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Résumé : 

Photorhabdus luminescens est une entérobactérie retrouvée en symbiose avec les nématodes 

du genre Heterorhabditis. Dans les sols, ce complexe némato-bactérien est pathogène d’insectes 

ravageurs et est utilisé en contrôle biologique. Le nématode pénètre dans l’insecte et libère la 

bactérie dans l’hémolymphe. Photorhabdus va ensuite se multiplier et secréter divers facteurs de 

virulence comme des toxines. L’insecte meurt de septicémie puis le nématode et la bactérie vont se 

nourrir du cadavre. Une fois les ressources épuisées, le complexe némato-bactérien va se reformer et 

sortir du cadavre à la recherche d’une nouvelle cible. Plusieurs exemples d’hétérogénéité 

phénotypique ont été décrits chez cette bactérie amenant chacun à la présence de sous-populations 

dans une culture bactérienne. Cette hétérogénéité phénotypique peut-être causée par des 

mécanismes épigénétiques et plus précisément par la méthylation de l’ADN. Chez les 

entérobactéries, la méthyltransférase Dam est très conservée. Elle méthyle les adénines des sites 

GATC et est impliquée dans la réparation des erreurs lors de la réplication de l’ADN, la régulation du 

cycle cellulaire mais aussi la régulation de divers gènes. Cette méthyltransférase est en compétition 

avec certain régulateurs transcriptionnel. Selon qui de la méthyltransférase ou du régulateur se fixera 

en premier, le gène sera ou non exprimé donnant naissance à deux sous-populations. Cette thèse a 

pour objectif de mettre en évidence les rôles de la méthyltransférase Dam chez Photorhabdus 

luminescens. Dans un premier temps, j’ai montré que la surexpression de Dam (Dam+)  amène une 

diminution de la mobilité et du pouvoir pathogène de la bactérie mais à l’inverse augmente sa 

capacité à former des biofilms. Une analyse transcriptomique (RNAseq) a montré des différentiels 

d’expression de certains gènes impliqués dans les phénotypes observés. En recombinant la souche 

de Photorhabdus Dam+ avec les nématodes hôtes, l’effet sur la pathogénicité a été augmenté en 

comparaison des résultats après injection de la bactérie seule. L’établissement de la symbiose 

némato-bactérienne avec cette souche Dam+ n’est pas significativement impacté par rapport à la 

souche sauvage. Enfin l’analyse du  méthylome (détection de tous les sites méthylés sur le génome 

grâce à la technique SMRT) de Photorhabdus dans diverses phases de croissance nous a permis de 

déterminer que la méthylation par Dam semble être stable aux différents temps de la croissance 

bactérienne testés chez Photorhabdus. Le méthylome de la souche Dam+ a confirmé l’hypothèse que 

cette surexpression augmentait le taux de méthylation des sites GATC sur le génome. La comparaison 

combinée entre le RNAseq et les sites GATC différentiellement méthylés entre la souche contrôle et 

Dam+ a mis en évidence certains gènes candidats ressortant de ces deux analyses. En effet, certains 

gènes sont différentiellement exprimés dans les deux souches et ont un différentiel de méthylation 

au niveau de sites GATC dans leur région promotrice, l’étude détaillée de leur régulation par la 

méthylation fait maintenant partie des perspectives et permettront peut-être d’expliquer une partie 

des phénotypes observés chez Photorhabdus luminescens. 

 

Mots-clefs : Méthyltransférase, Virulence, Régulation de la transcription, Méthylome, 

RNAseq 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Abstract : 

Photorhabdus luminescens is an Enterobacteriaceae found in soils in symbiosis with a nematode 

from the genus Heterorhabditis. This nemato-bacterial complex is highly pathogenic against insect 

pest crops and so used in biocontrol. The nematode enters into the insect and releases Photorhabdus 

in the hemolymph of the insect. Photorhabdus multiplies and produces diverse virulence factors as 

toxins. Insect die from septicemia and both nematodes and bacteria feed on the nutrients in the 

cadaver. Once nutrients are lacking, the nematodes and the bacteria reassociate and exit from the 

cadaver to find new insects to infect. Photorhabdus is switching between pathogenic and symbiotic 

state. This bacterium displays phenotypic heterogeneity as we observe subpopulations coexisting in a 

same bacterial culture. Phenotypic heterogeneity can be explained by epigenetic mechanisms such 

as DNA methylation. In Enterobacteriaceae, Dam methyltransferase is broadly distributed. It 

methylates the adenine of GATC sites. Dam is involved in post-replicative mismatch repair, cell-cycle 

regulation and also gene transcription regulation. This methyltransferase can be in competition with 

some transcriptional regulators. Depending on which will bind first on the promoter region, gene will 

be expressed or not, leading to the rise of two subpopulations. This thesis aims to understand roles 

of Dam in Photorhabdus luminescens. Overexpression of the methyltransferase leads to a decrease in 

motility and pathogenicity of Photorhabdus Dam+ strain whereas it increases biofilms formation. A 

transcriptomic analysis (RNAseq) revealed differential expression of genes involved in the observed 

phenotypes. Symbiosis establishment does not seem to be strongly impacted in Dam+ strain as the 

only difference observed when compared to the nematode associated with the control strain is the 

same as with bacteria alone (a delayed virulence). A methylome analysis was also done (screening of 

all methylated sites in the genome using SMRT sequencing) in several growth conditions which 

revealed that DNA methylation is stable over growth kinetics. Dam+ strain methylome analysis 

confirmed the hypothesis that Dam overexpression increases GATC methylation over the genome. 

Comparative analysis of methylome and RNAseq experiments between control and Dam+ strains 

highlighted several common genes. In fact, some genes are differentially expressed between both 

strains and also have GATC sites differentially methylated in their promoter region. Their 

transcription regulation by methylation is a future aim and may give some explanation for a part of 

the phenotypes observed in Photorhabdus luminescens. 

 

 

Keywords: Methyltransferase, Virulence, Gene transcription regulation, Methylome, 

RNAseq 
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Abréviations 

LPS – Lipopolysaccharide 

MTase – Méthyltransférase 

Dam – DNA Adénine Méthyltransférase 

Dcm – DNA Cytosine Méthyltransférase 

CcrM – Méthyltransférase Régulée durant le Cycle Cellulaire 

IJ – Infective Juvenile (stade de développement du nématode retrouvé dans les sols) 

ST – Stilbènes 

SST – Système de Sécrétion de Type 

PO – PhénolOxydase 

PAM – Peptides Anti-Microbiens 

SI – Système Immunitaire 

UPEC – Escherichia coli UroPathogènes 

STEC – Escherichia coli produisant des Shiga Toxines 

WT – Wild Type (souche sauvage) 

IPTG - β-D-1-thiogalactopyranoside (analogue synthétique du lactose) 

m6A – Méthylation sur le carbone n°6 d’une adénine 

m4C – Méthylation sur le carbone n°4 d’une cytosine 

m5C – Méthylation sur le carbone n°5 d’une cytosine 

RM – Restriction-Modification 

ER – Enzyme de Restriction 

Pb – paire de base 

TRD – Target Recognition Domain (sites cibles de la reconnaissance) 

SAM - S-Adénosyl-Méthionine 

Kb -Kilo-base (mille paires de bases) 

ATP – Adénosine TriPhosphate 

ADP – Adénosine DiPhosphate 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



MMR – MisMatch Repair (Réparation des mésappariements) 

Dam+ - Souche surexprimant la méthyltransférase Dam grâce à un plasmide 

Chr_Dam – Souche surexprimant Dam par une insertion chromosomique 

Chr_GFP – Contrôle de la souche Chr_ Dam, ayant le gène de la GFP inséré sur le chromosome 

COG – Cluster of Ortholog Groups (ensemble de gènes orthologues) 

PCR – Polymerase Chain Reaction (réaction en chaine de polymérisation) 

qRT-PCR – PCR permettant de quantifier l’ARN  

IPD – Inter Pulse Duration (temps séparant deux émissions de fluorescence) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Prologue vulgarisé : 

En 1953 Watson et Crick décrivent pour la première fois la structure en double hélice de l’ADN 

(Watson and Crick, 1953) ce qui leur vaudra le prix Nobel en 1962. Cette découverte a ouvert de 

nouveaux horizons à la recherche et nombreux ont été les scientifiques pensant à l’époque que toute 

la biologie ne reposait que sur ce code. Les résultats ont montrés au cours des années que l’ADN 

contenait en effet les informations nécessaires à la vie mais que de nombreux mécanismes jouaient 

dans l’interprétation de ce code. L’épigénétique est l’un de ces mécanismes.  

La notion d’épigénétique dans le sens où l’environnement aurait un impact sur l’expression des 

gènes n’est pas récente et est déjà décrite en 1942 par Conrad Waddington qui remarque qu’un choc 

thermique sur des mouches cause des malformations qui sont transmises aux générations filles 

(Waddington, 1942). Il ne pouvait à cette époque déterminer si cela relevait du domaine de la 

génétique (mutations) ou de l’épigénétique mais mettait en évidence la transmission d’un caractère 

phénotypique lié à un choc environnemental et non au code génétique initial. En 1972 le premier 

gène est séquencé (Jou et al., 1972) et il faudra attendre 1976 pour voir le premier génome séquencé 

(Fiers et al., 1976). La course au séquençage est lancée et durant une dizaine d’années on séquence 

pour trouver des réponses à toutes les questions qu’on se pose. Dans les années 1990 on commence 

à se rendre compte que connaitre le code génétique d’un organisme ne répond pas à toutes les 

questions  et que d’autres facteurs sont à prendre en compte. Les premières équipes se lancent alors 

sur l’épigénétique et commencent à étudier non plus le code en lui-même mais les modifications qui 

l’entourent (méthylations, acétylations…) et sa configuration spatiale. En 2001, le génome humain 

est séquencé (Venter et al., 2001) et l’explication de nombreuses maladies, telles que le cancer, n’est 

pas trouvée. L’épigénétique devient alors une des hypothèses très en vogue dans de nombreuses 

maladies et autre mécanismes non expliqués. En 2000 on trouvait 250 publications sur 

l’épigénétique, 15 ans plus tard on compte près de 20 000 publications sur le sujet et 45 nouvelles 

publications par jour (Deans and Maggert, 2015).  

Bien que ce domaine soit en pleine extension, la définition du mot épigénétique varie selon les 

scientifiques et il est donc important de définir ce dont on parle quand on parle d’épigénétique. 

Durant toute cette thèse la définition que j’emploierai est la suivante : « L’épigénétique correspond à 

l’ensemble des modifications dans l’expression des gènes qui soient transmissibles à la descendance 

sans que la séquence nucléotidique ne soit altérée ». Elle comporte de nombreux mécanismes 

complexes comme la méthylation de l’ADN ou l’acétylation des histones. Pour simplifier, si on prend 

comme image une partition de musique, l’ADN correspondrait aux notes écrites sur cette partition et 

l’épigénétique pourrait correspondre à l’interprétation de cette partition par les musiciens. La  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



partition reste la même mais la musique écoutée variera selon le musicien qui la joue(1). Chaque 

cellule d’un organisme a le même ADN mais pourtant elle ne va pas avoir le même rôle dans 

l’organisme. De même deux jumeaux monozygotes (vrais jumeaux) ont exactement le même 

patrimoine génétique mais vont avoir des différences dans leur comportement et parfois seul l’un 

des deux contractera une maladie autoimmune. L’épigénétique peut être l’explication à ces 

phénomènes. C’est aussi une voie active de recherche actuelle sur le cancer où une cellule va se 

mettre à proliférer provoquant une tumeur alors qu’elle est supposée avoir la même séquence 

d’ADN que ses consœurs (Sharna et al., 2010).  

Chez les eucaryotes on a donc de nombreux domaines d’études de l’épigénétique mais qu’en 

est-il chez les bactéries ?  

Il est connu depuis longtemps qu’en se divisant, une bactérie donne naissance à deux bactéries 

qui ont le même génome (la même séquence d’ADN) que la bactérie mère et ainsi de suite. A partir 

d’une seule cellule bactérienne on obtient donc une colonie de bactéries (~109 bactéries) ayant 

(théoriquement) toutes le même génome. Même si cette multiplication n’est pas remise en question, 

l’avancée de la science a permis de mettre en évidence qu’au sein d’une colonie il n’y a pas 

uniquement des bactéries identiques. Cette différentiation peut être liée à de nombreux 

phénomènes comme des mutations mais peut aussi être due à des mécanismes épigénétiques.  

Chez les bactéries, j’utiliserai la même définition de l’épigénétique : Le caractère doit être 

transmissible aux bactéries filles, ne pas modifier la séquence nucléotidique tout en modifiant 

l’expression des gènes et être réversible (Casadesús and Low, 2006). Dans cette thèse nous nous 

sommes intéressés à la méthylation de l’ADN. Dans ce mécanisme, une protéine nommée 

Methyltransférase (il en existe de nombreuses différentes) va ajouter un groupement méthyle (CH3) 

sur une base de l’ADN. Cette méthylation peut interférer avec la fixation d’autres protéines, jouant 

un rôle sur l’expression des gènes nommées des régulateurs, et donc participer à l’expression ou non 

d’un gène (Casadesús and Low, 2006). Ce mécanisme commence à être de plus en plus décrit chez les 

bactéries et est notamment connu pour jouer un rôle dans la capacité à infecter l’hôte chez des 

bactéries comme Salmonella (Heithoff et al., 1999) ou Escherichia coli (Blyn et al., 1990). Le but de 

cette thèse sera d’essayer de comprendre les rôles de la méthylation de l’ADN chez la bactérie 

pathogène d’insecte  Photorhabdus luminescens. Cette bactérie est retrouvée en symbiose avec un 

nématode et le complexe némato-bactérien est utilisé en lutte biologique contre des insectes 

ravageurs, il est donc important de mieux comprendre le fonctionnement de ce complexe. 

 

(1) (1) Science&Santé n°11 - Épigénétique -Comment Se Joue La Partition Du Génome ?” calameo.com. Accessed 

September 14, 2018. https://www.calameo.com/read/005154450735fdcb3e0ce. 
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Figure 1 : Arbre phylogénétique de probabilité maximum montrant les positions des espèces de Photorhabdus dans un panel représentatif de 

Gamma Proteobacteria.  

Cette analyse est basée sur 12 gènes codant pour des protéines du core-génome (infB, nusA, polA, pyrD, rpoB, valS, cysS, metK, purA, tpiA, smpB et 
secY). L’alignement des séquences (ClustalW) a été réalisé en utilisant Guidance 2 Server (Sela et al., 2015). L’arbre phylogénétique a été réalisé 
par Jean-Claude Ogier en suivant un modèle GTR de substitution suivant le taux d’hétérogénéité de distribution gamma et la proportion de sites 
invariants. La séquence de Caulobacter crescentus a été utilisée comme groupe extérieur. Les valeurs de bootstrap (Felsenstein, 1988) de plus de 
80% (sur 100 réplicats) sont indiquées sur les nœuds.  

Tableau 1 : Principaux complexes némato-bactériens utilisés et commercialisés en contrôle biologique (Lacey et al., 2015) 



Chapitre I] Introduction 
 

Les bactéries du genre Photorhabdus sont des bacilles Gram négatifs appartenant aux 

Enterobactéries. Phylogénétiquement très proche des Xenorhabdus (Photorhabdus 

luminescens était d’ailleurs appelé Xenorhabdus luminescens jusqu’en 1993  (Boemare et al., 

1993), elles forment avec elles un clade à part dans les entérobactéries (Fig. 1). Il existe 4 

espèces dans le genre Photorhabdus qui sont : P. luminescens, P. temperata, P. 

Heterorhabditis et enfin P. asymbiotica (qui est la seule espèce de Photorhabdus pathogène 

humain opportuniste)1. Malgré le nom d’espèce de cette dernière, elles sont toutes 

retrouvées en symbiose avec un nématode du genre Heterorhabditis et ces complexes sont 

pathogènes d’insectes (Poinar, 1990 ; Forst and Nealson, 1996). Chaque espèce de 

nématode est associée spécifiquement avec une espèce bactérienne comme Photorhabdus 

luminescens avec Heterorhabditis bacteriophora (modèles étudiés durant cette thèse). Les 

complexes némato-bactériens sont notamment utilisés en biocontrôle pour lutter contre 

Opogona sachari (la teigne du bananier, lépidoptère), Sphenophorus spp. (coléoptère 

ravageur de gazon), Otiorhynchus sulcatus (Othiorhynque de la vigne, coléoptère), 

Synanthedon spp. (lépidoptère), Pachnaeus spp. (charançon ravageur d’agrumes, 

coléoptère), Diabrotica spp. (chrysomèle des racines du maïs, coléoptère) et autres insectes 

ravageurs de divers genres (Tableau 1) (Lacey et al., 2015). 

Au laboratoire, il est possible de réaliser une infestation en mettant en contact le 

complexe némato-bactérien et l’insecte cible. La mort intervient 48 à 72h après contact. 

L’infection peut aussi être réalisée par injection directe de cultures bactériennes dans 

l’hémolymphe de l’insecte, équivalent du sang chez les mammifères. La mort de l’insecte 

intervient alors 30 à 40h post-inoculation. L’insecte modèle le plus utilisé lors d’études de 

bactéries pathogènes animales ou humaines se nomme Galleria mellonella. C‘est un 

lépidoptère ravageur de ruches qui est utilisé à cause de sa facilité d’élevage, de la taille des 

larves ainsi que des gradients de température pouvant être utilisés durant son élevage et le 

suivi de pathogénèse (Cook and McArthur, 2013). Le second insecte utilisé durant cette 

thèse est également un lépidoptère. Nommé Spodoptera littoralis ou ver du cotonnier, c’est 

un ravageur de cultures polyphage qui peut s’attaquer aux cotonniers comme à la tomate ou  

        1     Une étude publiée en juin 2018 propose une nouvelle nomenclature pour le genre Photorhabdus en montant au rang 

d’espèces la plupart des sous-espèces actuelles (Machado et al., 2018). Cette nouvelle taxonomie n’étant pas encore intégrée par 

la communauté scientifique et n’étant pas celle que j’ai utilisé dans mes publications, je me permettrais d’utiliser l’ancienne. 
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Figure 2 : Schéma du cycle du complexe némato-bactérien Photorhabdus luminescens/Heterorhabditis bacteriophora 

La bactérie est retrouvée en complexe avec le nématode dans son tube digestif. Ce complexe entre dans un insecte cible par les voies naturelles ou en 

perçant la cuticule et relargue les bactéries symbiotiques dans l’hémolymphe. Les bactéries tuent l’insecte par septicémie et secrètent de nombreux 

facteurs de virulence, le nématode démarre ensuite son développement en se nourrissant des bactéries. Lorsque les nutriments s’épuisent, le complexe 

némato-bactérien se réassocie et sort de l’insecte à la recherche d’un nouvel hôte. 

 



autres Solanaceae. Il est principalement retrouvé en Afrique et au Proche-Orient mais aussi, 

plus récemment, en Espagne, en Italie et en France 1,2. 

 Les nématodes du genre Heterorhabditis sont fortement pathogènes pour cet insecte le 

désignant comme second modèle de choix pour se rapprocher des conditions d’utilisation en 

environnement naturel pour la lutte biologique (Glazer et al., 1991). De par son cycle de vie 

à trois partenaires, Photorhabdus luminescens doit s’adapter à son hôte et alterner entre 

une phase symbiotique avec le nématode et une phase pathogénique chez l’insecte (Fig. 2).  

1)  Le cycle P. luminescens/H. bacteriophora/Insecte cible  

La relation némato-bactérienne est dite mutualiste car elle est bénéfique aux deux 

partenaires. Photorhabdus n’est pas viable seul dans l’environnement et Heterorhabditis a 

un pouvoir infectieux et un succès reproducteur nul sans sa bactérie symbiotique (Han and 

Ehlers, 2000). Le complexe est retrouvé dans les sols au stade « Infestant Juvénile » (IJ) et les 

bactéries sont situées dans le tube digestif à ce stade de développement (Boemare et al., 

1993) avec environ 103 CFU par IJ (Somvanshi et al., 2010). Durant cette phase symbiotique, 

P. luminescens est en phase M (pour mutualiste) (Ciche et al., 2008, Somvanshi et al.,  2010). 

Le nématode peut rester dans le sol plusieurs mois sans se nourrir en puisant dans ses 

réserves de lipides (Grewal et al., 2011). Lors d’un contact avec un insecte, le nématode va 

alors avoir la capacité de pénétrer dans ce dernier. Si les voies naturelles, orale, anale ou 

encore les stigmates, sont des voies d’entrées chez des nématodes proches 

phylogénétiquement comme les Steinermatidae (Marcek et al., 1988), Heterorhabditis 

semble lui entrer en perçant la cuticule et plus précisément au niveau des jonctions entre les 

différents segments de la cuticule de l’insecte (Bedding and Molineux, 1982 ; Wang and 

Gaugler, 1998). Une fois dans l’hémocœle de l’insecte, le nématode régurgite ses symbiotes 

qui vont alors passer de la phase M à la phase P (pour pathogène) (Somvanshi et al., 2010). 

Ensuite, P. luminescens se multiplie et tue l’insecte par septicémie 48 à 72h après infestation 

par le complexe (Clarke and Dowds, 1995). L’ensemble des mécanismes aboutissants à la 

mort de l’insecte ne sont pas encore totalement compris mais nous savons que 

Photorhabdus contourne par exemple l’immunité humorale de l’insecte en modifiant son 

LPS et inhibe l’immunité cellulaire et plus précisement la phagocytose grâce à la secrétion 

    2 

       1         http://ephytia.inra.fr/fr/C/19413/VigiHorti-Spodoptera-littoralis     

2           http://www.draaf.paca.agriculture.gouv.fr 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



de diverses toxines (Nielsen-Leroux et al., 2012). Lors de la mort de l’insecte, la population 

de Photorhabdus se situe aux alentours de 109 bactéries par insecte.  

De son côté, le nématode va aussi se développer après avoir relargué Photorhabdus 

dans l’hémolymphe. La première étape de son développement appelée « recovery » en 

anglais est de sortir de son stade de quiescence (IJ) pour passer à un stade adulte nommé J3 

initiant le cycle du nématode (Ciche et al., 2008). Plusieurs facteurs sont impliqués dans le 

signal amenant ce changement de stades (quiescent à métaboliquement actif) comme des 

facteurs présents dans l’hémolymphe (Ciche and Ensign, 2003). Le principal facteur identifié 

est la production de stilbènes (1) (ST) par Photorhabdus qui activent ce changement. 

 Une fois au stade adulte hermaphrodite, Heterorhabditis va relarguer environ 300 œufs 

qui vont éclore pour donner des nématodes au stade J1 sexués. Certains de ces nématodes 

vont se différencier à nouveau en IJs alors que d’autres vont se développer en se nourrissant 

de la biomasse de Photorhabdus présente dans l’insecte et vont passer par 4 stades de 

développement juvéniles (J1-4) avant de redonner des adultes (Ciche et al., 2006). Les 

nématodes adultes hermaphrodites ne vont pas relarguer tous leurs œufs dans le milieu et 

vont en conserver certains qui se développeront à l’intérieur du nématode par un processus 

appelé endotokia matricida. Les nématodes s’étant développés à l’intérieur des nématodes 

adultes donneront uniquement des nématodes au stade IJ qui seront colonisés par 

Photorhabdus. Ces IJs sortiront ensuite du cadavre de l’insecte à la recherche d’une nouvelle 

cible. Chaque cycle prend généralement de 10 à 20 jours et plus de 100 000 IJs sortent du 

cadavre de l’insecte pour un nématode infestant (Joyce et al., 2006).    

2) Pathogénicité et Photorhabdus 

P. luminescens est capable d’inhiber ou d’éviter l’immunité humorale et l’immunité 

cellulaire de l’insecte ainsi que d’inhiber la croissance d’éventuelles bactéries compétitrices 

dans le cadavre de l’insecte en produisant des toxines insecticides, des enzymes 

extracellulaires ou encore en sécrétant des molécules antimicrobiennes.  

 

 
(1)  Les stilbènes sont des composés phénoliques habituellement produits par les plantes à l’exception de P. luminescens qui est la 

seule bactérie connue en produisant. Ces molécules sont impliquées dans la réponse immunitaire de la plante notamment face 

aux champignons comme le mildiou (Malacarne et al., 2011).   
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Figure 3 : Modes d’action connus pour les toxines décrites chez Photorhabdus. 

Tableau 2 : Ensemble des loci et gènes détectés comme de potentielles toxines Tc chez Photorhabdus luminescens TT01 (Duchaud et al., 2003) 



2.1 Toxines insecticides  

De nombreuses toxines sont décrites chez Photorhabdus. On peut notamment citer les 

toxines Tc (Toxin complex), les MCF (Makes Caterpillar Floppy), les Pir (Photorhabdus insect 

related), les Pit (Photorhabdus insecticidal toxins) et enfin les PVC (Photorhabdus Virulence 

Cassettes) (Fig. 3) (Rodou et al., 2010 ; Nielsen-LeRoux et al., 2012).  

Les toxines Tc sont retrouvées chez d’autres Enterobacteriaceae proches 

phylogénétiquement comme Yersinia ou Xenorhabdus (Fig. 1). Elles sont composées de 3 

sous unités A, B et C nécessaires à l’activité du complexe. La sous-unité A permet la 

reconnaissance de la membrane et la translocation de la toxine, la sous-unité B permet de 

lier la sous-unité A avec la sous-unité C qui correspond à la partie active de la toxine. Cette 

sous-unité C est une ADP-ribosyltranférase ciblant l’actine et causant une diminution de la 

phagocytose ainsi qu’une apoptose des cellules cibles (Sheets and Aktories, 2017). Chez P. 

luminescens TT01, 27 gènes localisés dans 5 différents loci, sont identifiés comme codant des 

protéines très similaires à ces diverses sous-unités (Duchaud et al., 2003)(Tableau 2). Si 

certains de ces gènes ont été précisément caractérisés (Lang et al., 2016), d’autres n’ont pas 

encore été étudiés mais une telle diversité de sous-unités pourrait permettre une variabilité 

des toxines en fonction de quelles sous-unités se lient ensemble (Waterfield et al., 2005). En 

effet, une étude a créé une protéine chimère formée d’une sous-unité A provenant de 

Xenorhabdus (XptA2) et de sous-unités B et C (TccB2 et TccC3 respectivement) provenant de 

Photorhabdus. Cette protéine a conservé la spécificité pour l’insecte cible de la sous-unité A 

mais son mécanisme moléculaire était celui déterminé par les sous-unités B et C (Sheets et 

al., 2011). Ces toxines chimères peuvent être d’un grand intérêt en lutte biologique en 

permettant d’élargir le nombre de cibles sensibles à ces toxines Tc. Par exemple, si un 

insecte est résistant à une sous-unité C provenant de Xenorhabdus, la création d’une toxine 

chimère comme celle décrite ci-dessus permettra de rétablir un phénotype sensible (Sheets 

et al., 2011).   

Les toxines MCF sont au nombre de deux, Mcf1 et Mcf2. Ces deux toxines vont causer 

l’apoptose cellulaire. La toxine Mcf1 contient un domaine BH3-like qui est essentiel à 

l’activation de la voie apoptotique mitochondriale (Dowling et al., 2004 ; Dowling et al., 

2007). La toxine Mcf2 est moins décrite mais elle est elle aussi capable de causer l’apoptose  
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de cellules et le phénotype « floppy » (flasque). L’expression hétérologue de Mcf1 ou Mcf2 

chez E. coli permet à la bactérie de devenir pathogène pour l’insecte Manduca sexta (Daborn 

et al., 2002 ; Waterfield et al., 2003).  

Il existe aussi deux toxines Pir A et B dont les gènes sont situés à des loci différents sur le 

génome. Ces protéines ont des similarités en acides aminés avec la toxine Cry2A de Bacillus 

thuringiensis (Bt) (Duchaud et al., 2003 ; Constant et al., 2007 ) et sont retrouvées chez 

d’autres bactéries proches comme Vibrio parahaemolyticus (Lin et al., 2017). Le mode 

d’action de ces toxines n’est toujours pas décrit mais elles causent la mort des chenilles 

Galleria mellonella après injection dans la larve (Waterfield et a.l, 2005). Une étude récente 

montre une expression différente de ces toxines en fonction de l’insecte infecté ainsi que du 

mode d’entrée du complexe némato-bactérien (Castagnola et al., 2016). 

Une autre toxine nommée Pit a une activité insecticide chez les insectes Galleria et 

Spodoptera. Elle a été étudiée en 2007 car la séquence en acides aminés du gène plu1537 

avait une forte similarité avec une toxine de Bacillus thuringiensis. Elle cause la mort de 

l’insecte après injection mais non par ingestion (Li et al., 2007).    

Enfin, les PVC sont des gènes retrouvés dans des loci phagiques codant des toxines 

potentielles. Les toxines Cif en font partie, elles sont décrites chez plusieurs espèces 

bactériennes comme impliquées dans l’arrêt du cycle cellulaire chez l’hôte (Jubelin et al., 

2009). Chez Photorhabdus, leur caractérisation a permis de mettre en évidence la même 

activité ainsi qu’une activation de l’apoptose des cellules de l’hôte mais ne semble pas 

nécessiter le système de sécrétion de type III (SSTIII)(1) codé par des gènes localisés en amont 

sur le chromosome (Chavez et al., 2010). Certaines autres toxines PVC ont de fortes 

similarités de séquences avec les toxines MCF de P. luminescens (Daborn et al., 2002) ou 

d’autres toxines décrites chez d’autres espèces bactériennes comme la toxine YopT d’Y. 

pseudotuberculosis (Zumbihl et al., 1999) appellée LopT (Brugirard-Ricaud et al., 2005). 

Chaque cassette code pour 15 à 20 protéines et elles sont répétées dans le génome. 

L’activité de ces toxines est peu décrite mais elles semblent impliquées dans la destruction 

des hémocytes d’insectes (Yang et al., 2006). 

 

 

(1)  Les systèmes de secrétion de type III  ont une fonction d’exportation de protéines effectrices cytoplasmiques. Ces 

« injectisomes » sont très conservés chez les bactéries à Gram négatifs mais peuvent avoir des fonctions dans la symbiose ou dans 

la pathogénicité des bactéries. Ils sont notamment impliqué dans la création du flagelle de par leur capacité à exporter les 

protéines de structure à l’exterieur de la cellule pour former le flagelle (Diepold and Armitage, 2015 ; Notti and Stebbins, 2016). 
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La production de toutes ces toxines fait de Photorhabdus un pathogène d’insecte efficace 

mais l’ensemble des cibles de ces toxines et leur fonctionnement restent peu connus et la 

redondance de certains de ces gènes ne rendent pas leur étude facile. En plusde cette 

production de toxines, Photorhabdus peut aussi inhiber certaines composantes du système 

immunitaire de l’insecte afin de se protéger de ce dernier. 

2.2 Contournement du système immunitaire de l’insecte  

Une des composantes majeures de ce système immunitaire est la phénol-oxydase (PO). 

Retrouvée dans une pro-forme inactive dans l’hémolymphe de l’insecte, le liquide 

circulatoire des arthropodes, elle va causer in fine la mélanisation des corps étrangers 

(Cerenius et al., 2008). Afin de contourner ce système de défense, Photorhabdus dispose de 

gènes codant pour une molécule appelée rhabduscine. Cette molécule est capable (chez 

Xenorhabdus) d’inhiber l’activité de la PO (Crawford et al., 2012) et une étude démontre 

même une activité de cette rhabduscine sur l’immunité des mammifères (Mulley et al., 

2015). Photorhabdus est aussi capable de produire le 3,5-dihydroxy-4-isopropylstilbene (ST) 

qui a été décrit comme ayant une activité inhibitrice sur la PO de l’insecte ainsi qu’une 

activité antibiotique (Eleftherianos et al., 2007).  

Les peptides antimicrobiens cationiques (PAMc) sont aussi une part importante du SI 

humoral de l’insecte. Ils vont cibler la membrane des bactéries grâce à la polarité anionique 

de cette dernière et y former des pores. Pour contrer ces PAMc, Photorhabdus peut modifier 

son lipopolysaccharide (LPS)(1). L’opéron pbgPE de Photorhabdus est impliqué dans l’ajout 

d’un groupement aminoarabinose sur le lipide A du LPS (Derzelle et al., 2004) ce qui amène 

une réduction de la charge négative globale du LPS et ainsi une résistance aux PAMc de 

l’insecte (Bennett and Clarke, 2005).   

Le SI de l’insecte comporte aussi des cellules capables de phagocyter les agents 

étrangers. Cette phagocytose peut être inhibée par certaines des toxines précédemment 

décrites mais est spécialement ciblée par le système de sécrétion de type III et son effecteur, 

la protéine LopT. Cette protéine est une cytotoxine modifiant une GTPases empêchant ainsi 

la phagocytose de la bactérie (Brugirard-Ricaud et al., 2005). Une autre toxine nommée PhlA 

joue potentiellement un rôle dans la lyse des hémocytes de l’insecte. En effet, il existe chez 

Photorhabdus un opéron identifié comme codant des toxines hémolytiques. PhlB servirait de  

(1)  Le LPS  est une molécule retrouvée chez la plupart des bactéries à Gram négatif. Il est composé d’une partie nommée lipide A 

ancrée dans la membrane, une partie centrale ou « core » suivi d’une chaine latérale O qui correspond à l’antigène. Le LPS est 

connu pour se lier aux récepteurs (notamment TLR4 chez l’homme) des cellules  et provoquer la réponse inflammatoire 

(Whitefield and Trent, 2014 pour revue). 
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système de sécrétion et d’activation de PhlA comme décrit pour les toxines ShlB/A de 

Serratia marcescens (Brillard et al., 2002).  

En dehors de la production de toxines et de l’inhibition du SI de l’insecte certains 

phénotypes plus généraux sont associés à la virulence de Photorhabdus. De manière 

générale la formation de biofilms, et plus spécifiquement l’expression de pili, ainsi que la 

mobilité sont des phénotypes associés à la virulence chez de nombreuses bactéries.  

2.3 Pili et flagelles  

Les pili sont considérés depuis longtemps comme des facteurs de virulence de par leur 

capacité à permettre une adhésion de la bactérie à un type cellulaire donné (Jonson et al., 

2004). Il est par exemple connu chez E. coli que l’expression du pili Pap est le principal 

facteur de virulence des E. coli uropathogènes (UPEC) (Båga et al., 1987). Chez P. 

luminescens 11 clusters codant pour des pili potentiels sont présents (Duchaud et al., 2003). 

Le pilus Mad de P. luminescens est sans aucun doute le plus étudié et il a été démontré, 

comme détaillé plus bas, qu’il joue un rôle durant l’établissement de la symbiose avec le 

nématode mais n’est pas exprimé durant l’infection de l’insecte (Somvanshi et al., 2010).    

Il existe chez Photorhabdus un opéron codant pour un pilus proche du pilus Pap, décrit 

ci-dessus, nommé Mrf. L’expression de ce pilus, bien que son rôle n’ai pas encore été 

découvert, est inhibé chez l’insecte au début de l’infection (t<20h). A l’inverse à partir de 25h 

post-infection les ARNm du gène mrfA (codant pour la protéine effectrice du pilus) sont 

fortement détectés indiquant une régulation de ce gène durant les phases infectieuses de 

Photorhabdus temperata (Meslet-Cladière et al., 2004). Il semble donc potentiellement jouer 

un rôle dans la pathogénicité de cette bactérie ainsi que chez P. luminescens où il est 

également présent. On retrouve aussi chez P. luminescens, un pilus proche des pili Pil 

retrouvé chez les E. coli produisant des Shiga-toxines (STEC). Ces pili sont fortement reliés à 

la capacité d’induire la maladie chez ces espèces (Srimanote et al., 2002). La présence de 

gènes pil homologues à ceux d’E. coli chez Photorhabdus amène à l’hypothèse de leur 

implication dans la pathogénicité de Photorhabdus. Une remarque importante est que pour 

les deux types de  pili décrits précédemment (Mrf et Pil) il existe des groupes de gènes 

codant pour un second pili du même type nommé respectivement Mrf-like et Pil-like 

(Duchaud et al., 2003). 

    7 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Cette duplication est un autre indice de leur importance majeure dans le cycle de vie de 

Photorhabdus. 

Un dernier cluster décrit est celui codant un potentiel pilus nommé Phf. Ce dernier est 

juxtaposé au gène ngrA qui code pour une entérobactine aidant à la croissance du nématode 

(Ciche et al., 2001). Ce pilus jouerait un rôle dans la symbiose némato-bactérienne 

(Waterfield et al., 2002). 

Chez de nombreuses bactéries pathogènes la mobilité et plus particulièrement les 

flagelles, sont associés à la virulence (Ottemann and Miller, 1997 ; Givaudan and Lanois, 

2000 ;  Josenhans and Suerbaum, 2002 pour détails). Chez Xenorhabdus, la mobilité flagelle-

dépendante est sous le contrôle des régulateurs FlhDC, FliA et FliZ et est liée à la 

pathogénicité de la bactérie de manière indirecte (Jubelin et al., 2013 ; Givaudan and Lanois, 

2017). Chez Photorhabdus peu d’études ont été menées sur cette thématique mais il a été 

démontré qu’un mutant flgG, bloqué dans la synthèse flagellaire, ou un mutant motAB, 

bloqué dans la rotation du flagelle, bien que toujours pathogènes n’étaient plus compétitifs 

face au WT dans l’insecte ce qui démontre un rôle important de la mobilité dans le fitness de 

la bactérie durant sa phase pathogène (Easom and Clarke, 2008). Un mutant astR est affecté 

dans de nombreux phénotypes et voit notamment sa mobilité augmenter en comparaison 

de la bactérie WT mais la pathogénicité n’est pas touchée chez ce mutant (Derzelle et al., 

2004). La mobilité chez Photorhabdus semble avoir un lien indirect mais non négligeable 

avec la pathogénicité et il ne semble pas y avoir de lien particulier entre la mobilité et 

l’association avec le nématode (Easom and Clarke, 2008).  

3) Etablissement de la symbiose némato-bactérienne 

Lors de la phase de croissance du nématode Heterorhabditis, les stades adultes 

hermaphrodites se nourrissent spécifiquement de l’espèce bactérienne avec laquelle ils sont 

capables de symbiose, Photorhabdus (Clarke, 2008). Cette nutrition est une étape 

importante dans l’établissement de la symbiose puisqu’elle correspond à la phase où la 

colonisation des nématodes se réalise. Un point important pour permettre un établissement 

de la symbiose entre la bactérie et le nématode est la diminution de l’expression de facteurs 

de virulence conjointement à l’activation des voies du métabolisme secondaire. En effet, lors 

de l’activation de la croissance du nématode, la bactérie est en phase de croissance post- 
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exponentielle ou stationnaire ce qui signifie que la bactérie ne se multiplie quasiment plus et 

a une activité métabolique très différente de celle trouvée durant la phase de croissance 

exponentielle (Johnigk et al., 2004). Les stilbènes (ST) et plus précisément le 3,5-dihydroxy-4-

isopropylstilbene sont les seules molécules clairement décrites comme ayant un rôle 

important dans le phénomène de récupération du nématode (passage du stade IJ au stade 

adulte) (Joyce et al., 2008). Une accumulation de cette molécule a été décrite in vitro et in 

vivo en phase stationnaire (Hu and Webster, 2000). Plus précisément, lorsque les nutriments 

commencent à manquer dans le cadavre de l’insecte on observe une accumulation de 

l’alarmone (p)ppGpp dans le milieu qui est synthétisée par Photorhabdus. L’accumulation de 

cette alarmone active alors la synthèse des ST (Bager et al., 2016). Des études ont démontré 

qu’un mutant ne produisant pas cette molécule va causer une baisse drastique de 50 à 5% 

du passage au stade adulte hermaphrodite chez le nématode associé et l’ajout de cette 

molécule va rétablir un développement normal (Joyce et al., 2008).  

 

Une fois cette phase de récupération terminée, les nématodes adultes se nourrissent 

donc des bactéries. Certaines molécules ont été identifiées comme importantes dans la 

nutrition du nématode comme les protéines Cips (Crystalline Inclusion Protein) qui jouent 

aussi un rôle potentiel dans la spécificité de cette interaction sans que l’on connaisse le 

mécanisme sous-jacent (Bintrim and Ensign, 1998; Bowen and Ensign, 2001). Une autre 

molécule décrite dans le support de la nutrition du nématode est la protéine codée par le 

gène mdh qui est une malate deshydrogénase. Elle est impliquée dans le cycle de Krebs et un 

mutant Δmdh ne produit plus le pigment anthraquinone, n’est plus bioluminescent et ne 

produit plus de stilbènes. Ce mutant est de plus incapable de servir de ressources nutritives 

pour le nématode (Lango and Clarke, 2010). Lors de cette nutrition certaines bactéries 

arrivent intactes jusqu’au conduit intestinal du nématode où elles adhérent aux deux cellules 

les plus postérieures de l’intestin du nématode, nommées INT9R et INT9L, grâce à un pilus 

nommé Mad (Somvanshi et al., 2010). Les bactéries exprimant ce pilus sont nommées M 

pour « Mutualistes » et sont uniquement retrouvées en symbiose avec le nématode. A 

l’inverse, les bactéries retrouvées durant la phase de croissance dans le cadavre de l’insecte 

sont nommées P pour « Pathogènes » et n’expriment pas ce pilus (Somvanshi et al., 2012 ; 

Somvanshi et al., 2010 ; Ciche et al., 2008). Une fois les cellules en phase M attachées aux 

cellules INT9 de l’intestin des adultes hermaphrodites,  
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Figure 4 : Transmission des symbiontes par Heterorhabditis (Somvanshi et al., 2010) 

A- Détection de la présence et localisation des symbiotes grâce à la GFP.  
 

B- Transmission du symbiote au cours du cycle du nématode dans l’insecte. Les mécanismes sous-jacents à cette 
transmission ne sont pas encore clairement décrits. 



 

elles colonisent les cellules des glandes rectales où elles vont se multiplier dans des vacuoles. 

Lors du processus d’endotokia matricida(1), les nématodes au stade IJ n’ayant pas été 

relargués vont se nourrir des tissus maternels et vont amener la rupture des cellules des 

glandes rectales. Photorhabdus se retrouve alors en contact avec les IJs et chaque nématode 

se verra colonisé par une bactérie (Clarke, 2008 ; Ciche et al., 2008). La colonisation débute 

au niveau des cellules de la valve pré-intestinale de l’IJ puis la bactérie va se multiplier dans 

le lumen intestinal jusqu’à une population finale d’environ 1000 bactéries par IJ (Somvanshi 

et al., 2010) (Fig. 4). Ces IJs pourront alors sortir du cadavre pour infecter de nouveaux 

insectes. L’interaction nécessaire à l’établissement de la symbiose entre nématode et 

bactérie fait donc intervenir le métabolisme secondaire de la bactérie (Clarke, 2014 ; Clarke, 

2017 pour détail) ainsi que l’expression du pilus Mad (Somvanshi et al., 2012).  L’expression 

de ce pilus semble être stochastique et est donc source d’hétérogénéité pour la population 

bactérienne. Chez de nombreuses bactéries, l’hétérogénéité phénotypique est un 

mécanisme permettant l’adaptation à un nouvel environnement et peut donc être 

l’explication à un changement de mode de vie comme le passage d’un état pathogène à 

symbiotique.  

 

4) Hétérogénéité bactérienne  

Je définis ici l’hétérogénéité bactérienne comme étant toute différence au sein d’une 

même population bactérienne amenant à la présence d’au minimum deux populations ayant 

au moins un caractère phénotypique différent. Cette hétérogénéité phénotypique peut donc 

être causée par une mutation, un réarrangement génétique, l’épigénétique, une 

modification post-traductionnelle etc... Dans un modèle comme le nôtre, l’intérêt de cette 

hétérogénéité phénotypique est sa réversibilité, lui permettant de s’adapter en fonction de 

l’étape du cycle où la bactérie se trouve. Je ne parlerai donc pas durant cette thèse des 

phénomènes de mutation qui sont obligatoirement transmis à la génération fille. Je 

présenterai aussi uniquement des exemples concernant des bactéries à Gram négatif afin de 

garder un lien avec Photorhabdus même si l’hétérogénéité phénotypique n’est pas 

restreinte aux Gram négatif mais présente dans toute forme de vie.   
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(1)  L’endotokia matricida est un processu par lequel les nématodes vont se développer à l’intérieur du corps de la mère amenant 

in fine à sa mort et au relargage de la descendance dans le milieu. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 3 : Liste des caractères phénotypiques permettant de différencier les variants phénotypiques I et 

II de Photorhabdus (Lanois et al., 2011). 



L’étude de l’hétérogénéité au sein d’une population bactérienne que l’on considérait comme 

clonale remonte en 1945 ou Delbrück remarque qu’au sein d’une population de cellules 

d’Escherichia coli génétiquement identiques, il y a des différences de production du 

bactériophage T1 pour chaque cellule bactérienne (Delbrück, 1945). Depuis, de nombreuses 

études se sont penchées sur ce phénomène en utilisant diverses approches comme les gènes 

rapporteurs fluorescents. 

Chez Photorhabdus, l’hétérogénéité phénotypique est décrite depuis les années 1980 

(Akhurst, 1980). Plusieurs caractères phénotypiques sont sujets à l’hétérogénéité chez 

Photorhabdus mais les mécanismes sous-jacents restent pour la plupart à découvrir.   

  

4.1 Hétérogénéité et Photorhabdus  

Photorhabdus est connu pour former des variants phénotypiques lors d’une culture 

prolongée (phase stationnaire avancée) (Akhurst, 1980). Ces variants nommés variants 

phénotypiques II (VPII) diffèrent pour de nombreux phénotypes du variant phénotypique I 

correspondant au phénotype WT retrouvé en symbiose avec le nématode (Boemare and 

Akhurst, 1988 ; Boemare et al., 1997). Les VPII sont incapables de s’associer avec le 

nématode ce qui pose de gros problèmes lors de leur apparition dans les fermenteurs où 

sont préparés les complexes némato-bactériens commercialisés en lutte biologique (Akhurst, 

1980 ; Gerritsen and Smits, 1997). Ce résultat semble surtout lié au fait que le nématode est 

incapable d’utiliser des VPII comme source de nourriture et ne peut donc pas réaliser son 

cycle (Clarke, 2014). Les VPII perdent ou sont atténués pour certains autres phénotypes 

présents chez le WT comme la bioluminescence, les corps d’inclusions cytoplasmiques ou la 

production d’antibiotiques et de stilbènes, entre autres (Tableau 3) (Smigielski et al., 1994 ; 

Han and Elhers, 2001 ; Lanois et al., 2011 ;  Clarke, 2014). Malgré ces changements les 

variants I et II sont aussi virulents pour l’insecte (Forst and Clarke, 2002). Du fait de l’intérêt 

économique et scientifique en jeu, de nombreuses études visent à comprendre ce 

changement phénotypique mais le mécanisme sous-jacent mis en jeu reste à découvrir. Il a 

néanmoins été décrit qu’aucun réarrangement génomique majeur n’est en cause (Lanois et 

al., 2010) et que plusieurs facteurs de régulation semblent impliqués dans cette variation 

phénotypique (Joyce and Clarke, 2003 ; Derzelle et al., 2004 ; Turlin et al., 2006). Les derniers 

travaux publiés mettent en avant un régulateur de type LysR nommé HexA qui joue un rôle  
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Figure 5 : Mécanisme de switch pour le pilus Mad (Somvanshi et al., 2012) 

A - La forme P de Photorhabdus croit de façon exponentielle et produit divers facteurs de virulence comme des 

toxines insecticides conférant à la bactérie son pouvoir pathogène. Les cellules sont de grande taille, produisent des 

antibiotiques ainsi qu’un pigment anthraquinone qui donne au cadavre de l’insecte cette couleur rouge brique caractéristique. 

Les cellules M adhèrent à la partie postérieure de l’intestin du nématode, initiant ainsi le mutualisme, et sont de plus petite 

taille. Elles diffèrent des formes P sur l’expression de nombreux gènes de virulence et de caractères phénotypiques.  

B  - Mécanisme régulant le switch de la forme P à la forme M et inversement. A gauche le promoteur Pmad est orienté 

OFF et les gènes mad ne sont pas exprimés. L’expression de l’invertase MadO est recquise pour l’inversion du promoteur Pmad 

en orientation ON. A droite, le promoteur Pmad est en orientation ON et les gènes mad sont exprimés amenant la production du 

pilus Mad. La production de l’invertase MadR est nécessaire à un switch ON vers OFF efficace.  

 



important de façon directe ou indirecte dans la plupart des phénotypes perdus chez le 

variant de type II (Langer et al., 2017 ; Tobias, Heinrich et al., 2016). 

Photorhabdus est une bactérie décrite dans d’autres phénomènes d’hétérogénéité. Le 

plus documenté est sans aucun doute le phénomène de switch du pilus Mad cité 

précédemment. Les gènes codant pour ce pilus sont les gènes mad et sont situés en opéron 

(Duchaud et al., 2003). Lorsque le pilus est exprimé les cellules sont en phase M (Mutualiste) 

et à l’inverse lorsqu’il n’est plus exprimé elles sont en phase P (Pathogène) et n’adhèrent 

plus au nématode (Somvanshi et al., 2010). Les P-formes expriment de nombreux facteurs 

de virulence dont ceux décrits précedemment et sont les cellules retrouvées dans le cadavre 

de l’insecte. L’expression de ces gènes est sous contrôle du promoteur Pmad. Ce promoteur 

est flanqué de deux séquences répétées cibles de l’invertase MadO et potentiellement de 

l’invertase MadR (qui joue uniquement un rôle potentiel dans le switch « ON vers OFF »). 

Lorsque la partie promotrice est dans le sens ON (permettant la transcription des gènes 

mad) le pilus Mad est exprimé. A l’inverse lorsque l’invertase retourne le promoteur Pmad, le 

pilus n’est plus exprimé (Fig. 5) (Somvanshi et al., 2012).   

L’opéron mrf de Photorhabdus temperata est un autre exemple de pili mettant en jeu 

un mécanisme similaire. Cet opéron code pour un pilus proche des pili de type Pap chez E. 

coli et fortement similaire au pilus Mrp de Proteus mirabilis (Soto and Hultgren, 1999 ; 

Meslet-Cladiere et al., 2004). Le pilus Mrf, comme le pilus Mrp, est régulé par une inversion 

de promoteur due à la recombinase Mri (Meslet-Cladiere et al., 2004). Il a aussi été 

démontré que cet opéron mrf avait la même configuration chez Photorhabdus luminescens 

que celle trouvée chez P. temperata, on peut donc supposer un même mécanisme 

permettant la régulation de cet opéron (Clarke, 2014, Unpublished Data).   

Un dernier type d’hétérogénéité décrit plus récemment chez Photorhabdus est lié à la 

résistance aux peptides antimicrobiens cationiques (AMPc). Chez Salmonella, la résistance 

aux peptides antimicrobiens a été très documentée et implique notamment le système à 

deux composantes PhoPQ et les gènes de l’opéron arn (Band and Weiss, 2015 ; Raetz et al., 

2007 ; Dalebroux and Miller, 2014). Chez Photorhabdus, on retrouve le système à deux 

composantes PhoPQ et il a été démontré comme essentiel à la résistance aux AMPc 

(Derzelle et al., 2004). 
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Figure 7 : Variation antigénique du pilus chez N. gonorrhoeae (Hill and Davies, 2009) 

La variation antigénique de pilE intervient uniquement lorsque certaines “minicassettes” (mc) sont transférées du 
locus pilS pour remplacer les mc correspondantes sur le locus pilE amenant la formation d’un variant pilE. 
Les séquences variables (en couleur sur le schéma) sont intercalées avec des séquences conservées (rectangles 
blancs). Le locus pilE contient aussi une grande séquence conservée en 5’ ainsi qu’une région promotrice 
schématisée par une flèche.  
Sma et Cla sont des séquences répétées de 65 pb. 

Figure 6 : Régulation flagellaire par inversion de promoteur chez S. enterica (Bonifield and Hughes, 2003) 

Le promoteur de l’opéron fljBA est flanqué de deux séquences d’ADN cibles de la recombinase Hin. Dans une orientation FljB et 
FljA sont exprimées et la transcription du gène fliC est bloquée par FljA. Dans l’orientation inverse, l’expression de l’opéron fljBA 
est bloquée, fliC est donc transcrit et le flagelle est synthétisé.   



Il existe au sein du régulon PhoP, l’opéron pbgPE dont les gènes présentent une forte 

similarité de séquence avec ceux de l’opéron arn et étant essentiels à la virulence de 

Photohabdus chez G. mellonella (Bennett and Clarke, 2005). Il a été démontré que seule une 

sous-population équivalente à 0.5% de la population totale de Photorhabdus était résistante 

aux AMPc. Si cette sous-population est sélectionnée (par culture en présence d’AMPc et 

donc 100% de bactéries résistantes) puis que cette pression est enlevée, la population 

redevient hétérogène avec uniquement 0.5% de bactéries résistantes (Mouammine et al., 

2017). Cette réversibilité ainsi que l’absence de mutation sur le génome amène à penser à 

une régulation épigénétique de cette hétérogénéité. Si l’absence de PhoP empêche cette 

résistance il a aussi été démontré qu’une surexpression de pbgPE amenait une résistance 

aux AMPc de toute la population. Il a été démontré que la protéine PhoP phosphorylée était 

capable de se lier à la région promotrice de pbgPE mais malgré ces résultats l’absence de 

sites consensus de fixation de PhoP en amont de pbgPE laisse à découvrir les mécanismes 

régulant l’expression hétérogène de pbgPE (Mouammine et al., 2017). 

4.2 L’hétérogénéité phénotypique de façon générale  

L’hétérogénéité phénotypique a été décrite chez de nombreuses bactéries, on peut 

notamment citer la régulation flagellaire chez Salmonella ou la variation antigénique d’un 

pilus chez Neisseria gonorrhoeae. Chez S. enterica, la synthèse de la flagelline FliC codée par 

le gène fliC est sous contrôle du répresseur FljA. Le gène fljA est situé dans un opéron en 3’ 

du gène fljB (codant une flagelline) (Fig. 6). La région promotrice de cet opéron est flanquée 

de deux séquences répétées reconnues par la recombinase Hin causant l’inversion de cette 

région promotrice et ainsi l’expression ou non du régulateur FljA (et FljB) et par conséquent 

l’expression ou non du gène fliC (Bonifield and Hughes, 2003). Chez Neisseria gonorrhoeae, 

la variation antigénique du lui permet d’échapper au système immunitaire. Elle est due à des 

recombinaisons entre un gène « silence » nommé PilS (présent en plusieurs copies 

différentes) avec le gène « exprimé » PilE (Fig. 7). Les gènes des pili contiennent une région 

constante, une région semi-variable et une région hypervariable. Ces séquences 

hypervariables sont toutes flanquées de séquences cys1 et cys2 codant des acides aminés 

cystéines et étant des zones d’interaction et/ou recombinaison potentielles. Les différentes 

recombinaisons pouvant opérer amènent une hétérogénéité au niveau de la population 

permettant l’échappement immunitaire et l’évolution constante de la population (Howell-

Adams and Seifert, 2000). 
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Figure 8 : Simple boucle de rétroaction positive, exemple de l’opéron lactose 

A- Suite à un signal activateur comme un changement d’environnement, la molécule A va être produite. Elle active la production d’une molécule B 

qui elle-même active la production de la molécule A permettant un maintien de la stimulation même si l’influx initial disparait. Dans ces 

systèmes, il y a la plupart du temps une possibilité d’inhibition d’une des deux molécules (A ou B) qui causera le passage en mode OFF des deux 

productions. 

B- En absence de lactose ou d’IPTG, le répresseur LacI est produit et se lie à la séquence opératrice en amont de l’opéron qui n’est donc pas 
transcrit. Si une forte concentration de lactose est présente dans le milieu, il va pénétrer dans la cellule et se lier (après modification) au 
répresseur LacI empêchant son interaction avec l’ADN cible. L’opéron lactose est alors transcrit et traduit. La perméase LacY va être produite 
en quantité suffisante pour permettre une entrée du lactose permettant le maintien du signal ON même si la concentration en lactose dans le 
milieu diminue. 



Ces deux exemples d’hétérogénéité phénotypique font intervenir des réarrangements 

génétiques. Ces mécanismes sont connus depuis longtemps et assez bien décrits (Dybvig, 

1993 ; Hallet, 2001 pour revues). Ils interviennent généralement de façon stochastique et 

sont réversibles ce qui peut permettre une pré-adaptation de certaines bactéries de la 

population totale à un changement d’environnement.  

L’hétérogénéité phénotypique peut aussi être expliquée par une régulation 

différentielle des gènes au niveau transcriptionnel sans qu’il n’y ait modification de la 

séquence nucléotidique initiale, tout en maintenant une transmission possible du phénotype 

aux cellules filles. Ces mécanismes sont dits épigénétiques.  

 

5) L’épigénétique bactérienne  

 

J’utiliserai durant cette thèse la définition de l’épigénétique suivante : Tout changement 

dans l’expression de gènes qui soit transmissible à la génération fille tout en étant réversible 

et n’étant pas lié à un changement dans la séquence nucléotidique. Chez les bactéries, les 

mécanismes impliqués sont au nombre de 2 ou 3 selon les points de vue. La multistationarité 

(simples boucles de rétroaction positives ou doubles boucles de rétroaction négatives dans 

les réseaux de régulation génétiques), la méthylation de l’ADN et enfin, selon les avis, les 

petits ARN. Ces derniers peuvent faire partie des mécanismes épigénétiques car la résultante 

finale de la liaison de ces ARN va être une expression différentielle de la protéine codée par 

le gène. Malgré le fait que ces ARN puissent être transmis aux bactéries filles lors de la 

division cellulaire, je classerais plutôt ce mécanisme comme un mécanisme régulateur de 

l’expression des gènes sans parler d’épigénétique. Plusieurs revues débattent sur 

l’appartenance ou non de ce mécanisme à l’épigénétique actuellement mais ce n’est pas le 

sujet de cette thèse (Waters et al., 2009 ; Deans and Maggert, 2015 pour détail).  

Un premier mécanisme épigénétique décrit est la simple boucle de rétroaction positive. 

Dans ce système, une protéine A peut être soit capable de se lier à la partie promotrice de 

son gène et d’activer ainsi sa propre transcription (autoactivation), soit être activatrice de la 

synthèse d’une autre protéine B qui active la transcription du gène codant la protéine A (Fig. 

8A) (Ferrell, 2002). Ce mécanisme peut être élargit à la présence de molécules activatrices 

dans le milieu amenant cette rétroaction positive. L’exemple le plus décrit est celui de 

l’opéron lactose chez E. coli. Cet opéron est inhibé par le répresseur LacI lorsqu’il n’y  
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Figure 9 : Double boucle de rétroaction négative, exemple du phage λ 

A- La molécule A inhibe la production de la molécule B. La molécule B inhibe la production de la molécule A. 

Les signaux extérieurs (activateurs ou inhibiteurs) détermineront quelle molécule sera produite. Une fois 

l’une des deux produite, l’autre sera inhibée et un état stable obtenu. Dans ce cas on peut avoir uniquement 

un état ON pour A/ OFF pour B ou l’inverse. 

B- Dans le cycle du phage λ, si le gène cI est transcrit en premier, la protéine produite inhibera cro et le cycle 

sera lysogénique. Inversement, si Cro est produite en premier elle inhibera la transcription de cI et le cycle 

sera lytique (Casadesús and Low, 2013) 

 



a pas ou peu de lactose ou d’isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) dans le milieu. 

Une augmentation de la concentration d’IPTG dans le milieu amène l’inactivation de LacI et 

donc l’expression de l’opéron lactose. Les 3 gènes lacZ, Y et A de cet opéron codent 

respectivement pour la β-galactosidase, une lactoperméase et une transacétylase. LacZ sert 

à l’hydrolyse du lactose en glucose et galactose (Lederberg, 1950 ; Kalnins et al., 1983) et 

LacA à l’élimination des composés toxiques produits dans ce processus (Andrews and Lin, 

1976). Seuls LacZ et Y sont essentiels au catabolisme du lactose. La perméase LacY permet 

l’entrée de l’IPTG dans la cellule, ainsi lorsqu’une cellule a été stimulée elle va pouvoir rester 

activée même si la concentration en IPTG chute puisqu’elle fait rentrer plus d’IPTG grâce à 

ses perméases (Figure 8B) (Laurent et al., 2005 ; Chang et al., 2010). Dans ce système, les 

cellules filles se partagent les récepteurs présents sur la membrane de la cellule mère et 

vont ainsi conserver ce phénotype (Chang et al., 2010). 

Un second système est celui de la double boucle de rétroaction négative. Dans ce cas, 

une protéine A va inhiber la production d’une protéine B qui, si elle est produite, inhibe la 

protéine A (Figure 9A) (Ferrell, 2002). L’exemple le plus connu de ce mécanisme est 

l’alternance du cycle lysogénique/lytique du phage λ. Si le passage du cycle lytique à 

lysogénique peut aussi être influencé par divers événements comme le cycle cellulaire, ou 

les conditions du milieu environnant, il est connu que ce cycle est régulé par deux 

régulateurs nommés CI et Cro qui sont respectivement répresseurs l’un de l’autre. Lors 

d’une infection, les deux répresseurs sont produits et une compétition est lancée. Selon 

lequel des deux se fixera en premier, le second sera inhibé. Si CI se fixe en premier le cycle 

sera lysogénique et à l’inverse si Cro se fixe en premier il sera lytique (Figure 9B) (Johnson et 

al., 1981 ; Schubert et al., 2007 ; Casadesús and Low, 2013 ).  

Dans les deux mécanismes décrits ci-dessus, on observe un phénomène appelé 

bistabilité. Pour la boucle de rétroaction positive soit le/les gènes ON se maintiennent en cet 

état ou alors l’ensemble est OFF. Pour la double boucle de rétroaction négative soit le gène 

A est ON et donc B est OFF, soit l’inverse, mais jamais les deux ON ou les deux OFF (Ferrell, 

2002). Néanmoins ces deux mécanismes vont aboutir à un état phénotypique stable mais 

réversible sans qu’il n’y ait de modification dans la séquence génétique.  

Un dernier mécanisme épigénétique est la régulation génétique par la méthylation de 

l’ADN. Avant d’expliquer en quoi la méthylation de l’ADN est un mécanisme épigénétique, il 

me semble important d’expliquer son rôle chez les bactéries de manière plus générale.  
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Figure 10 : Les trois différentes bases retrouvées méthylées chez les procaryotes. 

De gauche à droite, m6A, m5C et m4C. 

Figure 11 : Système de restriction-modification, exemple d’un ADN exogène de bactériophage (D’après Furuta and Kobayashi, 

2013). 

Dans les systèmes RM une enzyme de restriction et la MTase qui lui est associée vont reconnaitre les mêmes sites sur l’ADN. 
L’ADN génomique est méthylé par la MTase immédiatement après la réplication du génome ce qui empêche sa dégradation par 
l’enzyme de restriction. A l’inverse un ADN exogène comme celui d’un bactériophage n’aura pas le même profil de méthylation 
et sera digéré par cette enzyme. 



6) Généralités sur la méthylation de l’ADN 

La méthylation de l’ADN chez les bactéries est décrite depuis de nombreuses années 

comme jouant un rôle dans plusieurs mécanismes cellulaires. Elle consiste en l’ajout d’un 

groupement méthyle (CH3) sur une base adénine ou cytosine de la molécule d’ADN. Il existe 

chez les bactéries trois types de méthylation : 6-méthyladenine (m6A), 4-méthylcytosine 

(m4C) et 5-méthylcytosine (m5C). Ces groupements méthyles sont ajoutés par des 

méthyltransférases (MTases) (Fig. 10). Ces MTases peuvent être associées à une enzyme de 

restriction dans le cas des systèmes de restriction modification (R-M) ou être « orphelines » 

(Casadesús, 2016). Une liste des MTases décrites ou prédites, qu’elles soient orphelines ou 

non, d’origine eucaryote ou procaryote, est disponible en ligne dans la base de données 

REBASE (Roberts et al., 2015 ; REBASE.neb.com). 

6.1 Les systèmes de restriction-modification 

Dans le cas des systèmes R-M, une MTase est associée à une enzyme de restriction (ER) 

(les protéines agissent sous la forme d’un complexe (Cf. type I)) ou non (la MTase et 

l’enzyme de restriction ciblent aussi le même site sur l’ADN mais agissent indépendamment). 

Certains cas à part présentent aussi un seul gène contenant à la fois les sites actifs de 

méthylation et de coupure, ces enzymes sont nommées hybrides et majoritairement reliées 

aux RM de type II. De manière générale, ces systèmes sont utilisés principalement dans la 

reconnaissance de l’ADN du « soi ». En effet l’ADN bactérien va être méthylé dans la cellule 

directement après la réplication de l’ADN et cette méthylation va bloquer l’action des 

enzymes de restriction. Un ADN étranger (phagique par exemple) n’aura pas le même profil 

de méthylation et pourra donc être clivé par les ER. Ces enzymes de restriction sont 

devenues au cours du temps un outil clef en biologie moléculaire où elles servent à digérer 

l’ADN (Fig. 11) (Furuta and Kobayashi, 2013). Il existe 4 principaux types de systèmes R-M 

numérotés de I à IV. Ces types sont notamment définis par 3 caractères : leur composition 

(sous-unités et association ou non entre ER et MTase) ; les cofacteurs nécessaires et enfin le 

site de coupure sur l’ADN (Bickle and Krüger, 1993 ; Casadesús, 2016). 

Les R-M système de type I 

Le mode de fonctionnement de ce système est certainement le plus complexe. Les types 

I sont composés habituellement de trois sous-unités différentes dont deux en dimères  
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composant au total un complexe actif de cinq sous-unités (Dryden et al., 1997). Les trois 

sous-unités différentes sont nommées HsdR, HsdM et HsdS pour « Host specificity for DNA » 

(Murray, 2000).  

Les systèmes R-M de type I comptent à ce jour 5 familles d’enzymes classées de A à E 

sur la base de séquences nucléotidiques ou d’acides aminés ainsi que sur la réactivité croisée 

d’anticorps sur les différentes enzymes,  mais il y a de grandes chances que d’autres groupes 

se forment au cours des avancées scientifiques (Murray, 2000 ; Loenen et al., 2014). 

HsdS: Cette sous-unité permet la spécificité de reconnaissance de la séquence cible. Les 

autres sous-unités vont venir se fixer sur HsdS pour se lier ensuite à la bonne séquence sur 

l’ADN. Les Types I reconnaissent des sites de type « AACNNNNNNGTGC » où on retrouve 

quasiment toujours 3 à 4 paires de bases définies en 5’ et 3 à 5 paires de bases définies en 

3’. Ces deux séquences sont séparées par 5 à 8 paires de bases non spécifiques (Loenen et 

al., 2013 ; Loenen et al., 2014). La sous-unité HsdS contient deux séquences nommées TRDs 

pour « Target Recognition Domains » d’environ 150 acides aminés. La séquence TRD en N-

ter reconnait la séquence en 5’ alors que la séquence TRD en C-ter reconnait celle en 3’. Les 

séquences TRDs ne sont que très peu conservées entre les différentes enzymes mais 

l’ensemble de HsdS est assez conservé (30-90% d’identité) au sein d’une même famille 

d’enzyme (Murray, 2000 ; Titheradge et al., 2001).  

HsdM: La sous-unité HsdM est la sous-unité dite de modification. Elle contient un site de 

liaison au cofacteur S-Adénosyl-Méthionine (SAM) qui est le donneur universel de 

groupement méthyle et un site actif de méthylation. Cette sous-unité M est souvent 

retrouvée sous forme de dimères au niveau du complexe protéique (Kennaway et al., 2012). 

Cette sous-unité est responsable de la modification de la base à méthyler par un phénomène 

de « retournement » qui rend possible la méthylation de la base adénine ou cytosine 

(Kennaway et al., 2012). Au sein des systèmes R-M de type I, c’est la sous-unité la plus 

conservée entre les familles avec une similarité allant jusqu’à 90% (Titherage et al., 2001).  Il 

est important de noter que le complexe protéique formé par HsdS et HsdM suffit à l’activité 

MTase du complexe total (Murray, 2000 ; Loenen et al., 2014). De plus, ces deux sous-unités 

sont sous le contrôle du même promoteur contrairement à HsdR qui a son propre 

promoteur (Murray, 2000). 
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Tableau 4 : Listes des caractéristiques des sous-types pour les enzymes de restriction de type II (d’après Roberts et al., 2003) 



HsdR: La dernière sous-unité a une fonction de restriction. Malgré un faible taux de 

conservation au sein des 5 familles, certains domaines sont retrouvés chez toutes ces 

enzymes notamment un domaine de liaison à l’ATP souvent apparenté à un domaine 

hélicase et un domaine nucléase (Kennaway et al., 2012 ; Murray, 2000). Cette sous unité est 

non active la majeure partie du temps et deviendra active uniquement après la formation du 

complexe final au niveau du site non méthylé (Kennaway et al., 2012). 

Les enzymes de type I ont longtemps été peu décrites à cause des problèmes liés à leur 

détection par les méthodes anciennes. En effet ces enzymes coupent sur des sites éloignés 

(jusqu’à 1kb) du site qu’elles reconnaissent (Davies et al., 1999). Les nouvelles techniques 

comme le séquençage SMRT ont permis d’associer des motifs régulièrement méthylés à des 

gènes codant pour les méthyltransférases ainsi que les éventuelles enzymes de restriction 

partenaires.   

R-M de type II 

Les R-M de type II sont les premiers à avoir été décrits et utilisés dans le domaine de la 

biologie moléculaire cela étant dû au fait que l’enzyme de restriction coupe l’ADN au niveau 

ou très proche du site reconnu ce qui a facilité la compréhension du mécanisme (Pingoud et 

al., 2014). Une autre caractéristique de ces enzymes est qu’elles agissent majoritairement 

indépendamment de leur méthyltransférase et ne requièrent ni ATP ni GTP sauf cas 

particuliers (Roberts et al., 2003). Du fait de leur étude depuis de nombreuses années on 

compte plusieurs milliers d’enzymes de type II référencées (REBASE.neb.com pour détail). 

Elles sont classifiées en de nombreux sous-groupes étant A, B, C, E, F, G, H, M, P, S et T 

(Tableau 4) (Roberts et al., 2003). Ces sous-groupes permettent de séparer les enzymes de 

type II ayant un caractère particulier. De manière habituelle une enzyme de type II agit en 

homodimère, reconnait une séquence palindromique de 4 à 8 paires de bases, clive l’ADN 

sur les deux brins produisant une extrémité 3’-Hydroxyle et une autre 5’-Phosphate (Pingoud 

et al., 2005). Du fait de l’intérêt majeur des enzymes de ce type en biologie moléculaire, de 

nombreuses revues sont disponibles pour comprendre en détail leur fonctionnement 

(Pingoud et al., 1997 ; Perrona, 2002 ; Pingoud et al., 2005 ; Pingoud et al., 2014). 
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Tableau 5 : Modifications de l’ADNa suscitant la coupure par des enzymes de type IV (Loenen et al., 2014). 



R-M de type III 

Beaucoup moins décrit que le groupe précédent, les systèmes de type III semblent 

pourtant être présents chez de nombreuses bactéries puisqu’on dénombre à ce jour 447 

enzymes de type III caractérisées mais 16345 enzymes putatives de ce type 

(REBASE.neb.com). Il semble de façon générale que ces enzymes soient composées d’un 

tétramère comportant deux sous-unité de restriction (Res) et deux sous-unité de 

modification (Mod) et qu’elles nécessitent du Mg2+ ainsi que de l’ATP (Rao et al., 2014). Les 

gènes res et mod ont jusqu’à maintenant toujours été retrouvés adjacents et la protéine 

Mod semble ne méthyler que les adénines (Roberts et al., 2003 ; Rao et al., 2014). Un 

dernier point semblant être commun aux systèmes de type III est la nécessité de 

reconnaissance de deux sites (Piekarowicz and Brzezinski, 1980).  

R-M de type IV 

Cette catégorie d’enzyme est la moins décrite avec uniquement 19 enzymes 

caractérisées et 11955 en comptant les prédictions sur la base de génomes 

(REBASE.neb.com). Elles coupent l’ADN uniquement lorsqu’il est modifié (méthylation, 

hydroxyméthylation, glucosyle-hydroxyméthylation et phosphorothioation (PT)) (Tableau 5) 

(Loenen et al., 2014) mais les sites de reconnaissance sont très peu décrits (Roberts et al., 

2003).  

Il existe dans les génomes de la plupart des protéobactéries des méthyltransférases qui 

ne sont pas liées à une enzyme de restriction. Ces méthyltransférases sont appelées des 

orphelines.  

 

6.2 Les méthyltransférases orphelines !

Les MTases solitaires ou orphelines sont présentes chez de nombreuses bactéries mais 

seule une infime proportion de celles-ci sont étudiées, dont Dam (DNA Adenine MTase) et 

Dcm (DNA Cytosine MTase) chez les g-protéobactéries et CcRM (Cell cycle Regulated MTase) 

chez les a-protéobactéries. Les rôles décrits de ces MTases sont extrêmement variés 

(Casadesús, 2016).  
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Figure 12 : Fonctionnement du système de réparation des erreurs 

post-réplicatives de l’ADN (Casadesús, 2016). 

En présence d’une erreur « mismatch » lors de la réplication du 

génome, la protéine MutS va se lier au niveau du mésappariement. 

Les protéines MutL puis MutH vont se lier à MutS pour former le 

complexe de réparation de l’ADN. MutH va ensuite couper l’ADN au 

niveau du site GATC (hémiméthylé). L’hélicase II (UvrD) va ensuite 

séparer les deux brins d’ADN en partant de la coupure vers le 

mésappariement et des exonucléases vont dégrader le brin séparé 

de la molécule.  L’ADN polymérase III synthétise alors le brin 

complémentaire au brin mère et l’ADN ligase relie le brin réparé au 

brin néosynthétisé. La dernière étape sera la méthylation de l’ADN 

néosynthétisé par la MTase Dam.  

 



6.2.1 Implication dans les systèmes de réparation de l’ADN post-réplication 

 Chez les γ-protéobactéries, la MTase Dam a un rôle important dans les systèmes de 

réparations de l’ADN (MMR pour MisMatch Repair). Cette MTase modifie les sites 5’-GATC-

3’ en ajoutant un groupement méthyle en position N6 de l’adénine (Fig. 10). Elle est capable 

de méthyler ces sites palindromiques sur les deux brins, et va méthyler légèrement plus vite 

un brin hémiméthylé qu’un brin non méthylé (Herman and Modrich, 1982). Chez les 

Entérobactéries, il a été décrit pour Escherichia, Salmonella, Enterobacter, Klebsiella ou 

encore Xenorhabdus que la majorité des sites 5’-GATC-3’ du génome était méthylés en 

condition de culture in vitro (de 95% à 99.9%) (Fang et al., 2012 ; Blow et al., 2016). Lors du 

processus de réplication de l’ADN, le brin mère est méthylé alors que le brin néosynthétisé 

ne l’est pas encore. Les protéines MutS, MutL et MutH corrigent les erreurs survenues lors 

de la réplication de l’ADN et vont se servir de ce différentiel de méthylation pour corriger 

l’erreur sur le brin néosynthétisé et non sur le brin matrice (Fig. 12, Iyer et al., 2006 pour 

revue détaillée) (Pukkila et al., 1983). Brièvement, MutS reconnait les bases mésappariées et 

se lie à l’ADN sous forme de dimère à ce niveau (Parker and Marinus, 1992). Un dimère de la 

protéine MutL se lie alors au complexe MutS avec consommation d’ATP (Acharya et al., 

2003). La protéine MutH est elle aussi dépendante de MutS, MutL et d’ATP. Elle reconnait le 

site GATC hémiméthylé le plus proche en 5’ ou 3’ du lieu de liaison du complexe MutS/L. 

MutH coupe alors le brin non méthylé en 5’ du G du site GATC (Welsh et al., 1987). Une fois 

cette incision réalisée, l’hélicase ADN II (UvrD) sépare les deux brins d’ADN en partant de 

l’incision vers le site de liaison du complexe (Dao and Modrich, 1998). Le simple brin d’ADN 

résultant de cette séparation est dégradé par des exonucléases différentes selon si la 

dégradation doit se faire dans le sens 5’-3’ ou l’inverse. Exo I et Exo X si l’incision est en 3’ de 

la base mutée et RecJ si elle est en 5’, Exo VII est la seule exonucléase impliquée pouvant 

digérer les brins dans les deux sens (Burdett et al., 2001).  

 A la suite de cela le brin complémentaire au brin mère est synthétisé par l’ADN 

polymérase III et ligué par l’ADN ligase (Lahue et al., 1989) enfin le site GATC du brin 

néosynthétisé est méthylé par Dam (Iyer et al., 2006 ; Marinus and Casadesús, 2009). 

L’importance de la méthylation de l’ADN par Dam dans ce système est de première 

importance chez E. coli ou S. enterica puisqu’une méthylation aberrante de l’ADN causée par 

une mutation du gène dam (Glickman, 1979) ou une surexpression de cette MTase va  
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amener une hypermutabilité de la bactérie (Hermann and Modrich, 1981). Dans le cas d’un 

mutant Dam, on observe une augmentation conséquente de cassures double brin sur l’ADN 

ainsi qu’une augmentation de l’expression des gènes impliqués dans la réponse à ces 

cassures (Wang and Smith, 1986 ; Manke et al., 2005). En effet, MutH coupe le brin non 

méthylé d’un ADN hémiméthylé mais il a été décrit qu’en cas de non méthylation, une 

incision sur les deux brins peut être réalisée (Au et al., 1992 ; Lee et al., 2005). Même dans le 

cas où MutH ne coupe pas sur les deux brins, la protéine n’a plus la capacité de différencier 

le brin mère du brin néosynthétisé et va donc initier la correction sur le mauvais brin 50% du 

temps. Cette hypothèse est supportée par le fait que les doubles mutants dam/mutS ou 

mutL ont un taux de mutation plus haut que les simples mutants (Hu et al., 2017). Il semble 

malgré tout que l’augmentation du taux de mutation des mutants dam est due 

principalement aux cassures double brin de l’ADN car les doubles mutants rec/dam sont non 

viables (Wang and Smith, 1985 ; Marinus, 2000). La surexpression de Dam amène aussi un 

phénotype hypermutable (Hermann and Modrich, 1981, Pukkila et al., 1983). L’hypothèse la 

plus probable est que lors d’une surexpression de Dam, l’ADN néosynthétisé est plus 

rapidement méthylé et ne va donc plus permettre la liaison de MutH et donc la correction 

d’erreurs. Cette hypothèse est confortée par une différence de taux de mutation en fonction 

du taux de surexpression de Dam et donc une notion de compétition entre MutH et Dam 

(Marinus et al., 1984 ; Casadesús, 2016). 

 

6.2.2 Réplication du chromosome et méthylation de l’ADN 

· Chez E. coli 

La réplication du chromosome chez E. coli est initiée par la liaison entre la protéine 

DnaA et ses sites de liaisons (boites DnaA) de 9 paires de bases situés au niveau de la région 

oriC sur l’ADN. Cette région oriC est d’environ 250 paires de bases et contient 11 sites GATC 

dispersés entre les diverses boites DnaA (Mott and Berger, 2007). Il a été décrit que lorsque 

les motifs GATC sont complètement méthylés, DnaA va alors pouvoir se lier à l’ADN et initier 

la réplication du chromosome mais qu’à l’inverse une hémiméthylation empêchait cette 

liaison (Messer et al., 1985). Plus précisément, il existe une protéine nommée SeqA se liant 

avec une très forte affinité au niveau des sites GATC lorsqu’ils sont hémiméthylés. Suite à la 

réplication du génome, les sites GATC se retrouvent hémiméthylés car le brin néosynthétisé 

n’a pas encore été méthylé par Dam. La protéine SeqA va alors se lier à ces séquences sous  
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Figure 13 : Multimérisation de SeqA durant la réplication 

d’oriC (Mott and Berger, 2007)  

 
SeqA reconnait initialement sous forme de dimères les sites 
GATC hémiméthylés (double brin d’ADN ou le brin 
néosynthétisé est non méthylé). L’oligomérisation entre les 
dimères de SeqA va former un complexe amenant rapidement à 
la séquestration de l’ADN répliqué. 
 

Figure 14 : Le cycle de Caulobacter crescentus et sa régulation (Mohapatra et al., 2014). 

A- Le cycle cellulaire de C. crescentus inclut une différentiation cellulaire avec notamment une cellule fille flagellée et une 

cellule mère « attachée ». Durant ce cycle les quatre protéines CcrM, CtrA, GcrA et DnaA sont synthétisées sur des laps 

de temps respectivement différents. A noter qu’une autre protéine nommée SciP est aussi finement régulée mais non 

détaillée ici.  

B- Régulation interconnectée des quatre protéines majeures durant le cycle de C. crescentus. Les lignes en pointillés 

représentent des implications actuellement remises en questions. 

 



forme d’homodimères si deux sites GATC sont suffisamment proches (<31pb) (Lobner-olesen 

et al., 2005) puis former un complexe avec d’autres dimères de protéines SeqA liées eux-

aussi aux sites GATC hémiméthylés proches. Cette multimérisation va empécher Dam de 

méthyler les sites GATC complètement et donc empêcher un nouvel évènement de 

réplication de s’initier (Fig. 13) (Slater et al., 1995 ; Nievera et al., 2006 ; Mott and Berger, 

2007). Il est bien entendu que d’autres protéines sont aussi en jeu dans la régulation de la 

réplication comme IHF (Integration Host Factor) ou Fis (Factor for Inversion Stimulation) 

mais je ne les détaillerai pas ici (Mott and Berger, 2007 ; Katayama et al., 2010 pour détail). 

· Chez d’autres bactéries 

Si les mécanismes gouvernant la régulation de la réplication sont assez bien décrits chez 

E. coli, il n’en est pas de même chez de nombreuses autres bactéries. Néanmoins, il semble y 

avoir plusieurs point communs entre cette régulation chez E. coli et d’autres γ-

protéobactéries comme les Pseudomonas ou Salmonella. Il y a en effet chez toutes ces 

bactéries un système de contrôle de la réplication de l’ADN fortement lié aux protéines 

DnaA et SeqA ce qui implique indirectement la MTase Dam présente chez ces bactéries 

(Smith et al., 1991 ; Aloui et al., 2007).  

L’autre modèle bactérien le plus décrit sur ces thématiques est Caulobacter crescentus. 

Cette bactérie appartient aux a-protéobactéries. La MTase la plus connue chez cette 

bactérie se nomme CcrM pour « MTase Régulée durant le Cycle Cellulaire » (Cell cycle 

regulated MTase). Cette MTase méthyle les sites « GANTC » (ou N correspond à n’importe 

quel nucléotide) au niveau de l’adénine et a une affinité plus forte pour les sites 

hémiméthylés (Zweiger et al., 1994 ; Berdis et al., 1998). La présence de cette MTase dans 

Caulobacter est finement régulée durant le cycle cellulaire de la bactérie avec une 

augmentation forte de sa présence en fin de réplication du chromosome (moment où l’ADN 

est entièrement hémiméthylé) (Marczynski, 1999). Le cycle cellulaire de Caulobacter est 

régulé par 4 protéines principales ayant chacune un rôle précis dans une étape du cycle de la 

réplication du chromosome. CcrM est l’une de ces protéines, trois autres nommées DnaA, 

GcrA et CtrA sont responsables de la régulation de près de 200 gènes (Gorbatyuk and 

Marczynski, 2001 ; Laub et al., 2002 ; Holtzendorff et al., 2004 ) et ont un rôle direct dans la 

réplication du chromosome (Fig. 14). Brièvement, le cycle cellulaire de Caulobacter 

commence par la production et l’accumulation de la protéine DnaA. Le gène codant cette 

protéine sera préférentiellement transcrit si son promoteur est méthylé sur les deux brins au  
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niveau des sites GANTC (cibles de CcrM) (Collier et al., 2007) mais l’implication directe de 

CcrM dans la régulation de DnaA est aujourd’hui sujet à débat (Cheng and Keiler, 2009 ; 

Gonzalez et al., 2014). DnaA va activer la transcription du gène gcrA codant pour la protéine 

GcrA (Collier et al., 2006) et réguler l’expression d’une quarantaine de gènes (Gorbatyuk and 

Marczynski, 2001) . La protéine GcrA régule l’expression d’une cinquantaine de gènes. 

Certains de ces gènes ont dans leur région promotrice des sites GANTC et il apparait qu’une 

méthylation complète de ces sites favorise la liaison de GcrA sur la partie promotrice de ces 

gènes (Fioravanti et al., 2013). Il est à noter que même si un site GANTC est présent dans la 

partie promotrice de gcrA, une implication réelle de la méthylation de l’ADN dans la 

régulation de l’expression de gcrA est aujourd’hui remise en question (Fioravanti et al., 

2013 ; Mohapatra et al., 2014). GcrA et CcrM sont toutes deux impliquées dans la régulation 

de l’expression du gène codant pour CtrA (Holtzendorff et al., 2004). Une hypothèse actuelle 

sur cette régulation est que GcrA se lierait dans tous les cas à la partie promotrice de ctrA 

mais aurait un rôle activateur si le site GANTC est hémiméthylé et inhibiteur si il est 

complètement méthylé (Fioravanti et al., 2013).  La protéine CtrA est la protéine qui joue un 

rôle majeur dans la régulation de l’expression de CcrM, l’initiation de la réplication ainsi que 

l’expression de 95 gènes (Laub et al., 2002). CcrM est ensuite exprimée et peut alors 

méthyler le nouveau brin d’ADN issu de la réplication (Fig. 14) (Mohapatra et al., 2014).  

7) La méthylation de l’ADN et la régulation des gènes 

Chez les eucaryotes, la méthylation de l’ADN et plus précisément la méthylation des 

cytosines, est décrite comme jouant un rôle dans la régulation des gènes (Law and Jacobson, 

2011). Un point important à noter est que si chez les eucaryotes cette méthylation de l’ADN 

peut jouer sur l’expression de gènes lorsqu’elle est intragénique et notamment au niveau 

d’éléments transposables (Le et al., 2015 ; Zhang et al., 2006), chez les bactéries la grande 

majorité des exemples sont des méthylations dans la région promotrice d’un gène jouant un 

rôle dans la régulation de ce dernier. Comme décrit précédemment, les sites GATC du 

génome peuvent être méthylés par Dam chez les entérobactéries. Cette méthylation, 

lorsqu’elle est située dans une région promotrice, peut modifier l’affinité de certaines 

protéines régulatrices pour leur site de fixation. Il y a beaucoup d’exemples de gènes dont 

l’expression dépend de cette compétition entre fixation d’un régulateur ou de la MTase.  
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7.1 Implication des MTases dans les phénotypes globaux 

Chez les entérobactéries, la méthylation sur les adénines est la plus décrite. Néanmoins 

certains exemples démontrent un rôle de la méthylation des cytosines. Dcm (DNA cytosine 

MTase) est la plus connue des MTases bactériennes méthylant les cytosines. Elle méthyle la 

deuxième cytosine des sites CCWGG. Cette MTase est décrite comme potentiellement 

impliquée dans la régulation de gènes de la phase stationnaire. En effet, chez un mutant 

dcm, l’expression du facteur sigma RpoS augmente ainsi que celle de nombreux autres gènes 

de la phase stationnaire et il est possible que ces phénomènes soient en lien direct avec une 

régulation par Dcm (Kahramanoglou et al., 2012). La conservation de cette MTase étant très 

forte dans les espèces d’E. coli il semble logique qu’elle ait un rôle important dans la cellule 

(Militello et al., 2012). Plus récemment il a été démontré que la MTase Dcm avait un rôle 

dans la résistance aux composés antimicrobiens en régulant l’expression du gène sugE qui 

est un transporteur impliqué dans cette résistance (He et al., 2011 ; Militello et al., 2013). Un 

autre exemple de méthylation des cytosines chez les bactéries à Gram négatif est celui 

d’Helicobacter pylori. Il existe chez cette bactérie de nombreuses MTases méthylant les 

bases cytosines ou adénines. Des analyses transcriptomiques comparant H. pylori WT et un 

mutant pour une MTase méthylant les cytosines en position 5 (m5C) (hpyAVIBM) ont mis en 

évidence un rôle de cette MTase dans la régulation de gènes de mobilité, d’adhésion et de 

virulence (Kumar et al., 2012a ; Kumar et al., 2012b). Une étude plus récente a de plus 

démontré l’importance d’une MTase d’H. pylori méthylant les cytosines en position 4 (m4C) 

dans la régulation de la transcription et de la virulence (Kumar et al., 2018). Hormis ces 

quelques exemples, la méthylation des cytosines reste à ce jour chez les bactéries un 

phénomène qui semble moins essentiel que la méthylation des adénines (Marinus and 

Casadesús, 2009).  

La méthylation des adénines chez les bactéries est sans nul doute la plus étudiée. De 

nombreuses études débutent par une mutation ou une surexpression de la MTase cible suivi 

d’une étude des phénotypes affectés par la dérégulation de la MTase et parfois d’une 

analyse transcriptomique. Ces travaux permettent de cibler certains gènes candidats 

potentiellement sujets à la régulation par une méthylation dans la région promotrice du 

gène. Des études de ce genre ont commencé chez Salmonella où un mutant Dam a été 

montré comme avirulent chez la souris (Garcia-Del Portillo et al., 1999 ; 
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Tableau 6 : Exemples de gènes dont la régulation de la transcription est sous contrôle de la méthylation d’adénines 
(Casadesús, 2016). 



Heithoff et al., 1999). Une diminution de la virulence a aussi été démontrée chez les 

bactéries mutées pour le gène dam chez Haemophilus influenzae (Watson et al., 2004 ), 

Yersinia pseudotuberculosis IP32953 et pestis (Taylor et al., 2005 ; Robinson et al., 2005), 

Klebsiella (Mehling et al., 2007) et Actinobacillus (Wu et al., 2006). Il est intéressant de noter 

que chez certaines bactéries cette mutation est létale comme chez Y. pseudotuberculosis, 

Vibrio cholerae ou encore Aeromonas hydrophila (Julio et al., 2001 ; Erova et al., 2006 ; 

Demarre and Chattoraj, 2010). Dans ce cas, l’alternative de la surexpression de la MTase 

Dam a permis de démontrer une baisse du pouvoir pathogène (Julio et al., 2001 ; Julio et al., 

2002 ; Erova et al., 2006). Il est à noter que la surexpression de Dam chez Salmonella ou 

Pasteurella multocida amène aussi à une baisse de la virulence de ces bactéries (Heithoff et 

al., 1999 ; Chen et al., 2003). Dam joue un rôle majeur dans les systèmes MMR (Voir partie 

7.1 pour détails) ce qui amène à penser que c’est le taux d’erreurs dans la réparation de 

l’ADN qui augmente et donc que ces phénotypes sont causés par des mutations et non 

directement par la méthylation de l’ADN. En effet, chez Salmonella (Torreblanca and 

Casadesús, 1996) ou E. coli (Marinus, 2010) le taux de mutations augmente lorsqu’on mute 

le gène dam ou qu’on surexprime cette protéine. Cependant, les études de transcriptomique 

(RNAseq) montrent une variation dans l’expression de plusieurs gènes liés à la virulence chez 

Salmonella  ce qui confirme l’hypothèse d’une régulation par la méthylation de l’ADN et non 

une régulation due à l’augmentation du taux de mutations (Balbontín et al., 2006). Un autre 

moyen de vérification est celui de la complémentation (transformation d’une bactérie mutée 

sur dam avec un plasmide contenant le gène dam natif). Si la méthylation de l’ADN est 

réellement à l’origine du changement d’expression du gène, en rétablissant le profil de 

méthylation originel par une complémentation on rétablira aussi le phénotype. A l’inverse, si 

le phénotype est lié à une mutation il restera malgré la complémentation. Ce protocole a par 

exemple été utilisé chez les E. coli uropathogènes (Stephenson and Brown, 2016).  

Si les études présentées précédemment ont pour but d’étudier l’impact global de la 

méthylation par Dam sur les phénotypes des bactéries, certaines études plus mécanistiques 

ont permis l’explication du phénomène de régulation (Tableau 6 (Casadesús, 2016 pour 

détail)) comme pour l’opéron pap, le système de sécrétion de type VI (SST VI) chez E. coli et 

l’opéron opvAB chez Salmonella détaillés ci-dessous. 
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Figure 15 : Switch de l’opéron pap de OFF vers ON (Casadesús and Low, 2006) 
La région régulatrice de pap avec les six sites de liaison de Lrp (rectangles gris) et les sites GATC proximaux 
et distaux dans les sites de liaison Lrp 2 et 5 respectivement est représentée en haut. Les promoteurs 
divergents papI et papB sont signalés avec des flèches. Les protéines Lrp (ovales), PapI (triangles) et PapB 
(losanges) sont représentées. L’état de méthylation des sites GATC est représenté par un rond blanc si non 
méthylé et par un rond noir si méthylé. 
 



7.2 L’opéron pap chez E. coli  

Chez les E. coli uropathogènes, le pilus Pap est un facteur de virulence très important 

puisqu’il permet l’adhésion à l’urètre (O’Hanley et al., 1985 ; Hultgren and Normak, 1991). 

Ce pilus est codé par l’opéron pap composé de 9 gènes impliqués dans la fabrication et 

l’assemblage de ce pilus et deux gènes codant pour des régulateurs nommées PapB et PapI 

(Van der Woude et al., 1996). L’expression des gènes papBA et papI sont sous contrôle d’une 

compétition entre le régulateur Lrp et la MTase Dam (Blyn et al., 1990 ; Braaten et al., 1994). 

Dans une population d’E. coli uropathogène, deux sous-populations sont retrouvées, l’une 

exprimant le pilus Pap (PapON) et l’autre ne l’exprimant pas (PapOFF). Il est à noter que la 

population PapOFF est majoritairement retrouvée car le switch ON vers OFF est favorisé par 

rapport au switch OFF vers ON (Van der Woude et al., 1996 ; Herdnay et al., 2002).  On 

trouve dans la région promotrice de papBA 6 sites de liaison du régulateur Lrp (pour 

« Leucine responsive regulatory protein »). Deux de ces sites (numérotés 2 et 5) contiennent 

un motif GATC, eux-mêmes nommés respectivement site proximal et site distal (Fig. 15A). 

Dans la population PapOFF le régulateur Lrp est lié à la partie promotrice au niveau des sites 

1, 2 et 3 alors que les sites 4, 5 et 6 sont libres. Dans ce cas là, le site GATC proximal 

(chevauchant le site Lrp 2) est non méthylé, à l’inverse le site distal est complètement 

méthylé (Fig. 15B). Il est à noter que la fixation de Lrp aux sites 1-3 diminue son affinité pour 

les sites 4-6 ce qui crée une maintenance de l’état OFF (Herdnay et al., 2002 ; Herdnay et al., 

2003). Lors de la réplication de l’ADN les protéines Lrp sont détachées et le brin d’ADN 

néosynthétisé n’est pas méthylé  (Fig. 15C). Il apparait que la protéine PapI semble être 

exprimée faiblement (bruit de fond) (Casadesús, 2016). Ceci pourrait être expliqué par la 

possibilité d’une légère expression du gène papB lors de la séparation de Lrp. En effet, PapB 

active la transcription de papI codant pour la protéine PapI. Cette protéine va se lier à Lrp et 

améliorer son affinité pour le site GATC distal (Kaltenbach et al., 1995). Suite à cela Lrp 

pourra se lier aux sites 4, 5 et 6 bloquant la méthylation par Dam qui méthylera alors le site 

GATC proximal (Fig. 15D). Dans cette configuration le gène papB est traduit et on a donc une 

boucle de rétroaction positive favorisant le maintien de cette expression puisque PapB et 

ainsi PapI sont produits. Suite à une nouvelle réplication de l’ADN chromosomique, le brin 

néosynthétisé sera à nouveau non méthylé et on retrouvera un profil de méthylation de 

l’ADN inversé avec le site GATC distal non méthylé et le site proximal complètement méthylé  
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Figure 16 : Représentation de la régulation du cluster sci1 (Brunet et al., 2011). 

A- En condition où le fer ne manque pas, la protéine Fur (ronds rouges) réprime l’expression du cluster sci1 en se liant à 
ses sites de fixation dans la région promotrice. sci1 est en phase OFF et le site GATC I n’est pas méthylé car il est 
masqué par Fur.  

B- En condition ou le fer manque, Fur n’est pas liée à ses sites de fixation et l’ARN polymérase peut réaliser la 
transcription de sci1. Dam va de plus méthyler le site GATC I qui était protégé par Fur. sci1 est en phase ON. La 
transition de phase ON vers OFF nécessite un manque de fer dans le milieu ainsi qu’un cycle de réplication pour que le 
site GATC I soit hémiméthylé. Les sites GATC méthylés sont indiqués par un CH3. 

 



(Fig. 15D) (Casadesús and Low, 2006). Si le switch PapOFF vers PapON est bien compris, il n’en 

est pas de même pour le switch inverse. Suite à un nouveau cycle de réplication on se 

retrouve avec un site GATC proximal hémiméthylé et un site GATC distal non méthylé. La 

protéine Lrp a une affinité plus forte pour les sites 1-3 et la méthylation sur le site GATC 

proximal ne modifie pas l’affinité de Lrp pour ce site (Herdnay et al., 2003). A l’inverse la 

méthylation complète du site GATC distal par Dam diminuera l’affinité de Lrp lié ou non à 

PapI (Nou et al., 1993). Le switch ON vers OFF est donc dans ce cas plus important que le 

switch OFF vers ON (Herdnay et al., 2003 ; Casadesús and Low, 2006 ; Wion and Casadesús, 

2006 ; Casadesús, 2016). 

7.3 Le SST de type VI chez E. coli 

Les systèmes de sécrétion de type VI (SST VI) sont présents chez de nombreuses 

bactéries Gram-, ils ont pour rôle de sécréter des molécules en vue de tuer les cellules de 

l’hôte mais aussi d’autres bactéries (Cascales, 2008 ; Schwarz et al., 2010). Chez E. coli, le 

cluster sci1 code pour un SST VI. Ce cluster est sous contrôle de la protéine régulatrice Fur 

(Escolar et al., 1999). Il a été décrit que la région promotrice de sci1 contenait 3 sites GATC 

et que leur méthylation interférait avec la fixation de la protéine régulatrice Fur (Brunet et 

al., 2011). Plus précisément, la région promotrice de sci1 contient 2 sites reconnus par la 

protéine Fur, dont un contenant un site GATC (GATC1) (Fig. 16 (Brunet et al., 2011)). Les 

deux autres sites GATC sont situés entre le premier et le second site de reconnaissance. 

Lorsque du fer est présent dans le milieu (condition non stressante), la protéine Fur est liée 

sur les deux sites qu’elle reconnait et empêche donc la méthylation du site GATC 1. 

L’hypothèse formulée se base sur le fait que Fur a une moins bonne affinité pour la région 

promotrice complètement méthylés (en utilisant des tests d’interaction in vitro). Si les 

conditions changent et que le fer commence à manquer, l’affinité de Fur pour son site de 

liaison diminue et le site GATC1 deviendra méthylé, permettant la liaison de l’ARN 

polymérase et l’expression du SST VI (Brunet et al., 2011).    

7.4 Le LPS chez S. enterica 

Chez S. enterica, la longueur de l’antigène O est variable. Il a été montré que dans une 

culture de bactéries, on retrouve deux sous populations, une avec une chaine courte et une  
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Figure 17 : Représentation de la région promotrice d’opvAB avec les sites GATC (bleu) et les sites 

de liaison d’OxyR (OBS, jaune) représentés (Cota et al., 2016). 

Figure 18 : Modèle de la variation de phase d’opvAB (Cota et al., 2016). 

L’état de méthylation est représenté pour les sites GATC de la région promotrice par un carré blanc (non méthylé) ou 

un carré noir (méthylé) en phase OFF et en phase ON. 

 



avec une chaine plus longue (Cota et al., 2012). Les gènes responsables de cette variation 

ont été nommés opvAB et démontrés comme régulés dans leur expression par un switch 

dans lequel intervient le régulateur OxyR et la MTase Dam (Cota et al., 2012). Dans la sous-

population à chaîne courte, l’opéron opvAB est OFF et à l’inverse lorsque la chaîne latérale O 

est plus longue, l’opéron est exprimé (Cota et al., 2012). La réduction de la chaîne O va 

conférer à Salmonella une résistance aux bactériophages mais aussi une sensibilité au 

sérum, une diminution de la capacité à se multiplier dans les macrophages et une baisse de 

pathogénicité chez la souris (Cota et al., 2012 ; Cota et al., 2015). Dans la région promotrice 

de opvAB on trouve 4 sites de fixation de OxyR et 4 sites GATC reconnus par Dam (Fig. 17, 

Cota et al., 2016). Selon les sites sur lesquels OxyR se fixe, il y a expression ou non de 

l’opéron. OxyR est une protéine régulatrice sensible au stress oxydatif auquel elle réagit par 

un changement de configuration. En présence d’H2O2 OxyR va faciliter la liaison de l’ARN 

polymérase et donc activer la transcription alors qu’à l’inverse sous sa forme non oxydée 

cette protéine va agir en tant qu’inhibiteur transcriptionnel (Chiang and Schellhorn, 2012). 

OxyR est de plus décrit comme sensible à la méthylation puisqu’il se lie avec moins d’affinité 

lorsqu’un site GATC méthylé est présent dans la séquence qu’il reconnait. Ce régulateur a 

été décrit comme inhibiteur dans le cas d’agn43 chez E. coli (Haagmans and Van der Woude, 

2000) et à la fois inhibiteur et activateur pour gtr chez Salmonella (Broadbent et al., 2010). 

Le mécanisme de régulation est le suivant, Les sites GATC sont numérotés de 1 (5’ du 

promoteur) à 4 (3’ du promoteur) et de A à D pour les sites de fixation d’OxyR (OBS pour 

OxyR Binding Site) (Fig. 17, Cota et al., 2016). Lorsque l’opéron est OFF, OxyR est lié aux sites 

OBS A et C, les sites GATC 1 et 3 sont non méthylés et à l’inverse les sites GATC 2 et 4 

(respectivement situés dans les OBS B et D) sont eux méthylés. A l’inverse, lorsque les sites 

GATC 2 et 4 ne sont pas méthylés, OxyR peut se lier aux OBS B et D, la liaison de l’ARN 

polymérase est alors possible et l’opéron passe en phase ON (Fig. 18, Cota et al., 2016). 

D’autres facteurs sont impliqués dans la régulation de ce switch comme la protéine SeqA ou 

la protéine « Histone like » HU (pour « Heat Unstable ») mais je ne détaillerai pas cela ici 

(voir Cota et al., 2016 pour détail). 

8) Objectifs de la thèse 

Suite à la lecture de ces publications, nous nous sommes interrogés sur plusieurs points 

concernant notre modèle biologique. La méthylation de l’ADN par Dam joue un rôle 

important dans de nombreux phénotypes chez diverses bactéries pathogènes. Notre  
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bactérie alterne entre virulence et symbiose avec ses deux hôtes eucaryotes. A notre 

connaissance, aucune étude n’a étudié l’impact de la méthylation de l’ADN dans un cycle 

similaire. En se basant sur l’hypothèse que Photorhabdus produisait une MTase Dam nous 

avons donc premièrement voulu étudier son potentiel rôle dans le cycle de vie de 

Photorhabdus. Pour répondre à cette question, il nous fallait modifier l’expression de cette 

MTase (par mutation ou surexpression du gène). L’étude des variations phénotypiques de 

cette souche pourrait nous fournir des pistes de gènes sujets à la régulation par la 

méthylation de l’ADN. La vérification de cette hypothèse nécessitait l’appui d’une étude 

transcriptomique (RNAseq) qui permettrait de voir la globalité des gènes dont l’expression 

changerait sans nécessairement être associé à desphénotypes facilement observables. Afin 

d’étudier l’impact de la méthylation sur le cycle de notre modèle, il fallait aussi que nous 

testions la pathogénicité ainsi que la capacité à établir une symbiose de cette souche. 

L’ensemble de ces travaux a été réalisé durant cette thèse et a permis d’établir un bon état 

des lieux du rôle de la méthylation par Dam chez notre modèle (Chapitre II]). Dans un second 

temps, bien que la modification de l’expression de Dam soit connue pour jouer un rôle sur la 

méthylation des sites GATC nous nous devions de vérifier par nous même l’état de 

méthylation des sites GATC chez notre bactérie et de déterminer si cet état général variait 

lors d’une expression différente de Dam. Nous avons donc réalisé une analyse du 

méthylome (Chapitre III]). Pour comprendre notre modèle bactérien et le rôle de la 

méthylation de l’ADN chez Photorhabdus, nous avons aussi décidé de réaliser la même étude 

dans différentes phases de croissance ainsi que dans la sous-population résistante aux 

peptides antimicrobiens. L’intérêt était de chercher des conditions où une variation dans la 

méthylation de l’ADN (que ce soit par Dam ou tout autre méthyltransférase) pourrait être 

observée. Cette étude pouvait aussi nous donner des pistes sur d’autres MTases importantes 

chez notre bactérie modèle et a composé la seconde partie de ma thèse. Les perspectives 

consécutives à ma thèse seront discutées dans une dernière partie où je mettrai aussi en 

parallèle l’ensemble des résultats obtenus publiés ou non (Chapitre IV]).  
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Chapitre II] Rôles de Dam dans le cycle de P. luminescens 

1) La virulence et la mobilité de P. luminescens sont impactées par la 

surexpression de Dam 

Comme décrit précédemment, le premier point à vérifier était qu’un gène codant pour 

la MTase Dam était bien présent chez Photorhabdus luminescens et que la protéine produite 

était fonctionnelle. Grâce au génome publié en 2003 (Duchaud et al., 2003), nous avons pu 

identifier le gène plu0087 annoté comme « DNA Adenine Methyltransferase ». Ce gène a 

70,7% d’identité et 86,3% de similarité avec le gène dam d’E. coli. Après alignements des 

séquences protéiques, nous avons pu voir que les acides aminés essentiels à la 

reconnaissance des sites GATC, ceux interagissant avec le donneur de méthyle (S-AdoMet) 

ainsi que ceux formant la poche active de méthylation (DPPY) étaient bien conservés (Fig. S1, 

Cf. Chapitre II.2 pour toutes les figures et tables de cette partie). Dans un deuxième temps, 

nous avons cloné le gène dam de P. luminescens dans un plasmide en le positionnant sous 

contrôle d’un promoteur fort (PLac). Ce plasmide (MCS5_Dam) et un plasmide contrôle 

(MCS5 ne contenant pas le gène dam de P. luminescens) ont ensuite été transformés chez 

une souche d’E. coli mutée pour le gène dam (Dam::16KM) et une souche contrôle non 

mutée sur dam (MG1655). Après extraction de l’ADN plasmidique, nous avons digéré les 

plasmides provenant de chaque souche avec des enzymes sensibles à la méthylation. La 

complémentation de cette souche par le plasmide MCS5_Dam a montré un profil de 

digestion identique au contrôle, prouvant que la méthylation des sites GATC était rétablie 

par la présence du gène dam provenant de Photorhabdus et prouvant ainsi que ce gène 

codait pour une MTase Dam fonctionnelle (Fig. 1).  

L’objectif suivant était de voir si Dam avait un rôle dans la régulation de certains 

phénotypes chez Photorhabdus. Malgré plusieurs essais, en adaptant le protocole et en 

utilisant notamment des températures plus basses et des milieux pauvres en nous basant sur 

les résultats obtenus chez C. crescentus (Gonzalez and Collier, 2015), nous n’avons pas réussi 

à muter le gène dam de Photorhabdus amenant l’hypothèse que Photorhabdus n’est peut-

être pas viable sans ce gène. La seconde solution a été de surexprimer ce gène dam en 

introduisant le plasmide MCS5_Dam chez Photorhabdus. Après vérification par RT-qPCR de 

l’augmentation de la transcription du gène dam chez cette souche (x23), nous avons vérifié 

divers phénotypes classiques chez cette bactérie. Aucune différence de croissance n’a été  

    30 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



observée entre la souche surexprimant Dam (Dam+) et la souche contrôle contenant le 

plasmide MCS5 (Fig. 2). Nous avons ensuite testé l’adsorption du bleu de bromothymol sur 

milieu NBTA, la bioluminescence, la production d’antibiotiques, l’activité hémolytique ainsi 

que la lyse des lipides sans observer aucune différence. Aucune différence dans le taux de 

mutation n’a été notée entre les deux souches en utilisant un test classique de sélection de 

mutants spontanés résistants à la rifampicine (Table 2). A l’inverse, une diminution de la 

mobilité a été observée pour la souche Dam+ en comparaison de son contrôle (Fig.3, p-

value<0,001). Une baisse du pouvoir pathogène a aussi été notée lors de suivi de mortalité 

de larves de S. littoralis injectées avec ces souches (Fig. 5, p-value<0,001). A l’inverse, la 

souche Dam+ a montré une meilleure capacité à former des biofilms que la souche contrôle 

(Fig. 4, p-value<0,01). 

À la suite de ces résultats intéressants, nous avons décidé d’étudier le profil 

transcriptomique de ces deux souches. Le but était de vérifier si des gènes jouant un rôle 

dans la mobilité, la virulence et la formation de biofilms étaient différemment exprimés 

entre ces deux souches, mais aussi de voir si d’autres gènes n’étaient pas impactés dans leur 

transcription par la surexpression de Dam. Nous avons donc réalisé une expérience de  

RNAseq pour chaque souche et trouvé 208 gènes significativement différentiellement 

exprimés entre ces deux souches (Log2FoldChange ≥ 1 et P-value ajustée < 0.05) (Fig. 6). 

Parmi ces gènes, 121 sont sous-exprimés et 87 sont surexprimés chez la souche Dam+. En les 

classant par fonction (COG pour « Cluster of Orthologous Groups ») nous avons pu noter une 

grande quantité de gènes différemment exprimés dans la catégorie reliée à la mobilité 

cellulaire (N). 49 gènes sont impliqués dans la mobilité flagellaire chez Photorhabdus et 48 

présentent une expression plus faible chez la souche Dam+ même si leur expression n’est 

pas toujours significativement impactée (Table S3). Un autre point intéressant est que 16 

gènes codant pour des pili (et donc potentiellement impliqués dans la formation de biofilms) 

sont surexprimés chez la souche Dam+. Si la variation de mobilité et de formation de 

biofilms semble être corrélée à la transcription des gènes impliqués dans ces phénotypes, 

nous ne pouvons affirmer la même chose pour la pathogénicité. En effet, seul cinq gènes 

précédemment reliés à la pathogénicité de la bactérie ont été détectés comme 

différemment exprimés chez la souche Dam+ et les principaux gènes effecteurs décrits chez 

Photorhabdus n’en font pas partis. 
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Des contrôles réalisés par RT-qPCR sur un panel de gènes représentatifs nous ont permis de 

confirmer l’ensemble de ces observations.  

Grâce à ces travaux, nous avons donc prouvé la fonctionnalité d’une MTase Dam chez P. 

luminescens mais aussi prouvé qu’elle était reliée à l’expression de certains phénotypes. 

Dans la littérature, il a déjà été décrit un lien entre Dam et la mobilité comme chez 

Salmonella (Balbontin et al., 2006), E. coli (Oshima et al., 2002) ou encore Y. enterocolitica 

(Fälker et al., 2007). Notre résultat montrant qu’une surexpression de Dam amenait une 

diminution de mobilité n’était donc pas inattendu, mais une analyse plus détaillée nous 

montre qu’aucun site GATC n’est présent dans les régions promotrices du gène flhD (gène 

régulateur de la cascade de synthèse flagellaire) malgré la baisse de son expression. Une 

hypothèse possible est celle d’une régulation indirecte de ce gène et donc des autres gènes 

flagellaires par Dam. Un autre point intéressant est la baisse de virulence chez la souche 

Dam++. Les phénotypes de virulence et de mobilité sont reliés chez plusieurs bactéries 

pathogènes (Josenhans and Suerbaum, 2002). Chez Photorhabdus, des mutants non mobiles 

ont été montrés comme tout aussi virulents que la bactérie WT même si leur compétitivité 

dans le cadavre était diminuée (Easom and Clarke, 2008). Nos résultats montrent que Dam 

joue un rôle dans ces deux phénotypes, il est donc possible que des relations à ce jour non 

étudiées existent entre eux, mais il est tout aussi possible que Dam intervienne 

indépendamment dans la régulation de ces deux mécanismes. Un point important à noter 

est que notre étude n’a pas permis de déterminer quels étaient les gènes directement 

impliqués dans la baisse de virulence observée. L’hypothèse d’une protéine, dont 

l’expression serait sous contrôle de la méthylation par Dam, régulant à la fois la synthèse 

flagellaire et l’expression de divers facteurs de virulence reste donc tout à fait possible. Un 

dernier point est l’implication de Dam dans la formation de biofilms. Comme pour la 

mobilité, Dam a déjà été décrite comme importante dans la formation de biofilms chez 

Salmonella (Aya Castadeña et al., 2015) et impliquée dans la régulation de gènes codant 

pour des pili comme pap chez E. coli (Blyn et al., 1990) ou std chez Salmonella (López-

Garrido and Casadesús, 2012). Chez Photorhabdus, il existe 11 clusters codant pour des pili 

potentiels (Duchaud et al., 2003). Lors de la surexpression de Dam on peut noter que deux 

pili semblent particulièrement touchés (Table S2) à savoir Mad et Mrf.  
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Le pilus Mad est décrit chez Photorhabdus comme impliqué dans l’établissement de la 

symbiose avec le nématode. Le pilus Mrf lui est proche du pilus Pap d’E. coli et est finement 

régulé lors de l’infection chez l’insecte par Photorhabdus temperata (Meslet-Cladière et al., 

2004) mais son rôle n’est toujours pas décrit chez Photorhabdus luminescens. Comme pour 

la mobilité nous n’avons pas pu déterminer de lien direct entre l’expression de ces pili et un 

différentiel de méthylation au niveau de sites GATC dans la partie promotrice de ces gènes. 

Cette étude a donc permis de montrer un rôle important du niveau d’expression de Dam 

dans l’expression des phénotypes de mobilité, de virulence et de formation de biofilms. Il 

aurait été très intéressant de pouvoir comparer les phénotypes liés à la surexpression de 

Dam à ceux potentiellement présent chez un mutant dam mais malgré de nombreux essais 

cette expérience n’a pas abouti. Le fait que nous n’ayons pas trouvé de sites GATC dans les 

parties promotrices des gènes différemment exprimés dans la souche surexprimant Dam 

nous a étonné mais deux résultats ont guidé la suite de cette thèse. Le premier est le 

nombre de gènes différemment exprimés entre la souche Dam+ et son contrôle. Ceci sous-

entend une grande importance de Dam dans l’expression de nombreux gènes. Nous ne 

pouvions pas étudier chaque gène indépendamment pour vérifier la présence de sites GATC 

et n’ayant de toute façon pas la possibilité de savoir leur état de méthylation, nous avons 

décidé de réaliser une étude à l’échelle du génome de l’état de méthylation des sites GATC 

(Cf. Article 3). Le deuxième point a été celui de l’augmentation dans la formation de biofilms. 

L’expression des pili chez Photorhabdus est reliée à la pathogénicité et à la symbiose avec le 

nématode. Nous nous sommes donc posé la question de l’importance de la MTase Dam pour 

la relation symbiotique avec le nématode Heterorhabditis (Cf. Chapitre II.3). 
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DNA Adenine Methyltransferase (Dam) Overexpression 

Impairs Photorhabdus luminescens Motility and Virulence 
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Dam, the most described bacterial DNA-methyltransferase, is widespread in

gamma-proteobacteria. Dam DNA methylation can play a role in various genes

expression and is involved in pathogenicity of several bacterial species. The purpose

of this study was to determine the role played by the dam ortholog identified in the

entomopathogenic bacterium Photorhabdus luminescens. Complementation assays of

an Escherichia coli dam mutant showed the restoration of the DNA methylation state of

the parental strain. Overexpression of dam in P. luminescens did not impair growth ability

in vitro. In contrast, compared to a control strain harboring an empty plasmid, a significant

decrease in motility was observed in the dam-overexpressing strain. A transcriptome

analysis revealed the differential expression of 208 genes between the two strains. In

particular, the downregulation of flagellar genes was observed in the dam-overexpressing

strain. In the closely related bacterium Xenorhabdus nematophila, dam overexpression

also impaired motility. In addition, the dam-overexpressing P. luminescens strain showed

a delayed virulence compared to that of the control strain after injection in larvae of the

lepidopteran Spodoptera littoralis. These results reveal that Dam plays a major role during

P. luminescens insect infection.

Keywords: entomopathogenic bacterium, MTase, insect, pathogenicity, flagellar genes, RNA-seq

INTRODUCTION

Enterobacteria of the genus Photorhabdus are highly pathogenic to insects and are also
symbiotically associated to nematodes of the family Heterorhabditidae. After invasion of the
insect host by the nematodes, bacteria are released into the hemocoel of the insect prey where
they multiply until septicemia occurs, employing a broad range of virulence factors that kill
the insect. The bacterial symbionts contribute to maintain suitable conditions for nematode
reproduction. During the final stages of development, the bacteria and the nematode reassociate
and subsequently leave the insect carcass in search of a new insect host (Nielsen-LeRoux et al.,
2012). As described for many other microbial pathogens, which constantly alternate between
their host and the compartment they disperse in Avery (2006), Photorhabdus displays phenotypic
heterogeneity (Boemare and Akhurst, 1988; Somvanshi et al., 2012). Such phenomena provide
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diverse phenotypes within a bacterial population, which increases
the adaptive potential to rapidly changing environmental
conditions (Avery, 2006; Grimbergen et al., 2015). For instance,
the production of the Photorhabdus luminescens Mad (Maternal
adhesion) pilus is controlled by a reversible DNA switch of the
promoter of themad operon (Somvanshi et al., 2012). Two forms
can co-exist depending on the promoter orientation: the bacteria
are in a M-form (for mutualist) when the Mad pilus is produced,
because it allows the colonization of the nematode. When the
Mad pilus is not produced, the bacteria are in P-form (for
pathogenic). In addition, it has been recently demonstrated that
the virulence strategy of P. luminescens involves the generation
of a bacterial subpopulation which causes septicemia in insects
by displaying resistance to cationic antimicrobial peptides
(Mouammine et al., 2017). Other mechanisms of phenotypic
heterogeneity within clonal bacterial cultures exist, such as
bistability (Veening et al., 2008). Phenotypic heterogeneity
involving a positive-feedback loop regulation of a transcriptional
regulator has been reported in the closely related genus
Xenorhabdus, where it controls the expression of motility and
virulence determinants (Jubelin et al., 2013). DNA methylation
is another process that has also been described as responsible for
bacterial phenotypic heterogeneity (Casadesus and Low, 2013),
but this has not been investigated in Photorhabdus.

Numerous DNA methyltransferases (MTases) are a
component of restriction-modification (RE) systems that
protect the bacterial cell from invasion by bacteriophages DNA
(Marinus and Løbner-Olesen, 2014). Other MTases are not
linked to restriction endonuclease and are classified as “orphan”
MTases (Casadesus, 2016). The best characterized orphan
MTase in bacteria is Dam (DNA adenine methyltransferase),
originally identified in Escherichia coli and widespread among
gamma-proteobacteria (Lobner-Olesen et al., 2005). Dam
MTase transfers a methyl group to an adenosine localized
in sites 5′-GATC-3′ of the DNA. After DNA replication,
the newly synthetized DNA strand is unmethylated and the
GATC sites are therefore transiently hemimethylated (Wion
and Casadesus, 2006; Marinus and Casadesus, 2009) until
the action of a Dam protein. The Dam enzyme has key roles
in bacterial genome maintenance, and E. coli dam mutants
have defects in many important physiological processes such
as DNA replication initiation, chromosome partitioning,
nucleoid structure, and mismatch repair (Lobner-Olesen et al.,
2005).

Changes in DNA methylation can also alter the affinity
of regulatory proteins to their target DNA binding sequences
(Hale et al., 1994; Tavazoie and Church, 1998). Conversely,
DNA-binding proteins can represent a hindrance to MTase for
reaching specific DNA sequences, and therefore can inhibit
DNA methylation. Both mechanisms may lead to alterations
in gene expression. Thus, DNA-methylation can play major
roles in transcriptional regulation, including genes involved
in bacterial virulence (Heusipp et al., 2007). An illustrative
example is the Pap (pyelonephritis-associated pili) pilus phase
variation of uropathogenic E. coli. The pap operon transcription
depends on the binding of the transcriptional repressor Lrp.
Such binding depends on the methylation state (on several

GATC sites) of the pap promoter because of a better Lrp
affinity for non-methylated DNA (Blyn et al., 1990; Braaten
et al., 1994). The regulation of gene that mediates adhesion to
uroepithelial cells is therefore governed by DNA methylation
state. In E. coli, Dam regulates transcription of several other pili
operons (van der Woude and Low, 1994), and expression of a
major outer-membrane protein (Ag43) (Henderson and Owen,
1999).

In several bacterial species that possess a dam gene, Dam has
been described as an important virulence gene regulator.Mutants
of Salmonella Typhimurium lacking the Dam enzyme are
avirulent in mice (Garcia-Del Portillo et al., 1999; Heithoff et al.,
1999). The impact of Dam inactivation on bacterial virulence
has also been reported in Haemophilus influenzae (Watson et al.,
2004), Klebsiella (Mehling et al., 2007), Actinobacillus (Wu et al.,
2006) and Yersinia pestis (Robinson et al., 2005). In Yersinia
pseudotuberculosis, Vibrio cholera, and Aeromonas hydrophila,
inactivation of the dam gene was shown to be a lethal mutation
(Julio et al., 2001; Erova et al., 2006b; Demarre and Chattoraj,
2010). However, plasmid-mediated overexpression of the dam
gene in Y. pseudotuberculosis resulted in a virulence decrease in
mice compared to wild-type (Julio et al., 2002) and in a defect in
colonization of V. cholerae in a suckling mouse model compared
to wild-type (Julio et al., 2001). Similarly, dam-overexpressing
strains of Salmonella, Pasteurella multocida, or A. hydrophila
were also highly attenuated in mice (Heithoff et al., 1999; Chen
et al., 2003; Erova et al., 2006b).

Phenotypes associated with an alteration of the DNA
methylation state have mostly been described in mammalian
pathogens, but have not yet been reported in an insect-
pathogenic bacterium. The gene plu0087 of the P. luminescens
TT01 genome is annotated “DNA adenine methylase
(Deoxyadenosyl-methyltransferase)” (Duchaud et al., 2003)
and displays 70.7% of identity and 86.3% of similarity with the
E. coli dam gene. The purpose of this study was to determine
the role of deregulating the dam orthologous gene found in
P. luminescens TT01. In this work, we confirmed the N6-
Adenine methyltransferase function of the dam gene product.
Investigation of several phenotypes of a P. luminescens dam-
overexpressing strain revealed a major role for Dam in motility
as well as during virulence in the insect.

MATERIALS AND METHODS

Strains and Growth Conditions
The bacterial strains and plasmids used in this study are listed
in Table 1. E. coli, P. luminescens and Xenorhabdus nematophila
cells were routinely grown in Luria broth (LB)mediumwith a 180
rpm agitation at 37 and 28◦C, respectively. As required, antibiotic
concentrations used for bacterial selection were gentamycin at 15
µg mL−1, rifampicin at 100 µg mL−1 and kanamycin at 20 µg
mL−1. IPTG was added at 0.2 mM when required.

In silico Analysis
Primer sequence was designed using the Primer3 software
(Untergasser et al., 2012). The REBASE database (Roberts et al.,
2015) was used to identify a putative Dam methyltransferase,
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TABLE 1 | Strains and plasmids used in this work.

Strain or plasmid Relevant genotype and characteristicsa Reference or source

STRAINS

Photorhabdus luminescens TT01 Wild type Duchaud et al., 2003

Escherichia coli XL1 blue MRF’ ∆(mcrA)183 ∆(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endA1 supE44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1 lac

[F′ proAB lacIqZ∆M15 Tn10 (Tetr)]

Agilent Technologies

E. coli WM3064 thrB1004 pro thi rpsl hsdS lacZ1M15 RP4-13601(araBAD)567 1dapA1341::[erm pir

(wt)]

Paulick et al., 2009

E. coli MG1655 Wild type Lobner-Olesen and von Freiesleben, 1996

E. coli Dam::16KM MG1655 dam16::Kmr Lobner-Olesen and von Freiesleben, 1996

Xenorhabdus nematophila F1 Wild type Lanois et al., 2013

Micrococcus luteus Wild type Pasteur Institute Culture collection, Paris,

France

PLASMIDS

pBBR1MCS-5 Cloning vector, Gmr Kovach et al., 1995

Ptet-MCS Cloning vector, Kmr Jubelin et al., 2013

Ptet-MCS-Dam 853 pb PCR fragment (dam gene) inserted between KpnI and BamHI site of

Ptet-MCS plasmid

This study

pBB-Dam 864 pb fragment (RBS and dam gene) isolated from Ptet-MCS-Dam and inserted

between EcoRI and BamHI site of pBBR1MCS-5 plasmid

This study

pJQ200KS Mobilizable vector, Gmr Quandt and Hynes, 1993

pJQ-1dam Region overlapping the dam gene disrupted by a Cmr cassette and inserted between

PstI and XbaI site of pJQ200KS plasmid

This study

aKm, kanamycin; Gm, gentamicin; Cm, chloramphenicol.

M.PluTDamP (REBASE Enzyme Number 7410), in the P.
luminescens TT01 genome. Alignments between Dam from
various organism were performed using the Multalin tool
(Corpet et al., 1998).

Nucleic Acid Manipulations
The extraction of plasmid DNA from E. coli was performed
using the GenEluteTMHP Plasmid R© miniprep purification kit
as recommended by the manufacturer (Sigma). Chromosomal
DNA was extracted from bacterial cells using the QIAamp
DNA Mini kit (Qiagen). Restriction enzymes and T4 DNA
ligase were used as recommended by the manufacturer (New
England Biolabs and Promega, respectively). Oligonucleotide
primers were synthesized by Eurogentec (Seraing, Belgium) and
are listed in Table S1. PCR was performed in a T100 thermal
cycler (Biorad) using the iProof high-fidelity DNA polymerase
(Biorad). Amplified DNA fragments were purified using a PCR
purification kit (Roche) and separated on 0.7% agarose gels after
digestion as previously described (Brillard and Lereclus, 2007).
Digested DNA fragments were extracted from agarose gels with
a centrifugal filter device (DNA gel extraction kit, Millipore,
Molsheim, France). All constructions were confirmed by DNA
sequencing (Eurofins Genomics).

Cloning the P. luminescens dam gene was performed as
follows. The plu0087 gene was PCR amplified using two primers
mapping immediately upstream and downstream (Cp-plu087-
F and Cp-plu087-R, respectively, Table S1) the 804 bp ORF
(open reading frame), using the following cycling conditions:
98◦C, 10 s; 56◦C, 30 s; 72◦C, 30 s for 35 cycles. The 853 bp-
long amplified DNA fragment was then digested according to

the endonuclease sites introduced in the primers (KpnI and
BamHI). Because the P. luminescens dam gene has no clear
ribosome binding site (RBS), the generated DNA fragment was
first inserted immediately downstream of the RBS already present
in the plasmid Ptet-MCS (Jubelin et al., 2013), to create the Ptet-
MCS-Dam (Table 1). A 864 bp-long fragment corresponding to
this insert together with the RBS was then isolated from the
Ptet-MCS-Dam plasmid by EcoRI and BamHI endonucleases,
and was inserted between the corresponding sites of the low-
copy plasmid pBBR1MCS-5 (Kovach et al., 1995) downstream
of the Plac promoter. The recombinant plasmid (pBB-dam)
was introduced in E. coli strains by electroporation, or
transferred in P. luminescens and X. nematophila by conjugative
mating as previously described (Givaudan and Lanois, 2000).
Transconjugants harboring the pBBR1MCS-5 empty plasmid
were used as a control.

Attempts to construct a dam mutant were performed as
follows. Briefly, DNA fragments of the plu0087 upstream (540
pb) and downstream (569 bp) regions were PCR-amplified
using the primer pairs upF-plu0087/upR-plu0087 and dnF-
plu0087/dnR-plu0087, respectively (Table S1). PCR products
were digested with PstI/BamHI and BamHI/XbaI using the
primer-incorporated restriction sites (Table S1). In parallel, the
� interposon harboring a Cmr cassette was digested with BamHI,
as previously described (Brillard et al., 2002). The three digested
DNA fragments were purified, ligated in PstI/XbaI-digested
pJQ200KS (Table 1), and introduced by electroporation in E.
coli XL1. The resulting pJQ-1dam plasmid was transferred
in P. luminescens by conjugative mating. Four independent
transconjugants clones were then subjected to allelic exchange
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in LB at 28◦C, following the protocol routinely used in
the laboratory (Brillard et al., 2002; Derzelle et al., 2004b;
Brugirard-Ricaud et al., 2005). Because several attempts were
unsuccessful, the transconjugants were additionally subjected to
allelic exchange in a M9 minimal medium instead of LB, or
incubated at room temperature or at 15◦C instead of 28◦C.

DNA Methylation State Analysis in E. coli

dam Mutant Expressing the P. luminescens

dam Gene
The methylation state of GATC sites was assessed in an E.
coli dam mutant strain Dam 16::KM (Lobner-Olesen and von
Freiesleben, 1996) harboring pBB-Dam or the pBBR1MCS-
5 empty plasmid, in order to determine the P. luminescens
dam functionality in E. coli. These strains were grown in
LB supplemented with gentamycin (to maintain the plasmid)
and IPTG (Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside) to allow the
activation of the Plac promoter controlling the expression of the
dam gene. Fifty nanogram of plasmid DNA extracted from these
strains were then digested during 2 h at 37◦C by MboI (which
digests only non-methylated GATC sites) or DpnI (which digests
only methylated GATC sites) and DNA digestions were analyzed
after electrophoresis on a 1% agarose gel.

Phenotype Analysis of P. luminescens
Bromothymol blue adsorption was determined after growth on
NBTA (nutrient agar supplemented with 25mg of bromothymol
blue and 40mg of triphenyltetrazolium chloride per liter).
It allows the identification of variant forms (Boemare and
Akhurst, 1988). Antibiotic production was assessed bymeasuring
antibacterial activity against Micrococcus luteus (Table 1).
Hemolysis was determined by the observation of a clearing
surrounding bacteria grown on standard sheep blood agar plates
as previously described (Brillard et al., 2001). Bioluminescence
production, lipase activity on Tween 20, 40, 60, 80, and 85 were
also assessed as previously described (Boemare and Akhurst,
1988).

For motility assays, agar plates were prepared with LB broth
supplemented with 0.35% agar and inoculated using 5 µL of
cells grown in exponential phase (OD540 nm = 0.8), as previously
described (Givaudan et al., 1995). The diameter of the halo size of
swimming motility was measured 24 h and 30 h after incubation.
Data from 3 independent experiments (with 10 plates used in
each condition) were analyzed using Wilcoxon test.

Growth of P. luminescens was monitored with a TECAN
automated turbidimetric system (Infinite M200 TECAN R©).
Estimation of maximum specific growth rate (µmax) was
performed on 4 independent biological replicates for each strain,
using serial dilution of the inoculum as previously described
(Augustin et al., 1999).

The P. luminescens biofilm formation was determined as
follows. Five milliliters of LB medium in glass tubes were
inoculated at 10% with an overnight culture and incubated for
12 days at 28◦C in static conditions. The tubes were then rinsed
with PBS before the addition of 7 mL of Crystal violet solution
at 0.01% (in PBS) to stain the biofilms during 15 min. Biofilms
were rinsed with PBS and then dissolved 3 h in 7mL ethanol. The

OD570 nm measurement allowed the quantification of the biofilm-
associated crystal violet. Data from 3 independent experiments
with replicates (totalizing 17 tubes for each strain) were analyzed
using Wilcoxon test.

The P. luminescens spontaneous mutation rate was assessed
by quantifying the emergence of rifampicin-resistant CFUs
as follows. P. luminescens was grown overnight in 100 mL
of LB medium supplemented with gentamycin (for plasmid
maintenance) before plating on LB and LB with rifampicin.
The mutation rate was calculated as the rifampicin-resistant
population divided by the total population. Data from 3
independent experiments were compared using the Student
t-test.

Plasmid Curing of P. luminescens Strains
Plasmid curing was performed as follows. For each P. luminescens
transconjugant strain, a fresh colony was used to inoculate 5mL
LB and incubated overnight with shaking in the absence of
antibiotic pressure. These cultures were used to inoculate 100mL
fresh LB at an OD540 nm = 0.05, and incubated with shaking until
OD540 nm = 0.8 was reached. These cultures were then diluted
and spread on LB agar-plates prior incubation until CFU were
visible. For each strain, 50 CFU were then streaked on LB Gm
and LB without antibiotic in parallel to check for the plasmid
stability. The loss of the pBB-Dam plasmid, as well as that of the
pBBR1MCS-5, was observed for all the 50 tested CFU. Four GmS

clones from each strain were then tested for their motility ability
after inoculation on low-agar plates as described above. Finally,
one clone from each strain was tested for insect virulence.

Insect Virulence Assay
The virulence-related properties of dam-overexpression were
assessed by comparing the killing effect of P. luminescens
transconjugants harboring either the pBB-Dam or the
pBBR1MCS-5 empty plasmid during infection in the common
cutworm Spodoptera littoralis as previously described (Brillard
et al., 2002). Four to five independent pathogenicity assays
were performed for each bacterial strain. Briefly, 20 µL of
exponentially growing bacteria (DO540 nm = 0.3) diluted in LB,
corresponding to about 1 × 104 CFU (1.4 × 104, mean value of
4 experiments or 1.2 × 104, mean value of 5 experiments, for P.
luminescens harboring pBBR1MCS-5 or pBB-Dam, respectively),
were injected into the hemolymph of 20 fifth-instar larvae of
S. littoralis reared on an artificial diet. Insect larvae were then
individually incubated at 23◦C. Altogether, the survival rate of
80–100 larvae for each bacterial strain were analyzed. The CFU
of bacteria were determined by plating dilutions on LB agar.
Insect death was monitored over time for up to 60 h. The time for
killing 50% of the insect larvae (LT50) was calculated. Statistical
analysis (Wilcoxon test) was performed as previously described
(Givaudan and Lanois, 2000; Brillard et al., 2002) using SPSS
version 14.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL) to compare the mortality
state.

RNA Preparation
Total RNA extraction was performed on cells harvested at
OD540 nm = 0.5, from nine independent cultures for each
strain, using RNeasy miniprep Kit (Qiagen), according to the
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manufacturer’s instructions. An additional incubation step with
DNase I (Qiagen) was performed. The quantity and quality of
RNA were assessed with an Agilent 2100 Bioanalyzer with the
RNA 6000 Nano LabChip kit. Lack of DNA contamination
was controlled by carrying out a PCR on each RNA
preparation.

RNA Sequencing
The RNA-sequencing was performed as previously described
(Mouammine et al., 2017) with the following changes. Equal
amounts of total RNA from three independent samples per
strain were pooled together to generate one final biological RNA
sample per strain. Thus, from the initial nine independent RNA
samples per strain, three final RNA samples were generated for
each strain and subsequently treated as follows prior sequencing.
Ribo-Zero rRNA Removal Kit Bacteria (illumina, San Diego, CA)
was used to remove ribosomal RNA from 4 µg of total RNA.
For each sample, 100 ng of rRNA-depleted RNA was used to
construct sequencing libraries using Illumina’s TruSeq Stranded
mRNA Sample Prep Kit (Low throughput). The mRNA was
chemically fragmented. The first cDNA strand was generated by
reverse transcription with random hexamer primers, SuperScript
IV Reverse Transcriptase (Life Technologies), Actinomycine D.
The Second strand cDNA was synthesized by replacing dTTP
with dUTP. A single “A” nucleotide was added to the 3′ end and
ligation was carried out with Illumina’s indexed adapters. After 15
cycles of PCR, libraries were validated on a Fragment Analyzer
(AATI, Ankeny, IA) and quantified with a KAPA qPCR kit. On
a sequencing lane of a flowcell V4, nine libraries were pooled in
equal proportions, denatured with NaOH and diluted to 8 pM
before clustering. Clustering and 50 nt single read sequencing
were performed according to the manufacturer’s instructions.
Cluster formation, primer hybridisation and single end-read
50 cycles sequencing were performed on cBot and HiSeq2500
(Illumina, San Diego, CA), respectively. Image analyses and
basecalling were performed using the Illumina HiSeq Control
Software and Real-Time Analysis component. Demultiplexing
was performed using Illumina’s conversion software (bcl2fastq
2.17). The quality of the data was assessed using FastQC from the
Babraham Institute and the Illumina software SAV (Sequencing
Analysis Viewer). Potential contaminants were investigated with
the FastQ Screen software from the Babraham Institute.

RNA-Seq Analysis
High-throughput transcriptomic sequencing data were processed
with a bioinformatic pipeline implemented at the Microscope
platform (Vallenet et al., 2013). The reads were mapped onto
the P. luminescens subsp. laumondi TT01 genome sequence
(EMBL accession number: BX470251) with BWA software (v.
0.7.4) (Li and Durbin, 2009). We then used SAMtools (v.0.1.12)
(Lister et al., 2009) to lower the false-positive discovery rate and
to extract reliable alignments from BAM-formatted files. The
number of reads matching each genomic object harbored by the
reference genome was then calculated with the Bioconductor-
GenomicFeatures package (Lawrence et al., 2013). For reads
matching several genomic objects, the count number was
weighted so as to keep the total number of reads constant.

Finally, we used the Bioconductor-DESeq package (Anders and
Huber, 2010) with default parameters to analyze raw count
data, to normalize the samples to the reliable reads and to
evaluate differential expression between conditions, as previously
described (Jubelin et al., 2013). Between 14 and 19 million
Illumina sequences (50-base reads) were obtained for each
sample and between 80 and 93% of high-quality sequences
mapped to at least one site in the reference genome. The complete
dataset from this study has been deposited in NCBI’s Gene
Expression Omnibus (GEO) database, under accession number
GSE100650.

RT-qPCR Analysis
For the validation of RNA-seq data, quantitative reverse
transcription-PCR (RT-qPCR) were carried out as previously
described (Mouammine et al., 2017). Briefly, RNA samples from
9 biological replicates for each strain were used for cDNA
synthesis. The SuperScript II reverse transcriptase (Invitrogen)
was used on 1 µg of total RNA with random hexamers (100
ng/µl; Roche Diagnostics). qPCR analyses were performed using
SYBR green Master kit (Roche Diagnostics) with 1 µl of cDNA
and specific gene primers at 1 µM (Table S1). The reactions were
performed in triplicate at 95◦C for 10clones from each strainmin,
followed by 45 cycles at 95◦C for 5 s, 61◦C for 10 s, and 72◦C
for 15 s and monitored in the LightCycler 480 system (Roche).
Melting curves were analyzed and always contained a single peak.
The data analyzed with the REST software 2009 (Pfaffl et al.,
2002) using the pairwise fixed randomization test with 2,000
permutations are presented as a ratio with respect to the reference
housekeeping gene gyrB, as previously described (Jubelin et al.,
2013).

RESULTS

Conservation of Major Amino Acids in
P. luminescens Dam Protein
Functional characterization of Dam proteins has been described
in several organisms, and allowed the identification of several
amino-acids essential for the Dam function (Yang et al., 2003;
Erova et al., 2006a; Horton et al., 2006). Comparing these protein
sequences with that of M.PluTDamP by a multiple alignment
revealed that all major amino acids described in these organisms
were conserved in P. luminescens Dam protein (Figure S1). They
were also conserved in a protein encoded by a dam ortholog
(XNC3v2_1950011) (83.3% of identity and 92.6% of similarity
with M.PluTDamP) found in the closely related bacterium X.
nematophila (Lanois et al., 2013). These findings strongly suggest
that M.PluTDamP plays a role in DNA adenine methylation, as
described for other Dam proteins.

Complementation by M.PluTDamp of an
E. coli dam Mutant
In order to confirm the P. luminescensDam function, the plu0087
gene was cloned and introduced in an E. coli dammutant or in its
E. coli parental strain. The pBBR1MCS-5 empty plasmid was used
as a control. The recombinant strains harboring pBB-Dam or
pBBR1MCS-5 were assessed for their ability to methylate GATC
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sites. Plasmid DNA extracted from these strains were digested
by enzymes sensitive to DNA methylation. Results presented in
Figure 1 show that the DNA extracted from the E. coli MG1655
strain harboring either the pBB-Dam or the empty plasmid was
digested by DpnI, but not by MboI, as expected, indicating
that the GATC sites of the DNA are methylated in this strain,
whatever the plasmid introduced. However, the DNA extracted
from the E. coli dammutant harboring the control empty plasmid
was digested by MboI, but not by DpnI, confirming that the
GATC sites are not methylated in this mutant strain. In contrast,
the DNA extracted from the E. coli dam mutant harboring the
pBB-Dam was digested by DpnI, but not by MboI, revealing a
methylation on GATC sites. This indicates that the P. luminescens
dam gene was able to complement the E. coli dam mutant,
and therefore confirms that it is a genuine dam ortholog, with
M.PluTDamP being able to methylate adenine on GATC sites of
DNA.

dam Overexpression in P. luminescens

Does Not Alter Growth Nor Several Major
Phenotypes
Construction of a P. luminescens dam-mutant failed despite
several attempts. The role of P. luminescens dam gene was
therefore investigated by using a strain overexpressing dam.
In P. luminescens, genes placed under the control of the Plac
promoter are constitutively expressed (Lanois et al., 2011;
Mouammine et al., 2014). Therefore, the additional copy of the
dam gene caused by the presence of pBB-Dam plasmid, together
with constitutive expression of the strong Plac promoter are
supposed to induce a dam overexpression in P. luminescens.
This postulate was confirmed by quantification of mRNA

corresponding to the dam gene. RT-qPCR experiments showed
an average of 23.1-fold induction of expression of dam in P.
luminescens harboring pBB-Dam when compared to the control
strain (ie, harboring a pBBR1MCS-5 empty plasmid).

Considering that this dam overexpression may modify
P. luminescens physiology, growth of both strains was monitored
with an automated turbidimetric system, and the maximum
specific growth rate (µmax) was estimated (Figure 2). The growth
curves of both strains overlapped with the same shape: their
slope were similar during the exponential phase and they
reached the same maximum OD during stationary phase. No
lag-phase was observed. Moreover, the calculated µmax were
not different: 0.647 h−1 for P. luminescens harboring pBB-
Dam vs. 0.636 h−1 for the control strain (p = 0.92, Student
t-test). Several phenotypes were also assessed to compare the
dam-overexpressing strain to the control strain. No significant
difference was observed between P. luminescens harboring pBB-
Dam when compared to the control P. luminescens strain
for bromothymol blue adsorption on NBTA, bioluminescence
production, antibiotic production, hemolysis, lipase activities
and mutation rate (Table 2). Altogether, these findings indicate
that many P. luminescens phenotypes are not altered by dam
overexpression.

dam Overexpression Impairs the Bacterial
Motility
The halo size of motility, assessed on low agar LB medium,
was much smaller in P. luminescens harboring pBB-Dam when
compared to that of the control strain (Figure 3). Data revealed
that for P. luminescens harboring pBB-Dam, the median halo
size after 30 h of incubation was 59.3% that of the control strain

FIGURE 1 | Differential plasmid DNA digestion from E. coli. An E. coli dam mutant (Dam::16KM) or its parental strain (MG1655) were complemented with either a

plasmid harboring the P. luminescens dam gene (Dam) or the pBBR1-MCS5 empty vector (MCS5). Plasmid DNA was extracted and digested by MboI (active on

unmethylated 5′-GATC-3′ sites) or DpnI (active on 5′-GmeATC-3′ sites). pBBR1-MCS5 (4,768 bp) has 17 GATC sites and pBB-Dam (5,618 bp) has 19 GATC sites.
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FIGURE 2 | Growth comparison between P. luminescens overexpressing dam gene (red) and control harboring an empty plasmid (blue). (A) Growth curves in LB of

the P. luminescens Dam-overexpressing strain and control strain (inoculated at 1.61 × 105 and 1.86 × 105 CFU/ml, respectively). Mean values ± SDs of at least 3

independent biological replicates for each strain are shown. (B) Two-fold serial dilutions of cultures containing 1.25 × 104 CFU/ml for each strain have been performed

in LB. Growth was quantified by absorbance at 600 nm and measured every 30min. Four independent biological replicates for each strain were used. The time of

growth detection was defined as an increase of 0.1 unit of absorbance at 600 nm, and recorded for each dilution. The Ln of the dilutions as a function of the time for

growth detection is indicated. Similar slopes indicate similar growth rates (see Methods section for details). Differences were not significant (p = 0.92, Student t-test).

(17.5 vs. 29.5mm, respectively). This difference was significant
as early as 24 h after inoculation (p < 0.01, Wilcoxon test), and
highly significant after 30 h of incubation (p < 0.001, Wilcoxon
test). This indicates that motility is significantly reduced but not
abolished in the dam-overexpressing P. luminescens strain.

Because introducing the pBB-Dam plasmid led to an impaired
motility, we checked if the loss of the plasmid would restore
the WT phenotype. After growth in a liquid medium followed
by growth on agar plates, both in the absence of antibiotic
pressure, the loss of the pBB-Dam plasmid, as well as that of
the pBBR1MCS-5, was observed for all the 50 tested CFU of
P. luminescens (not shown). Four Gm-sensitive CFU originating
from each strain were then tested for their motility ability
after inoculation on low-agar plates, as described above. No
significant difference in the halo size of motility was observed
between the cured strains originating either form the dam-
overexpressing P. luminescens strain or from the control strain,
after 30 h of incubation (p = 0.44, Wilcoxon test). These results
revealed that motility was fully restored in pBB-Dam cured cells,
confirming that dam-overexpression causes an impaired motility
in P. luminescens.

We wondered if dam overexpression in another species closely
related to P. luminescens would also cause an impaired motility.
We therefore introduced the pBB-Dam plasmid, or the control
empty plasmid, in X. nematophila and checked the motility on
a low agar medium. Results from 5 independent experiments
showed that the median halo size after 30 h of incubation was
13mm for X. nematophila harboring pBB-Dam vs. 19mm for
the control strain. This difference was significant (p = 0.001,
Wilcoxon test) indicating that swimming motility is reduced, but
not abolished, in the dam-overexpressing X. nematophila strain,
similarly as it was observed for P. luminescens.

dam Overexpression Increases the Biofilm
Formation Ability
Determination of the biofilms formed in glass tubes by the
P. luminescens strain overexpressing dam and the control strain

was analyzed by a crystal violet staining method (Figure 4). The
results revealed a significant increase of biofilm-associated crystal
violet measured for the P. luminescens overexpressing dam strain
(p = 0.003, Wilcoxon test), suggesting an increase in adhesion
properties for this strain.

Effect of dam Overexpression on
P. luminescens Insect Virulence
The insect virulence of the P. luminescens strain overexpressing
dam was compared to that of the control strain. It was assessed
by injection of bacterial cells in S. frugiperda (Figure 5). Both
strains were pathogenic, being able to cause death of all injected
larvae in <60 h. However, while the time needed to kill 50% of
infected larvae (LT50) was about 38 h for the control strain, it
was significantly increased in P. luminescens pBB-dam, reaching
44.5 h (p < 0.001, Wilcoxon test). This delay in killing insect
larvae indicates a reduction in virulence properties of the P.
luminescens strain overexpressing dam.

After loss of the dam overexpressing plasmid as described
above, cured strains displayed a significantly lower LT50

compared to that of the dam overexpressing P. luminescens strain
(data not shown), confirming that dam-overexpression causes an
impaired virulence in P. luminescens.

Flagellar Genes Are Downregulated in the
P. luminescens dam-Overexpressing Strain
Wewondered if the reducedmotility and the delayed virulence in
insects observed for the P. luminescens strain overexpressing dam
were associated to changes in gene expression. RNA sequencing
was therefore performed on the dam overexpressing strain and
the control strain during exponential phase of growth. The
transcriptome analysis revealed significant differences (log2 fold
change ≥1; adjusted p ≤ 0.005) in expression for 208 genes
between the two strains, with 121 down-regulated and 87 up-
regulated genes in the P. luminescens strain overexpressing
dam (Table S2). Both up- and down-regulated genes were
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distributed all over the chromosome (Table S2). The percentages
by COG class in TT01 genome revealed that the 208 differentially
expressed genes belong to various COG categories (Figure 6).
Interestingly, we observed an enrichment in genes encoding
proteins belonging to the N category, and putatively involved
in “cell motility” (Figure 6 and Table S2). Most of them are
either flagellar genes or encode putative pili/fimbrial proteins
(Table S2).When focusing on the 49 flagellar genes that are found
in the P. luminescens TT01 genome, 48 of them displayed a lower
expression in the strain overexpressing dam when compared to
the control strain, although not always reaching a significant
adjusted p-value to be considered as differentially expressed
(Table S3). Interestingly, 16 genes encoding putative pili or
fimbrial proteins were upregulated in the dam-overexpressing
strain (Table S2), including pilL (plu1049), the first gene of an
operon encoding a type IV pilus. This result may explain the
observed increased biofilm formation in this strain.

However, while an impaired virulence was observed in the
P. luminescens strain overexpressing dam, only a limited number
of genes (n = 5) encoding effectors influencing the infection
process were differentially regulated (Table S2). In order to
confirm these observation, a few genes related to the two major
impaired phenotypes (i.e., motility and insect virulence) were
therefore selected and their level of expression was quantified
by RT-qPCR in the P. luminescens strain overexpressing dam
in comparison to the control strain. As mentioned above,
the dam gene was up-regulated about 23-fold. Results also
showed that 7 of the 10 tested flagellar genes were significantly
downregulated in the dam-overexpressing strain (Figure S2),
in agreement with the results of the RNA-seq analysis. This
result confirmed that a reduced expression at the transcriptional
level of flagellar genes was responsible for the impaired motility.
In contrast, 5 additional genes (manA, sodA, luxS, tcaZ, lopT)
likely involved in insect virulence displayed similar level of
expression between the two strains (Figure S2). Finally, RT-qPCR
confirmed the overexpression of a fimbrial gene (madA) in the
dam-overexpressing strain (Figure S2).

DISCUSSION

Given the high degree of conservation of Dam methyltransferase
among enterobacteria and several other Gram-negative bacteria
(Lobner-Olesen et al., 2005; Casadesus and Low, 2013; Marinus
and Løbner-Olesen, 2014), the identification of a dam ortholog
in P. luminescens was expected. We first showed that the amino-
acids previously described as essential for the Dam function in
several organisms (Erova et al., 2006a; Horton et al., 2006) were
conserved in the predicted amino-acid sequence of the plu0087
dam orthologous gene. This result strongly suggested that the
predicted encoded enzyme, M.PluTDamP, has the same DNA
methylation function in P. luminescens as that described for Dam
proteins from other Gram-negative bacteria. The finding that the
P. luminescens dam gene was able to complement the E. coli dam
mutant, confirmed that M.PluTDamP was able to induce DNA-
adenine methylation of GATC sites. Since our results confirmed
the putative function of M.PluTDamP, the enzyme should now
be named M.PluTDam (or M.PluTII) (Roberts et al., 2003).
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FIGURE 3 | Swimming motility of P. luminescens overexpressing dam gene (Dam) and control (MCS5). (A) Swimming halos were observed on low agar LB medium

inoculated by 5 µL of exponentially growing cells. (B) Boxplots of the diameter of the halo size of motility of each strain measured after 30 h of incubation (see

Methods section for details). Difference between the two strains is significant (p < 0.001, Wilcoxon test).

FIGURE 4 | Biofilm formation ability of P. luminescens overexpressing dam gene (Dam) and control (MCS5). (A) Biofilms formed in a glass tube after 12 days of

incubation in LB medium were stained with crystal-violet. (B) Boxplots of the biofilm-associated crystal violet measured at OD570 nm (see Methods section for details).

Difference between the two strains is significant (p < 0.01, Wilcoxon test).

The pleiotropic role of DNA-methylation by Dam has been
illustrated in many bacterial species (Marinus and Casadesus,
2009). In some of them, it was proposed an essential function of
dam for cell viability (Julio et al., 2001; Erova et al., 2006b). In
particular, the role of Dam during bacterial-host interactions has
been reported in several bacterial species (Heusipp et al., 2007),
and mostly in the mammalian pathogen Salmonella (Garcia-
Del Portillo et al., 1999; Heithoff et al., 1999), but also in E.
coli, H. influenzae, Mycobacterium tuberculosis, Campylobacter,
Klebsiella, Actinobacillus, Yersinia pseudotuberculosis, and Y.
pestis (Julio et al., 2001; Watson et al., 2004; Robinson et al., 2005;
Wu et al., 2006; Mehling et al., 2007; Kim et al., 2008; Shell et al.,

2013). However, the role of DNA methylation in host-pathogen
interaction remains unexplored in bacterial insect pathogens.
Construction of a P. luminescens dam-mutant failed despite
several attempts, suggesting that the presence of Dam itself is
possibly required for some essential mechanisms, as described
in other bacterial species (Julio et al., 2001; Erova et al., 2006b;
Demarre and Chattoraj, 2010). We therefore investigated the role
of Dam in P. luminescens by using a strain overexpressing dam.
Growth in standard conditions together with the observation of
most major phenotypes were found unmodified by the 23-fold
increase of dam expression. Remarkably, two major phenotypes
were impaired when compared to the control strain: motility and
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virulence properties were significantly reduced in P. luminescens
overexpressing dam. P. luminescens harbors a large repertoire
of factors involved in bacterial-host interaction (Clarke, 2008),

FIGURE 5 | Infection of Spodoptera littoralis larvae by P. luminescens

overexpressing dam and the control strain. Proportion of survival of S. littoralis

after injection of 104 CFU of P. luminescens overexpressing dam (TT01 +

pBB-Dam, green) or carrying the vector control (TT01 + pBBR1-MCS5, blue).

Graph represents the results from 4 to 5 independent experiments (with 20

insect larvae per experiment). The survival of 50% of the infested larvae is

represented by the dotted line. The time needed to kill 50% of infected larvae

(LT50) was significantly different between the two strains (p < 0.001, Wilcoxon

test).

and several genes have been described to contribute to insect
virulence (Nielsen-LeRoux et al., 2012). For instance, isogenic
mutants of genes encoding the SodA or the LuxS proteins
display reduced virulence (Krin et al., 2006; Chalabaev et al.,
2007). The Tc toxins and the type III secretion system (T3SS)

are also considered to play key roles during P. luminescens-
insect interactions (Bowen et al., 1998; Brugirard-Ricaud et al.,

2005; Gatsogiannis et al., 2013). In addition, a manA-mutant
is impaired in motility, insect virulence, but also in biofilm

formation (Amos et al., 2011). Despite a significantly impaired
virulence in P. luminescens overexpressing dam, no change in
gene expression was detected for manA, sodA, luxS, tcaZ, lopT

(encoding an effector of the T3SS), neither by RNA-seq nor RT-

qPCR analysis. Thus, the precise factors involved in the observed
impaired virulence of the P. luminescens strain overexpressing

dam remains to be elucidated.
Our findings suggest that genome-wide alterations of

methylation states may significantly impact some major
phenotypes, although the specific mechanisms by which DNA

methylation regulates the expression of the genes involved in

these phenotypes remains unknown in P. luminescens. Strikingly,
there is no GATC site in the promoter region of flhD, the gene

encoding the master regulator of flagellar cascade. Therefore, the

flhD downregulation (and consequently, of other flagellar genes)
in the Dam overexpressing strain cannot be directly related to a

difference in GATC methylation states in this locus. However,
the observed downregulation of flagellar genes in P. luminescens
dam-overexpressing strain opens new fields of investigation.
The impaired motility coupled with an impaired ability to kill
insects identified in this study may illustrate the occurrence
of a direct mechanism, yet undescribed, involving these two

FIGURE 6 | Classification by COG (cluster of orthologous group) annotation of the 208 genes differentially expressed between P. luminescens overexpressing dam

and the control strain. Results show the percentage of genes from each COG class differentially expressed between the P. luminescens dam-overexpressing strain

and the control strain, according to the 2014 update (ftp://ftp.ncbi.nih.gov/pub/COG/COG2014/static/lists/homeCOGs.html).
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phenotypes. Indeed, a complex interplay between the regulation
of flagellar motility and the expression of virulence factors exists
in several bacterial pathogens (Josenhans and Suerbaum, 2002).
In particular, these two phenotypes were previously shown as
being linked in the closely related genus Xenorhabdus (Givaudan
and Lanois, 2000, 2017). In this bacterium, the global regulators
encoded by the class I operon flhDC, controls the expression
of class II genes, including most of the structural genes for the
flagellar hook-basal body, but also the fliAZ operon encoding
the alternative sigma factor FliA and another flagellar regulator,
FliZ (Givaudan and Lanois, 2000, 2017; Park and Forst, 2006).
FliZ was found to upregulate many genes, including genes
encoding 2 hemolysins, and a toxin complex (Tc) protein, all of
them being considered as virulence factors (Lanois et al., 2008).
In P. luminescens, no mutant in flagellar regulators has been
described (Givaudan and Lanois, 2017). However, the mutation
of a response regulator of a two-component system (i.e., AstR)
in P. luminescens TT01, which regulates the flhDC transcription
level, causes an impaired motility but has no impact on virulence
in insects (Derzelle et al., 2004a). In addition, it was shown
that two distinct flagellar genes (flgG and motAB) deletion
mutants, that were consequently non-motile, were as efficient
as their parental strain in killing insects (Easom and Clarke,
2008). Our result revealed that dam overexpression causes
both a reduced motility linked to a downregulation of flagellar
genes (i.e., flhDC, motAB...) and an impaired virulence. Thus,
further investigations are required in P. luminescens in order to
determine if a common regulator (such as FlhD, FlhC, FliA, or
FliZ) is involved in both motility and the ability to kill insects, as
already described in X. nematophila. Then, it will be important to
determine if the changes in the global methylation state caused
by dam-overexpression involve such common regulator, or in
contrast if it impairs distinct mechanisms that are involved in
each of these two phenotypes.

A differential expression of several genes encoding virulence
factors such as pap, agn43, sci1 in E.coli (Blyn et al., 1990;
Henderson and Owen, 1999; Brunet et al., 2011), but also gtr, or
opvAB in Salmonella (Broadbent et al., 2010; Cota et al., 2016),
is related to a differential methylation state of the GATC sites
found in their respective promoters. This is caused mostly by
differences in DNA affinity, depending on the DNA methylation
state, of various transcriptional repressors (OxyR, Lrp, or Fur).
In X. nematophila, virulence attenuation in insects was shown to
be associated with an lrp mutation and Lrp positively regulates
the expression of the flhD gene encoding the master flagellar
regulator (Cowles et al., 2007; Lanois et al., 2008). Thus, because
of the presence of lrp (plu1600) but also of oxyR (plu4740) and
fur (plu1327) orthologs in the P. luminescens genome (Duchaud
et al., 2003), it remains to be determined if similar mechanisms
exist in P. luminescens.

It was shown that GATC methylation itself but also the
level of Dam, have multiple functions in the cell (Low
and Casadesus, 2008). These functions are correlated with
three DNA transactions: DNA mismatch repair, initiation of
chromosome replication, and regulation of gene expression
(Marinus and Løbner-Olesen, 2014). Our results confirm that
modifying the dam level of expression in P. luminescens
causes major phenotypes, presumably in the regulation of gene

expression. However, dam overexpression did not significantly
cause difference in the growth rate (Figure 2). In addition,
this overexpression did not lead to the identification of drug-
induced mutators in the tested conditions (Table 2). This is in
contrast to what was described in other species (Chen et al.,
2003) for which the general mutation rate is however similar
to what is observed in P. luminescens. Our result suggests that
after DNA replication, the Mismatch Repair (MMR) apparatus is
highly efficient and therefore still able to discriminate between
the nascent (error-containing) DNA strand and the mother
strand. Many genes putatively involved in regulation of the
chromosome replication, in MMR (including mutH, the gene
encoding the nuclease which relies on the DNA methylation
state to identify the correct strand), in double strand breaks
(DSBs) repair and/or required for viability of dam mutants in
other bacterial species are conserved in P. luminescens TT01
(Table S4). Such mechanisms may require the presence of Dam
for cell viability in P. luminescens during the growth conditions
tested. In contrast, our results suggest that an elevated level
of dam expression does not drastically affect the mechanisms
involved in chromosomal replication or in DNA mismatch
repair.

This study revealed that DNAmethylation state onGATC sites
seems to be critical in P. luminescens for phenotypes involving
interactions with the insect host. Eleven additional MTases are
found in the genome and probably contribute to the global DNA
methylation state which may also account for some of the P.
luminescens phenotypes during bacterial-insect interaction.
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3) La surexpression de la méthyltransférase Dam de P.luminescens 

cause une diminution de la virulence du complexe némato-

bactérien 
 

Suite au précédent article, nous avons voulu étudier l’impact de la MTase Dam sur la 

partie symbiotique du cycle de vie de Photorhabdus. En effet, si de nombreux travaux ont 

étudiés l’impact de Dam sur la virulence bactérienne (Casadesús, 2016 pour revue), les 

seules études s’intéressant à son impact sur la symbiose concernent Bradyrhizobium (Davis-

Richardson et al., 2016) et Mesorhizobium loti (Ichida et al., 2007 ; Ichida et al., 2009). Ces 

deux bactéries étant des symbiotes de plantes, il est d’autant plus intéressant d’étudier Dam 

dans une symbiose némato-bactérienne.  

Notre but a été d’étudier plusieurs paramètres permettant d’avoir une vue d’ensemble 

sur la symbiose. Le premier est la virulence du complexe, le second l’efficacité du cycle 

pathogénique (en comptant le nombre de nématodes émergeant de chaque cadavre) et 

enfin l’efficacité de colonisation (en dénombrant le nombre de bactéries par nématode). Du 

fait que durant les phases symbiotiques et le passage dans le cadavre de l’insecte on ne 

puisse maintenir la pression antibiotique (comme utilisé dans l’article précédent), il nous a 

fallu créer une souche de P. luminescens sur-exprimant Dam par insertion chromosomique. 

Nous avons pour cela utilisé en partie le protocole publié en 2015 (Glaeser and Hermann, 

2015) et adapté ce dernier à nos besoins. La souche Dam+ ainsi obtenue (Chr_Dam par la 

suite) surexprime dam (x14, p-value=0.001) en comparaison du contrôle ayant le gène de la 

GFP inséré (Chr_GFP par la suite). Nous avons de plus observé une diminution de la mobilité 

de cette souche (Fig. 1A, Cf. Chapitre II.4 pour figures et tables de cette partie) et de la 

pathogénicité (Fig. 1B). De manière surprenante, le gène fliC, codant pour un flagelle, n’est 

pas transcrit différemment de façon significative alors que la mobilité est diminuée (Fig. S1) 

contrairement au gène mad, codant pour un pilus, qui est surexprimé (x4.3, p-value=0.001) 

dans cette souche. 

 Nous avons ensuite procédé à l’établissement de la symbiose entre Heterorhabditis et 

les deux souches de P. luminescens in vitro (Chr_Dam et Chr_GFP). L’établissement de cette 

symbiose a donné des résultats identiques pour les deux souches avec autant de nématodes 

monoxéniques récupérés pour chaque souche. Afin d’avoir un point de vue plus global de  
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cette symbiose, nous avons choisi deux insectes différents dans nos expériences.                   

G. mellonella qui est l’insecte modèle de référence, et S. littoralis qui est un ravageur actuel 

et pour lequel le complexe Heterorhabditis/Photorhabdus peut être utilisé. Nous avons donc 

infesté chacun de ces insectes avec nos complexes némato-bactériens. Nous avons observé 

un retard significatif de 2h (p-value=0.016) dans le temps nécessaire à la souche Chr_Dam 

pour tuer 50% des larves de G. mellonella (Fig. 2A) et un retard de 6h chez S. littoralis (p-

value<0.001). A l’inverse, le nombre de nématodes émergents des cadavres de chacune des 

larves ne diffère pas entre les deux souches (Fig. 3A/B). Le dernier point était le 

dénombrement des bactéries dans chaque nématode, une diminution de 50% du nombre de 

P. luminescens Chr_Dam retrouvées en symbiose avec le nématode en comparaison du 

contrôle Chr_GFP a pu être notée (p-value=0.03). 

La surexpression de la MTase Dam avait déjà été démontrée au début de cette thèse 

comme impactant la pathogénicité et la virulence de P. luminescens. Un point intéressant est 

que cette baisse de pathogénicité est augmentée lorsque l’infestation est réalisée en 

utilisant le complexe némato-bactérien. Une hypothèse possible est celle de l’effet-dose. La 

chute plus importante dans la virulence serait liée à la différence du nombre de bactérie à 

l’intérieur du nématode. En effet, la souche Chr_Dam est présente en moins grande quantité 

dans le nématode que la souche contrôle après un cycle dans l’insecte. Il serait donc logique 

que lors du relargage de la bactérie dans l’hémolymphe de l’insecte, moins de bactéries pour 

la souche Chr_Dam soient retrouvées. Cette diminution dans le nombre de bactéries 

pourrait être à l’origine de cette baisse plus importante du pouvoir pathogène mais nous ne 

pouvons pas le prouver actuellement.  

Le fait que la symbiose némato-bactérienne soit possible avec la souche Chr_Dam nous 

montre que le nématode peut se nourrir et s’associer avec cette souche. Ainsi, Dam ne 

semble pas impacter la symbiose de manière très importante malgré les résultats de 

pathogénicité. Pour aller plus loin, il serait intéressant de réaliser de nombreux cycles chez 

l’insecte en ré-infestant les insectes avec les IJs émergents. Si notre hypothèse est correcte, 

le nombre de bactéries par nématode devrait diminuer au cours de ces générations pour 

atteindre un phénotype drastique.  
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En conclusion de ces travaux, on peut dire que si Dam joue un rôle dans la partie 

pathogène du cycle de P. luminescens, il n’en est peut être pas de même pour la partie 

symbiotique de ce cycle. Des travaux futurs réalisés à plus grande échelle pourraient clarifier 

ces hypothèses.  
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4) Article 2 ; En préparation : 

 

Photorhabdus  Dam  MTase  is  necessary  for  full  virulence 

of the nemato-bacterial complex in the insects G. 

mellonella and  S. littoralis 
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P. luminescens is an entomopathogenic bacterium found in symbiosis with the nematode 

Heterorhabditis. Dam DNA methylation has been described to be involved in the pathogenicity of 

many bacteria whereas studies about its involvement in symbiosis are scarce. We previously 

described that Dam is involved in the pathogenicity of P. luminescens. The aim of this study was to 

determine its role in symbiosis. We created a strain overexpressing Dam by chromosomal insertion 

and achieved monoxenic symbiosis. Dam overexpressing strain was able to feed the nematode and 

reassociate with Infective Juvenile (IJ) stages in the insect. No differences in the amount of emerging 

IJs from the cadaver were observed. A strong difference in the time needed to kill a half of the larvae 

(TL50) was observed for the nematode in symbiosis with Dam overexpressing strain and less bacterial 

symbionts were counted in each IJs compared to the control. These results reveal that Dam might 

play a role in the ability of the bacteria to colonize IJ gut resulting in a decrease of pathogenicity. 

 
Keywords: Dam, nematobacterial complex, symbiosis, pathogenicity 

 

 

Introduction 

 

Studies aiming to understand bacteria-host interaction often show that molecular 

mechanisms involved in mutualism or pathogenesis have common molecular mechanisms 

(Hentschel et al., 2000). This raises the interest to study models that have a life-cycle 

including both mutualism and pathogenicity to understand what differs between both 

stages.  

Photorhabdus luminescens is an Enterobacteria symbiotically associated with a 

nematode from the genus Heterorhabditis (Boemare et al., 1993). This nemato-bacterial 

complex is highly pathogenic against insect pest crops and used as biocontrol agent (Lacey et 

al., 2015). Mutualistic interaction is absolutely required as Photorhabdus is not viable alone 

in the soil environment and Heterorhabditis cannot infect and reproduce without its 

symbiont (Han and Ehlers, 2000).  Photorhabdus is carried inside the nematode gut during 

the infective juvenile stage (IJ), a stage that is similar to the well characterized dauer-stage of 

Caenorhabditis elegans (Hu, 2007). After its entrance by natural orifices such as stigmata, or 

by cuticle disruption, the nematodes release Photorhabdus in the hemocoel of the insect 



(Bedding and Molineux, 1982; Ciche and Ensign, 2003). Regurgitation of the symbiont 

induces a phenomenon called “IJ recovery” resulting in the formation of a self-fertile adult 

hermaphrodite from every IJ (Ciche and Ensign 2003). The bacteria then grow and produce a 

broad-range of virulence factors to kill the insect by septicemia within 48 to 72 hours (Clarke 

and Dowds, 1995; Watson et al., 2005) until entry in stationary phase of growth. Nematodes 

feed specifically on its symbiotic bacteria (Bintrim and Ensign, 1998; Bowen and Ensign, 

2001). Once nutrients are lacking and nematodes have done several development cycles, 

some bacterial cells adhere to hermaphrodite gut at INT9 cells (Somvanshi et al., 2012). 

Bacterial cells which can adhere to these cells express the Mad pilus (Somvanshi et al, 2010; 

Somvanshi et al., 2012). Hermaphrodites lay about 100 to 300 hundred eggs giving rise to IJs 

feeding on and re-associating with Photorhabdus. Some eggs will not be released and 

develop inside the hermaphrodite by a mechanism called endotokia matricida (Ciche et al., 

2008). Nematodes coming from endotokia matricida will only become IJs that will re-

associate with Photorhabdus inside the hermaphrodite (Ciche et al., 2008; Clarke, 2017). 

After re-association of the complex, it exits from the cadaver and reaches the soil in order to 

infect other insects (Nielsen-LeRoux et al., 2012). The pathogenic cycle implies a strong 

interaction between the bacterium and the nematode and a bacterial switch from 

mutualism to pathogenic state. It is therefore a good model to study differences between 

both states (Clarke, 2008).   

DNA methylation is part of the epigenetic mechanisms in bacteria. Dam (for DNA 

Adenine Methyltransferase) methylates the adenine of 5’-GATC-3’ sites and can be involved 

in gene transcription regulation because of a binding competition between a regulator and 

Dam in some promoter regions (Casadesus and Low, 2006). Dam DNA methylation has also 

been described as involved in pathogenicity of several pathogens as S. Typhimurium (Garcia-

Del Portillo et al., 1999 ; Heithoff et al., 1999) or Y. pestis and tuberculosis (Robinson et al., 

2005; Julio et al., 2002). Other DNA methylation marks (m4C and m5C) have been described 

as involved in pathogenicity as in H. pylori (Kumar et al., 2012; Kumar et al., 2018). However, 

studies trying to correlate a mutualistic association with DNA methylation are focused on 

host modification whereas bacterial DNA methylation data in these interactions are scarce. 

To our knowledge, the only ones are focusing on bacterial-plant interactions 

(Bradyrhizobium (Davis-Richardson et al., 2016) and Mesorhizobium loti (Ichida et al., 2007; 

2009)).  



 The overexpression of Dam in P. luminescens was shown to lead to a decrease in 

motility and virulence and an increase in biofilm formation (Payelleville et al., 2017). Here 

we focused on the symbiotic stages of the P. luminescens lifecycle. We constructed a strain 

overexpressing Dam MTase with a chromosomal insertion and achieved a symbiosis 

between this strain and the symbiotic nematode Heterorhabditis. The involvement of Dam in 

symbiosis was studied after insect’s infection with the nemato-bacterial complex. The 

mortality rate overtime, the IJs emergence from the cadaver and the number of bacteria 

associated with these IJs were quantified.  

 

 Material and methods 

 Bacterial strains, plasmids and growth conditions 

The bacterial strains, primers and plasmids used during this experiment are listed in Table 1. Except 

for special conditions, bacteria were grown on Luria broth (LB) medium at 28°C for Photorhabdus and 

37°C for E. coli. When required, antibiotics have been used (gentamycin at 20μg/mL
-1

 and 

chloramphenicol at 8 μg/mL
-1

). When needed, IPTG was added at 0.2mM, pyruvate at 0.1% and 

sucrose at 3%. Phenotypic characterisation of the strains was determined as previously described 

(Payelleville et al., 2017). 



 

 



Chromosomal integration of dam  

To avoid the use of antibiotic on the EPN complex, and because the strain used previously for dam-

overexpression in P. luminescens was shown to lose its plasmid in the absence of antibiotic, we 

inserted the dam gene under the control of a strong promoter (PLac) using the method described by 

Glaeser and Heermann in 2015 (Glaeser and Hermann, 2015) with the following modifications. We 

extracted the dam gene from a previously constructed plasmid (Payelleville et al., 2017) and digested 

it with SalI and XbaI enzymes commercialized by NEB following their recommendation. The 900bp 

was cloned in a MCS1 plasmid previously digested by same enzymes. After ligation with T4 DNA 

Ligase, following manufacturer recommendation (Promega), this plasmid MCS1_Dam was digested 

with AatII and SacI enzymes to obtain a DNA fragment of 2194bp containing chloramphenicol 

resistance gene and PLac promoter controlling dam gene. At the same time, we amplified two 600 bp 

fragments corresponding to a part of GlmS and rpmE genes from Photorhabdus. These fragments 

were amplified using R_GlmS_SalI, F_GlmS_AatII for the GlmS fragment and R_RpmE_SacI, 

F_RpmE_SpeI for the RpmE fragment and digested with the enzymes related to their names. The last 

step was the digestion of pJQ200 by SalI and SpeI. The three fragments together with the pJQ200 

plasmid were ligated usingT4 DNA Ligase (Promega). We then transformed XL1 Blue E. coli. The 

plasmid construction was controlled by sequencing of the insert.  

 

The recombinant plasmid pJQ_Cam_PLacDam was then transferred in P. luminescens by 

conjugation as previously described (Givaudan and Lanois, 2000). Transconjugants harboring 

pJQ_Cam_PLacGFP (same plasmid with GFP gene instead of dam) were used as a control. At least 2 

conjugations were done at the same time for each plasmid to increase the number of 

transconjugants. These transconjugants were selected with both Chloramphenicol (Cm) and 

Gentamycin (Gm). The allelic exchange has been done on at least 20 independent selected 

transconjugants per strain as previously described (Glaeser and Hermann, 2015). Clones with the 

correct insertion were grown overnight in LB + Cm, genomic DNA was extracted using QIAamp DNA 

Mini kit (Qiagen) and correct insertion was verified by sequencing using L_verif_GlmS and 

R_verif_RpmJ. Clones with the correct insertion (Chr_Dam and Chr_GFP) were then conserved in 

glycerol and several phenotypes were checked.  

RT-qPCR analysis 

To verify Dam overexpression in the Chr_Dam strain, quantitative reverse transcription-PCR (RT-

qPCR) was done as previously described (Payelleville et al., 2017). Briefly, RNA samples from 3 

independent cultures for each strain (Chr_Dam and Chr_GFP) were extracted with RNAeasy miniprep 



kit (Qiagen). Results are presented as a ratio with respect to the housekeeping gene gyrB, as 

previously described (Jubelin et al., 2013). 

Insect Virulence Assay 

P. luminescens Chr_Dam and Chr_GFP strain virulence were tested for their virulence properties on 

Spodoptera littoralis in three independent experiments, as previously described (Brillard et al., 2002). 

Briefly, 20µL of exponentially growing bacteria (DO540nm = 0,3) diluted in LB, corresponding to about 

1*10
4 

CFU for each strain were injected into the hemolymph of thirty fifth-instar larvae of S. littoralis 

reared on an artificial diet. Each larva was then individually incubated at 23°C and mortality times 

were checked. Survival rate for each bacterial strain infestation were then analyzed with Wilcoxon 

test performed as previously described (Givaudan and Lanois, 2000 ; Brillard et al., 2002) using SPSS 

version 14.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL) to compare the time needed to kill 50% of the infested larvae.  

 

Nemato-bacterial monoxenic symbiosis  

A monoxenic nemato-bacterial complex between Heterorhabditis and P. luminescens Chr_Dam or 

Chr_GFP strains was created as follow. Photorhabdus WT strain was grown overnight at 27°C with 

shaking in LB + pyruvate, plated on lipid agar plates and then incubated at 27°C during 48 h. 5000 IJs 

were added to Photorhabdus lipid plates and incubated during 4 days at 27°C. Hermaphrodites were 

collected from lipid agar plates in 50mL conical tubes by adding PBS to the plate, swirling and 

dumping into the tube. After hermaphrodites have settle, remove PBS and let it settle again. This 

step was repeated until a clear solution was obtained. Egg isolation from hermaphrodites was then 

performed as follow. 200μL of washed hermaphrodites were put into a 15mL conical tube and PBS 

was added to 3.5mL. 0.5mL of 5M NaOH mixed with 1mL of 5.6% sodium hypochlorite were then 

added and the tube was incubated for 10 minutes at room temperature with vortex every 2 minutes. 

Tube was then centrifuged for 30 seconds at 1300g, almost all the supernatant was removed leaving 

100μL in the tube and PBS was added to 5mL. After vortexing and centrifugation, eggs were washed 

with 5mL PBS and collected after another centrifugation step. P. luminescens Chr_Dam and the 

control strain were grown in 5mL of LB overnight at 27°C with shaking. 30μL of the culture was 

spread on split lipid agar plates and equal amount of eggs (~1000) were added. PBS was added to the 

empty part of the plate and plates were incubated for two weeks at 27°C temperature incubator. 

Monoxenic IJs were collected in the PBS side of the plate and stored at 4°C.  

 

 



Insect infestation and IJs emergence 

G. mellonella infestations were performed in 1.5mL Eppendorf tube because of their weave ability 

(that hinders direct contact with EPN in 12 well plates). A filter paper was put in each tube and 100μL 

of PBS containing 50 IJs were added to this filter. One Galleria larva was added in each tube and 

incubated at 23°C. Mortality was checked regularly for 72 hours. S. littoralis infestation was 

performed in 12 well plates. A filter paper was added in each well and 100μL of PBS containing 50IJs 

was added on each filter paper. One S. littoralis larva was added in each well with artificial diet. 

Mortality was regularly checked for 72 hours.   

For both insect infestation, survival rate for each nemato-bacterial complex were analyzed with 

Wilcoxon test performed as previously described (Givaudan and Lanois, 2000 ; Brillard et al., 2002) 

using SPSS version 14.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL) to compare the time needed to kill 50% of the 

infested larvae.  

Bacterial CFUs in nemato-bacterial complex 

CFUs for each nemato-bacterial complex were quantified as follows. IJs were filtered using a 20μm 

pore-size filter to remove bacteria that may develop in the solution. After resuspension in PBS, 10 IJs 

were counted under binocular magnifier and put in 1.5mL tube in 10-50μL volume. Manual crushing 

was performed using plastic putter and crushing efficiency was verified by microscope observation. 

After addition of 1mL LB, the suspension was plated on LB Petri dish pure or at 10
-1

 dilution, with 3 

replicates for each dilution. Photorhabdus CFUs were determined using (Li-Cor Odyssey) and Image 

Studio version 1.1.7 version to discriminate luminescent colonies (corresponding to P. luminescens) 

from others. CFUs data were analyzed with a Wilcoxon test. Three independent experiments were 

performed, with 3 independent crushing for each strain.  

 Results 

 Dam overexpression by chromosomal insertion 

To avoid plasmid loss because antibiotic pressure cannot be maintained during the whole 

pathogenic cycle, we used a strain overexpressing Dam MTase by chromosomal insertion (Chr_Dam). 

We quantified the expression of two genes previously described as impacted by Dam overexpression: 

madA and fliC involved in pilus and flagellar synthesis, respectively (Payelleville et al., 2017). An 

increase of 14-fold changes in dam expression in the Chr_Dam strain was observed (p-value = 0.001) 

compared to a control strain Chr_GFP (having GFP gene inserted in the chromosome). fliC expression 



was not significantly different between the 2 strains (p-value = 0.075). An increase of 4.3-fold change 

in madA expression (p-value = 0.001) (Fig S1) was observed Chr_Dam strain.  

Phenotypes associated to chromosomal dam overexpression 

To determine if chromosomal Dam overexpression modified some P. luminescens 

phenotypes, similarly as the strain overexpressing dam using plasmid did (Payelleville et al., 2017), 

we performed motility and insect pathogenicity assays with Chr_Dam and Chr_GFP strains (control). 

A significant decrease in motility was observed for the Chr_Dam strain (p-value < 2.*10
-13

 Wilcoxon 

test) at 36h hours post inoculation (Fig 1A). Pathogenicity in S. littoralis of bacterial strain was 

significantly reduced in the Dam overexpressing strain compared to the control strain, with a delay of 

2 hours in TL50 for the Chr_Dam strain (Fig 1B). These data confirm that the Dam overexpression in 

P. luminescens impairs insect virulence. No other major phenotype of P. luminescens was impacted 

by chromosomal Dam overexpression (Table S1). 

 

Symbiosis establishment  

To study Dam involvement in the symbiosis stage of P. luminescens cycle, we created a 

monoxenic symbiosis between P. luminescens Chr_Dam strain or Chr_GFP strain with 

Heterhorhabditis. No differences in the number of emerging IJs from the plates of symbiosis setting 

Figure 1 : Motility and pathogenicity of Chr_Dam strain 

A- Boxplot of motility halo size for Chr_Dam and Chr_GFP strain after 36 hours of growth on motility 

medium. The difference between the two strains is significant (Wilcoxon test, p-value<0.001).  

B- Survival of S. littoralis larvae after injection of 10
4
 bacteria of each strain, Chr_GFP (in blue) and 

Chr_Dam (in green). Chr_Dam strain was significantly delayed (2hours) in the time needed to kill 50% of 

the larvae (Wilcoxon test, p-value<0.001). 

 



could be detected for the three biological replicates (unpublished results). This suggests that the 

nematode can feed and establish a symbiotic relationship with the Chr_Dam strain in in vitro 

conditions.  

 

Pathogenicity of the EPN complex in G. mellonella and S. littoralis 

To check the involvement of Dam MTase in the pathogenicity of the nematobacterial 

complex, G. mellonella or S. littoralis were infested and larvae mortality was monitored over time. 

Both strains (Chr_Dam and Chr_GFP) were pathogenic as they caused insect death in less than 72 

hours. For G. mellonella, the time lethal 50 (time needed to kill 50% of the larvae) are 48 and 50.6 

hours for Chr_GFP and Chr_Dam, respectively. The slight difference between the two strains was 

significant (p-value = 0.016) (Fig 2A). In S. littoralis the TL50 was delayed of almost 6 hours (48.4h and 

54.2h for Chr_GFP and Chr_Dam complexes, respectively) (Fig 2B). This difference was highly 

significant (p-value <0.001).  

Figure 2 : Nemato-bacterial complex pathogenicity by infestation 

A- Survival of G. mellonella larvae after infestation by ~10 nematodes associated with Chr_GFP bacterial strain 

(Blue) or Chr_Dam strain (Green). A significant difference of 2 hours can be noted for the time needed to kill 

50% of the larvae for Chr_Dam strain (Wilcoxon, p-value=0.016). 

B- Survival of S. littoralis larvae after infestation by the same strains as in A. A significant difference can be 

observed with a delay of almost 6 hours for the Chr_Dam strain (Wilcoxon, p-value<0.001).  



 

Emerging IJs from cadavers 

To investigate Dam role in the association between nematode and Photorhabdus, we 

quantified IJs emerging from each insect larvae. The amount of emerging IJs exiting from the 

cadavers of G. mellonella, and S. littoralis were not different between the 2 nematobacterial 

complexes used (p-value = 0.991 and p-value = 0.06, respectively) (Fig. 3A).  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3 : Number of emerging IJs from each cadaver 

A- Emerging IJs from each G. mellonella cadaver for each strain. Equal amount of IJs exits from the cadaver for 

each strain (Wilcoxon, p-value=0.991). 

B- Emerging IJs from S. littoralis larvae cadaver for each strain. The amount of IJs exiting from larvae cadaver are 

not significantly different (Wilcoxon, p-value=0.06). 

 



Bacterial symbionts numeration in emerging IJs 

For each strain, numeration of CFU in emerging IJs was performed after crushing. This 

experiment revealed that after a cycle in the insect, the nematodes were not monoxenic anymore, 

with several bacterial colonies which displayed no luminescence indicating that they were not 

Photorhabdus. Therefore, only luminescent colonies were numerated. Results presented in Fig.4 

show that there was 50 % more Photorhabdus UFC in nematode in symbiosis with the control strain 

than with Dam overexpressing strain (p-value = 0.03) (Fig.4).  

 

 Discussion 

 We previously described that Dam overexpression causes a decrease in pathogenicity and 

motility, and an increase in biofilm formation in Photorhabdus luminescens (Payelleville et al., 2017). 

We also described that Dam methylates most of the 5’-GATC-3’ sites in the WT genome (>99%) and 

that DNA methylation profile was stable during growth (Payelleville, Legrand et al., 2018). Dam DNA 

methylation is known to be involved in various phenotypes in bacteria, such as pathogenicity in S. 

Typhimurium (Garcia-Del Portillo et al., 1999 ; Heithoff et al., 1999), H. influenzae (Watson et al., 

2004), Klebsiella (Mehling et al., 2007), Actinobacillus (Wu et al., 2006), Y. pestis and tuberculosis 

Figure 4 : CFU in IJs for each strain  

After 10 IJs crushing and plating of the resulting solution, UFC were counted. A slight but significant difference 

was observed between the two strains (Wilcoxon, p-value=0.03). Standard deviation is represented. 



(Robinson et al., 2005; Julio et al., 2002), V. cholerae (Julio et al., 2001), P. multocida (Chen et al., 

2003) and A. hydrophila (Erova et al., 2006) but the only studies about DNA methylation involvement 

in symbiosis are about Bradyrhizobium where it is suspected to play a role in the differentiation to 

symbiotic state (Davis-Richardson et al., 2016) and Mesorhizobium loti where it is essential for 

nodulation (Ichida et al., 2007; 2009). Therefore we checked the involvement of Dam DNA 

methylation in the symbiotic steps of P. luminescens life cycle. We first  checked the motility of this 

strain and confirmed that dam overexpression decreases motility compared to control strain 

(Chr_GFP) as previously described for the plasmid dam overexpression (Payelleville et al., 2017).  

The in vitro monoxenic symbiosis with Heterorhabditis nematode led to similar amount of emerging 

IJs for each strain revealing that the nematodes can feed and establish a symbiotic relation with both 

strains in vitro. We also checked the symbiosis efficiency of both strains after an in vivo cycle on two 

larval models G. mellonella and S. littoralis. We checked three parameters during the cycle (i) the 

time needed for the complex to kill 50% of the larvae (TL50) (ii) how many IJs came out from each 

cadaver and (iii) how many bacteria were in each IJ. Differences between the two insect models were 

observed. In G. mellonella, a slight difference in TL50 between both strains was observed whereas no 

difference in the number of emerging IJs between both strains could be detected. In S. littoralis, a 

higher difference in TL50 was noted, indeed Chr_Dam took almost 6 hours more than the control to 

kill half of the larval cohort. The numeration of bacterial CFU in each IJ were slightly different 

between both strains as IJs in symbiosis with Chr_Dam strain have 50% less bacteria than the control 

strain. Altogether these results show a decrease in pathogenicity of the nematobacterial complex 

overexpressing Dam that can be presumably caused by the decrease in pathogenicity of the bacteria 

alone, as previously described (Payelleville et al., 2017) and confirmed here with the Chr_strain. Even 

if the differences in TL50 of infestation of S. littoralis by nematobacterial complex is stronger than 

bacterial injection, it might just be because nemato-bacterial complex takes more time to kill insect 

as described for the closely related bacteria X. nematophila (Sicard et al., 2004). The TL50 decrease 

could also be explained by the lower amount of bacteria found in Chr_Dam IJ because less bacteria 

are released in the insect. It seems likely to assign a lower pathogenicity to a lower amount of 

pathogens. However, a decrease of 50%, even if significant is not a strong difference with 270+/- 100 

bacteria in Chr_Dam symbiosis against 460+/- 100 in the control strain. Because some Photorhabdus 

mutants are able to support nematode growth without the ability of establish a symbiosis as 

described for pbgPE mutant (Bennett and Clarke, 2005) or for proQ mutant (Easom and Clarke, 2010) 

(see Clarke, 2014 for review), it should be interesting to monitor the evolution of the three 

parameters analysed here (pathogenicity, emerging IJ amount and UFC per IJ) using emerging IJs to 



reinfest larvae for several generations. In this case, the observed differences may increase over 

generations and may even lead to axenic nematode for Chr_Dam strain.  

 To conclude, insect pathogenicity is more impacted during infestation by the 

nematobacterial complex of Chr_Dam strain than after injection of the bacteria alone. Future 

investigations will have to decipher if this phenotype is due to the symbiositic association or only to 

bacterial cells. This study also shows that there is no major involvement of Dam MTase in symbiosis 

establishment even if it could play roles for symbiosis retention over generation.  
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Figure S1 : Relative gene expression of Chr_Dam compared to Chr_GFP strain 

qRT-PCR was carried out with exponential growing bacteria (OD=0.8) RNA. Box-plot representing gene 

expression for dam, madA and fliC were tested using gyrB as a reference. dam and madA gene were 

significantly overexpressed respectively 14 and 4.3 fold each with p-values <0.001. fliC expression was not 

significant between the 2 strains (p-value = 0.075). 

 

Table S1 : Global phenotypes of Chr_Dam and Chr_GFP strains 

 



 



Chapitre III] Analyse du méthylome de P. luminescens 
 

Les travaux présentés précédemment nous ont montré que la MTase Dam jouait un rôle dans 

l’expression de certains gènes de P. luminescens. Néanmoins nous n’avons, avec ces résultats, aucun 

moyen de corréler cette MTase avec la méthylation directe de l’ADN. Plusieurs techniques 

permettent de détecter les bases méthylées de l’ADN. On peut notamment citer l’utilisation 

d’enzymes, d’anticorps ou encore le séquençage au bisulfite qui permet de détecter la méthylation 

des cytosines m5C. La dernière décennie a vu l’arrivée d’une nouvelle technique de séquençage 

nommée SMRT pour « Single Molecule Real Time sequencing » qui permet en plus d’un séquençage 

complet du génome, de détecter les méthylations sur les adénines ainsi que les cytosines.  

1) Techniques permettant l’analyse de méthylomes 

La détection de la méthylation de l’ADN peut être réalisée par 4 principales techniques. La plus 

ancienne est l’utilisation d’enzymes sensibles à l’état de méthylation du site qu’elles reconnaissent 

(technique utilisée dans l’article 1).  

1.1 Détection des méthylations par enzymes de restriction  

Si nous avons utilisé cette technique afin de vérifier une méthylation globale de l’ADN par Dam il 

est aussi possible d’utiliser diverses variantes afin de détecter la méthylation de l’ADN de façon plus 

globale avec cette technique. Je ne détaillerai pas ici toutes les variantes de ces techniques apparues 

au cours des années mais juste le principe fondateur (Bibikova and Fan, 2010 pour détail). Parmi ces 

techniques on peut séparer deux catégories.  

La première va permettre la détection des méthylations au niveau des ilots CpG(1), très étudiés 

et retrouvés majoritairement chez les eucaryotes. Il existe des variantes dans cette catégorie mais le 

principe reste le même. La première étape est la digestion de l’ADN par une enzyme sensible à la 

méthylation (cette étape peut être parfois précédée par une enzyme fragmentant l’ADN si 

nécessaire). Ensuite, cet ADN va soit être soumis à une amplification par PCR (spécifique ou non 

selon si le génome est connu ou pas) ou marqué de façon radioactive (Akama et al., 1997 ; Pearlly et 

al., 2000). À la suite d’une migration éléctrophoretique et hybridation par Southern, il sera possible 

de détecter si les fragments d’ADN d’individus différents (par exemple cellules cancereuses vs 

cellules saines) ont des profils de migration différents (Akhama et al., 1997). Il est aussi possible de 

réaliser un séquençage des produits de PCR pour détecter lequel de deux sites adjacents est ou non  

(1)  Les ilôts CpG (pour Cytosine-Phosphate-Guanine) correspondent à des zones riches en dinucléotides C-G. Ils sont souvent 

retrouvés dans les régions 5’ des gènes chez les vertébrés et associés plus spécifiquement aux gènes de ménage 

(housekeeping) (Jabbari and Bernardi, 2004 ; Law and Jacobsen, 2011). 
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Figure 19 : Représentation schématique du protocole MSDK (Hu et al., 2006). 

Les étapes sont: digestion de l’AND avec une enzyme sensible à la méthylation; 
Ligation pour biotinyler les extrémités; digestion avec un enzyme coupant très fréquemment afin de séparer les régions 

méthylées des régions non méthylées ; Capture des fragments méthylés avec des billes magnétiques de streptavidine ; 

Séparer en deux echantillons et lier respectivement à l’adaptateur A ou B avec une extrémité CATG ; Couper avec MmeI 

pour ne garder qu’un tag de 17 paires de bases (exemples sur la figure) ; Ligation pour former des ditags suivi d’une 
amplification PCR et d’une digestion par NlaIII pour enlever les adaptateurs ; les séquences obtenues pourront ensuite être 

clonées et séquencées. 
  



méthylé (Schumacher et al., 2006). Il est néanmoins à noter que ces techniques n’ont été utilisables 

que pour l’étude des ilots CpG chez les eucaryotes.  

La seconde technique permet la détection des méthylations à l’échelle du génome complet et 

est nommée MSDK pour « methylation-specific digital karyotyping ». Le principe débute de la même 

façon avec une digestion de l’ADN par une enzyme sensible à la méthylation. À la suite de cette 

digestion, une biotine est ajoutée sur les extrémités des fragments au niveau du site de coupure par 

ligation (biotinylation). Les fragments sont ensuite à nouveau digérés par une enzyme digérant à de 

très nombreux endroits sur le génome. Les extrémités biotinylées sont ensuite reconnues par des 

billes et isolés du reste de l’ADN. Ces brins d’ADN pourront ensuite grâce à des PCR être clonés et 

séquencés (Fig. 19) (voir Hu et al., 2006 pour détail). Dans ce protocole, les seuls brins retenus sont 

donc ceux qui étaient sensibles à la première enzyme utilisée et on pourra donc connaitre les sites 

méthylés ou non cibles de cette enzyme et les replacer sur le génome (Hu et al., 2006).  

Il est important de noter que si ces techniques sont efficaces pour détecter l’état de méthylation 

de sites cibles d’enzymes, elles restent peu rapides et ne peuvent pas fonctionner si aucune enzyme 

connue ne cible la zone à vérifier. Pour pallier ces problèmes, d’autres techniques ont été 

développées comme la détection à l’aide d’anticorps.   

1.2 L’immunoprécipitation de l’ADN méthylé  

Comme son nom l’indique, la technique de l’immunoprécipitation consiste à utiliser un anticorps 

marqué ciblant les bases ou motifs méthylés. Cette technique, bien que potentiellement applicable à 

tout type de méthylation, n’est majoritairement utilisée que pour les m5C et les ilots CpG (Bibikova 

and Fan, 2010). Ceci est grandement dû à l’absence d’anticorps ciblant de manière sure et spécifique 

les m6A car même si certains existent et sont commercialisés (Störl et al., 1979 ; New England 

Biolabs© ; Diagenode©), ils n’ont été pour le moment utilisés que pour différencier un ADN 

contenant des m6A d’un ADN non méthylé (Zhang et al., 2012). La majorité des travaux utilisant ces 

techniques ont donc utilisé des anticorps ciblant soit des bases méthylées m5C (Weber et al., 2005 ; 

Keshet et al., 2006) ou des zones méthylées en utilisant une protéine ayant une forte affinité pour 

l’ADN méthylé MBD2b (Rauch et al., 2006 ; Rauch et al., 2008). Ces techniques ont permis de 

détecter des profils de méthylation différents au niveau du génome complet mais aussi au niveau de 

promoteurs de gènes.  

1.3 Le séquençage au bisulfite (WGBS)  

La technique du séquençage au bisulfite est une technique décrite depuis de nombreuses 

années (Frommer et al., 1992). Elle permet de détecter les modifications m5C mais non les autres  
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Figure 20 : Déroulement du séquençage au bisulfite 

Les étapes sont : Dénaturation des deux brins d’ADN (Watson 

and Crick) ; Traitement au bisulfite qui va convertir les 

cytosines non-méthylées (bleues) en uraciles, les cytosines 

méthylées (rouges) ne sont pas changées ; Amplification PCR 

de tous les brins précédemment traités au bisulfite (BS). BSW 

pour brin Watson ; BSC pour brin Crick ; BSWR pour brin 

reverse du brin Watson et BSCR pour brin reverse du brin 

Crick. Un séquençage classique peut ensuite être réalisé. 

Figure 21 : Fonctionnement du séquençage Sanger avec 

terminateur de synthèse (Heather and Chain, 2016). 

a) Exemple d’ADN à séquencer 

b) Des ddNTP nucléotides marquées radioactivement ou 

fluorescents d’un type donné sont ajoutés à faible 
concentration dans la réaction de polymérisation en 

chaine. Leur incorporation va arrêter la synthèse. 

Dans chacune des quatre réactions (avec chacune les 

4 dNTP et un ddNTP) on aura des fragments de 

diverses tailles correspondant à l’incorporation d’un 
ddNTP (souligné sur la figure).  

c) Les fragments générés vont ensuite pouvoir être 

visualisé par electrophorèse sur un gel de 

polyacrylamide de haute résolution. La séquence 

ADN pourra être reconstituée en lisant le gel de bas 

en haut car les séquences courtes migrent plus vite. 



modifications. Le principe est simple, l’ADN est extrait puis dénaturé et traité au bisulfite. Ce 

traitement va modifier les bases de l’ADN, toutes les cytosines vont être changées en uraciles à la 

seule condition qu’elles ne soient pas méthylées. Si une cytosine est méthylée en m5C, elle restera 

une cytosine. Une fois ce traitement réalisé, les échantillons sont amplifiés par PCR et séquencés. 

Grâce à une analyse bioinformatique et une comparaison avec le génome initial ou un séquençage 

sans traitement bisulfite, on pourra analyser les bases ayant été modifiées et n’étant donc pas 

méthylées. A l’inverse, les bases cytosines n’ayant pas été modifiées sont méthylées (Fig. 20)(Xi and 

Li, 2009). Si cette technique permet la détection des m5C sur un génome complet sans autant de 

difficultés qu’avec les techniques précédemment présentées, elle ne permet pas la détection des 

m6A ni des m4C.  

Les trois techniques de détection des méthylations de l’ADN présentées ci-dessus ont 

majoritairement été utilisées chez les eucaryotes (Ooi et al., 2009 pour détail). La majeure partie des 

études ayant publié des méthylomes à l’aide de ces techniques ont dû les coupler (par exmple WGBS 

suivi de digestions pour vérification) afin d’obtenir des résultats fiables.  

L’arrivée de la nouvelle technique de séquençage SMRT a révolutionné la détection des 

méthylations sur l’ADN, autres que les m5C, notamment chez les bactéries.   

1.4 Le SMRT  

Diverses techniques de séquençage ont été développées au cours du temps. Je ne les détaillerai 

pas toutes ici mais uniquement les deux principales (Heather and Chain, 2016 pour revue). En 1977, 

une grande avancée est faite dans la technologie du séquençage avec la présentation du protocole 

de séquençage Sanger utilisant des ddNTPs (Sanger et al., 1977). La technique consiste à synthétiser 

le brin d’ADN à séquencer dans quatre mix différents, chacun contenant les quatre bases naïves 

(dNTPs) (adénine, thymine, cytosine et guanine) et l’une des quatre bases modifiées en 2’,3’-

didéoxynucléotide (ddNTP) (Sanger et al., 1977). Si le ddNTP est incorporé, la synthèse s’arrête. 

Après amplification dans les 4 solutions on aura la possibilité de connaitre la séquence ADN après 

migration sur gel des fragments synthétisés (Fig. 21). Cette technique est assez fiable mais reste 

fastidieuse pour des séquences longues car la lecture sur gel ainsi que l’incorporation des ddNTPs 

n’est efficace que sur des séquences courtes et nécessite donc une fragmentation de l’ADN. On 

nomme les technique de séquençage utilisant des protocoles dérivés ou amenant à des résultats 

similaires comme le séquençage par coupure chimique (Maxam and Gilbert, 1977) font partie de ce 

qu’on appelle le séquençage de première génération (Heather and Chain, 2016).   
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Figure 22 : Fonctionnement du séquençage Illumina (Illumina.com) 

Figure 23 : Principe du séquençage SMRT (Eid et al., 2009). 

A - Configuration géométrique de l’expérience. Une molécule unique d’ADN liée à l’ADN polymérase F29Ф est 
immobilisée au fond d’un structure nanophotonique empêchant tout mouvement (ZMW pour Zero-move waveguide), 

illuminée par en dessous avec une lumière laser. La structure ZMW va provoquer une excitation suffisante pour 

détecter l’incorporation de chaque nucléotide phosphomarqué.  
B - Représentation schématique de l’incorporation des nucléotides. (1) Un nucléotide phosphomarqué va se lier au site 

actif de la polymérase, (2) cet attachement amène une emission de fluorescence correspondant au nucléotide 

incorporé. (3) La libération du pyrophosphate amène la disparition du signal fluorescent. (4) La polymérase avance 

jusqu’au site suivant, et (5) le nucléotide suivant vient se lier à la polymérase de la même façon.  

 



Le séquençage de seconde génération correspond à l’utilisation de dNTPs étant marqués 

radioactivement ou fluorescents mais aussi en utilisant le pyrophosphate émis lors de l’incorporation 

d’un nucléotide natif (Ronaghi et al., 1998). Le séquençage Illumina fait partie de cette génération de 

séquençage mais n’est pas le seul (Heather and Chain, 2016 pour les autres techniques). Le 

séquençage Illumina fonctionne comme suit (Fig. 22). L’ADN à séquencer est fragmenté en brins 

d’environ 300 paires de bases et ces fragments sont liés à des adaptateurs. Ces adaptateurs sont 

ensuite eux-mêmes liés sur des canaux. Plusieurs cycles de polymérisation vont ensuite être réalisés 

en utilisant des dNTPs natifs afin d’obtenir une banque de chaque fragment d’ADN. Quand la banque 

est suffisante, on ajoute des nucléotides terminateurs réversibles marqués ainsi que l’ADN 

polymérase. On excite ensuite grâce à un laser les nucléotides afin de déterminer lequel a été 

incorporé. On réalise à nouveau l’ajout des nucléotides marqués et de la polymérase et ainsi de suite 

jusqu’à l’obtention du fragment complet. L’ensemble des fragments ainsi obtenus sont ensuite 

alignés sur le génome afin de composer une séquence fiable (Illumina© Sequencing, Illumina.com). 

Les techniques de deuxième génération de séquençage ont apporté un gain de temps énorme au 

niveau du séquençage ainsi qu’un gain en fiabilité des séquences obtenues avec un taux d’erreur 

faible. Malgré cela, du fait des courtes séquences amplifiées, l’assemblage de génomes complet 

restait un problème. Notamment pour les génomes contenant de nombreuses séquences répétées 

rarement suffisamment couvertes lors du séquençage. L’autre problème était l’amplification 

préalable par PCR obligatoire pouvant amener de potentielles erreurs et empêchant la détection de 

modification sur l’ADN originel.    

La troisième génération de séquençage reste sujet à débat quand à sa classification mais je la 

définirai comme l’ensemble des techniques de séquençage d’une seule molécule d’ADN sans 

amplification préalable (Heather and Chain, 2016 pour détail). En 2003, Braslavsky présente la 

possibilité de séquencer à partir d’une seule molécule d’ADN (Braslavsky et al., 2003). Cinq ans plus 

tard, le premier génome est publié grâce à cette technique (Harris et al., 2008) et en 2009 le « Single 

Molecule Real Time sequencing » voit le jour (Eid et al., 2009). Le principe de ce séquençage est basé 

sur les techniques de seconde génération allié à de nouvelles techniques. Une DNA polymérase liée à 

une molécule d’ADN sont attachées au fond d’un puits. Des nucléotides marqués avec des 

fluorophores (différents pour chaque base) sont ensuite ajoutés. Chaque incorporation amènera 

l’émission de fluorescence alors détectée grâce à la microscopie. En mettant bout à bout les images 

(i.e., film) des émissions de fluorescence, on peut ensuite retranscrire la séquence synthétisée (Fig. 

23) (Eid et al., 2009). Son avantage premier est de séquencer toute la molécule d’ADN et donc avec 

les avancées techniques de séquencer de grands fragments d’ADN qu’il sera plus facile d’aligner pour 

reconstituer le génome. En plus de cela, la molécule d’ADN séquencée est native, elle ne subit donc  
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Figure 24 : Détection de la méthylation par SMRT (Flusberg et al., 2010). 

A- Représentation schématique de la polymérisation d’un ADN méthylé (en haut) ou non méthylé (en bas).  
B- Lors d’un séquencage sans méthylation, les temps d’emission de fluorescence sont relativement courts et réguliers. 

Dans le cas d’une base méthylé le temps d’incorporation est aproximativement 5X supérieur à celui d’une base non 
méthylée. 

Figure 25 : Evolution du nombre de publications concernant des méthylomes  et corrélation avec l’apparition du séquencage 

PacBio de 2002 à 2018 



aucune modification préalable au séquençage (contrairement à ce qui se passe en cas d’étape 

d’amplification préalable) ce qui amena un an plus tard le protocole de détection de la méthylation 

de l’ADN par ce séquençage (Flusberg et al., 2010). Le principe de séquençage reste le même que 

décrit précédemment. La différence réside dans le fait qu’ici on va non seulement mesurer l’émission 

de fluorescence mais aussi calculer l’IPD (Inter Pulse Duration ou temps séparant chaque émission de 

fluorescence) correspondant au temps mis par l’ADN polymérase pour incorporer chaque nucléotide. 

L’ADN polymérase va en effet mettre plus de temps à reconnaitre une base méthylé sur le brin 

d’ADN et donc mettre plus de temps à incorporer le nucléotide correspondant (Fig. 24) (Flusberg et 

al., 2010). On peut donc, suite au séquençage, déterminer par analyse bioinformatique quelles sont 

les bases modifiées et sur quel brin d’ADN (ce qui n’est pas possible avec les techniques de 

digestion). Il est à noter qu’initialement seules les m6A étaient détectées efficacement. Par la suite, 

la capacité du taux de couverture ainsi que la mise au point de certains tampons et le 

développement de logiciels d’analyse plus performant, ont permis de détecter aussi les m4C, et de 

manière moins sure, les m5C  (Davis et al., 2013).  

 Cette technique a permis la découverte et l’étude des méthylations présentes sur l’ADN à une 

échelle beaucoup plus importante que ce n’était le cas avant. En 2009, seules 19 articles sur les 

méthylomes sont publiés, en 2017 on en recense 243 (Fig. 25). Ces informations sont d’autant plus 

flagrantes si on corrèle l’augmentation des publications sur des méthylomes et l’apparition du 

séquençage PacBio (SMRT). Chez les bactéries, les premiers méthylomes SMRT paraissent en 2012 

pour E. coli (Fang et al., 2012), et six autres bactéries comme Bacillus cereus ou Campylobacter jejuni 

(Murray et al., 2012). Ces méthylomes révèlent que la grande majorité des sites cibles de MTases 

(présents sur la base de données REBASE (Roberts et al., 2010)) sont méthylés sur le génome. Il existe 

dans la majeure partie des bactéries des gènes codant pour des MTases : 94% des plus de 3300 

génomes existants en 2013 contenaient des gènes codant pour des MTases (Davis et al., 2013) mais 

les séquences cibles de ces MTases n’étaient pas décrites. Grâce au SMRT, on peut détecter des sites 

revenant régulièrement sur le génome contenant une méthylation et donc grâce à une corrélation 

entre ce méthylome et la base de données REBASE associer une MTase à la séquence qu’elle cible 

(Davis et al., 2013).  

De nombreux méthylomes ont été publiés depuis l’arrivée du SMRT dont celui de nombreuses 

bactéries pathogènes. On peut notamment citer celui d’H. pylori (Krebes et al., 2013) qui associée à 

d’autres études de la méthylation de l’ADN sur cette bactérie (Kumar et al., 2012 ; Furuta et al., 

2014) suggère une forte importance de la méthylation de l’ADN dans les phénotypes de mobilité, 

adhésion et virulence chez cette bactérie. Divers méthylomes détaillés ont aussi été publiés comme 

celui de Pseudomonas pseudoalcaligenes (Wibberg et al., 2016), Xanthomonas (Seong et al., 2016),  
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S. enterica (Pirone-Davies et al., 2015), Aeromonas hydrophila (Lim et al., 2016), Ralstonia 

solanacearum (Erill et al., 2017) ou encore Caulobacter (Kozdon et al., 2013). Si il existe de nombreux 

autres méthylomes publiés un récent article a permis d’avoir une compréhension beaucoup plus 

globale des méthylomes bactériens en publiant 230 méthylomes d’espèces différentes d’un coup 

(Blow et al., 2016). Grâce à toutes ces études, il a pu être démontré que la méthylation de l’ADN chez 

les bactéries était un mécanisme très fortement conservé au travers des divers genres et espèces. Si 

certaines MTases sont spécifiques d’une espèce, d’autres vont être retrouvées au sein de familles 

bactériennes comme les MTases Dam, Dcm (chez les entérobactéries) et CcrM (chez les alpha-

protéobactéries) (Blow et al., 2016). La découverte de nouvelles MTases (orphelines ou non), des 

motifs qu’elles méthylent et des positions de ces motifs ouvre de nouvelles opportunités dans 

l’étude de la régulation de la transcription des gènes par la méthylation de l’ADN. 

Suite aux travaux présentés dans le chapitre II de cette thèse, nous pouvons donc affirmer que la 

surexpression de Dam chez Photorhabdus amène à des variations dans divers phénotypes. Dans cette 

partie, nous avons voulu vérifier l’impact de cette surexpression de Dam sur la méthylation globale 

des sites GATC à l’échelle du génome et la position de ces sites. Nous avons aussi voulu étudier des 

changements de méthylation au cours de la croissance et dans la sous-population résistante aux 

peptides antimicrobiens (AMP-R) (Mouammine et al., 2017). Le dernier point a été d’analyser les 

autres méthylations présentes chez Photorhabdus luminescens et tenter d’associer les motifs 

retrouvés méthylés à leurs enzymes respectives. Pour répondre à ces questions, nous avons réalisé 

des méthylomes de P. luminescens grâce à la technique du SMRT en phase exponentielle de 

croissance (EP) (DO=0.3), phase exponentielle tardive (LE) (DO=0.9), début de phase stationnaire (ES) 

(DO=1.5) et en phase stationnaire avancée (LS) (DO>3). Nous avons aussi réalisé un méthylome de la 

souche résistante aux peptides antimicrobiens ainsi que celui de la souche surexprimant Dam (Dam+) 

et son témoin (Control). La dernière étape clé était de pouvoir détecter les méthylations m5C grâce à 

la technique du bisulfite, nous avons donc réalisé un séquençage bisulfite (WGBS) en phase 

exponentielle et stationnaire de croissance.  

2) Le méthylome complet de la bactérie pathogène d’insecte P. 

luminescens révèle l’existence d’adénines non méthylées 

Nous avons pu identifier sur le génome de la souche étudiée, P. luminescens TT01, 12 gènes 

codant pour des MTases dont 7 orphelines. Parmi ces gènes, on note le gène dam, le gène dcm ainsi 

que le gène hsdM étant les 3 MTases les plus décrites chez les entérobactéries (Table 1, Cf. Chapitre 

III.3 pour toutes les figures et tables de cette partie).  
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Les autres MTases retrouvées chez P. luminescens TT01 sont retrouvées chez diverses autres 

entérobactéries à l’exception de plu1935 (retrouvée uniquement chez d’autres souches de 

Photorhabdus) et de plu4197 présente uniquement dans notre souche. L’analyse couplée du SMRT et 

du WGBS a permis d’identifier 52041 bases méthylées sur le génome de Photorhabdus en condition 

de croissance exponentielle. Parmi ces bases la grande majorité sont des adénines (m6A). Ces 

méthylations ont été retrouvées régulièrement dans 8 motifs différents numérotés de I à VII, car 

deux sont retrouvés associés et donc numérotés IIIa et IIIb. Parmi ces motifs, 5 contiennent une 

adénine méthylée en position 6 (m6A), 1 une cytosine méthylée en position 4 (m4C) et 2 contenant 

une cytosine méthylée en position 5 (m5C) (Table 2 et 3). L’analyse des méthylomes dans les 

différentes conditions de croissance nous a montré une relative stabilité de la méthylation au cours 

de la croissance. L’expression de ces MTases dans les différentes conditions de croissance nous a 

permis de différencier deux catégories (Fig. 2). Celles exprimées 10 à 100 fois moins que le gène de 

référence gyrB et celles exprimées à un niveau supérieur à 0.1 fois l’expression de gyrB (Fig. 2). De 

manière générale toutes les MTases sont exprimées de façon similaire dans les phases de croissance 

expliquant en partie la faible variation de méthylation au niveau génomique selon les phases de 

croissance testées. Grâce à l’analyse SMRT et la base de données REBASE, nous avons pu corréler la 

majorité des motifs méthylés avec une MTase le ciblant (Table 1).  

Nous avons ensuite étudié ces sites plus en détail et avons pu voir que pour tous les motifs 

détectés, la grande majorité (>94%) étaient méthylés par rapport au nombre de sites totaux 

retrouvés dans le génome (Table 2 et 3). Nous avons ensuite regardé la position des différents sites 

méthylés et non méthylés. Parmi les 7 motifs étudiés, seul le motif GATC est retrouvé 

significativement plus souvent dans les parties promotrices de gènes lorsqu’ils sont non méthylés 

(Fig. 3).  Ceci indique pour ces sites une potentielle compétition entre un régulateur et la MTase car 

la liaison d’un régulateur sur cette partie promotrice empêcherait la méthylation.  

Le méthylome de la sous-population résistante aux peptides antimicrobiens n’a pas fourni 

d’indice quand à un potentiel rôle de la méthylation de l’ADN dans la régulation des gènes impliqués 

dans cette résistance. Le méthylome de la souche surexprimant Dam (Dam+) a par contre fourni des 

résultats intéressants. En effet, on a pu vérifier que parmi le faible nombre de sites non méthylés 

chez la souche contrôle (61 sites GATC), seuls 4 restaient non méthylés lors de la surexpression de 

Dam. Puisque la surexpression de Dam a amené à certains phénotypes, on peut légitimement penser 

que certains des sites GATC devenant méthylé dans cette souche ont un rôle dans la régulation du 

gène situé en aval. Nous nous sommes finalement intéressés aux 22 sites GATC retrouvés non 

méthylés dans toutes les conditions de croissance et nous avons retrouvé que 18 de ces sites  
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deviennent méthylés chez la souche Dam+ (Fig. 4). Nous avons de plus noté que la majorité de ces 

sites (20/22) sont situés dans la région promotrice potentielle d’un gène, confortant nos hypothèses 

sur une implication de la méthylation par Dam dans la régulation de l’expression de certains gènes 

chez Photorhabdus. A l’inverse, aucun gène décrit comme directement relié aux phénotypes décrits 

dans les deux articles précédents n’est présent dans cette liste laissant penser à une régulation 

indirecte de ces phénotypes.  
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The complete methylome of an 
entomopathogenic bacterium 
reveals the existence of loci with 
unmethylated Adenines
Amaury Payelleville , Ludovic Legrand  , Jean-Claude Ogier , Céline Roques , Alain Roulet , 

Olivier Bouchez , Annabelle Mouammine , Alain Givaudan  & Julien Brillard  

DNA methylation can serve to control diverse phenomena in eukaryotes and prokaryotes, including 

major phenotypic changes have been reported in several bacterial strains with a deregulated 

Photorhabdus luminescens

>

stable over course of growth, but also in a subpopulation responsible for a critical step in the bacterium’s 

preferentially located in putative promoter regions, and most of them were methylated after Dam 

DNA methyltransferases (MTases) are enzymes that catalyze the transfer of a methyl group from the univer-
sal methyl donor S-Adenosylmethionine (SAM) to a nucleotide1. MTases are widespread from eukaryotes to 
prokaryotes: 5-methylcytosine (m5C) and N6-methyladenine (m6A) methylation marks have been described in 
eukaryotes2,3 whereas additional N4-methylcytosine (m4C) marks can be detected in bacteria and archaea4,5. For 
years, DNA methylation studies mostly used whole genome bisulfite sequencing (WGBS), which only detects 
m5C6, until the advent of Single Molecule Real Time (SMRT) sequencing made it possible to also detect m4C and 
m6A modifications7.

DNA methylation in bacteria is involved in many cellular processes. It provides a defense against foreign DNA 
in restriction-modification systems (RM), where a restriction endonuclease (REase) acts in coordination with a 
DNA MTase. "e MTase methylates self-DNA whereas exogenous DNA is cleaved by the cognate REase due to 
different methylation patterns. RM-MTases are classified into 4 different groups based on biochemical proper-
ties (e.g. their subunit organization, their recognition of palindromic vs asymmetric target DNA sequences…)8. 
The REBASE database is designed to identify REases and MTases and currently lists thousands of putative 
RM-MTases9.

Many studies, particularly in Escherichia coli, have described the role of DNA methylation in discriminating 
between the parental and newly-synthesized strand using the DNA mismatch repair (MMR) system10. During 
replication, errors may occur, and the MMR system excises the wrong base on the newly-synthesized unmethyl-
ated DNA strand10. "e MMR system requires Dam (DNA adenine MTase), an MTase that is not coupled with 
a restriction enzyme and so called “orphan” or “solitary” MTase5. In Gammaproteobacteria, Dam methylates 
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5′-GATC-3′ motifs. Dam is also involved in epigenetic mechanisms by strongly contributing to the regulation of 
several genes expression5. In E. coli for example, the Lrp regulator can bind sites containing GATC sequences in 
the pap operon promoter region11. Lrp has greater affinity to unmethylated sites than fully-methylated (methyla-
tion on both strands) sites, and the competition between Dam and Lrp binding gives rise to two sub-populations, 
one expressing the Pap pilus and the other not12. Deregulation by mutation or overexpression of Dam in several 
bacterial species can lead to drastic phenotypic changes. For example, Dam overexpression leads to a decrease in 
virulence for Yersinia pseudotuberculosis, Vibrio cholerae, Salmonella enterica, Pasteurella multocida, Aeromonas 
hydrophila and Photorhabdus luminescens13–18. Dam mutants have also been described as showing impaired viru-
lence in S. enterica, Haemophilus influenzae, Klebsiella pneumoniae, A. actinomycetemcomitans and Y. pestis19–23. 
Dam mutants are not viable in Y. pseudotuberculosis and V. cholera16 or suspected to be unviable in other bacterial 
species18. DNA cytosine MTase (Dcm) is another solitary MTase that is well conserved in Gammaproteobacteria24. 
"e dcm gene is associated to vsr which encodes the very-short-patch repair system involved in T/G mismatches 
correction24. Dcm adds a methyl group to the second cytosine of CCWGG motifs. "is solitary MTase has been 
shown to be involved in drug resistance, translation25 and stationary phase gene expression26. In addition to Dam, 
the best known example of solitary MTase involved in epigenetic mechanisms in bacteria27 is the CcrM (Cell cycle 
regulated MTase) found in many Alphaproteobacteria. Its main role in Caulobacter crescensus is regulation of the 
cell cycle and cell division28,29. It is essential for cell viability in fast-growing conditions30 but not in slow-growing 
conditions such as minimal media31. It has not been described as involved in MMR31. Many other solitary MTases 
are present in many bacterial genomes, but their role has not yet been described32.

SMRT sequencing can now detect all DNA methylation marks in genomes, opening opportunities to detect 
new methylated motifs7. "is new-generation sequencing technology has been used to describe the methylome 
of several microorganisms. In bacteria, there has been a strong focus on animal pathogens, but the methylomes 
of some plant pathogens have also been reported32–41.

P. luminescens TT01 is an entomopathogenic bacterium member of the Enterobacteriaceae. It is found in 
symbiosis with a soil nematode from the genus Heterorhabditis. "is nematobacterial complex is able to kill many 
crop-pest insects and can be used in biocontrol42. During its lifecycle, this bacterium has to switch between mutu-
alism (within the nematode’s gut) and a pathogenic state (in the insect). "is switch is controlled by a promoter 
inversion that results in Mad pilus expression43. However, phenotypic heterogeneity among a P. luminescens 
clonal population caused by an as-yet-unknown mechanism is also critical during another step of the bacterial 
lifecycle. It was recently demonstrated that only a minority (<1%) of the whole bacterial population is responsi-
ble for virulence in insects, as it is able to resist the antimicrobial peptides (AMPs) produced by the insect host44. 
"e fact that this AMP-resistant subpopulation displays no genetic change compared to the wild-type population 
has raised the hypothesis that an epigenetic mechanism is involved in the occurrence of this subpopulation44. 
Moreover, we recently showed that overexpression of the P. luminescens Dam MTase decreases motility and viru-
lence yet enhances biofilm formation18. However, the impact of this MTase overexpression on DNA methylation 
pattern remains to be investigated.

"e aim of this study was to provide the first description of the full methylome of P. luminescens during 
different growth phases. We also investigated whether changes in DNA methylation pattern occur within the 
AMP-resistant subpopulation responsible for insect virulence, or a&er the Dam overexpression that leads to 
major phenotypic changes in P. luminescens. "e various methylomes analyzed here led to the identification of 
eight methylation motifs, and open new fields of investigation into the role of DNA methylation in bacterial gene 
regulation.

Results
Predicted MTases in P. luminescens "e P. luminescens TT01 genome harbors 47 genes which are 
annotated as methyltransferase or methylase, most of them encoding putative RNA MTases or protein MTases. 
Only 8 genes (plu0087, plu0338, plu0600, plu2710, plu2942, plu3417, plu3449 and plu3462) are annotated as DNA 
methyltransferase or DNA methylase45. Analysis of the P. luminescens TT01 genome using REBASE revealed 12 
putative DNA MTase-encoding genes, i.e. the 8 genes cited above, plus plu0233, plu1935 and plu4197 which are 
annotated as encoding CHP (conserved hypothetical proteins) or unknown proteins, and plu4319 which is anno-
tated as encoding a “Type I site-specific deoxyribonuclease HsdM”. Prediction of the protein domains revealed 
an S-adenosyl-L-methionine-dependent methyltransferase domain (Interpro domain IPR029063) in all of the 12 
MTases.

"e 12 putative DNA MTase-encoding-genes found in P. luminescens TT01 are listed in Table 1. While 4 
MTases are associated with REases, 7 are solitary MTases, and one is a hybrid MTase. "e 12 loci were located all 
over the chromosome (Fig. 1). One predicted MTase (plu4319) corresponded to a Type I9 while the remaining 
MTases were presumed to classify as Type II. For 8 of them, REBASE analysis proposed a recognition sequence 
(Table 1)9.

"e genomic context and taxonomic 
distribution of putative P. luminescens TT01 MTase-encoding genes are presented in Fig. S1. Most (n = 10) of 
the MTases encoding loci were located in the accessory genome and are associated with phagic regions (n = 4), 
genomic islands (n = 3), or regions of genomic plasticity (n = 3) (Table 1). "e dam gene is located in the core 
genome and an ortholog was present in each of the Photorhabdus and Xenorhabdus (a closely related genus, with 
similar lifestyle46) complete available genomes, with a conserved synteny (Fig. S1). dam was also broadly dis-
tributed among many (>100) organisms of the Enterobacteriaceae family (Fig. S1), suggesting that this gene was 
ancestral in the genome. In contrast, plu0599, encoding M.PluTI47, is also located in the core genome (Table 1)  
but only conserved in two other strains of Xenorhabdus and Photorhabdus (Fig. S1). Other P. luminescens TT01 
MTase-encoding genes were variably distributed among Enterobacteriaceae. For example, plu4197 was only found 
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in P. luminescens TT01 genome whereas putative orthologs of several MTases (dcm, plu2942, plu3417, plu3449, 
plu3462, plu4319) were found in more than 50 organisms of the Enterobacteriaceae family (Fig. S1). "e variable 
taxonomic distributions of MTases encoding genes and their high prevalence in the accessory genome, including 
an association with phage or DNA recombination genes, suggest that most of these genes have been acquired by 
horizontal gene transfer.

P. luminescens In order to have a complete over-
view of all the existing methylation sites over the P. luminescens genome, two complementary sequencing tech-
nologies were used: (i) SMRT sequencing by PacBio which can identify m6A and (to a lesser extent) m4C, and (ii) 
WGBS by Illumina (MiSeq) which can identify m5C.

The methylome analysis was first performed on DNA samples extracted from WT P. luminescens cells 
harvested during the mid-exponential-growth phase (OD = 0.3–0.4, herea&er referred to as EP for exponen-
tial phase). "e SMRT sequencing yielded an average coverage of 182X allowing the identification of a high 
number (n = 41143) of statistically significant (QV score ≥30, see the Methods section for details) DNA 
modification marks and the identification of 6 conserved motifs: GATC; TGGCCA; GGANNNNNNRTGA; 
TCAYNNNNNNTCC; AGGCCT; CTCGAG (Table 2). Five of them display m6A modifications and one dis-
plays an m4C modification. "e WGBS approach allowed the discovery of additional m5C modification marks 
(n = 10898), grouped in two motifs: CCWGG and GGCGCC (Table 3). Altogether, we found 52041 methyl-
ated nucleotides distributed all over the P. luminescens genome (Fig. 1). For convenience, the 8 identified motifs 
were numbered according to sequencing technology used and their occurrence in the P. luminescens TT01 
genome, and are herea&er referred to as motifs I to V for SMRT, with partner motifs GGANNNNNNRTGA/
TCAYNNNNNNTCC numbered IIIa and IIIb, respectively, and motifs VI and VII for WGBS (Tables 2 and 3). 
"e number of methylated motifs found in the genome ranged from 28 (motif V) to 37465 (motif I). "e pro-
portion of a given motif found methylated in the P. luminescens TT01 genome ranged from 94.0% (motif VII) to 
100% (motif V).

In order to determine 
whether the methylation pattern can evolve over the course of growth, methylome analysis a&er SMRT sequenc-
ing was also performed on bacterial cells harvested during other growth conditions: WT cells harvested during 
the late exponential-growth phase (OD = 0.9, herea&er referred as LE), stationary phase (overnight growth reach-
ing OD = 1.5, herea&er referred as SP), and late-stationary phase (i.e., a&er 24 h of growth, with OD > 3, herea&er 
referred as LS). WGBS was also performed on WT cells harvested during SP (OD = 1.5). Moreover, the SMRT 
methylome of a previously-identified sub-population that is resistant to a cationic AMPs (i.e., polymyxin B44) was 
also investigated. "e 8 identified motifs were found in all the methylomes analyzed. For a given motif, a high 
(>94%) and similar proportion (coefficient of variation <0.01) of methylated sites was observed (Tables 2 and 3). 
For a given motif identified by SMRT sequencing, the IPD (interpulse duration) ratio did not drastically change 
over the course of growth (Table 2). Taken together, these results indicate that in all the tested conditions, a high 

Gene name or 
Label Protein label Interpro Domains

MW 
(Da) Type Cognate partnera Target Sequenceb Genome Position

Genomic 
Locationc

dam (plu0087) M.PluTDam
IPR012327, IPR012263, 
IPR029063, IPR023095, 
IPR002052

31567 Solitary Gm6ATC (motif I) 81849–82661 Core Genome

plu0233 PluTORF233 IPR002052 121133 Hybrid ? 242879–246085 RGP5

dcm (plu0338) M.PluTORF0338
IPR001525, IPR029063, 
IPR018117, IPR031303

54918 Solitary plu0339,Vsr Cm5CWGG (motif VI) 361215–362651 GI9

plu0599 M.PluTI IPR001525, IPR029063 42313 II/R-M plu0600, PluTI GGm5CGCC (motif VII) 679941–682068 Core Genome

plu1935 M.PluTORF1935
IPR002941, IPR029063, 
IPR001091, IPR002052

78939 II/R-M plu1934, PluTORF1935 AGGCm4CT (motif IV) 2301611–2303698 RGP46

plu2709 M.PluTORF2709
IPR029063, IPR025931, 
IPR025931

27200 II/R-M plu2710, PluTORF2710 CTCGm6AG (motif V) 3211074–3213464 RGP66

plu2942 M.PluTORF2942 IPR007757, IPR029063 24665 Solitary Gm6ATC 3452873–3453517 P71

plu3417 M.PluTORF3417
IPR002941, IPR029063, 
IPR001091

21450 Solitary ? 4034728–4035285 P80

plu3449 M.PluTORF3449
IPR012263, IPR029063, 
IPR023095

29802 Solitary ? 4059699–4060469 P80

plu3462 M.PluTORF3462
IPR002941, IPR001091, 
IPR029063, IPR002052

18578 Solitary ? 4068792–4069265 P80

plu4197 M.PluTORF4197 IPR009528, IPR029063 18824 Solitary CTGCm6AG 4911020–4911514 GI94

hsdM (plu4319) M.PluTORF4319
IPR003356, IPR022749, 
IPR004546, IPR029063, 
IPR002052

57671 I/R-M
hsdS (plu4320), 
S.PluTORF4319, hsdR 
(plu4322), PluTORF4319

GGm6AN6RTGA(motif 
IIIa)/TCm6AYN6TCC 
(motif IIIb)

5043966–5044616 GI95

Table 1. List of putative P. luminescens TT01 MTase encoding genes. aGene name and protein label of cognate 

partners (if any) is indicated. bPredicted target sequence is indicated. Motifs identified in this study are 

underlined (with their number in brackets). cAs described by Ogier et al.46. GI, genomic islands; RGP, regions of 

genomic plasticity; P, phagic regions.
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rate of methylation was reached for each of the MTases responsible for the methylation of the 8 identified motifs. 
"is suggests that the corresponding MTase-encoding genes were expressed in all these growth conditions.

"e expression level of the 12 MTase-encoding genes was analyzed by 
qRT-PCR on mRNA extracted from cells grown in LB and harvested during exponential phase (EP and LE) and 
stationary phase (SP) relative to gyrB, a housekeeping gene. Figure 2 shows that the 12 MTases could be split into 
two groups: MTases (n = 7) encoded by a gene with a low or very low level of expression compared to gyrB (less 
than 10-fold, or 100-fold, respectively) and MTase genes (n = 5) that were expressed at a higher level (>0.1-fold 
the gyrB level of expression). "ese two groups were identical for the 3 growth conditions tested, revealing that 
a given MTase gene was expressed at similar levels in the various tested conditions. "is is in agreement with the 
finding that the methylome of TT01 was very similar for all the conditions tested.

Most (5/7) solitary MTase-encoding genes were affiliated to the group with a low level of expression (com-
pared to gyrB). Only dam and dcm, the two broadly conserved solitary MTase-encoding genes, could be assigned 
to the group with the higher expression (Fig. 2). In contrast, all MTases associated with a RM system except hsdM 
(plu4319), were affiliated to the group with a high level of expression (compared to gyrB).

Comparative analysis revealed that none of the 12 MTase-encoding genes was significantly differentially 
expressed between the LE and EP (Fig. S2A). In contrast, during SP compared to EP, the expression of two and 
five MTases was significantly downregulated or upregulated, respectively. Among the MTase genes affiliated to 
the group with a high level of expression, only plu0233 and plu0600 were significantly more expressed during SP 
compared to EP (Fig. S2B). However, methylome analysis of cells harvested during these two different growth 
conditions revealed no difference in motif detection, suggesting that a limited increase or decrease in the level of 
expression of these MTases did not significantly contribute to the genome methylation pattern in P. luminescens 
TT01.

Figure 1. Circos plots displaying the distribution of methylated bases over the P. luminescens TT01 
chromosome. Outermost track displays the genomic positions in megabases. "e colored tracks display the 
location of the modification marks detected in at least one of the growth conditions tested, for each of the 
8 identified motifs. Different colors represent different methylation types. From outer to inner: (red, m6A) 
GATC, GGANNNNNNRTGA/TCAYNNNNNNTCC, TGGCCA, CTCGAG; (green, m4C) AGGCCT; (blue, 
m5C) CCWGG, GGCGCC. Tick marks on the outermost track display the genomic positions of the 12 MTase-
encoding genes (labelled with an asterisk) and their 5 cognate partners; see Table 1 for details. Note that the P. 
luminescens TT01 strain harbors no plasmid.
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Motif Fraction N Detected Mean Score Mean IPD Ratio Mean Coverage

Motif I
GATC (37500)

EP 0.999 37465 213.9 5.28 148.3

LE 0.999 37445 146.2 5.34 93.4

SP 0.999 37466 109.0 6.18 63.8

LS 0.999 37476 177.0 5.19 120.0

AMP-R 0.999 37444 120.9 5.64 74.6

Control 0.998 37439 136.7 5.61 83.5

DAM+ >0.999 37496 211.2 5.23 141.0

Motif II
TGGCCA (1256)

EP 0.998 1254 205.0 5.37 149.7

LE 0.999 1255 136.0 5.30 94.6

SP 0.998 1254 100.9 6.09 63.9

LS 0.998 1253 161.6 5.04 120.0

AMP-R 0.998 1253 116.0 5.74 75.6

Control 0.998 1254 127.2 5.68 84.6

DAM+ 1.000 1256 194.2 5.13 143.8

Motif IIIa/IIIb
GGANNNNNNRTGA (1112)/TCAYNNNNNNTCC (1112)

EP
0.997 1109 207.3 5.27 147.2

0.996 1107 189.8 4.61 145.4

LE
0.994 1105 125.9 4.48 92.3

0.996 1108 138.1 5.18 93.2

SP
0.994 1105 96.2 5.23 63.1

0.998 1110 102.4 5.93 63.4

LS
0.988 1099 147.9 4.19 120.2

0.996 1108 167.6 4.98 121.1

AMP-R
0.993 1104 108.7 4.91 73.7

0.996 1108 116.0 5.57 74.3

Control
0.994 1105 119.2 4.78 81.5

0.997 1109 128.8 5.48 83.4

DAM+
0.992 1103 174.0 4.28 139.2

0.997 1109 194.3 5.01 140.6

Motif IV
AGGCCT (184)

EP 0.978 180 152.0 3.76 154.3

LE 0.978 180 98.6 3.78 93.8

SP 0.978 180 75.4 3.94 61.7

LS 0.973 179 117.4 3.82 110.7

AMP-R 0.962 177 89.6 3.82 78.7

Control 0.984 181 96.4 3.83 87.7

DAM+ 0.989 182 143.1 3.69 152.9

Motif V
CTCGAG (28)

EP 1.000 28 200 5.44 151

LE 1.000 28 137 5.26 93.4

SP 1.000 28 99.7 6.65 59.8

LS 1.000 28 160.9 5.21 122.4

AMP-R 1.000 28 77.6 6.25 47

Control 1.000 28 134 5.89 86.1

DAM+ 1.000 28 214 5.27 156

Table 2. Motifs detected by SMRT sequencing in P. luminescens TT01*. *Methylated base is underlined (m6A 
or m4C). "e number of each motif found in the genome is indicated in brackets. EP, exponential phase; LE, late 
exponential phase; SP, stationary phase; LS, late stationary phase; AMP-R, polymyxinB-resistant subpopulation; 
Control, P. luminescens TT01 harboring the pBBR1MCS5 empty plasmid; Dam+, Dam overexpressing P. 
luminescens strain harboring the pBB-Dam plasmid. IPD, interpulse duration.
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Finally, given their very low expression levels (<0.001-fold the gyrB gene), five solitary MTases (Plu2942, 
Plu3417, Plu3449, Plu3462 and Plu4197) could be assumed to be inactive and therefore may not significantly 
contribute to the genome methylation pattern in P. luminescens TT01.

Based on in silico analysis, 7 of the 8 identified motifs could be assigned to 6 
of the MTases found in the genome (Table 1), as follows. "e m6A modifications observed in motifs I, III and V 
could be targeted by the MTases Dam (plu0087, solitary MTase), HsdM (plu4319, RM system) and plu2709 (RM 
system), respectively; the m4C modifications observed in motif IV could be targeted by plu1935 (RM system); the 
m5C modifications observed in motifs VI and VII could be targeted by Dcm (plu0338, solitary MTase) and PluTI 
(plu0599, RM system), respectively (Table 1). "us, only the m6A modifications observed in motif II could not 
be associated to an MTase based on in silico analysis. Considering the affiliation of plu0233 to the group with the 
high level of expression (Fig. 2), motif II could be targeted by plu0233 (a hybrid REase-MTase).

All of the 52041 methylated nucleotides found in 
these 8 methylated motifs were distributed across the genome (Fig. 1). A dedicated webpage with a genome 
browser displaying the precise position of the methylated nucleotides has been generated (access details can be 
found in the “Data Availability” section below).

"e distribution over the TT01 chromosome of the most prevalent methylation motif (GATC) was ana-
lyzed using the DistAMO tool and revealed a heterogenic GATC motif distribution (Fig. S3). As regions with 
a high GATC density are also regions displaying a high DNA methylation rate, their genomic localization was 
identified, and their distribution in the core and accessory genome of P. luminescens was determined. "e 38 
high-GATC-density regions identified are listed in Table S1. Eighteen were distributed in the core genome, and 
20 in the accessory genome as follows: genomic islands (GI, n = 14), regions of genomic plasticity (RGP, n = 4), or 
phagic regions (n = 2). "e major functions associated with these regions were “metabolism” (n = 22), “virulence” 
(n = 5) and “antibiotic synthesis” (n = 5)46.

We previously identified a small fraction of the P. 
luminescens TT01 population that is resistant to cationic AMPs and revealed that this subpopulation is the one 
responsible for successful infection in insects. Using SMRT sequencing, we showed that this subpopulation was 
genetically identical to a bacterial population composed of >99% of cells with an AMP-sensitive phenotype44. 

Figure 2. Relative expression levels of MTase genes in P. luminescens TT01. "e fold difference in expression 
levels of each MTase gene relative to the gene coding for gyrB (plu0004) is indicated. Measurements were 
performed on RNA extracted from 3 independent experiments. EP, exponential phase; LE, late exponential 
phase; SP, stationary phase. Various colors represent various ranges of level of expression. Green, >1-fold the 
gyrB gene; light green, >0.1-fold the gyrB gene. Orange, <0.1-fold the gyrB gene; dark orange, <0.01-fold the 
gyrB gene. SSolitary MTase.

Motif Fraction N Detected Mean Coverage

Motif VI
CCWGG (10998)

EP 0.948 10428 51.9

SP 0.953 10486 49.9

Motif VII
GGCGCC (500)

EP 0.940 470 56.8

SP 0.942 471 50.5

Table 3. Motifs detected by bisulfite sequencing in P. luminescens TT01*. *Methylated base is underlined (m5C). "e 
number of each motif found in the genome is indicated in brackets. EP, exponential phase; SP, stationary phase.
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Here, we analyzed the SMRT data on the methylation pattern of the AMP-resistant subpopulation in order to 
identify the differences in m4C or m6A modification marks compared to the control sample (EP) correspond-
ing to cells with an AMP-sensitive phenotype. "e number of modification marks identified was 41114 in the 
AMP-resistant subpopulation (Table 2) and 41143 in the control sample (EP). For each of the motifs analyzed, a 
similar proportion (ranging from 96.2% to 100% depending on motif) of methylated sites was observed (coeffi-
cient of variation <0.01) between the AMP-resistant subpopulation and the control sample (Table 2). Altogether, 
only 37 modification marks differed between the two samples, as follows: 26 in motif I, 3 in motif II, 4 in motif 
III, and 4 in motif IV (detailed data can be found in the genome browser). None of these differential modification 
marks was located in the vicinity of the genomic regions harboring the pbgP operon (encoding enzymes involved 
in LPS modification and required for the AMP resistance) or the phoP/phoQ genes (encoding a two-component 
system required for the activation of pbgP expression). "us, the global methylome of the AMP-resistant subpop-
ulation analyzed a&er SMRT sequencing was highly similar to that of the WT grown during the control condition.

For each of the 8 motifs identified, and for the four 
growth conditions tested, the number of unmethylated motifs are rare in P. luminescens (Fig. 3), in agreement 
with the high fraction of modifications marks identified (Tables 2 and 3). "e location of the motif-associated 
methylation marks was determined relative to the position of neighboring ORFs: either in a putative promoter 
region (i.e. <200 bp upstream from a start codon), intragenic (inside an ORF), or in other intergenic regions (i.e. 
>200 bp from a start codon, or downstream of an ORF). For each motif, the fraction of motifs with modification 
marks (detected in at least one growth condition) mapping to a putative promoter region, as well as the fraction 
of motif without modification marks (detected in the four growth conditions tested) was calculated. "ese frac-
tions were compared to the fraction of the corresponding motif mapping to putative promoter regions found in 
the genome (Fig. 3). For motif II to motif VII, the fraction of unmethylated motifs located in putative promoter 
regions was not significantly different compared to that observed elsewhere in the genome (i.e. inside an ORF or 
>200 bp from a start codon, or downstream of an ORF). In contrast, the fraction of unmethylated motif I (in at 
least one of the four growth conditions tested) located in putative promoter regions was significantly higher than 
that observed elsewhere in the genome (p < 0.001, Fisher’s exact test) (Fig. 3).

We therefore focused on the precise location of the conserved unmethylated motifs I (GATC). Unmethylated 
GATC motifs are rare in P. luminescens: only 56 sites out of 37500 were unmethylated in at least one of the 4 
growth conditions tested (Fig. 3). Only a limited number (n = 16) of these unmethylated GATC motifs were 
located inside an ORF while the majority of them (n = 41) were located either in putative promoter regions, or 
in other intergenic regions (Fig. 3). As described above, the fraction of these unmethylated GATC motifs located 
in putative promoter regions was significantly higher than that observed elsewhere in the genome. Among the 
56 GATC motifs unmethylated in at least one growth condition, 35 GATC motifs were unmethylated in three 
or four of the growth conditions tested (detailed data are available in the genome browser). Strikingly, 22 GATC 
motifs were unmethylated in all four growth conditions tested. Only two were located in a gene body, while the 
remaining 20 were located in putative promoter regions, with 4 of them mapping to the same promoter region 
(i.e. upstream plu1732) (Fig. 4). "ese 22 motifs were distributed all over the chromosome (Fig. 4). Interestingly, 
all these 22 motifs were still unmethylated in the AMP-resistant subpopulation described above (Fig. 4). Taken 
together, these results suggest the existence of factors (e.g., DNA binding proteins) hindering DNA methylation 
at these particular sites. Such factors are presumably always present in the various growth conditions tested, 
including in the AMP-R subpopulation. No conserved motif, recognizable by transcription factors was observed 
in these 22 loci based on MEME analysis (data not shown).

We then investigated whether the high 
proportion (99.8%, Table 2) of the methylated GATC motifs identified in a reference condition could be increased 
by Dam MTase overexpression. "e methylome of a strain overexpressing the Dam MTase was therefore analyzed 
and compared to its control strain (harboring an empty plasmid).

"e number of modification marks identified in the strain overexpressing the Dam MTase and in the control 
sample (harboring an empty plasmid) was 41175 and 41119, respectively (Table 2). "e 68 modification marks 
differing between the two samples were distributed as follows: 57 in motif I (GATC) which is recognized by Dam 
MTase, 2 in motif II, 2 in motif IIIa, 4 in motif IIIb and 3 in motif IV (detailed data can be found in the genome 
browser). As described above, 22 GATC motifs were unmethylated in all four growth-curve time-points tested and 
were also unmethylated in the control strain harboring an empty plasmid (Fig. 4). In contrast, most of these motifs 
(n = 18) were found methylated in the strain overexpressing the Dam MTase (Fig. 4). "us, with only 4 out of 37500 
GATC sites found unmethylated in the strain overexpressing the Dam MTase, the proportion of methylated motif 
I was therefore higher than in the control (99.99% vs 99.83%, respectively). For the other motifs analyzed, a similar 
proportion of methylated motifs was observed in the strain overexpressing the Dam MTase (coefficient of variation 
<0.01). "us, besides an increase in GATC methylation, the global methylome of the strain overexpressing the Dam 
MTase displayed only a limited number of differences compared to the methylome of the control. "ese results 
reveal that Dam overexpression caused a modification of the DNA methylation pattern, which was focused on the 
unmethylated GATC sites found in the control condition as well as in other various growth conditions tested.

Discussion
"ere has been a recent surge in bacterial methylomic data released32,33,35,37–39,48. However, in these studies, SMRT 
sequencing only allowed the analysis of m6A and m4C modification marks, as the thorough identification of the 
third known DNA methylation mark (i.e. m5C) requires other investigations such as WGBS. Furthermore, most 
of these studies were performed in only one growth condition. While the genome of P. luminescens TT01 was 
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Figure 3. Location of identified motifs in putative gene-regulatory regions. Proportion of motifs identified by 
SMRT sequencing (a) or by WGBS (b) located in gene body (blue), in putative promoter regions (i.e. <200 bp 
upstream from a start codon) (orange), or in intergenic regions (grey). (all), all motifs found in the genome; 
(cons.), methylated motifs conserved in all of the 4 growth conditions tested (SMRT) or in the 2 growth 
conditions tested (WGBS); (diff.), methylated motifs in one, two or three of the 4 tested growth conditions 
(SMRT) or in one growth condition (WGBS); (unmet.), unmethylated motifs conserved in all of the 4 (SMRT) 
or 2 (WGBS) growth conditions tested. Asterisks indicate that the proportion of motifs located in the upstream 
region vs gene body is significantly different from the proportion observed in the ≪all≫ condition (p < 0.001, 
Fisher’s exact test). NS, not significant (p > 0.05).
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sequenced in 200345, our study has only now revealed its complete epigenome (m6A, m4C and m5C) and found 
no major difference between the various growth conditions tested. Up to now, observation of a relatively stable 
methylome had only been described for E. coli49,50.

m4C methylation is restricted to archaea and prokaryotes, but in many bacterial species such as E. coli, no 
m4C-MTase was identified32,36,51,52. In contrast, P. luminescens displays a clear motif with m4C modification 
marks (motif IV), with 184 occurrences in the genome at a high rate of methylation (>96% of the motifs are 
detected as methylated). Based on our results, this motif is presumably methylated by an MTase for which ort-
hologs are mostly found in the Photorhabdus genus (plu1935).

Several bacterial variants displaying genetic differences with their ancestor have been analyzed for their DNA 
methylation pattern (Haemophilus, Neisseria, Helicobacter, Campylobacter)53–56. In P. luminescens, we previously 
described the existence of an AMP-resistant (AMP-R) subpopulation which displays no difference in genome 
sequence compared to the control population (for which more than 99% of the cells are AMP-sensitive)44. "e 
bacterial DNA methylation pattern in a bacterial population grown in presence of antibacterial agents has only 
been described in E. coli49. Here, we analyzed the methylome of the P. luminescens AMP-R subpopulation and 
found that it was highly similar to that of the control population. We thus provide evidence that the AMP used 
here (i.e. polymyxin B) does not drastically modify the DNA methylation pattern in P. luminescens. "e pre-
cise mechanism allowing the AMP-R subpopulation to arise remains unknown, but it requires activation of 
the expression of the pbgPE locus in a PhoPQ-dependent manner44,57. In accordance with the high similarity 
observed between the methylomes of the AMP-R subpopulation and the wild-type control population, no par-
ticular modification mark (focused here on m6A and m4C modification marks) mapping to the loci responsible 
for the AMP resistance could be identified in the AMP-R subpopulation. In addition, Bisulfite sequencing of 
the promoter region of pbgPE genes revealed no m5C difference between both subpopulations (Mouammine & 
Brillard, unpublished data), suggesting that DNA methylation is not a mechanism triggering the occurrence of 
the AMP-R subpopulation.

"e most prevalent methylation motifs throughout the P. luminescens genome are GATC (motif I) methylated 
by Dam, followed by CCwGG (motif VI), methylated by Dcm. Out of the 12 MTases found in P. luminescens 
TT01, these two MTases are the only ones for which orthologs are found in numerous bacterial genera other than 
Photorhabdus or the closely-related genus Xenorhabdus. As both MTases are widely distributed in Enterobacteria, 
they have been extensively studied24. "e P. luminescens methylome analysis also confirmed the presence of a 
m5C modification mark in motif VII (GGCGCC), a motif previously described as recognized by an RM system 
(PluTI)47. Five additional motifs were also identified in this study, including two not found in REBASE (motifs 
IIIa and IIIb)9.

Here we also show that the Dam methyltransferase is very efficient in P. luminescens, causing the DNA methyl-
ation of more than 99% of the GATC sites in the genome, similarly as what was described in E. coli or Salmonella5. 
Despite this high level of methylation, we identified several loci that were always unmethylated in the tested 
conditions, suggesting the existence of factors, such as DNA-binding proteins, that hinder these particular GATC 
sites, as described elsewhere58. Strikingly, a significant enrichment of putative promoter regions was observed 
for these unmethylated motifs but not for the other 6 motifs identified. Dam has been described to act as a 
regulator of gene expression in E. coli and Salmonella strains, and is therefore considered as involved in epige-
netic mechanisms, but such a role in other bacteria remains to be investigated5. Our results suggest that in P. 

Figure 4. P. luminescens unmethylated GATC motifs. List of the 22 adenines located in GATC sites which were 
always unmethylated during the 4 growth conditions tested (light grey). "e methylation state of these loci is 
also indicated for the P. luminescens AMP-R (i.e. polymyxinB-resistant) subpopulation (white) and for the P. 
luminescens strains harboring a plasmid (dark grey). Twenty unmethylated adenines were located upstream 
from an ORF, and two in a gene body. Red (NON), no modification mark was detected on the adenine of the 
GATC motif; Green (Me), a modification mark was detected. Note that Dam overexpression (Dam+) restores 
the DNA methylation of most (18/22) of the adenines located in GATC.
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luminescens, Dam may be responsible for a similar mechanism. Furthermore, we provide evidence that Dam 
overexpression can allow the methylation of these usually-unmethylated sites, suggesting a competition between 
as-yet-unidentified DNA-binding proteins and the Dam MTase.

MTase overexpression is reported to be related to strong phenotype modifications in several bacterial species, 
but their methylome has never been investigated13,15,17,18,59. In E. coli, SMRT sequencing of strains overexpress-
ing 3 MTases, for which no particular phenotype was described, revealed signatures in the kinetic variations of 
the DNA polymerase that were not detected in the parental strain (i.e. methylation of adenines which were not 
located in a particular motif), suggesting nonspecific activity of these overexpressed MTases36. In P. luminescens, 
the Dam overexpression was not associated with particular signatures in the kinetic variations of the DNA pol-
ymerase compared to the control strain. In contrast, it was associated with an increase in GATC methylation 
frequency. Further research is required to find out whether this change in the DNA-methylation pattern may be 
related to the modification of several phenotypes observed in the Dam-overexpressing strain, including impaired 
motility, impaired virulence in insects, and increased biofilm-forming ability18.

Conclusion
"is study brings the first description of the methylome of an entomopathogenic bacterium, with the identi-
fication of eight motifs displaying a high rate of methylation (Fig. 5). "e methylome was stable over growth 
curve, as well as in an antimicrobial peptide-resistant subpopulation responsible for virulence in insects. "e 
rare unmethylated GATC motifs were located preferentially in putative promoter regions, suggesting that DNA 
methylation is involved in gene regulation. Overexpression of the Dam MTase can lead to a slight modifica-
tion of the DNA-methylation pattern, including the methylation of 18/22 sites which are usually protected from 
methylation by a presumed DNA-binding protein. Given the major modification of phenotypes associated with 
MTase-overexpression in several bacterial species, the strategy employed here can prove a powerful tool to open 
a new field of investigation to determine the role of loci protected from DNA methylation in gene regulation.

Methods
"e P. luminescens TT01 bacterial strains were routinely grown in Luria 

broth (LB) medium with a 180 rpm agitation at 28 °C. As required, antibiotic concentrations used for bacterial 
selection were gentamycin at 15 µg mL−1; polymyxin B (polyB), 100 µg mL−1. "e AMP-R subpopulation was 
isolated as previously described44. Briefly, addition of polymyxin B to WT cells grown in LB at an OD540 of 0.3–0.4 
(EP) led to a decrease in OD due to the death of the AMP-sensitive population (about 0.5% of the WT population 
was found to be AMP-R). "e AMP-R cells were then collected when the OD540 had returned to 0.3 in the pres-
ence of polymyxin B. Genomic DNA was extracted on these cells for methylome analysis.

"e REBASE database9 was used to identify the putative 
DNA MTases in the P. luminescens TT01 genome45. "e MaGe tool (available at https://www.genoscope.cns.fr/

Figure 5. Methylation status of the 8 identified motifs in P. luminescens TT01. (a) For each of the 8 identified 
motifs, the percentage found methylated in all growth conditions tested (green), in some of the growth 
conditions tested (purple), or the percentage of motifs found always unmethylated (red) is indicated. (b) 
Location of the 56 GATC motifs which were found unmethylated in at least one of the growth conditions tested 
in the WT strain (gene body, full color area; intergenic region, hatched area). "e methylation status in the dam-
overexpressing strain is indicated (purple, methylated; red, unmethylated).
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agc/microscope/mage/) was used to analyse the genomic context of their encoding genes. "e genomic locations 
were defined in the core or accessory genome (Regions of genomic plasticity (RGP), Genomic Island (GI) and 
Prophage regions (P)) as previously described (Ogier et al.46). "e MaGe tool was also used to analyse gene dis-
tribution and their synteny among a panel of Xenorhabdus and Photorhabdus genomes (27 and 16 strains, respec-
tively, for which a complete genome was available). Distribution of the MTases in other Enterobacterial organisms 
was performed using a BlastP search on the NCBI non-redundant protein database with default parameters and 
a maximal target sequences set at 1000.

Genomic DNA was extracted from bacteria 
grown in LB and harvested at an OD540 of 0.3–0.4 (EP), OD = 0.9 (LE), OD = 1.5 (SP), and a&er 24 h of growth 
(OD > 3, LS) as follows. Bacterial cells corresponding to 2 ml of culture were washed in PBS and pellets were 
stored at −80 °C. To perform lysis, cells were resuspended in 200 µl of TSE-lysozyme for 15 minutes at 37 °C, 
followed by addition of 640 µl EDTA pH8 0.5 M and 160 µl SDS 10% and incubated 15 minutes at 60 °C. Lysates 
were incubated for 1 hour at 56 °C a&er addition of 20 µl proteinase K (20 mg·ml−1), cooled on ice and incu-
bated 5 minutes at room temperature with 30 µl of RNAse A (20 mg·ml−1). Precipitation of contaminants was 
performed by addition of chilled 350 µl potassium acetate 5 M and a centrifugation step (10,000 × g for 10 min at 
4 °C). "e genomic DNA was purified with magnetic beads (Sera-Mag Speed beads, "ermo-Scientific) as previ-
ously described60. "e DNA libraries were prepared according to PacBio guidelines: 20-kb Template Preparation 
Using BluePippin Size-Selection System (15-kb size cutoff); shearing at 40 kb was performed using Megaruptor 
system (Diagenode); sizing at 17 kb was performed using BluePippin system (Sage). Libraries were sequenced 
on one or two PacBio SMRT cells at 0.25 nM with the Protocol OneCellPerWell (OCPW), P6C4 chemistry and 
360 minutes movies on a Pacific Biosciences RSII instrument (GeT-PlaGe, Toulouse, France). "e raw data were 
processed with the PacBio SMRT Analysis Suite (version v2.3.0 p4). For samples EP, SP and AMP-R, the reads 
were assembled de novo, with the high-quality Hierarchical Genome Assembly Process HGAP.3 algorithm and 
no rearrangement was observed with progressiveMauve 2.1.0.a161. Conserved Synteny LinePlot revealed 100% 
conservation of synteny groups between the TT01 genomes studied, with a synton size ≥3 and the P. luminescens 
TT01 NC_005126 genome as the reference (data not shown).

DNA methyl-
ation was determined using the RS_Modification_and_Motif_Analysis protocol within SMRT Portal 2.3.0p4 
which uses an in silico kinetic reference and a Welch’s t-test based kinetic score detection of modified base posi-
tions62 with parameters set as follow: subread/polymerase read length > = 500, polymerase read quality > = 80 
and modification QV > = 30. A score of 30 for the “Modification QV” is the default threshold for calling a posi-
tion as modified, and corresponds to a p-value of 0.001. Homemade script was used to keep methylated bases for 
adenine or cytosine with score > = 30 and known motifs.

Genomic 
DNA from bacteria grown in EP and SP was extracted as described above and was sequenced using Illumina 
MiSeq technology as previously described63.

Fastq files were trimmed for adapters and low quality bases with Trim Galore! (v0.4.4)64 then mapped to the 
public reference genome (NC005126) with Bismark (v0.17.0)65. Picard tools were used to remove duplicated 
reads. "en methylation calling was performed with Bismark_methylation_extractor (v0.17.0) for every single 
cytosine65. Positions at which a sequencing coverage reached 25X or more, and where the proportion of instances 
that was detected as modified (i.e. number of reads detecting a modification/total number of reads at a given 
position) reached at least 90% were considered as a methylated base. "e surrounding sequences (+/−20 nt) of 
each methylated cytosine were extracted and analyzed for a motif search using MEME-ChIP (v4.12)66. For the 2 
motifs identified by WGBS, the mean proportion of reads that was detected as modified at a given position was 
high (97.3 for motif VI and 96.5 for motif VII). "e fraction of motifs methylated was calculated as the number of 
motifs with a methylated based out of the total number of motifs found in the genome.

DistAMO analysis, which calculate a z-score 
(with value of 2/-2 considered as a significant value)67 revealed heterogenic GATC motif distribution over the 
TT01 chromosome (Supp. Data Fig. S3). However, the large window sizes used for the calculation of the z-scores 
of the GATC motif distribution range from 500 kb (at the inner ring) to 50 kb (on the outer ring increasing in 
50 kb steps, Fig. S3). In order to have a clearer view of the GATC motif distribution over the TT01 chromosome, 
we used overlapping windows of a size of 1 kb, sliding every 100 bp. "e mean proportion of GATC occurrence 
found per kb of the whole genome was calculated, and regions of 1 kb displaying at least +/−2 SEM were consid-
ered as GATC-enriched or GATC-depleted regions. Such regions were then compared to the position of regions 
of genomic plasticity previously described46.

Total RNA extraction was performed on cells harvested during exponential phase (EP 
and LE) and stationary phase (SP), from three independent cultures for each strain, using RNeasy miniprep Kit 
(Qiagen), according to the manufacturer’s instructions. An additional incubation step with DNase I (Qiagen) was 
performed. "e quantity and quality of RNA were assessed with an Agilent 2100 Bioanalyzer with the RNA 6000 
Nano LabChip kit. Lack of DNA contamination was controlled by carrying out a PCR on each RNA preparation.

Quantitative reverse transcription-PCR (RT-qPCR) were carried out as previously described18. Briefly, RNA 
samples from 3 biological replicates for each strain were used for cDNA synthesis. "e SuperScript II reverse 
transcriptase (Invitrogen) was used on 1 µg of total RNA with random hexamers (100 ng·µl−1; Roche Diagnostics). 
qPCR analyses were performed using SYBR green Master kit (Roche Diagnostics) with 1 µl of cDNA and specific 
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gene primers at 1 µM (Table S2). "e reactions were performed in duplicate at 95 °C for 10 min, followed by 45 
cycles at 95 °C for 5 s, 61 °C for 10 s, and 72 °C for 15 s and monitored in the LightCycler 480 system (Roche). 
Melting curves were analyzed and always contained a single peak. "e data analyzed with the REST so&ware 
200968 using the pairwise fixed randomization test with 2,000 permutations are presented as a ratio with respect 
to the reference housekeeping gene gyrB, as previously described18.
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Supplemental Table S1: distribution  of the high GATC-methyled density regions over the  P. luminescens  TT01 chromosome

start end Localisation Associated genes Functional annotation of the associated  genes Functional role of the associated genomic region

42700 45000 Core genome gidA Glucose inhibited division protein A Metabolism

mioC Protein involved in modulation of initiation at oriC 

149100 150100 Genomic Island plu0142 putative NADP-dependent aldehyde dehydrogenase Metabolism

183400 184400 Genomic Island yiaO Putative permease Metabolism (transport)

yiaM Putative sugar transporter

318100 319100 Core genome dppA   Periplasmic dipeptide transport protein Metabolism (transport)

319200 320200 Core genome dppB   Periplasmic dipeptide transport protein Metabolism (transport)

394200 395400 Genomic Island plu0367 component of the TSS 6 Microbial Competition / Virulence against insects

505800 506800 Core genome malP maltodextrin phosphorylase Metabolism

malQ 4-alpha-glucanotransferase (amylomaltase) Metabolism

578600 579700 Core genome deoD purine-nucleoside phosphorylase (inosine phosphorylase) (PNP) DNA metabolism

plu0523 putative cystathionine gamma-lyase

636500 637700 Core genome thrA aspartokinase I-homoserine dehydrogenase I Metabolism

684500 685500 Core genome carA,carB carbamoyl-phosphate synthase Metabolism

692700 693800 Core genome pdxA   4-hydroxythreonine-4-phosphate dehydrogenase stress resistance

surA Survival protein SurA precursor (chaperone)

787800 788900 Core genome dnaE DNA polymerase III alpha subunit DNA metabolism

964100 965500 Genomic Island agaR Putative aga  operon transcriptional repressor Antibiotic resistance

kbaZ D-tagatose-1,6-bisphosphate aldolase subunit KbaZ Metabolism

972300 973800 plu0840 putative enterotoxin

plu0841 putative amidase

1001600 1002600 Core genome pcnB,yadB   Poly(A) polymerase I Metabolism

  Glutamyl-Q tRNA(Asp) synthetase

1009900 1010900 Core genome mrcB penicillin-binding protein 1B Antibiotic resistance

1091700 1092700 Genomic Island plu0949 putative transcriptional regulator Metabolism

plu0950   FAD/FMN-dependent dehydrogenase

1172100 1173100 hpaE 5-carboxymethyl-2-hydroxymuconate semialdehyde dehydrogenase

hpaG2

  4-hydroxyphenylacetate degradation bifunctional 

isomerase/decarboxylase

1702400 1703400 Core genome kdpD sensor protein (histidine kinase) Metabolism

1956200 1957200 Core genome mukB Chromosome partition protein MukB Cell division

mukE

2034700 2035700 Phagic region plu1703,plu1704,plu1705 Phagic genes Phage components

2532200 2533200 Core genome azoR Azoreductase, NADH-dependent Metabolism

hrpA ATP-dependent helicase

3096500 3097500 Region of Genomic Plasticity plu2643 putative MFS transporter antibiotic synthesis

plu2644 putative peptide synthetase

3129200 3130300 Region of Genomic Plasticity plu2670 putative peptide synthetase antibiotic synthesis

3151500 3152500 plu2670 putative peptide synthetase

3212900 3213900 Region of Genomic Plasticity plu2710 DNA methyltransferase Recombination genes

plu2711 Putative recombinase

3492300 3493300 Phagic region cbiH precorrin-3 methyltransferase metabolism (vitamin B12 biosynthesis cluster)

cbiJ Synthesis of vitamin B12 adenosyl cobalamide

3626700 3627700 Genomic Island astB succinylarginine dihydrolase metabolism

astE Succinylglutamate desuccinylase

3671000 3672300 Genomic Island mcf2 Mcf2 cytotoxin (insecticidal toxin) virulence against insects

3684800 3685800 Genomic Island plu3130 putative non-ribosomal peptide synthetase antibiotic synthesis

3860600 3861800 Genomic Island plu3260 putative Type VI secretion protein Microbial Competition / virulence against insects

4436100 4437600 Genomic Island sctO,sctP,sctQ Type III secretion component proteins virulence against insects

4516800 4518200 Core genome plu3845  iron-sulfur binding protein metabolism

priC primosomal replication factor N

ybaM Protein of unknown function

4746300 4747300 Core genome tldD   Metalloprotease metabolism

4750800 4751800 Core genome yhdP Protein of unknown function unknown

4818600 4819600 Core genome efp,yjeK elongation factor P metabolism

 putative L-lysine 2,3-aminomutase

4884600 4885600 Genomic Island plu4179 putative the phenylacetyl-CoA ligase metabolism (phenylacetic acid catabolic pathway)

4947200 4948300 Genomic Island plu4226,plu4227 Putative Type VI secretion proteins Microbial Competition / virulence against insects





4) Résultats complémentaires 

Suite aux résultats du méthylome où nous avons trouvé des sites GATC devenant méthylés dans 

la souche Dam+ dans des régions promotrices de gènes, nous avons décidé d’axer la fin de ma thèse 

sur la recherche d’un mécanisme de régulation de gène impliquant une compétition entre Dam et un 

régulateur.  Pour trouver des gènes candidats nous avons décidé de comparer les analyses du 

transcriptome et du méthylome de la souche Dam+, en comparaison de la souche contrôle, afin de 

détecter les gènes communs à ces deux analyses et si possible les relier aux phénotypes observés. 

Parmi les gènes ayant un différentiel de méthylation dans leur région promotrice et étant 

différemment transcrit entre ces deux souches, deux candidats ont attiré notre attention, les gènes 

nhaA et ogrK. 

4.1 nhaA et la méthylation par Dam 

Notre premier gène candidat détecté est le gène plu0587 annoté comme codant pour la 

protéine NhaA. La fonction de l'orthologue de cette protéine a été décrite chez E. coli, c’est un 

transporteur Na+/H+ impliqué dans le contrôle de l’osmolarité cellulaire (Padan et al., 1989). Bien 

que d’autres transporteurs soient présents comme NhaB, leur rôle est moins essentiel que NhaA et 

ils joueraient un rôle dans les cas où NhaA ne fonctionne pas correctement (Pinner et al., 1992 ; 

Pinner et al., 1993). De manière générale, ce gène est conservé chez les entérobactéries avec des 

études le décrivant (comme ayant les mêmes fonctions que chez E. coli) chez S. typhimurium (Lentes 

et al., 2014) ; Vibrio cholerae (Herz et al., 2003) ou encore Yersinia pestis (Ganoth et al., 2011). Si ce 

gène ne semble pas directement impliqué dans la virulence de par sa fonction, il est pourtant décrit 

comme impactant ce phénotype chez Y. pestis (Minatoo et al., 2013) ou E. coli (Lescat et al., 2014). 

Du fait du changement de pH lors de l’entrée dans l’hôte eucaryote et de la réponse immunitaire il 

est possible qu’en modifiant l’expression de NhaA on impacte la survie de la bactérie in vivo. Chez E. 

coli, l’expression de nhaA est régulée par deux protéines nommées NhaR et H-NS (Dover et al., 1996). 

Dans cette interaction, NhaR peut jouer un rôle d’activateur ou de répresseur en fonction des 

conditions environnementales et H-NS un rôle répresseur (Dover et al., 1996). La présence ou 

l’absence de Na+ va être le facteur régulant la fonction de NhaR qui va être  activatrice en présence 

de Na+ et inhibitrice de la transcription de nhaA en l’absence de Na+. Ce changement est dû à un 

changement de conformation amené par la liaison du Na+ (Carmel et al., 1997). Les changements de 

conformation sont une caractéristique commune à plusieurs protéines régulatrices de la famille LysR, 

comme OxyR (répondant au stress oxydatif), dont certaines régulent la réponse cellulaire à divers 

stress environnementaux (Schell, 1993). Chez Photorhabdus, le gène nhaA est significativement sous-

exprimé lors de la surexpression de Dam (Log2Fold change = -1.52, p-value adj=4x10-4) et un site  
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Figure 26 : Expression de la GFP sous contrôle de PnhaA au cours du temps. 

L’expression du PnhaA au cours du temps est quantifiée dans un lecteur de microplaque grâce à la flurescence de la GFP. Les croissances (DO) de chaque 

condition sont comparables et l’expression de la GFP est normalisée par rapport à ces dernières. Le contrôle LB sans sel est en triangles rouges, les deux 

concentrations en KCl (10g/L et 20g/L) sont respectivement représentées par des ronds bleu clair et bleu foncés et les deux concentrations en NaCl 

(10g/L et 20g/L) sont respectivement représentées par des losanges verts clairs et verts foncés.  

Figure 27 : Détection du motif de liaison de NhaR dans la région promotrice de nhaA. 

A- Séquence consensus chez E. coli de la zone de liaison de NhaR dans la région promotrice de nhaA. 

B- Alignement de cette séquence consensus sur la région promotrice de nhaA chez Photorhabdus luminescens. D’autres motifs ont aussi été 

détectés mais avec un score moins bon. Les séquences ont 53% d’identité et 93% de similarité. 

C- La séquence de PnhaA (raccourcie à 121 paires de bases) et les trois sites GATC qu’elle contient (en rouge). Le site GATC retrouvé non méthylé 

chez le WT et méthylé chez la souche Dam+ est souligné. La zone de fixation potentielle de NhaR correspond à la séquence en vert ajoutée au 

motif GATC la précédant.  



GATC situé dans sa région promotrice devient méthylé lors de cette surexpression. Nous avons donc 

commencé par regarder l’expression de ce gène afin de voir si son expression suivait le même profil 

que chez les autres entérobactéries. Nous avons donc cloné la région promotrice putative de nhaA 

(les 300 paires de base précédent l’ATG) en amont du gène rapporteur codant la GFP et transféré ce 

plasmide chez Photorhabdus. L’expression de la GFP a ensuite été suivie dans des milieux contenant 

plusieurs concentrations en sels et en utilisant le KCl comme témoin d’osmolarité non lié au Na+. 

Chez E. coli, la présence de NaCl active l’expression de nhaA qui augmente proportionnellement à la 

concentration de ce sel, à l’inverse le KCl n’active pas la transcription de nhaA (Dover et al., 2001). 

Nous avons pu observer chez P. luminescens les même profils d’expression avec une forte expression 

en présence de NaCl augmentant avec la concentration et à l’inverse aucun effet du KCl sur 

l’expression de nhaA (Fig. 26). Forts de ces résultats nous avons décidé d’étudier plus en détail la 

région promotrice de ce gène et son potentiel régulateur, NhaR. Nous avons trouvé le gène nhaR en 

amont du gène nhaA. Ce gène n’est pas différentiellement exprimé dans la souche Dam+. La 

séquence protéique de NhaR de Photorhabdus présente 78.8% d’identité et 93.6% de similarité de 

séquence avec celle d’E. coli suggérant des protéines ayant la même fonction. Les acides aminés 

essentiels chez E. coli sont de plus conservés chez Photorhabdus. En nous basant sur la séquence 

consensus de liaison de NhaR chez E. coli (Carmel et al., 1997) nous avons pu déterminer la 

potentielle zone de liaison chez Photorhabdus (Fig. 27). La région promotrice de nhaA contient 3 sites 

GATC dont seul 1 devient méthylé dans la souche Dam+, les deux autres étant déjà méthylé chez la 

souche WT. Nous avons pu grâce à un alignement entre la région promotrice de Photorhabdus et la 

séquence consensus de liaison chez E. coli voir que la zone la plus probable de liaison était située au 

niveau du site GATC différemment méthylé (Fig. 27). Aucune compétition n’a été décrite entre NhaR 

et Dam à ce jour. Elle ne semble pas probable chez E. coli qui n’a pas de site GATC dans la région 

promotrice de nhaA, cible de NhaR, mais un site GTTC. A l’inverse, c’est peut-être le cas chez 

Photorhabdus. On constate donc la correlation suivante : lorsque le site GATC de la région 

promotrice de nhaA est méthylé, l’expression de ce gène diminue en comparaison de chez la souche 

contrôle où il n’est pas méthylé. On peut donc formuler l’hypothèse que cette méthylation joue un 

rôle dans la régulation de l’expression de nhaA et ceci est sûrement lié à la liaison de NhaR à cette 

région promotrice. On peut de plus s’appuyer sur le fait qu’un régulateur de la famille LysR (dont fait 

partie NhaR) a déjà été décrit comme impacté par la méthylation de l’ADN par Dam chez certaines 

entérobactéries. Ce régulateur nommé OxyR est par exemple en compétition avec Dam pour la 

régulation du LPS de S. enterica (Broadbent et al., 2010 ; Cota et al., 2016). Notre hypothèse actuelle 

est que l’expression du gène nhaA est liée la méthylation de son promoteur par Dam et NhaR (Fig. 

28). Si NhaR est lié à la région promotrice de nhaA, le gène n’est pas exprimé et le site GATC n’est pas 

méthylé. Lors de la surexpression de Dam nous avons déséquilibré le rapport entre NhaR et Dam 
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Figure 28 : Hypothèse de la régulation de nhaA chez Photorhabdus. 

A- Dans la configuration ou le gène nhaA est exprimé (ON), le régulateur NhaR se lie dans la région promotrice au niveau du site GATC non 

méthylé (rond blanc).  

B- Lorsque le gène nhaA n’est pas ou peu exprimé (OFF), les trois sites GATC dans la région promotrice sont méthylés (ronds noirs, c’est le cas 

dans la souche Dam+) empêchant la liaison de NhaR sur la région promotrice et donc l’activation de l’expression de nhaA.  



amenant une méthylation de l’ADN par Dam plus processive et ainsi le site GATC a été méthylé avant 

la fixation de NhaR, le gène nhaA s’est exprimé. Les ions Na+ pourraient faire partie de cette 

régulation hypothétique en diminuant l’affinité de NhaR pour la partie promotrice de nhaA ou en 

changeant sa configuration et le faisant devenir activateur comme chez E. coli (sans intervention de 

la MTase Dam).  

4.2 ogrK et la méthylation par Dam 

Notre second gène candidat est ogrK décrit chez E. coli comme régulateur de l’expression des 

gènes du bactériophage P2 (Christie et al., 1986 ; Birkeland et al., 1991). Ce bactériophage est un 

phage tempéré retrouvé chez plusieurs g-protéobactéries et caractérisé chez E. coli. Une revue 

récente détaillée de ce phage a été réalisée par Gail Christie et Richard Calendar (Christie and 

Calendar, 2016). Plusieurs points nous ont intéressés, le premier est que le gène ogrK chez 

Photorhabdus est suivi de 26 gènes annotés pts pour Phage Tail Subunits. Ces sous unités sont des 

protéines essentielles à la formation de la queue du phage et ont été décrites chez E. coli comme 

régulées par Ogr (Birkeland et al., 1991). Le gène ogrK n’est pas différentiellement exprimé chez la 

souche de Photorhabdus Dam+, par contre on observe que 7 des gènes pts sont surexprimés chez 

cette souche. Nous avons décidé de regarder plus en détail la région promotrice de ce gène car étant 

un régulateur, une très faible variation (non détectée par RNAseq) pourrait être à l’origine de cette 

surexpression des gènes pts. En comparant le méthylome de notre souche contrôle (plasmide vide) 

et celui de la souche Dam+, nous avons observé que 2 sites GATC devenaient méthylés lors que la 

surexpression de Dam. L’expression d’ogr chez E. coli semble être régulée par l’immunité de l’hôte et 

le temps de croissance avec une activation en phase stationnaire mais aucune protéine n’a été 

clairement identifiée comme régulatrice de son expression (Birkeland et al., 1991). Afin d’avoir une 

idée du régulateur impliqué dans la régulation de ce gène chez Photorhabdus nous avons utilisé le 

site Virtual footprint qui prédit les motifs de liaison de régulateurs sur la base des séquences 

reconnues par ces régulateurs. D'après cette analyse, le régulateur ayant le plus de chance de 

reconnaitre la région promotrice d’ogrK chez Photorhabdus est OxyR. Comme mentionné 

précédemment, cette protéine est décrite comme pouvant entrer en compétition avec Dam dans 

l’expression de certains gènes comme opvAB chez S. enterica (Cota et al., 2016) ou agn43 chez E. coli 

(Henderson and Owen, 1999). La protéine OxyR de Photorhabdus a 83% d’identité de séquence avec 

celle d’E. coli. Afin de tester notre hypothèse nous avons décidé de comparer la région promotrice 

d’ogrK à celle d’agn43 chez E. coli reconnue par OxyR et impliquant une compétition entre Dam et 

cette protéine. Chez E. coli, la régulation d’agn43 est liée à la méthylation de 3 sites GATC. Si ils sont 

méthylés, le gène est exprimé et OxyR ne se lie pas à la séquence, à l’inverse si OxyR se lie suite à une 

réplication du génome (devenant alors hémiméthylé et permettant la liaison d’OxyR), Dam ne peut  
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Figure 29 : Régulation de la transcription d’agn43 

chez E. coli (Wion and Casadesús, 2006). 

Si les sites GATC de la région promotrice d’agn43 

sont méthylés, les protéines régulatrices OxyR et 

SeqA ne peuvent pas se lier et le gène est exprimé. 

Suite à un cycle de réplication du génome, l’ADN 

alors hémiméthylé va pouvoir être la cible des 

protéines régulatrices. Si OxyR se lie, Dam ne pourra 

pas méthyler l’ADN et le gène ne sera plus exprimé. 

Figure 30 : Séquence de la région promotrice d’ogrK et comparaison au promoteur d’agn43. 

Les crochets délimitent la partie promotrice partagée avec agn43. Les bases en gras dans cette zone sont identiques entre les 

deux promoteurs. Les sites GATC en jaune sont méthylés chez la souche contrôle de Photorhabdus et les verts ne sont méthylés 

que chez la souche Dam+. Les bases soulignées correspondent aux emplacements des sites GATC impliqués dans la régulation 

d’agn43 chez E. coli. 

Figure 31 : Hypothèse de régulation d’ogrK par OxyR et Dam. 

A- Quand les deux sites GATC retrouvés dans la partie promotrice d’ogrK ne sont pas méthylés (ronds blancs), la protéine 

régulatrice OxyR peut se lier à cette région inhibant ainsi la transcription du gène ogrK et la production de cette 

protéine. OgrK étant l’activateur de la transcription de l’opéron pts, ces gènes ne sont alors pas ou peu transcrits. Il est 

possible que dans ce cas-là une protéine inhibitrice se fixe à leur région promotrice. 

B- Dans le cas où la MTase Dam méthyle les sites GATC (ronds noirs), la protéine OxyR a moins d’affinité pour cette 

région et n’inhibe donc plus la transcription du gène ogrK. La protéine est donc produite et l’opéron pts est transcrit. 



plus méthyler l’ADN et le gène est réprimé par OxyR (Wion and Casadesús, 2006) (Fig. 29). La région 

promotrice d’ogrK contient 4 sites GATC dont 2 passent de « non méthylés » chez le contrôle à 

« méthylés » dans la souche Dam+. La région promotrice d’agn43 est fortement similaire à la région 

promotrice d’ogrK avec 50% de bases identiques après alignement. Il est d’autant plus intéressant de 

noter que les deux sites GATC non méthylés chez Photorhabdus et méthylés chez la souche Dam+ 

sont présents et conservés dans la région promotrice d’agn43 (Fig. 30). Notre hypothèse a donc été 

que la région promotrice d’ogrK était cible d’une compétition entre la MTase Dam et le régulateur 

OxyR. Chez la souche WT, la protéine OxyR se lierait à cette région promotrice et inhiberait la 

méthylation par Dam des deux sites GATC de la région promotrice. Cette liaison d’OxyR inhiberait la 

liaison de l’ARN polymérase et donc la production de la protéine OgrK. Cette protéine étant absente, 

l’opéron phagique pts n’est pas ou peu transcrit (Fig. 31A). A l’inverse, lorsque nous avons 

surexprimé la MTase Dam, l’équilibre s’est inversé, elle a donc eu plus de chances de se lier en 

premier aux sites GATC de la région promotrice d’ogrK et les a méthylé. Cette méthylation a 

empêché la liaison d’OxyR et le gène ogrK est transcrit. La protéine OgrK va ensuite aller se lier à la 

région promotrice de l’opéron pts et activer sa transcription aboutissant aux résultats obtenus en 

RNAseq (Fig. 31B). Pour vérifier cette théorie, nous avons d’abord voulu voir s’il était possible de 

purifier la protéine OxyR afin de pouvoir ensuite tester son interaction avec la région promotrice 

d’ogrK. Si OxyR se liait bien à cette région, nous aurions pu ensuite tester si cette liaison se réalisait 

toujours après méthylation par Dam afin de vérifier notre hypothèse de compétition. Malgré de très 

nombreux essais et malgré l’aide d’Ignacio Cota et Josep Casadesús (ayant purifié la protéine OxyR de 

Salmonella) nous n’avons pas réussi à purifier la protéine OxyR de Photorhabdus. Malgré tout, nous 

savons maintenant après plusieurs discussions avec le Dr Cota qu’OxyR est une protéine insoluble et 

que sa purification est un processus complexe.  

4.3 Détection des sites GATC méthylés par une approche de digestion  

Une approche commune de vérification de l’état de méthylation des promoteurs pour ces deux 

candidats a été testée au laboratoire. Le but de cette expérience était la mise au point d’un protocole 

fiable de vérification de l’état de méthylation de sites GATC spécifiques. Ainsi on aurait pu vérifier 

dans diverses conditions (comme en présence de NaCl pour nhaA) l’état de méthylation des sites 

GATC de certaines régions promotrices à étudier. L’approche consistait à cloner les régions 

promotrices de ces gènes et de transférer les plasmides chez P. luminescens. En faisant croître la 

bactérie dans les conditions voulues, on pouvait ensuite extraire le plasmide et vérifier l’état de 

méthylation des sites GATC de la région promotrice en utilisant des enzymes de restriction sensibles 

à la méthylation comme DpnI et MboI (Fig. 32). Malgré le travail de deux stagiaires, ces travaux n’ont 

abouti qu’à des résultats partiels. La mise au point de cette expérience a été réalisée chez deux  
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Figure 32 : Représentation du principe de digestion par les enzymes MboI et DpnI sensibles à la 

méthylation (Thermofisher.com). 

Les deux enzymes MboI et DpnI reconnaissent les sites 5’-GATC-3’. L’enzyme MboI ne va pouvoir 

digérer que les sites non méthylés et à l’inverse, l’enzyme DpnI ne peut digérer que les sites méthylés. 

Figure 33 : Gel d’électrophorèse des produits de PCR post-digestion par 

DpnI ou MboI du promoteur Pplu1752. 

Le marqueur de poids moléculaire est dans le puits de gauche. L’ADN 

plasmidique a été digéré par les enzymes DpnI ou MboI avec pour 

contrôle une digestion par EcoRI. Les concentrations en plasmide lors de 

la digestion sont indiquées en ng/μL. On observe bien que chez la souche 

JM110 (Dam-) d’E. coli, le site GATC est non méthylé puisqu’il est digéré 

uniquement par MboI. 



souches d’E. coli, l’une exprimant la MTase Dam et l’autre ne l’exprimant pas, en utilisant divers 

promoteurs de gènes contenant de 1 à 4 sites GATC. L’ADN plasmidique a donc été extrait puis 

digéré par l’enzyme DpnI (digérant uniquement les sites GATC méthylés) ou MboI (digérant 

uniquement les sites GATC non méthylés). Il faut savoir que chez Photorhabdus, l’extraction de 

plasmide n’est pas de qualité suffisante pour pouvoir détecter un différentiel directement après 

digestion de l’ADN. Nous avons donc opté pour l’utilisation d’amorces encadrant les sites GATC afin 

de réaliser des PCR après la digestion. Si l’ADN est digéré, la PCR ne fonctionne pas et à l’inverse si 

une amplification est détectée, c’est que l’ADN n’a pas été digéré. Les premiers essais ont été réalisés 

sur la région promotrice du gène plu1752 codant potentiellement pour une porine. Si ce gène a été 

sélectionné c’est car sa région promotrice ne contenait qu’un seul site GATC sur 374 paires de bases 

facilitant la détection par PCR et qu’il fait partie des gènes ayant un différentiel de méthylation dans 

leur région promotrice. Le plasmide contenant ce gène a été extrait puis digéré par DpnI et MboI 

dans la souche Dam- d’E. coli (Fig. 33). Ces résultats préliminaires ont été plutôt encourageant avec 

une différence nette dans les profils d’amplification PCR post digestion et un site GATC clairement 

non méthylé dans la souche E. coli Dam-. Nous avons donc ensuite décidé de travailler avec la région 

promotrice d’ogrK pour vérifier l’état de méthylation des sites GATC. Malheureusement il nous est 

vite apparu que les résultats pour cette région promotrice étaient beaucoup moins nets et des profils 

d’amplification plus ou moins forts mais jamais nuls quelles que soient les enzymes utilisées. 

Plusieurs hypothèses peuvent expliquer ces résultats. Il est probable que les sites GATC chez la 

souche Dam+ ne soient pas méthylés à 100%. En effet, le plasmide utilisé étant en nombre de copies 

intermédiaires (~50/cellules), il est probable que certains ne soient pas méthylés d’autant plus si les 

régions testées sont cibles de protéines régulatrices. E. coli et Photorhabdus étant proches 

phylogénétiquement il y a des chances que des protéines régulatrices d’E. coli reconnaissent des 

régions promotrices de gènes de Photorhabdus. Si c’est le cas nous aurions donc une partie des sites 

digérés dans les deux cas et il est compliqué de discriminer quantitativement en PCR. Un deuxième 

point est lié aux enzymes de restriction. Nous avons vérifié expérimentalement que ces enzymes, 

même dans le cas où les sites GATC sont supposés être coupés, n’ont pas une efficacité de 100% et 

laisseront des sites non digérés et donc une amplification PCR possible. Pour remédier à ces deux 

problèmes, nous avons décidé de lancer des tests de digestion de l’ADN chromosomique (une seule 

copie/cellule) suivis de qPCR qui permettent de quantifier la proportion de sites digérés ou non. Ces 

résultats, bien que très préliminaires, semblent plus prometteurs et seront utilisés dans le futur. 
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Chapitre IV] Discussions et perspectives 

1) Dam et le cycle de vie de P. luminescens 

Photorhabdus luminescens TT01 est une bactérie modèle dans l’alternance entre les phases de 

pathogénicité et la symbiose durant son cycle de vie. Il est maintenant reconnu que si ces deux 

phénotypes apparaissent comme des opposés radicaux, ils partagent pourtant de nombreuses 

caractéristiques génétiques et moléculaires (Goebel and Gross, 2001 ; Pérez-Brocal et al., 2011). 

Cette caractéristique fait de P. luminescens un modèle intéressant pour comprendre les différences 

existant entre ces deux interactions avec ses hôtes eucaryotes. Une autre caractéristique de 

Photorhabdus est son hétérogénéité phénotypique. Une population isogénique va en fait contenir 

des bactéries n’exprimant pas les mêmes gènes. C’est par exemple le cas pour les gènes pbgPE 

permettant à une sous-population de résister aux peptides antimicrobiens de l’insecte (Mouammine 

et al., 2017). Un autre exemple est celui des variants phénotypiques (Cf Chapitre Introduction 4.1), 

dans ce cas les variants II ont des caractéristiques phénotypiques différentes du WT et ne peuvent 

notamment pas s’associer avec le nématode (Boemare and Akhurst., 1988, Akhurst, 1980). Il est 

intéressant de noter que dans le cas de pbgPE, un mutant est beaucoup moins virulent chez l’insecte 

mais aussi incapable d’établir une relation symbiotique avec son hôte nématode (Bennett and Clarke, 

2005). Si plusieurs phénotypes globaux reliés à l’hétérogénéité phénotypique chez Photorhabdus ont 

été découverts, seul le pilus Mad a été décrit au niveau mécanistique. Ce pilus est uniquement 

exprimé lors de la phase symbiotique avec le nématode et son expression est régulée par une 

inversion de promoteur (Somvanshi et al., 2010 ; Somvanshi et al., 2012). Il reste donc beaucoup de 

mécanismes moléculaires sous-jacents à cette expression génique hétérogène à expliquer chez 

Photorhabdus.  

Chez diverses bactéries, l’hétérogénéité phénotypique peut-être causée par un mécanisme 

épigénétique comme la méthylation de l’ADN (Casadesús and Low, 2013). Les deux MTases les plus 

décrites comme impliquées dans cette hétérogénéité phénotypique sont Dam chez les g-

protéobactéries et CcrM chez les a-protéobactéries (Casadesús, 2016). Photorhabdus faisant partie 

des g-protéobactéries nous nous sommes intéressés à la MTase orpheline Dam. Elle a été notamment 

décrite pour jouer un rôle important dans les mécanismes de pathogénicité de diverses bactéries 

comme E. coli ou S. enterica (Blyn et al., 1990 ; Heithoff et al., 1999) mais à l’inverse peu d’études ont 

été menées sur son implication dans la symbiose. Nous avons donc décidé d’étudier le rôle de cette 

MTase dans les divers phénotypes de P. luminescens puis au cours de son cycle de vie.  

La stratégie choisie était de déréguler Dam, et nous avons observé que la surexpression amenait 

une diminution de la mobilité et du pouvoir pathogène de la bactérie ainsi qu’une augmentation de  
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Tableau 7 : Effet de la surexpression de Dam sur les phénotypes de P. luminescens TT01 relié aux résultats de RNAseq et de SMRT. 



sa capacité à former des biofilms. A l’inverse, le taux de mutants spontanés et la croissance de P. 

luminescens n’ont pas été impactés par cette surexpression. La majeure partie des phénotypes 

caractéristiques de P. luminescens (luminescence, adsorption du bleu de bromothymol, lipases...) ne 

semblent pas non plus impactés par cette surexpression (Tableau 7). Nous avons ensuite vérifié que 

lors de la disparition de cette surexpression de Dam (par perte du plasmide) les phénotypes 

redevenaient identiques, ce qui a été le cas pour la mobilité et la pathogénicité (non testé pour les 

biofilms). Ces résultats nous ont fortement encouragés à penser que Dam jouait un rôle dans la 

régulation de gènes liés à ces phénotypes. Nous avons donc ensuite réalisé un RNAseq afin de voir 

quels gènes voyaient leur expression varier dans la souche Dam+ et couplé ces résultats à l’étude du 

méthylome discutée ci-après.  

La majeure partie des gènes de la cascade flagellaire sont sous-exprimés dans la souche Dam+, 

cela nous a menés à la conclusion que cette baisse de mobilité était liée à la répression de gènes 

régulateurs de l’ensemble de cette cascade comme flhDC.  Nous avons donc ensuite regardé si des 

gènes liés à cette cascade flagellaire (et notamment flhDC) avait un site GATC différemment méthylé 

dans leur région promotrice. Aucun lien n’a pu être fait à ce niveau avec des sites GATC méthylés 

dans les deux souches ou pas de sites GATC du tout. La seule hypothèse que nous puissions formuler 

est donc celle d’un master régulateur non décrit qui jouerait un rôle dans la régulation de la cascade 

flagellaire et qui serait sujet à régulation par la méthylation de l’ADN (Tableau 7).  

Plusieurs clusters de gènes codant pour différents pili sont surexprimés dans la souche Dam+ 

même si nous ne pouvons déterminer si seul l’un d’entre eux amène au phénotype d’augmentation 

des biofilms ou si c’est un résultat global. En effet, seul le gène mad est clairement décris chez P. 

luminescens. Un point intéressant est la présence de sites GATC différemment méthylés entre les 

deux souches dans la partie promotrice de deux gènes codant pour de potentiels pili, plu1732 et 

plu3630. Le gène plu1732 n’est pas retrouvé différemment exprimé dans la souche Dam+, rendant 

l’explication du différentiel en formation de biofilm peu probable. A l’inverse, plusieurs gènes du 

cluster auquel appartient plu3630 sont retrouvés surexprimés dans la souche Dam+. Il est donc 

possible que ce gène soit à l’origine du phénotype observé (Tableau 7).  

Aucun gène décrit chez P. luminescens comme ayant un rôle dans la pathogénicité n’a été 

retrouvé différemment transcrit dans la souche Dam+. Tous les gènes reliés à la pathogénicité de P. 

luminescens ne sont pas connus à ce jour et il se peut que certains gènes différemment transcrits 

soient reliés à une baisse de pathogénicité dans de prochaines études. De plus, certains gènes 

pouvant avoir un rôle dans la pathogénicité sont retrouvés avec un différentiel de méthylation dans 

leur région promotrice. On peut notamment citer nhaA (relié de manière inconnue au pouvoir  
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Tableau 8 : Effet de la surexpression de Dam sur les différentes étapes du cycle de P. luminescens TT01. 



pathogène d’E. coli ou d’Y. pestis) qui est de plus retrouvé différemment transcrit chez la souche 

Dam+ (Tableau 7).  

Afin de d’étudier l’impact de Dam dans la partie symbiotique du cycle de P. luminescens, nous 

avons réalisé une symbiose némato-bactérienne entre la souche Chr_Dam et Heterorhabditis ainsi 

qu’une symbiose contrôle ou la bactérie a le gène codant pour la GFP inséré sur le chromosome 

(Chr_GFP). La diminution de la pathogénicité est encore plus nette lors de l’infestation par le 

complexe némato-bactérien surexprimant Dam que lors de l’injection de la bactérie seule. Nous 

avons aussi retrouvé moins de bactérie dans les nématodes émergeants en symbiose avec la souche 

Chr_Dam qu’avec la souche Chr_GFP. Par contre, les deux souches sont capables d’infester l’insecte 

(G. mellonella et S. littoralis), capables de servir de nourriture et supporter la croissance des 

nématodes et autant d’IJs émergent du cadavre de l’insecte (Tableau 8). 

Si les phénotypes observés lors de la phase symbiotique semblent peu affectés par la 

surexpression de Dam, cela peut-être dû au fait que la bactérie ne se développe quasiment pas dans 

le nématode. A l’inverse, Photorhabdus est en phase exponentielle au cours de l’infection chez 

l’insecte. Il n’existe pas chez les bactéries d’enzymes capables de déméthyler l’ADN : si un promoteur 

est cible d’une compétition entre une MTase et un régulateur, il faudra donc deux cycles de 

réplication pour obtenir un promoteur non-méthylé et donc une variation dans l’expression du gène 

cible. Ce cas de figure est facilement envisageable en phase de croissance exponentielle où la 

bactérie se multiplie beaucoup mais il est logique qu’en l’absence de multiplication, l’état de 

méthylation reste inchangé et rende l’observation d’un phénotype plus complexe. La diminution du 

nombre de bactéries dans les nématodes ayant pour symbiotes les bactéries Dam+ nous a amené à 

formuler l’hypothèse  que certains gènes jouant un rôle mineur dans l’établissement de la symbiose 

soient réprimés dans la souche surexprimant Dam. Ce phénotype peut expliquer le phénotype plus 

marqué de baisse de pathogénicité lors de l’utilisation du complexe némato-bactérien. En effet, c’est 

la bactérie qui cause la mort de l‘insecte par septicémie, il est donc logique que si le nématode en 

véhicule moins, on observe un effet sur la pathogénicité lié à la dose dépendance. Pour vérifier cela, 

il aurait été intéressant de réaliser des infestations, non plus en utilisant le même nombre de NEPs 

entre les deux souches mais en utilisant un même nombre de bactéries approximatif (estimation 

tirées du nombre de bactéries moyen de chaque souche retrouvée en symbiose dans les nématodes). 

Si l’écart de TL50 diminue dans ces conditions, on aurait pu conclure à une corrélation directe entre 

le nombre de bactéries par nématode et cette baisse du pouvoir pathogène. Il aurait aussi été 

intéressant de pouvoir réaliser des infestations récurrentes en utilisant les IJs émergeant de chaque 

infestation avec la souche surexprimant Dam. Si en renouvelant cette expérience sur plusieurs 

générations les phénotypes observés devenaient de plus en plus marqués nous aurions pu conclure  
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que le nombre de bactéries par nématode diminuait au cours des générations et aboutissant in fine à 

une diminution drastique de la virulence, voire à des nématodes aposymbiotiques.  

2) Méthylomes et transcriptomes de P. luminescens  

Le principal axe de cette thèse a été l’étude de Dam pour des raisons bibliographiques mettant 

en évidence son rôle dans la régulation de l’expression de nombreux gènes et pouvant amener de 

l’hétérogénéité au sein d’une population. Les travaux réalisés durant cette thèse n’ont pas mis en 

évidence de lien entre Dam et l’hétérogénéité observée chez Photorhabdus. En effet le profil de 

méthylation des sites GATC entre la souche WT et la sous population résistante aux peptides 

antimicrobiens est identiques. Si quelques sites GATC ont des profils de méthylation différents, nous 

n’avons pas trouvé de lien avec l’expression de pbgPE. La surexpression de Dam n’a pas non plus eu 

d’impact sur les proportions de variants observés chez P. luminescens et ne semble donc pas avoir de 

rôle dans cette hétérogénéité non plus (Résultats non publiés). Malgré cela, l’hypothèse de la 

méthylation de l’ADN pour expliquer l’hétérogénéité sur d’autres phénotypes non testés chez P. 

luminescens ne peut pas être écartée. Par ailleurs, si les autres MTases de Photorhabdus ne semblent 

pas ou peu exprimées dans les conditions testées, il faut garder à l’esprit qu’elles ont sûrement une 

utilité pour la bactérie, car dans le cas inverse, elles auraient été supprimées du génome (à 

l’exception d’une acquisition récente). Un point intéressant est celui des MTases espèces-spécifiques 

voire souche-spécifique. On retrouve chez diverses bactéries (Blow et al., 2016) des MTases 

présentes chez une seule espèce bactérienne et la MTase orpheline codée par le gène plu4197 en est 

un exemple chez P. luminescens.TT01. Aucun motif méthylé n’a pu être relié à cette MTase mais ceci 

peut fortement être corrélé à son expression très faible dans les conditions testées. Il est possible 

que son expression soit essentielle à un moment précis du cycle de Photorhabdus tout comme 

l’expression de CcrM chez Caulobacter est finement régulée durant le cycle cellulaire. L’avancée des 

technologies permettra sûrement un jour de faire des méthylomes bactérien dans n’importe quelles 

conditions (comme les phases d’infection ou de symbiose chez Photorhabdus) et il est très fortement 

probable que l’état de méthylation de certains promoteurs varie durant ces étapes du cycle de vie. Il 

est même possible que des profils de méthylation globaux à l’échelle du génome varient également 

afin de permettre à la bactérie de s’adapter aux différents environnements qu’elle rencontre.  

Le dernier point de cette thèse est l’analyse couplée des résultats SMRT et RNAseq pour la 

souche Dam+ et son contrôle. De nombreuses études ont utilisé la surexpression ou des mutants 

dam pour voir les phénotypes impactés et essayé ensuite de décrire le mécanisme sous-jacent aux 

phénotypes observés, à notre connaissance, seule une étude chez P. aeruginosa a couplé les analyses  
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Tableau 9 : Bilan des promoteurs de gènes différentiellement méthylés couplé à un test d’interaction hypothétique avec OxyR et/ou Lrp (Virtual Footprint). 

Les sites GATC listés ici sont ceux retrouvés différemment méthylés entre la souche contrôle (plasmide vide) et la souche surexprimant Dam et étant situés 

dans une région promotrice de gène. Les noms des gènes sont présentés sous leur plu ou leur nom si ils sont annotés, leur fonction hypothétique est aussi 

décrite. Le nombre total de sites GATC présents dans la partie promotrice est aussi donné. Chaque région promotrice a indépendamment été testée pour une 

potentielle reconnaissance par les deux protéines régulatrices OxyR (NhaR pour nhaA) et Lrp d’E. coli K12. En noir aucune interaction potentielle, en gris clair 

interaction potentielle mais pas au niveau du/des sites GATC, en gris intermédiaire interaction au niveau d’un site GATC mais score faible (<2 Cf. Virtual 

footprint), en gris foncé interaction au niveau du/des sites GATC avec un score de 14 pour PogrK/OxyR, 10 pour Pplu3630/OxyR et 12 pour PnhaA/NhaR.  



globales de RNAseq et de SMRT afin de regarder directement les gènes impactés dans leur 

expression dans ces souches et les relier à un différentiel de méthylation (Doberenz et al., 2017). 

Nous avons commencé par rechercher les sites GATC situés dans des régions de promoteurs putatifs 

étant différentiellement méthylés entre la souche Dam+ et son contrôle (Tableau 9). Sachant que 

Dam ne régule pas directement l’expression des gènes mais modifie (de par son activité de 

méthylation) l’affinité de protéines régulatrice pour les régions promotrices, nous avons recherché in 

silico des sites potentiels de liaison des régulateurs OxyR et Lrp (régulateurs les plus décrits comme 

étant en compétition avec Dam) sur ces régions promotrices (Tableau 9). Cette analyse nous a révélé 

que certaines régions avaient un fort potentiel en tant que cibles de la protéine régulatrice OxyR (ou 

NhaR pour nhaA). Les gènes les plus intéressants étant ogrK, nhaA et plu3630 ayant tous les trois des 

zones de forte liaison potentielle avec OxyR au niveau du ou des sites GATC différentiellement 

méthylés. Un point encore plus intéressant est que l’analyse couplée du RNAseq et du méthylome a 

mis en évidence les gènes nhaA et plu3630  qui sont retrouvés différentiels dans les deux analyses. Le 

gène ogrK code pour une protéine régulatrice de gènes phagiques chez E. coli et de façon 

intéressante, l’opéron phagique situé en aval d’ogrK est significativement surexprimé chez la souche 

Dam+. Nous nous sommes principalement intéressé aux gènes nhaA et ogrK, décrits chez d’autres 

bactéries, contrairement au gène plu3630 qui reste malgré tout un excellent candidat. Après 

vérification de la fonctionnalité du gène nhaA nous pouvons émettre l’hypothèse que la protéine 

régulatrice NhaR (décrit chez E. coli) et Dam sont en compétition au niveau de la région promotrice 

de ce gène. De même, la région promotrice d’ogrK ayant un fort pourcentage d’homologie avec la 

région promotrice d’agn43 (cible d’une compétition entre Dam et OxyR chez E. coli) nous pouvons 

émettre la même hypothèse pour ce gène. L’étude de ces régions promotrices en utilisant des 

approches de footprint, pour vérifier une liaison des protéines régulatrices différente selon leur état 

de méthylation, ainsi que des approches de digestion d’ADN (sensible à la méthylation), pour vérifier 

l’état de méthylation de ces régions  in vivo, font partie des perspectives les plus prometteuses de 

cette thèse.  

3) Conclusion 

Les résultats de cette thèse ont permis de démontrer l’importance de la méthylation de l’ADN 

(notamment par Dam) chez une bactérie pathogène d’insecte, P. luminescens TT01. Si la 

méthylation de l’ADN par la MTase Dam ne semble pas impliquée dans l’hétérogénéité 

phénotypique observée chez P. luminescens, elle semble jouer un rôle important dans le cycle de 

vie de cette bactérie. Aucun mécanisme de régulation direct n’a pu être mis à jour pour expliquer  
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les phénotypes observés mais plusieurs gènes candidats ont été identifiés grâce à une approche 

novatrice couplant les analyses de RNAseq et SMRT qui sera peut-être réutilisée dans d’autres 

études. Pour finir, ce travail aura permis d’amener une pierre à l’édifice de la découverte des 

mécanismes régulant les interactions permettant aux bactéries d’alterner entre la symbiose et la 

virulence. 
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