a thermostable β-galactosidase from 

Geobacillus stearothermophilus : hsp18’-bgaB. The resulting plasmid, pDLhps18 was integrated 

in amyE locus in B. subtilis 168 and QB4991 strains. Plasmid pXTCtsR25 was obtained by 

cloning the full-length of ctsR coding sequence under the control of xylose inducible promotor 

between BamHI HindIII restriction sites. The resulting plasmid was integrated in thrC locus in B. 

subtilis 168 and QB4991 strains. Vectors were transferred in B. subtilis as 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 AB3730xl 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’)1 Restriction sites² 
ctsR  ASctsR3 cgtCCCGGGATGGCAGAAGCTAATATTTCAGAT SmaI 

ASctsR6 gggCCATGGCAGATGCTGTGTATTGATTATCCA NcoI 
ctsR2 CGGACTAAGCTTTTATCCATGAATGTTTGTACTC

T 
HindIII 

ctsR5 CCGGGAGGATCCAAAGGAGGGGGTTGAATG BamHI 

hsp18 
promoteur 

Olcg16 ATCGGCGGATCCTATCAAATACCTCCTATTAACT
AA 

BamHI 

Olcg20 GCCCGAATTCTAAATTAATCGAAGCCTTTTGAC EcoRI 

Olcg302 GGGCCATGGCAAATACCTCCTGATTCATTAATG
CAGGGGTAC 

NcoI 

Olcg303 CCCAAGCTTGCGCAACTGTTGGGAAGGG HindIII 
Vectors Characteristics  Source or reference 
pSIPSYN eryR, lmR, derived from pSIP409, deletion of sppK, sppR, 

gusA under the control of PSYN promotor 
(Darsonval et al. 2015) 

pSIPSYNASCtsR eryR, lmR, derived from pSIPSYN, ORFctsR in antisense 
orientation under the control of PSYN promotor 

This study 

pET28a (+) pT7 promoter, lacI, kanR ThermoScientific 
pETCtsR kanR, pET28a(+) derivative carrying O. oeni ctsR coding 

sequence. 
This study 

pXT specR, ampR, pDG1728 derivative allowing gene expression 
from the pxylA xylose inducible promoter 

(A.Galaznik, unpublished 
data), (Guérout-Fleury et 
al. 1996)   

pXTCtsR25 specR, ampR, pXT derivative carrying the O. oeni ctsR coding 
sequence 

This study 

pDL cmR, B. subtilis integration vector with bgaB as the reporter 
gene from G. stearothermophilus  

(Yuan and Wong 1995) 

pDLhsp18 cmR, dérivé du pDL portant une fusion hsp18’-bgaB (Grandvalet et al. 2005) 
1 Restriction sites are underlined. 
2 vanR: vancomycin resistance, eryR: erythromycin resistance and lmR: lincomycin resistance cmR: chloramphenicol resistance, 
specR: spectinomycin resistance, ampR: ampicillin resistance kanR: kanamycin 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 of O. oeni. The pellet from 50 ml of culture was suspended in 

800 µl of lysis buffer (Tris-HCl 10 mM ; NaCl 200mM ; pH 8.8). Cells were transferred with 

glass beads (0.5µm) 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 min at 4°C to remove 

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 (Bio-rad). After 
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mixing with Leammli buffer and heat denaturation (Laemmli 1970), 20 µg 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 recommendations. Membranes 

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

manufacturer (GE. Healthcare).  

Preparation of polyclonal antibodies. 

CtsR was purified from E. coli pETCtsR strain, and polyclonal antibodies were obtained by direct 

immunization of a rabbit with the purified protein. 

Galactosidase activity assays and thermoinduction test 

Overnight cultures of B. subtilis grown on LB medium supplemented with chloramphenicol 

(5 µg.ml-1) 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 

(A600nm  = 1), after the xylose was adding to induce ctsR gene expression during 12h (A600nm = 3). 

For each sample, the β-galactosidase 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 β-galactosidase activity was estimated on LB plates by hydrolyzing of its colorated substrate, 

the 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactopyransidase (X-gal). The B. subtilis heterologous 

host strains were plated on agar LB medium containing X-gal to display CtsR binding on hsp18 
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promotor via the transcriptional fusion hsp18’-bgaB and xylose (20mM) to induce the expression 

of ctsR gene. 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 of O. oeni CtsR 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 at 95% (P 

≤ 0.05) for all comparisons.  

 

Results 

The inhibition of ctsR gene expression affects the survival abilities of O. oeni under stress 

conditions. Due to the lack of genetic tool in O. oeni, antisens RNA approach were used to 

characterize the function of O. oeni ctsR gene. To address the in vivo function of ctsR in O. oeni, 

survival tests during stress treatments were performed on recombinant strains O. oeni carrying 

native plasmid (Oosyn) or recombinant plasmid with asRNA targeting ctsR messenger 

(OoASCtsR). Based on previous studies on O. oeni stress response, we have focused our 

physiological study on stress causing induction of hsp gene expression in O. 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 Oosyn. After 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, OoASCtsR strain losts 58.0 % of its 

population (Figure 1(1)). After a pH 3.5 acid shock, the modulation of ctsR expression level 

induces a 59 % loss of cultivability of OoASCtsR strain (Figure 1(2)). These observations 

strongly confirm that CtsR plays a key role in O. oeni stress response. 
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Figure 1: Cultivability tests after heat shock (1) or acid shock at pH3.5 (2). Recombinant strains carrying native 
plasmid (Oosyn in black) or plasmid carrying asRNA targeting ctsR (OoASctsR 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 medium (2). 
Cultivability was estimated on agar plate (CFU.ml-1). Significant differences are based on an unilateral and paired T 
test (** P<0,005, * P<0,05). 

 

The ctsR gene of O. oeni can complement the B. subtilis ctsR-deficient strain.  Considering 

the difficulties to genetically manipulate O. oeni, B. subtilis was used as a platform for molecular 

characterization of stress response in O. oeni. The ctsR gene of O. oeni was expressed by 

inducible heterologous expression system in the B. subtilis ctsR-deficient strain (QB4991) (Derré 

et al. 1999a). The pXTCtsR25 plasmid carrying the cstR gene under control of the PxylA xylose-

inducible promoter and allowing integration at the thrC locus was used to complement B. subtilis 

ctsR-deficient strain (see Materiel and methods). The O. oeni CtsR protein was immunodetected 

in the ctsR-deficient strain when xylose was added to the growth medium (Figure 2) assessing the 

heterologous expression of the ctsR gene. In order to assess the functionality of the O. oeni CtsR, 

complement experimentations were performed in B. subtilis strain carrying the hsp18’-bgaB 

fusion at the amyE locus. Transcriptional fusion between the O. oeni hsp18 promotor region and 

the bgaB gene allows monitoring repression activity by the O. oeni CtsR repressor. The β-

galactosidase activities of strains were monitored after growth in LB broth medium supplemented 

or not with xylose to induce the O. oeni ctsR gene expression. As expected, compare to wild type 

strain, the β-galactosidase activity of the hsp18’-bgaB fusion was increased 105.5-fold in the 

ctsR-deficient strain in the absence of xylose in the culture medium (figure 3). In xylose 

supplemented medium, the hsp18’-bgaB expression is comparable to the wild type strain level 

(induction rate 9.4). These results confirm the functionality of the O. oeni ctsR gene to 

complement a B. subtilis ctsR-deficient strain.  
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Discussion 

Because of O. oeni is not easily genetically manipulated due to poor transformability and the 

obvious lack of genetic tools, little is known about its gene regulatory mechanisms in O. oeni. 

Due to the obvious lack of genetic tools to consider directed mutagenesis in O. oeni, asRNA 

production approach is presently the ultimate approach to investigate stress response in this 

bacterium (Darsonval et al. 2015). By targeting ctsR for knockdown, we undertook an in vivo 

approach with the aim of deepening the knowledge of the O. oeni CtsR, the unique stress 

response regulator described. The expression of a complementary asRNA targeting the full-

length of ctsR gene 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 role of O. oeni genes 

(Darsonval et al. 2015). Moreover, besides technical restrictions, permanent knockout of ctsR by 

directed mutagenesis may not be achievable due to the possibly lethal character of this mutation. 

The ctsR inhibition by asRNA approach has deleterious effect on viability of O. oeni after 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 regulator in O. oeni. 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 stress. The ctsR inhibition conferred a heat-sensitive phenotype to the recombinant strain. In 

most Gram positive bacteria described so far, ctsR deletions lead to an increase in heat resistance 

and general stress tolerance (Nair et al. 2000; Chastanet et al. 2001; Karatzas and Bennik 2002; 

Hüfner et al. 2007; Zotta et al. 2009). This unexpected finding have already met in L. plantarum 

and could be explained by the fact that the inactivation of ctsR causes derepression of hsp genes 

preparing cells to cope with stressful conditions (Fiocco et al. 2010). We can hypothesize that the 

resulting overexpression of Lo18 could cause this phenotype by destabilization of membrane 

integrity. Due to the overlapping of genes ctsR and clpC, we can assume that ctsR asRNA could 

interfere with clpC expression and could be partly responsible for the observed phenotype.   

We have also begun to unravel the mechanism regulating the activity of CtsR by using B. subtilis 

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 L. 

lactis, G. stearothermophilus and B. subtilis by Elsholz et al. (2010), the O. oeni CtsR is an in 

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 by L. lactis CtsR and still be repressed at 50°C by G. 

stearothermophilus (Elsholz et al. 2010), the CtsR-dependent gene expression was de-repressed 

from 35°C by the O. 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 CtsR in vitro. In contrast, similar mutation seem to 

have no effects on CtsR activity in 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 for B. subtilis CtsR activity in vivo and is responsible for 

thermosensing ability in several low GC Gram positive CtsR (Fuhrmann 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 strain of Listeria 

monocytogenes showed a resistant phenotype to heat, acid and oxidative treatments attributing to 

a single codon deletion in this conserved glycine-rich hairpin of the ctsR gene (Karatzas and 

Bennik 2002; Karatzas et al. 2003). Nevertheless, 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 confirmed in vivo the central involvement of CtsR in stress response of 

O. oeni as already begun with B. subtilis as heterologous host in previous laboratory study 

(Grandvalet et al. 2005). In addition, the modulation of ctsR gene affected the survival abilities 

under stress conditions in O. oeni ATCC 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 examined in the O. oeni 

recombinant strain by quantitative RT-PCR to demonstrate in vivo the involvement of the 

repressor CtsR in stress gene regulation: clpP-clpL1, clpL2, grpE-dnaK-cbpA, groESL, hsp18 and 

ctsR-clpC. The asRNA approach need to be deepened by the detection of the asRNA targeting the 

ctsR messenger and the detection of the Clp and CtsR protein levels to validate the expression 

inhibition by this technic as already down in previous study for the hsp18 gene in O. oeni 

(Darsonval et al. 2015). 

To further consider the identification of the molecular players involved in the regulation of 

O. oeni CtsR, we planned to study the interaction protein-protein between CtsR and with other 

candidate genes that could have a role comparable to mcsA/B in the regulation of CtsR in O. oeni 

such as the clpL versions or clpC. The BACTH system (Bacterial Adenylate Cyclase Two-hybrid 

System) a bacterial two-hybrid technic is an approach used to detect and characterize protein-

protein interactions in vivo based on the reconstitution of the adenylate cyclase (cyaA from 

Bordetella pertussis) activity in E. coli. All the constructions are available and ready to be tested 

by β-galactosidase assays.  
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demande du consommateur s’oriente de plus en plus vers un produit dit «
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l’impact aromatique du métabolisme de O. oeni en conditions œnologiques et d’établir 

l’influence de chacun des gènes est sur la flaveur du vin.  

Cette étude proposait d'évaluer l'impact des deux estérases EstA2 et EstA7 de O. oeni sur les 

esters dans le vin. Notre statégie consistait à surexprimer au cours de la FML chacun de ces gènes 

codant ces estérases à l’aide du nouvel outil d'expression que nous avons développé au 

laboratoire, le pSIPSYN. A partir de la séquence des gènes d’estérases de la souche Ooeni28, 

deux gènes 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). Après clonage dans le 

pSIPSYN, le dosage de l’activité estérase des souches E. coli recombinantes a permis de vérifier 

la fonctionnalité des gènes clonés. Après cette validation, les vecteurs recombinants ont été 

transférés chez O. oeni au même titre que le vecteur pSIPSYN natif. La caractérisation des 

souches recombinantes a montré pour la 1ère fois chez O. oeni l’expression de gènes fonctionnels 

codant des protéines dont l’activité enzymatique a pu être quantifiée. Les souches recombinantes 

de O. oeni ont été inoculées dans un vin de cépage Aligoté pour effectuer la FML. Après FML, le 

profil d’esters des vins expérimentaux a été établi par GC-MS SPME (technique de 

microextraction sur phase solide associée à une méthode d’analyse de chromatographie gazeuse 

couplée à la spectrométrie de masse) et les esters, substrats des estérases étudiées ont été 

identifiés et quantifiés. Notre étude suggère que l’estérase EstA2 possède une activité 

majoritairement hydrolytique sur les acétates d’esters issus d’alcools supérieurs avec une 

préférence pour les chaînes courtes d'acides gras (C4-C6). L’estérase EstA7 a une activité de 

synthèse sur l'acétate d'hexyle en augmentant significativement de 22,7% la concentration de 

l’ester. Notre étude a été rendue possible grâce à la mise au point du 1er vecteur d’expression, 

efficace et fiable chez O. oeni. Ce vecteur ouvre un champ de possibilité pour l’étude des gènes 

impliqués dans la modulation du profil aromatique du vin lors de la FML. Le niveau d’expression 

des gènes estA2 et estA7 pourrait être utilisé comme application directe à l'élaboration des futurs 

ferments malolactiques. 
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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. oeni esterases remains relatively unexplored. Four esterase genes were identified from 
O. oeni genome (estA2, estA7, estC, and 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 of O. oeni esterase gene expression during winemaking on 
wine aromatic profile. Both estA2 and estA7 genes were successfully cloned and expressed in 
O. 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. oeni in 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, Pediococcus and 

Oenococcus. Usually 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-Bayón et al., 2005; 

Ugliano and Moio, 2005). Despite a large microbial diversity present in grape must, it is mainly 

Oenococcus oeni that provides this step and represents the majority of malolactic ferments 

commercialized (Bartowsky and Borneman, 2011; Lonvaud-Funel, 1999). O. oeni is acidophilic 

and indigenous to wine LAB (Lonvaud-Funel, 1999). O. oeni 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 of O. oeni strains are now available on databases 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), knowledge of O. oeni genes 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., 2004). alsS, alsD, citE, and 

ackA are partially characterized and described as being responsible for diacetyl production, the 

most important flavor molecule produced by O. oeni during MLF (Olguín et al., 2010, 2009). 

Concerning other flavor-related genes of O. oeni involved in the aromatic profile of wine, such as 

esterases, β-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 compounds, O. 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-Bayón 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 mainly C4–C10 ethyl 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; Gámbaro 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; Fernández et al., 2000). Previous studies have already 

characterized esterase enzymes from O. oeni and other LAB strains of enological interest isolated 

from wine: Lactobacillus and Pediococcus (Davis et al., 1988; Matthews et al., 2007, 2004; 

Sumby et al., 2013, 2012a, 2009). Currently, four genes encoding esterases have been described 

in Ooeni28 an O. oeni strain commercialized by Lallemand (Montreal, Canada): estA2, estA7, 

estC and estB.  

Previous studies have shown that purified O. oeni esterases, EstCOo8, EstC34, and 

EstB28, have a preference for short-chain synthetic substrates such as p-nitrophenyl butanoate 

(pNP-butanoate) or pNP-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 observed in 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 in wine conditions has not yet been reported. Due to the obvious lack of genetic 

expression tools in O. 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 express estA2 and estA7 genes 

in O. oeni and 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 substrate, pNP-butanoate. O. 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 Table 1. O. oeni strain ATCC BAA-1163 is an 

acidophilic strain, isolated from red wine. O. oeni were grown at 30°C in FT80 medium (pH 5.3) 

(Cavin et al., 1989). In preparation for the experiments, O. oeni were precultured from glycerol 

medium stored at –80°C in FT80 medium supplemented with 20 µg.ml–1 of vancomycin, 20 

µg.ml–1 of lincomycin, and 20 µg.ml–1 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 from O. oeni grown to the mid-exponential 

phase (OD600nm= 0.8). Escherichia coli K12 strain GM2163 was used as a host strain for the 

cloning and maintenance of plasmids. For cloning experiments, E. coli were grown at 37°C in 

Luria–Bertani (LB) medium supplemented with erythromycin when necessary (250 µg.ml–1). 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 erythromycin (250 µg.ml-1). 

Electroporation was also used to transform O. oeni as previously described (Assad-García et al., 

2008), with selection on FT80 plates supplemented with erythromycin, vancomycin, and 

lincomycin (20 µg.ml-1 each). The presence of plasmids was verified by colony-PCR 

amplification with primer pairs matching the plasmid sequence, Olcg303/Olcg302, 

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  
GM2163 

E. coli K12 F−ara-14 leuB6 fhuA31 lacY1tsx78 glnV44 galk2gal t22 mcrA 
dcm-6 his G4 rfbD1 rpsL136 dam13∷Tn9 xylA5 mtl-1thi-1 mcrB1. 

Thermo Fisher  

EcestA2 GM2163 derivative harboring pSIPSYNestA2, eryR This study 
EcestA7 GM2163 derivative harboring pSIPSYNestA7, eryR This study 
Ecsyn GM2163 derivative harboring pSIPSYN, eryR This study 
O. oeni ATCC  
BAA-1163 

wild type strain, vanR Laboratory stock 

OoestA2 ATCC BAA-1163 derivative harboring pSIPSYNestA2, vanR, eryR, lincoR This study 
OoestA7 ATCC BAA-1163 derivative harboring pSIPSYNestA7, vanR, eryR, lincoR This study 
Oosyn ATCC BAA-1163 derivative harboring pSIPSYN, vanR, eryR, lincoR Darsonval et al., 

2015 
Plasmids Characteristics Sources  

pSIPSYN 
eryR, lincoR, derived from pSIP409, deletion of sppK, sppR, carrying gusA 
under the control of  PSYN  promotor 

Darsonval et al., 
2015 

pSIPSYNestA2 
eryR, lincoR, derived from pSIPSYN, carrying estA2 under the control of  
PSYN  promotor 

This study 

pSIPSYNestA7 
eryR, lincoR, derived from pSIPSYN carrying estA7 under the control of  
PSYN  promotor 

This study 

* vanR: vancomycin resistance, eryR: erythromycin resistance and lincoR: lincomycin resistance. 

2.2. DNA isolation and manipulation 

Isolation of DNA from O. oeni was achieved using an InstaGene Matrix Kit (Bio-Rad, Hercules, 

CA, USA). Primers targeting the open reading frame (ORF) of the O. oeni esterase genes were 

purchased from Eurogentec (Liège, Belgium) and were designed based on the published O. oeni 

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 from E. 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 the E. coli/LAB 

shuttle vector pSIPSYN (Darsonval et al., 2015) under the control of a synthetic constitutive 

promotor. The ORFs of estA2 and estA7 were amplified by PCR by using primer couples 

estA2N/estA2E  and estA7N/estA7E respectively (Table 2). Resulting fragments were cloned 

between NcoI and EcoRI restriction sites of pSIPSYN to obtain pSIPSYNestA2 and 

pSIPSYNestA7. 

Table 2: Primers used in this study 

Gene-
region  

Primer Primer sequence (5’-3’)* Restriction 
site 

estA2 
estA2N CGCATGCCATGGCTTTTTTACAAATAAATTATC NcoI 
estA2E CCGGAATTCTTA TGATAGACGTTCTTCTTTAAT EcoRI 

estA7 
estA7N CGCATGCCATGGCATTTTTAGAAGTTAATTATT NcoI 
estA7E CGGGAATTCTAT GACAAACGTTTTTCTGCT EcoRI 

PSYN 
Olcg302 gggCCATggCAAATACCTCCTGATTCATTAATGCAGGGGTAC NcoI 

Olcg303 CCCAAGCTTGCGCAACTGTTGGGAAGGG HindIII  
* 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/clustalw2/) and Boxshade software 

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

2.4. Determination and characterization of esterase activity 

Esterase assays were conducted using pNP-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 6500g for 5 min at room temperature. Cell pellets were transferred in 800 µl of 

1× PBS (phosphate-buffered saline, Biosolve, Dieuze, France: 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 

mM Na2HPO4, 1.8 mM KH2PO4, pH 7.4) and lysed twice with Precellys action (60 s–20 s–60 s 

at 6500g; Paris, France). Reaction mixtures (final volume 1 ml) were prepared by mixing 760 µl 
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of reaction buffer (0.1 M K2HPO4, 0.2 M citric acid, pH 5, 0.1% gum arabic, 0.005% Triton X-

100), 200 µl 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 adding pNP-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 adding 50 µl of NaOH (0.5 M). The released p-nitrophenol 

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 g.l–1 malic acid, 11.8% ethanol) sourced from the winery of 

Burgundy University (Marsannay-la-Côte, 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 0.22 µm filter (Millipore, Darmstadt, Germany) to eliminate the 

endogenous flora. Wine was aliquoted into 12 × 100 ml bottles. To start MLF, wine was 

inoculated in triplicate with the three recombinant strains at 105 cells.ml–1 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 was ≤0.2 g.l–1. At the completion of MLF, samples were treated 

with sulfur dioxide at 30 mg.l–1 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 50/30 µm Carboxen–divinylbenzene–polydimethylsiloxane fiber used was 2 cm. 

The internal control was ethyl heptanoate used at 85 µg.l–1. 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 was p ≤ 0.05. A one-way analysis of variance (ANOVA) was used to 

compare the concentrations of each wine ester from each recombinant strain of O. oeni ATCC 

BAA-1163. The significance of the differences among esterase activity values was determined 

with an unilateral and paired t tests. 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 EstA2, O. oeni ATCC BAA-1163), EAV39250.1 (tributyrin esterase EstA7, O. oeni 

ATCC BAA-1163), AAF62860.1 (tributyrin esterase EstA, L. lactis subsp. cremoris MG1363 

(Fernández et al., 2000)), AGU56224.1 (tributyrin esterase EstA, Staphylococcus aureus subsp. 

aureus 6850 (Fraunholz et al., 2013)), CCC80473.1 (acetyl esterase EstA, Lactobacillus 

plantarum WCFS1 (Siezen et al., 2012)), AIY92125.1 (esterase EstA, Bacillus subtilis subsp. 

subtilis str. 168 (Barbe et al., 2009), JX215243.1 (esterase EstA2, O. oeni Oeni28, Sumby K.M., 

unpublished data, direct submission) and JX215244.1 (putative esterase EstA7, O. oeni Ooeni28, 

Sumby K.M., unpublished data, direct submission). 

 

3. Results 

3.1. Sequence analysis 

Based on the sequence of O. oeni Ooeni28 estA2 (JX215243.1) and estA7 (JX215244) genes 

(Sumby et al., 2013) (Lallemand, nuovi Ceppi OO2, (Matthews et al., 2006), two higher similar 
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ORFs were identified from O. oeni ATCC BAA-1163 strain. These two putative genes were 

subsequently called by homology: estA2 (KT454793) and estA7 (EAV39250.1). The ORF estA2 

consisted in 792 bp encoding a deduced protein of 263 amino acids. The ORF estA7 consisted in 

804 bp encoding a deduced protein of 268 amino acids. Both putative peptide sequences deduced 

from the nucleotide sequences were aligned to the sequences of O. oeni Ooeni28 esterases. The 

O. oeni ATCC BAA-1163 estA2 sequence exhibits 8 nucleotide substitutions and 2 nucleotide 

insertions compared with O. oeni28 estA2 sequence, resulting in four amino acid substitutions 

and one amino acid insertion (97.4 % aa identity). By contrast, the nucleotide sequence of O. oeni 

ATCC BAA-1163 estA7 was 100% identical to those of O. oeni Ooeni28 estA7. The deduced 

amino acid sequences of EstA2 and EstA7 from O. oeni ATCC 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. 

 
Fig 1: Sequence blocks conserved around the active-site residues in O. oeni ATCC BAA-1163 EstA2 and 
EstA7 (EAV39250.1) aligned with:  AAF62860.1 (tributyrin esterase, L. lactis subsp. cremoris MG1363 
(Fernández et al., 2000)), AGU56224.1 (tributyrin esterase EstA, Staphylococcus aureus subsp. aureus 6850 
(Fraunholz et al., 2013)), CCC80473.1 (acetyl esterase, Lactobacillus plantarum WCFS1 (Siezen et al., 2012)), 
IY91553.1 (EstA, Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168 (Barbe et al., 2009)), JX215243.1 (EstA2Oo28 putative 
esterase, O. oeni Oeni28, Sumby K.M., unpublished) and JX215244.1 (EstA7Oo28 putative esterase O. oeni 
Ooeni28, Sumby K.M., unpublished). �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/clustalw2/) 
(http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html). 
 
3.2. Cloning of esterase genes and determination of esterase activity 

The O. oeni ATCC BAA-1163 estA2 and estA7 genes were cloned under the control of a 

synthetic constitutive promoter using the E. coli/LAB shuttle vector pSIPSYN (Darsonval et al., 

2015). After verification of both cloning nucleotide sequences of estA2 and estA7 genes by 

EstA7Oo1163    232 SYETNPGDHEWYYWSKYIE 
EstA2Oo1163    228 NYQTSHGRHEWYYWNKQIE 
gi|7453518|    153 TYESSDGVHEWYYWTKKIE 
gi|537378987|  226 QFEDGPGDHDYAYWDQAIK 
gi|342243239|  231 EWQLQPGHHDWRLWNHQLP 
gi|16077339|   179 NVQIHGVGHIGLLYSSQVN 
gi|410695971|  229 NYQTSHGRHEWYYWNKQIE 
gi|410695973|  232 SYETNPGDHEWYYWSKYIE 
consensus      241 .. . .. *..... . .. 

EstA7Oo1163     39 KDLPVLYLLHGMSGNHF 
EstA2Oo1163     35 RDIPVLYLLHGMGDDLF 
gi|7453518|      1 ----------------- 
gi|537378987|   37 KPLKTLMLLHGLSSDET 
gi|342243239|   42 QQLPTVWLLHGLGGDAT 
gi|16077339|    32 AEHNPVVMVHGIGGASF 
gi|410695971|   36 RDIPVLYLLHGMGDDLF 
gi|410695973|   39 KDLPVLYLLHGMSGNHF 
consensus        1 .... ....... .  . 
 

EstA7Oo1163    122 AGMSMGGYGAFKLAFS-SS 
EstA2Oo1163    118 AGLSMGGYGAFKLAMS-TD 
gi|7453518|    118 AGLSMGGYGAYRLALG-TD 
gi|537378987|  118 AGHSMGGYGTIKFALTQGD 
gi|342243239|  124 LGNSMGGYGALRYAFTYPQ 
gi|16077339|   105 VAHSMGGANTLYYIKN--- 
gi|410695971|  119 AGLSMGGYGAFKLAMS-TD 
gi|410695973|  122 AGMSMGGYGAFKLAFS-SS 
consensus      121 .............. . .. 

 176 LDKFSGSKNDIFELAKRQS 
EstA2Oo1163    172 LDKVVGSKNDLFALAKKQS 
gi|7453518|    170 WETFKGSDNEILALADRKN 
gi|537378987|  170 LSSVKGTEHDPYYLLDKAV 
gi|342243239|  176 PAQMQGTPADLSYLVQQPT 
gi|16077339|   142 GKALPGTDPNQKILY---- 
gi|410695971|  173 LDKVVGSKNDLFALAKKQS 
gi|410695973|  176 LDKFSGSKNDIFELAKRQS 
consensus      181 .. . ....... ...... 

** � ��
EstA7Oo1163
EstA2Oo1163
AAF62860.1
AGU56224.1
CCC80473.1
IY91553.1 
JX215243.1
JX215244.1
Consensus
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sequencing, E. 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 

substrate pNP-butanoate and cells were extracted from E. coli 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 recombinant E. 

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 

recombinant E. coli strains, EcestA2 and EcestA7 have an esterase activity significantly 

increased in recombinant E. coli strains compared to the control strain (Ecsyn), plasmids 

pSIPSYNestA2 and pSIPSYNestA7 were transferred into O. oeni ATCC BAA-1163 (OoestA2 

and OoestA7) using pSIPSYN as a control (Oosyn, control strain). Once the presence of plasmids 

in O. oeni was confirmed by PCR, esterase activity assays were conducted on the recombinant 

strains of O. oeni ATCC BAA-1163 as previously performed in E. coli (Fig 2B). Both 

recombinant O. oeni strains, OoestA2 and OoestA7 have relative esterase activity significantly 

5.80-fold and 12.83-fold higher than control strain (Oosyn). 

 
Fig 2: Relative esterase activity level in E. coli (A) and O. oeni (B) engineered strains. Cells were grown in LB 
medium at 37°C (E. coli) or in FT80 medium (O. oeni) until exponential growth phase. Enzyme activity was 
determined with cellular extract at 37°C on the synthetic substrate pNP-butanoate. 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 t 
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 recombinant O. oeni strains 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 three O. oeni recombinant 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 150,000 µg.ml–1 (Sumby et al., 2013). The 

quantification of this ester confirmed the fermentative abilities of O. oeni ATCC BAA-1163, a 

laboratory strain isolated from red wine in the 1980s (Maicas et al., 1999). 

 

Fig 3: Ester concentrations in fermented Aligoté wine inoculated with O. oeni ATCC BAA-1163 Oosyn strain 
in black, OoestA2 strain in white and OoestA7 strain in black hatching. Significant differences are based on 
One-way analysis of variance Tukey’s Multiple Test (P ≤ 0.05).   

 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 three O. oeni 
recombinant strains.  

Ester (µg.L-1) No inoculation Oosyn OoestA2 OoestA7 Reported aroma 
characteristics1 

Reported aroma 
threshold (µg.l-1)2 

Ethyl acetate 50,164 ± 5616 43,749 ± 8725 43,749 ± 2580 45,769 ± 4128 
Fruity, Solvant (at > 100 
mg.ml-1) 

7,500w 

Isobutyl acetate 52 ± 7 33 ± 13 16 ± 4 32 ± 6 Fruity, banana  1,600w 

Ethyl butanoate 56 ± 7 46 ± 9 36 ± 3 47± 4 Floral, fruity, strawberry 20s 

Isoamyl acetate 4,800 ± 623 3,307 ± 666 1,896 ± 277 3,895 ± 423 Fruity, banana, pear 160 w 

Ethyl hexanoate 836 ± 119 899 ± 11 689 ± 77 913 ± 132 Green apple, anise  80-850 w 

Hexyl acetate 197 ± 24 145 ± 3 103 ± 10 178 ± 24 
Sweet perfume, pear, 
banana  

670-2,400 w 

Ethyl lactate 14,410 ± 830 33,682 ± 5804 34,240 ± 2404 27,695 ± 4762 Milk, soapy, buttery 150,000 w 

Ethyl octanoate 1,731 ± 130 2,611 ± 135 2,410 ± 371 3,329 ± 649 
Ripe fruit, sweet soap,  
red berry 

580 w 

1: 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.l-

1 glycerol, 5 g.l-1 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 expressed O. oeni esterases on the aromatic 

profiles of wine by using genetically engineered strains to conduct MLF. For the first time, genes 

with enological interest, estA2 and estA7, were cloned and expressed in O. oeni. Recombinant 

O. oeni strains 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 from O. oeni Ooeni28 strain. As already noticed by Sumby et al. (2012b), the EstA7 

amino-acid sequence from O. oeni ATCC BAA-163 is identical to the sequence from O. oeni 

Ooeni28, and to all published estA7 sequences of O. oeni strains. 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 that O. oeni is not easily genetically manipulated, our 

strain choice was principally dictated by technical constraints because of the poor 

transformability of O. oeni (Assad-García et al., 2008; Dicks, 1994). Indeed, the best 

electrotransformation efficiency is obtained with the O. oeni ATCC BAA-1163 ( 5.8 x 103 per µg 

of DNA)(Assad-García et al., 2008). 

To overcome purification difficulties and to avoid in vitro investigation, both esterase genes 

were cloned and expressed in E. coli and then in O. oeni. In E. 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 harboring estA2 or estA7 genes were transferred into 

O. oeni. Esterase assays performed for O. oeni 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 system in O. oeni. For the 

first time in O. oeni, 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 actual in vivo esterase activity during 

winemaking. Although it has been shown in vitro that O. oeni esterases 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 activity in vivo 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 three O. oeni recombinant strains were established in the Aligoté wine by the SPME-GC-

MS method (Vianna and Ebeler, 2001). In our experimental conditions combining the O. oeni 

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 (30–160 µg.l–1) and isobutyl acetate was still below 

the aroma threshold (1600 µg.l-1). 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; Gómez-

Míguez 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; Gómez-Míguez 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 from O. oeni because it is unstable and difficult to purify in vitro reported by 

(Sumby et al., 2012b). (Sumby et al., 2012b) explored the expression of estA7 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 of estA7 expression 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 express estA7 could 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-Bayón et 

al., 2005; Ugliano and Moio, 2005). Our findings show for the first time that esterases in O. oeni 

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-Bayón et al., 2005; Ugliano and 

Moio, 2005; Vianna and Ebeler, 2001) or studies that have characterized in vitro-purified 

esterases (Sumby et al., 2013, 2012a, 2009). In contrast, our in vivo 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.  
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Accordingly, our work is the first step to provide enological selection criteria based on the 

impact of estA2 and estA7 on ester profile during MLF and indicates that the expression level of 

estA2 and estA7 genes could be used as a direct application to screen future commercial MLFs. 

This would enable winemakers to use O. oeni fermentations according to the benefits of 

characterized O. oeni enzymes. The role of O. 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 esterases in O. oeni is accomplished in a hostile bacterium that 

is not easy to manipulate genetically, the investigation of the other esterase genes in O. oeni, 

EstC and EstB, which have been characterized in vitro, 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 genes in O. oeni in 

wine conditions. That enological LAB, such as O. oeni, 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; 

Sørvig et al., 2005). 
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. utilisent une technique de mutagenèse aléatoire par traitement 

préalable à l’hydroxylamine du vecteur intégratif portant le gène 

thermosensibilité du régulateur (Derré et al. 2000)
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modification de l’activité de CtsR (perte de l’activité de répression à basse température ou 

maintien de la répression à haute température) concernent des résidus hautement conservés au 

niveau du domaine HTH, de la région riche en glycine ou de l’extrémité amino-terminale de la 

séquence peptidique de CtsR (Derré et al. 2000). Les auteurs identifient deux points de mutations 

empêchant l’inactivation à haute température de CtsR, l’une dans l’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 du gène cstR de l’opéron clpC 

par une copie portant les mutations V16M et G16S n’ont pas montré de modification de l’activité 

de CtsR (Elsholz et al. 2010). Ces même 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 empêche l’inactivation du répresseur à haute température 

chez B. subtilis, L. lactis et G. stearothermophilus (Fuhrmann et al. 2009; Elsholz et al. 2010). De 

même, la délétion d’un acide aminé dans la région conservée riche en glycine de CtsR confère à 

une souche piézotolérante de L. monocytogenes une résistance à 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 

caractère 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 être 

responsable de la thermosensibilité de CtsR, il ne semble pas être le déterminant de la 

température seuil espèce-dépendante du régulateur. En raison de la parfaite conservation des 

motifs dans la séquence peptidique de CtsR à travers le phylum des firmicutes, il est difficile 

d'expliquer ce phénomène de la sensibilité à la température espèce-dépendante (Figure 22). 

L’implication du domaine de dimérisation dans ce phénomène 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 dimère. En revanche, les auteurs considèrent 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 à classer les espèces bactériennes selon leur ordre ou selon leur famille mais pas 

en fonction de leur température optimale de croissance (Figure 22). Contrairement à l’extrémité 

amino-terminale hautement conservée, l’extrémité carboxy-terminale est une région faiblement 
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conservée qui présente une importante variabilité (Figure 22) (Derré et al. 2000). Le rôle de cette 

région reste inconnu, mais il semblerait qu’elle soit impliquée dans la stabilité de la protéine in 

vivo. En effet suite à un traitement de la protéine CtsR à la trypsine l’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 à aa 154/154) entraine une dégradation très rapide 

de CtsR in vivo (Derré et al. 2000).  

Chez O. oeni, l’identification des résidus amino-acides impliqués dans la fonction de 

thermomètre moléculaire de CtsR pourrait être abordée par la mise en place d’une stratégie 

similaire à celle utilisée chez B. subtilis de mutagenèse aléatoire par un traitement à 

l’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 à parier que nous 

identifierons les mêmes résidus d’acides aminés essentiels à la fonction de CtsR.  

Afin de poursuivre l’étude par l’identification des acteurs moléculaires impliqués dans la 

régulation de CtsR de O. oeni, nous pourrions donc envisager de construire une souche de 

B. subtilis pour laquelle les gènes ctsR-mscA-mscB de l’opéron ctsR sont remplacés par le seul 

gène ctsR de O. oeni (Figure 34 (1)). Le phénotype de cette souche, analysé via la fusion 

transcriptionnelle phsp18’-bgaB, pourrait confirmer l’hypothèse selon laquelle des gènes 

homologues à mcsA et mcsB ne sont pas impliqués dans la régulation de CtsR chez O. oeni. En 

poursuivant cette démarche jusqu’à remplacer l’ensemble de l’opéron ctsR de B. subtilis (ctsR-

mscA-mscB-clpC) par l’opéron ctsR-clpL2 (Figure 34 (2)) ou ctsR-clpL1 (Figure 34 (3)) de 

O. oeni, nous pourrions ainsi valider le rôle des clpL dans la régulation de CtsR.  

 

 



 

Figure 34 
gène ctsR 

des 600pb en amont de l’opéron, du gène 
bases du gène 

L’identification des partenaires de CtsR est maintenant incontournable et passe par une étude 

approfondie des interactions protéine

construction de mutants chez 

nous avons récemment entrepris d’étudier les interactions protéine

protéines candidates par un système d’expression hétérologue basée sur une technique de double 

hybride bactérien. L’absence dans le génome de 

de l’activité de CtsR décrits chez 

interroger sur le mode de régulation mis en œuvre par la bactérie pour réguler l’activité de son 

répresseur.

en doigt de zinc (McsA et ClpE), le mécanisme chez 

ClpX (Derré et al.

ClpL chez 

prévention de l’aggrégation de CtsR nous laisse supposer l’implication d’un ou des deux gènes 

clpL de 

l’interruption du gène 

n’est pas impliquée dans la régulation de l’activité de CtsR chez les bactéries lactiques 

(Varmanen et al. 2003)

dérépression partielle des gènes du régulon 

Le double hybride bactérien permet la détection d’interactions physiques de deux protéines par le 

biais de la reconstitution d’une voie de transduction du signal dont le phénotype est facilement 

observable sur milieu gélosé approprié ou facilement quantifi

colorimétrique 

 : Stratégie de double recombinaison homologue envisagée pour remplacer l’opéron CtsR de 
ctsR de O. oeni (1), par l’opéron 

des 600pb en amont de l’opéron, du gène 
bases du gène clpC de B. subtilis.

L’identification des partenaires de CtsR est maintenant incontournable et passe par une étude 

approfondie des interactions protéine

construction de mutants chez 

nous avons récemment entrepris d’étudier les interactions protéine

protéines candidates par un système d’expression hétérologue basée sur une technique de double 

hybride bactérien. L’absence dans le génome de 

de l’activité de CtsR décrits chez 

interroger sur le mode de régulation mis en œuvre par la bactérie pour réguler l’activité de son 

répresseur. Si comme décrits chez 

en doigt de zinc (McsA et ClpE), le mécanisme chez 

(Derré et al. 1999b; Varmanen et al. 2003)

ClpL chez S. mutans 

prévention de l’aggrégation de CtsR nous laisse supposer l’implication d’un ou des deux gènes 

de O. oeni dans le mécanisme de régulation de l’activité de CtsR.

l’interruption du gène 

n’est pas impliquée dans la régulation de l’activité de CtsR chez les bactéries lactiques 

(Varmanen et al. 2003)

dérépression partielle des gènes du régulon 

Le double hybride bactérien permet la détection d’interactions physiques de deux protéines par le 

biais de la reconstitution d’une voie de transduction du signal dont le phénotype est facilement 

observable sur milieu gélosé approprié ou facilement quantifi

colorimétrique (Karimova et al. 1998; Karimova et al. 2000; Karimova et al. 2005; Falord et al. 

: Stratégie de double recombinaison homologue envisagée pour remplacer l’opéron CtsR de 
(1), par l’opéron ctsR

des 600pb en amont de l’opéron, du gène 
B. subtilis. 

L’identification des partenaires de CtsR est maintenant incontournable et passe par une étude 

approfondie des interactions protéine

construction de mutants chez 

nous avons récemment entrepris d’étudier les interactions protéine

protéines candidates par un système d’expression hétérologue basée sur une technique de double 

hybride bactérien. L’absence dans le génome de 

de l’activité de CtsR décrits chez 

interroger sur le mode de régulation mis en œuvre par la bactérie pour réguler l’activité de son 

Si comme décrits chez 

en doigt de zinc (McsA et ClpE), le mécanisme chez 

1999b; Varmanen et al. 2003)

S. mutans (Tao and Biswas 2013a)

prévention de l’aggrégation de CtsR nous laisse supposer l’implication d’un ou des deux gènes 

dans le mécanisme de régulation de l’activité de CtsR.

l’interruption du gène clpC n’a aucun effet sur l’activité de CtsR ce qui laisse supposer que ClpC 

n’est pas impliquée dans la régulation de l’activité de CtsR chez les bactéries lactiques 

(Varmanen et al. 2003) tandis que chez 

dérépression partielle des gènes du régulon 

Le double hybride bactérien permet la détection d’interactions physiques de deux protéines par le 

biais de la reconstitution d’une voie de transduction du signal dont le phénotype est facilement 

observable sur milieu gélosé approprié ou facilement quantifi

(Karimova et al. 1998; Karimova et al. 2000; Karimova et al. 2005; Falord et al. 

: Stratégie de double recombinaison homologue envisagée pour remplacer l’opéron CtsR de 
ctsR-clpL2 (2) ou l’opéron

des 600pb en amont de l’opéron, du gène apha3 (résistance à la kanamycine), du gène 

L’identification des partenaires de CtsR est maintenant incontournable et passe par une étude 

approfondie des interactions protéine-protéine de CtsR avec ses éventuels partenaires. La 

construction de mutants chez O. oeni relevant davantage d’une utopie que

nous avons récemment entrepris d’étudier les interactions protéine

protéines candidates par un système d’expression hétérologue basée sur une technique de double 

hybride bactérien. L’absence dans le génome de 

de l’activité de CtsR décrits chez B. subtilis

interroger sur le mode de régulation mis en œuvre par la bactérie pour réguler l’activité de son 

Si comme décrits chez B. subtilis

en doigt de zinc (McsA et ClpE), le mécanisme chez 

1999b; Varmanen et al. 2003)

(Tao and Biswas 2013a)

prévention de l’aggrégation de CtsR nous laisse supposer l’implication d’un ou des deux gènes 

dans le mécanisme de régulation de l’activité de CtsR.

n’a aucun effet sur l’activité de CtsR ce qui laisse supposer que ClpC 

n’est pas impliquée dans la régulation de l’activité de CtsR chez les bactéries lactiques 

tandis que chez 

dérépression partielle des gènes du régulon 

Le double hybride bactérien permet la détection d’interactions physiques de deux protéines par le 

biais de la reconstitution d’une voie de transduction du signal dont le phénotype est facilement 

observable sur milieu gélosé approprié ou facilement quantifi

(Karimova et al. 1998; Karimova et al. 2000; Karimova et al. 2005; Falord et al. 

~ 168 ~ 

: Stratégie de double recombinaison homologue envisagée pour remplacer l’opéron CtsR de 
(2) ou l’opéron ctsR

(résistance à la kanamycine), du gène 

L’identification des partenaires de CtsR est maintenant incontournable et passe par une étude 

protéine de CtsR avec ses éventuels partenaires. La 

relevant davantage d’une utopie que

nous avons récemment entrepris d’étudier les interactions protéine

protéines candidates par un système d’expression hétérologue basée sur une technique de double 

hybride bactérien. L’absence dans le génome de O. oeni

B. subtilis et L. lactis

interroger sur le mode de régulation mis en œuvre par la bactérie pour réguler l’activité de son 

B. subtilis et L. lactis

en doigt de zinc (McsA et ClpE), le mécanisme chez 

1999b; Varmanen et al. 2003). En outre, l’implication du domaine D2

(Tao and Biswas 2013a)Tao 2013) et le rôle de cette 

prévention de l’aggrégation de CtsR nous laisse supposer l’implication d’un ou des deux gènes 

dans le mécanisme de régulation de l’activité de CtsR.

n’a aucun effet sur l’activité de CtsR ce qui laisse supposer que ClpC 

n’est pas impliquée dans la régulation de l’activité de CtsR chez les bactéries lactiques 

tandis que chez B. subtilis

dérépression partielle des gènes du régulon ctsR (Derré et al. 2000)

Le double hybride bactérien permet la détection d’interactions physiques de deux protéines par le 

biais de la reconstitution d’une voie de transduction du signal dont le phénotype est facilement 

observable sur milieu gélosé approprié ou facilement quantifi

(Karimova et al. 1998; Karimova et al. 2000; Karimova et al. 2005; Falord et al. 

: Stratégie de double recombinaison homologue envisagée pour remplacer l’opéron CtsR de 
ctsR-clpL1 (3). Construction par PCR d’u

(résistance à la kanamycine), du gène 

L’identification des partenaires de CtsR est maintenant incontournable et passe par une étude 

protéine de CtsR avec ses éventuels partenaires. La 

relevant davantage d’une utopie que

nous avons récemment entrepris d’étudier les interactions protéine

protéines candidates par un système d’expression hétérologue basée sur une technique de double 

oeni, des principaux acteurs de la régulation 

L. lactis (clpE, mcsA 

interroger sur le mode de régulation mis en œuvre par la bactérie pour réguler l’activité de son 

L. lactis, le mode d’action fait intervenir un motif 

en doigt de zinc (McsA et ClpE), le mécanisme chez O. oeni pourait faire intervenir les protéines 

. En outre, l’implication du domaine D2

Tao 2013) et le rôle de cette 

prévention de l’aggrégation de CtsR nous laisse supposer l’implication d’un ou des deux gènes 

dans le mécanisme de régulation de l’activité de CtsR.

n’a aucun effet sur l’activité de CtsR ce qui laisse supposer que ClpC 

n’est pas impliquée dans la régulation de l’activité de CtsR chez les bactéries lactiques 

B. subtilis, l’inactivation de 

(Derré et al. 2000)

Le double hybride bactérien permet la détection d’interactions physiques de deux protéines par le 

biais de la reconstitution d’une voie de transduction du signal dont le phénotype est facilement 

observable sur milieu gélosé approprié ou facilement quantifi

(Karimova et al. 1998; Karimova et al. 2000; Karimova et al. 2005; Falord et al. 

Discussion

: Stratégie de double recombinaison homologue envisagée pour remplacer l’opéron CtsR de 
Construction par PCR d’u

(résistance à la kanamycine), du gène ctsR de O.

L’identification des partenaires de CtsR est maintenant incontournable et passe par une étude 

protéine de CtsR avec ses éventuels partenaires. La 

relevant davantage d’une utopie que

nous avons récemment entrepris d’étudier les interactions protéine-protéine entre CtsR et des 

protéines candidates par un système d’expression hétérologue basée sur une technique de double 

des principaux acteurs de la régulation 

mcsA et mscB

interroger sur le mode de régulation mis en œuvre par la bactérie pour réguler l’activité de son 

le mode d’action fait intervenir un motif 

pourait faire intervenir les protéines 

. En outre, l’implication du domaine D2

Tao 2013) et le rôle de cette 

prévention de l’aggrégation de CtsR nous laisse supposer l’implication d’un ou des deux gènes 

dans le mécanisme de régulation de l’activité de CtsR.

n’a aucun effet sur l’activité de CtsR ce qui laisse supposer que ClpC 

n’est pas impliquée dans la régulation de l’activité de CtsR chez les bactéries lactiques 

, l’inactivation de 

(Derré et al. 2000). Qu’en est

Le double hybride bactérien permet la détection d’interactions physiques de deux protéines par le 

biais de la reconstitution d’une voie de transduction du signal dont le phénotype est facilement 

observable sur milieu gélosé approprié ou facilement quantifiable par dosage enzymatique 

(Karimova et al. 1998; Karimova et al. 2000; Karimova et al. 2005; Falord et al. 
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: Stratégie de double recombinaison homologue envisagée pour remplacer l’opéron CtsR de B. subtilis 

Construction par PCR d’un opéron composé 
O. oeni et des 600 premières 

L’identification des partenaires de CtsR est maintenant incontournable et passe par une étude 

protéine de CtsR avec ses éventuels partenaires. La 

relevant davantage d’une utopie que d’un futur proche, 

protéine entre CtsR et des 

protéines candidates par un système d’expression hétérologue basée sur une technique de double 

des principaux acteurs de la régulation 

mscB) nous amène à nous 

interroger sur le mode de régulation mis en œuvre par la bactérie pour réguler l’activité de son 

le mode d’action fait intervenir un motif 

pourait faire intervenir les protéines 

. En outre, l’implication du domaine D2

Tao 2013) et le rôle de cette Clp-ATPa

prévention de l’aggrégation de CtsR nous laisse supposer l’implication d’un ou des deux gènes 

dans le mécanisme de régulation de l’activité de CtsR. Chez 

n’a aucun effet sur l’activité de CtsR ce qui laisse supposer que ClpC 

n’est pas impliquée dans la régulation de l’activité de CtsR chez les bactéries lactiques 

, l’inactivation de clpC provoque une 

. Qu’en est-il chez O.

Le double hybride bactérien permet la détection d’interactions physiques de deux protéines par le 

biais de la reconstitution d’une voie de transduction du signal dont le phénotype est facilement 

able par dosage enzymatique 

(Karimova et al. 1998; Karimova et al. 2000; Karimova et al. 2005; Falord et al. 
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et des 600 premières 

L’identification des partenaires de CtsR est maintenant incontournable et passe par une étude 

protéine de CtsR avec ses éventuels partenaires. La 

d’un futur proche, 

protéine entre CtsR et des 

protéines candidates par un système d’expression hétérologue basée sur une technique de double 

des principaux acteurs de la régulation 

) nous amène à nous 

interroger sur le mode de régulation mis en œuvre par la bactérie pour réguler l’activité de son 

le mode d’action fait intervenir un motif 

pourait faire intervenir les protéines 

. En outre, l’implication du domaine D2-small de 

ase dans la 

prévention de l’aggrégation de CtsR nous laisse supposer l’implication d’un ou des deux gènes 

Chez L. lactis, 

n’a aucun effet sur l’activité de CtsR ce qui laisse supposer que ClpC 

n’est pas impliquée dans la régulation de l’activité de CtsR chez les bactéries lactiques 

provoque une 

O. oeni ?  

Le double hybride bactérien permet la détection d’interactions physiques de deux protéines par le 

biais de la reconstitution d’une voie de transduction du signal dont le phénotype est facilement 

able par dosage enzymatique 

(Karimova et al. 1998; Karimova et al. 2000; Karimova et al. 2005; Falord et al. 

 



 

2011; Falord et al. 2012)

interactions protéine

permettre d’appréhender les interactions entre CtsR et les différentes protéines pouvant 

potentiellement intervenir dans la régulation de son activité. De plus, le double hybride bactérien 

permettra également l’étude des capacités d’hétéro

ClpATPases et de dimérisation de CtsR de 

partenaires potentiels du régulateur CtsR chez 

les cas des bactéries dont le mécanisme de régulation de l’activité de CtsR avaient été élucidés. Il 

semble que 

porté respectivement par la protéine Mc

l’essence de ce motif chez 

CtsR ne portaient ce motif. De même la protéine Hsp33, dont le gène est potentiellement régulé 

par CtsR, ne semble pas présenter pas ce motif dans sa séquence peptidique (

L’existence d’une protéine adaptatrice comme McsA chez 

pourrait établir le lien manquant entre CtsR et ClpL1 ou ClpL2.

protéines présentant ce motif particulier par une analyse de la séquence génomique de 

paraît une piste encourageante dans l’élucidati

CtsR chez 

Toujours dans l’optique de compréhension des mécanismes d’adaptation de 

environnement

le ciblage des gènes 

qu’il serait possible d’améliorer. En effet, lors de nos tentatives de modulation de l’expression du 

gène hsp18

5’UTR du gène tandis que l’autre ciblait l’intégralité de sa phase codante. La première stratégie 

s’est révélée non fonctionnelle. Un phénomène de dégradation rapide concomi

de ces ARNas de petite taille (60 pb) pourrait expliquer ce revers. A l’inverse, nous avons pu 

constater que les ARNas ayant une taille proche de 500 pb couvrant l’intégralité du messager 

étaient fonctionnels et permettaient de moduler 

de l’ARNas fonctionnel est comparable aux cas décrits dans la littérature chez 

(Bouazzaoui and LaPointe 2006)

2011; Falord et al. 2012)

interactions protéine

permettre d’appréhender les interactions entre CtsR et les différentes protéines pouvant 

potentiellement intervenir dans la régulation de son activité. De plus, le double hybride bactérien 

mettra également l’étude des capacités d’hétéro

ClpATPases et de dimérisation de CtsR de 

partenaires potentiels du régulateur CtsR chez 

les cas des bactéries dont le mécanisme de régulation de l’activité de CtsR avaient été élucidés. Il 

semble que B. subtilis 

porté respectivement par la protéine Mc

l’essence de ce motif chez 

CtsR ne portaient ce motif. De même la protéine Hsp33, dont le gène est potentiellement régulé 

R, ne semble pas présenter pas ce motif dans sa séquence peptidique (

L’existence d’une protéine adaptatrice comme McsA chez 

pourrait établir le lien manquant entre CtsR et ClpL1 ou ClpL2.

protéines présentant ce motif particulier par une analyse de la séquence génomique de 

paraît une piste encourageante dans l’élucidati

CtsR chez O. oeni. 

  Le ciblage par ARNas comme alternative à la mutagenèse I.2.

Toujours dans l’optique de compréhension des mécanismes d’adaptation de 

environnement tout en s’affranchissant des ob

le ciblage des gènes 

qu’il serait possible d’améliorer. En effet, lors de nos tentatives de modulation de l’expression du 

hsp18, deux stratégies de ciblage par ARNas ont été élaborées

5’UTR du gène tandis que l’autre ciblait l’intégralité de sa phase codante. La première stratégie 

s’est révélée non fonctionnelle. Un phénomène de dégradation rapide concomi

de ces ARNas de petite taille (60 pb) pourrait expliquer ce revers. A l’inverse, nous avons pu 

constater que les ARNas ayant une taille proche de 500 pb couvrant l’intégralité du messager 

étaient fonctionnels et permettaient de moduler 

de l’ARNas fonctionnel est comparable aux cas décrits dans la littérature chez 

(Bouazzaoui and LaPointe 2006)

2011; Falord et al. 2012). L’intégralité des fusions traductionnelles permettant l’étude des 

interactions protéine-protéines entre CtsR, ClpP, ClpC, ClpX, ClpL1 et ClpL2, vont nous 

permettre d’appréhender les interactions entre CtsR et les différentes protéines pouvant 

potentiellement intervenir dans la régulation de son activité. De plus, le double hybride bactérien 

mettra également l’étude des capacités d’hétéro

ClpATPases et de dimérisation de CtsR de 

partenaires potentiels du régulateur CtsR chez 

les cas des bactéries dont le mécanisme de régulation de l’activité de CtsR avaient été élucidés. Il 

B. subtilis comme chez 

porté respectivement par la protéine Mc

l’essence de ce motif chez O. oeni

CtsR ne portaient ce motif. De même la protéine Hsp33, dont le gène est potentiellement régulé 

R, ne semble pas présenter pas ce motif dans sa séquence peptidique (

L’existence d’une protéine adaptatrice comme McsA chez 

pourrait établir le lien manquant entre CtsR et ClpL1 ou ClpL2.

protéines présentant ce motif particulier par une analyse de la séquence génomique de 

paraît une piste encourageante dans l’élucidati

 

Le ciblage par ARNas comme alternative à la mutagenèse 

Toujours dans l’optique de compréhension des mécanismes d’adaptation de 

tout en s’affranchissant des ob

le ciblage des gènes clpL1 et 

qu’il serait possible d’améliorer. En effet, lors de nos tentatives de modulation de l’expression du 

, deux stratégies de ciblage par ARNas ont été élaborées

5’UTR du gène tandis que l’autre ciblait l’intégralité de sa phase codante. La première stratégie 

s’est révélée non fonctionnelle. Un phénomène de dégradation rapide concomi

de ces ARNas de petite taille (60 pb) pourrait expliquer ce revers. A l’inverse, nous avons pu 

constater que les ARNas ayant une taille proche de 500 pb couvrant l’intégralité du messager 

étaient fonctionnels et permettaient de moduler 

de l’ARNas fonctionnel est comparable aux cas décrits dans la littérature chez 

(Bouazzaoui and LaPointe 2006)

. L’intégralité des fusions traductionnelles permettant l’étude des 

otéines entre CtsR, ClpP, ClpC, ClpX, ClpL1 et ClpL2, vont nous 

permettre d’appréhender les interactions entre CtsR et les différentes protéines pouvant 

potentiellement intervenir dans la régulation de son activité. De plus, le double hybride bactérien 

mettra également l’étude des capacités d’hétéro

ClpATPases et de dimérisation de CtsR de 

partenaires potentiels du régulateur CtsR chez 

les cas des bactéries dont le mécanisme de régulation de l’activité de CtsR avaient été élucidés. Il 

comme chez L. lactis

porté respectivement par la protéine McsA ou la protéine ClpE. Nous pouvons nous interroger sur 

oeni. Nous avons pu voir qu’aucune protéines codées par le régulon 

CtsR ne portaient ce motif. De même la protéine Hsp33, dont le gène est potentiellement régulé 

R, ne semble pas présenter pas ce motif dans sa séquence peptidique (

L’existence d’une protéine adaptatrice comme McsA chez 

pourrait établir le lien manquant entre CtsR et ClpL1 ou ClpL2.

protéines présentant ce motif particulier par une analyse de la séquence génomique de 

paraît une piste encourageante dans l’élucidati

Le ciblage par ARNas comme alternative à la mutagenèse 

Toujours dans l’optique de compréhension des mécanismes d’adaptation de 

tout en s’affranchissant des ob

 clpL2 par production d’ARNas semble une stratégie prometteuse, 

qu’il serait possible d’améliorer. En effet, lors de nos tentatives de modulation de l’expression du 

, deux stratégies de ciblage par ARNas ont été élaborées

5’UTR du gène tandis que l’autre ciblait l’intégralité de sa phase codante. La première stratégie 

s’est révélée non fonctionnelle. Un phénomène de dégradation rapide concomi

de ces ARNas de petite taille (60 pb) pourrait expliquer ce revers. A l’inverse, nous avons pu 

constater que les ARNas ayant une taille proche de 500 pb couvrant l’intégralité du messager 

étaient fonctionnels et permettaient de moduler 

de l’ARNas fonctionnel est comparable aux cas décrits dans la littérature chez 

(Bouazzaoui and LaPointe 2006) ou L. lactis
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. L’intégralité des fusions traductionnelles permettant l’étude des 

otéines entre CtsR, ClpP, ClpC, ClpX, ClpL1 et ClpL2, vont nous 

permettre d’appréhender les interactions entre CtsR et les différentes protéines pouvant 

potentiellement intervenir dans la régulation de son activité. De plus, le double hybride bactérien 

mettra également l’étude des capacités d’hétéro-

ClpATPases et de dimérisation de CtsR de O. oeni

partenaires potentiels du régulateur CtsR chez O. oeni

les cas des bactéries dont le mécanisme de régulation de l’activité de CtsR avaient été élucidés. Il 

L. lactis, ce mécanisme implique un motif en doigt de zinc 

sA ou la protéine ClpE. Nous pouvons nous interroger sur 

Nous avons pu voir qu’aucune protéines codées par le régulon 

CtsR ne portaient ce motif. De même la protéine Hsp33, dont le gène est potentiellement régulé 

R, ne semble pas présenter pas ce motif dans sa séquence peptidique (

L’existence d’une protéine adaptatrice comme McsA chez 

pourrait établir le lien manquant entre CtsR et ClpL1 ou ClpL2.

protéines présentant ce motif particulier par une analyse de la séquence génomique de 

paraît une piste encourageante dans l’élucidation des mécanismes de régulation de l’activité de 

Le ciblage par ARNas comme alternative à la mutagenèse 

Toujours dans l’optique de compréhension des mécanismes d’adaptation de 

tout en s’affranchissant des obstacles de manipulations génétiques de la bactérie,

par production d’ARNas semble une stratégie prometteuse, 

qu’il serait possible d’améliorer. En effet, lors de nos tentatives de modulation de l’expression du 

, deux stratégies de ciblage par ARNas ont été élaborées

5’UTR du gène tandis que l’autre ciblait l’intégralité de sa phase codante. La première stratégie 

s’est révélée non fonctionnelle. Un phénomène de dégradation rapide concomi

de ces ARNas de petite taille (60 pb) pourrait expliquer ce revers. A l’inverse, nous avons pu 

constater que les ARNas ayant une taille proche de 500 pb couvrant l’intégralité du messager 

étaient fonctionnels et permettaient de moduler l’expression des gènes 

de l’ARNas fonctionnel est comparable aux cas décrits dans la littérature chez 

L. lactis (Oddone et al. 2009)

. L’intégralité des fusions traductionnelles permettant l’étude des 

otéines entre CtsR, ClpP, ClpC, ClpX, ClpL1 et ClpL2, vont nous 

permettre d’appréhender les interactions entre CtsR et les différentes protéines pouvant 

potentiellement intervenir dans la régulation de son activité. De plus, le double hybride bactérien 

- ou d’homo

oeni. Jusqu’à maintenant, l’identification des 

oeni a été faite par homol

les cas des bactéries dont le mécanisme de régulation de l’activité de CtsR avaient été élucidés. Il 

ce mécanisme implique un motif en doigt de zinc 

sA ou la protéine ClpE. Nous pouvons nous interroger sur 

Nous avons pu voir qu’aucune protéines codées par le régulon 

CtsR ne portaient ce motif. De même la protéine Hsp33, dont le gène est potentiellement régulé 

R, ne semble pas présenter pas ce motif dans sa séquence peptidique (

L’existence d’une protéine adaptatrice comme McsA chez B. subtilis

pourrait établir le lien manquant entre CtsR et ClpL1 ou ClpL2.

protéines présentant ce motif particulier par une analyse de la séquence génomique de 

on des mécanismes de régulation de l’activité de 

Le ciblage par ARNas comme alternative à la mutagenèse 

Toujours dans l’optique de compréhension des mécanismes d’adaptation de 

stacles de manipulations génétiques de la bactérie,

par production d’ARNas semble une stratégie prometteuse, 

qu’il serait possible d’améliorer. En effet, lors de nos tentatives de modulation de l’expression du 

, deux stratégies de ciblage par ARNas ont été élaborées

5’UTR du gène tandis que l’autre ciblait l’intégralité de sa phase codante. La première stratégie 

s’est révélée non fonctionnelle. Un phénomène de dégradation rapide concomi

de ces ARNas de petite taille (60 pb) pourrait expliquer ce revers. A l’inverse, nous avons pu 

constater que les ARNas ayant une taille proche de 500 pb couvrant l’intégralité du messager 

l’expression des gènes 

de l’ARNas fonctionnel est comparable aux cas décrits dans la littérature chez 

(Oddone et al. 2009)

Discussion

. L’intégralité des fusions traductionnelles permettant l’étude des 

otéines entre CtsR, ClpP, ClpC, ClpX, ClpL1 et ClpL2, vont nous 

permettre d’appréhender les interactions entre CtsR et les différentes protéines pouvant 

potentiellement intervenir dans la régulation de son activité. De plus, le double hybride bactérien 

ou d’homo-oligomérisation des protéines 

Jusqu’à maintenant, l’identification des 

a été faite par homologie en s’appuyant sur 

les cas des bactéries dont le mécanisme de régulation de l’activité de CtsR avaient été élucidés. Il 

ce mécanisme implique un motif en doigt de zinc 

sA ou la protéine ClpE. Nous pouvons nous interroger sur 

Nous avons pu voir qu’aucune protéines codées par le régulon 

CtsR ne portaient ce motif. De même la protéine Hsp33, dont le gène est potentiellement régulé 

R, ne semble pas présenter pas ce motif dans sa séquence peptidique (

B. subtilis n’est pas à exclure et 

pourrait établir le lien manquant entre CtsR et ClpL1 ou ClpL2. Ainsi, l’identification de 

protéines présentant ce motif particulier par une analyse de la séquence génomique de 

on des mécanismes de régulation de l’activité de 

Le ciblage par ARNas comme alternative à la mutagenèse  

Toujours dans l’optique de compréhension des mécanismes d’adaptation de 

stacles de manipulations génétiques de la bactérie,

par production d’ARNas semble une stratégie prometteuse, 

qu’il serait possible d’améliorer. En effet, lors de nos tentatives de modulation de l’expression du 

, deux stratégies de ciblage par ARNas ont été élaborées : l’une ciblait la région 

5’UTR du gène tandis que l’autre ciblait l’intégralité de sa phase codante. La première stratégie 

s’est révélée non fonctionnelle. Un phénomène de dégradation rapide concomi

de ces ARNas de petite taille (60 pb) pourrait expliquer ce revers. A l’inverse, nous avons pu 

constater que les ARNas ayant une taille proche de 500 pb couvrant l’intégralité du messager 

l’expression des gènes ctsR 

de l’ARNas fonctionnel est comparable aux cas décrits dans la littérature chez 

(Oddone et al. 2009),elle ne semble pas être un 
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. L’intégralité des fusions traductionnelles permettant l’étude des 

otéines entre CtsR, ClpP, ClpC, ClpX, ClpL1 et ClpL2, vont nous 

permettre d’appréhender les interactions entre CtsR et les différentes protéines pouvant 

potentiellement intervenir dans la régulation de son activité. De plus, le double hybride bactérien 

oligomérisation des protéines 

Jusqu’à maintenant, l’identification des 

ogie en s’appuyant sur 

les cas des bactéries dont le mécanisme de régulation de l’activité de CtsR avaient été élucidés. Il 

ce mécanisme implique un motif en doigt de zinc 

sA ou la protéine ClpE. Nous pouvons nous interroger sur 

Nous avons pu voir qu’aucune protéines codées par le régulon 

CtsR ne portaient ce motif. De même la protéine Hsp33, dont le gène est potentiellement régulé 

R, ne semble pas présenter pas ce motif dans sa séquence peptidique (Figure 

n’est pas à exclure et 

Ainsi, l’identification de 

protéines présentant ce motif particulier par une analyse de la séquence génomique de 

on des mécanismes de régulation de l’activité de 

 

Toujours dans l’optique de compréhension des mécanismes d’adaptation de O. oeni

stacles de manipulations génétiques de la bactérie,

par production d’ARNas semble une stratégie prometteuse, 

qu’il serait possible d’améliorer. En effet, lors de nos tentatives de modulation de l’expression du 

: l’une ciblait la région 

5’UTR du gène tandis que l’autre ciblait l’intégralité de sa phase codante. La première stratégie 

s’est révélée non fonctionnelle. Un phénomène de dégradation rapide concomitante à la synthèse 

de ces ARNas de petite taille (60 pb) pourrait expliquer ce revers. A l’inverse, nous avons pu 

constater que les ARNas ayant une taille proche de 500 pb couvrant l’intégralité du messager 

ctsR et hsp18. Si la taille 

de l’ARNas fonctionnel est comparable aux cas décrits dans la littérature chez L. rhamnosus 

elle ne semble pas être un 
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. L’intégralité des fusions traductionnelles permettant l’étude des 

otéines entre CtsR, ClpP, ClpC, ClpX, ClpL1 et ClpL2, vont nous 

permettre d’appréhender les interactions entre CtsR et les différentes protéines pouvant 

potentiellement intervenir dans la régulation de son activité. De plus, le double hybride bactérien 

oligomérisation des protéines 

Jusqu’à maintenant, l’identification des 

ogie en s’appuyant sur 

les cas des bactéries dont le mécanisme de régulation de l’activité de CtsR avaient été élucidés. Il 

ce mécanisme implique un motif en doigt de zinc 

sA ou la protéine ClpE. Nous pouvons nous interroger sur 

Nous avons pu voir qu’aucune protéines codées par le régulon 

CtsR ne portaient ce motif. De même la protéine Hsp33, dont le gène est potentiellement régulé 

Figure 20). 

n’est pas à exclure et 

Ainsi, l’identification de 

protéines présentant ce motif particulier par une analyse de la séquence génomique de O. oeni 

on des mécanismes de régulation de l’activité de 

oeni à son 

stacles de manipulations génétiques de la bactérie, 

par production d’ARNas semble une stratégie prometteuse, 

qu’il serait possible d’améliorer. En effet, lors de nos tentatives de modulation de l’expression du 

: l’une ciblait la région 

5’UTR du gène tandis que l’autre ciblait l’intégralité de sa phase codante. La première stratégie 

tante à la synthèse 

de ces ARNas de petite taille (60 pb) pourrait expliquer ce revers. A l’inverse, nous avons pu 

constater que les ARNas ayant une taille proche de 500 pb couvrant l’intégralité du messager 

. Si la taille 

L. rhamnosus 

elle ne semble pas être un 
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critère suffisant pour expliquer la fonctionnalité de la méthode. La structure de la molécule 

d’ARN produite a également son importance. En effet, l’introduction d’un élément stabilisateur à 

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; López-Aguilar et al. 2015). 

Dès 2001, Engdahl et al. montrent que l’ajout d’une structure secondaire de type tige-boucle à 

l’extrémité 5’de l’ARNas augmente sa demi-vie et améliore son taux maximum d’inhibtion pour 

atteindre à 75 % contre 50% en absence de cet élement stabilisateur. Cette technique initialement 

mise au point chez E. coli, a récemment été adaptée à un ARNas porté par un plasmide pMV158 

contrôlant la traduction du gène repB chez Streptococcus pneumoniae (López-Aguilar et al. 

2015). Nous pouvons avancer que la présence d’un terminateur de structure tige-boucle en 3’ de 

l’ARNas présent dans le vecteur pSIPSYN joue ce rôle de stabilisateur. 

Lors de la modulation de l’expression du gène hsp18 par ARNas, nous avons pu mettre en 

évidence, pour la première fois in vivo, l’implication de la protéine dans la thermotolérance et 

l’acidotolérance de O. oeni. Les expériences d’anisotropie de fluorescence ont également montré 

l’implication de la sHsp dans le recouvrement de la fluidité membranaire lors d’un stress 

éthanolique. Nous pouvons alors nous interroger sur l’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 l’expression du gène ctsR par production d’ARNas diminue 

l’acidotolérance et la thermotolérance de O. oeni. Chez L. plantarum, l’inactivation de ctsR et de 

hsp16 affecte la morphologie de l’enveloppe cellulaire, il serait donc intéressant d’observer nos 

souches recombinantes OoASCtsR et OoAS18 en microscopie à force atomique ou en 

microscopie électronique à balayage (Fiocco et al. 2010; Capozzi et al. 2011a). 

Dans la plupart des bactéries à Gram positif décrites jusqu'ici, l’inactivation de ctsR conduit à une 

augmentation de la résistance à la chaleur et de la tolérance au stress général (Nair et al. 2000; 

Chastanet et al. 2001; Karatzas and Bennik 2002; Hüfner et al. 2007; Zotta et al. 2009). Nos 

résultats montrent à l’inverse une sensibilité accrue de la bactérie aux hautes températures et aux 

faibles pH, également observée chez L. plantarum (Fiocco et al. 2010; van Bokhorst-van de Veen 

et al. 2011; van Bokhorst-van de Veen et al. 2013).  Cette différence phénotypique pourrait être 

liée à une surexpression des sHsps. En effet, contrairement aux autres bactéries à Gram positif 

décrites, le régulon ctsR de O. oeni et L. plantarum coordonne l’expression des gènes codant les 
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(Figure 19).
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La série des vecteurs pSIP a récemment été modifiée dans ce but par le remplacement de son 

marqueur de sélection erm par le gène alr de L. plantarum. Le gène alr code une alanine 

racémase qui catalyse l’interconversion de la L-alanine avec la D-alanine, essentielle pour la 

synthèse du peptidoglycane (Hols et al. 1997). L’utilisation de ce gène comme marqueur de 

sélection nécessite une auxotrophie pour la D-alanine de la part de la bactérie hôte provoquée par 

la délétion d’un fragment interne de 30 bp pour L. lactis et 100 bp pour L. plantarum. Les 

bactéries transformantes sont sélectionnées par leur capacité à croître sur un milieu contenant de 

la L-alanine. Il s’agit d’un système de sélection basé sur la complémentation de mutations 

spécifiques dans le gène chromosomique codant une étape essentielle d’une voie métabolique 

(sélection par complémentation) ou conférant une propriété ou un phénotype particulier à un 

organisme (Bron et al. 2002; Peterbauer et al. 2011). Ce système de sélection par 

complémentation nécessite donc deux étapes : (i) la délétion du gène en question dans le 

chromosome, (ii) la construction du vecteur d’expression portant une complémentation 

compatible. Ce système alr a été mis en application chez L. plantarum pour surexprimer une β-

glucosidase et a montré un niveau de sélection comparable à celui utilisant le gène erm (Nguyen 

et al. 2011). Chez S. thermophilus et L. lactis, un gène codant une sHsp montre également une 

efficacité de sélection comparable au gène erm. La sélection par la résistance à haute température 

était uniquement valable dans un organisme dépourvu de sHsp (El Demerdash et al. 2003). Le 

choix de la sHsp utilisée déterminera le système de sélection. Ainsi, la proteine Lo18 de O. oeni 

pourrait également conférer une résistance à l’acidité comme montré chez E. coli (Morel et al. 

2001) Si la délétion d’un gène n’est pas envisageable chez O.oeni, 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 œnologique, dans la limite 

de la législation du pays. Outre la sélection par complémentation, il est possible de sélectionner 

des souches recombinantes par l’apport d’une propriété nouvelle à la bactérie. 

Si le pSIPSYN répond à la demande élémentaire de vecteur d’expression génétique chez O. oeni 

comportant des signaux de transcription adaptés, il ne permet pas encore de répondre aux besoins 

de système d’expression inductible ou de système rapporteur. Le transfert du pSIP409 chez 

O. oeni a constitué un test du gène rapporteur gusA de E. coli sous contrôle du promoteur PSppIP 

inductible par ajout d’un peptide phéromone. L’absence d’activité glucuronidase en présence du 

peptide inducteur laissent deux questions en suspens : (i) l’absence d’activité glucuronidase est-
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elle due à la non-fonctionnalité du système d’expression inductible ? ou (ii) est-ce que 

l’expression d’un gène étranger (gusA) constitue l’étape limitante chez O. oeni ? En effet, à notre 

connaissance, seuls des gènes issus du génome de O. oeni (clpL2 tronqué (Assad-García et al. 

2008), estA2, estA7 (ces travaux), hsp18 (données non montrées) ont pu être exprimés avec 

succès chez O. oeni. Dans tous les cas, il s’agit d’auto-clonage donnant lieu à une mérodiploïdie. 

La bactérie semble réfractaire à tout nouveaux gènes.  

Ces observations nous amènent à nous interroger quant aux explications pouvant être apportées 

face à ses échecs. La difficulté d’expression des gènes étrangers chez O. oeni pourrait s’expliquer 

par un biais de codon c’est-à-dire une préférence particulière de O. oeni dans la fréquence 

d’utilisation de certains codons. Cependant, ce phénomène ne se rencontre pas chez les bactéries 

lactiques utilisées comme hôte en systèmes hétérologues. Ceci prouve encore la non flexibilité de 

O. oeni et son caractère capricieux. Outre ces problèmes d’expression de gènes, la protéine 

finalement synthétisée peut rencontrer des problèmes de repliement ou de stabilité liés aux 

conditions intracytoplasmiques telles que le pHint ou la présence de protéases. A l’inverse, 

différentes expérimentations menées au laboratoire ont montré que l’expression de gènes de 

O. oeni chez d’autres bactéries est tout aussi fastidieuse. Ainsi l’expression du gène cfa de 

O. oeni ne complémente que partiellement les souches mutantes de E. coli (Grandvalet et al. 

2008) et de L. lactis (To et al. 2015). De même, la production des transporteurs du L-malate et du 

citrate de O. oeni chez L. lactis lors des travaux de thèse de Maryse Bonnin-Jusserand s’est 

soldée par un échec (Bonnin-Jusserand 2011). L’absence d’activité glucuronidase suite au 

remplacement du promoteur inductible PSppIP par le promoteur synthétique (PSYN) ou par le 

promoteur de hsp18 (Phsp18) nous a conforté dans l’idée que le gène gusA n’est pas un bon 

candidat pour un sytème rapporteur chez O. oeni. Ce revers nous a amenés à nous tourner vers 

l’utilisation de gènes dont le système rapporteur n’est pas basé sur la détection d’une activité 

enzymatique. Nous avons donc cloné le gène egfp codant une protéine à fluorescence verte 

(enhanced green fluorescent protein) utilisée chez L. reuteri sous le contrôle de trois promoteurs 

différents : le promoteur inductible (PSppIP dans le pSIP409), le promoteur synthétique (PSYN dans 

le pSPISYN) et le promoteur de hsp18 (Phsp18 dans pSIP18, (annexe 1)) (Lizier et al. 2010). La 

détection de fluorescence par cytométrie en flux lorsque le gène egfp est sous le contrôle du PSYN 

et Phsp18 est un signe prometteur quant à l’utilisation de système rapporteur en fusion 

traductionnelle ou transcriptionnelle (Données non montrées). En revanche, l’absence de 



 

fluorescence chez les souches recombinantes de 

nonfonctionnalité de l’indu

 II.

Le nouvel outil d’expression disponible chez 

deux gènes d’estérases, 

lors de la FML

œnologique comme une source nouvelle d’enzymes œnologiques purifiées (estérases et 

glucosidases) et suggèrent une utilisation comme additifs durant la vinification 

2004; Sumby et al. 2009; Sumby et al. 2012a)

s’oriente de nos jours davantage vers un produit dit «

étude s’inscrivait dans cette dynamique en proposant d’élucider le 

estérolytique de 

estA7, ont été exprimés à l’aide du pSIPSYN 

utilisées pour mener la 

esters présents dans le vin et ainsi déterminer leur impact sur le profil aromatique volatil du vin. 

Nous avons montré que l’estérase EstA2 possède une activité majoritairement hydrolytique sur 

les acétate

d'acides gras (C4

EstA7 a une activité de synthèse sur l'acétate d'hexyle en augmentant si

la concentration de cet ester. 
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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 transcrits de estA7. Ces deux 

observations, également faites pour l’estérase EstA2, suggèrent qu’en dépit de la réversibilité de 

leur activité, ces estérases semblent davantage impliquées dans la synthèse que dans l’hydrolyse 

des esters (Sumby et al. 2012b). Cette hypothèse en accord avec nos conclusions sur l’estérase 

EstA7 va, toutefois, à l’encontre de nos observations sur l’estérase EstA2. C’est pourquoi notre 

projet nécessite d’être approfondi par une étude de l’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 estérases de O. oeni influent sur la composition du vin. L’étude des 

signaux de transcription et des mécanismes d’induction de la transcription des gènes 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’à présent, Sumby et al. ont 

montré une induction de la transcription des gènes estA2 et estA7 en présence concomitante 

d’acide butyrique et d’éthanol. Il semble légitime de se demander si les autres précurseurs 

auraient le même rôle inducteur et pourquoi l’éthanol est requis pour l’induction de la 

transcription. 

L’étude des profils aromatiques de souches œnologiques a essentiellement montré que ceux-ci 

variaient en fonction du genre et même de la souche utilisée pour la fermentation malolactique du 

vin étudié. Ainsi, il serait nécessaire de compléter nos travaux par une étude sur un moût issu 

d’un Chardonnay, connu pour ses hautes teneurs en esters ou encore issu d’un Sauvignon afin de 

mieux appréhender les modulations dues à la surexpression des deux estérases étudiées ici. De 

plus, une analyse sensorielle sur l’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 estérases de O.oeni dans un contexte œnologique doit 

maintenant être poursuivi et complété par une étude du schéma d’action des deux autres gènes 

d’estérases de O. oeni : estB et estC. Ces deux estérases sont des estérases intracellulaires 

identifiées par une analyse in silico, respectivement, chez Ooeni8 et Ooeni28, deux souches de 

O. oeni commercialisées par les sociétés Lallemand et CHR Hansen. Si l’action de l’estérase 

EstB est relativement bien caractérisée par des études in vitro montrant une préférence pour les 
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susbtrats synthétiques et naturels à courtes chaines carbonées (C2-C4) et une activité réversible 

de synthèse et d’hydrolyse, aucune donnée n’est disponible quant à ses rôle et action en milieu 

vin lors de la FML (Sumby et al. 2009; Sumby et al. 2012b; Sumby et al. 2013). Concernant 

l’estérase EstC, seule une préférence de substrat comparable à l’estérase EstB a été identifiée in 

vitro lors d’expériences menées à partir de l’enzyme purifiée (Sumby et al. 2012a). Toutefois, 

l’impact aromatique de ces deux estérases en conditions œnologiques reste un domaine inexploré. 

Outre les estérases, les bactéries lactiques possèdent une gamme complète de voies métaboliques 

secondaires et d’enzymes (β-glycosidases, lipases, tannases et protéases) à l’origine de la 

libération de composés volatils à 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 l’œnologie pour l’étude des gènes impliqués dans la modulation du profil 

aromatique du vin lors de la FML. Michlmayr et al. ont récemment identifié le gène bgl codant 

une β-glucosidase, unique représentante de la famille dans le génome de O. oeni (Michlmayr et 

al. 2010). Grâce à leur activité β-glucosidase, les bactéries lactiques d’intérêt œnologique sont 

capables d’influer sur l’empreinte aromatique d’un vin en libérant des composés terpenoïdes à 

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’activité β-glucosidase existe 

parmi les souches de O. oeni (Matthews et al. 2004; Bartowsky and Borneman 2011; Zapparoli et 

al. 2012). A l’instar des études sur les estérases de O. oeni, celles concernant les β-glucosidases 

sont principalement basées sur l’étude de l’activité β-glucosidasique de souches œnologiques en 

milieu vin (Pérez-Martín et al. 2011; Cappello et al. 2014a; Cappello et al. 2014b) ou sur la 

caractérisation in vitro de β-glucosidases purifiées (Michlmayr et al. 2010; Mesas et al. 2012). 

L’expression du gène bgl à l’aide du pSIPSYN permettrait l’étude de l’effet de l’activité β-

glucosidase de O. oeni dans un contexte œnologique et d’identifier son schéma d’action.  
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Bien que O. oeni soit un sujet d’étude particulièrement ingras, la compréhension des mécanismes 

d’adaptation de cette bactérie à son environnement viti-vinicole est essentielle pour l’optimisation 

et la production de ferments malolactiques performants, car que serait le vin sans O. oeni ! 
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CLPBS.MUTANSUA159                     MIDKMTQLVEDSLEEAKELAIAHRNYQLDIPHLWAVLVKP---DQFAFQFYQSLEINTNQ 
CLPCLS.AUREUSFVRH6035                 ------------------------------------------------------------ 
CLPL L.LACTISSUBPLACTIS               ------------------------------------------------------------ 
CLPL2 L.RHAMNOSUSAJ749818              ------------------------------------------------------------ 
CLPLL.PLANTARUMWCFSI                  ------------------------------------------------------------ 
CLPL1 L.RHAMNOSUS                     ------------------------------------------------------------ 
CLPLL.CASEIBL23                       ------------------------------------------------------------ 
CLPL1ATCCBAA-1163                     ------------------------------------------------------------ 
L.MESENTEROIDES_1825/1-716            ------------------------------------------------------------ 
L.MESENTEROIDES_0150/1-716            ------------------------------------------------------------ 
L.CITREUMKM20_00197/1-706             ------------------------------------------------------------ 
L.KIMCHIIIMSNU11154_04605/1-707       ------------------------------------------------------------ 
CLPLS.MUTANSUA159                     ------------------------------------------------------------ 
CLPLS.PNEUMONIAE                      ------------------------------------------------------------ 
CLPEB.SUBTILIS168                     MRCQH------------------CHQNEATIRLNMQINSVHKHMVLCETCYNELTRKPSM 
CLPEL.PLANTARUMWCFSI                  MLCDN------------------CHKNEATIHLYTSVNGQRRQINLCQNCYQLLKNQEQQ 
CLPEE.FAECIUME4453                    ------------------------------------------------------------ 
CLPEE.FAECALISV583                    MICQN------------------CQQNEATIHLYANVNGQRKQLDYCQSCYQKLKNQANN 
CLPEL.LACTISMG1363                    MLCQN------------------CNINEATIHLYTSVNGQKKQIDLCQNCYQIMKSGGQE 
CLPES.MUTANSUA159                     MLCQN------------------CKLNEATIHLYANVNGQQKQIDLCQNCYQIMKTDPEN 
CLPES.PYOGENES                        MLCQN------------------CNLNESTIHLYTSVNGKQRQVDLCQNCYQIMKSDPAN 
CLPL2ATCCBAA-1163                     ------------------------------------------------------------ 
L.MESENTEROIDES_0571/1-684            ------------------------------------------------------------ 
L.CITREUMKM20_01277/1-701             ---------------------------------------------MCASRFFRI------ 
L.KIMCHIIIMSNU11154_08225/1-683       ------------------------------------------------------------ 
                                                                                                   
 
CLPBS.MUTANSUA159                     LIEIINKEIDKIPVLSSTEKSSYARLYSQRLKNLLDDAHQEMIDLKDQVLTVEHLILALF 
CLPCLS.AUREUSFVRH6035                 -------------------------MNNGFFNSDFDSIFRRMMQDMQGSNQVGNKKY-YI 
CLPL L.LACTISSUBPLACTIS               ----------------MA--NFYG--NDPFFNNDRDDVFNQLFRRMDNQNS-ERARY-LV 
CLPL2L.RHAMNOSUSAJ749818              ----------------MA--NFYE--NDPFFNNDMDDVFNQLFRRMDNQNS-ERARY-LV 
CLPLL.PLANTARUMWCFSI                  ----------------MA--NFYG--NDPFFNNDMDDVFNQLFRRMDNQNS-ERARY-LV 
CLPL1 L.RHAMNOSUS                     ----------------MA--NF----NDPFFNHGMDDVFNQMLQGMGK--G-ESARY-VV 
CLPLL.CASEIBL23                       ----------------MA--NF----NDPFFNHDMDDVFNQMLQGMGK--G-ESARY-VV 
CLPL1ATCCBAA-1163                     ----------------MANNDYFNNSNNDPF-NSMDDIFNNLMGRMNGINS-ES-RY-LI 
L.MESENTEROIDES_1825/1-716            ----------------MASNDFF----NDPFGSDMNDIFNNMMGNMNGMNS-ENRRY-LI 
L.MESENTEROIDES_0150/1-716            ----------------MANNDFF----NDPFGSDMNDIFNNMMGNMNGMNS-ENRRY-LI 
L.CITREUMKM20_00197/1-706             ----------------MANNNFF----NDPFGSDMNDIFNNMMGNMNGYNS-ENRRY-LI 
L.KIMCHIIIMSNU11154_04605/1-707       ----------------MANDNFF----NDPFGSNMNDIFNNMMGNMNGYNS-ENRRY-LI 
CLPLS.MUTANSUA159                     ----------------MANFNGR-----DPF-GNMDDIFNQLMGNMGGYNS-ENRRY-LI 
CLPLS.PNEUMONIAE                      ------------------MNNNF-----NNF-NNMDDLFNQLMGGMRGYSS-ENRRY-LI 
CLPEB.SUBTILIS168                     S----------------MGPQSFG-FP-------FEHAFQ-------------------- 
CLPEL.PLANTARUMWCFSI                  PNNGVGG--------ADMAQDPFG-FG------GLDDIFRAMQGGVDPNNAYRQQ----- 
CLPEE.FAECIUME4453                    ----------------MAQNDPFG-FG------NLDDLFRSMSRQMQQQGNYEQ------ 
CLPEE.FAECALISV583                    SPQ-------------NMGQDPFG-FG------SLDDLYRSLSRQMQQGNPYEQ------ 
CLPEL.LACTISMG1363                    ALF-------------GAGNASNG-NSDEPFNPF-NDIFSALQG-QDFNGAASN------ 
CLPES.MUTANSUA159                     GPL-------------NHLSQQ----NSSSINPFFDDFFGDLNNFRAFNNQDLP------ 
CLPES.PYOGENES                        SIL-------------NGLTPGYR-AQNRSTSPFFDDFFGDLNNFRAFGN--LP------ 
CLPL2ATCCBAA-1163                     ------M--------ADYNDDPFV-FGNF----NVDDIFRQLNGQMANMQQANNG----- 
L.MESENTEROIDES_0571/1-684            ----------------MAQQDSFG-FGN------LDEMFRAMNEQMAQAQGQQN------ 
L.CITREUMKM20_01277/1-701             ---THGD--------IMASQDPFG-FGNI----NFDEMMRAMNEQMQTSSANQST----- 
L.KIMCHIIIMSNU11154_08225/1-683       ----------------MASQDPFG-FSNI----NFDEMMRAMNDQMQSAQDNSQA----- 
                                                                         :                         
 
CLPBS.MUTANSUA159                     NQQRNPITVFLLEQ-------GLNKEKLYQKMH--RIRKGKPAISSSQETIYDALEKYAV 
CLPCLS.AUREUSFVRH6035                 NGKEVSPEELAQLTQQGSNQSAEQSAQAFQQ-------AAQ-RQQGQQGGNGNYLEQIGR 
CLPL L.LACTISSUBPLACTIS               NGQSLTPDEFAQYRATGKLPQNNKTIEVS-------------KDGKQAVKKGGILEKLGT 
CLPL2L.RHAMNOSUSAJ749818              NGKSLTPDEFAQYRATGKLPQNNKTIEVS-------------KDGKQAVKKGGILEKLGT 
CLPLL.PLANTARUMWCFSI                  NGQSLTPDEFAQYRATGKLPQNNKTIEVS-------------KDGKQAVKKGGILEKLGT 
CLPL1 L.RHAMNOSUS                     NGHEMTPDEFAQYRATGQLPKQGDEIPVE-------------TTGKQAVKKGGILEKLGR 
CLPLL.CASEIBL23                       NGHEMTPDEFAQYRATGQLPKQGDEIPVE-------------TTGEQAVKKGGILEKLGR 
CLPL1ATCCBAA-1163                     NGQEVSPEEFAAYRQSGKMPINGQFQEVGSQAQPGQLGTAV-SQKNGQSKKTGILEKLGR 
L.MESENTEROIDES_1825/1-716            NGREVTPEEFVQYRQTGKLPQGLQAANAT----NGQPVAQQ-AGQPGQVKQEGMLAKLGR 
L.MESENTEROIDES_0150/1-716            NGREVTPEEFVQYRQTGKLPQGLQAANAT----NGQPVAQQ-AGQPGQVKQEGMLAKLGR 
L.CITREUMKM20_00197/1-706             NGQEVTPEQFAQYRQSGQLPQGGQQGQVS-----GNGRMTA--QQSGQPKQEGMLAKLGR 
L.KIMCHIIIMSNU11154_04605/1-707       NGQEVTPEQFAQYRQGGQLPNGQQQAPTA-----GNGRMVA-PQQPGQVKQEGMLAKLGR 
CLPLS.MUTANSUA159                     NGREVSPEEFAQYRQTGKLPGNPEIQ------------QA--QAAARTPKEDSILTKLGN 
CLPLS.PNEUMONIAE                      NGREVTPEEFAHYRATGQLPGNAGAD------------VQI-PQQASGMKQDGVLAKLGR 
CLPEB.SUBTILIS168                     --------------------------------------PKE-HSAAKQSEKKGLLDELAQ 
CLPEL.PLANTARUMWCFSI                  ---QTPPTQPAGPN-----GGN----------------------RRGNNNGGGLLGQYGF 
CLPEE.FAECIUME4453                    ----TPPTQFGGNN-----NFNG----------------GQ-PPQG---NTEGLLGEYGI 
CLPEE.FAECALISV583                    ---QTPPTQFGDGG-------NG----------------GQ-PPRGGAGAGQGLLGEYGI 
CLPEL.LACTISMG1363                    ---QTPPTQTGG------------------------RGPRG-PQNPRAKQPKGMLEEFGI 
CLPES.MUTANSUA159                     ---NTPPTQAGGGN-----GNGG-----------NNRRPGG-PQQQASQKPNGLLEEFGI 
CLPES.PYOGENES                        ---NTPPTQAGQNG-----NGGGRYGGNY-----NGQRPAQ-P-QTPNQQAKGLLEEFGI 
CLPL2ATCCBAA-1163                     ---SAQ------------------------------ARPGN-TGGNNNKKKNGLLEQFGI 
L.MESENTEROIDES_0571/1-684            --------------------------------------TQA-QKNNNGNKKRRLLDEFGI 
L.CITREUMKM20_01277/1-701             -----S------------------------------N-TTQ-DKKNKQNKRPTLLEEYGI 
L.KIMCHIIIMSNU11154_08225/1-683       ---NFG------------------------------S-QQQ-NKKDKNKKRPTLLEEYGI 
                                                                                            * : .  
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CLPBS.MUTANSUA159                     NLNQRALDEPVNKIIGRQDEMNDIIRILSRKNKNNAVLVGHSGVGKTAIIEGFVQRLVKN 
CLPCLS.AUREUSFVRH6035                 NLTQEARDGLLDPVIGRDKEIQETAEVLSRRTKNNPILVGEAGVGKTAIVEGLAQAIVEG 
CLPL L.LACTISSUBPLACTIS               NLTEQARDGLLDPVIGREKEIQETAEILSRRTKNNAILVGDAGVGKTAVVEGLAQAIVAG 
CLPL2L.RHAMNOSUSAJ749818              NLTEQARDGLLDPVIGRENEIQETAEILSRRTKNNPILVGDAGVGKTAVVEGLAQAIVAG 
CLPLL.PLANTARUMWCFSI                  NLTEQARDGLLDPVIGRENEIQETAEILSRRTKNNPILVGDAGVGKTAVVEGLAQAIVAG 
CLPL1 L.RHAMNOSUS                     NLTQEAKDGLLDPVIGRDHEIQETAEILSRRTKNNPILVGDAGVGKTAVVEGLAQAIVKG 
CLPLL.CASEIBL23                       NLTQEAKDGLLDPVIGREHEIQETAEILSRRTKNNPILVGDAGVGKTAVVEGLAQAIVKG 
CLPL1ATCCBAA-1163                     NLTEEARQGKLDPVIGRNKEIQETAEILSRRTKNNPVLVGDAGVGKTAVVEGLAQAIING 
L.MESENTEROIDES_1825/1-716            NLTKEARDGLLDPVIGRNKEIQETAEILGRRTKNNPVLVGDAGVGKTAVVEGLAQAIVNG 
L.MESENTEROIDES_0150/1-716            NLTKEARDGLLDPVIGRNKEIQETAEILGRRTKNNPVLVGDAGVGKTAVVEGLAQAIVNG 
L.CITREUMKM20_00197/1-706             NLTQEARDGLLDPVIGRNKEIQETAEILGRRTKNNPVLVGDAGVGKTAVVEGLAQAIVNG 
L.KIMCHIIIMSNU11154_04605/1-707       NLTQEARDGLLDPVIGRNKEIQETAEILGRRTKNNPVLVGDAGVGKTAVVEGLAQAIVNG 
CLPLS.MUTANSUA159                     NLTEEARQGNLDPVIGRNKEIQETAEILARRTKNNPVLVGDAGVGKTAVVEGLAQAIVNG 
CLPLS.PNEUMONIAE                      NLTAEAREGKLDPVIGRNKEIQETSEILSRRTKNNPVLVGDAGVGKTAVVEGLAQAIVNG 
CLPEB.SUBTILIS168                     NITNGAKAGLIDPVIGRDEEVARVIEILNRRNKNNPVLIGEPGVGKTAIAEGLALKIAEG 
CLPEL.PLANTARUMWCFSI                  NLTAQAKQGKIDPVIGRDTEINRVIEILNRRTKNNPVLIGEAGVGKTAVVEGLAQKIVSG 
CLPEE.FAECIUME4453                    NITEQARQGDIDPVIGRDDEIKRVIEILNRRTKNNPVLIGEPGVGKTAVVEGLAQKIVDG 
CLPEE.FAECALISV583                    NITEAARQGDIDPVVGRDQEIKRVIEILNRRTKNNPVLIGEPGVGKTAVVEGLAQKIVDG 
CLPEL.LACTISMG1363                    NITESARRGEIDPVIGRDEEIKRVIEILNRRTKNNPVLIGEPGVGKTAVVEGLAQKIVDG 
CLPES.MUTANSUA159                     NLTDIARKGEIDPVIGRDEEITRVIEILNRRTKNNPVLIGEPGVGKTAVVEGLAQKIVDG 
CLPES.PYOGENES                        NVTDIARNGNIDPVIGRDEEITRVIEILNRRTKNNPVLIGEPGVGKTAVVEGLAQKIIDG 
CLPL2ATCCBAA-1163                     NITEQARKGKLDPVIGRGKEVERVIEILNRRTKNNPVLIGEPGVGKTAVVEGLAQAIVAK 
L.MESENTEROIDES_0571/1-684            NLTKQARDGKLDPVIGRDNEVARTIEILNRRTKNNPVLIGEPGVGKTAIVEGLAQAIVAG 
L.CITREUMKM20_01277/1-701             NLTQQAREGKLDPVIGRDQEISRTIEILNRRTKNNPVLIGEAGVGKTAVVEGLAQAIVAN 
L.KIMCHIIIMSNU11154_08225/1-683       NLTQQAREGKLDPVIGRDLEVARTIEILNRRTKNNPVLIGEPGVGKTAVVEGLAQAIVAN 
                                      *:.  *    :: ::**  *:    .:* *:.*** :*:*. ******: **:.  :    
 
CLPBS.MUTANSUA159                     QVPKNLQGKVIYSLDIGALLAGTKYRGEFEERFKALLNDIIDSNGQIILFIDEIHSIVSA 
CLPCLS.AUREUSFVRH6035                 NVPAAIKDKEIISVDISSLEAGTQYRGAFEENIQKLIEGV-KSSQNAVLFFDEIHQIIGS 
CLPL L.LACTISSUBPLACTIS               KVPETIQDKEIYSIDLSSLEAGTQYRGSFEENIKQLVEEV-KAAGNIILFFDEIHQILGT 
CLPL2L.RHAMNOSUSAJ749818              KVPETLQDKEIYSIDLSSLEAGTQYRGSFEENIKQLVKEV-KAAGNIILFFDEIHQIIGT 
CLPLL.PLANTARUMWCFSI                  KVPETIQDKEIYSIDLSSLEAGTQYRGSFEENIKQLVKEV-KAAGNIILFFDEIHQIIGT 
CLPL1 L.RHAMNOSUS                     NVPESIKDKQIWSIDLSNLEAGTQYRGSFEEKIQNLIKEV-KAAGNVILFFDEIHQILGA 
CLPLL.CASEIBL23                       NVPESIKDKQIWSIDLSNLEAGTQYRGSFEEKIQNLIKEV-KAAGNVILFFDEIHQILGA 
CLPL1ATCCBAA-1163                     NVPAAIKGKEIYSIDISALEAGTQYRGSFEENIQKLISEV-KSAGNVILFFDEIHQILGA 
L.MESENTEROIDES_1825/1-716            DVPAAIKDKEIYSIDISSLEAGTQFRGAFEENIQNLLKEV-KQAGNVILFFDEIHQILGA 
L.MESENTEROIDES_0150/1-716            DVPAAIKDKEIYSIDISSLEAGTQFRGAFEENIQNLLKEV-KQAGNVILFFDEIHQILGA 
L.CITREUMKM20_00197/1-706             DVPEAIKDKEIYSIDISSLEAGTQFRGAFEENIQNLMKEV-KAAGNVILFFDEIHQILGA 
L.KIMCHIIIMSNU11154_04605/1-707       DVPAAIKDKEIYSIDISSLEAGTQFRGAFEENIQNLMKEV-KTAGNVILFFDEIHQILGA 
CLPLS.MUTANSUA159                     DVPASIKNKEVISIDISGLEAGTQYRGAFEENIQNLVKEV-KEAGNIILFFDEIHQILGA 
CLPLS.PNEUMONIAE                      DVPAAIKNKEIISIDISGLEAGTQYRGSFEENVQNLVNEV-KEAGNIILFFDEIHQILGA 
CLPEB.SUBTILIS168                     DVPNKLKNKELYLLDVASLVANTGIRGQFEERMKQLITEL-KERKNVILFIDEIHLLVGA 
CLPEL.PLANTARUMWCFSI                  QVPQKLLDKEIIRLDVASLVQGTGIRGQFEQRMQQLMKEV-QSNPNIILFIDEIHEIMGA 
CLPEE.FAECIUME4453                    DVPQKLMDKEVIRLDVVSLVQGTGIRGQFEERMQKLIEEI-RQAENVILFIDEVHEIVGA 
CLPEE.FAECALISV583                    DVPQKLLDKEVIRLDVVSLVQGTGIRGQFEERMQKLIEEI-TEAENVILFIDEVHEIVGA 
CLPEL.LACTISMG1363                    DVPQKLQNKEVIRLDVVSLVQGTGIRGQFEERMQKLMDEI-RKRNDVIMFIDEIHEIVGA 
CLPES.MUTANSUA159                     DVPQKLHGKNVIRLDVVSLVQGTGIRGQFEERMQKLMEEI-RQRQDVILFIDEIHEIVGA 
CLPES.PYOGENES                        TVPQKLQGKQVIRLDVVSLVQGTGIRGQFEERMQKLMEEI-RNRKDVILFIDEIHEIVGA 
CLPL2ATCCBAA-1163                     KVPDKLINKEVIRLDMVSLVQGTSMRGQFEARMQQLMKEV-ESRDEVILFIDEIHEIMGA 
L.MESENTEROIDES_0571/1-684            KVPEKLQHKEVIRLEMSALVQGTSMRGQFEARMRELMKEV-TNSDDVILFIDEIHEIMGA 
L.CITREUMKM20_01277/1-701             KVPEKLRSKEVIRLDMSAMVQGTAMRGQFEGRMRQLMKEV-ASNDDVILFIDEIHEIMGA 
L.KIMCHIIIMSNU11154_08225/1-683       KVPEKLRSKEVIRLDMSAMVQGTAMRGQFEARMRQLMKEV-AENDDVILFIDEVHEIMGA 
                                       **  :  * :  :::  :   *  ** ** ..: *:  :     : ::*:**:* ::.: 
 
CLPBS.MUTANSUA159                     GRT----EGSVDAASILKPLLARGKIRIIGSTTHAEYRESIEYDRALERRFQRILVHEPD 
CLPCLS.AUREUSFVRH6035                 GATGSD-SGSKGLSDILKPALSRGEISIIGATTQDEYRNNILKDAALTRRFNEVLVNEPS 
CLPL L.LACTISSUBPLACTIS               GATGGE-DGGKGLADIIKPALSRGELSVIGATTQDEYRNTILKNAALARRFNDVVINEPT 
CLPL2L.RHAMNOSUSAJ749818              GATGGE-DGGKGLADIIKPALSRGELTVIGATTQDEYRNTILKNAALARRFNEVVINEPT 
CLPLL.PLANTARUMWCFSI                  GATGGE-DGGKGLADIIKPALSRGELTVIGATTQDEYRNTILKNAALARRFNDVVINEPT 
CLPL1 L.RHAMNOSUS                     GATGGEESGGKGLADIIKPALSRGEITVIGATTQDEYRNTIMKDSALARRFNDVTINEPS 
CLPLL.CASEIBL23                       GATGGEESGGKGLADIIKPALSRGEITVIGATTQDEYRNTIMKDSALARRFNDVTINEPT 
CLPL1ATCCBAA-1163                     GNTGEE-SGSNGMADILKPALSRGEVSVIGATTQDEYRNTIMKNAALVRRFNEVTVNAPS 
L.MESENTEROIDES_1825/1-716            GSTGGE-DGGKGLADIIKPALSRGEISLIGATTQDEYRNTIMKNAALARRFNEVTVNAPS 
L.MESENTEROIDES_0150/1-716            GSTGGE-DGGKGLADIIKPALSRGEISLIGATTQDEYRNTIMKNAALARRFNEVTVNAPS 
L.CITREUMKM20_00197/1-706             GSTGGE-DGGKGLADIIKPALSRGEISLIGATTQDEYRNTIMKNAALARRFNEVTVNAPS 
L.KIMCHIIIMSNU11154_04605/1-707       GSTGGE-DGGKGLADIIKPALSRGEISVIGATTQDEYRNTIMKNAALARRFNEVTVNAPS 
CLPLS.MUTANSUA159                     GSTGGD-SGSKGLADIIKPALSRGELTVIGATTQDEYRNTIMKNAALARRFNEVKVNAPS 
CLPLS.PNEUMONIAE                      GSTGGD-SGSKGLADILKPALSRGELTVIGATTQDEYRNTILKNAALARRFNEVKVNAPS 
CLPEB.SUBTILIS168                     GSA----EGSMDAGNILKPALARGELQVIGATTLKEYRQ-IEKDAALERRFQPVMVQEPS 
CLPEL.PLANTARUMWCFSI                  GNA----EGGMDAGNVLKPALARGDFQLVGATTLNEYRD-IEKDAALARRFQPVTVNEPS 
CLPEE.FAECIUME4453                    GSAG---DGNMDAGNILKPALARGELQMVGATTLNEYRI-IEKDAALERRMQPVRVDEPT 
CLPEE.FAECALISV583                    GAAG---DGNMDAGNILKPALARGELQLVGATTLNEYRI-IEKDAALERRMQPVQVDEPT 
CLPEL.LACTISMG1363                    GSAG---DGNMDAGNILKPALARGELQLVGATTLNEYRI-IEKDAALERRMQPVKVDEPS 
CLPES.MUTANSUA159                     GSAG---DGNMDAGNILKPALARGELQLVGATTLNEYRI-IEKDAALERRMQPVKVDEPS 
CLPES.PYOGENES                        GSAG---DGNMDAGNILKPALARGELQLVGATTLNEYRI-IEKDAALERRMQPVKVDEPS 
CLPL2ATCCBAA-1163                     GNA----EGGMDAGNILKPALARGEFQLIGATTLKEYRN-IEKDGAVSRRFQEVMVEEPS 
L.MESENTEROIDES_0571/1-684            GNA----EGGMDAGNILKPALARGEFQLIGATTLNEYRK-IEKDGAIARRFQPVQVEEPS 
L.CITREUMKM20_01277/1-701             GNA----EGGMDAGNILKPALARGEFQLIGATTLNEYRK-IEKDGAIARRFQPVQVNEPS 
L.KIMCHIIIMSNU11154_08225/1-683       GNA----EGGMDAGNILKPALARGEFQLIGATTLNEYRK-IEKDGAIARRFQPVQVEEPS 
                                      * :    .*    ..::** *:**.. ::*:**  ***  *  : *: **:: : :. *  
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CLPBS.MUTANSUA159                     LDYTMEILKGLKPIYENFHGVRLEEDGLEAAASLSKRYISDRFLPDKALDLIDEACAAKR 
CLPCLS.AUREUSFVRH6035                 AKDTVEILKGIREKFEEHHQVKLPDDVLKACVDLSIQYIPQRLLPDKAIDVLDITAAHLS 
CLPL L.LACTISSUBPLACTIS               AADTLRILQGVKELYEKHHHVVLPDDVLKAAVDYSIQYIPQRTLPDKAIDLIDMTAAHLA 
CLPL2L.RHAMNOSUSAJ749818              AADTLRILQGVKKLYEKHHHVVLPDDVLKAAVDYSIQYIPQRTLPDKAIDLIDMTAAHLA 
CLPLL.PLANTARUMWCFSI                  AADTLRILQGVKKLYEKHHHVVLPDDVLKAAVDYSIQYIPQRTLPDKAIDLIDMTAAHLA 
CLPL1 L.RHAMNOSUS                     AADTVKILEGVKKLYEQHHHVQLPENVLKAAVDYSIQYIPQRSLPDKAIDLIDMTAAHLA 
CLPLL.CASEIBL23                       AADTVKILEGIKKLYEQHHHVQLPENVLKAAVDYSIQYIPQRSLPDKAIDLIDMTAAHLA 
CLPL1ATCCBAA-1163                     PQDTLAILKGVRSLYEKHHHVKFPDDALKAAVDYSVQYIPQRSLPDKAIDLVDMTAAHLS 
L.MESENTEROIDES_1825/1-716            PKDTLEILKGIAKLYEKHHHVSLPENVLKAAVDYAVQYIPQRSLPDKAIDLLDMTAAHLS 
L.MESENTEROIDES_0150/1-716            PKDTLEILKGIAKLYEKHHHVSLPENVLKAAVDYAVQYIPQRSLPDKAIDLLDMTAAHLS 
L.CITREUMKM20_00197/1-706             AKDTLEILKGIAALYEKHHHVSLPEEVLKAAVDYSVQYIPQRSLPDKAIDLLDMTAAHLS 
L.KIMCHIIIMSNU11154_04605/1-707       PQDTLQILKGIAALYEKHHHVSLPDSVLKAAVDYAVQYIPQRSLPDKAIDLLDMTAAHLS 
CLPLS.MUTANSUA159                     AEDTYEILKGISALYEQHHNVILPKEVLKAAVDLSVQYIPQRSLPDKAIDLVDMTAAHLA 
CLPLS.PNEUMONIAE                      AEDTFKILQGIRDLYQQHHNVILPDEVLKAAVDYSVQYIPQRSLPDKAIDLVDVTAAHLA 
CLPEB.SUBTILIS168                     IEQAILILQGIKDKYEAYHGVTFSDEAIKACVTLSSRYIQDRHLPDKAIDLLDEAGSKAN 
CLPEL.PLANTARUMWCFSI                  VEESIKILEGIQKKYEDYHHVKYDQDAIVAAVKLSNRYIQDRFLPDKAIDLLDEAGSRKN 
CLPEE.FAECIUME4453                    VEETISILKGLQKRYEDYHHVKYTDEAIEAAATLSNRYVQDRFLPDKAIDLLDETGSKKN 
CLPEE.FAECALISV583                    VAETITILHGLQKRYEDYHHVKYTDEAINAAANLSNRYIQDRFLPDKAIDLLDESGSKMN 
CLPEL.LACTISMG1363                    VDETITILRGIQARYEDYHHVKYTDEAIEAAAHLSNRYIQDRFLPDKAIDLLDESGSKKN 
CLPES.MUTANSUA159                     VAETITILKGIQPKYEDYHHVKYTDEAIEAAANLSNRYIQDRFLPDKAIDLLDEAGSKMN 
CLPES.PYOGENES                        VEETITILKGIQPKYEDYHHVKYSPAAIEAAAHLSNRYIQDRFLPDKAIDLLDEAGSKMN 
CLPL2ATCCBAA-1163                     RTEAVEILKGLRPKYEDFHHVKYPDDVLETAVDLSDRYIPERFLPDKAIDLIDEAGSRKN 
L.MESENTEROIDES_0571/1-684            KEETITILEGISERYEKYHYVTFSDSALQAAVELSDRYIPERFLPDKAIDLLDEAGSRKN 
L.CITREUMKM20_01277/1-701             KSATITILKGIQKRYEDYHHVAFTDEAITAAVELSDRYITERFLPDKAIDLIDEAGSRKN 
L.KIMCHIIIMSNU11154_08225/1-683       KEATVTILKGIQQRYEAYHHVRFTDDAIAAAVDLSDRYIPERFLPDKAIDLIDEAGSRKN 
                                         :  **.*:   :: .* *      : :..  : :*: :* *****:*::* : :    
 
CLPBS.MUTANSUA159                     LASHAYPVQMTNLSQQLISEKIRLLRLTDSDTDDKFKLNNHLEQLEEQKSQLLANWQRER 
CLPCLS.AUREUSFVRH6035                 AQSPAVD---------------------------KVETEKRISELENDKRKAVS------ 
CLPL L.LACTISSUBPLACTIS               AKNSQTD---------------------------VETLDQRLKKLEAAKEAAIK------ 
CLPL2L.RHAMNOSUSAJ749818              AKNSQTD---------------------------VETLDQRVKKLEAAKEAAVK------ 
CLPLL.PLANTARUMWCFSI                  AKNSQTD---------------------------VETLDQRVKKLEAAKEAAVK------ 
CLPL1 L.RHAMNOSUS                     SKHPIVD---------------------------KVELEKQIKDLNAQKDAAAK------ 
CLPLL.CASEIBL23                       SKHPIVD---------------------------KVELEKQIKDLNTQKDAAAK------ 
CLPL1ATCCBAA-1163                     AQHPVTD---------------------------KVSLENDLKNAKTEQDQAAA------ 
L.MESENTEROIDES_1825/1-716            AKNPVTD---------------------------KVSLEKQMSDAKAKQEKAVA------ 
L.MESENTEROIDES_0150/1-716            AKNPVTD---------------------------KVSLEKQMSDAKAKQEKAVA------ 
L.CITREUMKM20_00197/1-706             AKNPVTD---------------------------KVSLEKALSEAKAKQDKAVA------ 
L.KIMCHIIIMSNU11154_04605/1-707       AKNPVTD---------------------------KVSLEKQLNDTKAKQERAVT------ 
CLPLS.MUTANSUA159                     AQHPATD---------------------------VKTLEKEIQTEKDKQQAAAE------ 
CLPLS.PNEUMONIAE                      AQHPVTD---------------------------VHAVEREIEAEKEKQEKAVE------ 
CLPEB.SUBTILIS168                     LLIDELN---------------------------DEDAAERLTAIEAEKTKALE------ 
CLPEL.PLANTARUMWCFSI                  LTLKTVD---------------------------PKTIQEKIDEAEKQKQDALK------ 
CLPEE.FAECIUME4453                    LTIQIVD---------------------------PKTIEKKLQEAEEQKVLASR------ 
CLPEE.FAECALISV583                    LTIQLVD---------------------------PKTIDKKLAEAEQQKQQASA------ 
CLPEL.LACTISMG1363                    LTLKFVD---------------------------PEDINRRIADAESKKNEATK------ 
CLPES.MUTANSUA159                     LTLNFVD---------------------------PKEIDHRLIEAENLKAQATR------ 
CLPES.PYOGENES                        LTLNFVD---------------------------PKEIDKRLIEAENLKAQATR------ 
CLPL2ATCCBAA-1163                     LHLEFVS---------------------------PEEIQQKINNAEAMKQQAIE------ 
L.MESENTEROIDES_0571/1-684            LTMKVAD---------------------------PKTIQVNIEAADKLKQEAID------ 
L.CITREUMKM20_01277/1-701             LSMKIAD---------------------------PKTIQAKIDHAESLKQEAID------ 
L.KIMCHIIIMSNU11154_08225/1-683       LTMTITD---------------------------PKAIQSKIDTADKLKQEAID------ 
                                                                               :   .  :            
 
CLPBS.MUTANSUA159                     ELLDQVQELRSHLTALEEQANLALENNQVADYVRLEDEEIRKCHQKMTALEKERLDSQKI 
CLPCLS.AUREUSFVRH6035                 -----------------------AEEYKKADDIQNEIKSLQDKLEN---S-------NGE 
CLPL L.LACTISSUBPLACTIS               -----------------------AEDFTKAADIKKSIEETEQKIKE---T-------DQK 
CLPL2L.RHAMNOSUSAJ749818              -----------------------SEDFKKAADIKKSIEETKQKIKE---T-------DQK 
CLPLL.PLANTARUMWCFSI                  -----------------------SEDFTKAADIKKSIEETKQKIKK---T-------DQK 
CLPL1 L.RHAMNOSUS                     -----------------------AEDFEKAANLKKEIADKQHQLEG---T-------NNE 
CLPLL.CASEIBL23                       -----------------------AEDFEKAANLKKTIADKQHQLDG---T-------KDE 
CLPL1ATCCBAA-1163                     -----------------------KEDFEKAAAAKKRVEELEDKLKN---VSS----ENKK 
L.MESENTEROIDES_1825/1-716            -----------------------DEDYEAALKYKNQIADLEKKVGS---A-------DEA 
L.MESENTEROIDES_0150/1-716            -----------------------DEDYEAALKYKNQIADLEKKVGS---A-------DEA 
L.CITREUMKM20_00197/1-706             -----------------------DEDFEAALNQKNRIAELEKKIAG---A-------DEA 
L.KIMCHIIIMSNU11154_04605/1-707       -----------------------EEDFEAALKYKNTIAELEKKISG---A-------DEA 
CLPLS.MUTANSUA159                     -----------------------KEDYEEALKSKTKIDKLQAQIDN---H-------TEG 
CLPLS.PNEUMONIAE                      -----------------------AEDFEAALNYKTRIAELEKKIEN---H-------TED 
CLPEB.SUBTILIS168                     -----------------------EENYELAAKLRDEEIALDKKLNS---SSA-------H 
CLPEL.PLANTARUMWCFSI                  -----------------------KEDYEKAAYYRDQVAKLEKAKPD---ESS-DQPN--N 
CLPEE.FAECIUME4453                    -----------------------EEDFEKAAYYRDQINKLQKMKER---QLT----E--E 
CLPEE.FAECALISV583                    -----------------------EEDFEKAAYYRDQINKLQAMKEK---QIS----D--E 
CLPEL.LACTISMG1363                    -----------------------AEDFEKAAHFRDQISKLRELQKQ---EVT----D--E 
CLPES.MUTANSUA159                     -----------------------DEDYEKAAYFRDQIAKYKEMQSA---KLD----K--E 
CLPES.PYOGENES                        -----------------------DEDYERAAYFRDQITKYKEMQAQ---KVD----E--Q 
CLPL2ATCCBAA-1163                     -----------------------KEDYEKASYWRDQVDNLQKQKKV---AEE--NPENVA 
L.MESENTEROIDES_0571/1-684            -----------------------KEDFEKASYWRDQVNQLESQKAQ---VEA--HPEMS- 
L.CITREUMKM20_01277/1-701             -----------------------KEDFEKASYWRDQANQLTSQKAQ---VEA--HPEMF- 
L.KIMCHIIIMSNU11154_08225/1-683       -----------------------KEDFEKASYWRDQTNQLESQKVQ---VEA--HPEMF- 
                                                              *:   *   :                           
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CLPBS.MUTANSUA159                     INVTVTREDIAAVVERLTGIKVQGVMENERDRLLHLEELLHQKIVGQDQAVQKVSQAIIR 
CLPCLS.AUREUSFVRH6035                 HTAVATVHDISDTIQRLTGIPVSQMDDNDIERLKNISNRLRSKIIGQDQAVEMVSRAIRR 
CLPL L.LACTISSUBPLACTIS               EKITATIDDVAQSVERLTGIPVSDMGANDIERLKNLDKRLKSKVIGQDEAVEMVAKAIRR 
CLPL2L.RHAMNOSUSAJ749818              EKITATIDDVAQSVERLTGIPVSDMGANDIEHLKNLDKRLKSKVIGQDEAVEMVAKAIRR 
CLPLL.PLANTARUMWCFSI                  EKITATIDDVAQSVERLTGIPVADMGANDIEHLKNLDKRLKSKVIGQDEAVEMVAKAIRR 
CLPL1 L.RHAMNOSUS                     KPVVATPNDVAAAVERLTGIPVSKLGASDIERLKGIGKRLKGKVIGQDEAVDMVARAIRR 
CLPLL.CASEIBL23                       KPVVATPNDVAAAVERLTGVPVSKLGASDIERLKGIGKRLKGKVIGQDEAVEMVARAIRR 
CLPL1ATCCBAA-1163                     EEVVVKPNDIAQSVERLTGIPVAKMGANDIERLKGIAGRLKGKVIGQNEAVEAVARAVRR 
L.MESENTEROIDES_1825/1-716            KKVEATPNDVAESVERLTGIPVAQMGASDIERLKTIGDRLAGKVIGQDEAVSMVAKAIRR 
L.MESENTEROIDES_0150/1-716            KKVEATPNDVAESVERLTGIPVAQMGASDIERLKTIGDRLAGKVIGQDEAVSMVAKAIRR 
L.CITREUMKM20_00197/1-706             TKVVATTNDVAESVERLTGIPVSQMGASDIERLKTIGQRLAGKVIGQDEAVNMVARAIRR 
L.KIMCHIIIMSNU11154_04605/1-707       TKVIATANDVAQSVERLTGIPVSQMGASDIERLKTIGTRLAGKVIGQDEAVNMVARAIRR 
CLPLS.MUTANSUA159                     QKVTATINDVAEAVERLTGIPVSQMGSSDIERLKEMNSRLKGKVIGQDEAVEAVSRAIRR 
CLPLS.PNEUMONIAE                      MKVTASVNDVAESVERMTGIPVSQMGASDIERLKDMAHRLQDKVIGQDKAVEAVARAIRR 
CLPEB.SUBTILIS168                     SDVTVEAEHIQDIIEQKTGIPVGKLQADEQTKMKELEAKLRERVIGQEVAVQKVAKAVRR 
CLPEL.PLANTARUMWCFSI                  DTATVTVKDMEQIVEEKTSIPVGDLQAKEQAQMKTLAPDLKSTVIGQDQAVEAVSRAIRR 
CLPEE.FAECIUME4453                    ETPVITEKDMEKIVEQRTGIPVGELKEKEQTQLKNLADDLKAHVIGQDNAVDRVAKAIRR 
CLPEE.FAECALISV583                    ETPVITEKDIEAIVEQKTGIPVGDLKEKEQTQLKNLAVDLKAHVVGQDDAVDKVAKAIRR 
CLPEL.LACTISMG1363                    DMPVITEKDIEQIVEQKTQIPVGDLKEKEQTQLINLADDLKAHVIGQDEAVDKISKAIRR 
CLPES.MUTANSUA159                     NTPVITEKNIEVIVEQKTNIPVGELKEKEQSQLIHLADDLKTRVIGQDAAVDKIAKAIRR 
CLPES.PYOGENES                        DIPIITEKTIEAIVEQKTNIPVGDLKEKEQSQLVNLANDLKAHVIGQDDAVDKIAKAIRR 
CLPL2ATCCBAA-1163                     NAATVTVSDIAKIIEEKTKIPVGDLKKNEASQLKDLDTHLRAHVIGQNEAVERVSRAVRR 
L.MESENTEROIDES_0571/1-684            KPQTVTEQDILKIVEDKTDIPVGALKENEANQLKDLDKNLSKHVIGQDEAVEKLAKAIRR 
L.CITREUMKM20_01277/1-701             KPQAITEKDILQIIEDKTDIPVGALKENEANQLQTLDQNLSTHIIGQDDAVATVAKAIRR 
L.KIMCHIIIMSNU11154_08225/1-683       KPQTITEKDILKIIEDKTDIPVGDLKDNEANQLQELDSHLSDHVIGQELAVQTVAKAIRR 
                                               :   ::  * : *  :  .:  ::  :   *   ::**: **  :::*: * 
 
CLPBS.MUTANSUA159                     SRAGIQNPKRPIGSFLFLGPTGVGKTALAKRLAEVLFGSELEMVRLDMSEYMEKHAVSRL 
CLPCLS.AUREUSFVRH6035                 NRAGFDDGNRPIGSFLFVGPTGVGKTELAKQLAIDLFGNKDALIRLDMSEYSDTTAVSKM 
CLPL L.LACTISSUBPLACTIS               NRAGFSEGDQPIGSFLFVGPTGVGKTELAKQLALDMFGNENAIIRLDMSEYADRTAVSKL 
CLPL2L.RHAMNOSUSAJ749818              NRAGFSEGDQPIGSFLFVGPTGVGKTELAKQLALDMFGNENAIIRLDMSEYADRTAVSKL 
CLPLL.PLANTARUMWCFSI                  NRAGFSEGDQPIGSFLFVGPTGVGKTELAKQLALDMFGNKNAIIRLDMSEYADRTAVSKL 
CLPL1 L.RHAMNOSUS                     NRAGFDEGNRPIGSFLFVGPTGVGKTELAKQLALDLFGSKDAIIRLDMSEYSDRTAVSKL 
CLPLL.CASEIBL23                       NRAGFDEGNRPIGSFLFVGPTGVGKTELAKQLALDLFGSKDAIIRLDMSEYSDRTAVSKL 
CLPL1ATCCBAA-1163                     NRAGFDEGNRPIGSFLFVGPTGVGKTELAKQLALDMFGSKDAIIRLDMSEYSDLTASSKL 
L.MESENTEROIDES_1825/1-716            NRAGFDEGNRPIGSFLFVGPTGVGKTELAKQLALDMFGSKDNIVRLDMSEYSDLTAVSKL 
L.MESENTEROIDES_0150/1-716            NRAGFDEGNRPIGSFLFVGPTGVGKTELAKQLALDMFGSKDNIVRLDMSEYSDLTAVSKL 
L.CITREUMKM20_00197/1-706             NRAGFDEGNRPIGSFLFVGPTGVGKTELAKQLALDMFGSKENIIRLDMSEYSDLTAVSKL 
L.KIMCHIIIMSNU11154_04605/1-707       NRAGFDEGNRPIGSFLFVGPTGVGKTELAKQLALDMFGSKENIVRLDMSEYADLTAVSKL 
CLPLS.MUTANSUA159                     NRAGFDEGNRPIGSFLFVGPTGVGKTELAKQLALDMFGSKDSIIRLDMSEYSDRTAVSKL 
CLPLS.PNEUMONIAE                      NRAGFDEGNRPIGSFLFVGPTGVGKTELAKQLALDMFGTKDAIIRLDMSEYSDRIAVSKL 
CLPEB.SUBTILIS168                     SRAGLKSKNRPVGSFLFVGPTGVGKTELSKTLADELFGTKDAIIRLDMSEYMEKHAVSKI 
CLPEL.PLANTARUMWCFSI                  NRIGLNGTGRPIGSFMFVGPTGVGKTELAKQLAKELFGSQDAMIRFDMSEYMEPHSVAKL 
CLPEE.FAECIUME4453                    NRVGLNKQNRPIGSFLFVGPTGVGKTELAKQLAYELFGSQDSMIRFDMSEYMEKHSVSKL 
CLPEE.FAECALISV583                    NRVGLGKQNRPIGSFLFVGPTGVGKTELAKQLAFELFGSEDSMVRFDMSEYMEKHSVSKL 
CLPEL.LACTISMG1363                    SRVGLGKPNRPIGFFLFVGPTGVGKTELAKQLAKELFGSSESMIRFDMSEYMEKHSVAKL 
CLPES.MUTANSUA159                     NRVGLGTPNRPIGSFLFVGPTGVGKTELSKQLAIELFGSEDSMIRFDMSEYMEKHAVAKL 
CLPES.PYOGENES                        NRVGLGTPNRPIGSFLFVGPTGVGKTELSKQLAIELFGSTNNMIRFDMSEYMEKHAVAKL 
CLPL2ATCCBAA-1163                     NRIGLTKSGRPIGSFLFVGPTGVGKTETAKQLAKEMFGSEESMIRFDMSEYMEPQSISKL 
L.MESENTEROIDES_0571/1-684            NRIGLTKSGRPIGSFLFVGPTGVGKTETAKQLAKEMFGSKDAMIRFDMSEYMEKHTVSKM 
L.CITREUMKM20_01277/1-701             NRIGLTKSGRPIGSFLFVGPTGVGKTELAKQLAQEMFGSKDALIRFDMSEYMEKHAVSKL 
L.KIMCHIIIMSNU11154_08225/1-683       NRIGLTKSGRPIGSFLFVGPTGVGKTELAKQLAKEMFGSKEALIRFDMSEYMEKHAVSKM 
                                      .* *:    :*:* *:*:********  :* **  :**.   ::*:***** :  : ::: 
 
CLPBS.MUTANSUA159                     VGPPPGYVGYEE-GGQLTEAVRQRLYSIVLLDEIEKAHPDVFNTLLQVLDEGRLTDSKGR 
CLPCLS.AUREUSFVRH6035                 IGTTAGYVGYDDNSNTLTEKVRRNPYSVILFDEIEKANPQILTLLLQVMDDGNLTDGQGN 
CLPL L.LACTISSUBPLACTIS               IGTSAGYVGYEDNANTLTERVRRNPYSIVLLDEIEKADPQVLTLLLQVMDDGRLTDGQGN 
CLPL2L.RHAMNOSUSAJ749818              IGTSAGYVGYEDNANTLTERVRRNPYSIVLLDEIEKADPQVLTLLLQVMDDGRLTDGQGN 
CLPLL.PLANTARUMWCFSI                  IGTSAGYVGYEDNANTLTERVRRNPYSIVLLDEIEKADPQVLTLLLQVMDDGRLTDGQGN 
CLPL1 L.RHAMNOSUS                     IGTSAGYVGYNDNKNTLTEQVRRNPYSIVLLDEIEKADPQVLTLLLQVLDDGRLTDGQGN 
CLPLL.CASEIBL23                       IGTSAGYVGYNDNNNTLTEQVRRNPYSIVLLDEIEKADPQVLTLLLQVLDDGRLTDGQGN 
CLPL1ATCCBAA-1163                     IGTSAGYVGYNDNQNTLTEKVRRNPYSIVLLDEIEKANPQIITLLLQVLDDGRLTDGQGN 
L.MESENTEROIDES_1825/1-716            IGTTAGYVGYDDNSNTLTEKVRRNPYSIILLDEIEKANPQVVTLLLQVMDDGRLTDGQGN 
L.MESENTEROIDES_0150/1-716            IGTTAGYVGYDDNSNTLTEKVRRNPYSIILLDEIEKANPQVLTLLLQVMDDGRLTDGQGN 
L.CITREUMKM20_00197/1-706             IGTTAGYIGYDDNSNTLTEKVRRNPYSIVLLDEIEKANPQVLTLLLQVMDDGRLTDGQGN 
L.KIMCHIIIMSNU11154_04605/1-707       IGTTAGYVGYDDNSNTLTEKVRRNPYSIVLLDEIEKANPQVLTLLLQVMDDGRLTDGQGN 
CLPLS.MUTANSUA159                     IGTTAGYVGYDDNSNTLTERVRRNPYSIVLLDEIEKADSQVITLLLQVLDDGRLTDGQGN 
CLPLS.PNEUMONIAE                      IGTTAGYVGYDDNSNTLTERVRRNPYSIILLDEIEKADPQVITLLLQVLDDGRLTDGQGN 
CLPEB.SUBTILIS168                     IGSPPGYVGHEE-AGQLTEKVRRNPYSIVLLDEIEKAHPDVQHMFLQIMEDGRLTDSQGR 
CLPEL.PLANTARUMWCFSI                  IGSPPGYVGYEE-AGQLTEQVRRHPYSLVLLDEVEKAHPDVMHMFLQILDDGRLTDSQGR 
CLPEE.FAECIUME4453                    IGSPPGYVGYEE-AGQLTEKVRRNPYSLVLLDEVEKAHPDVLHMFLQILDDGRLTDAQGR 
CLPEE.FAECALISV583                    IGSPPGYVGYDE-AGQLTEKVRRNPYSLILLDEIEKAHPDVLHMFLQILDDGRLTDAQGR 
CLPEL.LACTISMG1363                    IGAPPGYVGYEE-AGQLTERVRRNPYSLILLDEIEKAHPDVMHMFLQILEDGRLTDAQGR 
CLPES.MUTANSUA159                     VGAPPGYVGYEE-AGQLTEKVRRNPYSLILLDEVEKAHPDVMHMFLQVLDDGRLTDGQGR 
CLPES.PYOGENES                        VGAPPGYVGYEE-AGQLTEQVRRNPYSLILLDEVEKAHPDVMHMFLQVLDDGRLTDGQGR 
CLPL2ATCCBAA-1163                     IGAPAGYVGYEE-AGQLTEQVRRHPYSLILLDEIEKAHRDVMNMFLQILDDGRLTDSQGH 
L.MESENTEROIDES_0571/1-684            IGAPAGYVGYEE-AGQLTEQVRRRPYSLVLFDEVEKAHPDVMNMFLQILDDGRLTDAQGH 
L.CITREUMKM20_01277/1-701             IGAPAGYVGYEE-AGQLTEQVRRHPYSLVLIDEAEKAHPDVMNMFLQILDDGRLTDAQGH 
L.KIMCHIIIMSNU11154_08225/1-683       IGAPAGYVGYEE-AGQLTEQVRRHPYSLILIDEAEKAHPDVMNMFLQILDDGRLTDAQGH 
                                      :*   **:*:::    *** **:. **::*:** ***. ::   :**::::*.***.:*. 
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CLPBS.MUTANSUA159                     TIDFKNTILIMTSNIGSTNILQSLQDSGCIT--SEVRYKVLDELNHSFRPEFLNRIDETV 
CLPCLS.AUREUSFVRH6035                 VINFKNTIIICTSNAGFGNGND------------AEEKDIMHEMKKFFRPEFLNRFNGIV 
CLPL L.LACTISSUBPLACTIS               VINFKNTIIIATSNAGFGNEAL--------SGDKQRDQSLMDKLAPFFRPEFLNRFNGIV 
CLPL2L.RHAMNOSUSAJ749818              VISFKNTIIIATSNAGFGNEAL--------SGDKQRDQSLMDKLAPFFRPEFLNRFNGIV 
CLPLL.PLANTARUMWCFSI                  VINFKNTIIIATSNAGFGNEAL--------SGDKQRDQSLMDKLAPFFRPEFLNRFNGIV 
CLPL1 L.RHAMNOSUS                     VVDFKNTVIIATSNAGFGNEAL--------TGEKEKDEDLMKRLAPYFRPEFLNRFNGIV 
CLPLL.CASEIBL23                       VVDFKNTVIIATSNAGFGNETL--------TGKKEQDEDLMKRLAPYFRPEFLNRFNGIV 
CLPL1ATCCBAA-1163                     VVNFKNTVVIATSNAGFGNESD--------NKK-DQDKSIIERLEPYFRPEFLNRFNAIV 
L.MESENTEROIDES_1825/1-716            VVNFKNTVIIATSNAGFGHNSS------------DADQDLMAKLAPYFRPEFLNRFNGVI 
L.MESENTEROIDES_0150/1-716            VVNFKNTVIIATSNAGFGHNSS------------DADQDLMAKLAPYFRPEFLNRFNGVI 
L.CITREUMKM20_00197/1-706             VVNFKNTVIIATSNAGFSDK---------------REGDLMSRLAPYFRPEFLNRFNGVI 
L.KIMCHIIIMSNU11154_04605/1-707       VVNFKNTVIIATSNAGFSDK---------------SDGELMDRLAPYFRPEFLNRFNGVI 
CLPLS.MUTANSUA159                     TINFKNTVIIATSNAGFGNEAL--------TGQEDKDMKIMDRIAPYFRPEFLNRFNAVI 
CLPLS.PNEUMONIAE                      TVNFKNTVIIATSNAGFGYEAN--------LTEDADKPELMDRLKPFFRPEFLNRFNAVI 
CLPEB.SUBTILIS168                     TVSFKDTVIIMTSNAGAGEKQ-TKVGFQSDDSV-IEEQTLIDSLSMFFKPEFLNRFDSII 
CLPEL.PLANTARUMWCFSI                  TVSFKDTIIIMTSNAGTGDSE-ANVGFGAAA--EGKTHDITSRLTDYFKPEFLNRFDDII 
CLPEE.FAECIUME4453                    TVSFKDTIIIMTSNAGTGKVE-ANVGFGAAR--EGVTRSVLNQLNNYFTPEFLNRFDGII 
CLPEE.FAECALISV583                    TVSFKDTIIIMTSNAGTGAVE-ANVGFGAAR--EGVTKSVLGQLNNFFTPEFLNRFDGII 
CLPEL.LACTISMG1363                    TVSFKDSLIIMTSNAGTGKVE-ASVGFGAAR--EGRTKSVLGQLGDFFSPEFMNRFDGII 
CLPES.MUTANSUA159                     TVSFKDTIIIMTSNAGTGKSE-ANVGFGASR--EGRTNSVLGELGNFFSPEFMNRFDGII 
CLPES.PYOGENES                        TVSFKDTIIIMTSNAGTGKSE-ASVGFGAAR--EGRTSSVLGELSNFFSPEFMNRFDGII 
CLPL2ATCCBAA-1163                     VVSFKDTIVIATSNAGSGDVGNNPVGFAAETAEDSAEHRLVEKLKNYFKPEFLNRFDAIV 
L.MESENTEROIDES_0571/1-684            IVSFKDTVIIMTSNAGSTDTGNTPVGFAQVD----QQNRLMQRLENYFRPEFLNRLDDII 
L.CITREUMKM20_01277/1-701             VVSFKDTIVIMTSNAGSTDTGNTPMGFNQVD----AQSRLLQRLENYFRPEFLNRFDDII 
L.KIMCHIIIMSNU11154_08225/1-683       VVSFKDTVIIMTSNAGSTDTGNTPMGFNQID----SQSRLLQRLESYFRPEFLNRFDDII 
                                       :.**::::* *** *                       :   :   * ***:**::  : 
 
CLPBS.MUTANSUA159                     LFNALSEKDMTGVVKVMVSDLQARLLEQDIHLTLTESVYILLAKEGFDAAFGARPMQRTI 
CLPCLS.AUREUSFVRH6035                 EFLHLDKDALQDIVNLLLDDVQVTLDKKGITMDVSQDAKDWLIEEGYDEELGARPLRRIV 
CLPL L.LACTISSUBPLACTIS               EFSHLTKQDLSQIVDLMLADVQKTLAKKSIKLEVTKAAKDWLMEQGYDESMGARPLRRVI 
CLPL2L.RHAMNOSUSAJ749818              EFSHLTKQDLSQIVDLMLADVQKTLAKKSIKLEVTKAAKDWLMEQGYDEAMGARPLRRVI 
CLPLL.PLANTARUMWCFSI                  EFSHLTKQDLSQIVDLMLADVQKTLAKKSIKLEVTKAAKDWLMEQGYDEAMGARPLRRVI 
CLPL1 L.RHAMNOSUS                     EFSHLTKNDLGKIVDLMLEDVNKTLAKKGITLTVTDAAKDWLIAQGYDEAMGARPLRRVI 
CLPLL.CASEIBL23                       EFSHLTKKDLGKIVDLMLDDVNNTLTKKGITLTVTAAAKDWLIEQGYDEAMGARPLRRVI 
CLPL1ATCCBAA-1163                     EFSHLSKEDLKQIVELMLTEVNQTLAKKGIKLEVTQAAKDYLMNQGYDEAMGARPLRRVI 
L.MESENTEROIDES_1825/1-716            EFSTLTKDDLKQIVDLMLDDVNKTLAKKDLTLHVSDEVKDHLIEDGYDEALGARPLRRVI 
L.MESENTEROIDES_0150/1-716            EFSTLTKDDLKQIVDLMLDDVNKTLAKKDLTLHVSDEVKDHLIEDGYDEALGARPLRRVI 
L.CITREUMKM20_00197/1-706             EFSALTKDDLKQIVDLMLDDVNQTLAKKELTLQVSEAVKNHLIEAGYDEAMGARPLRRVI 
L.KIMCHIIIMSNU11154_04605/1-707       EFSALSKDDLKQIVDLMLADVNQTLAKKSLTLQVSDAVKNQLIESGYDEALGARPLRRVI 
CLPLS.MUTANSUA159                     EFSHLSKEDLDEIVNLMLSEVNTTLAKKGIDLVVSDSAKAHLIEEGYDEAMGVRPLRRVI 
CLPLS.PNEUMONIAE                      EFSHLTKEDLSKIVDLMLAEVNQTLAKKDIDLVVSQAAKDYITEEGYDEVMGVRPLRRVV 
CLPEB.SUBTILIS168                     EFRSLEKEHLVKIVSLLLGELEETLSERGISLSVTDEAKEILAELGYHPSFGARPLRRTI 
CLPEL.PLANTARUMWCFSI                  QFNALSKENLMKIVGLMIEDVNGMLANQGLHVHVTEPVEEKLVELGYNPQMGARPLRRVI 
CLPEE.FAECIUME4453                    EFSALSKENLMTIVTLMLDDVNQMLAAQQLHIEVPTNVKEKLVDLGYDPSMGARPLRRTI 
CLPEE.FAECALISV583                    EFKALSKENLMNIVSLMLEEVNGLLAKQKLHIEVPTEVKEKLVDLGYDPAMGARPLRRTI 
CLPEL.LACTISMG1363                    EFSALSKENLLKIVDLMLDEVNEQIGRNDIHLSVTQAAKEKLVDLGYNPAMGARPLRRII 
CLPES.MUTANSUA159                     EFQALSKDNLLQIVSLMLDDVNQRLAVNAIHLDVTDKVKEKLVDLGYDPKMGARPLRRTI 
CLPES.PYOGENES                        EFKALSKEHLLHIVDLMLEDVNERLGYNGIHLDVTQKVKEKLVDLGYDPKMGARPLRRTI 
CLPL2ATCCBAA-1163                     EFKELGKSELSKITGLMLDQMNSMLADNNLHVDVDRTAKDKLVELGFNPEMGARPLRRVI 
L.MESENTEROIDES_0571/1-684            DFQPLSQDHLLKIVDLLLTDMNENLSDNDLHIDLSTAAKQKLVELGYDPAMGARPLRRVM 
L.CITREUMKM20_01277/1-701             EFQTLTQKHLLTIVDLLLADMNANLADNNLNVIVSDSAKAKLAELGYNPALGARPLRRVL 
L.KIMCHIIIMSNU11154_08225/1-683       EFQQLSKTHLLSIVDLMIADMNVNLADNHLNVRVSDAAKAKLAELGYNPTLGARPLRRVL 
                                       *  * :  :  :. ::: :::  :  . : : :   .   :   *:.  :*.**::* : 
 
CLPBS.MUTANSUA159                     MQKLENPLALYLIQNQKNKEKETFVTVSVKDKKLKFTFS--------------------- 
CLPCLS.AUREUSFVRH6035                 EQQVRDKITDYYLDHTDVKHVDIDV----EDNELVVKGK--------------------- 
CLPL L.LACTISSUBPLACTIS               EQQIRDKVTDFYLDHLDVKNLKADL----VDAEIVISAA--------------------- 
CLPL2L.RHAMNOSUSAJ749818              EQQIRDKVTDFYLDHLDVKNLKADL----VDGEIVISAA--------------------- 
CLPLL.PLANTARUMWCFSI                  EQQIRDKVTDFYLDHLDVKNLKADL----VDAEIVISAA--------------------- 
CLPL1 L.RHAMNOSUS                     ERNIRDKVTDFYLDHLKAKKLQADL----IDGAIIVSEVQPASDKPKKEASGAK------ 
CLPLL.CASEIBL23                       ERNIRDKVTDFYLDHLKAKKLQADL----VDDAIVISEKQPTAGKSKKVADGAK------ 
CLPL1ATCCBAA-1163                     EQQIRDKVTDFYLDNLNAKNLKADI----DNGTIKITGK--------------------- 
L.MESENTEROIDES_1825/1-716            EQQIRDQVTDFYLDNPGEKSLSADL----VDGKVVISAVVEKTAVTN------------- 
L.MESENTEROIDES_0150/1-716            EQQIRDQVTDFYLDNPGEKSLSADL----VDGKVVISAVVEKTAVTN------------- 
L.CITREUMKM20_00197/1-706             EQQIRDQVTDFYLDNPGEKHLSADL----VDGKVVISAVIDK------------------ 
L.KIMCHIIIMSNU11154_04605/1-707       EQQIRDQVTDFYLDNPGEKQLSADL----IDGKVVISAVVSQ------------------ 
CLPLS.MUTANSUA159                     EQEIRDKVTDFYLDHTDVKHLKAEM----QDDKLIIEEA--------------------- 
CLPLS.PNEUMONIAE                      EQEIRDKVTDFHLDHLDAKHLEADM----EDGVLVIREKA-------------------- 
CLPEB.SUBTILIS168                     QEWIEDKMTDLLLDNSEITSFHVTA----EDHTIKVQAK--------------------- 
CLPEL.PLANTARUMWCFSI                  QEQIEDRIADFYLDHGDVKNMVAKV----EDGKIVLAAETKSE----------------- 
CLPEE.FAECIUME4453                    QEQIEDGIAEFYLDHPSIHELKAKL----DKDGKIIVTSKPERLAKESAEET--A-E--- 
CLPEE.FAECALISV583                    QEQIEDGIAEYYLDHPENHQLVAAL----DNEGKIIVTGAQEVTKTETSTSD--QAE--- 
CLPEL.LACTISMG1363                    QENIEDSIADFYIEHPEYKQLVADL----IDDKIVISNQTQETAETTDEEVP--AE---- 
CLPES.MUTANSUA159                     QEHIEDAITDFYLEHPEQKELKAIM----TSNGKIVIKASNKVETVTKATSD-------- 
CLPES.PYOGENES                        QDYIEDAITDYYLEHPTEKQLRALM----TNSENITIKAVKEGDSFLNEESL--D----- 
CLPL2ATCCBAA-1163                     QEQIEDKVADFYLDNPNAHQLKAVL----NKDGNIVLVPKKINAPAKTIPSDVPATNQKD 
L.MESENTEROIDES_0571/1-684            QDKIADGIADFYLEHPDVHHLQADI----V--HNEFVISEVKPEPVTVNKI--------- 
L.CITREUMKM20_01277/1-701             QDKIADQLADYYLAHPASTVLLADL----DDANH-IVITENQASPVKA------------ 
L.KIMCHIIIMSNU11154_08225/1-683       QDKIADHLADYYLEHPESTQLFADI----DNITNDIVISEN------------------- 
                                         : : ::   : .                                              
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Figure annexe 1 : Alignement des séquences peptidiques des ClpATPases de classe I identifiés dans le génome des bactéries 
de la famille des Leuconostocaceae contre les séquences peptidiques de ClpE 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 gènes codant des Clp-ATPases de classe I 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 modèle de Poisson. L’arbre est construit par 
mesure des distances moyennes calculées à 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) 
Mise en évidence des domaines conservés : deux domaines NBD (AAA-1 : bleu clair et AAA-2 en vert foncé), le motif [V/M-G-
F] de fixation à la protéine ClpP apparaît en vert et le motif en doigt de zinc apparaît en rose, le domaine D2-small mise en 
évidence chez S. mutans pour interagir avec CtsR apparaît en rouge, le motif conservé de 8 acides aminés mit en évidence 
chez L. lactis et S. pneumoniae est surligné en jaune. 

 

 

 



Résumé 

 

O. oeni est responsable de la fermentation malolactique des vins. Elle doit en permanence s’adapter aux 
fluctuations physico-chimiques de son environnement. La production de protéines Hsp constitue un 
mécanisme majeur d’adaptation de la bactérie à son environnement. Chez O. oeni, la protéine CtsR est 
l’unique régulateur identifié à ce jour des gènes hsp. Ce manuscrit aborde la caractérisation des 
mécanismes de régulation de la réponse au stress chez O. oeni. Une partie de ce travail a consisté à 
développer un nouvel outil d’expression de gènes chez O. oeni. Cet outil a permis l’étude de la fonction in 
vivo du gène hsp18 par une technique de modulation de l’expression de gènes par synthèse d’ARN 
antisens (ARNas). La production d’ARNas ciblant l’ARN messager du gène hsp18 entraîne une 
diminution du taux protéique de Lo18 et induit une perte de cultivabilité en conditions de stress. Ces 
résultats montrent, pour la 1ère fois in vivo, l’implication de Lo18 dans la thermotolérance et 
l’acidotolérance de O. oeni. Cette même approche appliquée au gène ctsR a induit une perte de 
cultivabilité en conditions de stress confirmant le rôle clef du locus ctsR dans la réponse au stress de 
O. oeni. Les mécanismes de régulation de l’activité de CtsR ont été appréhendés par complémentation 
d’un mutant ctsR déficient de B. subtilis via l’expression de ctsR de O. oeni. Des tests de thermoinduction 
mettent en  évidence la thermosensibilité du CtsR de O. oeni dont l’activité est levée à une température 
inférieure à 33°C. Le pSIPSYN est un outil prometteur valorisé au cours de ce travail par une étude 
évaluant l’impact de deux estérases de O. oeni, EstA2 et EstA7 sur le profil aromatique du vin.  

 

Mot-clefs : Oeonococcus oeni, réponse au stress, régulateur transcriptionnel CtsR, sHsp Lo18, ARN 
antisens et estérases EstA2 & EstA7. 

Abstract 

O. oeni is responsible for wine malolactic fermentation. As any organism, O. oeni tries to adapt its 
physiology to environmental fluctuations by producing Hsp proteins encoded by the hsp genes. In O. oeni, 
CtsR is currently the only regulator of hsp genes. As an alternative to the lack of genetic tool, with the 
goal of understanding the mechanisms of O. oeni stress response, we developed a new expression vector, 
the pSIPSYN, to produce antisense RNA targeting of hsp18 mRNA. The synthesis of hsp18 asRNA 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 time in vivo involvement of Lo18 in thermotolerance and acidotolerance in O. oeni. 
The O. oeni ability of the membrane fluidity restoration of after ethanol stress was strongly affected in the 
presence of asRNAof hsp18 gene. Then, the ctsR function in O. oeni was investigated with this new 
genetic tool. Inhibition of the ctsR expression by asRNA approach induced a loss of cultivability after heat 
or acid shock confirming the key role of ctsR locus in the O. oeni stress response. B. subtilis was used to 
characterize the regulation of CtsR activity. The ctsR gene of O. oeni was expressed to complement a B. 
subtilis ctsR-deficient strain and restore the wild-type phenotype. Thermoinduction tests performed to 
understand the thermosensibility of CtsR showed that O. oeni CtsR 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 impact of O. oeni two esterases, and EstA2 EstA7 on wine ester 
profile.  
 
Key-words: Oeonococcus oeni, stress response, transcriptionnal repressor CtsR, sHsp Lo18, antisense 
RNA and esterases EstA2 & EstA7. 
 

 


