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Abréviations

AA= Acide Aminé

ADN=Acide Désoxyribonucléique

ARN=Acide Ribonucléique

ARNP= ARN Polymérase

BEB= Bordure En Brosse

C-ter= Domaine C-terminal

CPE= Couche Protéique Externe (des spores)

DMP= Complexe multiprotéique formé par SpolID, SpolIM et SpolIP
DPA= Acide Dipicolinique

FT= Feeding Tube

GCW= Germ Cell Wall

GFP= Green Fluorescent Protein

GPT= Glycine-Proline-Threonine

IC= Inner Coat

IFM= Inner Forespore Membrane (ancienne membrane de la préspore)
IQ*MIAA-AH= Complexe multiprotéique formé par SpollQ, SpolllAA-AH
IS= Interspace

Leg= Acide Legominamique

MC = Mother Cell

MCD= Mother Cell Distal (pole)

MCP= Mother Cell Proximal (pole)

MET= Microscopie Electronique a Transmission

MPT= Modification Post-Traductionnelle

MS= Morphogenetic Scaffold

MTG= Mitro Tracker Green

N-ter= Domaine N-terminal

OC= Outer Coat

OFM = Outer Forespore Membrane (ancienne membrane de la cellule-mére)
PBP= Penicillin Binding Protein

PC= Phase Contrast (microscopie)

PS= Polysaccharide

4/136



I-Introduction Bibliographique

Image sélectionnée par le journal mSphere comme couverture de son recueil volume 6, numéro 2 d’Avril 2021

(https://journals.asm.org/toc/msphere/6/2). Les spores de Bacillus cereus sont entourées d'une couche externe, I'exosporium,
formée de protéines glycosylées dont I'assemblage est guidé par des protéines dites morphogénétiques. L'image présentée
montre des variations colorées de cellules sporulantes de B. cereus observées par Microscopie Super-Résolution Structure
Illuminatuon (SR-SIM). Dans le panneau central, les signaux jaunes représentent la fluorescence de la protéine
morphogénétique CotE fusionnée a une étiquette SNAP et montrent toutes les étapes du positionnement dynamique de la
protéine a un pole, puis deux pdles et enfin autour de la préspore. Ce résultat montre que la protéine morphogénétique
CotE guide I'assemblage de CotY et ExsY dans un processus bidirectionnel et asymétrique. Voir I'article connexe : Lablaine et
al, mSphere 6:¢00007-21, 2021] Copyright © 2021 Lablaine et al. Ce contenu est distribué selon les termes de la licence
Creative Commons Attribution 4.0 International. 5/136



Avant-propos.

Les bactéries sont certainement parmi les organismes vivants les mieux adaptés a notre
planete qu'elles ont entierement colonisée, jusque dans les environnements les plus extrémes.
Elles se sont méme invitées sur la coque de la Station Spatiale Internationale en profitant d'un de
nos voyages extra-terrestres (Alekhova et al, 2015). Ces microbes sont également considérés
comme les organismes originels a la base de tous les autres organismes, existants ou ayant existé
(Battistuzzi et al, 2004; Sleep and Bird, 2008). Ce sont des batisseurs de mondes. La faculté
d'adaptation des bactéries réside dans leur apparente simplicité : une cellule dépourvue de noyau
dans laquelle 'ADN flotte dans un cytoplasme dépourvu de toute organelle, un organisme
primitif en contact direct avec son environnement qui constitue un support parfait pour la
réalisation des mécanismes d'évolution darwinienne, clé de son succes. Ce support biologique
quasi parfait, simple en apparence devient un océan de mystere pour qui veut tracer les chemins
tortueux empruntés par I'évolution depuis la « soupe primordiale» de leur origine (Rinke et al,
2013; Hug et al, 2016). Son chromosome est une mosaique, héritage de transferts de genes
horizontaux entre congénéres (de la Cruz and Davies, 2000). L'histoire des bactéries est en
perpétuelle évolution.

La microbiologie moléculaire est née des études pionnieres réalisées au siecle dernier sur
deux bactéries aujourd’hui considérées comme modeéle ; Escherichia coli et Bacillus subtilis (Hirota
et al, 1968; Losick and Sonenshein, 1969). Grace a ces organismes facilement cultivables en
laboratoire et a I'utilisation de leurs parasites naturels (les bactériophages), il fut possible pour
mieux comprendre leur fonctionnement de déconstruire certaines des machineries cellulaires
essentielles. Parmi les découvertes fondamentales réalisées grace a I'étude de ces deux bactéries,
il y a I'ARN messager (Jacob and Monod, 1961), les facteurs sigma de la transcription (Burgess et
al, 1969; Travers and Burgess, 1969), la réplication de I'ADN (Meselson and Stahl, 1958) et le
controle de la division cellulaire (Hirota et al, 1968). Ces découvertes ont posé les jalons de notre
science moderne. Aujourd’hui, les moyens techniques disponibles pour étudier les machineries
cellulaires sont étonnants. En quelques décennies, nous sommes passés de |'étude indirecte des
processus biologiques (dénombrement bactérien, immunoblot) a la visualisation directe des
structures protéiques au sein des organismes (3D-SIM, cryo-FIB-ET) (Gustafsson, 2000, Khanna et
al 2019). C'est grace a ces nouveaux instruments que nous tentons de décrypter les machineries

moléculaires d'autres bactéries qui restaient jusque-la difficiles a étudier. Désormais, elles nous
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livrent peu a peu leur secret d'adaptation. C'est dans la compréhension des performances
réalisées par les bactéries en terme d'adaptation que se trouvent les clés des technologies et de la
science de demain.

La sporulation constitue I'un des mécanismes dont les bactéries ont le secret: une
reprogrammation compléte de I'expression génétique donnant naissance a une structure
différenciée et tres résistante, la spore. La spore pour le meilleur et pour le pire. Pour le meilleur,
lorsqu’elle joue le réle de véhicule capable de progresser dans des zones inaccessibles. Elle est
aussi capable de résister aux sucs gastriques et d'installer une flore intestinale vitale dans des
organismes multicellulaires (Browne et al, 2016). Cette propriété de résistance est aussi envisagée
comme un outil biotechnologique futuriste (Lin et al, 2020). Grace a des spores présentant des
antigénes a leur surface, il est déja possible d'immuniser des animaux contre les toxines les plus
puissantes (Isticato et al, 2001). Des spores capables de dépolluer des environnements souillés
aux gaz moutarde ont également été développées (Wang et al, 2019). La spore pour le pire
quand elle met ses formidables propriétés d'adaptation au service d'agents pathogénes et en les
rendant capable de résister aux traitements de décontamination, de se former au sein de biofilms,
d'échapper aux macrophages, et de survivre aux antibiotiques quand ses congénéres dépourvus
de formes de résistance sont éliminés. C'est I'anthrax, le botulisme, les infections nosocomiales a
Clostridium difficile ou les intoxications alimentaires ou systémiques causées par Bacillus cereus
(Mallozzi et al, 2010).

L'équipe SporAlim de INRAE dans laquelle j'ai réalisé mes travaux de thése s'est d'abord
intéressée aux spores de Clostridium botulinum présentes dans sol et les sédiments marins. La
toxine produite par cette espece est I'une des plus puissantes connues, provoque des paralysies
séveres et est a l'origine de toxi-infections alimentaires (Peck et al, 2011). Plus récemment,
I'équipe SporAlim s'est concentrée sur un pathogene alimentaire plus fréquent, Bacillus cereus,
dont les spores ont la capacité de résister aux traitements de décontamination de l'industrie
agroalimentaire (Faille et al, 2011). Bacillus cereus sensu stricto, Bacillus anthracis, I'agent
étiologique de l'anthrax et Bacillus thuringiensis un pathogéne d'insectes utilisé comme bio-
insecticide forment, avec d'autre bacilles apparentés, le groupe B. cereus sensu lato (Guinebretiére
et al, 2008). La singularité des spores formées par le groupe B. cereus réside dans I'exosporium
qui les englobe. L'exosporium est une structure lache, déconnectée en apparence des couches
plus internes et qui confére aux spores des propriétés particulieres. Ainsi, les bactéries enfermées

dans un exosporium paraissent plus hydrophobes, et donc plus aptes a adhérer aux surfaces
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biotiques ou abiotiques, tel l'acier inoxydable (Faille et al, 2011; Lequette et al, 201lb).
L'exosporium est la structure en contact avec I'environnement de la spore. En accord avec cette
position stratégique, sa fonction principale semble étre liée au controle des molécules pouvant

.7 2

ié a la

accéder aux structures plus internes de la spore. L'exosporium est également
pathogénicité (Stewart, 2015). Une expérience a ainsi montré comment une enzyme associée a
I'exosporium permet d'échapper aux macrophages (Ramarao and Lereclus, 2005) .

Malgré des fonctions cruciales dans le cycle de vie de la bactérie, une originalité d'aspect
et de forts enjeux économiques et sanitaires qui sont liés aux bactéries possédant un exosporium,

les bases moléculaires de son assemblage restent aujourd'hui incomplétes.
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Chapitre 1 : Comment B. subtilis a pris la place de B. cereus

dans les travaux des bactériologistes

1.1) L'essor des technologies au service de la Science

Au milieu des années 50, la Science connait un essor sans précédent. La physique
atomique en est I'étendard, forte de ses «succes » tel le plan Manhattan et du développement
important qu’elle connut durant la Seconde Guerre mondiale. La biologie profite directement de
cet apport de nouvelles connaissances des particules élémentaires avec |'émergence de la
microscopie électronique. Grace a l'utilisation d'un faisceau d'électrons concentré, le
grossissement applicable aux objets biologiques passe de x2000, atteignable avec les
microscopes optiques, a x5 000 000. C'est une véritable révolution!

S'engage alors une véritable course technologique. Les microscopes électroniques
deviennent de plus en plus puissants. Ce développement se matérialise en 1958 a Toulouse, en un
batiment futuriste (Dupouy et al, 1960). Cet édifice abrite le premier microscope a trés haute
tension atteignant une «accélération» de 1 MeV. La démesure poussera a la fabrication a
Toulouse également d'un microscope atteignant 3 MeV (Dupouy, 1973). Mais ce genre de
microscope a tres haute tension se relévera toutefois peu utile pour la biologie en raison d'une
perte importante de contraste lorsque les échantillons biologiques sont soumis a un rayonnement
aussi puissant. De plus ils occasionnent de nombreux dommages sur les cellules vivantes. On lira
par la suite;

«damage to living during irradiation in the electron microscope is so fatal that any process that is

observed is more correctly described as 'dying’ than 'living' » (Glauert, 1974).

Au sein des photothéques constituées lors de cette course technologique, on retrouve
une image de spores de Bacillus megaterium réalisée a 'aide d'un microscope a une accélération
de 800 kV (Fig. 1A et 1C) (Hama, 1973). Néanmoins, ces résultats s'avéreront peu exploitables du
fait de la forte opacité aux électrons de ces objets. L'image d'une bactérie exposée au plus
puissant faisceau retrouvée dans la littérature de la période 1945-1980 est un Pseudomonas
putida isolé sur un patient de I'hopital de Purpan et soumis a un faisceau accéléré a 3 MV dans les
locaux du CNRS de Toulouse (Fig. 1B) (Dupouy, 1973). Ces images permettent de distinguer

directement un motif géométrique périodique qui forme un feuillet enveloppant la bactérie.
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FIG 1. La démesure. (A) Le microscope électronique a trés haut voltage de Toulouse ayant été le plus puissant du monde
au moment de sa fabrication. (B) Image d'un Pseudomonas putida isolé d'un patient de I'hdépital de Purpan colorée
légérement a I'acide phototungstique exposée a un rayon d'électrons accéléré a 3MV en utilisant le microscope présenté
en (A). (C) Observation de spores de B. megaterium non fixées et non colorées a une accélération de 800 KV par le

microscope a trés haut voltage de I'université d'Osaka. (D'aprés Dupouy, 1973 et Hama, 1970)
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Les microscopistes préféreront toutefois se tourner vers I'observation de sections ultra fines
nécessitant une accélération moindre, autour de 100 keV. Ce compromis nécessite des conditions
matérielles bien inférieures comparées aux coliteux microscopes électroniques a trés haut
voltage. Cette approche permettra également de contourner le probleme d'opacité des spores
aux électrons.

De la seconde partie des années 50 a la fin des années 1980, les articles scientifiques
proposant des coupes cytologiques de différentes bactéries sporulées appartenant au groupe des
Firmicutes se multiplient. Ce phénomeéne peut trouver son explication dans la facilité de
préparation des cultures bactériennes, par la synchronisation naturelle que permet la sporulation
et par la richesse des structures observables dans les spores. La spore, constituant 'objet
biologique le plus résistant connu, se préte particulierement bien a ce genre d'observations
destructives. Dans ce contexte d'apres-guerre, de relance économique et de soif de

connaissances, la biologie fondamentale va connaitre ses heures de gloire.

1.2) Un cycle pour les gouverner tous

Dans le tumulte de la seconde moitié du 20e siecle, les bactéries des genres Bacillus et
Clostridium du groupe des Firmicutes sont particulierement étudiées. Les cellules végétatives, en
cours de sporulation, les spores et les spores en cours de germination sont passées sous le
faisceau du microscope électronique (Walker, 1970). Parmi les bactéries les plus étudiées alors, B.
cereus fait figure de proue et les bases du cycle de sporulation seront posées dans cet organisme
(Young and Fitz-James, 1959a; Young and Fitz-James, 1959b; Young and Fitz-James, 1959¢; Ohye
and Murrell, 1973). Néanmoins, avec les balbutiements de la génétique naissante, Anne Ryter de
I'Institut Pasteur choisi également d'étudier les événements du cycle de sporulation de B. subtilis :

«pour les comparer avec ceux des autres bacilles et, d'autre part, pour les confronter dans

l'avenir avec ceux des mutants de sporulation de cette souche [B. subtilis 168 Try- dite de

Marburg] » (Ryter, 1965).

De ces observations en microscopie électronique a transmission (MET) il ressortira que,
hormis I'absence évidente d'exosporium, la sporulation de B. subtilis est identique a celle décrite
précédemment pour B. cereus (Young and Fitz-James, 1959a) ou B. coagulans (Ohye and Murrell,
1962). Ainsi, la premiére édition du schéma moderne de la sporulation de B. subtilis est

historiguement issue des travaux d’Anne Ryter en 1965 sur B. subtilis 168 (Fig. 2).
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FIG 2. Le premier schéma de la sporulation de B. subtilis. En 1965, A. Ryter propose cette
représentation schématique du cycle de sporulation de B. subtilis apres ses travaux par TEM. Dans
I'étape I un filament axial d’ADN se forme. En II, une partie du filament est compacté dans la
chambre présporale matérialisée par le septum en position asymétrique. En III la cellule meére
phagocyte la préspore jusqu'a former un protoplaste. En IV le cortex et en V le coat se développent.

En VI la spore est maturée avant d'étre libérée dans I'étape VII (non représentée). (d'aprées Ryter,

1965)
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Il faut noter que ce cycle de la sporulation de B. subtilis constitue une version simplifiée de celui
proposé par Young et Fitz-James a la suite de leurs travaux précurseurs sur B. cereus (Young and
Fitz-James, 1959a). Ces travaux sont repris par Murrell dans une revue d'importance synthétisant
I'état des connaissances de I'époque concernant la biochimie de la formation de la spore (Murrell,

1967).

Ce cycle est subdivisé en 6 étapes, la 7e étant la libération d’'une spore libre. La description de ce
cycle est issue d'un ensemble de caracteres directement observables par différentes techniques
de microscopie qui se résument ainsi :

-Les premiers changements perceptibles indiquant I'entrée en sporulation apparaissent dans le
cytoplasme de la cellule au travers d'un ensemble dénommé « corps chromatiniens » ou plus
simplement chromatine. Ces « noyaux» vont se regrouper pour former un filament dans |'axe
longitudinal de la cellule. La formation de ce filament axial constitue la premiére étape du cycle de
sporulation. La formation du filament axial est directement observable en microscopie
électronique. Elle peut étre observée également au microscope photonique aprés coloration par
la méthode de Feugen et par hydrolyse des cellules dans HCl laissant apparaitre de petits corps
fortement contrastés (Young and Fitz-James, 1959a; Walker, 1970).

-Une partie de ce filament axial est ensuite compacté a un péle de la cellule dans une chambre
qui se matérialise par la formation d'un septum issue de linvagination de la membrane
cytoplasmique. La cellule est alors scindée en deux compartiments inégaux. Le plus petit constitue
la préspore et le plus volumineux forme la cellule-meére. Ce cloisonnement (ou septation)
asymétrique de la cellule differe de la septation symétrique observée dans le cycle cellulaire de
division binaire constitue la 2e étape du cycle de sporulation.

-Avec la formation du septum démarre un mécanisme dans lequel la cellule-mere va phagocyter
la préspore qui, une fois le processus accompli, formera un protoplaste cerné de deux membranes
au sein de la cellule-mére. Ce mécanisme largement connu sous le nom d' «engulfment»
constitue la 3e étape du cycle de sporulation. L'ensemble composé de la cellule-mére et de la
préspore définit le sporange.

-La 4e étape de développement de la spore est marquée par I'apparition du cortex, un feuillet de
peptidoglycane (PG) modifié s'accumulant progressivement entre les deux membranes du
protoplaste. D'une densité aux électrons proche de celle de la paroi cellulaire d'une cellule

végétative, le cortex devient par la suite transparent aux électrons. Le développement du cortex
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s'accompagne d'une apparente rigidification des membranes qui paraissaient jusqu'alors laches
(Walker, 1970).

-Dans la 5e étape, les tuniques protéiques (ou coats), tres denses aux électrons, se déposent.
-L'étape 6 se caractérise par le développement des propriétés de résistance et la maturation de la
préspore.

-L'étape 7 par la lyse de la cellule mere permettant de libérer la spore du sporange pour laisser

apparaitre une « spore libre ».

Ce plan en septétapes de la sporulation permet de grouper les grands changements
morphologiques observés au sein des Clostridies et Bacillus étudiées alors et sera d'une aide
précieuse pour la caractérisation des mutants a venir. Néanmoins, les limites d'une telle
représentation sont notées;

«The seven stages in sporulation, as frequently described (Murrell, 1967), associate cortex
formation with stage IV and coat formation with stage V and suggest that cortex and coat
formation occur at different times. It is obvious that in this organism (B. cereus’) cortex, coat, and

exosporium formation occur together » (Ohye and Murrell, 1973).

L'étude de l'assemblage de I'exosporium de B. cereus révele une autre étrangeté. Ohye et Murrell
(1973) font observer que:
« the exosporium of this organism [B. cereus'] always commenced at the end of the spore, away

from the polar end of the mother cell » (Ohye and Murrell, 1973).

De facon surprenante, ce premier fragment d’exosporium, dont il est question dans I'extrait ci-
dessus, est détecté avant les premiers éléments du coat. Aussi la formation de I'exosporium, la
structure la plus externe de la spore, est préalable a celle du coat, dont la localisation au sein de la
spore est plus interne (Ohye and Murrell, 1973). Comment le passage des protéines formant les
coats a travers I'exosporium est-il rendu possible? Aujourd’hui encore, 50 ans apres ces premieres
observations, nous en ignorons le principe. Du fait des avancées majeures réalisées avec B.
subtilis, devenue modele de I'étude de la sporulation, B. cereus tombera dans I'oubli pour pres
d'un demi-siecle. Les bases moléculaires a l'origine des singularités de I'assemblage des feuillets

qui entourent les spores de B. cereus restent ainsi largement inexpliquées.
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1.3) Mutants et génétique; I'avenement d’'un modéle

Parallelement aux études de MET permettant de décrire l'organisation et le cycle de
développement de la spore au sein des Firmicutes, démarrent dans les années 60 les premiers
isolements de mutants entrainant des phénotypes non sporulés. L'étude de mutants constitue le
passage obligé de toute étude génétique. Des mutants de sporulation furent obtenus dans
diverses especes incluant B. cereus, C. hystolyticum et bien sGr B. subtilis (Schaeffer and Ionesco,
1960; Levisohn and Aronson, 1967; H et al, 1967; Jf et al, 1968; Aronson et al, 1971). Parmi ceux-
ci certains mutants de Clostridium surprennent par leur morphologie ;

«In addition, genetic blocks leading to monstrous forms, never observed in the sporulating wild

type cultures, were also noted. » (Schaeffer, 1967).

Mais c’est par un heureux hasard que I'étude de la sporulation s’est ainsi dirigée vers B. subtilis au
détriment de B. cereus qui lui était alors préféré pour les études cytologiques. La souche B.
subtilis 168, dite de Marburg, fut d'abord choisie pour sa capacité a étre transformable par de
I'ADN; il est en effet possible d'y introduire un morceau d’ADN étranger (Spizizen, 1958). Son
succés proviendra cependant de sa propriété a produire des spores pigmentées par la mélanine.
Les auteurs concéderont a ce propos:

« The choice of the Marburg strain turned out to be particularly felicitous, since the spores formed
by this organism are pigmented with melanins. As a result, the sporulation mutants form colonies
which remain white on the nutrient agar plates, whereas the wild type colonies turn brown;, the

isolation of the mutants was thus greatly facilitated ” (Schaeffer, 1967).

Aussi, il s'avére aisé de détecter des mutants ne parvenant pas a sporuler (ou mutants
asporogénes, ou bien encore mutants sp- comme noté dans ces premiers travaux). Les mutants
produisent des colonies blanches sur boite de Petri alors que les types sauvages (WT) forment des
colonies brunes (Schaeffer and Ionesco, 1960). Cette propriété est combinée a la possibilité de
transformer génétiquement B. subtilis 168. Ainsi il est possible de déterminer simplement la
diversité génétique des mutants isolés alors en transformant un mutant A avec I'ADN d'un autre
mutant B: si la colonie du mutant A reste blanche, alors ces deux mutations affectent le méme
marqueur. Dans le cas inverse, si le mutant A transformé par 'ADN du mutant B produit des

colonies pigmentées, alors ces deux mutations portent sur des marqueurs différents (Schaeffer

15/136



and Ionesco, 1960). Les premiéres caractérisations de mutations débutérent. Les chercheurs de
cette époque disposent pourtant de trés peu d'informations concernant la régulation génétique
ou l'organisation du chromosome. La structure en double hélice de 'ADN a été résolue moins de
10 ans auparavant par Watson et Crick (Watson and Crick, 1953). La premiére description de la
régulation génique au sein d'un opéron venait d'étre démontrée par leurs collegues Jacob et
Monod de I'Institut Pasteur (Jacob and Monod, 1961). Un minutieux travail permettant d'obtenir
la plus exhaustive des collections de mutants de la souche B. subtilis 168 s'engage afin de
déterminer I'ensemble des marqueurs génétiques contrdlant la sporulation.

Grace a I'établissement par MET du déroulement précis de la sporulation de la souche
parentale 168 (Ryter, 1965), I'analyse des mutants par cette méme technique permet d’identifier
les stades auxquels la sporulation des mutants est interrompue. Ainsi sont amorcés les prémices
de la caractérisation des génes de la sporulation. Néanmoins, il s'avéere que les premiers mutants
reconnus par une déficience de pigmentation de leurs colonies étaient interrompus aux étapes
initiales de la sporulation (stage 0) (Michel and Cami et al, 1968). En comparaison, chez
C. histolyticum les mutants n'étaient pas identifiés par déficience de la pigmentation et sont
bloqués a des stades plus tardifs (Bayen et al, 1967). Il s'ensuivit alors un travail d'obtention de
mutants de B. subtilis stoppés a des étapes plus tardives de sporulation obtenus par d'autres
méthodes, sans distinction de la pigmentation (traitement des colonies au chloroforme par
exemple, la méthode est décrite par (Millet and Ryter, 1972). Un grand nombre de mutants seront
ainsi générés par l'application de différents traitements mutagenes (UV, NiTrosoGuanidine)
(Schaeffer, 1967; Balassa, 1969). Le nombre de marqueurs génétiques de la sporulation de B.
subtilis serait porté a 800. L'ensemble de ces marqueurs formerait un véritable «sporulon »
(Balassa, 1969). Néanmoins, ce nombre sera revu a la baisse a la suite des croisements réalisés
permettant d'identifier des mutants portant sur de mémes marqueurs. Ces travaux mettent en
évidence que le blocage d'un marqueur nécessaire a la réalisation compléte d'une étape de
sporulation précoce stoppe irrémédiablement tout le processus de sporulation. Ainsi nait 'idée
d'un mécanisme de sporulation pléiotropique dans lequel intervient une suite (souvent qualifiée

de « cascade ») de régulation génique (Balassa, 1969).

1.4) Cartographie du chromosome : de nouvelles avancées

A I'heure ou les Américains sont encore engagés dans la guerre du Vietnam, les
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techniques de modifications du génome et de clonage moléculaire relevent du fantasme.
Pourtant, débute un lent travail de localisation des différentes mutations sur un chromosome
dont on ignorait presque tout. Ce travail nécessita une rigueur qui parait extraordinaire
aujourd’hui et qu’on aurait peine a croire possible si I'on ne savait déja qu'il a été réalisé. L'Institut
Pasteur occupera une place prépondérante dans ce nouveau chantier.

Les mutants sont méthodiquement «croisés» entre eux (c.-a-d. qu'un mutant est
transformé par I'ADN d'un autre mutant) afin de déterminer le taux de liaison génétique existant
entre les loci portant les mutations. Cette méthode repose sur le fait que I'introduction d'un ADN
exogene comportant des portions homologues a 'ADN endogene de la bactérie receveuse
entraine une recombinaison génétique entre les deux molécules d’ADN. Le taux d'apparition de
cet événement est directement fonction de la distance séparant les différents marqueurs. Ainsi
cette approche permet de déterminer un taux de liaison génétique reflétant la distance séparant
les caractéres en question. Il est ensuite possible de regrouper les différents caracteres en
groupes de liaisons et déterminer le caractere pléiotrope d'une mutation sur une autre (Michel
and Cami, 1969).

Durant la méme période, un caractere permettant de restaurer la sporulation dans la
souche de B. subtilis168 est introduit (ou transduit) via le phage PBS1 (Takahashi, 1961;
Takahashi, 1963). La possibilité d'introduire de I'ADN étranger par I'intermédiaire d’'un phage vient
compléter I'approche par transformation. Bien que moins précise, la transduction permet de
mobiliser de plus grandes fractions de chromosome. Ainsi, en utilisant la transduction, on observe
des recombinaisons non obtenues par transformation (Takahashi, 1965.). Plus tard, il sera évalué a
environ 5 % de la taille du chromosome la portion d’ADN transférable par transduction (contre
1 % par transformation) (Lepesant-Kejzlarova et al,, 1975)

En 1967, par le croisement d'un ensemble de six souches bloquées au stade Il de la
sporulation, il a pu étre mis en évidence que trois d'entre elles forment un groupe de liaisons. En
d’autres termes, trois de ces mutants affectent le méme marqueur de la sporulation. Par ailleurs, il
n'existe pas de liaisons entre ce groupe et les mutations portées par les trois autres souches. Il est
a noter que ces trois autres souches ne sont pas liées entre elles. Ces trois souches affectent donc
des marqueurs différents. Ensemble, ces résultats amenent a la conclusion que le passage du
stade II au stade IIl de la sporulation est gouverné a minima par quatre loci non liés. Dans la
méme étude, un travail similaire permit de déterminer que c'est également cinqg loci différents qui

gouvernent, a minima, la transition du stade III au stade IV (Rouyard, Ionesco and Schaeffer et al,
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1967). Il apparait donc que chaque étape de la sporulation est controlée par plusieurs génes
dispersés a différents endroits du génome (car non liés génétiquement). Ainsi, les genes de la
sporulation ne seraient pas regroupés dans une seule région du génome.

En cette méme année 1967 est réalisée une cartographie du chromosome de B. subtilis
affichant la localisation des principaux marqueurs disponibles (auxotrophie, résistance, production
antibiotique). Pour parvenir a ce résultat, les auteurs ont repris les méthodes de transformation,
de transduction et suivi I'ordre dans lequel se répliquent ces différents marqueurs dans une
culture synchronisée, le but étant de positionner les marqueurs entre eux, de déterminer la
distance qui les sépare et ainsi en déduire une cartographie du chromosome (Dubnau et al, 1967)
(Fig. 3). Cette carte n'affiche pas encore I'emplacement des genes de la sporulation. Elle sera
rapidement reprise afin d'étre complétée. Des croisements ont ainsi été réalisés afin de lier les
mutations de la sporulation aux différents marqueurs cartographiés par Dubnau. Ce qui permet
ainsi d'obtenir leur positionnement relatif (Ionesco and Schaeffer, 1968). Se dessine alors peu a
peu et de plus en plus précisément le positionnement relatif des génes sur le chromosome. Une
nouvelle cartographie incluant 30 marqueurs de la sporulation est publiée en 1970 (Ionesco et al,
1970) (Fig. 4). Les marqueurs de la sporulation viennent combler des régions de la carte de
Dubnau restées vierges et il en ressort que ces genes ne sont pas regroupés au sein d'une région
du chromosome, mais apparaissent dispersés le long du chromosome, ce qui confirme des
travaux plus anciens (Balassa, 1969). Par ailleurs, les marqueurs qui se suivent ne se ressemblent
pas forcément. Ainsi, entre les deux marqueurs d'auxotrophie phe et lys, les marqueurs de
sporulation suivants se succedent; 0B, IV, III, 0A, OC et II. Ainsi un marqueur de la phase de
sporulation 0 précede un marqueur de la phase 1V, lui-méme suivi d'un marqueur de la phase III
puis d'un marqueur de la phase 0. La séquence dans laquelle ces marqueurs peuvent étre lus
(dans un sens ou dans l'autre) ne peut étre corrélée a la succession des phases de la sporulation
(Ionesco et al, 1970). Ainsi, bien que la connaissance de I'organisation du génome de B. subtilis
s'étoffe entre 1960 et 1970, la logique de répartition des différents marqueurs sur le chromosome
reste incomprise.

Force est de constater que ces travaux, malgré la grande ingéniosité et la force de travail
gu'ils ont réclamé de la part de leurs auteurs, paraissent aujourd’hui dérisoires face aux nombres
de génomes séquencés chaque jour et tombent peu a peu dans I'oubli. Ainsi, alors que la carte
des marqueurs de la sporulation fut fortement reprise a I'époque (81 citations entre 1970 et 2000)

elle n'a été citée qu'a deux reprises dans des journaux internationaux depuis 2001. Pourtant ces
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approches sont riches d’enseignements et pourraient s’avérer utiles. Pourquoi ne pas utiliser, par
exemple, ces approches de mutations non ciblées pour obtenir un grand nombre de mutations de
genes de la sporulation d’espéces (comme B. cereus) dont la modification par génie moléculaire
reste aujourd’hui encore difficile? La mise en ceuvre des techniques de séquencage actuelles sur
de tels mutants pourrait s'avérer fructueuse. Un grand nombre de génes est bien trop souvent
délaissé de nos études de caractérisation. Ainsi ces genes, affublé d'un nom oubliable par
annotation automatique, sont souvent condamnés a I'anonymat éternel. Pourtant, par essence, la
découverte ne vient-elle pas des zones les plus obscures, les moins prévisibles? Dans tous les cas,
la connaissance de ces approches ainsi que I'ingéniosité et la créativité qu’elles ont requises sont
des opportunités pour les approches moléculaires d'aujourd’hui. Aussi leur historique nous
permet-il de mieux comprendre d'ou sont issues les connaissances actuelles, mais aussi d'ou

proviennent certains manques de connaissance.
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FIG 3. La carte du génome de B. subtilis 168. En 1967, D. Dubnau et C. Goldthwaite déterminent
les liaisons existant entre les principaux marqueurs utilisés a cette époque. Pour ce faire, ils
emploient la transformation, la transduction et étudient I'ordre dans lequel se répliquent ces

différents marqueurs dans une culture synchronisée (d'aprés Dubnau and Goldthwaite, 1967).
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1.5) La nomenclature et I'avénement de la génétique moderne

En paralléle, des travaux d'identification, de différenciation et de localisation des différents
marqueurs de la sporulation, s'est développée une nomenclature spécifique de ces marqueurs.
Une nomenclature proche de celle que nous connaissons actuellement peut étre attribuée a
Hélene Ionesco de I'Institut Pasteur lors de ses premiers travaux sur la transformation des mutants
de B. subtilis (Ionesco, 1967). Dans le matériel et la méthode, elle propose la désignation
suivante :

«Is [les mutants] sont désignés par les symboles Sp™ [asporogénes] ou Osp [oligosporogéne]
avec en indice un chiffre romain indiquant leur stade de blocage cytologique. Le numéro suivant
cette désignation est celui de I'isolement; la lettre finale désigne le traitement a la suite duquel le
mutant a été isolé : U pour irradiation ultraviolette, H pour sélection en milieu contenant de

l'histidine comme seule source de carbone. Ainsi la souche Sp ~-3U désigne un mutant bloqué au
o

stade 0 obtenu lors d'une mutagenése aux UV, la troisiéme lors de lisolation.» (Ryter, Schaeffer

and Ionesco et al, 1967).

Par la suite viendra s'ajouter une collection de nouvelles lettres pour indiquer les traitements
mutagenes appliqués (Z pour traitement aux nitrites, Y pour le traitement au gaz moutarde, SA
aprés incubation en anaérobie et bien d'autres). En 1976, la nomenclature moderne proposée par
Piggot et Coote (Piggot and Coote, 1976) que nous connaissons actuellement voit le jour. Elle
concerne uniquement les génes impliqués dans la sporulation et n‘ayant pas d'effet dans des
conditions normales de croissance. Cette nomenclature intuitive permet ainsi de différencier les
genes de sporulation des genes nécessaires aux fonctions primaires de la bactérie et ayant donc
indirectement un réle dans la sporulation. Elle regroupe toutes les données de I|'époque
concernant la caractérisation des mutations de la sporulation de B. subtilis 168. Cette nouvelle
nomenclature contribue a I'émergence d'un modéle générique du controle génétique de la
sporulation. Son principe est simple : les /oc/ clairement différenciés par les expériences de
transformation et de transduction (ou bien séparées par un marqueur végétatif) sont notés spo
suivi du stade auquel ils sont bloqués. La notation spo est complétée par une lettre permettant de
distinguer entre eux des /oci qui controlent le passage d'un stade donné a un autre stade (spo0OA

et spoOB sont par exemple deux loci différents impliqués dans le passage du stade 0 au stade I).
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FIG 4. Le positionnement de 30 marqueurs de la sporulation dans le génome de B. subtilis 168. La carte de
Dubnau et Goldthwaite et les méthodes utilisées sont reprises par I'équipe de P. Schaeffer de |'Institut Pasteur pour
positionner les marqueurs de la sporulation. Ces résultats montrent que les marqueurs de la sporulation sont dispersés
le long du chromosome. Certains vides laissés dans la carte de Dubnau et Goldthwaite (comme la section phe-lys) sont

complétés par des segments portant plusieurs marqueurs de la sporulation. (d'apres Ionesco and Schaeffer, 1970).
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Les mutations causant un blocage aux stades 0 ou I sont notées indifféremment spo0 afin d'éviter
la confusion avec les publications précédentes qui ne se sont pas attachées a distinguer les
mutants de ces deux stades. Dans les faits, le blocage au stade du filament axial (stade I) na
jamais été noté en 1976, en raison probablement d'une instabilité du filament d’ADN qui
caractérise cette étape. C'est pour cette raison qu'il n‘existe pas de géne spol Ainsi, dans la
nouvelle nomenclature I'exemple précédemment cité du gene Spo™-3U devient le locus spoOF.
Maintenant, clairement différenciés et annotés, les auteurs, en cette fin des années 1970,
estiment & 40 environ le nombre de /oci porteurs de marqueurs de sporulation. A ce moment, il
n'est pas encore possible de parler de géne. La technique de transformation ne peut permettre de
distinguer si, par exemple, une mutation affecte I'ensemble d'un opéron ou seulement un gene de
cet opéron. Les chercheurs considerent alors que le /ocj, ici, pourrait s'apparenter a un opéron. Le
nombre de genes de la sporulation est ainsi sous-estimé. L'étude des mutants de la sporulation
de B. subtilis et leur nomenclature a lieu de fagon concomitante a l'identification des geénes
impliqués dans le cycle cellulaire d'E. coli par un systeme tout aussi remarquable connu sous la
lignée des genes Fts pour « Filamentation Thermo sensible » (Hirota et al, 1968; Hirota et al,
1971). Ces deux volets apparus parallélement entre la fin des années 60 et le début des années 70
contribueront a la naissance de la génétique et de la biologie moléculaire des bactéries qui
prendra tout son essor entre les années 1980 a 2000 menant au succes de ces organismes comme

modeles.

1.6) La microbiologie moléculaire: la consécration

Les années 1980 sont marquées par un important développement des outils de génétique
disponibles grace a l'utilisation de plasmides et des enzymes de restriction nécessaires au
développement du clonage moléculaire (Smith and Welcox, 1970; Segall and Losick, 1977).

Une contribution majeure a la compréhension de la sporulation est apportée. Jusqu'alors,
une question concernant la cartographie des /oci de la sporulation subsistait et prenait de plus en
plus d’ampleur apres chaque publication. Comment des génes portés par des foci éparpillés le
long du chromosome, sans logique appréciable, peuvent-ils s'exprimer avec la temporalité
requise et dans le bon compartiment du sporange ? Des travaux réalisés dans la bactérie E. coli et
objets de deux communications dans le journal Nature vont s'avérer essentiels. On y démontre

qgu'un facteur protéique, réutilisable par 'ARN polymérase (ou ARNP) nommé « facteur sigma »,
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est nécessaire a la transcription par I'ARNP de I'ADN du bactériophage T4 (Burgess et al, 1969;
Travers and Burgess, 1969). La réponse était la. Ainsi, a leur tour, par une communication dans le
journal Nature la méme année, Richard Losick et Abraham Sonenshein démontrent que 'ARNP
purifiée d'une cellule végétative de B. subtilis est capable de transcrire /n vitro I'’ADN du phage
virulent de B. subtilis phiE, alors que I’ARNP purifiée de cellules en sporulation en est incapable
(Losick and Sonenshein, 1969). Ainsi I'expression des genes de la sporulation et I'extinction des
genes propres aux cellules végétatives peuvent s'expliquer par l|'existence d'une ARNP «
végétative » et d'une ARNP de la sporulation. Chacune des ANRP a ses cibles spécifiques. S'en
suivent de nombreux travaux qui permirent de purifier les ARNP capables de transcrire des
fragments contenant des genes de la sporulation impliqués dans la transition des différents
stades. Le premier facteur sigma alternatif permettant la transcription d'un gene de sporulation
fut le facteur P¥’, nommé ainsi en raison de son poids moléculaire aprés séparation du coeur de
I'ARNP (Haldenwang and Losick, 1979; Haldenwang and Losick, 1980). Fait intéressant, on sait
aujourd’hui que le facteur sigma P*, ou plutét SigB, ne fait pas partie des facteurs sigma
spécifiques de la sporulation, mais permet d'induire I'expression de génes impliqués dans
I'adaptation au stress oxydatif (Tran and Bonilla, 2021). Ainsi le premier facteur sigma spécifique
de la sporulation (c.-a-d. uniquement détecté pendant la sporulation) fut P? (Linn et al, 1975;
Nakayama et al, 1978; Haldenwang et al, 1981; Trempy et al, 1985), renommé ensuite c* suivant
la nomenclature proposée par Richard Losick dans sa revue de 1986 (Losick et al, 1986). S'en
suivra la découverte de c® qui permit de transcrire un géne codant pour une des petites protéines
solubles exprimées spécifiquement dans le compartiment de la préspore et dont le facteur sigma
impliqué dans sa transcription restait inconnu (Sun et al, 1989). Cette étude permit aussi de
valider que o, génétiquement trés proche de c° est également un facteur sigma de la
sporulation. Dans la méme période, dans une seconde étude acceptée a seulement 5 jours
d'intervalle, le dernier facteur spécifique de la sporulation est identifié, mais aussi I'existence d’'une
autre protéine majeure est révélée. Dans cette communication de la revue scientifique Science,
I'équipe de Richard Losick rapporte que c* est capable de transcrire fortement le géne cotD et
faiblement spolVCB (Kroos et al, 1989). Mais il détermine également qu’'une petite protéine de
14 kDa, encodée par le gene spolllD et co-purifiée avec I'ARNP, est responsable d'un changement
d'affinité de c* pour cotD et spolVCB (Kroos et al, 1989). Ce facteur aujourd’hui connu comme un
facteur de transcription est alors nommé : protéine « switch ». Ainsi cette découverte permet-elle

de comprendre comment deux genes régulés par un méme facteur peuvent s'exprimer de facons
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différentes. La décennie 80 se termine ainsi en apothéose avec l'identification de deux effecteurs
directs de I'expression des genes., les facteurs sigma et les facteurs de transcription.

En paralléle de ces travaux pionniers, un outil va créer une révolution en permettant de
caractériser la temporalité de I'expression des genes. Le clonage moléculaire du géne rapporteur
lacZ dans les différents fragments contenant les génes de la sporulation posera les jalons d'une
nouvelle ére, celle de la caractérisation fonctionnelle du produit des génes (Zuber and Losick,
1983). Cette ere ou nous nous trouvons encore actuellement nous semble infinie tant les
protéines qui fagonnent les corps biologiques et les mécanismes dans lesquels elles sont
impliquées semblent innombrables. Les connaissances obtenues par ces travaux ont permis de
développer des outils de biotechnologie incroyables. Parmi les plus connus est la PCR (ou
Polymerase Chain Reaction) (Saiki et al, 1985; Mullis et al, 1986; Mullis and Faloona, 1987) issue
de la connaissance de I'ADN polymérase d'E coli (Kornberg et al, 1956) . Le développement de la
technologie Crisper-cas9 est également dans la lignée de ces travaux (Doudna and Charpentier,
2014). Elle permet originellement aux bactéries d'enregistrer les menaces passées pour se
prémunir des attaques futures. Aujourd’hui, nous nous sommes approprié ce mécanisme
moléculaire en biotechnologie et sommes devenus capables de remanier les génomes a l'envie
(Hsu et al, 2014). Il apportera le prix Nobel a ses découvreuses. C'est aussi a la lumiere de ces
connaissances que des vaccins prometteurs utilisant les spores des bactéries comme plateforme
de présentation d'antigenes ont parfois été proposés (Isticato et al, 2001). En attendant, a I'aube
de la derniére décennie du 20e siecle, un clonage précautionneux de I'ensemble de ce qui était
jusque-la des marqueurs de sporulation, permettra de déterminer la séquence d'activation des
genes et leur hiérarchie génétique lors de la sporulation (Fig. 5) (pour revue Errington, 1993).

Cet historique sur la genese des connaissances des mécanismes moléculaires de la sporu-
lation se conclut ici. Deux concepts fondateurs ont émergé. (i) La sporulation est un mécanisme
séquentiel scindé en grandes étapes. Chaque étape nécessite I'expression d'un ensemble de
genes disposés le long du chromosome. (ii) L'expression des génes spécifiques de la sporulation
nécessite de modifier I'affinité de 'ARNP pour ses cibles au travers de facteurs sigma alternatifs,
et de facteurs de transcription changeant I'affinité d'un facteur sigma pour une séquence ADN.
Ces travaux conduits majoritairement sur B. subtilis finirent par réduire |'étude de la sporulation
chez B. cereus et chez les bactéries apparentées a la portion congrue. Néanmoins, la compréhen -
sion fine des mécanismes moléculaires mis en évidence dans B. subtilis est un prérequis essentiel

pour aborder la mécanique moléculaire de la sporulation de B. cereus. Ainsi, les prochains cha-
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pitres seront dédiés aux connaissances des bases moléculaires de I'assemblage des couches pro-
téiques externes (CPE) des spores bactériennes issues de nouveaux de travaux réalisés dans B.
subtilis. Enfin les connaissances dont nous disposons sur I'assemblage des couches protéiques ex-

ternes des spores de B. cereus seront évoquées.
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FIG 5. Le controle génétique de la sporulation de B. subtilis 168. En 1993 est édité ce schéma par J. Errington dans
une revue d'ampleur qui reprend l'intégralité des données issues de I'analyse génétique de la sporulation de B. subtilis
168 a I'aube du second millénaire. La nomenclature proposée de Piggot et Coote de 1976 est utilisée et les stades décrits
par A. Ryther sont repris. Du fait du blocage entrainé par certaines mutations des stades intermédiaires sont représentés.
L'ensemble des génes nécessaires a la transition d'une étape de la sporulation a la suivante est représentée. Des
phénotypes particuliers observés dans certains mutants sont représentés au dessus. Ainsi, en absence de SpolVA les coats

sont produits mais ne sont pas rattachés a la préspore (d'apres Errington, 1993).
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Chapitre 2 : Le contrdle transcriptionnel de la sporulation

Le développement des couches protéiques externes (CPE) des spores de B. subtilis est
dicté par l'activité successive de SigE (c%) et SigK (c¥) dans la cellule-mére (Henriques and Moran,
2007; de Hoon et al, 2010; McKenney et al, 2013). Néanmoins, lors de leur synthese, les facteurs
sigma (o) de la cellule-mére sont maintenus inactifs par différents mécanismes. La levée de ces
inhibitions dépend d'une communication établie entre la cellule-mére et la préspore. Par ailleurs,
I'activation des facteurs o de la préspore est elle-méme coordonnée avec les grandes étapes de la
sporulation. Dans ce premier volet, je vais revenir sur les bases moléculaires permettant
I'activation des facteurs o dans le bon compartiment avec le bon timing dans I'organisme modele
B. subtilis. Aujourd’hui, en 2021, aucune étude portant sur le controle de |'activation des facteurs

o de sporulation au sein du groupe B. cereus n'a encore été réalisée.

2.1) L'activation de SigF et SigE est couplée a la septation

2.1.1) La formation du septum asymétrique génére une « asymétrie génétique »

Le premier événement clairement identifiable de la sporulation est la mise en place d'un
septum en position asymétrique. Ce septum subdivise la cellule en deux compartiments de
volume inégal ; la préspore qui donnera naissance a la future spore et la cellule-mere qui va
accueillir le développement de la préspore et se lyser dans les ultimes phases de la sporulation. Le
septum asymétrique est issu d'un assemblage de la protéine FtsZ en protofilaments qui
s'‘organisent a leur tour en un anneau, « I'anneau Z ». Dans une cellule végétative, une douzaine
de protéines essentielles pour la division s'associent a I'anneau Z pour former le « divisome » (Du
and Lutkenhaus, 2017). Ensemble ces protéines constituent une machinerie complexe aux
fonctions multiples qui permet, entre autre, de ségréger '’ADN et de contréler la qualité de sa
réplication (Bigot et al, 2006; Bigot et al, 2007; Stouf et al, 2013; Fournes et al, 2016). Un second
groupe de protéines, dont de nombreuses Penicillin Binding Proteins (PBP) s'ajoutent au divisome
pour synthétiser le peptidoglycane (PG) septal.

Lors de la sporulation, la formation de deux anneaux Z est initiée, a chacun des pOles de la
cellule pré-divisionnelle (Fig. 6A, anneaux rouges). Cependant, un seul site est « choisi » et

donnera le septum asymétrique (Fig. 6B) (Errington, 2003). En TEM, le septum asymétrique
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apparait plus fin que le septum des cellules végétatives (Young and Fitz-James, 1959a). La
formation du septum asymétrique a pour effet de piéger une partie seulement (environ 30%)
d'une des copies du chromosome dans la chambre présporale (Fig. 6B) (Wu and Errington, 1998).
Cet évenement génére une asymétrie « génétique » transitoire dans la préspore qui est impliquée
dans l'activation de o, le premier facteur spécifique de la sporulation actif. L'asymétrie génétique
est levée lorsque SpolllE, homologue de FtsK, transporte activement la partie restante du
chromosome dans la préspore. Par ailleurs, cette translocation active du chromosome dans le
petit espace de la préspore génere une pression de turgescence au sein de ce compartiment lui

conférant sa forme ovoide bombée (Lopez-Garrido et al/, 2018).

2.1.2) Un subtil déséquilibre a I'origine de I'activation de SigF

Le facteur o’ est encodé par le géne spollAC et forme l'opéron spollA avec spollAA et
spollIAB. Les protéines SpollAA, SpollAB et " sont présentes avant la formation du septum
asymétrique (Gholamhoseinian and Piggot, 1989). Néanmoins, avant la formation du septum,
est maintenu inactif (Fig. 6A). SpollAA et SpollAB contrdlent I'activation de " (Schmidt et al,
1990): SpollAB agit com