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Introduction Bibliographique

I.Les bactéries du genre Bacillus

A. Généralité€s/Biologie

Le phylum des Firmicutes (récemment renommé Bacillota) a été proposé en 1978 par Gibbons
et Murray et regroupe des bactéries & Gram positif possédant un ADN pauvre en GC (Gibbons and
Murray, 1978; Seong et al., 2018). Les bactéries de ce phylum sont généralement retrouvées dans le sol
et les milieux aquatiques. Néanmoins, certaines especes font parties de la flore intestinale normale des
mammiféres tandis que d’autres sont des pathogénes des hommes, des animaux ou des plantes. Le
phylum des Firmicutes serait composé de sept classes : les Clostridia, les Erysipelotricha, les Bacilli,
les Limnochordia, les Negativicus, les Thermolithobacteria et les Tissierellia (Seong et al., 2018).
Toutefois, selon les mémes auteurs, I'embranchement des Firmicutes est 1'un des groupes taxonomiques
les moins robustes, et la hiérarchie taxonomique de cet embranchement reste faible et plutot fluide. Le
genre Bacillus appartient a la classe des Bacilli. Les bactéries du genre Bacillus sont chimio-
hétérotrophes, aérobie stricte ou anaérobie facultatif avec 1’oxygéne comme accepteur d’électron final,
et sont des espéces ubiquitaires de I’environnement (Logan and De Vos, 2009). La plupart des espéces
sont mésophiles mais quelques espéces sont psychrophiles (Bacillus insolitus) ou encore thermophiles
(B. schlegelii ou B. thermocloacae). Le pourcentage en GC des Bacillus est en moyenne de 32% (Zeigler
and Perkins, 2008). Les bactéries du genre Bacillus ont une morphologie en forme de batonnets et
forment des endospores non déformantes, et ce, a raison d’une spore par cellule végétative. Les
endospores produites par ces micro-organismes sont des cellules dormantes, sans capacité de
reproduction et qui peuvent survivre a des conditions environnementales qui seraient déléteres pour les
cellules végétatives, permettant ainsi la survie de ces micro-organismes ainsi que leur propagation
ultérieure. Les analyses phylogénétiques basées sur le séquencage de I’ARNr 16S, suggérent une
division du genre Bacillus en cinq groupes : B. subtilis, B. cereus, B. megaterium, B. circulans et B.
brevis (Sicuia et al., 2015). Parmi les bactéries du groupe B. cereus sont retrouvés plusieurs pathogenes
impliqués notamment dans des toxi-infections alimentaires. Les bactéries du groupes B. subtilis
produisent de nombreuses enzymes extracellulaires. Elles sont de ce fait largement utilisées dans les
industries. Ces bactéries sont cependant aussi responsables de I’altération et la détérioration de
nombreux produits alimentaires. Ainsi, les bactéries des groupes B. cereus et B. subtilis sont largement
¢tudiées, notamment afin de maitriser les risques associés a leur présence, et plus particuliérement au

sein des industries agroalimentaires.

B. Le groupe B. cereus

Le groupe B. cereus est composé de plus de 8 espéces dont B. anthracis, B. cereus, B.
thuringiensis, B. mycoides, B. pseudomycoides, B. weihenstephanensis, B. cytotoxicus et B. toyonensis

(Liu et al., 2015b). Ces bactéries ont un impact considérable sur I’homme que ce soit au niveau de la
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santé, de I’agriculture ou encore de I’industrie agroalimentaire. B. cereus (sensu stricto) et B. cytotoxicus
sont des pathogénes opportunistes de I’homme responsables d’intoxications alimentaires et B. anthracis
est I’agent responsable de la maladie du charbon ou anthrax (Guinebretiére et al., 2013; Ehling-Schulz
etal., 2019). B. thuringiensis est un entomopathogéne utilis¢é comme biopesticide et B. toyonensis a été
utilisé comme probiotique dans 1’alimentation des animaux jusqu’a son retrait par la commission
européenne en 2015 (Berry et al. 2002; Jiménez et al. 2013; Réglement d’exécution (UE) 2015/1399)

a) Ecologie

Bien que souvent isolées du sol, les espéces du groupe B. cereus ne semblent pas étre capable
de germer et se multiplier dans cette matrice en absence d’une source de nutriment tel qu'un animal, un
insecte ou une plante en décomposition (West et al., 1985). Cette observation est en accord avec les
analyses physiologiques et génomiques de ces especes. En effet, chez ces micro-organismes, peu de
genes permettant la dégradation des polymeéres d’hydrates de carbone sont retrouvés alors qu’ils
possédent, au contraire, de nombreux génes codant pour des facteurs extracellulaires comme des
enzymes de digestion ou encore des protéines cytotoxiques (Ivanova et al., 2003; Jiménez et al., 2013).
Comme présenté dans la Figure 1, la contamination par ces bactéries se ferait principalement via des
spores issues du sol, I’environnement ou des organismes associés au sol comme par exemple des plantes
ou des insectes. Les bactéries du groupe B. cereus pénétrent leur hote par ingestion, inhalation mais

aussi via la peau (plaies) (Ehling-Schulz et al., 2019).

Mammals

Insects Rhizosphere

Human body

Figure 1 : Voies de transmission de Bacillus cereus d’aprés Mols and Abee, 2011. Le sol et les organismes associés au sol
comme les plantes, les insectes, les nématodes et les amibes servent de réservoirs majeurs pour 1’acquisition des spores. Les
bactéries sont transmises a I’homme a travers des produits agricoles comme la nourriture et les textiles d’origine animale. Elles
pénetrent les organismes des hommes et des autres mammiferes par ingestion, inhalation ou a travers des plaies de la peau.

Les trois espéces les plus étudiées de ce groupe sont B. anthracis, B. thuringiensis et B. cereus
(sensu stricto). B. anthracis est I’agent étiologique de 1’anthrax, ou maladie du charbon, une pathologie
affectant principalement les mammiféres herbivores. Chez I’homme, cette maladie peut se présenter

sous quatre formes selon le mode de contamination : cutanée, gastroentérique, pulmonaire et par
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injection (Pilo and Frey, 2018). L’homme reste cependant un hote accidentel de ce pathogene. Lorsqu’un
animal contaminé par B. anthracis décéde des suites de la maladie, les cellules végétatives présentes en
forte quantité dans le sang, sont libérées dans I’environnement, notamment au niveau du sol et de I’herbe
ou elles vont sporuler. Ces spores peuvent ensuite étre ingérées par d’autres animaux se nourrissant dans
cette zone. Il a de plus été montré que la présence de carcasses modifie la composition des sols, rendant
ces zones plus attractives pour les herbivores ce qui permet une meilleure propagation des spores (Turner
et al., 2014). Les spores de B. anthracis peuvent également étre disséminées dans 1’environnement par
des animaux charognards ou des mouches nécrophiles notamment via leurs excréments (Alexander et
al., 2012; Blackburn et al., 2014).

B. thuringiensis peut étre retrouvé dans de nombreuses niches environnementales et est capable
d’infecter une grande variété d’hdtes rendant le cycle de vie de ce micro-organisme assez complexe
(Figure 2) (Argdlo-Filho and Loguercio, 2014). Ainsi, bien que le sol soit le réservoir principal de B.
thuringiensis, ce micro-organisme peut aussi étre retrouvé dans les tissus des plantes ou encore associé
a des plantes et des sédiments dans le milieu aquatique. Il peut de plus infecter des invertébrés du sol,

des herbivores et des organismes aquatiques de fagon paraténique ou pathogénique.

Figure 2 : Cycle infectieux de Bacillus thuringiensis d’aprés Argolo-Filho and Loguercio, 2014. Bien que le sol soit le
réservoir principal de B. thuringiensis (1), ce micro-organisme peut aussi coloniser la rhizosphére en se nourrissant des
substances exsudées par les racines (2). S’il est ingéré par des invertébrés du sol, comme des vers, des insectes ou des nématodes
(3), B. thuringiensis peut les infecter de facon paraténique, en colonisant leurs intestins et leurs excréments sans leur causer de
dommages, ou de fagon pathogénique résultant en la mort de I’hdte ce qui permet la croissance du micro-organisme dans le
cadavre. Ces deux voies conduisent au relargage du pathogeéne dans I’environnement. La colonisation de la rhizosphére favorise
une colonisation endophytique (4), ce qui permet la protection des plantes contre certains herbivores. B. thuringiensis est alors
capable de proliférer dans les tissus des plantes et de contaminer ainsi des herbivores de fagon paraténique (5) ou pathogénique
(6). 11 peut de plus atteindre la surface des plantes directement a partir du sol du fait de la germination des plantes, par
I’éclaboussement du sol par la pluie ou encore par les excréments de ses hotes comme les insectes et les oiseaux (7). Les feuilles
infectées par B. thuringiensis peuvent le réintroduire dans 1’environnement, dans le sol ou 1’eau, lorsqu’elles tombent (8, 9).
Dans I’eau, B. thuringiensis peut infecter et proliférer au sein d’organismes vertébrés et invertébrés et il peut persister dans cet
environnement en s’associant a des plantes aquatiques ou des sédiments (10). Les excréments des animaux se nourrissant de
plantes ou insectes contaminés peuvent servir de nutriments a la bactérie ou servir de source d’infection pour les coprophages
(11). Enfin, B. thuringiensis est aussi capable d’infecter les tiques et les acariens (12).
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Le cycle infectieux de B. cereus reste peu connu. Ce micro-organisme est largement répandu
dans I’environnement, et ses spores contaminent ainsi souvent les aliments issus directement du sol
comme les Iégumes, les herbes ou les épices (Ceuppens et al., 2013). On retrouve aussi des spores dans
les produits laitiers, probablement dii a une contamination du lait. B. cereus colonise probablement les
racines et tubercules des plantes soit de fagon symbiotique soit sous la forme de biofilms (Ehling-Schulz
et al., 2015). Les parties aériennes/en surface des plantes sont contaminées au moment de la récolte, ou
par l'intermédiaire d’insectes et de petits animaux se nourrissant au niveau des racines. Les
contaminations de plats préparés peuvent étre liées a une persistance des spores lors de la transformation

des matiéres premicres contaminées.

Malgré la parenté étroite des especes du groupe B. cereus, la variabilité de leur pathogénicité
est considérable que ce soit au niveau des hotes ciblés ou des maladies engendrées.

L’entomopathogéne B. thuringiensis produit des cristaux parasporaux contenant des o-
endotoxines (Cry et Cyt) durant la sporulation et secréte des protéines insecticides durant sa croissance
végétative (Caccia et al., 2016; Gillis et al., 2019). Les d-endotoxines sont clivées par les protéases
intestinales des insectes lors de leur ingestion. Les fragments obtenus se fixent a des récepteurs
spécifiques de I’épithélium intestinal et forment des pores perméables aux cations. Il y a alors une lyse

des cellules épithéliales suite au choc osmotique ce qui aboutit a la mort de I’insecte hote (Figure 3).

2. Crystal solubilization and
protoxin activation

1. Ingestion

4. Cell osmotic lysis
and midgut
permeabilization

5. Midgut bacteria invade the
and trigger
reaction

3. Toxin binding to
brush border receptors
and pore formation

nidgmi‘nuln |

Insect immune
response

Figure 3 : Mode d’action de Bacillus thuringiensis d’aprés Caccia et al., 2016. Aprés ingestion par un insecte (1) les cristaux
sont solubilisés dans le lumen du tube digestif, les protoxines sont alors clivées et les toxines actives sont libérées (2). Les
toxines traversent la matrice péritrophique et se lient a des récepteurs primaires spécifiques (cadhérines) localisés sur les
bordures en brosses des cellules de I’intestin (3a). La liaison des toxines aux cadhérines est associée a un clivage protéolytique
suivit de la formation d’oligoméres de toxines (3b) qui vont se lier aux récepteurs secondaires (aminopeptidase N des
phosphatases alcalines isoformes) (3¢c). Ces liaisons entrainent I’insertion des toxines dans la membrane, la formation de pores
et I’entrée de cations dans les cellules intestinales (3d). Ce déplacement d’ions favorise une entrée d’eau (3e) et un choc
osmotique (4). Les dommages tissulaires provoquent une paralysie de ’intestin et le passage des bactéries de I’intestin a
I’hémoccele (5). L’entrée des bactéries dans 1’hémoccele déclenche une réaction immunitaire qui, selon I’immunocompétence
de I’hote et le degré de dommages au niveau de ’intestin, va soit réussir a limiter le processus infectieux ou au contraire
n’arrivera pas a empécher le début d’une septicémie mortelle.
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Chez B. anthracis les principaux facteurs de virulence sont la toxine de 1’anthrax et la capsule
de poly-y-D-acide glutamique (Pilo and Frey, 2018). Les génes qui codent pour ces facteurs de
pathogénicité sont situés sur les deux plasmides pXO1 et pXO2 (Okinaka et al., 1999). Le plasmide
pXOl1, porte les génes pagA, lef, et cya qui codent respectivement pour 1’antigéne protecteur (PA), le
facteur 1étal (LF) et le facteur cedémateux (EF) (Figure 4) (Missiakas and Schneewind, 2017).
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Figure 4 : Internalisation des toxines de I’ Anthrax d’apreés Golden et al., 2009. L’antigene protecteur PA de 83kDa se lie
aux récepteurs TEM8 et CMG2 présents a la surface des cellules, aussi appelés ANTRX1 et ANTRX2 respectivement. PA est
alors clivé par une protéase de I’hote de type furine, ce qui génére un fragment PA de 63kDA qui va s’oligomériser en une
hepta-structure. Le facteur Létal (LF) et le Facteur (Edémateux (EF) vont pouvoir se lier a cette structure et former la toxine
Létale (LT) et la Toxine (Edémateuse (ET). Ces structures sont endocytosées dans des vésicules recouvertes de clathrine.
L’environnement acide de 1’endosome entraine alors ’insertion de PA dans la membrane permettant ainsi la translocation de
EF et LF dans le cytoplasme de la cellule. LF est responsable du clivage de MAPK Kinases de par son activité de zinc protéase,
ce qui entraine un relargage excessif de cytokines dans la cellule et déclenche ainsi une apoptose et la mort de la cellule. EF
s’associe a la calmoduline, ce qui lui confére une activité adénylate cyclase lui permettant de convertir I’ATP en AMP cyclique.
A haute concentration, I’AMP cyclique entraine une diminution de la concentration en ions chlorures et une augmentation de
I’entrée d’eau dans la cellule ce qui résulte en cedéme. Il faut noter que lors de la mort de la cellule contaminée, une partie des
toxines peut étre transférée aux cellules non-infectées avoisinantes sous la forme d’exosomes.

Les génes capBCADE, qui codent la capsule extracellulaire de polysaccharide, sont portés par
le plasmide pXO2 (Figure 5). La capsule, de par sa charge négative, permet d’inhiber la phagocytose
par les macrophages en diminuant considérablement 1’adhésion des IgG ou de I’élément C3b de la
réponse du complément a la surface de la cellule (Sharma et al., 2020). La production des toxines et de
la capsule est induite lorsque la température atteint 37°C et que le niveau de CO, augmente, ce qui

correspond aux conditions normales de croissances au sein d’un hote mammifére.
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Figure 5 : Représentation schématique d’une cellule végétative de B. anthracis d’aprés Missiakas and Schneewind, 2017.
En plus des geénes codant pour les toxines (pag, lef, et cya), les plasmides de virulences pXO1 et pXO2 de B. anthracis portent
les génes pour la synthese de la capsule de poly-y-D-acide glutamique (capBACDE) ainsi que la capsule en acide hyaluronique
(hasACB). Le géne hasA porte cependant une mutation le rendant inactif. Les plasmides portent aussi trois génes codant pour
des protéines associées a la S-layer (bslA4, bsIBi et amiA). Le facteur codé par atxA active la synthése des toxines, de la capsule
et de blsA en réponse a des signaux extérieurs (augmentation de la concentration en COz). L’action de AtxA sur capBACDE
est indirecte et passe par le recrutement des facteurs AcpA et AcpB. La capsule est ancrée directement au peptidoglycane a la
surface de la cellule.

B. cereus est principalement connu pour son role dans de nombreux cas d’intoxications
alimentaires se présentant sous forme émétique ou diarrhéique (Dietrich et al., 2021; Jovanovic et al.,
2021). Le syndrome émétique est causé par le céréulide, un dodecadepsipeptide cyclique thermostable,
non ribosomique (Ehling-Schulz et al., 2006). Le céréulide est codé par I’opéron cesHPTABCD, porté
par un méga-plasmide dont la structure s’apparente a pXO1. Le céréulide est préformé dans les aliments
par les cellules végétatives, et n’est pas dégradé lors de leur cuisson ou de leur digestion (Shinagawa et
al., 1996). Le céréulide possede une activité hépatotoxique et agirait comme un ionophore pour I’ion
potassium (Kawamura-Sato et al., 2005). Il perméabiliserait la membrane mitochondriale découplant
ainsi la phosphorylation oxydative. Dans le cas du syndrome diarrhéique d’une intoxication alimentaire
par B. cereus, trois principales entérotoxines ont ét¢ identifiées : Nhe, Hbl et CytK (Dietrich et al., 2021;
Jovanovic et al., 2021), qui agissent par formation de pores et dont l'expression des génes est régulée
par PlcR. Contrairement a la céréulide, les entérotoxines préformées dans les aliments ne contribuent
probablement pas aux symptomes, car elles sont sensibles a la chaleur, aux acides ou aux protéases. Nhe
est une toxine non-hémolytique composée des protéines NheA, NheB et NheC codées par 1’opéron
nheABC (Granum et al., 1999). Le mode d’action du complexe Nhe a été proposé par Didier et al. et est
retranscrit dans la Figure 6 (Didier et al., 2016). Hbl est une toxine hémolytique composée des protéines
Ly, L; et B, codées par I’opéron, #bICDA (Heinrichs et al., 1993; Ryan et al., 1997). CytK est une
cytotoxine, codée par le seul géne cytK dont il existe deux variants : cytK-1 et cytK-2 (Fagerlund et al.,
2004). Les toxines correspondantes : CytK-1 et CytK-2 partagent 89% d’identité de séquence en acides
aminés. Le variant cytK-2 est le plus répandu parmi les espéces du groupe B. cereus, et CytK-2 n'est
probablement pas un facteur de virulence pertinent pour le syndrome diarrhéique (Dietrich et al., 2021).
En revanche, la toxine CytK-1 est clairement impliquée dans la cytotoxicité des souches de l'espece B.

cytotoxicus (Koné et al., 2021).
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Figure 6 : Processus de formation d’un pore par la toxine Nhe d’apreés Didier et al., 2016. (A) en solution NheA est sous
forme de simples molécules solubles tandis que NheB et NheC forment des complexes; (B) Le complexe NheB/C s’attache a
la membrane cellulaire ou des petits pré-pores perméables se forment, de facon indépendante a NheA toujours en solution; (C)
NheA va ensuite se lier aux pré-pores puis changer de conformation suite a cette adhésion ; (D) cette modification de structure
entraine la formation compléte du pore et ainsi la destruction de la cellule cible (E).

Les bactéries du groupe B. cereus possédent aussi des facteurs de virulence communs tels que
les cytolysines dépendantes du cholestérol (CDC), I’inhibiteur Immun A (InhA1) et les phospholipases
C. Les CDCs sont des toxines de types tonneaux § qui agissent par formation de pores (Tweten et al.,
2015). La céréolysine-O (CLO), la thuringiolysine-O (TLO) et I’anthrolysine-O (ALO) sont trois CDCs
qui ont été identifiées chez B. cereus, B. thuringiensis et B. anthracis respectivement (Bernheimer and
Grushoff, 1967; Shannon et al., 2003). Ces toxines sont secrétées sous forme de monomeres solubles
qui vont se lier aux membranes riches en cholestérol ou elles vont s’oligomériser entre elles (Figure 7).
Ces interactions vont conduire a la formation d’une structure stable et d’un pré-pore. Chaque monomeére
va déployer deux épingles a cheveux [ qui vont s’assembler et percer la membrane pour former un pore

trés large (entre 25 et 30 nm en moyenne).
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Figure 7 : Mécanisme de la formation de pores par les Cytolysines Dépendantes du Cholestérol (CDCs) d’aprés Tweten
et al., 2015. Les monoméres de CDC vont s’associer a la membrane via le cholestérol et vont ensuite s’associer entre eux
jusqu’a former des dimeéres stables. Un monomere non 1ié a la membrane ne peut interagir pour former un dimeére. Les
complexes continuent de se lier entre eux jusqu’a former un pré-pore. Les deux faisceaux d’hélice a de chaque CDC se déploient
et se replient en épingles a cheveux  qui s’associent entre eux pour percer la membrane et former le pore en tonneau f3.
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InhA1 est une métalloprotéase a zinc retrouvée chez les bactéries du groupe B. cereus et qui
participe a leur pouvoir pathogeéne. Chez B. cereus, InhA1 est intégrée dans 1’exosporium des spores et
joue un role dans leur survie au sein des macrophages ainsi que dans leur capacité a échapper a la
phagocytose (Charlton et al., 1999; Ramarao and Lereclus, 2006). Chez B. thuringiensis, il existe un
role synergique entre InhA1 et les toxines Cry lors de I’infection orale de Spodoptera littoralis (Dammak
etal., 2015). Ainsi, I’action des protéines Cry sur les cellules intestinales permettrait le passage de InhA1
dans I’hémolymphe ou elle pourrait hydrolyser les peptides antimicrobiens produits par 1’héte. Enfin,
chez B. anthracis, des expériences in vitro et in vivo suggeérent que InhAl envahi les cellules
endothéliales et dégrade la protéine de jonction ZO-1, ce qui contribue a la formation d’une hémorragie
dans le systéme nerveux central de I’hote (Mukherjee et al., 2011).

Les phospholipases C sont des enzymes qui présentent une activité hémolytique et agissent en
clivant les phospholipides directement en amont du groupe phosphate libérant ainsi un diglycéride et un
phospho-alcool. Trois phospholipases C ont ét¢ identifiées chez les espéces du groupe B. cereus, une
phosphatidycholine spécifique (PC-PLC), une phosphatidylinositol spécifique (PI-PLC) et une
sphingomy¢linase (SMase) (Clark et al., 1986; Read et al., 2003; Ghelardi et al., 2007). PC-PLC peut
agir en tandem avec la SMase pour former la céréolysine AB qui est capable de lyser les érythrocytes
humains et porcins (Gilmore et al., 1989; Beecher and Wong, 2000). Chez B. anthracis, il a ét€ montré
que PI-PLC jouait un rdle dans la modulation du systéme immunitaire de 1’hote (Zenewicz et al., 2005).
En effet, en présence de cette phosphatase une diminution de 1’activation des cellules dendritiques est
observée.

c) Phylogénie

Du fait de I’importance des bactéries du groupe B. cereus, leur classification a longuement été
étudiée que ce soit par des critéres phénotypiques (Priest et al., 1988), par comparaison de leurs ARNr
16S (Ash et al., 1991; Bavykin et al., 2004), par 1’étude du polymorphisme de longueur des fragments
amplifiés (ALFP) (Hill et al., 2004), ou par séquencage multi-loci (MLST) (Ko et al., 2004; Olsen et al.,
2007). Ces différentes approches se sont généralement focalisées sur les trois espéces principales que
sont B. cereus, B. thuringiensis et B. anthracis. Les différentes souches de B. anthracis forment toujours
un groupe a part tandis que dans le cas de B. cereus et B. thuringiensis les différentes souches restent
souvent entremélées et il est difficile de séparer les deux especes.

Une étude de 2015 s’est proposée d’analyser preés de 224 souches du groupe B. cereus par une
méthode d’hybridation ADN-ADN digitale (dDDH) et par MLSA basée sur 20 génes de ménage (Liu
et al., 2015b). La technique dDDH est basée sur la méthode phylogénétique GBDP (Genome-Blast
Distance Phylogeny). Elle repose sur la comparaison de régions d’ADN présentant une grande similarité
entre deux génomes, ce qui permet de calculer des distances inter-génomiques et de construire des arbres
phylogénétiques (Auch et al., 2010). Ces distances sont ensuite converties en valeurs dDDH a I’aide du
GGDC (Genome-to-Genome Distance Calculator). La MLST consiste a séquencer plusieurs /oci

(généralement entre 4 et § genes de ménages) et a attribuer un nombre a chaque alléle présent a chaque
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locus (Maiden et al., 1998). Deux all¢les sont considérés comme différents a partir d’un seul nucléotide
changé. En revanche, cette méthode ne donne pas de poids au nombre de nucléotides différents entre
deux alléles et il n’est pas possible de distinguer entre une mutation ponctuelle et des mutations
multiples. Pour une souche donnée, la combinaison des nombres obtenus pour chaque /ocus permet
d’établir un profil allélique. Lors d’une analyse par MLSA, la comparaison entre les souches se fait
directement a partir des séquences d’ADN (Almeida et al., 2010). Cette méthode permet donc de prendre
en compte le nombre de nucléotides modifiés entre deux séquences. La MLST est un outil moléculaire
d’épidémiologie qui permet de différencier des souches au sein d’espéces connues tandis que la MLSA
permet la caractérisation génotypique de souches au sein de groupes de procaryotes plus variés, pouvant
aller jusqu’au genre (Gevers et al., 2005). Les arbres phylogénétiques du groupe B. cereus obtenus selon
I’analyse dDDH et la méthode MLSA sont similaires et permettent de diviser les différentes espéces du
groupe en 30 clusters (Liu et al., 2015b). Le premier cluster est associé a B. anthracis et peut étre divisé
en sous-clusters. Le premier sous-cluster est hautement conservé et composé de 28 souches de B.
anthracis. Les autres sous-clusters sont plus ramifiés et constitués de 20 souches auparavant identifiées
comme appartenant aux especes B. cereus, B. thuringiensis et un Bacillus spp et sont réannotés comme
des B. anthracis anormaux par les auteurs. Il est encore une fois difficile de séparer les souches des
especes B. cereus et B. thuringiensis.

Les résultats de cette étude suggerent également que les génes de virulence portés par les
plasmides pXO1 et pXO2 (Okinaka et al., 1999) ainsi que les geénes cry (Berry et al., 2002) ne peuvent
pas étre utilisés comme critéres de classement phylogénétique. En effet, bien que les plasmides pXO1
et pXO2 ne coexistent que chez B. anthracis, ils sont séparément retrouvés dans d’autres espéces. Ainsi,
le plasmide pXO1 a été identifié dans 43 souches appartenant a 12 espéces différentes et le plasmide
pXO02 est présent dans 50 souches reparties sur 11 espéces. De méme, les génes cry, identifiés chez B.

thuringiensis ont été identifiés dans prés de 57 souches réparties dans 12 clusters.

C. Le groupe B. subtilis

Le groupe B. subtilis est composé a ce jour d’une vingtaine d’especes dont pres de la moitié ont
¢été identifiées ces vingt derniéres années. Le groupe B. subtilis a été tout d’abord formé par les trois
especes B. subtilis, B. licheniformis et B. pumilus avant que soit ajouté B. amyloliquefaciens en 1987 et
B. atropheus en 1989 (Priest et al., 1987; Nakamura, 1989). B. mojavensis et B. vallismortis ont ensuite
¢été ajoutés durant les années 1990 (Roberts et al., 1994, 1996). Enfin, au moins cinq nouvelles especes
ont ¢été¢ découvertes durant les années 2000 dont B. sonorensis, B. tequilensis, ou encore B. velezensis
(Palmisano et al., 2001; Ruiz-Garcia et al., 2005b, 2005a; Gatson et al., 2006; Wang et al., 2007b).

a) Ecologie

L’espéce B. subtilis est omniprésente dans 1’environnement et largement adaptée pour se
développer dans diverses niches de la biospheére. Une des raisons pourrait tre le fait que ses spores sont

facilement transportées dans l'air, et peuvent ainsi migrer sur de longues distances. B. subtilis est

9



Introduction Bibliographique

notamment trés répandue dans le sol, ou elle pourrait avoir un mode de vie saprophyte (Vilain et al.,
2006). La majorité des bactéries du groupe B. subtilis peuvent aussi se développer en association étroite
avec les plantes: ce sont des rhizobactéries capables de favoriser la croissance des plantes (RFPC)
comme B. subtilis, B. licheniformis, B. pumilus, B. amyloliquefaciens, ou encore B. atrophaeus et B.
velezensis (anciennement B. amyloliquefaciens FZB42) (Hossain et al., 2015; Fan et al., 2017a). La
rhizosphére est la fine pellicule de terre autour des racines des plantes. Elle constitue la source de
nutriments primaires de la plante et de nombreux micro-organismes y sont associés, les bactéries étant
les plus représentées. Parmi les RFPC, les genres Pseudomonas et Bacillus sont prédominants
(Radhakrishnan et al., 2017). La colonisation des racines par Bacillus est de nature symbiotique (Figure
8A). Ainsi, la présence de RFPC dans la rhizosphére stimule la croissance des plantes et leur fournit une
protection contre le stress a travers des mécanismes directs ou indirects (Figure 8B) (Blake et al., 2021).
En effet, de nombreux nutriments et oligo-éléments importants pour les plantes, tel que 1’azote, le
phosphore et le fer, se trouvent dans le sol sous une forme inaccessible pour les plantes et doivent donc
étre fixés ou mobilisés au préalable par les rhizobactéries comme B. subtilis (Blake et al., 2021). Les
bactéries du groupe B. subtilis peuvent de plus stimuler la croissance des plantes en produisant des
hormones de croissance végétales ou en induisant leur production dans les plantes a partir de composés
sécrétés (Arkhipova et al., 2005). La protection des plantes par B. subtilis est assurée par la production
de composés antimicrobiens comme par exemple des lipopeptides (surfactine), des exo-enzymes
(protéases) ou des composés volatiles (Chen et al., 2008; Liu et al., 2011; Fan et al., 2017b). Les bactéries
RFPC activent de plus la résistance induite systémique des plantes (Pieterse et al., 2014). Dans cet état,
la plante active des mécanismes de défense latents qui vont s’exprimer lors d’une attaque ultérieure de
la plante par un pathogéne ou un herbivore. Cet état est activé aprés une induction par une premiére
attaque ou la présence de bactéries RFPC. Le premier cas utilise une voie de signalisation impliquant

des acides sialiques et le deuxiéme implique 1’éthyléne et le jasmonate.
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Figure 8 : Avantages des interactions plantes/RFPC pour les plantes d’aprés Figueiredo ez al., 2016 et dos Santos et al.,
2020. A) La présence de bactéries RFPC dans la rhizosphére permet d’améliorer, entre autres, le taux de germination, la vitesse
de croissance des racines, la teneur en chlorophylle, 1’adsorption des nutriments, la tolérance au stress abiotique, la résistance
aux pathogénes ou encore a retarder la sénescence. B) Liste des mécanismes directes et indirectes mis en place par les bactéries
RFPC et permettant d’améliorer la croissance et la résistance des plantes hotes.

Les bactéries RFPC utilisent par ailleurs les exsudats de plantes riches en acides aminés et en
sucre comme source d’énergie et de nutriments (Bhattacharyya and Jha, 2011). Ces exsudats servent
aussi de signaux moléculaires afin d’activer les capacités chimiotactiques de ces micro-organismes et
les attirer vers la rhizosphére. Les nutriments produits et sécrétés dans le sol par les plantes, et
notamment les acides amings, sont détectés par Bacillus via les chimiorécepteurs MCP (Glekas et al.,
2012; Yang et al., 2015). La transduction du signal par les MCP permet de modifier la trajectoire des
bactéries, en direction des nutriments, en changeant soit le sens soit la vitesse de rotation des flagelles.

Aprés avoir migré dans la rhizosphére, les bactéries du groupe B. subtilis forment des biofilms. Un
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biofilm est une association fonctionnelle de micro-organismes attachés les uns aux autres et/ou attachés
a une ou des surfaces ou interfaces, et enrobés d’une matrice polymérique extracellulaire produite par
les micro-organismes (Shemesh and Ostrov, 2020). La formation des biofilms peut étre induite par des
molécules produites par les plantes (Chen et al., 2012; Beauregard et al., 2013). Il a notamment été
montré que I’acide L-malique issu d’un exsudat de plants de tomates favorise la formation de biofilms
par B. subtilis et la protéine kinase KinD a été identifiée comme étant nécessaire a ce processus (Chen
et al., 2012). L’arabinogalactane, la pectine et le xylane sont trois polysaccharides produits par
Arabidopsis thaliana qui stimulent la formation des biofilms chez B. subtilis (Beauregard et al., 2013).
Ces trois polysaccharides peuvent aussi étre digérés, convertis en UDP-galactose et étre ainsi
directement intégrés a la matrice extracellulaire des biofilms de B. subtilis.

Les bactéries du groupe B. subtilis produisent un grand nombre d’enzymes extracellulaires dont
certaines peuvent entrainer l’altération des propriétés organoleptiques de nombreux produits
transformés dans les industries agroalimentaires. Parmi ces enzymes extracellulaires, on retrouve
notamment des protéases, des lipases et des amylases (Harwood and Kikuchi, 2022). B. subtilis code
pour huit protéases extracellulaires. AprE, aussi appelée subtilisine, et NprE sont les plus abondantes et
contribuent a plus de 95% de I’activité extracellulaire de B. subtilis. AprE est une serine protéase alcaline
et NprE une métalloprotéase A neutre. La subtilisine est thermostable, résistante a une large gamme de
pH et sa structure présente des sites de fixation du calcium (Smith et al., 1999; Azrin et al., 2022).

B. subtilis produit aussi deux lipases extracellulaires LipA et LipB (Eggert et al., 2002, 2003).
Les génes lipA et lipB sont régulés différemment en fonction du pH ainsi que de la disponibilité en
acides aminés dans le milieu (Eggert et al., 2003). Ainsi un pH acide entraine la production d’une lipase
LipA sans activité enzymatique mais n’affecte pas LipB. La synthése de LipB est abolie dans un milieu
de culture pauvre tandis que la présence d’acide aminés dans le milieu réprime 1I’expression du géne
lipA. Ces différences d’expression permettent d’assurer une activité lipolytique pour un large éventail
de conditions environnementales. Les régulateurs impliqués dans la synthése de ces lipases n’ont pas
¢été identifiés pour le moment. LipA se replie en six brins B dans un feuillet B paralléle et entouré d’ a-
hélices réparties de part et d’autres du feuillet B (Eggert et al., 2002). Sa conformation s’apparente a
celles d’autres lipases, quoi que plus petite. La structure prédite de LipB s’apparente a celle de LipA.

L’amylase AmyE de B. subtilis est extrémement utilisée dans les industries. C’est une a-amylase
responsable de I’hydrolyse des liaisons internes 1,4-glycosidiques de I’amidon afin de libérer des
produits de plus faible poids moléculaires comme du glucose ou encore du maltose (Pretorius et al.,
1986; Gupta and Rao, 2014). Son activité est diminuée a pH acide (Yang et al., 2013). AmyE est
constituée de trois domaines A, B et C (Yang et al., 2013). Le domaine A, forme un barillet central de
type (P/a)s et correspond au cceur de la molécule. Le domaine B contient un feuillet B a six brins qui
varie entre les différents membres de la famille des a-amylases. Il est probable que ce domaine soit

impliqué dans les différences de spécificité de substrat et de stabilité entre les différentes a-amylases
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(Svensson, 1994). Le domaine C forme un motif de clé grecque et contient la partie C terminale de
I’enzyme.

Ces enzymes peuvent étre la cause d’altérations des propriétés organoleptiques des aliments et
plus particuliérement au sein des industries laitiéres et boulangéres. Elles conduisent a la production de
saveurs et/ou d’odeurs désagréables mais aussi a I’altération de la consistance des produits (voir section
I11-B).

c¢) Phylogénie

Comme pour le groupe B. cereus, les différentes espéces du groupe B. subtilis sont
génétiquement trés proches et difficilement différenciables. L analyse par séquencage de I’ARNr 16S
montre prés de 99% d’identité entre les séquences nucléotidiques des différentes souches (Wang et al.,
2007a; Hossain et al., 2015). Une étude de 2009, basée sur 1’analyse de cinq génes en plus de I’ARNr
16S ainsi que 1’analyse des profils en esters méthyliques d’acide gras (FAME) des différentes souches
a abouti a la description d’une nouvelle sous-espéce : B. subtilis subsp. inaquasorum, ainsi que la
répartition des souches du groupe B. subtilis en cinq clades (Rooney et al., 2009).

Dans une étude de 2016, Zhang et coll. ont étudié I’évolution des souches des especes B. subtilis
et B. amyloliquefaciens en prenant en compte leur biotope d’origine (Zhang et al., 2016). Les auteurs
ont ainsi mis en évidence la présence de génes spécifiques aux souches associées aux plantes. Ces geénes
interviennent principalement dans le métabolisme, la transcription et la synthése de métabolites
secondaires. De plus, chez les souches associées aux plantes, certains geénes sont présents en un plus
grand nombre de copies, notamment des génes impliqués dans la sporulation. L’arbre phylogénétique
issu de cette étude, montre que les especes B. subtilis et B. amyloliquefaciens restent bien distinctes,
mais aussi que les souches associées aux plantes d’une part et les souches non associées aux plantes
d’autre part forment des clusters distincts (Figure 9). Ces résultats ainsi que 1’analyses des génes
suggérent une évolution verticale dépendante de 1’habitat et un réle primordial du transfert horizontal

de génes dans I’évolution des génomes.
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Figure 9 : Evolution de la relation entre les 31 souches du groupe B. subtilis et regroupement hiérarchique d’apres
Zhang et al., 2016. Maximum de vraisemblance phylogénique dérivé de 1’alignement de 1835 genes concaténés. Le symbole
de feuille indique une association aux plantes. La couleur indique 1’origine biogéographique des souches. Tous les nceuds
affichés sur le phylogramme sont soutenus par une valeur de bootstrap > 85% et une probabilité postérieure >0,94 obtenue
apres 0,2M memc générations par une analyse Bayesian. Les cercles noirs indiquent les nceuds les plus importants.

Plus récemment, une analyse dDDH de vingt souches du groupe B. subtilis a permis la définition
de quatre clades : B. subtilis, B. amyloliquefaciens, B. licheniformis et B. pumilus (Figure 10) (Fan et
al., 2017a). Les auteurs se sont plus particulierement intéressés au second clade et ont démontré la
présence de trois groupes monophylétiques distincts correspondant a B. amyloliquefaciens, B. siamensis
et B. velezensis. Ces trois especes se distinguent de B. subtilis par leur capacité a synthétiser des
lipopeptides non ribosomaux de la famille des iturines qui ont une activité antifongique. Ainsi, chez B.
velezensis FZB42, 1a souche modéle de RFPC, prés de 10% du génome code des enzymes de synthése
de composés antimicrobiens et 13 clusters de génes sont dédiés a la synthése de métabolites secondaires
possédant une activité antimicrobienne putative (Fan et al., 2018). Bien que la souche B. subtilis 168
partage de nombreux génes nécessaires a 1’association aux plantes avec la souche B. velezensis FZB42,
elle a perdu sa capacité a former des biofilms au niveau des racines et a améliorer la résistance des
plantes aux maladies. Cette inaptitude s’explique par la domestication de cette souche aux conditions de

laboratoire.
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Figure 10 : Phylogénie des espéces du groupe Bacillus subtilis basée sur le génome des souches représentatives d’apres
Fan et al, 2017. Le core génome de B. cereus ATCC14579 a été utilis€é comme groupe extérieur. Les chiffres romains aux
embranchements désignent les quatre clades identifiés dans 1’analyse. Les nombres aux embranchements désignent le nombre
de séquences codantes calculées pour le core génome d’un sous-ensemble de génomes donné. Afin de vérifier I’exactitude de
I’arbre, plusieurs jeux de donnés ont été générés avec le programme SEQBOOT en utilisant 200 réplicas de bootstrap. La valeur
de bootstrap 200 (100%) est indiquée en dessous des nombres de séquences codantes. Les pourcentages d’identité sont par
rapport aux souches B. subtilis subsp. subtilis 168, B. amyloliquefaciens DSM7, B. licheniformis DSM13 et B. pumilus
SAFRO032 respectivement. A noter que dans le clade II (« amyloliquefaciens ») le groupe avec B. amyloliquefaciens subsp.
plantarum FZB42, B. velezensis KCTC 13012 et B. methylotrophicus KACC 13105 est conspécifique. Il en est de méme dans
le clade IV (« pumilus ») pour le groupe composé de B. altitudinis 41KF2b, B. stratosphericus LAMA 585, et B. aerophilus
C772. L’échelle correspond a 0,1 substitution par site.
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D. La sporulation chez Bacillus

Au sein du phylum des Firmicutes, la capacité a sporuler est potenticllement retrouvée chez six
classes (Bacilli, Clostridia, Erysipelotrichia, Negativicutes, Tissierellia et Limnochordia) (Galperin et
al., 2022). B. subtilis est la souche modéle de I’étude de la sporulation. La sporulation est un processus
biologique de différenciation cellulaire visant a assurer la survie de I’espéce. Ce mécanisme de survie
est activé par les bactéries sporulantes lorsque les conditions environnementales sont impropres a leur
croissance. La sporulation permet la production de spores a partir de cellules végétatives.

Le processus de sporulation se décompose en huit étapes, numérotées de 0 a VII, qui sont
conservées parmi les différentes espéces (Figure 11) (Piggot and Coote, 1976; Tan and Ramamurthi,
2014; Riley et al., 2020). La premicre étape, numérotée 0, correspond a la multiplication normale des
cellules par fission binaire. Lorsque les conditions environnementales ne sont plus favorables a la
croissance, les bactéries s’engagent dans le processus de sporulation et elles entrent dans ’étape 1. Cette
¢tape correspond a la réplication de I’ ADN de la cellule et la ségrégation polaire des deux chromosomes,
formant ainsi un filament axial. Lors de 1’étape II, la cellule se divise de fagon asymétrique par la
formation d’un septum au niveau d’un des poles de la cellule. Le plus grand compartiment correspond
a la cellule mére tandis que le plus petit constitue la préspore. Chaque compartiment contient une copie
du chromosome. L’étape III correspond & un processus qui s’apparente a la phagocytose. La membrane
de la cellule mére s’invagine, ce qui permet I’enveloppement de la préspore (étape dite d’enkystement).
La préspore est alors entourée de deux membranes : une membrane interne qui correspond a la
membrane originale de la préspore et une membrane externe qui provient de la membrane de la cellule
meére. Le cortex est synthétisé pendant 1’étape IV entre ces deux membranes tandis que, dans le ceeur de
la spore, (« core » en anglais), les protéines SASPs (Small Acid-Soluble Proteins) commencent a
s’associer au chromosome de la préspore. Au cours de 1‘étape V, les protéines des tuniques s’assemblent
dans la cellule mére. A cette étape, I’ADN de la préspore est compacté et saturé de SASPs. L étape VI
correspond a 1’étape de maturation des différentes couches de la spore ainsi qu’a la synthése du
dipicolinate dans la cellule mére et son transport dans la préspore. Le coeur de la préspore est alors
partiellement déshydraté et la préspore devient résistante a la chaleur. Enfin, lors de 1°étape VII, la cellule

mere lyse et libére la spore mire dans 1’environnement.
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Figure 11 : Les différentes étapes du cycle de sporulation d’aprés McKenney et al, 2013. L’¢tape 0 correspond a la
multiplication normale de la cellule. Lors de 1’étape I, non représentée ici, I’ADN est répliqué et ségrégué aux deux poles de la
cellule le long d’un filament axial. Lors de I’étape II la cellule mere est séparée de la préspore par la formation d’un septum.
La phase III correspond & I’englobement de la préspore par la membrane de la cellule mere. Les différentes couches de la spore
sont ensuite synthétisées et assemblées lors des étapes IV a VI. Enfin, la cellule mére lyse et libére la spore mature dans
I’environnement lors de I’étape VII. Le processus de germination permet la formation d’une cellule végétative a partir d’une
spore.

L’initiation de la sporulation est contr6lée par une cascade de phosphorylation appelé le
phosphorelais. Le phosphorelais contrdle le niveau de phosphorylation de SpoOA dans la cellule
végétative (Figure 12A) (Burbulys et al., 1991; Vishnoi et al., 2013). Il est constitué de protéines
phosphorylées intermédiaires (SpoOF et Spo0B), de kinases (KinA a KinE) et de phosphatases (Jiang et
al., 2000b; Pompeo et al., 2016).

Des signaux environnementaux, métaboliques ou liés au cycle cellulaire sont pergus par les
différentes kinases et phosphatases impliquées dans le phosphorelais. Lorsqu’elles sont activées, les
kinases KinA-E phosphorylent SpoOF qui transfére son phosphate a Spo0OB qui a son tour le transfére a
SpoOA (Burbulys et al., 1991; Jiang et al., 2000b). Les phosphatases impliquées dans le phosphorelais
sont régulées par des signaux liés notamment a un état physiologique incompatible avec la sporulation
comme par exemple la croissance végétative. Les phosphatases Rap déphosphorylent SpoOF-P tandis
que SpoOE, YnzD et YisI déphosphorylent directement SpoOA-P (Ohlsen et al., 1994; Jiang et al., 2000a;
Perego, 2001; Shafikhani and Leighton, 2004). Il y a ainsi un équilibre entre les activités des kinases et
des phosphatases qui dépend des signaux pergus. Le taux de SpoOA-P au sein de la cellule est dépendant

de cet équilibre. Lorsque I’activité des kinases dépasse celle des phosphatases, la concentration
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intracellulaire en SpoOA-P augmente jusqu’a atteindre un seuil critique qui déclenche le processus de

sporulation de maniére irréversible.

Lorsque le processus de sporulation est engagé, SpoOA-P active la transcription de génes clés
de la sporulation. On parle alors du régulon SpoOA. Ce régulon inclut spollE, et 1’opéron spollAA-
spollAB-spollAC (Wu et al., 1989). Le géne spollE code la phosphatase SpollE, spollAA4 code le facteur
anti-anti-sigma SpollAA, spollAB code le facteur anti-sigma SpolIAB et spollAC code le facteur de
transcription . Dans la préspore, cf est maintenu inactivé dans le complexe SpollAB- cf. Lors de la
division asymétrique de la cellule, SpollE déphosphoryle le facteur anti-anti-sigma SpollAA, qui va
alors se lier au facteur anti-sigma SpolIAB et libérer ¢ (Figure 12B) (Schmidt et al., 1990; Clarkson et
al., 2004). Le facteur " associé a I’ARN polymérase transcrit alors les génes du régulon o qui inclut
les génes spolllG et spollR.

Spo0A-P active également la transcription des geénes spollGA-spollGB. Le géne spollGA code
la protéase SpollGA et spollGB code un précurseur inactif de 6 nommée pro-c* (LaBell et al., 1987).
Pro-c® contient une séquence de 27 acides aminés dans la partie N-terminale qui est clivée par SpolIGA.
L’extrémité N-terminale de la protéase SpollGA est ancrée dans la membrane du septum. La protéine
SpollR, localisée dans la préspore, va interagir avec I’extrémité N-terminale de la protéine SpollGA,
entrainant un changement de conformation de cette derniére. Le domaine protéase a I’extrémité C-
terminale de SpollGA est alors activé. 1l clive alors pro-c® en une forme activée de o* qui est libérée

dans la cellule mére (Figure 12B) (Imamura et al., 2008).
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Le geéne sigK est composé des deux pseudogeénes spolVCB et spollIC séparés par un élément
mobile de 48 kpb nommé skin pour sigK intervening sequence (Kunkel et al., 1990). Le skin est excisé
du génome lors de la sporulation, sous 1’action de la recombinase SpolVCA. La transcription du géne
sigK est sous le controle de oF et SpollID. Le géne sigK code le précurseur pro-c®. Les génes spolVEA
et spol VFB codent les protéases SpolVFA et SpolVFB. La protéine Spol VFB est une métalloprotéase a
zinc localisée dans la membrane de la cellule mére qui est maintenue inactive par les protéines Spol VFA
et BofA en formant un complexe SpolVFB-BofA-SpolVFA (Cutting et al., 1991; Ricca et al.,1992).
Les protéines SpolVB et CtpB clivent la protéine régulatrice SpolVFA qui a son tour active SpolVFB
(Campo & Rudner, 2007). La protéase SpolVFB activée clive alors pro-c* en 6* (Figure 12B).

La germination est le mécanisme cellulaire qui conduit une spore a former une cellule
végétative. Ce mécanisme est généralement déclenché par des molécules de faible poids moléculaire
appelées germinants tels que les acides aminés, les sucres et les dérivés de purines ou des phosphates
ainsi que des facteurs non nutritionnels tels que le lysozyme, le dodécylamine, le dipicolinate de calcium
exogene ou une haute pression (Setlow, 2014a). La germination se décompose en deux phases et implqie
des récepteurs de germination et deux enzymes lytiques du cortex(Figure 13) (Christie and Setlow,

2020).

L-ala / val

Cortex

Germ Cell
Wall

Membrane
Interne

Coeur

Figure 13 : Les étapes de la germination chez B. subtilis, modifié d’aprés Francis et al, 2015. Chez B. subtilis, les
germinants passent a travers les différentes couches externes de la spore jusqu’a la membrane interne ou se trouvent les
différents récepteurs Ger (1). Ici, la L-alanine ou la L-valine rejoint son récepteur de germination spécifique GerA. Cette
interaction germinant/récepteur entraine une légere hydratation du cceur de la spore et I’activation du canal SpoVA (2). Le
dipicolinate de calcium (DPA) du cceur de la spore est alors libéré dans le cortex (3) ou il active ’hydrolase CwlJ responsable
de ’hydrolyse du cortex (4).

Lors de la premiére phase, un récepteur de germination, situé¢ dans la membrane interne de la

spore, est activé par un ou plusieurs germinants qui lui sont spécifiques (Figure 13). Chez B. subtilis,
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les trois récepteurs de germination principaux sont GerA, GerB et GerK. Ces récepteurs sont composés
de trois sous unités A, B et C. Le récepteur GerA est activé par la présence de L-alanine ou de L-valine
tandis que les récepteurs GerB et GerK détectent un mélange de L-asparagine, D-glucose, D-fructose et
K*. 1l a été rapporté qu’une population de spores soumises a de hautes pressions isostatiques germe de
facon hétérogéne. Certaines spores germent rapidement, tandis que d'autres germent lentement ou ne
germent pas. La voie d’activation de la germination en condition de haute pression isostatique n’a pas
encore ét¢ identifiée. Les hautes pressions pourraient agir directement sur un ou plusieurs récepteurs ou
encore agir directement sur la membrane interne des spores (Delbriick et al., 2021). L’activation des
récepteurs Ger déclencherait 1’ouverture d’un canal dans la membrane interne qui entraine la libération
de cations monovalents comme H*, K™ ou Na* puis la libération du dipicolinate de calcium du cceur de
la spore (Vepachedu and Setlow, 2007). Le canal permettant le transport du dipicolinate de calcium est
formé par la protéine SpoVA (Figure 13). Le dipicolinate libéré est remplacé par de ’eau ce qui
augmente le degré d’hydratation du cceur de la spore. La libération du dipicolinate de calcium déclenche
de fagon directe ou indirecte 1’entrée dans la phase deux de la germination.

Au cours de la deuxiéme phase, deux enzymes lytiques du cortex, SleB et CwlJ, sont activées.
Ces deux enzymes dégradent spécifiquement le peptidoglycane du cortex. L hydrolyse du cortex
entraine une expansion et une augmentation de 1’hydratation du cceur de la spore. Une fois le cceur de la
spore completement réhydraté, 1’activité métabolique de la cellule redémarre et conduit a la reprise

d’une croissance végétative (Paredes-Sabja et al., 2011).

II.Les spores de Bacillus

La production de spores est le systéme de résistance mis en place par les Bacillus pour survivre
a toute modification environnementale impropre a la survie de I’espéce. Les capacités de résistance des

spores sont liées a leur structure particulicre.

A. Les structures internes des endospores

Chez les Bacillus, les endospores sont de forme ovale et elles sont constituées de couches concentriques
(Figure 14A) (McKenney et al., 2013). Au centre de la spore se trouve le coeur qui contient I’ADN. Le
ceeur est délimité par une membrane recouverte du « germ cell wall », du cortex et des tuniques. Si la
structure des spores est globalement conservée au sein du genre Bacillus, il existe cependant un
polymorphisme de la couche la plus externe des spores. Chez les bactéries du groupe B. subtilis, le
« crust » est la couche la plus superficielle de la spore tandis que chez les bactéries du groupe B. cereus
la couche la plus externe est I’exosporium (Figure 14B et 14C) (Gerhardt and Ribi, 1964; McKenney
et al., 2010; Faille et al., 2014b).

20



Introduction Bibliographique

Chromosome
Coeur

Membrane interne

Cortex
Membrane externe

Couche basale

Tunique interne
Tunique externe

Crust / Exosporium
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Figure 14 : Structure des spores d’aprés McKenney, Driks, and Eichenberger 2013. A) Schéma des différentes couches
composant la spore. Le coeur au centre contient le chromosome. Viennent ensuite la membrane interne, le cortex formé de
peptidoglycane et la membrane externe. La couche basale, et les deux tuniques sont riches en protéines. Enfin la couche la plus
externe varie selon les espéces. Le crust est retrouvé chez les bactéries du groupe B. subtilis tandis que 1’exosporium est observé
chez les bactéries du groupe B. cereus. B) Observation d’une spore de B. subtilis en microscopie électronique apres coloration
au rouge de ruthénium. C) Observation d’une spore de B. anthracis en microscopie €électronique apres coloration au rouge de
ruthénium.

21



Introduction Bibliographique

Le cceur contient ’ADN de la spore, de petites protéines solubles (« Small Acid Soluble
Proteins » ou SASPs) et de 1’acide dipicolinique et de nombreuses enzymes. Il se caractérise par une
faible teneur en eau. L’ADN est condensé et enroulé autour de SASPs de type o/p entrainant une
conformation en hélice de type A (Setlow, 1992). Cette conformation, qui est favorisée par la faible
hydratation du ceeur, se caractérise par un plus grand nombre de paires par tour et un sillon mineur plus
large par rapport a une conformation de type B. Cette conformation en hélice de type A confére a I’ADN
une plus grande résistance a certains agents chimiques génotoxique ou mutagénes (Nicholson et al.,
2000). L’acide dipicolinique du cceur est associé¢ a des cations divalents comme le calcium, le
magnésium ou le manganése (Nicholson et al., 2000). Des acides ribonucléiques (ARNr, ARNt, ARNm)
et des ribosomes sont également retrouvés au sein du cceur (Setlow and Christie, 2020). Ces acides
ribonucléiques seraient des « vestiges » du processus de sporulation. En effet, ’activit¢ ATPase dans le
cceur de la spore est trop basse pour témoigner de la synthése de protéines et les ARN présents se
dégradent au cours du temps. La faible teneur en eau du cceur ainsi que la présence de minéraux jouent
un réle clé dans la résistance des spores a la chaleur humide (Nicholson et al., 2000; Setlow, 2014b). Le
dipicolinate présent dans le cceur de la spore permet le maintien de ces deux parametres (Paidhungat et
al., 2000). En I’absence de dipicolinate, le cceur de la spore est plus hydraté, moins minéralisé et la
résistance a la chaleur humide diminue. Le cceur est délimité par la membrane interne qui est recouverte
d’un peptidoglycane primordial ou « germ cell wall ». La composition et la structure du « germ cell
wall » s’apparente a celle du peptidoglycane d’une cellule végétative. Il est constitué de longues chaines

de glycanes liées entre elles par des chaines latérales penta-peptidiques (Figure 15).
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Figure 15 : Structure et composition du peptidoglycane primordial chez B. subtilis, modifié d’aprés Smith et al, 2000.

GlcNAc : acide N-acétyl-glucosamine ; MurNAc : acide N-acétyl-muramique ; Ala : alanine ; Glu : glutamate ; A2pm : acide
meso-diaminopimelique.
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Les chaines de glycanes sont constituées de la répétition d’un disaccharide constitué de N-
acétylglucosamine (GIcNAc) et d'acide N-acétylmuramique (MurNAc) liés par une liaison osidique [3-
1,4 (Angeles and Scheffers, 2020; Christie and Setlow, 2020). Les peptides, de séquence L-Ala-D-Glu-
A2pm-D-Ala-D-Ala, sont liés aux glycanes par I’intermédiaire des groupements carboxyles des résidus
d’acide N-acétylmuramique. Les liaisons entre les peptides se forment entre 1’acide meso-
diaminopimelique d’un peptide avec la D-Alanine en position 4 d’un autre peptide.

Le cortex est principalement constitué d’un peptidoglycane qui a une structure spécifique.
Comme le peptidoglycane primordial, il présente une répétition de résidus GIcNAc et MurNAc. En
revanche, dans le peptidoglycane du cortex, 50% des résidus MurNAc sont sous la forme d-lactame
(Figure 16) (Angeles and Scheffers, 2020). Les résidus 6-lactame n’ont pas de role dans la dormance et
la déshydratation des spores mais ils sont la cible d’enzymes corticolytiques lors de la germination. Les
résidus do-lactame ne possédent pas de groupement carboxyles. 11 en résulte que le nombre de liaisons
peptidiques entre les chaines de glycanes est fortement réduit (Angeles and Scheffers, 2020). De plus,
15 225 % des résidus MurNAc ont leurs chaines latérales raccourcies a un simple résidu L-Ala (Popham
and Bernhards, 2015). Ainsi, le taux de réticulation du cortex est estimé a 2,9% soit le plus faible taux

de réticulation connu pour du peptidoglycane (Figure 16).
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CH,
Figure 16 : Structure et composition du peptidoglycane du Cortex chez B. subtilis, modifié¢ d’aprés Smith et al, 2000.

GlcNAc : acide N-acétyl-glucosamine ; MurNAc : acide N-acétyl-muramique ; 8-MurNAc : acide §-lactame-muramique ;
Ala : alanine ; Glu : glutamate ; A>pm : acide meso-diaminopimelique.

Le cortex constitue une structure de résistance mécanique des spores face a la forte pression
osmotique générée par la concentration importante des solutés dans le cceur. Le cortex pourrait jouer un
role dans la création et le maintien de 1’état compressé de la membrane interne pendant la sporulation et

ce, jusqu’a la germination (Angeles and Scheffers, 2020; Christie and Setlow, 2020).
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Chez B. subtilis, les tuniques sont constituées de trois couches : la couche basale, la tunique
interne et la tunique externe (Figure 17). Les tuniques sont principalement constituées de protéines.
Plus de 80 protéines ont été identifiées comme constitutives des tuniques, ce qui représente pres de 30%
du nombre total de protéines de la spore (Driks and Eichenberger, 2016). En microscopie électronique,
la tunique interne a une apparence lamellaire tandis que la tunique externe est plus épaisse et plus dense

aux ¢électrons (Driks and Eichenberger, 2016).

Core Cortex; Basementlayer Innercoat  Outer coat Crust
: i : :

K 4
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‘YhaX | | CotD CotT YaaH | |CotA CotM CotO
LipC YheD| | Cwl) YuzC OxdD | | CotS YncD YtxO

Figure 17 : Organisation et composition des tuniques et du crust d’aprés McKenney et al, 2013. Les protéines
morphogénétiques sont représentées par des ronds.

La formation de chacune des trois couches nécessite des protéines morphogénétiques qui sont
produites précocement pendant la sporulation. Lors d’études de génétique inverse, 1’observation de
spores en microscopie €lectronique a permis d’identifier cing protéines morphogénétiques des tuniques :
SpolVA, SpoVM, SpoVID, SafA et CotE (Figure 18) (McKenney et al., 2013; Driks and Eichenberger,
2016; Kraj¢ikova et al., 2021). Ces protéines morphogénétiques recrutent et assemblent les protéines
des tuniques. Elles assurent ainsi la propagation des tuniques autour de la préspore. L’assemblage des
tuniques par les protéines morphogénétiques a lieu dans la cellule mére des bactéries au cours de la
sporulation (Figure 18). Il se déroule en deux étapes : i) La couche basale est synthétisée au cours de
I’étape d’enkystement de la préspore par la membrane de la cellule végétative et ii) les tuniques interne
et externe sont synthétisées au cours de 1’étape V de la sporulation. L’assemblage de chacune des
tuniques dépend de protéines morphogénétiques spécifiques (Figures 17). SpolVA et SpoVID sont
essentielles a la formation de la couche basale, SafA contréle l'assemblage de la tunique interne et CotE
est nécessaire a 1'assemblage de la tunique externe. La localisation des protéines morphogénétiques

nécessite la présence de 'ATPase SpolVA deés le début de 1’enkystement (Castaing et al., 2013). La
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localisation de SpolV A a la surface de la préspore implique une interaction avec SpoVM, un peptide de
26 résidus qui reconnait la courbure positive de la membrane externe de la préspore (Ramamurthi et al.,
2009; Kim et al., 2017). SpolVA recrute également SafA et CotE qui sont nécessaire a la deuxiéme
¢tape de I'assemblage des tuniques. Les tuniques protégent le cceur et le cortex de la spore des produits
chimiques et enzymes lytiques ainsi que de la digestion de la spore par des nématodes ou des
protozoaires (Setlow, 2014b). En effet, les tuniques sont semi-perméables et ne laissent passer en général
que des molécules de moins de 5 kDa. En revanche, elles sont perméables aux germinants qui peuvent
ainsi accéder a leurs récepteurs dans la membrane interne. Les tuniques participent également a la
résistance des spores a des espéces réactives de I’oxygene tel que le peroxyde d’hydrogéne. En revanche,

elles ne participent pas a la résistance aux UV ou a la chaleur humide (Nicholson et al., 2000).

Stages of sporulation Morphology of sporangium Stages in coat assembly/imaturation
Asymmetric division ot Synthesis of of-dependent coat
proteins
forespore mother cell
Enaulfment Multilayered coat scaffold
g assembles on mother cell
proximal pole
Synthesis of o*-dependent coat proteins
Post-engulfment/ Multilayered coat scaffold assembles on
phase dark spores ok mother cell distal pole
Completion of cortex synthesis Spore 1t by b layer
is complete

Phase bright spores =
Partial dehydration of spore core s Gompletion O'tc:m i:‘sserl:triy
and import of Ca?*-DPA pore encasement by all coat layers

Spore coat maturation continues

Spore release/mother cell lysis (cross-linking of coat proteins)
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peptidoglycan
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Figure 18 : Schéma représentant I’assemblage des tuniques au cours de la sporulation chez B. subtilis d’aprés Driks and
Eichenberger 2016. La colonne de gauche représente les différentes étapes de la sporulation lors du suivi en microscopie
(MET, microscopie a contraste de phase ou microscopie a fluorescence avec une coloration de la membrane). La colonne
centrale et celle de droite représentent les différentes étapes de la morphogenése des différentes couches formant les tuniques
de la spore.
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B. L’exosporium chez B. cereus

La couche la plus externe chez les bactéries du groupe B. cereus est appelé exosporium.
L’exosporium a été mis en évidence en 1876 par Robert Koch chez B. anthracis (Koch, 1876; Fliigge,
1886; Stewart, 2015). La structure et 1’organisation de 1’exosporium ont, par la suite, été mise en
évidence par microscopie électronique (Ball et al., 2008; Faille et al., 2010a; Kailas et al., 2011;
Rodenburg et al., 2014). Au sein du groupe B. cereus, I’exosporium est constitué d’une enveloppe
protéique, la couche basale, qui est recouverte d’appendices (« hairlike nap) (Figure 19A). 11 est séparé
des tuniques par un interespace et il est ancré a la tunique externe par des interactions protéines-protéines
(Henriques and Moran, Jr., 2007; Stewart, 2015). Ces interactions impliquent notamment la protéine
CotE et des protéines de I’exosporium telles que ExsY et CotY (Boydston et al., 2006; Lablaine et al.,
2021). La protéine ExsY est la principale protéine de structure de la couche basale (Terry et al., 2017).
En effet, lorsqu’elle est produite dans un hote hétérologue, la protéine ExsY de B. cereus est capable de
s’auto-assembler et de former une structure en nid d’abeille qui ressemble a la couche basale de

I’exosporium (Figure 19B).
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Figure 19 : L’exosporium chez les bactéries du groupe B. cereus. A) Spore de B. anthracis observée au microscope
¢électronique d’aprés Stewart 2015. Les fléches indiquent les différentes couches observables avec notamment la mise en
évidence de I’interespace entre les tuniques et 1’exosporium, la couche basale et la structure « hair nap » a la surface de la spore.
B) Représentation schématique de la structure possible de 1’exosporium des spores de B. cereus d’aprés Kailas et al., 2011. La
couche basale de 1’exosporium forme un réseau bidimensionnel de cupules s’ouvrant sur I’extérieur (nid d’abeille). Les fibrilles
de type collagéne sont formées par la protéine BclA et ancrées a la surface par les protéines ExsFA, ExsFB et ExsK en formant
avec elles un complexe de haut poids moléculaire.

Au sein du groupe B. cereus, les appendices a la surface de la couche basale sont principalement
composés de la glycoprotéine BclA (Figure 19B). La glycoprotéine BclA est nécessaire a la formation
des appendices et elle forme un complexe de haut poids moléculaire avec ExsFA, ExsFB et ExsK
(Sylvestre et al., 2005; Severson et al., 2009). Les protéines ExsFA (ou BxpB) et ExsFB jouent un role
clé dans la localisation de BclA sur la couche basale. L’importance de BclA dans la formation des
appendices s’explique par la structure de cette glycoprotéine. La région centrale de BclA contient un
domaine « collagen-like » (CLR) composé de répétition du motif GXX. Il peut y avoir de 17 a 91
répétitions de ce motif et la longueur des filaments a la surface de la spore est directement corrélée au

nombre de répétitions (Sylvestre et al., 2003). Des enzymes sont aussi retrouvées au sein de la couche
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basale de I’exosporium. L’alanine racémase Alr ainsi que les hydrolases d’inosine LunA et LunH sont
impliquées dans la régulation de la germination de la spore (Redmond et al., 2004; McKevitt et al.,
2007). De plus, les superoxydes dismutases SODA1 et SODI15 jouent un réle dans la résistance des
spores aux stress oxydatifs (Cybulski et al., 2009).

C. Le crust chez B. subtilis

Le crust a été mis en évidence pour la premicre fois lors d’observations en microscopie de
fluorescence visant a définir la localisation de protéines des tuniques. Cette observation a ensuite été
confirmée en microscopie €lectronique en transmission apres contre-coloration de coupes de spores au
rouge de ruthénium (Waller et al., 2004; Imamura et al., 2010; McKenney et al., 2010). Plus récemment,
de nouvelles observations en microscopie électronique ont montré que le crust est un caractére partagé
par la plupart des spores du groupe B. subtilis (Faille et al., 2014b; Shuster et al., 2019a). Cependant, la
morphologie du crust varie d’une espece a ’autre et parfois d’une souche a I’autre au sein d’une méme

espéce (Figure 20).

B. subtilis PY79 B. amyloliquefaciens 98/7 B. clausii R31000 B. licheniformis 12/6

B. subtilis PY79 B. subtilis natto Takahashi

Figure 20 : Observation en microscopie électronique du crust de spores de différentes souches de Bacillus apres
coloration au rouge de ruthénium. (A) Comparaison de la morphologie du crust a la surface des spores de différentes especes
de Bacillus d’apres Faille et al., 2014. Le crust présente une structure « hair-like nap » qui s’apparente a celle de I’exosporium
chez les spores des souches B. subtilis PY79 et B. amyloliquefaciens 98/7 mais semble plus épais a la surface des spores
produites par B. amyloliquefaciens 98/7 (fleches blanche et violette). Les filaments du crust s’assemblent et forment des pointes
plus épaisses tout autour de la spores (fleche bleue) chez B. clausii R31000, tandis que les spores de la souche B. licheniformis
12/6 présentent, quant a elles, des filaments beaucoup plus longs et flexueux (fléche noire). (B) Observation de la morphologie
des tuniques et du crust chez deux souches de B. subtilis d’aprés Shuster et al., 2019. Les spores de la souche B. subtilis PY79
présentent un cortex (Cx, indiqué par la fléche blanche), une tunique interne d’apparence lamellaire (Ic, fléche jaune), une
tunique externe dense aux électrons (Oc, fleche orange) et un crust (Cr, fléche rouge). En comparaison, les spores de la souche
B. subtilis natto Takahashi présentent aussi un cortex, et les deux tuniques mais pas de crust a leur surface. L’échelle correspond
a200nm.
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Chez B. subtilis le crust présente des filaments de type « hair-like nap » tandis que chez B.
clausii les filaments s’assemblent pour former des pointes plus épaisses tout autour de la spore. Enfin,
chez B. licheniformis, ces filaments sont plus longs et plus flexueux (Figure 20A) (Faille et al., 2014b).
En revanche, les spores d’autres souches du groupe B. subtilis n’ont pas de crust observable en MET.
Par exemple, la souche B. subtilis natto Takahashi, utilisée dans 1’industrie agro-alimentaire, ne semble
pas présenter de crust a sa surface (Shuster et al., 2019a) (Figure 20B).

Au méme titre que 1’exosporium de B. cereus, le crust des spores des bactéries du groupe B.
subtilis est composé de protéines et de glucides.

Six protéines majeures ont été identifiées comme faisant parties du crust : CgeA, CotV, CotW,
CotX, CotY et CotZ (Zhang et al., 1993; Imamura et al., 2010; McKenney et al., 2010). Les génes codant
les protéines CotV, CotW, CotX, CotY et CotZ font partie de deux opérons contigus sur le génome de
B. subtilis tandis que le géne cgeA est situé dans un opéron situé en aval et qui contient des génes codant

notamment des glycosyltransférases (Figure 21) (Zhang et al., 1993; Roels and Losick, 1995).
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Figure 21 : Organisation des génes codant les protéines du crust. Les promoteurs des génes sont sous la régulation du
facteur o*.

Les protéines CotV, CotW, CotX, CotY et CotZ ont pendant longtemps été considérées comme
appartenant a la tunique externe (Goldman and Tipper, 1978; Zhang et al., 1993). En effet, les protéines
CotW, CotY, CotX et CotZ ont initialement été identifiées dans la fraction insoluble de la tunique.
Cependant, il a ensuite ét¢é montré que 1’inactivation des génes cotX, cotY et cotZ n’entraine pas de
déstructuration de la tunique externe ou de modifications des propriétés de résistance des spores a la
chaleur ou au lysozyme (Zhang et al., 1993). Plus récemment, des expériences de double hybride, de
microscopie a force atomique (AFM) et de pull-down ont mis en évidence les interactions qui
s’établissent entre les protéines du crust ainsi qu’entre les protéines du crust et les tuniques (Kraj¢ikova

et al., 2009, 2017; Jiang et al., 2015; Liu et al., 2015a, 2016a, 2016b). Des expériences utilisant des
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protéines du crust fusionnées avec la Green Fluorescent Protein (GFP) ont également permis d’établir
la localisation et I’interdépendance des protéines entre elles (McKenney et al., 2010; Bartels et al., 2019;

Shuster et al., 2019a). L’ensemble de ces données sont reprises dans les Tables 1 et 2.

Table 1 : Résumé des dépendances génétiques pour la localisation des protéines du crust et de la tunique externe d’apres
Shuster et al., 2019. L’ensemble de ces données ont été obtenues selon les études de McKenney et al., 2010; Wang et al.,
2009; Eichenberger et al., 2003; Webb et al., 1995.

Table 2 : Résumé des interactions protéine-protéines d’aprés les essais en double hybride de Kraj¢ikova et al., 2017.

Protéine Interaction Forte Inte ractio.n
Intermediaire

CgeA CotY CotO, CotW, CotZ
CgeB ND ND
CotV CotW, CotY, CotZ
CotW CotV CgeA, CotX
CotX CotW
CotY CgeA, CotV, CotZ CotE, CotO
CotZ CotV, CotY
CotO CgeA, CotY
CotE CotY
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1. CotV et CotW

La protéine CotV est constituée d’une large proportion d’isoleucine (18%), de leucine (11%), et
de valine (7%) qui lui confére un caractére hydrophobe (Zhang et al., 1993). Elle partage avec CotX des
domaines de protéine communs (superfamille de CotX) (Bartels et al, 2019). La protéine CotW semble,
quant a elle, étre hydrophile en raison de sa composition trés élevé en résidus chargés en lysine (18%),
arginine (5%), acide glutamique (18%) ainsi qu’en acide aspartique (Zhang et al., 1993). De plus, il
s’agit de la seule protéine du crust a avoir une charge positive a pH neutre (Dubois, communication
personnelle). Des expériences de double hybride ont montré que CotV et CotW interagissent et que
I’interaction entre ces deux protéines est la plus importante parmi toutes les protéines du crust
(Krajéikova et al., 2017). La protéine CotV interagit également avec CotY, CotZ et CgeA ainsi qu’avec
deux protéines de la tunique externe (YknT et CotM). La protéine CotW interagit avec CgeA, CotX et
CoY ainsi qu’avec CotM et YtxO, deux protéines de la tunique externe. Par ailleurs, lorsque les protéines
CotV et CotW sont surexprimés chez E. coli, elles s’auto-organisent en complexes et forment des fibres
unidimensionnelles (Jiang et al., 2015). La localisation de la protéine CotW est complétement
indépendante de la présence des autres protéines du crust, y compris de CotZ (Bartels et al., 2019;
Shuster et al., 2019a). Enfin, I’observation en MET des spores des mutants AcotV et AcotW a montré
que le crust de ces mutants est plus fin, moins structuré et moins bien ancré a la surface des spores que
le crust des spores de la souche parentale (Figure 22) (Shuster et al., 2019a). L’ensemble de ces données
suggere que les fibres formées par le complexe protéique CotV-CotW participent a la structure du crust

et a son ancrage a la tunique externe.

L’observation en microscopie a épifluorescence d’une protéine fusion entre CotZ et la Green
Fluorescence Protein (GFP) a montré que CotZ se localise a la surface de la spore indépendamment des
autres protéines du crust (Shuster et al., 2019a). De plus, la localisation correcte de toutes les autres
protéines du crust (CotY, CotX, CotV et CgeA) est dépendante de CotZ, ce qui suggere que CotZ est
une protéine morphogénétique majeure du crust (Imamura et al., 2010; Shuster et al., 2019a). La protéine
CotZ est homologue a la protéine de structure CotY. En effet, elle présente 54% d’identité et 70% de
similarité avec cette derniére (Zhang et al., 1993). Par ailleurs, la protéine CotZ contient un pourcentage
¢levé de résidus cystéine (6.7%) qui pourrait contribuer a la formation d’homo-multiméres ou d’hétéro-
multimeres avec la protéine CotY. Des expériences de double hybride, d’AFM et de pull-down ont
permis de confirmer 1’existence d’une interaction entre CotZ et CotY (Krajcikova et al., 2009, 2017;
Liu et al., 2015a). CotZ interagit également avec CotV et CgeA ainsi qu’avec des protéines de la tunique
externe (CotA, CotO, CotE et YknT) (Liu et al., 2016b; Kraj¢ikova et al., 2017). En microscopie
¢lectronique en transmission (MET), le crust des spores d’un mutant AcotZ est attaché aux poéles de la
spore mais il ne ’entoure plus et des altérations de la tunique externe sont observées (Figure 22)
(Shuster et al., 2019a). L’ensemble de ces données indique que CotZ est une protéine de structure et une

protéine morphogénétique majeure qui est au sommet de la hiérarchie de I'assemblage du crust.
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L’observation en microscopie a épifluorescence de protéines fusions dans des mutants de génes
qui codent les protéines du crust, a permis de montrer que CotY est 'une des protéines
morphogénétiques du crust (McKenney et al., 2010, 2013; Shuster et al., 2019a). La protéine CotY
semble également étre la protéine la plus abondante du crust (Bartels et al 2019). Comme CotZ, la
protéine CotY est riche en cystéine (9.3%) et elle pourrait former des ponts disulfures intramoléculaires
et intermoléculaires, notamment avec la protéine CotZ (Zhang et al., 1993). En accord avec les résultats
précédents, des expériences de double hydride et d’AFM ont montré que la protéine CotY interagit
fortement avec elle-méme, ainsi qu’avec des protéines de la tunique externe (CotE, YknT, Cotl, CotA,
CotM et CotQ) et du crust (CotZ, CotV et CgeA) (Liu et al., 2016a; Krajc¢ikova et al., 2017). Dans un
héte hétérologue, la protéine CotY s’auto-assemble en multiméres homotypiques pour former des
structures hexameériques qui peuvent ensuite s’associer pour former un cristal multicouche (Jiang et al.,
2015). Enfin, en MET, les spores d’un mutant AcotY ne présentent plus que quelques fragments de crust
a leur surface (Figure 22) (Shuster et al., 2019a). L’ensemble de ces données indiquent que CotY est a

la fois une protéine morphogénétique et la protéine de structure majeure du crust.

B. subtilis PY79 AcotX

AcotV AcotW AcgeA

Figure 22 : Observation du crust de spores chez les mutants des protéines du crust en microscopie électronique aprés
coloration au rouge de ruthénium d’apreés Shuster ez al., 2019. Les spores de la souche Wild Type B. subtilis PY79
présentent une tunique externe (Oc, indiquée par la fléche orange) ainsi qu’un crust (Cr, indiqué par la fléche en rouge). Les
spores du mutant 4cotX présentent aussi un crust a leur surface. En revanche celui est moins bien accroché a la surface de la
spore et peu se détacher lors de traitements trop vigoureux. Chez le mutant AcotY, des 1ésions peuvent étre observées a la
surface de la tunique externe. Il n’y a pas de crust autour de la spore méme si des fragments accrochés a la tunique peuvent étre
observés (fleche rouge). Les spores du mutant AcotZ n’ont pas de crust présent a leur surface et présentent de plus des défauts
au niveau de la tunique externe. Les mutants AcotV et AcotW présentent un crust a la surface de leurs spores. En revanche celui-
ci semble moins bien ancré et est parfois séparé de la tunique externe (indiqué par des fléches noires). Les spores du mutant
AcgeA présentent un crust qui ballonne autour de la spore et qui semble ancré de fagon plus lache, avec moins de points de
contact. L’échelle correspond a 200nm.
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CotX est la troisiéme protéine morphogénétique du crust. En effet, Il a été montré que CotX est
essenticlle a la localisation correcte de CotY et CgeA au sein du crust (Shuster et al., 2019a). CotX est
riche en cystéine (4%), lysine (4.6 %) et glutamine (4.6 %) et elle pourrait former des complexes avec
CotY et CotZ par I'intermédiaire de ponts disulfures et de liaisons de type isopeptidiques e-(y-
glutamyl)lysine (Zhang et al., 1993). Des expériences de microscopie a force atomique suggérent
¢galement que CotX interagit avec CotE (Liu et al., 2016a). Cependant, ces interactions sont infirmées
par des expériences de double hybride qui indiquent que CotW est la seule protéine a interagir avec
CotX (Kraj¢ikova et al., 2017). De plus, des expériences de MET ont montré que le crust d’un mutant
AcotX est assemblé, mais faiblement attaché a la surface des spores, ce qui suggére que CotX joue un
role dans I'ancrage du crust a la surface des spores (Figure 22) (Shuster et al., 2019a). L’ensemble de
ces données suggere que CotX est une protéine morphogénétique mineure et une protéine de structure
qui participe a I’ancrage du crust a la surface de la spore par son interaction avec les complexes

fibrillaires CotV-CotW.

Des expériences de double hybride ont montré que la protéine CgeA forme des interactions
fortes avec elle-méme, ce qui suggére qu’elle forme des homo-multimeéres (Krajéikova et al., 2017).
CgeA interagit également avec des protéines des tuniques (YnkT, YIbD, CotA, CotE, OxdD, CotO et
GerQ) et du crust (CotY, CotZ, CotV et CotW). En microscopie €lectronique, les spores d’un mutant
AcgeA ont un crust correctement assemblé mais ancré de fagon plus lache a la surface des spores (Figure
22) (Shuster 2019). L’observation en microscopie a épifluorescence d’une protéine fusion entre CgeA
et la Green Fluorescent Protein (GFP) a montré que la protéine CgeA est présente en faible quantité a la
surface des spores et qu’elle est principalement localisée au niveau des poles (Bartels, 2019). Il a
¢galement été montré que CgeA n’est pas nécessaire a [’assemblage ou a la localisation des autres
protéines du crust (Imamura et al., 2011; Bartels et al., 2019; Shuster et al., 2019a). En revanche, son
recrutement et/ou sa localisation a la surface de la spore est dépendant des protéines morphogénétiques
CotX, CotY et CotZ (Shuster et al, 2019). Enfin, dans un mutant AcotW, la protéine CgeA est bien
localisée a la surface des spores a la fin de la sporulation. Cependant, elle se décroche progressivement
de la surface des spores et elle est majoritairement localisée dans le milieu de culture deux jours apres
la fin de la sporulation (Shuster et al., 2019a). L’ensemble de ces données indiquent que i) CgeA n’est
pas une protéine morphogénétique, ii) qu’elle est en bas de la hiérarchie de I’assemblage des protéines
du crust et iii) qu’elle pourrait participer a I’ancrage du crust aux tuniques en interagissant avec CotY et

les complexes fibrillaires CotV-CotW.

En se basant sur ’ensemble de ces données nous pouvons proposer un modele d’organisation

de la partie protéique du crust représenté dans la Figure 23.
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Les deux protéines CotV et CotW forment des complexes fibrillaires qui permettent I’ancrage
du crust a la tunique externe. Cet ancrage est solidifié par la présence de CgeA qui interagit avec les

protéines de la tunique externe, les complexes fibrillaires et CotY. CotY forme la structure principale

du crust et interagit de plus avec CotZ et CotX.
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Figure 23 : Proposition d’un modéle quant a I’organisation de la fraction protéique du crust. La structure principale du
crust est formée majoritairement par CotY. Les protéines CotZ et CotX sont aussi intégrées dans cette structure. CotV et CotW
interagissent ensemble pour former des fibres qui vont permettre d’ancrer le crust a la tunique externe. CgeA consolide cet
ancrage en interagissant avec CotV et CoW ainsi qu’avec plusieurs protéines de la tunique externe et CotY au niveau du crust.
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Si la structure et la composition de la fraction protéique commencent a étre élucidées, peu de
données existent concernant les glucides du crust. Il a été montré que le crust contient du rhamnose, du
quinovose, de la glucosamine, du glucose ainsi que de 1’acide muramique (Faille et al., 2014b).
Cependant, la localisation, la structure et ’ancrage de ces glucides a la surface des spores restent a
définir. Plusieurs études récentes ont identifié dans le génome de B. subtilis des opérons de génes codant
des glycosyltransférases dont la transcription est dépendante de o et 6* (Bartels et al., 2019; Shuster et
al., 2019b) (Figure 24). Ces études ont démontré 1’implication de ces génes candidats dans la synthése
du crust. En revanche, la fonction de ces génes dans le processus de biosynthése des glycanes n’a pas
¢été étudiée, a I’exception notable des génes sps. Dans ce chapitre, un état des lieux des connaissances

actuelles du réle de chaque loci dans le processus de biosynthése des glycanes du crust est proposé.

K

K

[ f 51 S spsl sps) spsK spslL

cgeB spsM-5" spsM-3*
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yfnH yfnG yfnF yfnE yfnD

Figure 24 : Loci des génes impliqués dans la biosynthése de la partie glycanique du crust d’aprés Shuster et al., 2019.
Les facteurs sigma impliqués dans la transcription des différents génes sont indiqués.

L’opéron spsABCDEFGIJKL est constitué de 11 génes transcrits a partir d’un promoteur
dépendant de o situé en amont du géne spsA. Le géne spsM, positionné en amont dans le génome est
associé a cet opéron (Figure 24) (Cangiano et al., 2014). Ces génes font de plus partie du régulon GerE.
La délétion de 1’opéron spsABCDEFGIJKL n’affecte pas la formation de la tunique externe ou la
structure protéique du crust (Cangiano et al., 2014). Les auteurs ont cependant noté une germination
plus lente et moins efficace des spores de la souche PY79 produites en absence de cet opéron. De plus,
les spores produites par ce mutant sont beaucoup plus hydrophobes que les spores d’une souche sauvage.
Du fait de cette hydrophobicité élevée, les spores du mutant AspsABCDEFGIJKL forment des agrégats
et montrent aussi une meilleure capacité d’adsorption de protéines hétérologues (Cangiano et al., 2014).

Ces résultats démontrent donc un role des geénes spsABCDEFGIJKL dans les propriétés de surface des
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spores chez B. subtilis. Les fonctions des genes spsABCDEFG lors de la biosynthése du crust n’étaient
cependant pas élucidées.

Le géne spsA code une glycosyltransférase putative (Tarbouriech et al., 2001; Cangiano et al.,
2014). SpsA serait une invertile transférase qui posséde un domaine GT2 (Tarbouriech et al., 2001).
L’étude de sa structure cristallographique suggére que le rhamnose pourrait étre le substrat de cette
glycosyltransférase (Tarbouriech et al., 2001). Dans un mutant 4spsA, les spores produites sont plus
hydrophobes et la structure protéique du crust n’est pas modifiée (Cangiano et al., 2014).

Les génes spsIJKL codent quatre enzymes homologues aux enzymes RfbA, RfbB, RfbC et RfbD
de B. anthracis (Figure 25). Ces enzymes constituent une voie de biosynthése qui conduit a la
production de dTDP-L-rhamnose a partir du D-glucose-1-phosphate. Les enzymes de cette voie ont
largement été étudices par des approches biochimiques et structurales (Mistou et al., 2016; Baumgartner

etal., 2017; Law et al., 2017; Shornikov et al., 2017; Gokey et al., 2018).
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dTTP —\

Y

RfbA/Spsl
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Figure 25 : Voie de biosynthése du Rhamnose chez B. anthracis (Rfb) et chez B. subtilis (Sps) modifiée d’apres Mistou
et al., 2016. Dans un premier temps RfbA, une glucose-1-phosphate thymidyltransférase, convertit le D-glucose-1-phosphate
en dTDP-glucose. Le dTDP-glucose est ensuite oxydé et déshydraté par RfbB pour former du dTDP-4-keto-6-deoxy-D-
glucose. Le produit de la réaction est pris en charge par RfbC qui catalyse alors une réaction de double épimérisation. Enfin, le
produit de cette réaction est réduit par RfbD, une dTDP-4-dehydrorhamnosereductase pour former le dTDP-L-rhamnose.

Chez B. subtilis, la délétion du geéne spsl, qui code la premiére enzyme de cette voie de
biosynthése, entraine la production de spores plus hydrophobes (Shuster et al., 2019b). Dans ce mutant,
la localisation des protéines du crust ne semble pas modifiée, mais 1’observation des spores aprés une
coloration a I’encre de chine met en évidence une absence de halo autour des spores. De plus, lors des
observations en microscopie électronique des spores de ce mutant aprés coloration au rouge de
ruthénium, le crust est a peine visible. L’ensemble de ces observations suggere que la délétion du géne

spsl affecte seulement la synthése des glycanes du crust. La structure et la localisation des glycanes
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contenant du rhamnose a la surface des spores ne sont pas connues. Chez B. amyloliquefaciens 98/7, la
sonication des spores décroche prés de 90% du rhamnose du crust (Faille et al., 2014b). L’ensemble de
ces données suggere que le rhamnose est constitutif de glycanes superficiels qui sont associés de facon
non covalente a la surface des spores.

Chez la plupart des souches de B. subtilis, le géne spsM est interrompu par le prophage Spp
formant ainsi deux pseudogenes, ypgP et yodU, dans le génome des cellules végétatives (Abe et al.,
2014). Lors de la sporulation, ce prophage est excisé du chromosome de la cellule mére, permettant ainsi
la reconstitution puis la transcription du géne spsM. Le mécanisme de lysogénie active du prophage spf3
n’est pas complétement connu. Cependant, une étude a démontré que 1’excision du prophage spp fait
intervenir 1’intégrase a sérine SprA et le facteur directionnel de recombinaison SprB (Abe et al., 2017).
La transcription du géne spr4 est constitutive et dépendante de 6. En revanche, la transcription du géne
sprB est dépendante de o¥. Par ailleurs, les mémes auteurs ont montré que des dommages & I’ADN
induisent I’excision du prophage spf par un mécanisme inconnu mais qui implique un ou plusieurs genes
du prophage (Abe et al., 2014). De plus, une autre étude indique que le facteur sigma o favorise le
maintien du prophage spp dans le chromosome de B. subtilis (Mendez et al., 2012). L’activité de 6" est
régulée par un ou plusieurs stress. Ainsi, il a notamment ét¢ montré qu’une carence en azote augmente
Pactivité de o¥ (Tojo et al., 2003). Lorsque le géne spsM est inactivé, les spores produites forment des
agrégats et sont plus adhérentes au verre et au polypropyléne (Abe et al., 2014). L’observation des spores
de ces mutants en microscopie apres coloration a I’encre de chine met en évidence une diminution du
halo présent autour des spores, ce qui suggere une diminution de la quantité de glycanes a la surface de
la spore. L’introduction d’une copie du géne spsM dans le génome de ces mutants entraine la production
de spores identiques a celles de la souche sauvage (Abe et al., 2014). Ces résultats suggérent un role de
spsM dans les propriétés de surface et d’adhésion des spores et donc possiblement dans la voie de

biosynthése du crust.

Les génes cgeBACDE sont organisés en deux opérons adjacents orientés de maniére divergente
(Figure 21 et 24). Les deux opérons sont transcrits a partir de promoteurs dépendants de ¥ et leur
transcription est activé par GerE (Roels and Losick, 1995). Les délétions des génes cgeAB, ou cgeD ne
semblent pas modifier la structure ou la composition des tuniques des spores. Les génes cge ne sont pas
impliqués dans les propriétés de résistance au lysozyme des spores mais ils participent a leurs propriétés
de surface. En effet, la délétion des genes cgeAB entraine la production de spores ayant tendance a
s’agglutiner entre elles, former un culot plus compact aprés centrifugation et a adhérer aux parois des
tubes en verre et plastique utilisés lors des expériences (Roels and Losick, 1995). Lorsqu’une copie des
genes cgedB est introduit dans le génome de ce mutant, les spores produites présentent des propriétés
de surface identiques a celle de la souche sauvage. Les spores produites dans un mutant du géne cgeD,
forment, quant a elles, des culots moins compacts que les spores produites par la souche sauvage PY79.

Ces modifications des propriétés de surface et d’adhésion lors de la délétion des génes cge suggérent un
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role de ces genes dans la biosynthése du crust, mais le role exact de ces génes reste a définir. Cependant,
lors des analyses de séquences réalisées dans 1’étude de 1995, les auteurs ont mis en évidence une forte
similarité de séquence entre les séquences protéiques de CgeD et SpsA (le géne spsA était alors identifié
comme ipa-63d) (Glaser et al., 1993; Roels and Losick, 1995). Les séquences protéiques associées a ces
deux génes étaient similaires a celles de glycosyltransférases, ce qui suggere, dans le cas de cgeD, un

role possible dans la biosynthése des glycanes du crust.

Les génes yfnDEFGH forment un opéron transcrit a partir d’un promoteur o en amont du géne
yfnH (Figure 24). Un deuxiéme promoteur dépendant de oF et o* est de plus présent en amont de yfinE
(Eichenberger et al., 2003; Nicolas et al., 2012). Ces genes font de plus partie du régulon de GerE. Les
genes yfnDEF pourraient coder des glycosyltransférases. L’enzyme YfnH est un paralogue de Spsl et
serait une glucose-1-P-nucleotidyltransférase (Arrieta-Ortiz et al., 2015; Shuster et al., 2019b). Ces deux
enzymes utiliseraient des nucléosides triphosphates différents comme substrat. Ainsi, Spsl utiliserait de
la désoxythymidine triphosphate (dTTP) tandis que YfnH utiliserait de la cytidine triphosphate (CTP).
La délétion des génes yfuD, yfnF, yfnG et yfnH chez B. subtilis PY79 n’entraine pas de modification du
caractére hydrophile des spores mais un crust plus étendu avec de long filaments en « toile d’araignée »
(Shuster et al., 2019b). Ces résultats confirment le role des génes yfn dans la biosynthése des glycanes
du crust. La fonction des génes yfn dans ce processus reste a définir. Cependant, il est possible que ces
geénes participent a la synthése ou au transfert d’un ose qui empéche 1’élongation de chaines de glycanes

en cours de synthése a la surface des spores.

Le géne ytdA est transcrit a partir d’un promoteur dépendant de o* et est adjacent, mais dans le
sens inverse, a I’opéron ytcABC, sous le contrdle de o* ainsi que le facteur GerE (Figure 24) (Nicolas
et al., 2012). Le geéne ytd4 code une potentielle glucose-1-P nucleotidyltransférase. YtdA serait un
deuxiéme paralogue de Spsl dont le substrat serait I’uridine triphosphate (UTP) (Shuster et al., 2019b).
Le géne ytcA coderait une UDP-glucose-déshydrogénase et les génes yteB et ytcC coderaient une NDP-
glucose-déhydratase et une glycosyltransférase respectivement (Shuster et al., 2019b). Par ailleurs, il a
¢té montré que des orthologues des génes ytcA et ytcB chez B. cereus codent respectivement une UDP-
glucose déshydrogénase et une épimérase qui synthétisent des acides uroniques a partir de glucose
(Broach et al., 2012). La délétion des génes ytdA, ytcA, ytcB et ytcC chez B. subtilis PY79 n’entraine
pas de modification du caractére hydrophile des spores (Shuster et al., 2019b). De ce fait, les génes ytdA
et ytcABC ne semblent pas impliqués, ou ont un réle mineur, dans le processus de biosynthése des

glycanes du crust.
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D. Propriétés des spores de Bacillus

Les propriétés de résistance des spores a de nombreux paramétres physico-chimiques ainsi que
leurs propriétés d’adhésion aux surfaces posent un probléme important aussi bien au sein des industries
agro-alimentaires que dans le secteur médical. De nombreuses études ont été menées afin de mieux

comprendre comment la composition et la structure des spores participent a ces propriétés.

La résistance a la chaleur est I’une des propriétés les plus remarquables des spores de Bacillus.
En effet, les spores de Bacillus résistent a des températures plus élevées d’environ 40°C que les cellules
végétatives en chaleur humide et d’environ 30°C en chaleur séche (Nicholson et al., 2000; Setlow,
2014b). Les dommages causés aux spores par la chaleur humide et la chaleur séche ainsi que les facteurs
qui participent a la résistance a ces deux types de chaleur sont notablement différents.

Lorsque les spores sont exposées a une chaleur séche, de 90 a 120°C, une accumulation de
mutations et de dommages a I’ADN est détectée (Nicholson et al., 2000). La résistance des spores a la
chaleur séche s’explique principalement par la saturation de I’ADN par les SASPs. En effet, chez B.
subtilis, les spores de mutants ne produisant plus de SASPs présentent une résistance a la chaleur séche
qui s’apparente a celle de cellules végétatives (Setlow and Setlow, 1995). Le dipicolinate de calcium
semble également jouer un rdle puisqu’en absence de dipicolinate dans le cceur, les spores sont plus
sensibles a la chaleur séche (Setlow et al., 2006). En plus de cette résistance passive, il a été montré
qu’une résistance active est initiée par les spores de B. subtilis lors de la germination (Setlow and Setlow,
1996). En effet, aprés une exposition des spores a une température de 120°C pendant 15 min, la
transcription de génes tels que recA et uvrC est fortement augmentée lors de la germination. Ces résultats
indiquent que le systéme SOS est activé pendant la germination des spores ayant été exposées a la
chaleur séche.

L’exposition des spores de B. subtilis a la chaleur humide entraine des dépurinations de I’ADN.
Les protéines SASP protégent I’ADN de ces modifications (Setlow, 2014b). En maintenant une faible
teneur en eau dans le cceur de la spore, le dipicolinate et les cations divalents participent également a la
résistance des spores a la chaleur humide. De fagon intéressante, la résistance a la chaleur humide des
spores varie grandement entre les souches d’une méme espece (Berendsen et al., 2015). Ainsi, des spores
issues de trois souches de B. subtilis isolées soit d’une soupe de créme de curry stérilisée en sachet,
d’une sauce pour lasagnes pasteurisée en pot en verre ou d’une soupe de curry stérilisée en pot en verre
présentent des temps de réduction décimale a 115°C, ¢’est-a-dire le temps requis pour tuer 90 % d'une

population de bactéries a 115°C, de 1.18 min, 3.14 min et 9.64 min respectivement.

Les radiations ultraviolettes (UV) correspondent & des radiations électromagnétiques dont la
longueur d’onde est comprise entre 100 et 400 nm (Dai et al., 2012). Les radiations UV sont divisées en

quatre zones : UV-A (315-400 nm), UV-B (280-315 nm), UV-C (200-280 nm) et UV-Vacuum (100-
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200 nm). Le spectre UV-C est fortement absorbé par les acides nucléiques des micro-organismes ce qui
entraine des dommages de leur matériel génétique. Ils présentent de ce fait le pouvoir 1étal le plus
important du spectre UV. Les UV a la longueur d’onde de 254 nm sont les plus utilisés contre les micro-
organismes. Les spores de Bacillus sont jusqu’a 50 fois plus résistantes aux UV a 254 nm, que les
cellules végétatives (Setlow, 2001). La résistance des spores aux rayonnements UV 254 nm fait
intervenir les protéines SASPs et le mécanisme de réparation de I’ADN SOS pendant la germination
(Setlow and Setlow, 1996). Chez un mutant de B. subtilis qui ne produit plus de protéines SASP, les
spores sont plus sensibles aux rayonnements UV (Setlow and Setlow, 1996). Chez les cellules
végétatives de B. subtilis, les radiations UV a 254 nm entrainent la production de photocomposés comme
des diméres de cyclobutane ainsi que des modifications des pyrimidines qui sont 1étales pour les cellules.
En revanche, lors de 1’exposition des spores aux UV 254 nm, les SASP associés a I’ADN limitent la
formation de ces composés toxiques. Les tuniques quant a elles protégeraient les spores des radiations
UV-A et UV-B mais pas des UV-C (Riesenman and Nicholson, 2000).

Les spores sont aussi plus résistantes que les cellules végétatives aux rayonnements y (Nicholson
et al., 2000). Les ¢léments impliqués dans cette résistance n’ont cependant pas été identifiés, mais les
SASPs ne semblent pas intervenir dans la résistance des spores a ces radiations. Il est possible que le
niveau d’hydratation du cceur joue un réle ainsi que des mécanismes de réparation de I’ADN, mais cela

n’a pas encore ¢té démontreé.

Les spores de B. subtilis présentent une résistance plus élevée que les cellules végétatives a de
nombreux agents chimiques. Plusieurs facteurs sont impliqués dans cette résistance accrue. Les
protéines SASP participent a la résistance des spores face a des agents oxydants comme le peroxyde
d’hydrogene (Setlow and Setlow, 1996). La faible perméabilité de la membrane interne protege le ceeur
des spores de nombreux agents chimiques tels que le peroxyde d’hydrogene et 1’acide nitreux. Ainsi,
des variations de la perméabilité membranaire entrainent des variations des propriétés de résistance des
spores aux agents chimiques (Cortezzo and Setlow, 2005). De plus, des enzymes, telles que des catalases
et des superoxyde dismutases, ont ét¢ identifiées a la surface des spores du groupe B. cereus et pourraient

¢galement participer a la résistance des spores aux produits oxydants (Cybulski et al., 2009).

Contrairement aux cellules végétatives, les spores peuvent survivre a plusieurs cycles de
dessiccation/réhydratation ainsi que des cycles de congélation/décongélation (Nicholson et al., 2000;
Setlow, 2014b). La résistance des spores a ces traitements est liée a la présence des protéines SASP et
du dipicolinate dans le cceur de la spore. En effet, des spores ne produisant pas de protéines SASP sont
beaucoup plus sensibles a ces traitements.

Les spores des bactéries du groupe B. cereus se caractérisent par un caractére hydrophobe prononcé.

Plusieurs études ont mis en évidence cette propriété en utilisant des méthodes telles que la
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chromatographie d’interaction hydrophobe (Wiencek et al., 1990, Simmonds et al, 2003), la mesure
d’angle de contact (Simmonds et al., 2003; Faille et al., 2019) ou I’affinité pour I’hexadécane (Doyle et
al., 1984; Wiencek et al., 1990; Tauveron et al., 2006). Les spores des bactéries du groupe B. cereus
sont également chargée négativement a pH neutre avec des potentiels zéta compris entre -17,61 mV et
-38.98 mV en fonction des especes (Faille et al., 2010a). Les spores des bactéries du groupe B. cereus
adhérent fortement aux surfaces et notamment a I’acier inoxydable (Tauveron et al., 2006; Faille et al.,
2010a). Cependant, cette capacité d’adhésion varie en fonction des souches. La variabilité serait
notamment due aux différences d’hydrophobicité des spores ainsi qu’a la taille des appendices observés
a la surface. Il a également été montré que la glycoprotéine BclA joue un rdle clé dans ces propriétés de
surface et d’adhésion des spores (Lequette et al., 2011). En I’absence de BclA, les spores de B. cereus
sont plus hydrophobes, plus chargées négativement et se décrochent plus facilement des surfaces. La
présence des appendices faciliterait I'adhésion des spores a 1’acier inoxydable, car leur petite taille leur
permet de pénétrer facilement la barriére de répulsion €lectrostatique, comme le suppose la théorie dite
DLVO de Derjaguin—Landau—Verwey—Overbeek (van Loosdrecht et al., 1989).

Les spores des bactéries du groupe B. subtilis sont le plus souvent hydrophiles et chargées
négativement a pH neutre (Faille et al., 2014b). En comparaison avec les spores de B. cereus, les spores
de B. subtilis sont moins adhérentes aux surfaces (Table 3). Ces paramétres varient cependant en
fonction des souches. Par exemple, ’évaluation des propriétés de surface de neuf souches de B. subtilis
montre une grande variabilité dans les résultats en fonction des souches (Ahimou et al., 2001). Le
potentiel zéta des spores des souches a différents pH permet de distinguer deux types de profils (Figure
26). Dans un premier cas les spores sont faiblement chargées pour des pH acides, tandis que dans 1’autre
les spores présentent un potentiel zeta négatif important a pH acide. Dans les deux cas, la charge négative

a la surface des spores augmente avec le pH.
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Table 3 : Propriétés de surface et d’adhésion a des coupons en acier inoxydable de spores de différentes souches de
Bacillus d’aprés Faille et al., 2010.
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Figure 26 : Potentiel zéta des spores de neuf souches de B. subtilis en fonction du pH d’aprés Ahimou et al., 2001. (a)
spores présentant un potentiel zéta faible a pH acide. © ATCC 7058; A ATCC 12432; o ATCC 15811. (b) spores présentant
un potentiel z&ta négatif fort a pH acide. o ATCC 12695; @ ATCC 15129; A ATCC 15476; A ATCC 15561; 0 B 213; m S
499.
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Le crust est la couche la plus externe des spores des bactéries du groupe B. subtilis et joue donc
un role majeur dans les propriétés de surface et d’adhésion des spores. En effet, les souches B. subtilis
168 et PY79 qui présentent un crust a leur surface sont trés hydrophiles tandis que les souches natto
Takahashi et natto BEST195 qui ne possédent pas de crust sont trés hydrophobes (Shuster et al., 2019a).
Pour confirmer I’influence du crust sur leurs propriétés de surface et d’adhésion, des spores de B. subtilis
ont été soumise a un traitement a la presse de French. Ce traitement enléve le crust des spores sans
endommager la tunique externe (Faille et al., 2014b). L analyse des propriétés de surface de ces spores
a montré que le crust contribue au caractére hydrophile des spores ainsi qu’a leur charge négative et
limite 1’adhésion des spores a des surfaces hydrophobes telles que I’acier inoxydable ou le

polypropyléne (Faille et al., 2014b; Dubois, communication personnelle).

II1.Problématique des bactéries du genre Bacillus dans les industries agro-alimentaires

L'organisation des nations unies pour l'alimentation et I'agriculture (FAO) estime qu'environ
30% des aliments destinés a la consommation humaine sont perdus ou gaspillés dans le monde et que
ces pertes représentent plus d'un milliard de tonnes de nourriture et 940 milliards de dollars de pertes
économiques par an (US-EPA, n.d.). Une des raisons majeures de ce gaspillage est l'altération des
aliments par des micro-organismes. On estime qu'environ 25 % de tous les aliments produits dans le
monde sont perdus en raison de I'altération microbienne (Bondi et al., 2014). Les industries laitiéres
constituent 1'un des secteurs les plus touchés par le gaspillage alimentaire, puisque prés de 20 % du lait
est jeté avant consommation chaque année (Shemesh and Ostrov, 2020). En outre, la préférence des
consommateurs pour les aliments frais a durée de conservation prolongée et pour les produits exempts
de pesticides chimiques rend les aliments plus vulnérables a I'altération, tout en augmentant la diversité
des micro-organismes responsables de ces altérations (Blackburn, 2006). Elle rend aussi plus difficile la
maitrise de la contamination par des bactéries pathogeénes. La lutte contre les contaminations
microbiennes représente donc un enjeu capital pour les industries agro-alimentaires aussi bien sur le
plan sanitaire qu’économique.

Les contaminations par Bacillus sont particuliécrement importantes au sein des industries
boulanggres et laiticres et elles posent un probléme majeur (Gopal et al., 2015; Vaiciulyté-Funk et al.,
2015; Valerio et al., 2015; Elegbeleye and Buys, 2020). En effet, les spores de Bacillus sont résistantes
aux traitements thermiques comme la pasteurisation ou I’upérisation a haute température (UHT) et
certaines souches peuvent se développer entre 5 et 10°C, dans du lait pasteurisé par exemple (Saleh-
Lakha et al., 2017). De plus, ces micro-organismes sont capables de contaminer les surfaces des

équipements, sous forme de spores ou sous forme de biofilms.

42



Introduction Bibliographique

A. Origine des contaminations dues a Bacillus

Les spores de Bacillus sont omniprésentes dans 1’environnement et elles sont trouvées dans de
nombreux types de sols, sédiments, poussiéres et plantes. En raison de ce caractére ubiquitaire, les spores
de Bacillus sont fréquemment isolées a partir de matiéres premicres de 1’industrie agroalimentaire
comme les céréales, les 1égumes, le riz, les ceufs, le lait ou encore la viande (Soni et al., 2016). Ainsi, la
viande est généralement contaminée des les abattoirs par des bactéries issues de la peau des animaux,
des féces ou des intestins (Gill, 1998). Dans I’industrie laitiére, le lait est généralement contaminé dans
les exploitations agricoles que ce soit a partir des litiéres, des pis ou encore des équipements de traite
(Islam et al., 2018; Odeyemi et al., 2020). Enfin, les contaminations au sein des industries boulangéres
sont probablement liées & une contamination des épis de blé par les spores de Bacillus pendant la culture
qui passent ensuite du blé a la farine pendant la mouture (Kirschner and von Holy, 1989). Les aliments
crus sont souvent protégés des attaques des micro-organismes par des structures difficilement
dégradables, comme la peau des fruits, les coquilles de noix, le son, le collagéne du tissu musculaire, ou
les coquilles d'ceufs (Petruzzi et al., 2017). Ainsi, leur dégradation nécessite 1’utilisation d’enzymes
particulieres telles que des pectinases ou des protéases. De ce fait, les aliments crus avant la récolte ne
sont souvent contaminés qu'en surface. Cependant, au cours des étapes de transformation, cette
protection disparait et les aliments deviennent alors plus vulnérables a la propagation des micro-
organismes.

Si les contaminations des aliments viennent en grande partie de la flore présente sur les matiéres
premicres, elles peuvent aussi provenir de contaminations croisées pendant ou aprés la transformation,
par l'intermédiaire du personnel, de l'atmosphére environnante, ainsi que des surfaces des ateliers,
comme les sols, les murs, les plans de travail, ou les surfaces des machines (Petruzzi et al., 2017). En
effet, les installations de transformation des aliments sont fréquemment contaminées par des bactéries,

le plus souvent sous forme de biofilms.

B. Problémes liés a la présence de Bacillus dans les aliments

Les bactéries du genre Bacillus sont responsables de 1’altération de nombreux produits
transformés et tout particulierement des produits transformés par la chaleur. Cette capacité d’altération
s’explique par la capacité de ces micro-organismes a produire des enzymes extracellulaires (chapitre L.
C. b). Clest le cas notamment des produits laitiers, qui sont trés sensibles aux contaminations par
différentes especes de Bacillus. B. licheniformis est la bactérie mésophile la plus retrouvée lors de la
contamination de lait frais et de lait déshydraté en poudre (André et al., 2017; Sharma et al., 2021). Le
lait UHT ou le lait en poudre peuvent étre contaminés par des bactéries produisant des spores trés
thermorésistantes, mais l'altération du produit passe souvent inapercue par le consommateur. En
revanche, B. weihenstephanensis et B. mycoides sont responsables d’altérations dans le lait pasteurisé
ou la créme, tels que le caillage, 1'apparition d'un gout rance ou la production de gaz (Heyndrickx and

Scheldeman, 2008). La contamination du yaourt par B. cereus ou B. subtilis provoque notamment la

43



Introduction Bibliographique

formation de grumeaux, la séparation du lactosérum et 1’apparition de saveurs ameres désagréables
(Heyndrickx and Scheldeman, 2008). Cette amertume est associée a 1’action des protéases des bactéries.
Dans les desserts lactés soumis a une température élevée au cours du processus de transformation, des
especes telles que B. cereus, B. subtilis ou B. licheniformis peuvent se développer (Moschonas et al.,
2021). Ces auteurs ont par exemple montré que B. subtilis est le micro-organisme d'altération dominant
des crémes a la vanille. La détérioration des crémes patissiéres commerciales a aussi été associée a la
présence de bactéries appartenant notamment au groupe B. cereus (Arakawa et al., 2008). L'étude de la
diversité bactérienne de crémes dessert de deux entreprises frangaises a, par exemple, mis en évidence
de nombreuses espéces bactériennes, dont des bactéries appartenant au groupe B. cereus, qui seraient
responsables d'odeurs désagréables, a cause de la production de divers esters et composés dérivés du
métabolisme des acides aminés et des sucres (Techer et al., 2020). Les micro-organismes du genre
Bacillus sont également impliqués dans la dégradation des propriétés organoleptiques des fromages et
ils peuvent produire des amines biogeénes qui sont toxiques a forte dose (Gopal et al., 2015).
L’altération de produits de boulangerie par des espéces appartenant au groupe B. subtilis a
¢galement été beaucoup rapportée (Thompson et al., 1993; Pacher et al., 2022). B. amyloliquefaciens et
B. subtilis sont notamment responsables du pain dit « filant » (Pereira et al., 2020; Sharma et al., 2021).
Cette altération se manifeste en premier lieu par I’apparition d’une odeur fruitée désagréable suivie par
la dégradation enzymatique de la mie. Cette derniére devient molle et collante en raison de la production
de polysaccharides gluants extracellulaires (Figure 27). La relation entre la formation du pain filant et
I’hydrolyse de I’amidon du pain par les amylases microbiennes a précédemment été mise en évidence
(Pepe et al., 2003). Les enzymes produites par les souches bactériennes modifient la texture du pain en
agissant sur ses glucides (Martinez Viedma et al., 2011; Valerio et al., 2012). L’utilisation de levain
permet d’inhiber la croissance des bactéries principalement grace a son pH acide (Li et al., 2020).
Cependant, I’efficacité du levain est fortement liée a sa concentration en acides organiques et son pH
qui peuvent varier d’une préparation a 1’autre. De plus, un pH trop acide ou une concentration trop riche

en acides organiques peuvent altérer les propriétés organoleptiques du pain.

- ++ 4

Figure 27 : Les différents niveaux de production du pain filant d’aprés Pereira et al., 2020.
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Enfin, une étude récente a aussi mis en évidence un épisode impliquant 1'altération gazeuse de
sauce pour salade qui était causée par B. amyloliquefaciens dans une installation de production située au
Brésil (Pereira et al., 2017).

Un autre probléme majeur lié a la présence de bactéries du genre Bacillus dans les aliments est
que certaines d'entre elles sont responsables d’intoxications alimentaires, le plus souvent bénignes. La
plupart de ces intoxications sont associées a B. cereus. Cependant, des espéces du groupe B. subtilis sont
parfois incriminées (Pavi¢ et al., 2005; Logan, 2012). Si les mécanismes d’action de ces bactéries ne
sont pas encore bien identifiés, leur capacité a produire des toxines a été mis en évidence. Ainsi, il a été
montré que des souches de B. subtilis impliquées dans des cas d’intoxication alimentaires produisaient
de I’amylosine (Apetroaie-Constantin et al., 2009). L’amylosine est une toxine peptidique thermostable
(Rasimus-Sahari et al., 2015). Elle permet la formation de canaux ioniques perméables dans les
membranes lipidiques. La présence de ces canaux entraine la dépolarisation de la membrane plasmique
et des mitochondries et perturbe les fonctions mitochondriales, le métabolisme énergétique et
I’homéostasie ionique des cellules de I’organisme hote. De méme, 1’analyse de souches de B.
licheniformis issues de cas d’intoxications alimentaires a mis en évidence la production d’une toxine

chimiquement proche du céréulide produit par B. cereus (Salkinoja-Salonen et al., 1999).

C. Persistance des bactéries du genre Bacillus dans les industries agroalimentaires.

La persistance des bactéries du genre Bacillus a la surface des équipements des industries
agroalimentaires est principalement due a leur capacité de produire des spores adhérentes et a former
des biofilms. Les spores de Bacillus sont connues pour étre adhérentes sur différents matériaux et
résistantes aux procédures de nettoyage mises en place pour les éliminer, ce qui explique qu’elles soient
souvent retrouvées sur les surfaces des équipements dans les industries agro-alimentaires (Faille et al.,
2002a; Gopal et al., 2015). Lorsqu’elles ont adhéré aux surfaces, les spores peuvent germer et les
nouvelles cellules végétatives peuvent retourner dans 1’aliment ou se multiplier sur la surface pour
former des biofilms, connus pour présenter des résistances élevées aux procédures d’hygiéne et étre a
’origine de recontaminations parfois trés importantes des aliments en contact. Il est donc important de
maitriser au maximum la contamination des surfaces par des spores et des biofilms de Bacillus dans les
industries agroalimentaires. Pour cela, il est important de comprendre les mécanismes impliqués dans
I’adhésion des spores aux surfaces et de développer des processus de nettoyage et de désinfection qui
permettent d’éliminer les spores adhérées avant le développement des biofilms.

L'adhésion des spores aux surfaces est un processus séquentiel, qui se décompose en différentes
¢étapes, a savoir le transport de la spore a proximité des surfaces, 1'adhésion initiale réversible, puis
'adhésion irréversible. Les processus permettant aux spores de se rapprocher d'une surface sont le
transport diffusif, actif et convectif (van Loosdrecht et al., 1989). Le transport convectif est induit par le
flux de liquide et se produit, par exemple, dans les lignes de traitement de I'industrie alimentaire.

L’adhésion aux surfaces résulte quant a elle d’interactions physicochimiques attractives et répulsives
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incluant les interactions de van der Waals, acide-base de Lewis, hydrophobes, et électrostatiques. Selon
la théorie DLVO, ou la théorie DLVO étendue (XDLVO) (van Oss, 1995; Wang et al., 2011),
I’adsorption réversible met en jeu essentiellement les interactions de London-van der Waals (attractives)
et des interactions électrostatiques, le plus souvent répulsives, car les surfaces en contact sont
généralement chargées négativement, puis, lorsque la distance entre la spore et le matériau diminue, des
interactions acide-base de Lewis (attractives ou répulsives). Cette étape initiale a été décrite comme un
processus réversible caractérisé par un échange continu entre les populations planctoniques et adhérentes
(Hermansson and Marshall, 1985). Les échanges, et par conséquent la quantité de biomasse a la surface,
peuvent étre directement influencés par les conditions d'écoulement du liquide de suspension (Boulangé-
Petermann, 2009). Lorsque la distance entre les deux surfaces diminue, des forces a courte portée
(hydrophobes, hydrogene) apparaissent, et la liaison devient plus forte et est souvent dite irréversible.
Pourtant, la désorption reste possible mais est beaucoup plus difficile que lors de 1'adhésion réversible.
Les propriétés du milieu environnant peuvent aussi affecter ces interactions. C'est le cas par exemple de
la force ionique du milieu. En effet, lorsque cette force ionique augmente, la répulsion électrostatique
diminue en raison d’une diminution de 1'épaisseur de la double couche électronique.

Les propriétés de surface des spores affectent elles aussi les interactions entre spores et
matériaux. Parmi ces propriétés, le caractére hydrophile/hydrophobe des spores de Bacillus a été tres
¢tudié au laboratoire, soit avec des souches sauvages appartenant a différentes espéces, soit avec des
mutants produisant des spores modifiées dans leurs structures superficielles, I’exosporium pour B.
cereus, le crust pour B. subtilis. Ces études ont par exemple mis en évidence que les spores de B. subtilis
ou de B. amyloliquefaciens rendues hydrophobes adhéraient en plus grande quantité aux surfaces et
¢taient plus résistantes a une procédure de nettoyage par de la soude ou par écoulement de mousse
contenant du SDS (Faille et al., 2014b; Dallagi et al., 2022; Deleplace et al., 2022).

La résistance intrinséque élevée des spores a la chaleur, aux désinfectants ainsi qu’a la
dessiccation participe aussi largement a la persistance des spores dans les chaines de transformation des
produits alimentaires (Logan, 2012; Setlow, 2014b). De plus, chez B. cereus et B. licheniformis, il a été
montré que les spores adhérées a de ’acier inoxydable étaient plus résistantes a la chaleur humide
(Simmonds et al., 2003). Ainsi, le temps de réduction décimale a 90°C peut étre de deux a trois fois plus
long selon les souches.

Les souches de Bacillus sont aussi fréquemment retrouvées sur les surfaces des environnements
agro-industriels, sous forme de biofilms, le plus souvent composés de différentes espéces bactériennes.
Des biofilms complexes abritant différentes especes de Bacillus ont aussi été détectés dans les chaines
de transformation des produits laitiers notamment dans les différents segments des lignes de
pasteurisation (Sharma and Anand, 2002). D'aprés ces auteurs, les biofilms a Bacillus seraient d'ailleurs
considérés comme étant 1'un des biofilms laitiers les plus dommageables. S'il est largement admis que
les cellules végétatives sont moins adhérentes que les spores de Bacillus (Harimawan et al., 2013), la

formation des biofilms induit une résistance accrue des cellules aux environnements hostiles, qui les fait
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¢chapper aux mesures de contrdle appliquées dans les unités de transformation des aliments comme les
procédures de nettoyage et de désinfection ou encore la dessiccation (Shaheen et al., 2010; Kumari and
Sarkar, 2014; Ostrov et al., 2019). Cette résistance accrue s’explique par les nombreux avantages que
lui confére notamment la matrice extracellulaire des biofilms. Le biofilm favorise par exemple la
communication cellulaire et la coopération, la capture de ressources nutritives, et la résistance aux
molécules antimicrobiennes (Flemming et al., 2016). De plus, il a été montré que les biofilms de Bacillus
sont le siége d’une sporulation parfois intense (Faille et al., 2014a). Les biofilms pourraient donc jouer
un role de réservoir qui favoriserait la contamination récurrente des chaines de transformation des
industries agroalimentaires par des cellules végétatives, mais aussi des spores. Ainsi, I'analyse des
surfaces d'une chaine de production de soupes a mis en évidence la présence de souches de Bacillus,
tant sous forme de cellules végétatives que de spores (Oomes et al., 2007). De plus, les spores de Bacillus
produites au sein du biofilm sont fortement résistantes au processus de nettoyage en place (Faille et al.,
2014a). Les biofilms présentent un environnement particulier et les conditions environnementales lors
de la sporulation influencent les propriétés des spores. Les spores produites au sein d’un biofilm
présenteront donc des propriétés de résistances et potentiellement des propriétés de surface et
d’adhésion, différentes des spores produites en laboratoire. Il en est probablement de méme pour les
spores produites au niveau des surfaces des installations et exposées aux divers processus de

transformation des aliments et des processus de nettoyage et désinfection.

IV.Effet de I’environnement sur les propriétés des spores

En laboratoire, les spores sont produites dans des conditions mises au point pour favoriser la
sporulation et obtenir des spores ayant des propriétés homogenes. De la méme maniére, les spores mires
sont conservées dans des conditions contrélées (milieu, température, stérilité¢). Ces conditions de
sporulation et de conservation des spores sont trés éloignées des conditions rencontrées par les bactéries
sporulantes et les spores de Bacillus dans des environnements agricoles ou agro-industriels et pourraient
résulter en I’obtention de spores ayant des propriétés trés différentes de celles des spores présentes dans
les chaines de transformation des aliments. Les conditions rencontrées par les spores miires pourraient
elles aussi modifier les propriétés des spores. Cette section traite de I’influence des conditions
environnementales rencontrées par les bactéries sporulantes et les spores mires sur les propriétés de

surface et d’adhésion des spores.

A. Influence de I’environnement sur les propriétés de surface et d’adhésion des spores mires

Les spores sont dans un état de dormance qui peut perdurer des années. Pendant cette phase de
dormance, les spores sont susceptibles d’étre exposées a des conditions environnementales qui modifient

leurs propriétés. Au sein des installations de transformation des industries agroalimentaires, les spores
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sont soumises aux procédés de transformation des aliments et aux procédures d’hygiéne. De par leurs
propriétés, les spores de Bacillus peuvent résister a certains procédés de transformation des aliments tels
que la pasteurisation lente, la fermentation ou la cuisson, et ce, dans différentes matrices alimentaires
(Almada-Erix et al., 2021). Lorsqu’ils sont mal maitrisés, les procédés d’hygiéne peuvent échouer a
¢liminer les spores de Bacillus. En revanche, de tels traitements, peuvent modifier les propriétés des
spores et notamment leurs propriétés de surface et d’adhésion et ainsi favoriser la récurrence des
contaminations par Bacillus.

Le traitement thermique est la technique la plus fréquemment utilisée dans les industries
agroalimentaires pour la conservation longue durée des produits transformés. Il a été montré que des
traitements thermiques qui ne détruisent pas les spores peuvent néanmoins modifier leur morphologie
et leur physico-chimie de surface (Wiencek et al., 1990; Li et al., 2013). En utilisant un microscope a
force atomique avec une pointe a la température controlée, il a ét€¢ montré que la chaleur séche modifie
la structure de 1’exosporium des spores de B. anthracis (Li et al., 2013). Des nanostructures en forme de
vésicules d'environ 10 nm de diamétre se forment sur la surface des spores a environ 85°C et leur
diamétre augmente avec la température de chauffage. La surface des spores semble aussi plus rigide
aprés chauffage. Chez B. subtilis, il a également été montré que les spores deviennent plus hydrophobes
apres une exposition a une chaleur humide (entre 75°C et 100°C) (Wiencek et al., 1990). Des résultats
similaires ont été mis en évidence plus récemment sur des spores de B. subtilis et sur des spores de
différentes especes dont B. licheniformis ayant subi un traitement de 10 min a 85°C (Faille et al., 2002b;
Furukawa et al., 2005). Ces modifications de surface qui ont licu a haute température affectent
probablement les phénomeénes aux interfaces spores/matériaux (nombre de spores adhérentes, force
d'adhésion, résistance au décrochement), mais peu de données sont disponibles dans la littérature. Une
faible augmentation du nombre de spores adhérentes et de leur résistance ultérieure a une procédure de
nettoyage a par exemple été observée avec des spores de B. subtilis aprés 10 min a 85°C (Faille et al.,
2002b). Chez B. cereus, B. licheniformis et B. coagulans 1’exposition a la chaleur humide est aussi
associée a une augmentation de 1’hydrophobicité des spores (Furukawa et al., 2005). Cette augmentation
de I’hydrophobicité des spores entraine la formation d’amas de spores qui permettent aussi de protéger
les spores de traitements thermiques ultérieurs. Ainsi, I’ajout de Tween 80 lors du chauffage permet
d’empécher la formation des agrégats de spores et ainsi d’améliorer le taux d’inactivation.

Un des principaux agents alcalins utilisés lors des procédures de nettoyage en place mise en
ceuvre dans les agro-industries est la soude a haute température. Une étude de 2010 s’est portée sur
I’influence de la soude a haute température sur la structure de 1I’exosporium, le taux de survie et les
propriétés de surface et d’adhésion des spores de B. cereus (Faille et al., 2010b). Le traitement d’une
suspension de spores de B. cereus par 0.5% d’hydroxyde de sodium a 60°C pendant 30 minutes, entraine

de légeres modifications de la morphologie des appendices de I’exosporium. Ces modifications ne sont
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pas observées lorsque les spores sont exposées a de 1’eau chaude ou a de la soude non chauffée. Le
traitement des spores par de I’hydroxyde de sodium a 2% a 80°C entraine quant a lui des modifications
marquées de la surface des spores mais aussi du manteau et une perte des appendices présents a la surface
des spores ainsi que de la majorité de la brosse superficielle de I'exosporium, majoritairement composée
de la glycoprotéine BclA. Bien que I’exosporium reste toujours observable a la surface de plus de 90%
des spores (Figure 28), les modifications superficielles (appendice, BclA) s’accompagnent d’une

diminution de I’adhésion des spores aux surfaces.

Figure 28 : Observations en microscopie électronique de ’impact d’un traitement 4 I’hydroxyde de sodium 2% a 80°C
sur des spores de B. cereus aprés coloration au rouge de ruthénium d’apreés Faille et al. 2010 . Spores non traitées (A-C)
ou traitées avec du NaOH a 2% a 80°C (D-I). B. cereus 98/4 (A, D, G), B. cereus ATCC 14579T (B, E, H), B. cereus D6 (C,
F, I).

Au cours des procédés de transformation mais aussi des procédures de nettoyage, les spores sont
aussi soumises a des forces de cisaillement dues aux ¢écoulements des aliments et des
détergents/désinfectants. Chez B. cereus, il a été montré que lorsque des spores sont soumises a des

contraintes de cisaillement, correspondant a une circulation dans un circuit a 300 I/h pendant 4 heures,
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l'exosporium de preés de 40% des spores de B. cereus ATCC 14579 est partiellement ou totalement
déchiré (Faille et al., 2007). La sensibilité aux forces de cisaillement semble varier en fonction des
souches puisque seulement 22% des spores de B. cereus 98/4 ont été affectées. Ces spores endommagées
sont plus hydrophobes que les spores non traitées et sont moins adhérentes aux surfaces mais plus
résistantes a une procédure de nettoyage.

Des méthodes alternatives aux traitements thermiques sont explorées afin d’assurer
1’¢élimination des micro-organismes sans modifier la saveur ou la teneur en nutriments des aliments.
C’est le cas des traitements par dioxyde de carbone sous pression ou par pression hydrostatique. Lorsque
des spores de B. subtilis sont exposées a ces traitements, une augmentation de leur hydrophobicité est
observée, sans modification de leur charge (Noma et al., 2018). Cette augmentation de 1’hydrophobicité
est aussi accompagnée de la formation d'amas de spores comme observé lors des traitements a la chaleur
humide.

L’ensemble de tous ces résultats suggere qu’au cours des procédés de transformations des
aliments ou lors des processus de nettoyage et décontamination des surfaces dans les industries
agroalimentaires, les traitements pourraient échouer a détruire la totalit¢ des spores présentes et
pourraient méme entrainer des modifications de leurs propriétés de surface. Il est néanmoins important
de noter que les spores ayant survécu a un traitement thermique sont parfois endommagées, ce qui résulte
en une sensibilité accrue aux conditions environnementales (température, présence de sels...) qui peut
induire un ralentissement, voire une inhibition de leur capacité a germer et a se multiplier ultérieurement

(Faille et al., 1997, 1999).

B. Influence des conditions de sporulation sur les propriétés des spores

Dans des conditions de culture adaptées, la sporulation de B. subtilis est initiée lors de la phase
de transition entre la phase exponentielle et la phase stationnaire de croissance et elle s’achéve apres 8
a 10 heures par la libération d’une spore miire. Le processus de sporulation est donc relativement long
et sa durée pourrait &tre augmentée dans des conditions de croissance suboptimales. Pendant le processus
de sporulation, les bactéries sporulantes sont soumises aux conditions environnementales qui peuvent
moduler les propriétés des spores (Bressuire-Isoard et al., 2018). Or, les spores contaminant les aliments
peuvent provenir d'environnements trés variés tels que le sol, la surface des végétaux, ou des
environnements agro-industriels, comme les sites d'élevages, les abattoirs ou les ateliers de
transformation. Au sein des chaines de transformation, des cellules sporulantes de Bacillus sont
présentes dans la matrice alimentaire ou sur les surfaces des équipements sous la forme de cellules
isolées, de micro-colonies ou de biofilms (Oomes et al., 2007; Faille et al., 2014a). Ces cellules
sporulantes sont donc exposées a des conditions environnementales trés variées, souvent éloignées des
conditions utilisées dans les laboratoires. Ces conditions suboptimales pourraient modifier les propriétés

des spores libérées a I’issue de la sporulation. Plusieurs études ont ainsi évalué I’impact sur les spores
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de certains parameétres importants lors de la sporulation, en se concentrant essentiellement sur les
propriétés de résistance des spores.

Que ce soit en environnement naturel ou dans les environnements agro-industriels, la
sporulation peut se produire a des températures trés différentes. De nombreuses études ont mis en
¢évidence qu'une élévation de la température pendant la sporulation, dans une gamme raisonnable, se
traduisait par une obtention de spores plus résistantes a un traitement thermique. Par exemple, chez B.
subtilis, les propriétés de résistance a la chaleur de spores préparées a différentes températures ont été
comparées (Melly et al., 2002). Les spores préparées a 37°C et 48°C présentent une meilleure résistance
a la chaleur humide que les spores préparées a 22°C et 30°C. Des résultats similaires ont été obtenus sur
des spores de B. licheniformis pour des températures de sporulation entre 30°C et 52°C (Raso et al.,
1995). Les quantités de protéines SASP ne varient pas selon la température de sporulation, contrairement
au niveau de déshydratation du cceur de la spore, qui augmente avec la température de sporulation (Melly
et al., 2002). La forte déshydratation du cceur peut expliquer la résistance accrue des spores a la chaleur
humide. Les spores préparées a une plus haute température sont également plus résistantes au peroxyde
d’hydrogene, au glutaraldéhyde et a la bétadine. La résistance accrue des spores a ces agents chimiques
a d’abord été imputé a une modification des tuniques. En effet, lorsque les bactéries sporulent a 48°C,
la quantité de CotA dans la tunique externe des spores diminue fortement. Cependant, il a ensuite été
montré que 1’augmentation de la résistance aux agents chimiques est liée a une modification de la
perméabilité de la membrane interne (Cortezzo and Setlow, 2005). Lorsque la sporulation se déroule a
haute température, le ratio d’acide gras saturé en antéiso/iso augmente. Il en résulte une augmentation
de la perméabilité de la membrane interne qui limite la diffusion des agents chimiques dans le cceur des
spores.

Il a aussi été montré que la température de sporulation influence les propriétés de surface des
spores de B. subtilis (Isticato et al., 2020). Ces auteurs ont montré que la protéine de tunique CotH est
présente dans la tunique des spores lorsque la sporulation se déroule a 25 ou 37°C, alors qu’elle est
absente a 42°C. Cette protéine est impliquée dans 1’assemblage de protéines de la tunique externe et du
crust (CotG, CotX, CotY, CotZ). En paralléle, le caractére hydrophobe des spores diminue quand la
température de sporulation augmente. Lorsque la sporulation se déroule a 42°C, des expériences de
Western Blot ont montré que la quantité de la protéine CotZ a la surface des spores est diminuée. CotZ
est une protéine morphogénétique et une protéine de structure nécessaire a I’ancrage du crust a la surface
des spores de B. subtilis (Chapitre 11.C.a) (Bartels et al., 2019; Shuster et al., 2019a). Ainsi, I’absence
de CotZ a la surface de spores est normalement associ¢e a une diminution de 1’hydrophilie, ce qui n’est
pas le cas dans cette étude. Les différentes expériences de Western Blot indiquent aussi des
modifications importantes de la composition du crust et de la tunique externe qui pourraient étre
responsables de 1'augmentation de 1’hydrophilie des spores. Une autre étude (Faille et al., 2007) a aussi

montré que, lorsque des lots de spores de B. cereus ATCC 14597 sont produits a 40°C sur milieu gélosé
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(Spo8-agar), 50% des spores ont un exosporium endommagé (voire pas d'exosporium) contre moins de
20% pour des lots de spores produits a 30°C. Chez une autre souche, B. cereus 5832, la taille de
l'exosporium est plus faible quand les spores sont produites a 40°C (1,9 um +/- 0,3 um) que quand elles
sont produites a 30°C (3,5 um +/-0,5 um). Le caractére hydrophobe serait aussi affecté par la
température de sporulation. Ainsi, selon une étude récente, des spores de B. cereus produites a
température suboptimale de sporulation (25°C) sont plus hydrophobes que celles produites a leur
température optimale de sporulation (42°C) (Vittoria et al., 2023). Selon ces auteurs, la température de
sporulation affecterait aussi la germination des spores. En effet, les spores de B. cereus produites a 25°C
germent plus efficacement que celles produites a 42°C.

L’influence des matrices alimentaires en cours de sporulation sur les propriétés de surface a été
peu étudiée. Une étude menée en 1990 sur des souches appartenant notamment aux especes B. subtilis
et B. cereus n’a pu mettre en évidence que des modifications mineures du caractére hydrophobe des
spores produites dans différents milieux de culture (Wiencek et al., 1990). En revanche, il a été montré
en laboratoire que le milieu de culture dans lequel les bactéries sporulent influence les propriétés de
résistance des spores. Par exemple, B. subtilis produit des spores moins résistantes a I’hypochlorite de
sodium ainsi qu’a la chaleur humide, mais plus riche en dipicolinate de calcium en milieu Luria-Bertani
(LB) qu’en milieu 2xSG (Ghosh et al., 2019). Les différences de propriétés observées pourraient &tre
liées a la composition en sels du milieu de sporulation. En effet, il a ét¢ montré que la disponibilité en
cations divalents du milieu de culture pendant la sporulation pouvait influencer les propriétés de
résistance des spores chez B. subtilis (Cazemier et al., 2001; Oomes and Brul, 2004; Oomes et al., 2009).
Un milieu contenant du calcium, du magnésium, du manganése, du fer et du potassium entraine la
production de spores plus résistantes a la chaleur humide chez B. subtilis, B. licheniformis et B.
coagulans (Cazemier et al., 2001). La présence de ces ions minéraux diminuerait la teneur en eau du
ceeur de la spore. Par une approche transcriptomique, Oomes et ses collégues ont étudié 1’effet de 1’ajout
de ces minéraux sur I’expression des génes de B. subtilis pendant la sporulation (Oomes and Brul, 2004;
Oomes et al., 2009). Ils ont montré qu’en présence de ces minéraux la transcription des génes codant les
SASP est augmentée. Ces résultats suggérent que 1’exposition des bactéries a une concentration élevée
en minéraux pendant la sporulation provoque une augmentation de la concentration en protéines SASP
dans le coeur des spores mires, ce qui participerait a améliorer la résistance des spores a la chaleur
humide. De plus, les auteurs ont montré que I’ajout de calcium dans le milieu entrainait I’induction de
la transcription des génes impliqués dans la sporulation. Il est intéressant de noter que dans cette
condition la transcription des génes sps et cge est activée. Ces résultats suggerent que le calcium stimule
la synthése des glycanes du crust pendant la sporulation, ce qui pourrait avoir un impact sur les propriétés
de surface et d’adhésion des spores. Mais aucune donnée concernant ces propriétés n'est disponible a ce

jour dans la littérature.
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La composition en acide aminés du milieu de sporulation peut également influencer les
propriétés de résistance des spores (Moeller et al., 2011). Chez B. subtilis I’addition de cystéine, de
cystine ou de thioproline lors de la sporulation conduit a la production de spores plus résistantes aux
rayonnements UV-A et UV-B ainsi qu’au peroxyde d’hydrogéne. L’élimination chimique des tuniques
des spores produites en milieu supplémenté entraine une résistance des spores aux radiations UV
identique a celle de spores non supplémentées. Ces résultats suggérent que ces acides aminés sont
utilisés pendant la sporulation pour produire des tuniques plus résistantes, possiblement par 1’intégration
de ces éléments dans la tunique via des ponts disulfures.

Enfin, il a été montré que 1’utilisation de milieux gélosés ou de milieux liquides lors de la
sporulation influence les propriétés de résistance des spores (Rose et al., 2007). Les spores de B. subtilis
préparées en milieu liquide sont moins résistantes a la chaleur humide ainsi qu’a 1’acide nitreux que des
spores produites sur milieu gélosé. De facon intéressante, les proportions d’acide gras saturés iso et
antéiso de la membrane interne de la spore sont différentes selon si les spores sont produites en milieu
liquide ou sur milieu gélosé. Les spores produites sur milieu gélosé ont plus d’acide gras saturés de la
forme antéiso que iso. La membrane interne est plus fluide et présente une meilleure perméabilité. Une
autre étude a comparé des lots de spores de trois souches de B. cereus (ATCC 14597, 98/4 et 5832)
produits sur gélose (Spo8-agar) et en bouillon (bouillon Spo8) (Faille et al., 2007). Les auteurs ont mis
en évidence la présence de nombreuses spores (53%, 45% et 26%, respectivement) présentant un
exosporium endommagé dans des lots produits sur bouillon Spo8 contre moins de 20% lorsqu'ils étaient
produits sur Spo8-agar. Lorsqu'il était encore présent, 'exosporium était aussi plus petit chez les spores
produites en bouillon Spo8. Par exemple, la taille de I'exosporium de B. cereus 5832 était de 2,2 um +/-
0,7 contre 3,5 um +/-0,5 um lorsqu'elles étaient produites sur agar.

Dés 1997, il a été montré que la résistance thermique de spores de B. cereus, estimée par les
valeurs de réduction décimale, augmente avec le pH, pour des valeurs comprises entre pH 6.0 et pH 8.1
(Mazas et al., 1997). Chez B. subtilis ATCC 31324, I'augmentation du pH de 8.0 a 10.0 pendant la
sporulation provoque aussi une augmentation de la résistance thermique et aux hautes pressions des
spores, alors que l'acidification du milieu a pH 6.0 n'a aucun effet (Nguyen Thi Minh et al., 2011). Chez
B. anthracis, les spores produites a pH 5,0 sont plus résistantes a la chaleur humide que les spores
produites a un pH 7,0, mais également plus résistantes a la soude et I’acide chlorhydrique (Baweja et
al., 2008). Enfin, les auteurs ont montré qu’un pH basique favorise la sporulation de B. anthracis, et que
les spores ainsi produites sont plus résistantes a la soude que les spores produites a un pH de 5,0 ou 7,0.
Chez B. subtilis DSM 4181, le caractére hydrophobe des spores est aussi affecté par le pH du milieu de
sporulation, puisqu’il augmente avec le pH pour des valeurs comprises entre 7.0 et 8.5 (Eschlbeck et al.,

2017).
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Peu d’informations sont disponibles dans la littérature sur I’influence de la présence en oxygeéne
au cours de la sporulation sur les propriétés des spores. Chez B. cereus, il a été montré que le degré
d’oxygénation du milieu de culture pendant la sporulation influence les propriétés des spores (Abbas et
al., 2014). La sporulation en anaérobiose est trés peu efficace chez B. cereus. Ainsi, les mémes
conditions de culture entrainent la production de 8.10% spores.mL! en aérobiose et seulement 5.10*
spores.mL!' en anaérobiose. Cependant, les spores produites dans cette condition sont plus résistantes a
la chaleur humide que les spores produites en aérobiose. En effet, le ceeur des spores produites en
anaérobiose est plus riche en dipicolinate, ce qui entraine une diminution de la teneur en eau du cceur de
la spore. Les spores sont également plus résistantes a 1’acide nitreux et a I’hydroxyde de sodium. Le
degré d’oxygénation du milieu de culture pendant la sporulation ne semble pas influer sur la taille des
spores. En revanche, plus de deux tiers des spores produites en anaérobioses présentent un exosporium
endommaggés ou absent. Les spores ainsi produites sont donc probablement moins adhérentes aux
surfaces comparées aux spores produites en aérobiose. Chez B. atrophaeus en revanche, la pression
partielle d'oxygeéne pendant la sporulation n'a pas d'influence significative sur la résistance ultérieure

des spores a H,O» (Stier et al., 2020).
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Objectifs de la these

Comme nous venons de 1’expliquer, les spores de B. subtilis présentent un probléme majeur au
sein des industries agro-alimentaires de par leur capacité a résister a des conditions environnementales
extrémes et leurs propriétés d’adhésion aux surfaces. Le crust est la couche la plus superficielle des
spores et leur confére leurs propriétés de surface et d’adhésion. L’élucidation de la composition et de
I’organisation du crust représente de ce fait un enjeu important dans la lutte contre ces contaminations.
Si la partie protéique du crust commence a étre bien décrite, ce n’est pas encore le cas de la partie
glycanique. Ainsi, si plusieurs monosaccharides ont été identifiés, leur organisation exacte n’est toujours
pas connue. De plus, plusieurs génes impliqués dans la biosynthése du crust ont été identifiés mais leur

fonction doit encore étre élucidée.

Ainsi, le premier objectif de cette thése est de caractériser les génes sps et cge impliqués dans

la biosynthése des glycanes du crust.
Le deuxiéme objectif est d’étudier I’influence des conditions de sporulations sur les propriétés

de surface et d’adhésion des spores et de caractériser les modifications de la composition et/ou de la

structure du crust des spores ainsi produites.
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I.Role des génes sps et cge dans la biosynthése du crust.

A. Les génes sps codent pour une voie originale de l'acide 1égionaminique nécessaire a l'assemblage

du crust chez Bacillus subtilis

Afin de mieux définir le role des génes spsABCDEF et spsM dans le processus de biosynthese de
la fraction glycanique du crust, des mutants des génes spsABCDEF et spsM ont été construits dans la
souche B. subtilis PY79. Des spores de ces mutants ont ensuite été produites et elles ont été analysées
en MATH et en zétamétrie afin de mesurer leur degré d’hydrophobicité et leur charge. Les spores des
deux mutants sont plus hydrophobes, moins électronégatives et plus adhérentes a I’acier inoxydable que
celles de la souche PY79. Ces résultats montrent donc que les génes spsABCDEF et spsM participent au
processus de biosynthése du crust et qu’ils ont un réle majeur dans les propriétés physico-chimiques et
d’adhésion des spores. L’observation des spores de ces mutants en MET aprés une coloration au rouge
de ruthénium montre que le crust est absent ou beaucoup moins dense aux électrons en comparaison
avec les spores de la souche PY79. Nous avons séparé et purifié le crust des spores des mutants
AspsABCDEF et AspsM, et quantifié les oses neutres par la méthode phénol-sulfurique et analysé¢ la
composition en monosaccharides en GC-MS. La concentration en oses neutres du crust des mutants
AspsABCDEF et AspsM est réduite de moitié par rapport a la souche parentale. En revanche, la
composition en monosaccharides du crust de ces mutants est comparable a celle de la souche parentale.
Ce dernier résultat indique que les génes AspsABCDEF et AspsM participent a la synthése d’un
carbohydrate encore inconnu et qui est nécessaire a la formation du crust. Par une analyse bio-
informatique avec le logiciel RaptorX, nous avons établi une structure tridimensionnelle prédictive des
protéines SpsM, SpsA, SpsB, SpsC, SpsD, SpsE, SpsF et SpsG. Ces structures ont ensuite été comparées
a des protéines de structures connues de la base de données Protein Data Bank. Sur la base de ces
analyses, nous avons reconstruit une voie de biosynthése qui présente des similitudes avec la voie de
biosynthése de I'acide pseudaminique (Pse) chez Helicobacter pylori et la voie de biosynthése de I’acide
1égionaminique (Leg) chez Campylobacter jejuni (Figure 29) (Schoenhofen et al., 2006a, 2009). Le Pse
et le Leg sont des acides nonulosoniques (NulOs), analogues des acides sialiques, qui sont essentiels a
la glycosylation de la flagelline et a la virulence de C. jejuni et H. pylori (Thibault et al., 2001; Goon et
al., 2003; Schirm et al., 2003; Guerry et al., 2006; Sulzenbacher et al., 2018). Pour vérifier que la surface
des spores de B. subtilis contient des acides nonulosoniques, les glycanes du crust des spores de la
souche PY79 ont été hydrolysés puis dérivés par le 1,2-diamino-4,5-méthylénedioxybenzéne (DMB),
un réactif fluorogéne qui présente une grande spécificité pour les NulOs. L’analyse du produit de
dérivation en HPLC en phase inverse a permis de détecter un signal spécifique des NulOs. L’analyse en

MS? a montré que ce composé a une masse moléculaire d’environ 450 Da, ce qui correspond a la masse
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attendue du DMB-Leg ou du DMB-Pse. De plus, le temps de rétention du composé en HPLC correspond
parfaitement a celui du Leg, ce qui indique que le crust des spores de B. subtilis contient du Leg. Par la
méme approche, nous avons montré que le Leg est absent du crust des spores des mutants AspsM et
AspsABCDEF, ce qui indique que le géne spsM et au moins 1’un des génes spsABCDEF sont nécessaires
a la biosynthése du Leg.
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Figure 29 : Voie de biosynthése de I’acide legionaminique chez B. subtilis.

Afin de valider la voie de biosynthése du Leg proposée dans la Figure 29, nous avons caractérisé
I’activité de ’enzyme SpsM qui est potenticllement la premiére enzyme de la voie du Leg. Par des
expériences de mutagéneése dirigée, nous avons identifié le site actif de 1’enzyme, qui est caractéristique
des enzymes de la famille SDR (Short-chain dehydrogenase reductase). Ces enzymes ont en commun

une activité C4/C6 déhydratase et elles ont pour substrat le GIcNAc activé par un nucléotide. Cependant,
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l'activité des enzymes de la famille SDR varie d’une enzyme a l'autre. Chez C. jejuni, par exemple,
I’enzyme PglF a seulement une activité C4/C6 déhydratase alors que 1’enzyme PseB a une activité C5
épimérase supplémentaire (Schoenhofen et al., 2006b). Pour mieux définir l'activité de SpsM, des génes
issus de différents micro-organismes, codant des enzymes de la famille SDR, ont été introduits en trans
dans le chromosome d’un mutant AspsM. L’effet de 1’ajout de ces génes sur la synthése du Leg a ensuite
¢té mesurée. Cette approche a permis de montrer que SpsM catalyse la déshydratation en C4 et en C6
de I'UDP-GIcNAc pour produire de 'UDP-4-keto-6-deoxy-GIcNAc et elle confirme que SpsM est la
premiére enzyme de la voie de biosynthése du CMP-Leg chez B. subtilis. Nous avons ensuite voulu
vérifier I’implication des génes spsC, spsD, spsG, spsE et spsF dans le processus de biosynthése du Leg.
Nous avons montré que la synthése du Leg est abolie dans les mutants AspsC, AspsD, AspsG et AspsE.
En revanche, dans le cas du mutant AspsF, le Leg est synthétis¢ dans la cellule mére des bactéries
sporulantes mais il n’est pas transféré a la surface de la préspore. Ce résultat est en accord avec la
fonction prédite de SpsF. En effet, SpsF est une potentielle cytidylyltransférase dont la fonction serait
d’activer le Leg en CMP-Leg. Or, I’activation du Leg est indispensable a la prise en charge et au transfert
du Leg a la surface des spores par la/les sialiltransférase(s). L’ensemble de ces données valide la voie
de biosynthése proposée dans la Figure 29.

Nous avons enfin cherché a identifier la/les sialiltransférase(s) qui transferent le Leg de la cellule
mere a la surface de la préspore pendant la sporulation. Les génes sps4 et spsB codent des
glycosyltransférases putatives. Les glycosyltransférases représentent une sous-classe d'enzymes qui
catalysent la synthése des liaisons glycosidiques par le transfert d'un monosaccharide d'un substrat
donneur activé a un accepteur. Les protéines SpsA et SpsB sont donc des candidates pour le transfert du
CMP-Leg a la surface de la préspore. Pour tester cette hypothése, des spores des mutants AspsA et AspsB
ont été produites. Les spores des deux souches mutantes sont moins hydrophiles et moins chargées
négativement que les spores de la souche PY79. Cela indique que les génes sps4 et spsB sont impliqués
dans la maturation de la surface des spores. En revanche, nos résultats indiquent que la quantité de Leg
dans le crust des mutants AspsA4 et AspsB est similaire a celle de la souche PY79, ce qui indique que les
genes spsA et spsB ne sont pas nécessaires pour le transfert de Leg a la surface des spores de B. subtilis.

L’ensemble de ces résultats a permis de mettre en évidence, chez B. subtilis, une nouvelle voie
de biosynthése du Leg et de démontrer que cet acide nonulosonique est nécessaire pour un assemblage
correct du crust. Ce travail contribue a la description de la structure et de la composition des spores de
Bacillus qui est en cours depuis des décennies et il fournit des clés pour comprendre I'importance des
glucides dans l'adhésion et la persistance de Bacillus dans l'industrie alimentaire. Ces travaux ont été

publiés dans le journal mBio en 2020.
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ABSTRACT The crust is the outermost spore layer of most Bacillus strains devoid of
an exosporium. This outermost layer, composed of both proteins and carbohydrates,
plays a major role in the adhesion and spreading of spores into the environment.
Recent studies have identified several crust proteins and have provided insights
about their organization at the spore surface. However, although carbohydrates are
known to participate in adhesion, little is known about their composition, structure,
and localization. In this study, we showed that the spore surface of Bacillus subtilis is
covered with legionaminic acid (Leg), a nine-carbon backbone nonulosonic acid
known to decorate the flagellin of the human pathogens Helicobacter pylori and
Campylobacter jejuni. We demonstrated that the spsC, spsD, spsk, spsG, and spsM
genes of Bacillus subtilis are required for Leg biosynthesis during sporulation, while
the spsF gene is required for Leg transfer from the mother cell to the surface of the
forespore. We also characterized the activity of SpsM and highlighted an original
Leg biosynthesis pathway in B. subtilis. Finally, we demonstrated that Leg is required
for the assembly of the crust around the spores, and we showed that in the absence
of Leg, spores were more adherent to stainless steel probably because of their re-
duced hydrophilicity and charge.

IMPORTANCE Bacillus species are a major economic and food safety concern of the
food industry because of their food spoilage-causing capability and persistence.
Their persistence is mainly due to their ability to form highly resistant spores adher-
ing to the surfaces of industrial equipment. Spores of the Bacillus subtilis group are
surrounded by the crust, a superficial layer which plays a key role in their adhesion
properties. However, knowledge of the composition and structure of this layer re-
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contaminate many raw materials of the food industry, e.g., in the dairy industry, causing
heavy economic losses and a health risk to consumers (1).

The Bacillus spore consists of a series of concentric layers. Its core contains highly
condensed DNA wrapped around proteins called “small soluble acid proteins,” which
protect the DNA from physicochemical stresses. The core is surrounded by an inner
membrane and a germ cell wall that are themselves covered by a spore-specific
peptidoglycan called cortex (2, 3). The cortex is surrounded by an outer membrane,
which is itself surrounded by the three-layered coat, composed of at least 80 different
proteins (4). The coat proteins are recruited and assembled by morphogenetic proteins,
with at least one morphogenetic protein per coat layer: SpolVA for the basement layer,
SafA for the inner coat, and CotE for the outer coat (5-8). In Bacillus subtilis and most
of the Bacillus strains producing spores devoid of an exosporium, the outermost layer
of spores is the crust (9). It is made of proteins and carbohydrates, and it plays a major
role in the surface and adhesion properties of spores (9). Thus, the mechanical removal
of the crust renders the spore less hydrophilic and more adherent to stainless steel (9).
Therefore, the presence or absence of this outermost layer could determine the
spreading properties of B. subtilis spores and their resistance to the cleaning-in-place
procedures used in food industries (1, 10).

At least six proteins have been identified as constituents of the crust: CotV,
CotW, CotX, CotY, CotZ, and CgeA (11-15). The crust structure is mainly provided by
the CotV, CotX, and CotY proteins, among which, CotY would be the major
structural component (15). Interestingly, CotV and CotX share homologue domains
and putative N-glycosylation motifs, which make these proteins candidates for glyco-
sylation (15). McKenney and colleagues suggested that CotX, CotY, and CotZ are the
crust morphogenetic proteins (12), and recent studies have confirmed that these
proteins play a major role in crust assembly (14, 15). CotZ could be the main morpho-
genetic protein, since it is involved in the proper localization of most of the crust
proteins (14). CotV could also be involved in the crust assembly by propagating the
crust structure from the polar cap-like structure to the middle part of the spore (15).
CotZ, which required CotE and CotO but none of the crust proteins for localization,
seems to have an important anchoring function for the crust in addition to its assembly
function (15). CotW plays a role in maintaining the structural integrity of the crust and
might play an anchoring role at the interface of crust and coat (14, 15). Finally,
transmission electron microscopy (TEM) experiments showed that the crust of the cotX
and cgeA mutants is assembled, but only loosely attached to spores, thus suggesting
that CgeA and CotX play roles in the interaction of the crust with the coat (14).

While the crust protein interaction network begins to be better described, the
localization, nature, and structure of the glycans on the spore surface remain mostly
unknown. It was shown that the spore surface of B. subtilis contains at least rhamnose,
galactose, quinovose, glucosamine, and muramic lactam (9, 16). Although the structure
of the glycans composed of these monosaccharides is unknown, it was suggested that
the spore surface contains at least two different glycans: one associated with the outer
coat and at least one other linked to the crust (15, 17). The spsM, spsABCDEFGIJKL,
yfnHGFED, ytdA-ytcABC, and cgeAB-cgeCDE genes were identified as participating in the
morphology and the surface properties of the crust (15-18). Mutations in the sps genes
result in the production of less hydrophilic spores, devoid of perceivable halo after
negative staining with India ink, thus suggesting these genes play a role in spore
surface glycosylation (16-18). Contrastingly, mutations in each of the yfnHGFED genes
do not affect the spore hydrophilicity but modify the crust structure and expand the
glycan layer (15, 17). Finally, spores of a cgeD mutant strain are less hydrophilic and the
superficial saccharide layer is expanded, just as it is with the mutants of the yfnHGFED
genes (17). These data resulted in the identification of some of the enzyme-encoding
genes that synthesize the superficial spore glycans. However, to date, both these genes’
functions and the biosynthetic pathway in which they are involved remain unknown,
with the notable exception of the spslJKL genes, known to encode the biosynthesis
pathway converting p-glucose-1-phosphate to dTDP-L-rhamnose (19-23).
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FIG 1 The sps genes participate in the surface and adhesion properties of B. subtilis spores. (A) Schematic
representation of the spsABCDEFGIJKL and spsM genes in B. subtilis PY79. Transcriptional activators and promoters
are shown with arrows and broken arrows, respectively. Potential stem-loop structure is indicated with a lollipop.
The annotation of the sps genes is presented in Table S1 in the supplemental material. (B) Surface hydrophilicity
of spores of the PY79 and PY79 AspsABCDEF (AspsABCDEF) strains evaluated by MATH assays. (C) Surface
hydrophilicity of spores of the PY79, PY79 AspsM (AspsM), and PY79 AspsM amyE::spsM (AspsM amyE::spsM) strains.
(D) Surface charge of spores evaluated by zetametry assays. (E) Adhesion of spores to stainless steel coupons. The
results are expressed in CFU per square centimeter of stainless steel. The data are averages from at least three
independent experiments performed with spores prepared independently. The error bars represent the standard

deviations (SDs) of the means. ***, P < 0.001; ****, P =< 0.0001 for A versus PY79 by Mann-Whitney test.

Here, we sought to define the functions of the sps genes and their roles in crust
biosynthesis. Through an approach that combines genetic and biochemical methods,
we demonstrated that six of the sps genes encode an original CMP-legionaminic acid
(CMP-Leg) pathway, and we showed that legionaminic acid (Leg) is required for proper
crust assembly. This work contributes to a better understanding of the outermost spore
layer composition and structure that influence the adhesion and spreading of B. subtilis
in the environment.

RESULTS

The sps genes contribute to the surface and adhesion properties of Bacillus
subtilis spores. The sps genes are distributed in two loci on the B. subtilis chromosome
(Fig. 1A). The first locus contains the spsABCDEFGIJKL genes and the second contains
the spsM gene. The two loci are transcribed in the mother cell from oX-dependent
promoters located upstream from the spsA and spsM genes (16, 18, 24-26). This
transcriptional regulation indicates that the products of the sps genes are produced
concomitantly in the mother cell during the late stage of sporulation. To evaluate the
role of the sps genes, mutant strains of the spsABCDEF and spsM genes were con-
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structed in the B. subtilis PY79 strain (subsequently named PY79). Spores were pro-
duced, and their surface properties were characterized. The hydrophilicity of the spores
was assessed through microbial-adhesion-to-hydrocarbons (MATH) (Fig. 1B and Q).
Most PY79 spores remained in the aqueous phase throughout the MATH experiment,
which reflected a marked hydrophilic character. In contrast, the percentage of spores in
the aqueous layer for the AspsABCDEF and AspsM mutant strains decreased over time
and tended toward zero after 240s of agitation. These results indicate that the
AspsABCDEF and AspsM mutant strains are less hydrophilic than the PY79 strain, as is
consistent with previous studies (16-18). In addition, the complementation of the
AspsM mutant strain restored the hydrophilic properties of the PY79 strain (Fig. 1C). This
indicates that the phenotype observed with the AspsM mutant strain is not due to a
polar effect of the mutation on flanking genes expression. The overall spore charge at
neutral pH was then evaluated using zetametry (Fig. 1D). The zeta potentials of the
AspsABCDEF and AspsM spores were around —20 mV, indicating that they are less
charged than the PY79 spores (—46.4 mV). These data demonstrate that the spsABCDEF
and spsM gene products contribute to the hydrophilicity and the negative charge of
spores that may lead to changes in spore adhesion properties. The role of the sps genes
in the adhesion of spores to stainless steel coupons was therefore examined (Fig. 1E).
With the PY79 strain, an average of 1.8 X 103 spores adhered to the stainless-steel
coupons, while 12 and 5 times more spores adhered with the AspsABCDEF and AspsM
mutant strains, respectively, thus indicating that the sps gene products influence spore
adhesion properties.

The sps genes are required for crust assembly. The surface and adhesion prop-
erties of spores of the AspsABCDEF and AspsM mutant strains were very similar to those
of spores lacking the crust (see Fig. S1 in the supplemental material), which suggests
that the sps genes are important for proper crust assembly. To test this assumption, the
spore morphology of the PY79, AspsABCDEF, and AspsM strains was observed by TEM
using spore sections contrasted with ruthenium red. This staining enables the obser-
vation of the carbohydrate-rich layer on the spore surface (27). The crust forms an
exosporium-like structure that is clearly visible for PY79 spores (black arrows) (Fig. 2).
This exosporium-like structure was no longer observed on the spore surfaces of the
AspsABCDEF and AspsM mutant strains, thereby confirming that the sps genes are
required for proper crust assembly. However, a loose low-contrast material was still
visible, mostly at the spore poles (blue arrows). This could be reminiscent of a polar
cap-like structure from which the crust propagates to the middle part of the spore.
These observations suggest that the products of the sps genes participate in the
propagation of the crust or in anchoring the crust to the outer coat.

The sps genes participate in spore surface glycosylation. The function of the
enzymes encoded by the sps genes and the biosynthetic pathways in which these
enzymes are involved have not been described. To better define the role of the sps
genes, the amount of neutral sugars on the PY79 spore surface was measured. For this
purpose, spores were mechanically treated with a French press to remove their surface
fraction without damaging the spore coat (9). This surface fraction contains the crust
proteins and the potentially associated carbohydrates as well as the constituents
located between the outer coat proteins and the crust. The amount of neutral sugars
in the surface fraction was then measured by the phenol-sulfuric method (28) (see
Fig. S2). It was significantly lower in the surface fraction of the AspsABCDEF and AspsM
mutant strains than in the PY79 strain. Knowing the putative function of the sps genes
(Table S1), this might indicate that the spsABCDEF and spsM genes are involved in the
production or the attachment of one or several neutral sugars on the spore surface.
However, given that the AspsABCDEF and AspsM mutant strains lack most of the crust
(Fig. 2), it is also possible that the neutral sugar decrease was an indirect consequence
of the crust assembly defect, such as the loss of one or several crust-linked glycan(s).

The surface fraction of spores contains legionaminic acid. Similar phenotypes
being obtained with the AspsABCDEF and AspsM mutant strains, these genes probably
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FIG 2 The sps genes are required for crust assembly. TEM images of spore sections after ruthenium red staining.
The experiments were performed with the spores of the PY79, PY79 AspsABCDEF (AspsABCDEF), and PY79 AspsM
(AspsM) strains. White arrows, coat layers; black arrows, crust; blue arrows, cap-like structures.

participate in the same carbohydrate biosynthetic pathway. To better understand the
role of the Sps proteins in the spore surface glycosylation, in silico analysis was
performed using RaptorX software with the primary sequences of the SpsA-G and SpsM
proteins (29). The RaptorX software predicts a tridimensional structure of a query
sequence and compares this predicted structure to known protein structures from the
Protein Data Bank. The outputs of this analysis are presented in Table S1 and they are
further described in the discussion section. By using gene annotations and RaptorX
predictions, a predictive biosynthetic pathway was constructed (Fig. 3A). This pathway
is reminiscent of the pseudaminic acid (Pse) biosynthetic pathway of Helicobacter pylori
and the Leg biosynthetic pathway of Campylobacter jejuni (30, 31). Pse and Leg are
nine-carbon-backbone sialic acid analogs known to be crucial for flagellin glycosylation
and virulence of C. jejuni and H. pylori (32-36). To ensure that the spore surface contains
sialic acid-related compounds, the potential nonulosonic acids (NulOs) from the surface
fraction of the PY79 strain were derivatized by 1,2-diamino-4,5-methylenedioxy-
benzene (DMB), a fluorogenic reagent that shows high specificity for NulOs, and
analyzed by reverse-phase high-performance liquid chromatography coupled to fluo-
rescence detector (RP-HPLC-FL) (Fig. 3B). RP-HPLC-FL analysis showed three peaks with
retention times of ~8.5 min (peak 1), 14.9 min (peak 2), and 20.5 min (peak 3), which
were then analyzed in liquid chromatography mass spectrometry (LC-MS). Unlike in
peaks 2 and 3, an MS signal at m/z 451 was identified in peak 1, corresponding to the
[M+H]* adduct of a compound with a molecular mass of 450.25 Da (data not shown).
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FIG 3 The sps genes encode a pathway required for legionaminic acid addition on the spore surface of B. subtilis. (A) Predicted Leg pathway in B. subtilis: |,

UDP-N-acetyl-a-p-glucosamine (UDP-GIcNAC);

I, UDP-2-acetamido-2,6-dideoxy-a-p-xylo-hexose-4-ulose (UDP-4-keto-6-deoxy-GIcNAc); I, UDP-4-amino-4,6-

dideoxy-N-acetyl-a-D-glucosamine (UDP-4-amino-6-deoxy-GIcNAc); IV, UDP-2,4-diacetamido-2,4,6-trideoxy-a-D-glucose (UDP-2,4-diNAc-6-deoxy-Glc); V, 2,4-
diacetamido-2,4,6-trideoxy-D-mannose (2,4-diNAc-6-deoxy-Man); VI, 5,7-diacetamido-3,5,7,9-tetradeoxy-p-glycero-B-p-galacto-nonulosonic acid (legionaminic
acid or Leg); VIl, CMP-5,7-diacetamido-3,5,7,9-tetradeoxy-p-glycero-B-p-galacto-nonulosonic acid (CMP-legionaminic acid or CMP-Leg). (B) Chromatograms of
the RP-HPLC-FL experiments performed on the surface fractions of spores of the PY79, PY79 AspsABCDEF (AspsABCDEF), and PY79 AspsM (AspsM) strains. The
RP-HPLC-FL experiments were carried out on at least three independent surface fractions for each strain. One representative chromatogram is presented. (C)
Identification by LC/ESI-MS? of DMB-Leg5Ac7Ac. Representative MS? spectra of DMB-Leg5Ac7Ac, [M+H]+ at m/z 451. The ion [M+H-18]+ at m/z 433 is indicated
by the black diamond. (D) Structure of DMB ([M+H]* = 229), DMB-Leg (IM+H]* = 541), and of the major structure fragments ([M+H]* = 433, [M+H]* =

415.1, [M+H]* =

374, [M+H]* = 356).

This signal corresponds to the expected mass of DMB-Leg, DMB-Pse, or one of their

isomers that exhibits a [M+H]* value at m/z 451 (37, 38). The identification was then
confirmed by MS3 (Fig. 3C and D). MS3 analysis showed recurrent losses of H,O (m/z

433, m/z 415, and m/z 356) and N-acetyl groups (m/z 374), which agrees with the
fragmentation pattern previously obtained with N-acetylneuraminic acid (Neu5Ac) and

other NulOs (36, 37). Furthermore, the retention time of peak 1 perfectly matched that
of the Leg standard (see Fig. S3), thus indicating that the surface fraction of PY79 spores
contains Leg.
The sps genes expressed during the late stage of sporulation are required for
legionaminic acid addition on the spore surface. To determine whether the sps
genes are involved in Leg biosynthesis, the surface fractions of the PY79, AspsABCDEF,
and AspsM spores were analyzed by RP-HPLC-FL (Fig. 3B). Interestingly, Leg (peak 1)
was undetectable in the surface fraction of the AspsABCDEF and AspsM mutant strains.
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These results demonstrate that spsM and at least one of the spsABCDEF genes are
required for Leg biosynthesis or transfer to the spore surface. To study the kinetics of
the sps genes transcription, a chromosomal transcriptional fusion was constructed by
inserting the promoter region of the spsA gene fused to a promoterless mCherry gene
into the amyE gene, and the resulting strain was designated PY79 amyE:P, ,-mCherry.
The kinetics of sps genes expression was then determined in the Spo8 sporulation
medium (see Fig. S4A). The PY79 amyE:P_,_,-mCherry strain displayed mCherry fluores-
cence 6 h after the transition to the stationary phase (t6) and peaked at t8, which is in
agreement with a previous study (18). Transcription of the sps genes is under the
control of ¢¥, indicating that the Sps enzymes and their products are localized in the
mother cell (16, 18, 24-26). To define the timing of Leg production in the mother cell,
a kinetics analysis of Leg production was performed under the same growth conditions
(Fig. S4B). Consistently with the transcription kinetics, the Leg was detectable in the
PY79 strain at t8 and peaked at t10, approximately 2 h following the transcription peak.
Together, these results indicate that Leg is produced in the mother cell of sporulating
cells during the late stage of sporulation.

SpsM is the first enzyme of the legionaminic acid biosynthesis pathway. The
predictive three-dimensional structure of SpsM is close to that of the enzymes CapE,
WhbjB, and PseB (Table S1). These enzymes catalyze the C-4/C-6 dehydration and C-5
epimerization of the UDP-GIcNAc to produce UDP-4-keto-6-deoxy-AltNAc, and they
share a conserved catalytic domain with a distinctive T-(x)o-M/Y-(x)5-K catalytic triad (32,
39-41). In Staphylococcus aureus, the replacement of the methionine by an alanine in
the catalytic triad of CapE causes a partial activity loss for this enzyme (42). To
determine whether SpsM also shares this catalytic domain, a protein sequence align-
ment was performed (Fig. 4A). This analysis identified, in the SpsM protein sequence, a
T-(x)o-M-(x)5-K catalytic triad in a well-conserved putative catalytic domain. Mutations
were introduced into the coding sequence of the spsM gene by directed mutagenesis
to replace methionine 146 or lysine 150 with an alanine (Fig. 4A). Both mutations
caused a decrease in the hydrophilicity and global spore charge (Fig. 4B and C). In
addition, M146A and K150A mutations led to a partial and a total loss of Leg in the
surface fraction of spores (Fig. 4D). These results indicate that the M146 and K150
amino acids are in the SpsM catalytic site and are required for full SpsM activity. CapE,
WbjB, PglF, PseB, and Pen-Pal share C-4/C-6 dehydratase activity and use a nucleotide-
activated GIcNAc as the substrate (32, 39-41, 43), thus suggesting that SpsM shares
these properties. However, the activity of these enzymes slightly varies from one to the
other. For example, PglF only has a C-4/C-6 dehydratase activity, while PseB has an
additional C-5 epimerase activity (40) (Fig. 4E). To better define SpsM activity, the pen
or pal genes of Bacillus thuringiensis ATCC 35646 and the pseB, legB, and pglF genes of
Campylobacter jejuni NCTC11168 were introduced downstream of the spsM promoter
into the amyE locus of the PY79 AspsM mutant strain. The enzymatic reactions catalyzed
by Pen-Pal, PglF, LegB, and PseB are summarized in Fig. 4E (30, 32, 40, 43). Then, the
relative amounts of Leg in the mother cells of the AspsM amyE:P, \,-pen, AspsM
amyE:P o \-pal, AspsM amyE:P  -pen-pal, AspsM amyE:P, \,-pseB, AspsM amyE:
Pspsm-PglF, and AspsM amyE:P_-legB strains were evaluated at t10 by RP-HPLC-FL
(Fig. 4F). The addition of the pen, pal, legB, or pseB gene to the AspsM mutant strain did
not restore, or only partially restored, Leg production in the mother cells. Contrastingly,
the addition of the pen-pal or pglIF gene fully restored Leg production, thus indicating
that SpsM catalyzes the C-4/C-6 dehydration of the UDP-GIcNAc to produce UDP-4-
keto-6-deoxy-GlcNAc. Together, these results also demonstrate that SpsM is the first
enzyme of the CMP-Leg pathway in B. subtilis (Fig. 3A).

spsC, spsD, spsE, and spsG are required for Leg biosynthesis, while spsF is
required for Leg transfer to the forespore surface. In the CMP-Leg biosynthesis
pathway of B. subtilis proposed in Fig. 3A, the SpsM product is successively processed
by SpsC, SpsD, SpsG, SpsE, and SpsF. It was shown above that one or more of the
spsABCDEF genes are involved in Leg biosynthesis or transfer to the forespore surface
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FIG 4 SpsM is a C-4/C-6 dehydratase using UDP-GIcNAC as a substrate. (A) Alignment of the protein sequence of SpsM with the
protein sequences of CapE (Staphylococcus aureus), WbjB (Acinetobacter baumannii), PglF (Campylobacter jejuni), PseB (Helicobacter
pylori), and Pen (Bacillus thuringiensis). The PDB number corresponding to each sequence is indicated in parentheses. The three
conserved residues of the catalytic triad are black boxed. The arrows indicate residues modified by directed mutagenesis. The
experiments presented in panels B, C, and D were carried out with PY79 AspsM amyE::spsM (spsM), PY79 AspsM amyE::spsM M146A
(M146A), and PY79 AspsM amyE:spsM K150A (K150A) strains. (B) Surface hydrophilicity of spores evaluated by MATH assays. (C)
Surface charge of spores evaluated by zetametry assays. ****, P < 0.0001 for M146A or K150A versus spsM by Mann-Whitney test.
(D) Relative amounts of Leg in the surface fractions of spores measured by RP-HPLC-FL. The results are relative to the amount of
Leg of the PY79 AspsM amyE:spsM strain. nd, not detectable; ***, P < 0.001 for M146A or K150A versus spsM by Welch's t test. (E)
Enzymatic reactions catalyzed by Pen-Pal, PglF, LegB, and PseB in B. thuringiensis and C. jejuni. The solid arrows represent the
enzymatic reactions catalyzed by the enzymes. The dotted arrows represent the remaining parts of the pathways and point to the
final products. (F) Relative amounts of Leg in the mother cells of the PY79 AspsM amyE::spsM (spsM), PY79 AspsM amyE::pen (pen),
PY79 AspsM amyE:pal (pal), PY79 AspsM amyE::pen-pal (pen-pal), PY79 AspsM amyE::pglF (pglF), PY79 AspsM amyE:legB (legB), and
PY79 AspsM amyE::pseB (pseB) strains measured at t10 by RP-HPLC-FL. The results are relative to the amount of Leg in the PY79
AspsM amyE::spsM strain. ns, not significant; ***, P < 0.001; **** P < 0.0001 for pen, pal, pen-pal, pglF, legB, or pseB versus spsM by
Welch'’s t test. The error bars represent the SDs of the means.

(Fig. 3B). However, the involvement of each of these genes in the CMP-Leg pathway
remained to be verified. To check the validity of the CMP-Leg pathway proposed in
Fig. 3A, mutants of the spsD and spsF genes were constructed in the PY79 strain. The
spsD and spsF genes encode a putative acetyltransferase and a putative cytidylyltrans-
ferase, respectively (Table S1). The spores of both mutants were less hydrophilic and
negatively charged than those of the PY79 strain (see Fig. S5A, B, and E). The comple-
mentation of the AspsD mutant strain restored the hydrophilic properties of spores,
while the complementation of the AspsF mutant strain did not. The lack of comple-
mentation of the AspsF mutant strain is discussed in Text S1. The surface fraction of
spore was extracted and the Leg amount quantified (Fig. 5A). In parallel, the amounts
of Leg in the mother cells of the PY79, AspsD, and AspsF strains were evaluated at t10
(Fig. 5B). Leg was absent from the surface fractions of the AspsD and AspsF mutant
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FIG 5 The spsC, spsD, spsE, and spsG genes are required for Leg biosynthesis, while spsF is required for Leg transfer
to the forespore surface. The amounts of Leg were measured in the surface fractions of spores (A and C) and the
mother cells of sporulating B. subtilis cells at t10 (B and D) by RP-HPLC-FL. The experiments were performed with
PY79, PY79 AspsD (AspsD), and PY79 AspsF (AspsF) strains (A and B) or 168, 168 AspsC (AspsC), 168 AspsE (AspsE),
and 168 AspsG (AspsG) strains (C and D). The results were standardized by the ODg, of the spore preparations (A
and C) or the ODq, of the cultures at t10 (B and D). ns, not significant; nd, not detected; nt, not statistically tested
because the data set did not pass the Shapiro-Wilk normality test (two values of three were equal to zero). The error
bars represent the SDs of the means. **** P = 0.0001 for A versus PY79 or 168 by Welch's t test.

strains and from the mother cell of the AspsD mutant strain during sporulation. In
contrast, the amount of Leg measured in the mother cell of the AspsF mutant strain was
comparable to that of the PY79 strain. These results demonstrate that the spsD gene is
required for Leg production, while the spsF gene is required for Leg transfer from the
mother cell to the forespore. To test whether the spsC, spsk, and spsG genes are also
required for Leg biosynthesis, we used the AspsC, AspsE, and AspsG mutants con-
structed in B. subtilis 168 strain (44). The SpsC, SpsE, and SpsG proteins of the 168 strain
shared 100% of identity with the SpsC, SpsE, and SpsG proteins of the PY79 strain. In
addition, the amount of Leg in the spore surface fraction of the 168 strain was similar
to that of the PY79 strain (Fig. 5A and C and Fig. S3). Leg was absent from the spore
surface fraction of the AspsC and AspsE mutant strains, and the Leg amount was
strongly reduced in the AspsG mutant strain (Fig. 5C). Moreover, the quantification of
Leg in the mother cells of the AspsC, AspsE, and AspsG mutant strains did not detect
significant amounts of Leg (Fig. 5D). These data demonstrate that spsC, spsk, and spsG
genes are required for Leg biosynthesis and are in accordance with the CMP-Leg
pathway proposed in Fig. 3A.

SpsA and SpsB are not the transferase of the CMP-Leg. The final acceptor(s) of
the Leg on the forespore surface as well as the enzyme(s) involved in the transfer of the
Leg to the final acceptor(s) remained to be identified. The spsA and spsB genes encode
putative glycosyltransferases (Table S1). Glycosyltransferases represent a subclass of
enzymes that catalyze glycoside linkage synthesis by the transfer of a monosaccharide
from an activated donor substrate to an acceptor. Therefore, the SpsA and SpsB
proteins were candidates for transferring the Leg from the CMP-Leg to one or more
acceptor(s) on the forespore surface. To test this hypothesis, spores of the PY79 AspsA
and PY79 AspsB mutant strains were produced. Spores of both mutant strains were less
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FIG 6 Legionaminic acid is linked to the crust. The amounts of Leg were measured in the surface fractions of
spores by RP-HPLC-FL. The experiments were performed with PY79, PY79 AspsA (AspsA), and PY79 AspsB (AspsB)
strains (A) or PY79, PY79 cotE:.erm (cotE::erm), PY79 cotX:erm (cotX:erm), and PY79 cotZ:erm (cotZ:erm) strains (B).
The results were standardized by the OD,,, of the spore preparations. ns, not significant.; ****, P < 0.0001 for A

versus PY79 by Welch’s t test. The error bars represent the SDs of the means.

hydrophilic and negatively charged than spores of the PY79 strain, and complemen-
tations restored the hydrophilic properties of spores of the PY79 strain (Fig. S5C, D, and
E). This indicates that the spsA and spsB genes are involved in spore surface maturation.
To determine whether the modifications of the surface properties of spores of the
AspsA and AspsB mutant strains were due to a defect in Leg transfer to the forespore
surface, the surface fraction of both mutants was analyzed in RP-HPLC-FL (Fig. 6A).
Surprisingly, the amounts of Leg in the surface fractions of the AspsA and AspsB mutant
strains were similar to that of the PY79 stain, indicating that spsA and spsB genes are
not required for Leg transfer to the forespore surface.

Legionaminic acid is linked to the crust. To determine whether the Leg is linked
to the crust or the outer coat, the spore surface fractions of the PY79 cotE::erm, PY79
cotX:erm, and PY79 cotZ:erm mutant strains were analyzed in RP-HPLC-FL (Fig. 6B). It
was shown previously that spores of the cotE mutant strain lack both the outer coat and
the crust, while spores of the cotZ mutant strains only lack the crust (14, 45). The cotX
mutant stain has an assembled crust, but it is loosely attached to spores (14). However,
in our hands, we observed that the hydrophilicity of spores of the cotX mutant strain
decreased during the washing of the spore preparations, which would indicate that the
crust is lost under our experimental conditions (data not shown). Therefore, if the Leg
was linked to the crust, a decrease of the Leg amount was expected in the surface
fractions of the cotE, cotX, and cotZ mutant strains by comparison with that of the PY79
strain. In contrast, if the Leg was linked to the outer coat, a decrease of the Leg amount
was only expected in the surface fraction of the cotE mutant strain. The inactivation of
the cotE, cotX, and cotZ genes strongly reduced the amount of Leg in the surface
fraction of spores, indicating that Leg is linked to the crust.

DISCUSSION

We previously showed in B. subtilis that the glycans of the crust are composed of
rhamnose, quinovose, glucosamine and muramic lactam, this last being known to be
part of the bacterial peptidoglycan (9). In this study, we showed that the surface of B.
subtilis spores also contained Leg, a NulO identified for the first time on the surface of
bacterial spores. NulOs are composed of nine-carbon-backbone monosaccharides dif-
fering by structural variations at the C-5, C-7, and C-9 positions (46). NulOs notably
encompass sialic acids, such as Neu5Ac and the ketodeoxynonulosonic acid, as well as
nonsialic acids, such as Leg and Pse. Biosynthesis of NulOs proceeds through a
conserved enzymatic mechanism starting by the condensation of a 6-carbon mono-
saccharide with a 3-carbon pyruvate. The 9-carbon intermediate is then activated to a
CMP-sugar, before being transferred to an acceptor. The CMP-Pse biosynthesis pathway
of H. pylori is an example of a NulO pathway that has been extensively studied (31, 47,
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48). In H. pylori, the nucleotide activated Pse is synthesized from UDP-GIcNAc by six
consecutive enzymes. The CMP-Leg pathway in C. jejuni is quite similar, except that the
sugar precursors are GDP linked, rather than UDP linked. It also differs in the epimeriza-
tion performed at C-2, C-4, and C-5 of the 6-deoxy-hexoses intermediates, resulting in
stereochemical differences at C-5, C-7, and C-8 of the final nonulosonates (30). In
contrast to that of H. pylori, the Pse pathway of B. thuringiensis involves seven enzymes
(43). The two pathways differ by the enzymes catalyzing the first reaction of the
pathway, i.e,, the synthesis of the UDP-4-keto-6-deoxy-AltNAc from the UDP-GIcNAc. In
H. pylori this reaction is catalyzed by PseB, while it is catalyzed by Pen and Pal in B.
thuringiensis. Interestingly, it was shown that the coincubation of Pen and Pal with
UDP-GIcNAC in vitro leads to the formation of UDP-4-keto-6-deoxy-AltNAc and UDP-4-
keto-6-deoxy-GIcNAc (43).

By using gene annotation and RaptorX software, we identified SpsM as the putative
enzyme catalyzing the first reaction of the CMP-Leg pathway in B. subtilis, and we
demonstrated that the spsM gene is required for Leg biosynthesis. We also showed that
the insertion of the pen-pal and pglF genes into the amyE locus of the AspsM mutant
strain restored Leg production. Pen-Pal and PglF were previously shown to convert
UDP-GIcNAc to UDP-4-keto-6-deoxy-GIcNAc (43, 49). More surprisingly, the addition of
the legB gene in the AspsM mutant strain did not fully restore Leg production. LegB is
the first enzyme of the CMP-Leg pathway in C. jejuni, and it catalyzes the C-4/C-6
dehydration of the GDP-GIcNAc (30). These data indicate that SpsM is a C-4/C-6
dehydratase, but unlike LegB, it preferentially uses UDP-GIcNAc as a substrate rather
than GDP-GIcNAc. These results also imply that the following enzymes of the CMP-Leg
pathway in B. subtilis use UDP-linked precursors, indicating that the CMP-Leg pathway
of B. subtilis differs from the only complete CMP-Leg pathway described to date in C.
jejuni (30). By a similar approach to that carried out with SpsM, we identified SpsC, SpsD,
SpsG, SpskE and SpsF as the following enzymes of the pathway, we predicted their
functions (see Text S2 and Fig. S6 in the supplemental material), and we reconstructed
the CMP-Leg pathway of B. subtilis (Fig. 3A). These in silico data are consistent with our
experimental results, which showed that the spsC, spsD, spsG, spsE and spsF genes are
required for CMP-Leg biosynthesis. To summarize, this study identified an original
CMP-Leg pathway in B. subtilis consisting of six enzymes and using UDP-linked sugars
as precursors.

Once activated, the Leg must be transferred to the forespore surface by a specific
transferase. There are currently no reports on the bacterial enzymes transferring Leg to
cell surfaces. However, crystal structures of four bacterial sialyltransferases have been
reported (50-54). These bacterial sialyltransferases have been classified into four
carbohydrate-active enzyme database (CAZy) families, including GT38, GT42, GT52, and
GT80, based on their amino acid sequence similarities (55, 56). However, in B. subtilis,
no glycosyltransferase belongs to any of these four CAZy families. Due to their
predicted glycosyltransferase function and the vicinity of the spsA and spsB genes to
the genes of the CMP-Leg pathway, the SpsA and SpsB proteins were the most likely
transferases of the CMP-Leg in B. subtilis. An analysis performed with the NCBI con-
served domain database identified a putative TagB domain in the primary sequence of
SpsB. The TagB protein is involved in the priming step of polyglycerol phosphate wall
teichoic acid synthesis in B. subtilis (57). Interestingly, two enzymes containing a TagB
domain have recently been identified as plausible candidates for a Pse and a Leg
derivative transferase in the bacteria Tannerella forsythia (58). In addition, the protein
sequence of SpsB contains one DEG and three HP domains. Both D/E-D/E-G and HP
motifs are well conserved among different sialyltransferase families with otherwise little
or no sequence identity, and these motifs were shown to be important for enzyme
catalysis and CMP-Neu5Ac binding (59). Surprisingly, we showed that SpsB is not
required for Leg transfer to the forespore surface. Nevertheless, at this stage, it is not
possible to exclude that SpsB transfers another still unidentified NulO or that spsB
deletion is compensated by another Leg transferase with another acceptor on the
forespore surface. The SpsA protein is a transferase of the GT-2 glycosyltransferase
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family whose three-dimensional structure has been resolved in complex with Mn-dTDP
and Mg-DTP (60, 61). The protein sequence of SpsA contains an asparagine doublet,
acting as the DxD motif frequently found in the active site of glycosyltransferases. The
asparagine interacts both with the ribose moiety of the nucleotide sugar donor and the
divalent cation, thus stabilizing the charged phosphate groups in the nucleotide sugar
donor (61). Sialyltransferases usually lack a DxD motif and do not require divalent metal
cations for enzymatic activity (62). Accordingly, we showed that SpsA is not required for
the transfer of Leg to the forespore surface. These findings suggest that SpsA is not a
CMP-Leg transferase. It is more likely that SpsA participates in the transfer of a
monosaccharide to a glycan which is being synthesized.

In this study, we showed that the Leg on the spore surface is linked to the crust.
Furthermore, we demonstrated that the abolition of Leg production leads to a crust
assembly defect. It was shown elsewhere that Pse is essential for flagellar assembly in
Campylobacter spp. and H. pylori (32, 34). In H. pylori, single Pse moieties are attached
by O-linkages to the structural flagellar proteins FlaA and FlaB, at up to 7 and 10 Ser/Thr
residues, respectively. In C. jejuni, the flagellum is also decorated, but with more
complex pseudaminic acids, including one with acetamido groups (34, 35, 63). More
recently, it was also shown that Leg is present on the flagellins of C. jejuni NCTC 11168
and that flagellin glycosylation is highly heterogeneous, with up to 6 different sugars
singly present at a given site (64). Therefore, it is likely that several proteins of the crust
of B. subtilis spores are O-glycosylated with Leg on one or several glycosylation sites,
and we hypothesize that these O-linked Leg participate in the assembly or the
stabilization of the interactions between the crust proteins and/or in the anchoring of
the crust to the outer coat. The way by which Leg stabilizes the interactions between
the spore surface proteins remains to be defined. However, NulOs are well known to
participate in carbohydrate-protein interactions, e.g., mediation of cell-cell adhesion via
lectins or cell-cell communication (63). NulOs are hydrophilic and negatively charged at
neutral pH and they typically occur as the terminating units of N-glycans, O-glycans,
and glycolipids, which could explain the multiplicity of biological functions they fulfill.
In this study, we showed that the abolition of Leg production resulted in a decrease in
the negative charge and hydrophilicity of B. subtilis spores, making them more adher-
ent to stainless steel. However, similar surface modifications were obtained with spores
of the AspsA and AspsB mutant strains that still produce Leg, suggesting that the
hydrophilicity and the negative charge of spores are provided by a crust glycan, rather
than by Leg.

The total amounts of neutral sugars in the surface fractions of the AspsABCDEF and
AspsM mutant strains were halved compared to that of the wild-type strain. Given that
most of the crust is lacking on the spore surfaces of both mutants, this result suggests
that approximately one-half of the monosaccharides are located on the outer coat
surface and the other half are linked to the crust, which agrees with previous studies
(15, 17). The precise localization, structure, and composition of the glycans containing
these monosaccharides remain to be defined. However, it has been suggested that one
of these glycans contains rhamnose and another one contains galactose (15). It was
shown previously that spsM deletion leads to a loss of rhamnose on the spore surface,
and we confirmed this by gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) experi-
ments (data not shown) (16). Knowing the activity of SpsM, the loss of rhamnose in the
AspsM mutant strain is obviously an indirect consequence of Leg production abolition.
Since Leg is required for crust assembly, it is therefore likely that rhamnose moieties are
constitutive of a crust-linked glycan. Using the data from this study, we propose a
speculative model for the organization of the B. subtilis spore surface (Fig. 7).

In most of the B. subtilis strains, the spsM gene is interrupted by the spB prophage.
The prophage is excised from the chromosome both during sporulation and in re-
sponse to stress (DNA damage), thus reconstituting a functional spsM gene (16).
Another study indicates that the SigY sigma factor promotes the maintenance of spf3
in the chromosome of B. subtilis (65). As the other ECF-type sigma factors, SigY activity
is regulated by stresses and nitrogen deficiency has been shown to increase SigY
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FIG 7 Hypothetical model of the B. subtilis spore surface organization. In this model, one or several crust
proteins are glycosylated by Leg or by a crust-linked glycan containing Leg. Leg could participate in the
assembly and/or the stabilization of the interactions between the crust proteins possibly through a
carbohydrate-protein interaction. The crust proteins and the crust-linked glycan give the spores their
hydrophilicity and negative charge that define the adhesion properties of B. subtilis spores. Leg might
also participate in the anchoring of the crust proteins to the outer coat by interacting through a
carbohydrate-protein interaction with the outer coat proteins or by a carbohydrate-carbohydrate inter-
action with a coat-linked glycan. The interactions presented in this model are speculative. They are
extrapolated from current knowledge about NulOs in bacteria (see Discussion). In the absence of data
about the structure of the coat-linked and crust-linked glycans, the number of monosaccharides that
make up the glycans and the position of the bonds between monosaccharides are just indicative of a
possible structure.

activity (66). Therefore, it is likely that stresses encountered by B. subtilis during
sporulation modulate the excision of spf and consequently the production of Leg.
Knowing that Leg is required for crust formation and that presence or absence of crust
determines the surface and adhesion properties of spores, it is likely that the environ-
mental conditions encountered by B. subtilis during sporulation influence the adhesion
properties of spores. In the context of food industries, this could mean that production,
cleaning and disinfection processes encountered by the sporulating Bacillus cells
contaminating the production lines might influence the adhesion properties of the
resulting spores. This adaptive strategy would explain the high persistence of these
microorganisms on food industry production lines.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains and growth conditions. The strains used in this study are described in Table 1.
Escherichia coli K-12 strain TG1 was used as host for the construction of plasmids and cloning experi-
ments. B. subtilis cells were transformed as described previously (67). E. coli strains were grown at 37°C
in Luria Broth (LB). Bacillus strains were grown at 30°C or 37°C in LB, Nutrient Broth (NB), or Spo8, a
sporulation medium (68). The following concentrations of antibiotic were used for bacterial selection:
100 pg/ml ampicillin and 20 ng/ml chloramphenicol for E. coli, and 1 pug/ml erythromycin and 5 pg/ml
chloramphenicol for Bacillus. Spores were produced at 30°C on Spo8-agar as previously described (68).
After a 10-day incubation period and when over 95% of spores were obtained, spores were harvested by
scraping the surfaces of plates, washing them five times in chilled sterile water (1,500 X g for 15 min),
and storing them in sterile water at 4°C until use. The titer of spore preparations was evaluated by plating
on NB-agar and by measuring the optical density at 600 nm (ODg,).

DNA manipulations. Total DNA was extracted from B. subtilis cells using the Puregene Yeast/Bact kit
(Qiagen, France). Plasmid DNA was extracted from E. coli using a SmartPure plasmid kit (Eurogentec,
Belgium). Restriction enzymes and T4 DNA ligase (New England BioLabs, USA) were used in accordance
with the manufacturer's recommendations. Oligonucleotide primers were synthesized by Eurofins
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TABLE 1 Strains used in this study
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Strain

Trait or relevant genotype

Reference or source

B. subtilis PY79

B. subtilis PY79 AspsABCDEF

B. subtilis PY79 AspsA

B. subtilis PY79 AspsB

B. subtilis PY79 AspsD

B. subtilis PY79 AspsF

B. subtilis PY79 AspsM

B. subtilis PY79 cotE::erm

B. subtilis PY79 cotX:erm

B. subtilis PY79 cotZ:erm

B. subtilis PY79 AspsA amyE:spsA
B. subtilis PY79 AspsB amyE::spsB
B. subtilis PY79 AspsD amyE:spsD
B. subtilis PY79 AspsF amyE:spsF
B. subtilis PY79 AspsM amyE::spsM
B. subtilis PY79 AspsM amyE::spsM M146A

B. subtilis PY79 AspsM amyE::spsM K150A

B. subtilis PY79 AspsM amyE::pen

B. subtilis PY79 AspsM amyE:pal

B. subtilis PY79 AspsM amyE:pen-pal
B. subtilis PY79 AspsM amyE::legB

B. subtilis PY79 AspsM amyE::pglF

B. subtilis PY79 AspsM amyE::pseB

B. subtilis PY79 amyE:Py, -mCherry

spsABCDEF-deficient strain

spsA-deficient strain; markerless

spsB-deficient strain; markerless

spsD-deficient strain; markerless

spsF-deficient strain; markerless

spsM-deficient strain; markerless

cotE-inactivated strain; Eryr

cotX-inactivated strain; Ery"

cotZ-inactivated strain; Ery"

Complementation of the spsA-deficient strain; Cm*

Complementation of the spsB-deficient strain; Cm-®

Complementation of the spsD-deficient strain; Cm*

Complementation of the spsF-deficient strain; Cm"

Complementation of the spsM-deficient strain; Cm"

M146A mutated allele of spsM in the amyE locus of the spsM-deficient
strain; Cm’

K150A mutated allele of spsM in the amyE locus of the spsM-deficient
strain; Cm’

pen gene in the amyE locus of the spsM-deficient strain; Cm"

pal gene in the amyE locus of the spsM-deficient strain; Cm*

pen and pal genes in the amyE locus of the spsM-deficient strain; Cm"

legB gene in the amyE locus of the spsM-deficient strain; Cm®

pglF gene in the amyE locus of the spsM-deficient strain; Cm"

pseB gene in the amyE locus of the spsM-deficient strain; Cm*

P.osa-mCherry transcriptional fusion in the amyE locus of the PY79

strain; Cm’
B. subtilis 168
B. subtilis 168 AspsC spsC-deficient strain; Km®
B. subtilis 168 AspsE spsE-deficient strain; Km®
B. subtilis 168 AspsG spsG-deficient strain; Km®
B. thuringiensis serovar israelensis ATCC 35646

BGSC, 1A747
This study
This study
This study
This study
This study
This study
This study
This study
This study
This study
This study
This study
This study
This study
This study

This study

This study
This study
This study
This study
This study
This study
This study

BGSC, 1A1
BGSC, BKK37890
BGSC, BKK37870
BGSC, BKK37850
BGSC, 4Q12

Genomics (Germany). PCRs were performed in a SimpliAmp thermal cycler (Applied Biosystems, USA).
Amplified fragments were purified using the SmartPure PCR kit (Eurogentec, Belgium). Digested DNA
fragments were separated on 1% (w/v) agarose gels after digestion and extracted from gels using the
SmartPure gel kit (Eurogentec, Belgium). Nucleotide sequences of plasmid inserts were determined by
Sanger sequencing (Eurofins Genomics, Germany).

Construction of the B. subtilis recombinant strains. Gene deletion and gene interruption were
performed by homologous recombination with pMAD and pMUTIN4, respectively, as previously de-
scribed (69, 70). The deletion mutants were constructed by deleting the targeted genes from the ATG to
the stop codon without introducing exogenous DNA to avoid disrupting downstream genes transcrip-
tion. Complementation was introduced in the amyE gene using the plasmid pBS1C (67). The recombinant
strains, oligonucleotides, and plasmids used in this study are described in Table 1 and Tables S2A and
B in the supplemental material. Nucleotide sequences of the introduced chromosomal modifications
were verified by Sanger sequencing (Eurofins Genomics, Germany).

Surface and adhesion properties of spores. Microbial-adhesion-to-hydrocarbons (MATH), zetame-
try, and adhesion assays were performed as described previously (9).

Electron microscopy. To observe spore surface features, spores were fixed and stained as previously
described (9). Ultrathin sections were cut on a Leica UC7 ultramicrotome and collected on 150-mesh
copper grids. The sections were examined under a Jeol JEM-2100 transmission electron microscope at an
accelerated voltage of 200 kV.

Preparation of the intracellular extracts and spore surface fractions. A cell pellet obtained by
centrifugation (12,000 X g, 15min, 4°C) and washed twice with cold sterile ultrapure water was
resuspended in 3 ml of sodium citrate buffer (0.01 M, pH 5.5) and then transferred to a screw tube
containing 400 mg of glass beads (acid-washed, G1277-500G; Sigma). The screw tube was shaken in a
MiniBeadBeater-16 (Biospec Products) for 2 min and then cooled on ice. This treatment was repeated 4
times. The lysate was then centrifuged (6,000 X g, 15 min, 4°C), and 1 ml of the supernatant was ethanol
precipitated. The precipitate was recovered in 500 ul of sterile ultrapure water and kept at —20°C for
further analyses. The surface fraction of spores was removed by three successive passages of spore
suspensions through a French press (SLM Instruments, Urbana, IL) at 20,000 Ib/in2. Spores were separated
from the surface fraction by two successive centrifugations (4,500 X g, 15 min, 4°C), and the supernatant
was kept at —20°C until use.

Dosage of neutral sugars. The dosage of the neutral sugars in the surface fraction of spores was
performed as described previously (28). The amounts of neutral sugars were standardized by the OD,
of the spore preparations.
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B-mercaptoethanol, 18 mM sodium hydrosulfite in 0.02 mM trifluoroacetic acid.

were detected by a fluorimeter (Waters 474, excitation wavelength [A,

mBio’

Release and derivation of NulOs. 500 wl of spore surface fraction or intracellular extract was
lyophilized. DMB-coupled NulOs were obtained as described previously (36). Shortly, dried glycoconju-
gates were hydrolyzed at 80°C for 2 h in 0.1 M trifluoroacetic acid to release the NulOs. NulOs were
subsequently coupled to DMB by heating the samples at 50°C for 2 h in the dark in 7mM DMB, 1T M

Analysis of DMB derivatives on HPLC. The NulO derivatives were separated isocratically on a C,g
reverse-phase HPLC column (Waters, 4.6 mm by 150 mm, 3.5 um. or Wakopak Handy ODS, 4.6 mm by
250 mm, 6 um) using a solvent mixture of acetonitrile/methanol/water (7:9:84 [vol/vol/vol]), and they

exc

1 = 373 nm, emission wavelength

[Aem] = 448 nm). The Leg amount was estimated by measuring the area of peak 1 and by reporting this
area to a standard range of Neu5Ac.
Analysis of DMB derivatives on micro-LC/ESI-MS3. Analyses were performed in positive ion mode
on an amaZon speed ETD ion trap mass spectrometer equipped with the standard electrospray
ionization (ESI) ion source and controlled by Hystar 3.2 software (Bruker Daltonics). DMB-coupled NulO
separation was achieved on a micro-LC system (Prominence LC-20AB; Shimadzu, Kyoto, Japan). Samples
were applied to a reverse-phase Luna C,5-2 column (150 mm by 1.00 mm, 3-um particles; Phenomenex),
and they were separated using an isocratic elution of acetonitrile/methanol/water (6:4:90 [vol/vol/vol)] at
a flow rate of 70 ul/min. The targeted MS3 scans for DMB-coupled NulO were performed using ultrascan
mode (26,000 atomic mass units [amu]/s). NulO species were identified by referring to elution positions
and MS3? fragmentation of Leg and Pse standards.
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TABLE S1.

Annotation of the sps genes and RaptorX predictions. The putative function of the sps
gene products are extracted from the MaGe genome browser
(http://www.genoscope.cns.fr/). The structures from the PDB database that are the most

similar to the RaptorX predicted structures of the Sps proteins are shown in the table.

RaptorX prediction
utative function of . PDB . . -
Gene P Protein | P-value | Score Organism | Protein Activity
the product Template
spsA | dTDP-glycosyltransferase SpsA | 8.64¢-08| 218 IH7L B;Z;ZZ? SpsA GT2 Glycosyltransferase
dTDP Bacill
spsB | glycosyl/glycerophosphate | SpsB | 6.4le-18| 257 3MBO anatZ;aZ?v BaBshA Glycosyltransferase
transferase )
spsC Glutamlne—depéndent sugar SpsC | 1.66e-09| 348 IMDO Salrflone? la ArmB Aminotransferase
transaminase typhimurium
TDP-glycosamine N- Clostridium GNAT superfamily N-
spsD acetyltransferase SpsD | 7.32¢-07) 213 SKFI acetobutylicum GlmA acetyltransferase
spsE | Phosphoenolpyruvate sugar | g g |3 500 15| 399 1VLI Bacillus SpsE Unknown
pyruvyltransferase subtilis
F lycosyltransf SpsF | 241607 192 | eoEW | SOV idylyltransf
sps. glycosyltransterase ps Ale- borgpetersenii - cytidylyltransferase
spsG glycosyltransferase SpsG | 1.14e-06| 253 382U Pseudomonas MurG UDP-sugar hydrolase
aeruginosa
4.17e-08 | 299 3vvC Stap Z’z ioeitzccus CapE dehydrogenase/reductase
Acinetobacter . UDP-N-acetylglucosamine
spsM dehydratase SpsM | 8.81e-08 | 287 4J20 baumannii WbjB 4,6-dehydratase/S-epimerase
2.00e-07| 274 2GN4 Hellcoba.cter PscB UDP-GIcNAc C6
pylori dehydratase
PY79
PY79
= crust
FIG S1.

Influence of the crust removal on the surface and adhesion properties of spores.

Experiments were performed with spores of PY79 strain with crust (PY79) or crustless
(PY79 —crust). The crust was removed using a French press as described in Materials and
Methods. It was shown previously that the French press procedure does not damage the
spore coat (9). (A) Surface hydrophilicity of spores evaluated by MATH assays (B) Surface
charge of spores evaluated by zetametry assays. The error bars represent the SDs of the
means. **** P <0.0001 for PY79 —crust versus PY79 by Mann-Whitney test. (C)
Evaluation of spore adhesion on stainless steel coupons. Drops of spores (5 pl at 10°
CFU/ml) were deposited on stainless steel coupons and dried for 30 min at room
temperature. The coupons were then washed three times in a water bath by immersion
and emersion to remove loosely adhering spores. Pictures were taken before and after
the washing step.
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FIG S2.
Quantification of neutral sugars in the surface fraction of spores by the phenol-sulfuric method. The

results were standardized by the ODg, of the spore preparations. The error bars represent the SDs of the
means. ¥*** P <0.001 for A versus PY79 by t test.

14.88 Leg
== 15.82 Psa

——

L L
P

14.86

Cl " Moutes 18

,J\M

1®

14,89

13 Mirnses
FIG S3.
Chromatograms of the RP-HPLC-FL experiments performed on a mix of Leg and Pse standards (A) and the
surface fraction of spores of the PY79 (B) and 168 (C) strains. To discriminate between the standards, a C;4
Wakopak Handy ODS 4.6-mm by 250-mm column was used in this experiment. This column is longer than
the one used in the other experiments, which explains the increase retention time of Leg (Fig. 3B, peak 1

and Fig. S3B).
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FIG S4.
The sps genes are expressed during the late stage of sporulation. (A) Expression kinetics of
the P, ,-mCherry transcriptional fusion in the PY79 strain. (B) Kinetics of Leg production
in the mother cell of the PY79 strain. The amount of Leg was evaluated by RP-HPLC-FL.
The results were standardized by the ODg,, of the bacterial cultures. Growth for both
kinetics were performed in Spo8 medium at 37°C. Time on the x axes is given relative to
the transition to stationary phase. Error bars represent the SDs of the means.

FIG S5.

Surface properties of spores of the sps mutants. Surface hydrophilicity of spores of the
PY79 AspsD (AspsD) and PY79 AspsD amyE::spsD (AspsD amyE::spsD) (A), PY79 AspsF
(AspsF) and PY79 AspsF amyE::spsF (AspsF amyE::spsF) (B), PY79 AspsA (AspsA) and PY79
AspsA amyE::spsA (AspsA amyE::spsA) (C), and PY79 AspsB (AspsB) and B. subtilis PY79
AspsB amyE::spsB (AspsB amyE::spsB) (D) strains evaluated by MATH assays. (E) Surface
charge of spores evaluated by zetametry assays. The error bars represent the SDs of the
means. **** P <0.0001 for A versus PY79 by Mann-Whitney test.
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TEXT S1.

Despite several attemps, we failed to complement the AspsF mutant strain. However, with the
data provided in this study, we believe that this lack of complementation does not question the
conclusions about the role of spsF' in CMP-Leg biosynthesis. To our knowledge, there are two
reasons for complementing a mutant. The first is to verify that the introduced mutation does not
disrupt the transcription of the flanking genes. The genes flanking the spsF gene are spsE
(upstream) and spsG (downstream). We showed in this study that spsF and spsE genes are
required for Leg biosynthesis (Fig. 5). Therefore, disruption of one of these genes in the AspsF
mutant strain should abolished Leg production. The PY79 AspsF mutant strain still produced
Leg (Fig. 5SB), indicating that flanking genes transcription is not disturbed in the AspsF mutant
strain. The second is to check that the phenotypes obtained with a mutant are not due to a
mutation elsewhere on the chromosome. The AspsF mutant strain and the complemented strain
were constructed twice and we obtained twice the same result (negative complementation, data
not shown). In addition, structure and function predictions indicated that SpsF is a putative
cytidylytransferase (Text S2 and Fig. S6). Cytidylytransferases activate the NulOs and they are
required for NulOs transfer to their acceptors. The phenotypes obtained with the AspsF mutant
strain (Leg produced but not transferred to the forespore surface) perfectly match with the
predicted cytidylytransferase activity of SpsF. Therefore, we are convinced of the veracity of
the AspsF mutant strain phenotypes we reported in this study, despite the lack of

complementation.
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FIG S6.

Structure or predicted structure of the Sps proteins. (A) Cartoon representation of the
tertiary structure prediction of SpsC. (Top) Tertiary structure prediction. (Bottom) Putative
pyridoxal-5'-phosphate pocket. (B) Predicted secondary and tertiary structures of SpsD.
(Top) Secondary structure prediction. (Bottom) Cartoon representation of the tertiary
structure prediction. Two B-strands form a V-like shape named “B-bulge” that could
constitute a binding site for acetyl coenzyme A (acetyl-CoA). (C) Cartoon representation of
the tertiary structure prediction of SpsG. (Top) Tertiary structure prediction. (Bottom)
Putative UDP binding pocket. (D) Cartoon representation of the tertiary structure of SpsE.
Protein crystal structure was obtained by X-ray diffraction at a resolution of 2.38 A by the
Joint Center for Structural Genomics and was deposited in the PDB database under the
reference 1VLI. (Top) Tertiary structure. (Middle) Focus on the 8 B-strands of the
triosephosphate isomerase (TIM)-barrel fold. The 8 B-strands are highlighted in magenta.
(Bottom) Putative PLP binding pocket. (E) Cartoon representation of the tertiary structure
prediction of SpsF. (Top) Tertiary structure prediction. The SpsF monomer has an aBa
three-layer sandwich architecture. (Middle) Focus on the seven B-strands with the
topological order TB3-1B2-TBR1-1TB4-I B8-TB5-1 B9 (from bottom to top). (Bottom)
Putative CTP binding pocket. The tertiary structures and binding sites predictions were
obtained with RaptorX software. The tertiary structure representations were performed
with Chimera and Jmol software. a-Helix, B-strand, and coil are represented in cyan,
magenta, and brown, respectively.
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TEXT S2.

The second step of the putative CMP-Leg pathway in B. subtilis consists in the transfer of an
amino group from the glutamate onto the C4 atom of the UDP-4-keto-6-deoxy-GlcNAc to
produce UDP-4-amino-6-deoxy-GIcNAc (Fig. 3A). The comparison of the SpsC protein
sequence to the TrEMBL database indicates that SpsC is a putative aminotransferase of the
DegT family and the RaptorX software identified the structure of the ArnB aminotransferase
of Salmonella typhimurium as the most related to SpsC (Table S1). Interestingly, ArnB
catalysis amino group transfer from glutamic acid to the 4"-position of a UDP-linked
ketopyranose molecule, which is exactly the presumed activity of SpsC (1). In addition, the
predictive structure of SpsC showed similarity with the structure of PseC, the aminotransferase
catalyzing the second step of the Pse biosynthetic pathway in H. pylori (2). Thus, the predictive
structure of SpsC contains a PLP binding pocket and the N-Terminal domain of the protein has
a seven-stranded B-sheet arranged in the topological order 1B1-|B7-1B6-1B5-1P4-1B2-1B3 (3)
(Fig. S6A). These data make SpsC a good candidate for catalyzing the second step of the Leg
biosynthesis pathway in B. subtilis. The third step consists in the conversion of the UDP-4-
amino-6-deoxy-GlcNAc to UDP-2,4-diNAc-6-deoxy-Glc. In H. pylori, the GCN5-related N-
Acetyltransferase (GNAT) PseH participating to the CMP-Pse pathway catalyzes the same
reaction, but it uses UDP-4-amino-6-deoxy-AltNAc as a substrate (4). The enzymes of the
GNAT family have been shown to catalyze the transfer of an acetyl group from acetyl-CoA to
the primary amino group of a wide variety of substrates including proteins, mycothiol and
aminoglycosides (5). In B. subtilis, the spsD gene encodes a putative N-Acetyltransferase of
the GNAT family. The analysis of the predictive secondary and tertiary structure of SpsD
confirms that this enzyme fulfills the characteristics of the GNAT family: a conserved 0- B1-
al-02-B2-B3-B4-03-f5-a4-p6 fold and at least one V-like shape named “B-bulge”, that serves
as a binding site for acetyl-CoA (Fig S6B). In addition, the enzyme with the most closely related
tertiary structure to SpsD is GImA, a GNAT N-Acetyltransferase catalyzing the transfer of an
acetyl group from acetyl CoA to the primary amino group of glucosamine (Table S1) (6). Based
on these elements, we assume that SpsD catalyzes the third step of the CMP-Leg pathway of B.
subtilis (Fig. 3A). The fourth step of the putative CMP-Leg pathway in B. subtilis consists in
the hydrolysis of the UDP-2,4-diNAc-6-deoxy-Glc to generate the nucleotide free sugar 2,4-
diNAc-6-deoxy-Man. In the Pse biosynthesis pathway of H. pylori, the UDP hydrolysis of the
UDP-2,4-diNAc-6-deoxy-Alt is catalyzed by the inverting nucleotide sugar hydrolase PseG that
belongs to the glycosyltransferase B family (GT-B) (7,8). The structural analysis of PseG
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showed that this protein has a N-terminal domain harboring seven B-strands in a parallel
orientation, a short a-helix linker and a C-terminal domain with six B-strands in a parallel
orientation (8). In B. subtilis, the spsG gene encodes a putative glycosyltransferase with a
predicted tertiary structure similar to PseG and harboring a putative UDP binding pocket (Table
S1, Fig. S6C). The UDP-hydrolase activity of SpsG is supported by the RaptorX analysis which
identifies MurG, a glycosyltransferase with a UDP-hydrolase activity, as the enzyme the most
structurally related to SpsG (7) (Table S1). In the CMP-Leg biosynthesis pathway of C. jejuni,
it has been suggested that the nucleotidase LegG performs a C2 epimerization resulting in NDP
removal from the Leg precursor (9). Therefore, we propose that SpsG performed the C2-
epimerization and the UDP-hydrolysis of the UDP-2,4-diNAc-6-deoxy-Glc to produced 2,4-
diNAc-6-deoxy-Man (Fig. 3A). The crystal structure of SpsE was obtained by x-ray diffraction
at a resolution of 2.38 A and it was deposited in the PDB database by the Joint Center for
Structural Genomics (unpublished data) (Fig. S6D). The protein was crystallized as the apo-
enzyme with a divalent cation (Zn>"). The SpsE monomer contains a N-terminal
triosephosphate isomerase (TIM)-barrel fold domain and a C-terminal antifreeze protein-like
domain. The TIM-barrel of SpsE consists of eight a-helices and eight parallel B-strands that
alternate along the N-terminal part of the protein forming a cavity that contains a putative PEP-
binding domain (Fig S6D). The structure of SpsE is similar to that of NeuB, a sialic acid
synthase of N. meningitidis that converts phosphoenolpyruvate and N-acetylmannosamine to
N-acetylneuraminic (10). Both proteins notably share a C-terminal antifreeze domain and a N-
terminal TIM-barrel fold containing a PEP-binding domain and a divalent cation-binding site.
These structural data provide a body of evidence suggesting that SpsE catalyzes the
condensation between phosphoenolpyruvate and 2,4-diNAc-6-deoxy-Man to generate Leg. To
be transferred onto their final acceptor by a specific transferase, nonulosonic acids must be
activated with a nucleotide sugar. The spsF gene encodes a putative cytidylyltransferase that
might play this role in the CMP-Leg pathway of B. subtilis. The predictive tertiary structure of
the SpsF protein has an afa three-layer architecture with seven B-strands in the topological
order TP3-1P2-1B1-1p4-1B8-1B5-1P9 and a putative CTP-binding site, all of which are
structural features found in cytidylyltransferase (Fig. S6E) (11). In addition, we showed that
Leg was not transferred from the mother cell to the surface of the forespore in a AspsF mutant
strain during sporulation, which is the expected outcome for a mutant unable to activate the Leg
into CMP-Leg. These data support the hypothesis that SpsF is the cytidylyltransferase of the
CMP-Leg pathway in B. subtilis.
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TABLE S2.

Oligonucleotides and plasmids. (A) Oligonucleotides used in this study (B) Plasmids constructed for this

study.

A

Primers

spsABCDEF-1
spsABCDEF-2
spsABCDEF-3
spsABCDEF-4
spsA-1

SpsA-2

SpsA-3

spsA-4

spsB-1

spsB-2

spsB-3

spsB-4

spsD-1

spsD-2

spsD-3

spsD-4

spsF-1

spsF-2

spsF-3

spsF-4

spsM-1

spsM-2

spsM-3

spsM-4

cotE-F

cotE-R

cotZ-F

cotZ-R

cotX-F

cotX-R
spsA-comp-1
spsA-comp-2
spsA-comp-3
spsB-comp-1
spsB-comp-2
spsB-comp-4
spsD-comp-2
spsD-comp-3
spsD-comp-4
spsF-comp-1
spsF-comp-2
spsM-comp-1
spsM-comp-4
spsM-M146A-2
spsM-M146A-3
spsM-K150A-2
spsM-K150A-3

Sequence

CGGGATCCGTTGAACCCATTCTTGCTTGA
CACTTTTCCCGGAAGCCTTTTGGAACTTCACACCTGAAACT
AGTTTCAGGTGTGAAGTTCCAAAAGGCTTCCGGGAAAAGTG
ACGCGTCGACTTGGAACTTCACACCTGAAACT
GACGCCATGGAATATGGATAC
CTTAAATAGGCCGACAAGCTCATCCTACACCTCCTTCTTGGAA
TTCCAAGAAGGAGGTGTAGGATGAGCTTGTCGGCCTATTTAAG
CGGGATCCCTGAGTGGCAATGAGCACAA
CATGCCATGGCACCTTATGAGGCTGATGCTT
TTTCTTTGCGCTCCTATCATTGCTCTCACCCCATTCCAAG
CTTGGAATGGGGTGAGAGCAATGATAGGAGCGCAAAGAAA
CGGGATCCACTTGCAGAACATATAGATGCCA
CATGCCATGGGTCATTACCTCTCCGCTTACG
GCCCGGCCAAATATGATATTAATCAGCCCCTTTTACGAT
ATCGTAAAAGGGGCTGATTAATATCATATTTGGCCGGGC
CGGGATCCCGAAGCACTGCGATATTGTC
CCGGAATTCTGTAGGCAAAGACGCTCCTGT
CGAAGATCCCAACATGCATGGGAAACGGGCTGTCCTTCAGTA
TACTGAAGGACAGCCCGTTTCCCATGCATGTTGGGATCTTCG
CGGGATCCATAGCTGTTACCCGTATAATGCCTT
CTGAGAATTCAACTTAAATTCACG
CTAATGGATAGACAGGCTTGTTTAACTCTCGTTTCTCTACCATGC
GCATGGTAGAGAAACGAGAGTTAAACAAGCCTGTCTATCCATTA
G

CGCGGATCCAAGGAGGCACCAGTATGTCTG
CCGGAATTCGAATACAGGGAAATTATTACGAAGGC
CGGGATCCAGTACCATACGTTTATATCATAATACCCTTC
CCGGAATTCAGCCAGAAAACATCAAGCTG
CGGGATCCTTATCGAGTTCGCCGACAT
CCGGAATTCCTGACTGTGACCATCCGT
CGGGATCCGCTGTTACAACTGATGTTACG
GCICTAGACAAATCCCTGCTGTCCTTG
AACTGCAGTCACCCCATTCCAAGCTTT
CGGGATCCCAAATCCCTGCTGTCCTTG
GGAATTCAACTTCACACCTGAAACTATCGTT
GGAATTCGGAATGGGGTGAGAGCTTG
GGACTAGTTTATTCAGTATCTTCCCGCCTG
TAATCAGCCCCTTTTACGATATTTGGAACTTCACACCTGAAACT
AGTTTCAGGTGTGAAGTTCCAAATATCGTAAAAGGGGCTGATTA
AACTGCAGCATTATTTCGCCTCCTTGC
GGAATTCTGAAGGACAGCCCGTTTC
GGACTAGTCTAGTCAGCCTCTCGTTC
GGAATTCAGTGCTTAGCAGCATTGTTTT
TAACTAGTTAATAAATAAACTGTTAAAAACAGGCC
GATAACAGCTTGGTGGCACCCGCTGTGTTCACAGGAGATAC
GTATCTCCTGTGAACACAGCGGGTGCCACCAAGCTGTTATC
CAGCTTTTCAGATAACAGCGCGGTGGCACCCATTGTGTTC
GAACACAATGGGTGCCACCGCGCTGTTATCTGAAAAGCTG

Restriction
site
(underlined)
BamHI1

Sall
Ncol

BamHI
Ncol

BamHI
Ncol

BamHI
EcoRI

BamHI
EcoRI
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Primers

PspsM-F
PspsM-R-pen

pen-F
pen-R
PspsM-R-pal

pal-F
pal-R
PspsM-R-legB

legB-F
legB-R
PspsM-R-pglF

pglF-F
pglF-R
PspsM-R-pseB

pseB-F
pseB-R
PspsA-F
PspsA-R

mbio.asm.org 20

Sequence

CCGGAATTCGCAGTGCTTAGCAGCATTGTT
ACATGAAAATATATACCTCCTCATATTAAACAACTCTCGTTTCTC
TACCATGC
GCATGGTAGAGAAACGAGAGTTGTTTAATATGAGGAGGTATATA
TTTTCATGT

AACTGCAGTCATATTTTCTCCCCTCCTGTTA
ATTTTCTCCCCTCCTGTTAATAGCCAACTCTCGTTTCTCTACCATG
C
GCATGGTAGAGAAACGAGAGTTGGCTATTAACAGGAGGGGAGA
AAAT

AACTGCAGACCATTACTCTTTCTCCTTAGGATTAA
CAGCACCTGTAACTAAAATATTTCTCACGGCTTATCCTCCAACTC
TCGTT
AACGAGAGTTGGAGGATAAGCCGTGAGAAATATTTTAGTTACAG
GTGCTG

AAACTAGTTAAACATTATAAAGCTCGCTTTTATAAT
GCTAATCTTTTGCTTTTATAAAAAATCATGGCTTATCCTCCAACT
CTCGTT
AACGAGAGTTGGAGGATAAGCCATGATTTTTTATAAAAGCAAAA
GATTAGC

AAACTAGTTATACACCTTCTTTATTGTGTTTAAATTC
CGTGATTAAGATATTTTTTTTGTTAAACATGGCTTATCCTCCAAC
TCTCGTT
AACGAGAGTTGGAGGATAAGCCATGTTTAACAAAAAAAATATCT
TAATCACG

AAACTAGTTTAAAAACCTTCAGTATGATTGATGAT
CGGGATCCCAAATCCCTGCTGTCCTITG
CCAAGCTTAACTTCACACCTGAAACTATCGTT

Restriction
site
(underlined)
EcoRI

Spel

Spel

Spel
BamHI
Hindlll
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Plasmid name Plasmid features

pPMADQspsABCDEF 5" and 3' regions flanking the spsABCDEF operon were amplified by SOE-PCR using
primers spsABCDEF-1/spsABCDEF-2 and spsABCDEF-3/spsABCDEF-4. The PY79
chromosomal DNA was used as template. The resulting fragment was purified as a
BamHI-Sall fragment and it was inserted between the BamHI and Sa/l sites of pMAD.

pPMADQspsA 5" and 3' regions flanking the sps4 gene were amplified by SOE-PCR using primers
spsA-1/spsA-2 and spsA-3/spsA-4. The PY79 chromosomal DNA was used as
template. The resulting fragment was purified as a Ncol-BamHI fragment and it was
inserted between the Ncol and BamHI sites of pMAD.

pPMADQspsB 5" and 3' regions flanking the spsB gene were amplified by SOE-PCR using primers
spsB-1/spsB-2 and spsB-3/spsB-4. The PY79 chromosomal DNA was used as
template. The resulting fragment was purified as a Ncol-BamHI fragment and it was
inserted between the Ncol and BamHI sites of pMAD.

pMADQspsD 5"and 3' regions flanking the spsD gene were amplified by SOE-PCR using primers
spsD-1/spsD-2 and spsD-3/spsD-4. The PY79 chromosomal DNA was used as
template. The resulting fragment was purified as a Ncol-BamHI fragment and it was
inserted between the Ncol and BamHI sites of pMAD.

pPMADQspsF 5"and 3' regions flanking the spsF gene were amplified by SOE-PCR using primers
spsF-1/spsF-2 and spsF-3/spsF-4. The PY79 chromosomal DNA was used as
template. The resulting fragment was purified as a EcoRI-BamHI fragment and it
was inserted between the EcoRI and BamHI sites of pMAD.

pPMADQspsM 5"and 3' regions flanking the spsM gene were amplified by SOE-PCR using primers
spsM-1/spsM-2 and spsM-3/spsM-4. The PY79 chromosomal DNA was used as
template. The resulting fragment was purified as a EcoRI-BamHI fragment and it
was inserted between the EcoRI and BamHI sites of pMAD.

pMUTIN4 cotE An internal fragment of the cotE gene was amplified by PCR using primers cotE-F
and cotE-R. The PY79 chromosomal DNA was used as template. The resulting
fragment was purified as a EcoRI-BamHI fragment and it was inserted between the
EcoRI and BamHI sites of pMUTIN4.

pMUTIN4 cotZ An internal fragment of the cotZ gene was amplified by PCR using primers cotZ-F
and cotZ-R. The PY79 chromosomal DNA was used as template. The resulting
fragment was purified as a EcoRI-BamHI fragment and it was inserted between the
EcoRI and BamHI sites of pMUTIN4.

pMUTIN4 cotX An internal fragment of the cotX gene was amplified by PCR using primers cotX-F
and cotX-R. The PY79 chromosomal DNA was used as template. The resulting
fragment was purified as a EcoRI-BamHI fragment and it was inserted between the
EcoRI and BamHI sites of pMUTIN4.

pBS1CQamyE ::spsA The spsA4 gene was amplified with its promoter region using primers spsA-comp-1 and
spsA-comp-2 with PY79 chromosomal DNA as template. The resulting fragment was
inserted between the Xbal and PstI sites of pBS1C.

pBS1CQamyE ::spsB The promoter region of sps4 and the spsB gene were amplified with the primers spsA-
comp-3/spsB-comp-1 and spsB-comp-2/spsB-comp-4 using the PY79 chromosomal
DNA as template. The promoter region of sps4 was purified as a BamHI-EcoRI
fragment and the spsB gene as a EcoRl/Spel fragment. Both fragments were then
inserted between the BamHI and Spel sites of pBS1C.
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Plasmid name Plasmid features

pBS1CQamyE ::spsD The spsD gene was amplified with the promoter region of sps4 by SOE-PCR using
primers spsA-comp-1/spsD-comp-2 and spsD-comp-3/spsD-comp-4. The PY79
chromosomal DNA was used as template. The resulting fragment was purified as a
Xbal-Pstl fragment and it was inserted between the Xbal and Pst sites of pBS1C.

pBS1CQamyE ::spsF The promoter region of spsA4 and the spsF gene were amplified with primers spsA-
comp-3/spsB-comp-1 and spsF-comp-1/spsF-comp-2 using the PY79 chromosomal
DNA as template. The promoter region of spsA was purified as a BamHI-EcoRI
fragment and the spsF gene as a EcoRI-Spel fragment. Both fragments were then
inserted between the BamHI and Spel sites of pBS1C.

pBS1CQamyE ::spsM The spsM gene was amplified with its promoter region using primers spsM-
compl/spsM-comp-4 with PY79 chromosomal DNA as template. The resulting
fragment was purified as a EcoRI-Spel fragment and it was inserted between the EcoRI
and Spel sites of pBS1C,

pBS1CQamyE ::spsM*M146A The M146A mutation was introduced by SOE-PCR using primers spsM-comp-
1/spsM-M146A-2 and spsM-M146A-3/spsM-comp-4. The PY79 chromosomal DNA
was used as template. The resulting fragment was purified as a EcoRI-Spel fragment
and it was inserted between the EcoRI and Spel sites of pBS1C.

pBS1CQamyE ::spsM*K150A The K150A mutation was introduced by SOE-PCR using primers spsM-comp-1/spsM-
K150A-2 and spsM-K150A-3/spsM-comp-4. The PY79 chromosomal DNA was used
as template. The resulting fragment was purified as a EcoRI-Spel fragment and it was
inserted between the EcoRI and Spel sites of pBS1C.

pBS1CQamyE ::pen The pen gene was amplified with the promoter region of spsM by SOE-PCR using
primers PspsM-F/PspsM-R-pen and pen-F/pen-R. The PY79 and the B. thuringiensis
ATCC35646 chromosomal DNA were respectively used as template. The resulting
fragment was purified as a EcoRI-Ps?I fragment and it was inserted between the EcoRI
and Pstl sites of pBS1C.

pBS1CQamyE ::pal The pal gene was amplified with the promoter region of spsM by SOE-PCR using
primers PspsM-F/PspsM-R-pal and pal-F/pal-R. The PY79 and the B. thuringiensis
ATCC35646 chromosomal DNA were respectively used as template. The resulting
fragment was purified as a EcoRI-PstI fragment and it was inserted between the EcoRI
and Pstl sites of pBS1C.

pBS1CQamyE ::pen-pal The pen and pal genes were amplified with the promoter region of spsM by SOE-PCR
using primers PspsM-F/PspsM-R-pen and pen-F/pal-R. The PY79 and the B.
thuringiensis ATCC35646 chromosomal DNA were respectively used as template.
The resulting fragment was purified as a EcoRI-Psfl fragment and it was inserted
between the EcoRI and Psd sites of pBS1C.

pBS1CQamyE ::legB The pen and pal genes were amplified with the promoter region of spsM by SOE-PCR
using primers PspsM-F/PspsM-R-legB and legB-F/legB-R. The PY79 and the C. jejuni
NCTC11168 chromosomal DNA were respectively used as template. The resulting
fragment was purified as a EcoRI-Spel fragment and it was inserted between the EcoRI
and Spel sites of pBS1C.

pBS1CQamyE ::pglF The pen and pal genes were amplified with the promoter region of spsM by SOE-PCR
using primers PspsM-F/PspsM-R-pglF and pglF-F/pglF-R. The PY79 and the C. jejuni
NCTC11168 chromosomal DNA were respectively used as template. The resulting
fragment was purified as a EcoRI-Spel fragment and it was inserted between the EcoRI
and Spel sites of pBS1C.

pBS1CQamyE ::pseB The pen and pal genes were amplified with the promoter region of spsM by SOE-PCR
using primers PspsM-F/PspsM-R-pseB and pseB-F/pseB-R. The PY79 and the C.
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Plasmid name Plasmid features

jejuni NCTC11168 chromosomal DNA were respectively used as template. The
resulting fragment was purified as a EcoRI-Spel fragment and it was inserted between
the EcoRI and Spel sites of pBS1C.

pBS1CQamyE ::PspsA-mcherry The promoter region of spsA gene was amplified with primers PspsA-F /PspsA-R using
the PY79 chromosomal DNA as template. The promoterless mCherry gene was
purified as a Xbal-Pstl fragment from pSB1C3 mCherry Bsu (BGSC: ECE756). The
promoter region of spsA was purified as a BamHI-HindIll fragment. Both fragments
were then respectively inserted between the Xbal-Psfl and BamHI-HindlIll sites of
pBSI1C.
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Résultats

B. Les génes cge influencent la composition en monosaccharides du crust et modulent les propriétés

de surface et d’adhésion des spores chez Bacillus subtilis.

a) Introduction

L’objectif de ma thése était initialement de comprendre comment sont synthétisés et structurés
les glycanes du crust des spores de B. subtilis et leur role sur les propriétés de surface et d'adhésion des
spores. En effet, parmi les génes potentiellement impliqués dans la biosynthése de la fraction glycanique
du crust, les génes cgeABCDE avaient fait 1'objet de peu d'études, contrairement aux geénes spslJKL,
spsCDEFG et spsM. La seule étude disponible avait mis en évidence que la délétion d’une partie du
locus cgeBACDE entrainait la production de spores plus adhérentes aux surfaces que la souche parentale,
suggérant un role des protéines Cge dans la structure et/ou la biosynthése du crust (Roels and Loisick
1995). La fonction exacte des genes cgeBACDE ainsi que les voies de biosyntheése dans lesquelles ils
sont impliqués restaient donc a définir.

J'ai focalisé cette étude sur la compréhension du role des génes cgeB, cgeC, cgeD et cgeE dans
la biosynthése des glycanes du crust et sur les propriétés de surface et d'adhésion des spores. Dans ce
but, j'ai construit des mutants des génes cgeB, cgeC, cgeD et cgeE par double recombinaison homologue
dans la souche B. subtilis PY79. J’ai ensuite étudié I’impact des mutations sur les propriétés de surface
et d’adhésion des spores. Enfin, je devais caractériser la fonction précise de ces génes.
Malheureusement, avant d'avoir pu mener a bien la totalit¢ de cette étude, 1’équipe de Patrick
Eichenberger (Center for Genomics and Systems Biology, Department of Biology, New York
University) a publié deux articles (Shuster et al., 2019a, 2019b) sur les génes codant des
glycosyltransférases (notamment les clusters cgeAB et cgeCDE), et leur rdle sur les propriétés de surface
des spores de B. subtilis. Devant I’impossibilité de publier ces résultats, nous avons donc décidé d’arréter
nos travaux avant leur terme. Mes travaux se sont donc limités a 1’étude du rdle des génes cge sur les
propriétés de surface des spores et la composition en monosaccharides du crust.

En premier lieu, j’ai vérifié que la délétion de ces génes n’affectait pas la croissance et la
sporulation de B. subtilis. Les courbes de croissance des différentes souches ont été réalisées en
microplaques dans du bouillon nutritif. Comme le montre la Figure 30, la délétion des génes cgeB,
cgeC, cgeD et cgeE n’affecte pas la croissance de B. subtilis. La capacité des différentes souches a
sporuler a été testée sur une gélose mise au point pour faciliter la sporulation des espéces de Bacillus, la

gélose Spo8. Toutes les souches ont produit des spores réfringentes et viables.
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Figure 30 : Courbes de croissance de B. subtilis PY79 et des mutants AcgeB, AcgeC, AcgeD et AcgeE. Les croissances ont
été réalisées en microplaques en milieu Bouillon Nutritif & 37°C sous agitation. Les résultats représentent les moyennes de
quatre réplicas biologiques.

1. Influence des genes cge sur la morphologie du crust des spores de B. subilis.

Des spores des mutants ont été produites sur milieu gélosé SpoS8. Les spores ont ensuite été
colorées a I’encre de chine (Figure 31A) Cette coloration a tout d’abord été utilisée pour mettre en
évidence la présence d’une capsule polysaccharidique autour de bactéries et peut aussi étre utilisée pour
mettre en évidence la présence de glycanes a la surface de la spore (Abe et al., 2014; Shuster et al.,
2019a). Lorsque les glycanes du crust sont intacts, un halo blanc est observable autour des spores. C’est
le cas des spores produites par la souche PY79 ainsi que par celles produites par les mutants AcgeC et
AcgeE. Dans le cas des spores produites par les mutants AcgeB et AcgeD en revanche il n’y a plus de

halo visible. Nous avons ensuite coloré des spores des mutants au rouge de ruthénium et des coupes de

ces spores ont été observées au microscope ¢lectronique (Figure 31B).

A

Figure 31 : Observation en microscopie des spores produites par B. subtilis PY79 et les mutants AcgeC, AcgeD et AcgeE.
(A) Observation des spores aprés coloration a ’encre de chine. Le halo blanc autour des spores témoigne de la présence de
polysaccharides a la surface des spores. (B) Observations en microscopie ¢électroniques des spores aprés coloration au rouge
de ruthénium. Le crust apparait sous forme d'une couche sombre a la superficie de la spore (fléches blanches). D'autres amas
sont aussi présents de facon irréguliére a l'extérieur du crust (fleches rouges) et pourraient traduire le décrochement partiel
d'une partie du crust.
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Les observations ont montré la présence de crust (fléches blanches) autour des spores de la
souche sauvage et sur les mutants AcgeC et AcgeE. 1l est toutefois difficile de conclure, a partir de ces
images, sur I'épaisseur du crust de ces souches. Par ailleurs, des amas sombres (fléches rouges) plus ou
moins détachés des spores sont observables, ce qui suggére qu’une partie du crust s'est détachée des
spores. En revanche, les spores du mutant AcgeD sont dépourvues de crust, mais aussi du matériel situé
en périphérie des spores des autres souches. Les observations en microscopie électronique apres
coloration au rouge de ruthénium de spores de AcgeB ayant déja été publiées, nous n’avons pas traité
les spores de ce mutant. Les auteurs montraient une absence de crust a la surface des spores (Shuster et
al., 2019a). Les observations en microscopie électronique sont concordantes avec nos premicres
observations apres coloration a 1’encre de chine : un crust endommagé dans le cas des spores produites
par les souches AcgeB et AcgeD mais qui semble intact dans le cas des spores des mutants AcgeC et

AcgeF.

J'ai étudié I’implication des genes cgeB, cgeC, cgeD et cgeE dans la biosynthése de la fraction
glycanique du crust. Pour ce travail, j'ai analysé la composition en acide légionaminique et en oses
neutres du crust de la souche sauvage et des mutants par HPLC. Cette méthode d’analyse consiste a
hydrolyser les glycanes du crust en condition acide et a chaud puis a complexer les monosaccharides
libérés avec une molécule fluorescente  (dérivation). Le DMB (1,2-diamino-4,5-
methylenedioxybenzene) et I’acide anthranilique sont les molécules fluorescentes qui permettent de
détecter les acides nonulosoniques (ici, I’acide 1égionaminique) et les oses neutres (glucosamine,
galactose, glucose, rhamnose et quinovose) respectivement. Les monosaccharides ainsi rendus
fluorescents sont ensuite séparés en HPLC sur une colonne en phase inverse (C18).

La quantité d'acide légionaminique présente dans le crust des spores est diminuée suite a la
délétion des génes cgeB, cgeC, cgeD et cgeE (Figure 32A). Cette diminution est relativement faible
avec les mutants AcgeC et AcgeE, mais beaucoup plus nette pour les mutants AcgeB et AcgeD, qui
contiennent pres de 6 fois moins d'acide légionaminique que la souche sauvage. Le test de comparaisons
multiples de Tukey (Table 4) confirme que seules les délétions des genes cgeB et cgeD entrainent une
diminution significative de la quantité d’acide légionaminique dans le crust. Cette diminution de la
quantit¢ d'acide légionaminique pourrait étre a l'origine des modifications des propriétés

physicochimiques des spores des mutants AcgeB et AcgeD.
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Figure 32 : Dosage des monosaccharides du crust des spores de B. subtilis PY79 et des mutants des génes cge. A) Dosage
de I’acide legionaminique aprés dérivation en présence de DMB. B) Dosage du rhamnose et du quinovose aprés dérivation en
présence d’acide anthranilique. Les résultats représentent les moyennes de trois réplicas biologiques.

Concernant les oses neutres, aucune différence de la composition en glucosamine, galactose et
glucose n’a pu €tre observée entre les souches. En revanche, une diminution de la concentration en
rhamnose a été observée chez les spores produites par les mutants AcgeB et AcgeD et une diminution
de la concentration en quinovose chez les spores produites par le mutant AcgeB (Figure 32B). Toutefois,
le test de comparaisons multiples de Tukey (Table 4) met en évidence une différence significative

uniquement pour la concentration en rhamnose.

J'ai ensuite utilisé les mutants pour évaluer I’influence des génes cge sur les propriétés de surface
et d’adhésion des spores de B. subtilis PY79. Le caractére hydrophile ou hydrophobe des spores
produites par les différentes souches a été évalué par un test d’affinité pour ’hexadécane, un solvant
apolaire non miscible a I'eau (Figure 33) (Faille et al., 2014b). Une suspension aqueuse de spores a été
mise en contact avec de 1'hexadécane dans des tubes a hémolyse, qui ont été agités pendant différentes
durées, puis laissés 30 minutes au repos pour permettre la séparation des deux phases. Plus les spores
sont hydrophobes, plus elles ont tendance a rester a l'interface eau/hexadécane, ce qui se traduit par une
diminution plus ou moins rapide de la densité optique de la phase aqueuse. En revanche les spores

hydrophiles restent en majorité dans la phase aqueuse.

9

2 -© PY79

Q

% O AcgeB

o “+ AcgeC

;>- O AcgeD
<~ AcgeE

0 60 120 180 240
Time (s)

Figure 33 : Propriété hydrophile/hydrophobe des spores de B. subtilis PY79 et des mutants cge évalué par MATH. Les
résultats représentent la moyenne de trois réplicas biologiques.
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Les spores produites par la souche sauvage sont hydrophiles avec prés de 78% des spores encore
présentes dans la phase aqueuse aprés quatre minutes d’agitation. Les spores produites par les mutants
AcgeC et AcgeF présentent des profils proches de celui de la souche sauvage (respectivement 66% et
73% de spores résiduelles dans la phase aqueuse). Les spores produites par les mutants AcgeB et AcgeD
sont quant a elles hydrophobes avec moins de 10% de spores encore présentes dans la phase aqueuse
aprés deux minutes d’agitation et moins de 3% aprés 4 minutes.

Le caractére hydrophile/hydrophobe des spores a été évalué par 1'énergie de partition de Gibbs
(AGpar), obtenue a partir de la constante d'équilibre K (AGpar = LnK), qui exprime le partage maximal
des spores entre la phase aqueuse et I’hexadécane. Cette constante a été calculée a partir de 1'équation K
=[6(A0 - Aeq)/ Aeq)], Aeq étant la valeur d'absorbance la plus faible dans les conditions expérimentales
de I'essai. L'analyse de variance a indiqué que AGpar était affectée par 1’absence des geénes cgeB, cgeC,
cgeD et cgeE (p < 0.0001). Le test de comparaisons multiples de Tukey (Table 4) confirme les
observations de la Figure 33, c'est-a-dire que les mutants AcgeB et AcgeD (Groupe A) sont
significativement plus hydrophobes que la souche sauvage et les mutants AcgeFE et AcgeC (Groupe B).

J'ai ensuite analysé la charge des spores des différentes souches, par la mesure du potentiel Z&ta
des spores a pH neutre (7,0). Les spores produites par B. subtilis PY79 sont chargées négativement avec
un potentiel Zéta de -53,4 mV (Figure 34). Les spores des mutants AcgeC, AcgeD et AcgeE ont un
potentiel Z&ta proche de celui de la souche sauvage (entre -47,3 et -56,1 mV). Seules les spores produites

par le mutant AcgeB sont moins chargées avec un potentiel Zeta de -35 mV.
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Figure 34 : Potentiel Zéta a pH=7,0 des spores de B. subtilis PY79 et par des mutants des génes cge. Les résultats
représentent les moyennes de quatre réplicas biologiques.

L'analyse de variance confirme I’influence des génes cge sur le potentiel Zéta des spores (p <
0,0001). Le test de comparaisons multiples de Tukey (Table 4) indique que seules les spores du mutant
AcgeB ont une charge de surface significativement différente de celle de la souche sauvage. Par ailleurs,
contrairement a ce qui €tait observé pour le caractére hydrophile/hydrophobe, des différences sont aussi

observées entre les mutants (AcgeB, goupe A ; AcgeD, groupe B ; AcgeE, goupe BC ; AcgeC, goupe C).
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Enfin, j’ai analysé l'aptitude des spores de B. subtilis PY79 et des mutants cge a adhérer a trois
matériaux : le verre, I'acier inoxydable et le polypropyléne. L’adhésion au verre et au polypropyléne est
¢évaluée en suivant I’évolution de la densité optique des préparations de spores apres agitation (Abe et
al., 2014). L’adhésion a I’acier inoxydable est déterminée en dénombrant le nombre de spores adhérées
a des coupons aprés 3 heures d’immersion dans une solution de spores (Faille et al., 2014b). Ces
matériaux ont été choisis car ils ont des propriétés hydrophiles/hydrophobes trés différentes, avec des
angles de contact a I'eau respectivement de 17° (trés hydrophile), 64° (moyennement hydrophile), et
100° (hydrophobe), (Jha et al., 2022). Sur la Figure 35, nous pouvons observer que les profils d'adhésion
des différentes souches sont trés proches sur le verre et le polypropyléne, méme si les pourcentages
d'adhésion sont systématiquement plus élevés sur le verre que sur le polypropyléne. Pour la souche PY79
par exemple, les pourcentages d'adhésion sont de 0,3% sur le polypropyléne et de 6.0% pour le verre, et
pour la souche la plus adhérente (AcgeB), ils sont de 42,6% et 61,9% sur ces mémes matériaux. Les
spores produites par la souche sauvage de B. subtilis PY79 sont relativement peu adhérentes a ces deux
matériaux et la délétion des genes cgeC et cgeE ne semble pas affecter l'aptitude des spores a adhérer
sur les tubes. Les spores produites par les mutants AcgeB et AcgeD (les plus hydrophobes) sont en

revanche plus adhérentes.
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Figure 35 : Adhésion des spores de B. subtilis PY79 et des mutants des génes cge a différents matériaux. A) Adhésion au
polypropyléne. Les suspensions de spores sont placées dans des tubes de polypropyléne, vortexées pendant dix secondes. La
DO de la suspension est mesurée avant (DOI) et aprés (DOf) agitation. Le pourcentage de spores adhérées a la surface du tube
est estimé par 1'équation suivante : 100x(DOi - DOf)/DOi. B) Adhésion au verre. Les suspensions de spores sont placées dans
des tubes de verre puis vortexées 30 secondes et analysées comme décrit ci-dessus. C) Adhésion a l'acier inoxydable. Des
coupons en acier inoxydable (316, 2R) sont immergés dans une suspension de 10° spores/ml pendant 3h a température ambiante.
Les spores adhérentes sont ensuite décrochées par sonication dans 10 ml d'eau, et la suspension est étalée sur gélose nutritive
pour quantifier le nombre de spores décrochées. Les résultats représentent la moyenne d’au moins trois réplicas biologiques.

Le test de comparaisons multiples de Tukey (Table 4) confirme cette observation et met aussi
en évidence que les spores produites par le mutant AcgeB (Groupe A) sont significativement plus
adhérentes que celles produites par le mutant AcgeD (Groupe B), les trois autres souches appartenant au

groupe C. Concernant l'adhésion a I'acier inoxydable, des tendances similaires sont observées.

L'adhésion des spores hydrophobes, et surtout des spores du mutant AcgeB, peu chargées, est plus
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intense que celle des spores hydrophiles. Ce résultat est remarquable étant donné les conditions
expérimentales fondamentalement différentes entre les essais d'adhésion sur l'acier, le verre et le
polypropyléne. Toutefois, le test de comparaisons multiples de Tukey (Table 4) a seulement permis
d'identifier deux groupes, I'un pour les spores du mutant AcgeB, 1'autre pour les spores des quatre autres

souches.

Table 4 : Conséquences de la délétion des génes cgeB, cgeC, cgeD, cgeE sur les propriétés des spores. Comparaisons
multiples des moyennes selon Tukey pour chaque analyse (des groupes présentant une lettre commune ne sont pas
significativement différents).
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I1. Les conditions de sporulation influencent les propriétés de surface et d’adhésion des spores de

Bacillus subtilis

De nombreuses études précédentes ont mis en évidence le réle des conditions de sporulation sur
les propriétés de résistance des spores de Bacillus a la chaleur ou a différents produits chimiques
(Bressuire-Isoard et al., 2018). Ces modifications sont notamment dues a des modifications de la
composition et/ou structure des différentes couches qui composent les spores. En revanche, peu d’études
se sont portées sur I’effet des conditions de sporulations sur les propriétés de surface et d’adhésion des
spores. Pourtant, ces derniéres pourraient jouer un réle majeur dans les problémes de contaminations
récurrentes des chaines de transformation des industries agroalimentaires.

Dans cette étude, nous avons mesuré I’impact de treize conditions de sporulation différentes sur
les propriétés de surface et d’adhésion des spores de B. subtilis. L’influence de la composition du milieu
en cations divalent (Ca®* ou Mg®"), de I’atmosphére [faible disponibilité en oxygéne (-O»), faible
disponibilité en oxygene et saturation de 1’atmospheére en dioxyde de carbone (-O; ou -O,+CO»)], du pH
(pH 5 ou pH 9), de I’ajout d’un détergent (RBS), d’un désinfectant (chlorure de benzalkonium (BAC)),
d’agents oxydants (acide peracétique, peroxyde d’hydrogéne), de conservateurs (nitrites, acide
benzoique) et d’un traitement ultraviolet (Rayonnement a 254nm pendant 30min) ont été étudiés. Sur
les treize conditions de sporulation testées, sept entrainent la production de spores plus adhérentes que
dans la condition contrdle (condition sans stress), et cette augmentation de 1’adhésion est corrélée a une
augmentation de I’hydrophobicité des spores (Table 5). Ainsi, une carence en cations divalents (Ca*"
ou Mg?") ou une faible disponibilité en oxygéne (-0, ou -O2+CO»), la présence d’agents oxydants (H,O»
ou acide peracétique) ou un environnement acide (pH 5) lors de la sporulation entrainent chez B. subtilis
la production de spores plus adhérentes et plus hydrophobes. De plus, nous avons confirmé que ces
modifications des propriétés de surface et d’adhésion des spores sont dues a une perturbation de la
synthése du crust pendant la sporulation plutot qu’a un effet tardif de ces stress sur les spores matures.

Les modifications des propriétés de surface et d’adhésion suggérent des modifications de la
composition et/ou de la structure du crust. Nous avons donc ensuite étudié les conséquences des sept
conditions de sporulation qui rendent les spores plus adhérentes sur la composition et la structure du
crust. L observation des spores en microscopie apres coloration a 1I’encre de chine a montré que les
glycanes du crust sont absents ou endommaggs lorsque les spores sont produites dans un milieu carencé
en Ca*" ou Mg?" ou dans des conditions de plus faible oxygénation. En revanche, pas d’effet observable
sur la structure du crust aprés modification du pH ou lorsque les spores sont produites en présence
d’agents oxydants, de détergents, de désinfectant, de conservateurs ou aprés un traitement aux rayons
ultraviolets.

Afin de mieux comprendre I’effet des conditions de sporulation sur les glycanes du crust la
composition en monosaccharides et en acide legionaminique du crust a été évaluée par chromatographie

en phase inverse couplée a un détecteur fluorimétrique (RP-HPLC-FL). Cette méthode nous a permis
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de détecter et de quantifier le Glucose (Glu), la glucosamine (GIcN), le rhamnose (Rha), le quinovose
(Qui) et I’acide légionaminique (Leg) qui ont sont des constituants connus du crust. Couplé a la GC-
MS, elle a également permis d’identifier le galactose (Gal) comme un monosaccharide du crust. La
sporulation en présence d’agents oxydants ou a pH acide n’entraine pas de modification de la
composition en monosaccharides ou en Leg du crust. En revanche, lorsque la sporulation s’effectue dans
un milieu carencé en cations divalents ou avec un faible niveau d’oxygénation les quantités de Rha et
Leg a la surface des spores sont diminuées. Dans le cas d’une carence en ions calcium ou faible
disponibilité en oxygéne et saturation de 1’atmosphére en dioxyde de carbone (-O,+CQO;) la quantité de
quinovose est aussi plus faible. Ces résultats sont cohérents avec les observations microscopiques apres
coloration a I’encre de chine.

Nous avons également évalué I’impact des conditions de sporulation sur les protéines du crust.
Pour cela, des constructions génétiques permettant 1I’expression de protéines fusions entre CotY ou
CgeA et la GFP ont été construites et introduites dans le chromosome de la souche B. subtilis 168. La
fusion CgeA-GFP a été utilisée comme un marqueur permettant de détecter toute modification des
protéines du crust alors que la fusion CotY-GFP a été utilisée comme un marqueur de I’intégrité¢ du
squelette protéique du crust. La fluorescence des spores produites dans les différentes conditions de
stress a ensuite ét¢ évaluée par cytométrie en flux. Par cette méthode, la fluorescence détectée a la
surface des spores est proportionnelle a la quantité relative des protéines CgeA-GFP ou CotY-GFP. Nos
résultats indiquent qu’une diminution du niveau d’oxygénation ou I’ajout de peroxyde d’hydrogéne lors
de la sporulation entraine la production de spores contenant moins de CgeA et de CotY dans le crust en
comparaison avec la condition contrdle (sans stress). Lorsque les spores sont produites dans un milieu
carencé en ions Ca*" ou en milieu acide, la quantité de CgeA a la surface est plus faible en comparaison
avec la condition non traitée (sans stress). L’addition d’acide peracétique ou une carence en ions Mg?*
lors de la sporulation ne semble pas entrainer de modification de la composition protéique du crust.

Enfin, nous avons voulu déterminer si les modifications de composition en glucides et/ou
protéines du crust s’expliquent par une régulation transcriptionnelle des génes impliqués dans la
synthése du crust. Pour cela, des expériences de qRT-PCR ont été réalisées a partir d’ARN extraits en
phase tardive de sporulation. Nous avons ciblé quatre génes impliqués dans la biosynthése du crust. Les
genes cged et cotY qui codent les protéines du crust CgeA et CotY, et les génes spsM et spsl qui
correspondent aux premiers genes des voies de biosynthése du Leg et du Rha respectivement. Dans les
conditions de carence en cations divalents ou d’un pH acide il n’y a pas de modification de la
transcription des quatre genes ciblés. En revanche, la transcription d’un ou plusieurs de ces genes est
réduite lorsque la sporulation a lieu en condition de faible oxygénation ou a la suite d’un stress oxydant

provoqué par le peroxyde d’hydrogene.
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Table 5 : Effet des conditions de sporulation sur les propriétés de surface et d’adhésion des spores et la composition du
crust.

Encre de
Effet

Condition testée Hydrophilie Adhésion Chine ..
Leg CgeA | CotY | transcriptionnel
(halo)
N N N N =

- Calcium N A N Non
- Magnésium N A N N N = = = Non
-0, N A N NN = N N Oui
-0, + CO, N A N NI N N N N Oui
H,0, N 2 = = = = N N Oui
Acide Peracétique N A = = = = = = Non
pH 5 (HCI) N 2 = = = = N = Non

pH 9 (NaOH) E = =

Acide benzoique = = =
Nitrites = = =
RBS = = —

Ammonium
guaternaire (BAC)

UV 254 nm = = -

En résumé, un large éventail de conditions de sporulation entraine la production de spores qui
sont plus adhérentes que celles produites dans des conditions optimales. Il inclut la déplétion du milieu
de sporulation en cations divalents, une oxygénation réduite, un stress oxydatif et un pH acide. Si ces
conditions de sporulation ont un effet similaire sur I'hydrophobicité et 1'adhésion des spores, leurs
conséquences sur la composition du crust différent. La carence en cations divalents pendant la
sporulation entraine une diminution de la quantité de glycanes a la surface des spores et cette diminution
serait due a une régulation post-transcriptionnelle de la synthése des glycanes. En revanche, la
sporulation dans des conditions d’oxygénation limitée entraine une diminution de la quantité de glycanes
et de protéines dans le crust. Cette diminution est probablement due a la répression de la transcription
des génes impliqués dans la synthése de ces composés au cours de la sporulation. Enfin, il n'y a pas de
tendance claire quant aux conséquences des stress oxydatifs et du pH acide sur la composition du crust.
Cependant, nos résultats suggerent que ces stress affectent la composition et/ou la structure des protéines
du crust plutot que les glycanes. L’ensemble de ces travaux ont été¢ soumis dans un article a Frontiers

in Microbiology et seront publiés en 2023.
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Spore-forming bacteria of the Bacillus subtilis group are responsible for recurrent
contamination of processing lines in the food industry which can lead to food
spoilage. The persistence of B. subtilis would be due to the high resistance of
spores to extreme environmental condition and their propensity to contaminate
surfaces. While it is well known that sporulation conditions modulate spore
resistance properties, little is known about their effect on surface and adhesion
properties. Here, we studied the impact of 13 sporulation conditions on the
surface and adhesion properties of B. subtilis 168 spores. We showed that Ca?* or
Mg?®* depletion, lower oxygen availability, acidic pH as well as oxidative stresses
during sporulation lead to the release of more hydrophobic and adherent spores.
The consequences of these sporulation conditions on crust composition in
carbohydrates and proteins were also evaluated. The crust glycans of spores
produced in a sporulation medium depleted in Ca?" or Mg?* or oxygen-limited
conditions were impaired and contained lower amounts of rhamnose and
legionaminic acid. In addition, we showed that lower oxygen availability or addition
of hydrogen peroxide during sporulation decreases the relative amount of two
crust proteins (CgeA and CotY) and the changes observed in these conditions
could be due to transcriptional repression of genes involved in crust synthesis
in late stationary phase. The fact that sporulation conditions affect the ease with
which spores can contaminate surfaces could explain the frequent and recurrent
presence of B. subtilis spores in food processing lines.

Bacillus subtilis, sporulation, spores, crust, adhesion, hydrophobicity, glycans

1. Introduction

Spore-forming bacteria of the Bacillus subtilis group, including B. subtilis sensu stricto,
B. amyloliquefaciens, and B. licheniformis, are a major economic concern in the food industry.
Indeed, these bacteria are among the most commonly identified species in spoiled heat-treated
food. For example, B. amyloliquefaciens is commonly responsible for the contamination of
bakery products, causing notably ropey bread spoilage while B. licheniformis is often involved
in the contamination of dairy products (André et al., 2017). The raw materials (food, ingredients)
but also the surfaces of the food processing lines would be the major sources of contamination
by these spore-forming bacteria. Bacillus spores are known to be highly adherent to all types of
surfaces and resistant to most transformation and hygiene procedures encountered in food
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processing plants (André et al., 2017). Therefore, after cleaning and
disinfection procedures, viable adherent Bacillus spores are still
commonly found on equipment surfaces and thus potentially initiate
new contaminations in subsequent processing cycles by germinating,
multiplying, and then forming biofilms in which sporulation is often
observed (Soni et al., 2016).

Bacillus subtilis spores are oval-shaped structures formed by
concentric layers surrounding the core (McKenney et al., 2013; Driks
and Eichenberger, 2016) that contain the chromosomal DNA wrapped
around Small Acid Soluble Proteins. The core is surrounded, from
innermost to outermost, by the inner membrane, the germ cell wall,
the cortex, the outer spore membrane, and the coat. The coat contains
more than 80 proteins and represents around 25% of total spore
proteins. The coat is subdivided into three parts, the basement layer,
the inner coat, and the outer coat. The coat assembly is guided by five
morphogenetic proteins (SpoIVA, SafA, CotE, SpoIVM, and SpoVID)
that play a key role in coat morphogenesis. Most of the spores of
strains of the B. subtilis group are also surrounded by an outermost
layer, called the crust (Zhang et al., 1994; McKenney et al., 2010; Faille
et al., 2014). Faille and colleagues removed the crust of B. subtilis
spores by a mechanical treatment with a French press. The removal of
the crust changed these spores from hydrophilic to hydrophobic and
increased their adhesion to stainless steel demonstrating that the crust
gives B. subtilis spores their specific surface properties, notably a
marked hydrophilic character. It was deduced that the crust could
be the reason for the relatively low capacity of B. subtilis spores to
contaminate surfaces, compared to other Bacillus species such as
B. cereus (Faille et al., 2014).

The crust is composed of proteins and carbohydrates (Faille et al.,
2014; Bartels et al., 2019; Shuster et al., 2019a,b; Dubois et al., 2020).
So far, six proteins have been identified in the crust: CotV, CotW,
CotX, CotY, CotZ, and CgeA (Bartels et al, 2019; Shuster et al,,
2019a). CotX, CotY, and CotZ are the morphogenetic proteins of the
crust and CotZ could be the major one, as the localization of all crust
proteins, except CotW, depends on it (Bartels et al., 2019; Shuster
etal,, 2019a). These proteins are rich in cysteine residues and form an
insoluble protein fraction suggesting the presence of disulfide cross-
link between these proteins (Ursem et al., 2021). The protein backbone
of the crust is predominantly formed by CotY and to a less extent by
CotV and CotX (Bartels et al., 2019). When overexpressed in
Escherichia coli, CotY self-assembles into crystal structures that tend
to form multilayered stacks (Jiang et al., 2015). How the crust is
anchored to the spore surface remains to be investigated. However, it
was suggested that CotW is a linker protein at the interface of the
outer coat and the crust (Bartels et al., 2019). Accordingly, it was
shown by transmission electron microscopy that the crust of a AcotW
mutant is disorganized and separated from the coat (Shuster et al.,
2019a). In a heterologous host, CotW and CotV were self-organized
into fibrous assemblies of consistent diameter (Jiang et al., 2015).
Therefore, it is likely that the fibrous assembly formed by the CotV-
CotW complex participates in the anchoring of the crust to the spore
surface. Finally, the function of CgeA is still to be determined but
CgeA might be a target of glycosylation or a glycosylation hub playing
arole in coordinating the glycosylation of crust proteins (Bartels et al.,
2019; Shuster et al,, 2019a). Carbohydrates are the other key
components of the crust. The crust contains rhamnose (Rha),
quinovose (Qui), glucose (Glc), glucosamine (GlcN), and muramic
lactam which would play a significant role in spore surface properties
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since mutations in genes expressed in late sporulation and encoding
putative glycosyltransferase modify crust structure and/or spore
surface hydrophilicity (Roels and Losick, 1995; Cangiano et al., 2014;
Faille et al., 2014; Shuster et al., 2019b). Finally, the spore surface of
B. subtilis is covered with legionaminic acid (Leg), a nine-carbon
backbone nonulosonic acid, whose biosynthesis pathway is required
for proper crust assembly (Dubois et al., 2020). Nevertheless, the
structure and localization of crust carbohydrates remain
poorly described.

Previous studies demonstrated that environmental conditions
during sporulation can modulate spore resistance properties
(Bressuire-Isoard et al., 2018). For example, it has been shown that
supplementation of the sporulation medium with divalent cations
such as Ca*, Mg®, or Fe®" increases the resistance to wet heat of
B. subtilis spores while the addition of some amino acids such as
thioproline or cysteine improves B. subtilis spore resistance to UV-A,
UV-B and peracetic acid (Cazemier et al., 2001; Moeller et al., 2011).
Other parameters such as pH and temperature during sporulation can
also affect spore resistance to wet heat or chemical denaturants (Melly
etal,, 2002; Baweja et al., 2008). In B. anthracis, spores produced at pH
5 are more resistant to wet heat, and sporulation at pH 9 leads to
spores more resistant to sodium hydroxide, compared to spores
produced at pH 7 (Baweja et al., 2008). Lastly, B. subtilis produced
spores that are more resistant to wet heat when sporulation occurs at
37°C rather than 30°C (Melly et al., 2002). As illustrated by these few
examples, most of the works on sporulation conditions have focused
on spore resistance, while little is known about the effects of
sporulation conditions on the surface and adhesion properties of
spores. On B. subtilis spores, a study conducted in 1990 showed minor
changes in the hydrophobic character of spores produced in different
culture media (Wiencek et al., 1990). More recently, studies on
B. subtilis spores have shown that pH and temperature during
sporulation affect spore surface properties. Indeed, B. subtilis spores
produced at 25°C are more hydrophobic than those produced at 37°C
(Isticato et al., 2020). The hydrophobic character of the B. subtilis
spores is also affected by the pH of the sporulation medium since it
increases with pH for values between 7.0 and 8.5 (Eschlbeck
etal., 2017).

In this study, we investigated the influence of environmental
conditions encountered by B. subtilis 168 during sporulation on spore
surface and adhesion properties. For sporulation conditions leading
to an increase in spore adhesion, we investigated the crust structure
and composition in carbohydrates and proteins to identify the changes
responsible for the increased adhesion. Finally, we performed
qRT-PCR experiments to determine whether the changes in crust
composition can be explained by transcriptional regulation of genes
involved in crust synthesis during the late sporulation phase.

2. Materials and methods
2.1. Bacterial strains and growth conditions

Sporulation experiment were performed with the B. subtilis 168
strain (BGSC, 1A1). Escherichia coli K-12 strain TG1 was used as a
host for the construction of plasmids and cloning experiments. E. coli
strains were grown in Lysogeny Broth (LB, Sigma-Aldrich, L3022) at
37°C. Bacillus strains were grown at 30 or 37°C in LB, Nutrient Broth
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(NB, Biokar, BKOO3HA) or Spo8, a sporulation medium composed of
12.3g/L NB, 0.51 g/L MgSO, 7H,0, 0.97 g/L KCJ, 0.2 g/L CaCl, 2H,0,
3mg/L MnCl, 4H,0 and 0.55 mg/L FeSO, 7H,0 at pH 6.9 (Faille et al.,
2013). The following concentrations of antibiotic were used for
bacterial selection: 100 pg/mL ampicillin or 20 pg/mL chloramphenicol
for E. coli and 5 pg/mL chloramphenicol for Bacillus.

For sporulation experiments in the Spo8 condition (control), the
following procedure was achieved. Sterile Spo8 medium was
inoculated at an optical density at 600 nm of 0.05 with an overnight
preculture of the B. subtilis 168 strain. Then, the culture was incubated
at 30°C under agitation (220 rpm). After 5 days, spores were harvested
by centrifugation (2500¢ for 15min, 4°C), washed three times in
chilled sterile water, and stored at 4°C. After 1 week, two additional
washes were performed to remove the residual vegetative cell debris
and spores were stored at 4°C in sterile water until use for up to
3months. Spores were checked under microscope and spore
preparations with more than 98% of spores were kept for further
experiments. The other sporulation conditions are listed in Table 1.
Most of the changes in sporulation conditions (addition of chemicals,
UV treatment) were implemented 2 h after the transition to the
stationary phase. Only the sporulation phase was therefore affected.
The chemicals used are listed in Supplementary Table 1. UV treatment
was performed by exposing the culture to 254nm UV radiations
(Kingrate, UVC 6 WT5, China) for 30 min while maintaining agitation
and temperature. In -CaCl, and -MgSO, conditions, Spo8 medium
depleted in CaCl, or MgSO, was inoculated and incubated as

TABLE 1 Sporulation conditions.

Sporulation condition Description

Spo8 ‘ Control

10.3389/fmicb.2023.1219581

described above. Therefore, the bacteria were subjected to these
depletions from the beginning of the growth. Ca** and Mg*
concentrations in Spo8 and Spo8 media depleted in CaCl, or MgSO,
were determined using the Varian SpectrAA-55B atomic absorption
spectrophotometer with a Varian SpectrAA Ca/Mg lamp. A standard
range was used for each cation. Ca* was detected at A=422.7nm and
Mg?* at 1=285.2 nm. Before analysis, the three Spo8 growth media
were diluted in a solution of lanthanum (III) chloride hexahydrate
(10g/L) and hydrochloric acid (84 mL/L of 37% solution).

2.2. Construction of recombinant strains

The plasmids pBS1CQamyE::cgeA-GFP and
pBS1CQamyE::cotY-GFP were constructed as follows. The gfp-Ater
DNA fragment containing the gfp gene and the terminator of the A
prophage was obtained by SOE-PCR using the primers gfp-1/ gfp-2
and Ater-1 / Ater-2. The plasmids pSB1C3-mGFPmutl-orginal and
PMUTIN2 were respectively, used as templates (Vagner et al., 1998;
Popp et al., 2017). Then, the cgeA or cotY genes with their respective
promoters and gfp-Ater fragment were amplified by SOE-PCR using
primers cgeA-1 / cgeA-2 or cotY-1 / cotY-2 and gfp-1 / Ater-2
(Supplementary Table 2). The B. subtilis 168 chromosomal DNA and
the gfp-Mer fragment were respectively, used as templates. The latter
amplification also introduced a sequence encoding 5 glycines that act
as a linker between CotY or CgeA and the GFP. The resulting

Consequence

Modifications of Spo8 from the beginning of the growth

-CaCl, Spo8 without CaCl, complementation

Depletion in Ca?* (Supplementary Figure 1A)

-MgSO, Spo8 without MgSO, complementation

Depletion in Mg** (Supplementary Figure 1B)

Modifications of Spo8 during the stationary phase

The Erlenmeyer containing the bacterial culture was sealed with a

Modified atmosphere (progressive decrease in the O,

-0
’ rubber stopper availability)
Modified atmosphere (progressive decrease in the O,
-0,+CO, -0, condition with the addition of 0.8% sodium bicarbonate availability and increased CO, concentration) and increase
of pH (Supplementary Figure 1C)
H,0, Addition of 0.005% of H,O, Oxidative stress

Peracetic acid Addition of 0.005% of peracetic acid

Oxidative stress and decrease of pH

(Supplementary Figure 1C)

pHS5 Acidification to pH 5 by the addition of HCI

pH decrease

pH9

Alkalinization to pH 9 by the addition of NaOH

pH increase

Benzoic acid

Addition of 0.05% CsHsCO,H, a food preservative (E210)

Antibacterial properties and decrease of pH

(Supplementary Figure 1C)

Nitrites Addition of 0.05% NaNO,, a food preservative (E250) Antibacterial properties
Detergent effect without significant impact on pH
RBS Addition of 0.05% RBS 25, an alkaline detergent
(Supplementary Figure 1C)
Addition of 0.00025% Benzalkonium chloride, a quaternary
BAC Antibacterial properties
ammonium disinfectant
uv Ultraviolet treatment at 254 nm Antibacterial properties

This table summarizes the different sporulation conditions used in the study. Modifications of the sporulation conditions are made from the beginning of the growth or in the early stationary
phase (2h after the transition to the stationary phase). The concentrations in peracetic acid, H,O,, benzoic acid, nitrites, RBS, and BAC used in these experiments correspond to the maximum
concentrations of each of these agents that did not decrease the total number of CFU after 5 days of growth.
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fragments (cgeA-gfp-Ater and cotY-gfp-Ater) were purified as Xbal-
Pst] fragments and were inserted between the Xbal and PstI sites of
pBS1C (Radeck et al, 2013). The nucleotide sequences of the
fragments inserted into pBS1C were verified by Sanger sequencing
(Eurofins Genomics, Germany). B. subtilis 168 was then transformed
with the plasmids pBS1CQamyE:: cgeA-GFP or pBS1CQamyE:: cotY-
GFP and homologous recombination at the amyE locus was performed
as described previously (Radeck et al., 2013). Nucleotide sequences of
the introduced chromosomal modifications were verified by Sanger
sequencing (Eurofins Genomics, Germany). The B. subtilis 168
pHT304-18 P,,,-sspA-GFP strain was obtained by transforming the
B. subtilis 168 strain with the plasmid pHT304-18 P,,,-sspA-GFP
(Richard et al., 2020).

2.3. Heat resistance and germination of
spores

The percentage of heat-resistant spores was defined as the ratio of
the number of colony-forming units (CFU) after heating to the
number of CFU before heating. The number of CFU before heating
was evaluated after plating the spore suspensions on NB-agar and
incubation for 24 h at 37°C. The number of CFU after heating was
evaluated by the same procedure after heat treatment of the spore
suspensions for 12 min at 80°C. The ability of spores to germinate was
assessed by monitoring the decrease in optical density at 580 nm
(ODsg) of spore suspensions which reflects the transition of spores
from phase-bright to phase-dark during germination (Xing and
Harper, 2020). Spores were heat activated at 70°C for 30 min and
chilled on ice for 5min. Then, the spore suspension was adjusted to an
initial ODsg, of 1 in a 10 mM L-alanine solution in Tris buffer (Tris
base 10mM, NaCl 10mM, pH 7.4) and the ODsy, was monitored with
a microplate reader (Biotek, synergy HTX) for 2h at 30°C with a
measurement every 2min following 5s of stirring.

2.4. Adhesion, surface properties, and
structure of spores

The adhesion of spores to polypropylene was measured as
described previously with the following modifications (Abe et al.,
2014). The spore suspension was adjusted to an ODg, of about 0.6 in
physiological water and 1 mL of the spore suspension was added to a
polypropylene tube (2.0mL Safe-lock tube, Eppendorf). The spore
suspension was mixed with a vortex for 10s to promote spore adhesion
to the tube wall, then transferred to a new polypropylene tube. This
step was repeated 9 times. The ODy, of the spore suspension was
measured after 2, 5, 8, and 10 adhesion steps. The adhesion percentage
was calculated by following the formula: 100 x [OD; - OD,]/OD,
where OD; is the initial ODgy, and OD,, is the ODy, after n steps.

The hydrophilic/hydrophobic property of spores was characterized
by MATH, a partitioning method based on the affinity of spores to the
apolar solvent hexadecane (Sigma-Aldrich, H6703), as described
previously (Faille et al., 2019). The higher the affinity of the spores for
hexadecane, the more hydrophobic the spores. Quickly, spores were
suspended in physiological water at an ODg of 0.6 (A0). Three-
milliliter aliquots of the spore suspension and 500 pL of hexadecane
were placed in glass tubes (10mmx75mm), vortexed for times
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ranging from 5s to 2405, and left to settle for 30 min to allow the two
phases to separate. The ODy, of the aqueous phase was then measured
(At). Aeq is the asymptotic or lowest absorbance value obtained. The
Gibbs energy of partitioning (AGpar) is obtained from the equilibrium
constant K (AGpar=log K), which expresses the partitioning of
bacteria between the aqueous and hexadecane phases. It was calculated
from the Equation K=[6(A0-Aeq)/Aeq].

To measure the global charge of the spore surface, zetametry
experiments were performed as previously described (Faille
etal., 2014).

Microscopic observations of spores were carried out as follows.
B. subtilis spores were observed on agarose pads (1% Agarose in H,0)
using a Zeiss Axioskop 2 microscope (Zeiss, Germany) configurated
for phase-contrast observation with a 100x immersion objective
(Plan-NEOFLUAR, 100x/1,30 oil, Ph3). Spores were negatively
stained with India ink as described previously (Abe et al., 2014) and
they were observed in the configuration described above.
Fluorescence and localization of CotY-GFP and CgeA-GFP fusion
proteins on the spore surface were observed using the Zeiss
Axioskop 2 microscope with the appropriate filter set (Filter set 09,
BP 450-490 FT510 LP515) and a 100x immersion objective (aPlan-
APOCHROMAT, 100x/1,46 Oil).

2.5. Observation of sporulating cells by
confocal microscopy

Sporulating cells were collected 8 and 24 h (t8 and t24) after the
transition to the stationary phase. They were fixed in a 4%
formaldehyde solution in phosphate buffer saline (PBS) for 7 min
and washed in PBS before being suspended in GTE buffer (50 mM
glucose, 10 mM EDTA at pH 8, and 20 mM tris-HCl at pH 8). After
fixation, the cells were kept at 4°C until observations. The
membranes of fixated cells were stained by adding FM 4-64
(SynaptoRed C2, Sigma-Aldrich, S6689) at a working concentration
of 10 pM for 30 min at room temperature in the dark. Then, the cells
were washed, concentrated by centrifugation, and transferred on 1%
agarose pads. Microscopic observations were performed by using the
inverted confocal laser scanning microscope LSM780 (Zeiss,
Germany) with an excitation wavelength of 514 nm, and by detecting
the signal at 650-740 nm using a 63x immersion objective (aPlan-
APOCHROMAT, 63x/1,4 Oil).

2.6. Experiments on mature spores

To verify that the conditions tested affected the sporulating
bacteria and not the mature spores, the same conditions were tested
on mature spores. For this purpose, spores were first produced in
optimal condition (Spo8) and then subjected to the -CaCl,, -MgSO,,
-0,, -0, + CO,, peracetic acid, H,O, or pH 5 conditions, except that
Spo8 was modified by removing the NB to prevent spore germination.
Then, mature spores were incubated at 30°C under agitation
(220rpm). After 3days, spores were harvested by centrifugation
(2,500 ¢ for 15min, 4°C) and washed five times in chilled sterile water
(2,500¢ for 15 min, 4°C) before being stored at 4°C in sterile water
until use. Spores were then tested for their surface hydrophilic/
hydrophobic properties.
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2.7. Crust extraction and analysis

The crust was removed from the spore surface by three successive
passages of spore suspensions through a French press (SLM
instruments, Urbana, IL) at 20000 psi. Spores were separated from the
crust by centrifugation (6,000¢, 15 min, 4°C) and the supernatant (the
crust extract) was kept at —20°C until use.

Release and derivation of the crust monosaccharides were adapted
from previous studies (Anumula, 1994; Windwarder et al., 2016).
Crust extracts were dried by lyophilization and hydrolyzed at 100°C
for4hin 4 M trifluoroacetic acid (TFA) to release the monosaccharides.
Samples were dried under a nitrogen flow at 40°C in an evaporator
(puriVap-6, Interchim) and the dried pellets were suspended in a
50:50 (v/v) mix of a fresh 1% sodium acetate solution in methanol and
a fresh solution containing 30 mg of anthranilic acid (AA) and 20 mg
of sodium cyanoborohydride in a solution of 2% boric acid and 4%
sodium acetate in methanol. The monosaccharides were then coupled
to the anthranilic acid by heating the samples at 80°C for 1 h. Release
and derivation of Leg were performed as described previously (Dubois
et al, 2020). Crust extracts were dried by lyophilization and
hydrolyzed at 80°C for 2h in 0.1 M TFA to release the nonulosonic
acids. Nonulosonic acids were subsequently coupled to 1,2-diamino-
4,5-methylenedioxybenzene (DMB) by heating the samples at 50°C
for 2h in the dark in 7mM DMB, 1 M B-mercaptoethanol, 18 mM
sodium hydrosulfite in 0.02 mM trifluoroacetic acid.

The monosaccharide derivatives were separated on a C18
reverse-phase HPLC column (Thermo Scientific, ODS Hypersil,
5um, 4.6 x 250 mm) at a flow rate of 1 mL/min following a protocol
adapted from Windwarder et al. (2016). The solvent A was 80 mM
formic acid adjusted to pH 3.4 with ammonia and the solvent B was
a mixture of acetonitrile:solvent A (80:20, v/v). The elution program
was a gradient from 9.5 to 16% of solvent B for 20 min followed by
a second gradient from 16 to 36% for 20 min. Fluorescence was
measured with a Waters 2,475 fluorimeter (A, =230nm,
Aem=425nm). A standard containing GIcN, galactose (Gal), Glc,
Rha, and Qui was used to estimate the amount of the different
monosaccharides. The nonulosonic acid derivatives were separated
isocratically at a flow rate of 0.8 mL/min on a C18 reverse phase
HPLC column (Waters, 3.5um, 4.6x150mm) using a solvent
mixture of acetonitrile:methanol:water (7:9:84, v/v/v) and they were
detected by a fluorimeter (Waters 2,475, Ay =373 nm, A, =448 nm).
The Leg amount was estimated by measuring the area of peak 1 and
by reporting this area to a standard range of Neu5Ac.

Gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) experiments
were performed as previously described (Faille et al., 2014).

The relative amount of CotY or CgeA in the crust was evaluated
by using B. subtilis 168 amyE:cotY-GFP strain or B. subtilis 168
amyE::cgeA-GFP strain in the sporulation conditions described
above. After washing in chilled water, spores were diluted in 1X PBS
buffer and gently vortexed. Then, the fluorescence of spores was
evaluated by flow-cytometry with the BD Acuri C6 Plus flow-
cytometer (BD biosciences, USA) using a 488 nm laser and 585/40
bandpass filter to detect FITC fluorescence. The following voltage
values were used: 200V for the forward scatter, 250V for the side
scatter, and 400V for the FITC channel according to the
manufacturer’s recommendations. The cytometer was programmed
to count 40,000 events and the spore suspension was diluted to obtain
less than 2,500 events per second.
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2.8. Transcriptional analysis of genes
involved in crust biosynthesis

The sporulating cells were collected and harvested by
centrifugation (5,000g, 15min at 4°C) 8h after the transition to the
stationary phase. RNA extraction, cDNA synthesis, amplification, and
detection were performed as previously described (Dubois et al., 2016)
except that the cell lysis was performed using screw tubes containing
150 mg of glass beads (acid-washed, Sigma-Aldrich, G1277-500G,)
and a MiniBeadBeater-16 (Biospec Products). The tubes were shaken
for 2min and cooled on ice for 2 min. The previous step was repeated
once and the lysates were centrifuged at 12,000¢ for 10 min at 4°C
before transferring to a new 2mL tube. The quantity of each cDNA
was normalized to the quantity of the cDNA of the DNA polymerase
III gene (polC, BSU16580) (Supplementary Table 2). The relative
change in gene expression was recorded as the ratio to normalized
target concentrations (threshold cycle [AACT]) (Livak and
Schmittgen, 2001).

3. Results

To investigate the influence of the environmental conditions
encountered by B. subtilis during sporulation on spore surface
and adhesion properties, sporulation conditions were modified
before bacteria inoculation or 2h after the transition to the
stationary phase (Table 1; Supplementary Figure 1). These 13
conditions were tested to evaluate the influence of depletion in
divalent cations (-CaCl, or -MgSO,), oxidative stresses (peracetic
acid or H,0,), atmospheres (-O, or -O,+ CO,), pH (pH 9 or pH
5), preservatives (benzoic acid or nitrites), UV as well as cleaning
and disinfecting agents (RBS or Benzalkonium Chloride [BAC]).
The chemicals added were used at the maximum concentration
that did not reduce the total number of CFU at the end of
sporulation to avoid major structural changes in the internal
layers of spores.

3.1. Influence of sporulation conditions on
refractivity, heat resistance, and
germination rate of Bacillus subtilis 168
spores

It was first investigated whether the sporulation conditions
affected the total number of CFU as well as some key characteristics
of spores, i.e., their refractivity, heat resistance, and ability to
germinate. The total number of CFU at the end of sporulation was
increased in the -O,, -0, + CO,, peracetic acid, and pH 5 conditions
while it was reduced by a logarithmic factor of 0.45 in the -CaCl,
condition compared to the Spo8 condition (Supplementary Table 3).
None of the sporulation conditions changed the spore
characteristics except for those obtained in the -CaCl, condition
(Supplementary Table 3; Supplementary Figure 2). In this latter
condition, the percentage of heat resistant spores was unchanged
but 35% of spores were non-refractive and the ability of spores to
germinate was reduced by 40% compared to the Spo8 condition.
These results suggest that in the -CaCl, condition, a part of the cells
that engage in the sporulation process do not release viable spores.
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However, the viable spores produced in this condition keep their ~ 3.3. Increased spore adhesion is correlated
heat resistance and most of them can germinate. Therefore, this ~ With an increase of spore hydrophobicity
condition was kept for subsequent experiments.
Since the spores are metabolically dormant, the increase in spore
adhesion can only be explained by modifications of the spore surface

3.2. Divalent cations d ep letion, oxidative properties including hydrophobicity and charge. Thus, the surface
stresses, lower oxygen ava ilabi llty and hydrophilic/hydrophobic property and the surface charge of spores were
acidic pH during sporulation promote evaluated by MATH and zetametry (Table 2; Supplementary Figure 5).
spore a dhesion All the spores obtained under the sporulation conditions that led to an

increase in spore adhesion were more hydrophobic, whereas no

To evaluate the consequences of the sporulation conditions on  modification of this character could be demonstrated for spores whose
spore adhesion, an adhesion test on polypropylene was performed.  adhesion was not affected. The correlation factor between spore
B. subtilis 168 spores produced in 7 of the 13 conditions tested  hydrophobicity and spore adhesion to polypropylene was 0.71 indicating
were significantly more adherent to polypropylene than those  that the increased adhesion of spores is at least in part due to an increase
produced in Spo8 (Figure 1; Supplementary Figure 3). This is  of spore’s hydrophobicity (Supplementary Figures 6A,C). By contrast,
particularly true for spores produced in -CaCl, or -MgSO,  whatever the sporulation condition, the global charge of spores at a
conditions. Replacement of CaCl, or MgSO, by NaCl or Na,SO,  neutral pH was similar (around —50mV), except for spores produced at
in the sporulation medium also led to the production of more  pH 5 and in the presence of benzoic acid (Table 2). However, the
adherent spores indicating that the low concentrations of Mg** or  spore electronegativity would not play a significant role in their
Ca?" rather than the associated anions (SO, or Cl7) were ability to adhere to polypropylene (correlation factor=—0.14)
responsible for the increased adhesion of spores. Bacteria that  (Supplementary Figures 6B,C). It is now well documented that alteration
sporulated in a modified atmosphere (-O, and -O,+ CO,), at  ofthe crust generally leads to an increased hydrophobicity and adhesion
acidic pH (pH 5) and to a lesser extent those that were exposed to  of spores (Faille et al., 2014; Shuster et al., 2019a,b; Dubois et al., 2020).
oxidative stress (H,O,, peracetic acid) also produced spores that  Therefore, our results suggest that environmental conditions encountered
were more adherent than spores produced in Spo8. Interestingly,  during sporulation affect crust composition and/or structure.
there was no significant difference in adhesion between spores
produced in -O, and -O, + CO, conditions, which would indicate 3.4. The modification of the spore surface
that the decrease in O, and not the increase in CO, concentration ~ properties occurs during sporulation
during sporulation is responsible for this increase in adhesion. To
verify that the increase in adhesion was not due to a delay in the We investigated whether the same environmental conditions
sporulation process, sporulating cells were observed by confocal  applied to mature spores affected their surface properties, i.e., whether
microscopy 8 and 24h after the transition to the stationary  the changes in spore surface observed above were due to phenomena
phase. No delay in the sporulation process was observed  occurring during sporulation or after the release of the mature spores.

(Supplementary Figure 4). For this purpose, mature spores produced in Spo8 condition were
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FIGURE 1

Influence of sporulation conditions on spore adhesion to polypropylene. Adhesion (%) was determined after 10 successive adhesion steps of the spores
to polypropylene tubes. The whole adhesion kinetics are presented in Supplementary Figure 3. Error bars represent the SDs of the means. ns, not
significant. *p <0.05; **p <0.01; ***p <0.001; ****p <0.0001 for each condition versus Spo8 by Mann-Whitney.
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TABLE 2 Influence of the sporulation conditions on surface properties of
spores.

Sporulation Hydrophobicity Zeta potential
condition (LogK) (mV)
Spos 0.60+0.96 -52.48+5.22
-CaCl, 2.24.+0.80%% -49.48+1.66
-MgSO, 2.3240.73%% -51.68+0.83
-0, 3.60 4 1,035 -50.79 £1.06
-0,+CO, 4.3040.52%55 -50.03+2.36
H,0, 1.49 +0.83%% -55.98+5.20
Peracetic acid 247 £1.30%%* -50.98 +4.75
pH 5 2.54.+0.81 -56.52+3.17%
pH9 1.00+0.44 -49.89+2.97
Benzoic Acid 1.22+0.70 -50.30+1.01%*
Nitrites 0.29+0.19 -50.59+£2.07
RBS 0.21+0.44 -49.19+3.69
BAC 0.85+0.66 -55.06+5.26
uv 1.23+0.48 -56.37+8.83

The surface hydrophilic/hydrophobic property and the surface charge of spores at pH 7.0 were
evaluated by MATH and zetametry assays. The data presented in the table are the means with SDs.
#p<0.05; ##p<0.01; ##¥#p <0.001; **#¥p <0.0001 for each condition versus Spo8 by Mann—
Whitney or t-test.

TABLE 3 Influence of environmental conditions on surface hydrophilic/
hydrophobic property of mature spores.

Sporulation condition Hydrophobicity (LogK)
Spo8 -NB 1.25+1.04
-CaCl, 0.74+1.14
-MgSO, 0.76+1.21
-0, 0.68+0.43
-0,+C0, 0.54+0.59
Peracetic acid 1.70+0.62
H,0, 1.53£0.95
pHS5 1.52+0.96

The conditions affecting the hydrophobicity and adhesion of spores when applied during
sporulation were tested on mature spores. Spores were produced in optimal condition
(Spo8), washed and suspended in a Spo8 medium modified by removing the NB to prevent
spore germination (Spo8 -NB) and subjected to the -CaCl,, -MgSO,, -O,, -0, + CO,,
peracetic acid, H,O, or pH 5 conditions. After 72 h of incubation, the surface hydrophilic/
hydrophobic property of spores was evaluated by MATH assays. The data presented in the
table are the means with SDs of at least three independent experiments. None of the
conditions tested were significantly different from the Spo8 -NB condition.

subjected to the seven conditions shown to modify the adhesion and
hydrophobicity of spores when applied during sporulation. Then, the
hydrophobicity of spores was evaluated by MATH (Table 3). The seven
conditions applied to the mature spores did not alter their hydrophobic
character, which confirmed that the changes observed above were
indeed the result of phenomena occurring during sporulation.

3.5. The crust glycans of spores produced

in divalent cations depletion or
oxygen-limited conditions are impaired

To evaluate the impact of the sporulation conditions on crust
structure, spores were observed in phase-contrast microscopy after
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India ink staining (Figure 2). Indeed, the India ink staining enables
the observation of the crust glycans around B. subtilis spores. Spores
produced in Spo8 (positive control) showed a white halo surrounding
the outer coat of spores (white arrow), which reflects the presence of
the crust glycans. Conversely, no white halo was observed when spores
produced in Spo8 were passed through a French press, this treatment
resulting in the removal of the crust without damaging the coat
(negative control) (Faille et al., 2014). A white halo was observed
around spores produced in the H,0O,, peracetic acid, pH 5, pH 9,
benzoic acid, nitrites, BAC, RBS, and UV conditions. In contrast, no
halo was observed around spores produced in the -CaCl,, -MgSO,,
-0,, and -0, + CO, conditions indicating that the crust glycans are
deeply impaired in these conditions.

3.6. Divalent cation depletion or lower
oxygen availability during sporulation
change the crust composition in
monosaccharides

The monosaccharide composition of the crust was further
investigated. Spores were mechanically treated with a French press to
remove the crust. Then, the crust glycans were hydrolyzed and the
released monosaccharides were derivatized by AA, a fluorogenic
reagent that shows high specificity for monosaccharides. The
AA-complexed monosaccharides were then analyzed by reverse-phase
high-performance liquid chromatography coupled to a fluorescence
detector (RP-HPLC-FL) (Anumula, 1994; Windwarder et al., 2016).
In the Spo8 condition, the chromatogram of RP-HPLC-FL showed 12
major peaks (Supplementary Figure 7A). By performing co-injections
with standards four peaks were associated with monosaccharides
previously identified in the crust: GlcN with a retention time of about
11.8 min, Glc with a retention time of about 16.7 min, Rha with a
retention time of about 20.8 min and Qui with a retention time of
about 25.4 min (Supplementary Figure 7B; Faille et al., 2014). The peak
with a retention of 15.9 min co-eluted with the Gal standard and GC-
MS experiments confirmed the presence of Gal in the crust of
B. subtilis spores (Supplementary Figures 7A-F). Using RP-HPLC-FL,
the influence of the conditions shown to increase spore adhesion on
the amount of the five monosaccharides identified in the crust was
evaluated. In all the conditions tested, there was no significant change
in the amounts of GIcN, Gal, and Glc compared to the Spo8 condition
(Supplementary Figures 8A-G). The composition of Rha and Qui was
also not modified in the crust of spores produced in the H,O,,
peracetic acid, and pH 5 conditions (Figures 3E-G). Conversely, the
amount of Rha was lowered in the crust of spores produced in the
-CaCl,, -MgSO,, -0, and -0, + CO, conditions, and the amount of Qui
was lowered in the crust of spores produced in the -CaCl, and
-0,+ CO, conditions (Figures 3A-D).

3.7. Sporulating cells exposed to divalent
cations depletion or lower oxygen
availability produce spores with a lower
amount of leg in the crust

To evaluate the impact of the sporulation conditions on the
amount of Leg on the spore surface, crust samples were hydrolyzed,
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FIGURE 2
Observation of spores by phase contrast microscopy after India ink staining. FP: Spores after a French press treatment (negative control). A white halo
around the spores (white arrow) indicates the presence of crust glycans.

and nonulosonic acids were derivatized by DMB before being
analyzed by RP-HPLC-FL. The chromatogram obtained in the Spo8
condition showed three major peaks with retention times of ~8.3 min
(peak 1), 14.5min (peak 2), and 20.4 min (peak 3). The area of peak 1,
which was previously identified as Leg, was used to estimate the Leg
amount in the crust of B. subtilis spores (Supplementary Figure 9;
Dubois et al., 2020). The amount of Leg was significantly reduced in
the -CaCl,, -MgSO,, -O,, and -O,+ CO, conditions compared to the
Spo8 condition (Figures 3A-D). In contrast, it was not significantly
different in the H,0,, peracetic acid, and pH 5 conditions
(Figures 3E-G).

3.8. The protein backbone of the crust of
spores produced in the oxygen-limited and
H,O, conditions is impaired

To assess the effect of the sporulation conditions on crust proteins,
the cotY and cgeA genes with their respective promoter were fused to
the gene encoding the green fluorescent protein (GFP). Fusions were
then integrated at the amyE locus of the B. subtilis 168 strain to obtain

Frontiers in Microbiology

the B. subtilis 168 amyE:cotY-GFP and B. subtilis 168
amyE::cgeA-GFP. These two strains produced CotY-GFP and
CgeA-GFP fusion proteins, respectively. The CotY-GFP fusion protein
was used here as a marker of the integrity of the protein backbone of
the crust while the CgeA-GFP fusion protein was used to detect any
change in the composition and/or structure of the crust proteins.
Spores of the B. subtilis 168, B. subtilis 168 amyE::cotY-GFP, and
B. subtilis 168 amyE::cgeA-GFP strains were produced in the Spo8
condition and the fluorescence of spores was evaluated by fluorescence
microscopy. Spores of the B. subtilis 168 strain were slightly auto-
fluorescent at the excitation wavelength of GFP and a strong
fluorescence signal was observed on the spore surface of the B. subtilis
168 amyE:cotY-GFP and B. subtilis 168 amyE:cgeA-GFP strains
indicating that CotY-GFP and CgeA-GFP fusion proteins were
properly expressed and localized (Supplementary Figure 10). Then,
spores of the B. subtilis 168 amyE::cotY-GFP and B. subtilis
168 amyE::cgeA-GFP strains were produced in the seven
sporulation conditions affecting surface properties and fluorescence
of spores was measured by flow-cytometry (Figure 4;
Supplementary Figures 11A,B). In the -O,, -O,+CO,, and H,0,
sporulation conditions, the fluorescence of spores of B. subtilis 168
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FIGURE 3
Influence of sporulation conditions on the monosaccharide composition of the crust. The relative amounts of Rha, Qui, and Leg in the crust were
evaluated by RP-HPLC-FL. The experiments were performed on the crust of spores released from B. subtilis 168 cells produced in Spo8 and in the
sporulation conditions shown to affect spore surface properties: -CaCl, (A), -MgSO;, (B), -O, (C), -O, + CO, (D), H,O, (E), peracetic acid (F), and
pH 5 (G). The results were standardized by the ODgoonm Of the spore preparations. Error bars represent the SDs of the means. *p <0.05; **p <0.01;
***p <0.001 for each condition versus Spo8 by Mann-Whitney.

amyE::cotY-GFP strain was significantly lower than that of spores of
the same strain obtained in the Spo8 condition. These results indicate
that these sporulation conditions lead to a decrease in the relative
amount of CotY in the crust. The decrease in spore fluorescence in the
-0, and -0O,+CO, conditions was not due to a decrease in GFP
fluorescence caused by a lower oxygen availability during sporulation
(Supplementary Figure 11C). In the -CaCl,, -O,, -O,+ CO,, H,0,, and
pH 5 sporulation conditions, fluorescence of spores of the B. subtilis
168 amyE::cgeA-GFP strain was lower than that of spores of the same
strain obtained in the Spo8 condition indicating a decrease in the
relative amount of CgeA in the crust of spores produced in
these conditions.

Frontiers in Microbiology

3.9. Transcription of genes involved in crust
biosynthesis is decreased during late
sporulation in oxygen-limited and H,0,
conditions

We have shown above that -CaCl,, -MgSO,, -O,, -O,+ CO,, H,0,,
and pH 5 sporulation conditions modify the glycan and/or protein
composition of the crust of the released spores. To determine whether
these crust modifications are due to transcriptional regulation of genes
involved in crust synthesis, QRT-PCR experiments were performed on
RNA extracted from sporulating cells in the late stationary phase (8h
after the transition to the stationary phase). The genes encoding crust
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FIGURE 4
distribution of fluorescence per cell of the same number of events.

proteins (cotY and cgeA) and the genes encoding the first enzyme of
the Rha and Leg biosynthesis pathway (spsI and spsM, respectively)
were targeted (Figure 5A). In addition, a primer pair flanking the SPB
prophage was tested to evaluate the influence of sporulation conditions
on SPP prophage excision. In the -CaCl,, -MgSO, and pH 5
conditions, transcription of the four genes was unchanged compared
to the Spo8 condition (Figures 58-D). In contrast, transcription of the
cgeA and spsM genes was decreased in the -O, condition, and
transcription of all the genes tested was reduced in the -O,+CO,
condition (Figures 5E,F). Finally, in the H,O, condition, transcription
of cotY and cgeA genes was decreased compared to the Spo8 condition
(Figure 5G). Our results also showed that prophage excision is not
changed whatever the condition tested. These results suggest that the
changes in spore surface properties obtained in the -O,, -O,+CO, and
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H,O, conditions are, at least in part due to a decrease in the
transcription of genes involved in crust synthesis during
late sporulation.

4. Discussion

In optimized growth conditions, e.g., in laboratory conditions,
sporulation of B. subtilis is triggered when the cells enter in the
transition to the stationary phase, and it takes 8-10h to complete with
the release of a mature spore. Therefore, sporulation is a long process
and its duration can be further extended in suboptimal growth
conditions such as those found in natural and industrial environments.
In these environments, spore-forming bacteria often encounter
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FIGURE 5

Influence of sporulation conditions on the transcription of genes involved in crust synthesis. (A) Schematic representation of the genetic organization
of the cge, cot, and sps genes involved in crust synthesis. Broken arrows, arrows and, stem-loop, respectively, represent the c* dependent promoters,
direct or indirect activation of transcription by a transcriptional regulator and transcriptional terminators defined previously (Zhang et al., 1994; Roels
and Losick, 1995; Eichenberger et al., 2004; Kuwana et al., 2005; Nicolas et al.,, 2012; Cangiano et al., 2014; Arrieta-Ortiz et al., 2015). Primers used for
qRT-PCR are indicated by half arrows. Relative transcript levels of the cotY, cgeA, spsl, and spsM genes and SPB prophage excision were evaluated by
gRT-PCR in the late stationary phase (t8). SPB prophage excision was assessed using primers flanking the prophage (SPB-F/SPB-R). Relative transcript
levels were calculated as the ratio of the mRNA level (arbitrary units) of each gene in the sporulation conditions shown to affect spore surface
properties: -CaCl, (B), -MgSO, (C), pH 5 (D), -O, (E), -O, + CO; (F) and H,O, (G), compared to that obtained in the Spo8 condition. The fold change
(FC) was calculated by the AACT method using the polC gene for normalization. Error bars represent the median with the interquartile range.

*p <0.05; **p <0.01; ***p < 0.001 for each condition versus Spo8 by t-test.

unfavorable conditions for growth and sporulation, such as low or
high temperatures and pH, which can modulate sporulation rate and
length, but also the properties of mature spores (Bressuire-Isoard
et al,, 2018). Many works have been reported in the literature on the
influence of sporulation conditions on spore resistance, notably to
extreme temperatures and UV radiations. Other works have
concerned the structure of the spores, e.g., the water or dipicolinic
acid content, the cortex peptidoglycan structure, the fatty acid
composition, or the coat protein profile, which are probably at least
partly related to changes in spore resistance (Abhyankar et al., 2016;
Setlow and Christie, 2023). Conversely, only a few works have been

Frontiers in Microbiology

reported on the surface properties of spores produced in different
environmental conditions, despite their major role in surface
contamination and therefore their possible role in the risk of further
dissemination, e.g., in agri-food industries or medical environments.

This study evaluated the impact of 13 sporulation conditions likely
to be encountered in real environments, on B. subtilis spore surface
and adhesion properties. Some of these conditions, such as reduced
cation availability, or acidic pH, have previously been shown to affect
spore resistance (Cazemier et al., 2001; Baweja et al.,, 2008). In
contrast, the conditions used to limit the growth and/or survival of
bacteria, such as preservatives, detergents, and disinfectants seem not
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to have been investigated in the literature. Out of the 13 sporulation
conditions, 7 led to the release of spores that are more hydrophobic
and adherent, while the other conditions did not affect these spore
properties. Concerning the lack of effect of the detergent and
antibacterial treatments, it can be assumed that this would be due to
the selected relatively mild conditions, so as not to impede sporulation.
Six of these seven sporulation conditions leading to more adherent
spores can be categorized into three groups according to the nature of
the stresses (Table 4): depletion in divalent cation (-CaCl, and
-MgSO,), lower oxygen availability (-O, and -O,+ CO,) and oxidative
stress (H,O, and peracetic acid). These results suggest that in their
ecological niches and industrial environments, where growth and
sporulation conditions are not optimal, the bacteria of the B. subtilis
group probably produce spores that are often more hydrophobic and
adherent than spores obtained in optimized laboratory conditions.

The surface and adhesion properties of spores depend on their
outermost layer which is in contact with surfaces in the environment.
In most strains of the B. subtilis group, the crust is the outermost layer
of spores and it has been shown that its mechanical removal makes
B. subtilis spores hydrophobic and more adherent to stainless steel
(Faille et al., 2014; Dubois et al., 2020). Therefore, we investigated the
impact of the sporulation conditions on the crust structure and
composition. Spores produced in the different conditions shown to
affect their surface properties were observed under microscope after
staining with India ink, a stain that does not penetrate the mucous
layer formed by the crust glycans, producing a white halo around the
spores (Abe et al., 2014; Shuster et al., 2019b). In the divalent cation
depletion (-CaCl, or -MgSO,) and oxygen-limited (-O, or -O,+CO,)
conditions, the crust glycans were impaired confirming the negative
impact of these sporulation conditions on crust glycans synthesis and/
or assembly on the spore surface. In contrast, the crust glycans of
spores obtained from sporulating cells exposed to oxidative stresses
(H,0, and peracetic acid) or low pH (pH 5) seemed unaffected.

To determine if these observations were related to a decrease in
Leg or one or more monosaccharides, the composition of the crust of
these spores was implemented. We first confirmed that the crust
contains Rha, Glc, Qui, GIcN, and Leg (Faille et al., 2014; Dubois et al.,
2020) also demonstrated of Gal

and we the presence

TABLE 4 Summary table of the results.
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(Supplementary Figure 7). A reduced amount of Rha, Qui, and Leg
was observed on some spores, the alteration of the crust of which was
revealed by staining with India ink, while no changes could
be evidenced on the spores still surrounded with a clear halo.
Interestingly, the relative amounts of Rha and Leg decreased
concomitantly in divalent cations depletion as well as oxygen-limited
conditions. This result is consistent with a previous study that showed
that inactivation of the Leg biosynthesis pathway abolishes Leg
production but also decreases the amount of Rha in the crust (Dubois
et al,, 2020). These data suggest that Rha and Leg are part of a same
glycan. It was shown previously that the Leg biosynthesis pathway is
required for crust assembly and spores from mutants of this pathway
are more hydrophobic and adherent to stainless steel (Dubois et al.,
2020). Similarly, it was shown by transmission electron microscopy
that the crust of a rhamnose-deficient mutant (Aspsl) is present
around B. subtilis spores but it is barely detectable and spores of this
mutant were more hydrophobic than spores of a rhamnose producing
strain (Shuster et al., 2019b). These data strongly suggest that Rha and
Leg play an important role in spore surface and adhesion properties.
Therefore, it seems likely that the increased adhesion of spores
obtained after sporulation in divalent cations depletion or oxygen-
limited conditions is due to a decrease in the amount of a glycan
containing Rha and Leg in the crust. On the other hand, the increased
adhesion of spores produced under oxidizing conditions cannot
be explained by the modification of the crust glycans.

We also evaluated the impact of the sporulation conditions on the
relative amount of the CotY and CgeA proteins in the crust. CotY is
one of the morphogenetic proteins and the main structural protein of
the crust of B. subtilis spores (Bartels et al., 2019). Indeed, expressed in
E. coli, CotY can arrange intracellularly into highly stable honeycomb-
like structures through processes of self-assembly (Jiang et al., 2015).
Therefore, the CotY-GFP fusion protein was used as a marker of the
integrity of the protein backbone of the crust. In contrast, CgeA is not
required for the assembly or the correct localization of the other crust
proteins and it relies on all other crust proteins for proper localization
(Bartels et al., 2019; Shuster et al., 2019a). It was deduced that CgeA is
at the bottom of the crust assembly hierarchy (Bartels et al., 2019;
Shuster et al., 2019a). Therefore, the CgeA-GFP fusion protein was

Adhesion = Hydrophobicity Halo Rha Qui Leg CotY CgeA Transcription *
Sporulation = Group
condition
-CaCl, Depletion in z z s s s s - s -
-MgSO0, cation z z s s _ s _ _ _
-0, Lower ¥ 2 A A - A A A N
-0,+CO0; oxygenation ¥ 2 A A 3 3N A A N
H.0, Oxidative 2 2 - - - - N N N
Peracetic acid stress | . - - - - - - -
pHS A . | - - - - - S _

The column adhesion refers to the results of polypropylene adhesion tests, the column hydrophobicity refers to the results of MATH, the column Halo refers to microscopic observations of
spores after India ink staining, the columns Rha, Qui, and Leg refer to RP-HPLC-FL experiments, the columns CgeA and CotY refer to the cytometry experiments and the column
transcription refers to the QRT-PCR experiments. An upward arrow indicates an increase and a downward arrow indicates a decrease relative to the Spo8 condition.

*: A downward arrow indicates that transcription of at least one of the 4 targeted genes decreased.
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used to detect any change in the composition and/or structure of the
crust proteins. Our results showed that all the sporulation conditions
tested changed the protein composition of the crust except for -MgSO,
and peracetic acid conditions. In the -CaCl, and pH 5 conditions, the
changes in the crust appear to be moderate, as only the relative amount
of CgeA decreased. In contrast, when sporulation was perturbed by
hydrogen peroxide stress or oxygen-limited conditions, the relative
amount of both CgeA and CotY decreased suggesting that the protein
backbone is impaired. The underlying molecular mechanisms that
explain the changes in crust composition and structure will have to
be studied but they probably interfere with crust synthesis and/or
assembly. Nevertheless, it is also possible that defects in crust assembly
were the indirect consequence of defects in the inner layers of spores,
especially the outer coat.

To determine whether environmental conditions regulate the
transcription of genes involved in crust synthesis during sporulation
we performed qRT-PCR experiments. Four genes were targeted: cotY,
cgeA, spsl, and spsM. spsI is the first gene of the spsIJKL locus that
encode the enzymes of a pathway converting D-glucose-1-phosphate
to dTDP-L-rhamnose. The spsM gene encodes the first enzyme of the
pathway that converts UDP-GIcNAc to Leg and it was shown that this
pathway is required for proper crust synthesis and/or anchoring
(Dubois et al., 2020). In the B. subtilis 168 strain, the spsM gene is
interrupted by the prophage SPp. Excision of SPP occurs in the mother
cell of sporulating cells during the middle-to-late stages of sporulation,
thus reconstituting a functional spsM gene (Abe et al., 2014, 2017).
Therefore, any change in prophage excision potentially causes a change
in crust synthesis and spore surface properties. Depletion in calcium
or magnesium during sporulation did not impact the transcription of
the targeted genes indicating that these sporulation conditions prevent
crust assembly or negatively regulate crust synthesis at a post-
transcriptional level. Post-transcriptional regulation of crust synthesis
by divalent cations remains unknown but it might be mediated by
glycosyltransferases that participate in the assembly of crust glycans.
Indeed, nine glycosyltransferases are potentially involved in the
synthesis and/or the anchoring of crust glycans on the spore surface:
SpsA, SpsB, YfnF, YfnE, YfnD, YtcC, CgeD, CgeB and CotSA (Shuster
etal, 2019a,b; Dubois et al., 2020). At least three of them (SpsA, YfnE,
and CgeD) are putative GT-A type glycosyltransferases, a class of
enzymes that are dependent on divalent metal ions. The metal ion is
coordinated by a highly conserved DXD motif of the active site and it
aids leaving group departure by stabilizing the charged phosphate
groups in the nucleotide sugar donor (Gloster, 2014). Therefore, a
depletion in divalent cations during sporulation might inhibit the
activity of the GT-A glycosyltransferases and ultimately the assembly
of glycans on the spore surface. When sporulation occurs in oxygen-
limited conditions, transcription of genes involved in crust protein and
glycans synthesis is decreased indicating that a lower availability in
oxygen during sporulation represses crust synthesis at a transcriptional
level. Transcription of the spsM gene was decreased in the -O, and
-0,+ CO, conditions and transcription of spsI was also decreased in
the -O,+ CO, condition. Therefore, it is likely that the decrease in the
relative amount of Leg and Rha in the crust of spores obtained in the
oxygen-limited conditions is a consequence of the downregulation of
the sps genes transcription during sporulation. Similarly, the decreased
transcription of the cotY and/or cgeA genes might also explain the
decrease in the relative amount of CotY and/or CgeA in the crust of
spores obtained in oxygen-limited conditions. In contrast, the acidic
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pH did not modify transcription of the cotY, cgeA, spsI, and spsM genes
suggesting that an acidic pH disrupts crust synthesis or assembly at a
post-transcriptional level. It has been shown in Bacillus that acid
stresses increase the intracellular amount of reactive oxygen species
inducing secondary oxidative stress (Mols and Abee, 2011; Desriac
etal, 2013). Therefore, the physiological changes and stress responses
caused by acidic pH to sporulating cells may be similar to those
induced by oxidizing molecules. It is well documented that oxidizing
molecules can have a devastating effect on the structure and activity of
proteins, especially those rich in sulfur amino acids (Ezraty et al.,
2017). Moreover, it has been shown that the structural and
morphogenetic proteins CotY and CotZ are rich in cysteines (9.3 and
6.7%, respectively) (Zhang et al., 1993). Therefore, an acidic pH during
sporulation could induce a misfolding of CotY and/or CotZ, leading to
the loss of their morphogenetic activity and ultimately to a defect in the
crust proteins assembly. Transcription of all the genes targeted in
qRT-PCR (cotY, cgeA, spsI, and spsM) is under the control of SigK and
GerE and cotY, cgeA, and spsI genes transcription is also regulated by
GerR (Figure 5A). Therefore, these transcriptional factors are
potentially involved in the transcriptional regulation of these genes in
response to sporulation conditions. Nevertheless, in the -O, and -H,0,
conditions, only two out of the four genes were significantly less
transcribed, suggesting a more complex regulation involving
other regulators.

The crust is quite well conserved within the Bacillus subtilis group,
although it is polymorphic from one species to another. For example,
long flexuous filaments were observed on the surface of B. licheniformis
spores, whereas the filaments were assembled into spikes on spores of
B. clausii (Faille et al, 2014). However, the differences in crust
composition and structure that explain these differences have not yet
been identified. In clostridia and bacteria of the B. cereus group, the
outermost layer of spores is the exosporium (Bozue et al.,, 2015; Stewart,
2015). Across species, the basic design of the exosporium consists of a
thin continuous proteinaceous layer. In B. cereus, this basal layer is
mainly composed of ExsY and CotY which are orthologs of CotZ and
CotY in B. subtilis. The external face of the basal layer may
be surrounded by a hairy nap made of collagen-like glycoproteins. In
B. cereus, the main collagen-like glycoprotein is BclA (Sylvestre et al.,
2002; Lequette et al., 2011). There is no collagen-like glycoprotein in the
crust of B. subtilis suggesting major structural differences between crust
and exosporium, particularly about glycans localization and anchoring.
However, it seems that sporulation conditions also influence the
structure of the exosporium of B. cereus spores. Indeed, when produced
at high temperature or in anaerobic conditions B. cereus spores showed
a damaged exosporium (Faille et al., 2007; Abbas et al., 2014). Therefore,
interesting perspectives of this study would be to better characterize the
diversity of the outermost layers of spores and further investigate the
consequences of sporulation conditions on these layers, which are so
crucial to the adhesion properties of spores.

To summarize, in B. subtilis a wide range of sporulation conditions
can result in the production of spores with surface and adhesion
properties very different from those produced under optimal
conditions (Table 4). These sporulation conditions include divalent
cations depletion, reduced oxygenation, oxidative stress, and acidic
pH. Despite a similar effect on spore hydrophobicity and adhesion, the
effect on the crust composition differs depending on the type of stress.
Divalent cations depletion during sporulation results in a decrease in
the amount of glycans on the spore surface and this decrease would
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be due to a crust assembly defect or a post-transcriptional regulation
of glycan synthesis. By contrast, sporulation in oxygen-limited
condition causes a decrease in the amount of glycans and proteins in
the crust. This decrease is probably due to a repression of the
transcription of genes involved in the synthesis of these compounds
during sporulation. On the other hand, there is no clear trend in the
consequences of oxidative stress and acidic pH during sporulation on
the composition of the crust. Nevertheless, our results suggest that
these categories of stresses affect the composition and/or structure of
crust proteins rather than glycans.

The fact that sporulation conditions affect the ease with which
spores can contaminate surfaces is therefore probably a major
consideration in estimating the risk posed by B. subtilis spores in real
environments. It could explain the frequent and recurrent presence of
B. subtilis spores in food processing lines, despite laboratory results
suggesting their low ability to contaminate surfaces. In view of these
results, it could also be interesting to investigate the influence of
environmental conditions encountered in the food industry during
processing or cleaning operations on the surface properties of mature
spores and their ability to adhere to all types of materials.
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1 Supplementary Figures and Tables

1.1 Supplementary Figures
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Supplementary Figure 1: Characterization of the chemical modifications resulting from changes
in sporulation conditions. Dosage of (A) Ca?* in the Spo8 and -CaClz conditions and (B) Mg?" in the
Spo8 and -MgSO4 conditions by photoelectric flame photometer. Concentrations are given in parts per
million (ppm). Error bars represent the SDs of the means. ***, p <0.001; ****, p <0.0001 for - CaCl2
or -MgSOa4 versus Spo8 by Welch’s t-test. (C) pH of the medium in Spo8, -O2+COz, peracetic acid,
benzoic acid, and RBS conditions. Error bars represent the SDs of the means. **, p < 0.01; ***, p <
0.001 for each condition versus Spo8 by Mann-Whitney.
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Supplementary Figure 2: Observation of B. subtilis spores by phase contrast microscopy. The
black arrows point to non-refractive spores.
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Supplementary Figure 3: Kinetics of spore adhesion to polypropylene. The adhesion of spores
obtained after sporulation in Spo8, and the different sporulation conditions: -CaClz or -CaCl2 + NaCl
(A), -MgSO0a4 or -MgSO4 + Naz2S0a4 (B), -O2 or -O2+COz2 (C), H202 or peracetic acid (D), pH 5 or pH 9
(E), benzoic acid or nitrites (F), RBS or BAC (G), and UV (H) was evaluated after 0, 2, 5, 8 and 10
adhesion steps. Error bars represent the SDs of the means.
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Supplementary Figure 4: Observation of B. subtilis during sporulation by confocal microscopy
after FM4-64 staining. Sporulating cells were observed 8 hours and 24 hours after the transition to
the stationary phase. FM 4-64 is a lipophilic dye staining membrane with red fluorescence.
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Supplementary Figure 5: Kinetics of MATH experiments. The percentage of hydrophilicity, given
by the percentage of ODeoo of the aqueous suspension before and after mixing is plotted against the
vortexing time (s). Spores were produced in Spo8, and the different sporulation conditions: -CaCl: or
-MgSO0a (A), -O2 or -02+CO2 (B), H20:2 or peracetic acid (C), pH 5 or pH 9 (D), benzoic acid or nitrites
(E), RBS or BAC (F), and UV (G). Error bars represent the SDs of the means.
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Supplementary Figure 6: Correlation between spore adhesion, hydrophobicity, and charge. (A)
Scatter plot of the Log(K) as a function of the percentage of adhesion after ten binding reactions. (B)
Scatter plot of the charge of spores as a function of the percentage of adhesion after ten binding
reactions. (C) Correlation matrix. The correlation factors were calculated using the Spearman
correlation method from the results obtained in the thirteen conditions tested and the control condition.
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Supplementary Figure 7: Composition in monosaccharides of the crust of B. subtilis spores. (A)
Chromatogram of the RP-HPLC-FL experiment performed on the crust of B. subtilis 168 spores
obtained in the Spo8 condition after hydrolysis and derivatization by AA. Peaks corresponding to
putative AA-sugars are numbered from 1 to 12. Peaks 1 to 3: putative disaccharides containing
glycosidic linkages resistant to acid hydrolysis (Windwarder et al., 2016), peak 5: GIcN-AA, peak 6:
Gal-AA, peak 7: Glc-AA, peak 10: Rha-AA, peak 12: Qui-AA. The molecules corresponding to peaks
4,8, 9, and 11 are unknown. The large peak between 21.5 and 24 minutes corresponded to the excess
of free anthranilic acid. (B) Chromatograms of RP-HPLC-FL experiments performed on a mix of
monosaccharide standards and the crust of B. subtilis 168 spores. The retention times of peaks 5, 6, 7,
10, and 12 match those of GICN-AA, Gal-AA, Glc-AA, Rha-AA, and Qui-AA standards, respectively
(C) Chromatogram of the GC-MS experiments performed on hexa-acetate galactitol standard. (D)
Chromatogram of the GC-MS experiments performed on the crust of B. subtilis 168 spores. (E) GC-
MS spectra of hexa-acetate galactitol. The characteristics of ions are indicated by black arrows. (F)
Structure of hexa-acetate galactitol and the prominent fragment ions. The reduction of sugars was
performed with borodeuteride.
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Supplementary Figure 8: Influence of sporulation conditions on the crust composition in
monosaccharides. The relative amounts of GIcN, Gal, and Glc were evaluated by RP-HPLC-FL. The
experiments were performed on the crust of spores released from B. subtilis 168 grown in Spo8, and
in the sporulation conditions shown to affect spore surface properties: -CaClz (A) -MgSQas (B), -O2
(C), -O2+CO2 (D), H202 (E), peracetic acid (F) and pH 5 (G). The results were standardized by the
ODeoonm Of the spore preparations. Error bars represent the SDs of the means. *, p <0.05; **, p <0.01;
*** p <0.001 for each condition versus Spo8 by Mann-Whitney.
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Supplementary Figure 9: Chromatogram of a RP-HPLC-FL experiment performed after
hydrolysis and DMB derivation of the crust of B. subtilis 168 spores prepared in the Spo8
condition. Peak 1: DMB-Leg, Peaks 2 & 3: unknown molecules.

Supplementary Figure 10: Observation of spores by fluorescence microscopy. Spores of the B.
subtilis 168 (A), B. subtilis 168 amyE:.cgeA-GFP (B), and B. subtilis 168 amyE::cotY-GFP (C) obtained
in the Spo8 condition were observed by fluorescence microscopy to evaluate fluorescence and
localization of the CgeA-GFP and CotY-GFP fusion proteins. Spores of the B. subtilis 168 strain were
used as a negative control to estimate the natural autofluorescence of B. subtilis at the excitation
wavelength of GFP.
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Supplementary Figure 11: Evaluation of the relative amount of CgeA-GFP and CotY-GFP on
the spore surface by flow-cytometry experiments. Fluorescence of the CgeA-GFP (A) or CotY-GFP
(B) fusion proteins on the spore surface was measured by flow cytometry after sporulation of the B.
subtilis 168 amyE::cotY-GFP or B. subtilis 168 amyE::cgeA-GFP strain in the Spo8, and in the
sporulation conditions shown to affect spore surface properties: -CaClz, -MgSQOa, -Oz2, -02+CO2, H20z,
peracetic acid and pH 5. Autofluorescence: Fluorescence of spores of the B. subtilis 168 strain. (C)
Control of the GFP fluorescence in the -O2 or -O2+COz2 condition. Fluorescence of the SspA-GFP
fusion protein in the core of spores was measured by flow cytometry after sporulation of the B. subtilis
168 pHT304-18 Psspa-sSpA-GFP in the Spo8, -O2 and -O2+CO2 conditions. SspA: small acid-soluble
spore protein. This control was performed to ensure that GFP fluorescence is not decreased under
conditions of lower oxygenation during sporulation. Indeed, GFP requires molecular oxygen for the
maturation of fluorescence. Error bars represent the median with the interquartile range. *, p < 0.05;
** p<0.01; *** p <0.001; **** p <0.0001 for each condition versus Spo8 by t-test, Welch’s t-test,
or Mann-Whitney, depending on the result of the normality test and F-test.
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1.2 Supplementary Tables

Supplementary Table 1: Chemicals used for this study.

Chemical | Supplier Reference number
Sodium bicarbonate Acros Organics 123360010

H202 Sigma-Aldrich H1009

Peracetic acid Acros Organics 257751000

HCI PanReac 211020.1611
NaOH Fisher Chemical  S/4950/PB15
Benzoic acid Acros Organics 423475000

Nitrites Fisher Chemical ~ S/5600/53

RBS RBS T105
Benzalkonium Chloride Acros Organics 215411000
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Supplementary Table 2: Primers used for this study. Restriction sites are in bold and underlined.
Overlapping sequences used for SOE PCRs are in bold and colored in green, blue, or orange. Sequences
in green encode linkers consisting of five glycines that were introduced between CgeA or CotY and

GFP.

Primer Sequence Restriction
site

gfp-1 GGAGGCGGAGGTGGAAGTAAAGGAGAAGAACTTTTCACTG

gfp-2 GATGCCTCAAGCTAGAGAGTCA

Aer-1 TGACTCTCTAGCTTGAGGCATC

Mer-2 AACTGCAGGTTAACAAGAGTTTGTAGAAACGC Pstl

cgeA-1  GCTCTAGAATCATCCCTCTCCCTTATCCT Xbal

cgeA-2  TCCACCTCCGCCTCCTGAAAAGAACGTAACGCTTTCT

cotY-1 ~ GCTCTAGAACGTCACAACAGTAGATGCC Xbal

cotY-2  TCCACCTCCGCCTCCTCCATTGTGATGATGCTTTTTATC

polC-F AGGACTTGATGCTTCACCGA

polC-R  CTCTCACACATCTCAAGCGC

spsM-F  AGGACCATCCATTTGAAGCG

spsM-R  ACATTTTGTCCGCCGATGAG

SPB-R GACGTGGCGGTTTGCTTGA

SPB-F CACACCGAGTGCAGCATGT

cgeA-F GCCTTGCTTGATGCTGCCAT

cgeA-R  GGCGTAATTCTGGCAAAAATCC

cotY-F  GTCCGACTGGCTGCTATAC

cotY-R  CCCTACGTTTCCGAATGTGG

spsl-F GCCTTATACAGAACGCTTTGAAC

spsl-R CTTGTTTTTCTCATCAATCTCAGCA
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Supplementary Table 3: Influence of sporulation conditions on the number of CFU, the
percentage of heat-resistant spores, and the germination rate. The data presented in the table are
the means with SDs. *, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001; ****, p < 0.0001 for each condition
versus Spo8 by t-test, Welch’s t-test, or Mann-Whitney, depending on the result of the normality test
and F-test.

i N CFU/mL Heat-
Sporulation oty 6 heating resistant ~ Germination (%)
condition 8
(x10) spores (%o)
Spo8 6.38 + 1.62 88.1+11.1 46.8+5.7
-CaCl; 2.22 £0.30****  829+8.8 28.0 £ 6.6****
-MgSO4 7.24 £2.40 949+48 48.1+ 3.6
-O2 10.14£2.16%*** 96 +6.4 39.0+11.7
-02+CO2 8.64 + 0.48** 84.7 +14.6 476+4.1
H,0, 6.13+1.53 86.4+13.4 441+9.1
Peracetic Acid 7.91+251* 84.7 +14 470+ 1.7
pH 5 8.24 + 1.86*** 87.6+12.1 454 + 8.7
pH 9 7.16+2.28 95.1+6.3 43.0+6.5
Benzoic Acid 6.51 + 1.50 88.4+4.7 412+7.2
Nitrites 6.05 + 2.74 90.9+8.8 38.1+11.7
RBS 6.47 £ 3.25 86.0+17.0 415+1.2
BAC 7.68 + 2.66 85.32 +10.9 40.1+9.6
uv 5.99 +0.79 82.1+11.9 41.7+95
Reference

Windwarder, M., Figl, R., Svehla, E., Mdcsai, R. T., Farcet, J. B., Staudacher, E., et al. (2016).
“Hypermethylation” of anthranilic acid-labeled sugars confers the selectivity required for liquid
chromatography-mass spectrometry. Anal. Biochem. 514, 24-31. doi: 10.1016/j.ab.2016.09.008.
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Discussion

I.Biosynthése, composition et organisation du crust

A. L'acide légionaminique

La présence d’acide 1égionaminique, un acide nonulosonique, a ét¢ mise en évidence dans le
crust et son importance pour la structure et/ou I’ancrage du crust a la surface de la spore a été démontrée.
Les enzymes qui forment sa voie de biosynthése sont codées par les génes spsM et spsCDEFG. 1l a
précédemment été montré chez C. jejuni et H. pylori que 1’acide pseudaminique, un autre acide
nonulosonique, était nécessaire a 1’assemblage des flagellines (Thibault et al., 2001; Schirm et al., 2003).
Le flagelle est constitué de trois composants : un corps basal, intégré a la membrane, un crochet et le
filament (Salah Ud-Din and Roujeinikova, 2018). La protéine FlaA est le constituant majeur du filament
et s’auto-assemble pour former le flagelle. Cette protéine est O-glycosylée par de I’acide pseudaminique.
Cette glycosylation est préalable et nécessaire a I’assemblage des filaments de flagelline (Goon et al.,
2003). Ainsi, en absence d’acide pseudaminique ou de glycosylation de FlaA, le corps basal et le crochet
sont correctement formés mais pas le filament, et de la flagelline non glycosylée s’accumule dans le
milieu intracellulaire. Un processus similaire pourrait étre a I’ceuvre lors la synthése du crust. En effet,
il a déja été montré que 3 protéines (CotY, CotV, CotW) du crust sont capables de s’auto-assembler et
de former des ultrastructures (Jiang et al., 2015). Il est donc possible que la glycosylation d’une ou
plusieurs de ces protéines soit nécessaire a leur assemblage.

Si I’acide légionaminique est impliqué dans la glycosylation des protéines du crust, il est fort
probable qu’il s’agisse d’O-glycosylation, comme pour FlaA. A ce jour, il n’existe pas de motif connu
de O-glycosylation. En revanche, il a ét¢ montré que ces sites de O-glycosylation sont généralement sur
des résidus sérine/thréonine et prés d’une région hydrophobe. Ainsi, la séquence protéique de FlaA est
constitué¢e d’environ 20% de résidus sérine/thréonine. Nous avons regardé le pourcentage de résidus
sérine/thréonine dans les séquences protéiques des protéines du crust (Table 6). Les protéines CgeA et
CotV sont les plus riches avec respectivement 20 et 17% de leur composition totale, ce qui conforte
I’hypothése d’une O-glycosylation. De facon intéressante, les protéines formant la tunique externe

(CotE, CotO, CotH, YknT ou encore CotA) ne contiennent environ que 10% de résidus sérine/thréonine.

Table 6 : Proportion des résidus sérines/thréonines dans la composition en acides aminés des protéines du crust.

Nom;);?i:;as‘C|des Nombres(;l_(; résidus % Résidus S/T
CgeA 133 26 ”
CotV 128 22 17
CotW 105 ) 3
CotX 172 25 15
CotY 162 17 10
Cotz 148 22 15
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En se basant sur des données de bio-informatique, une voie de biosynthése de 1’acide
1égionaminique chez B. subtilis a été proposée. En revanche, la ou les glycosyltransférase(s) permettant
le transfert de I’acide 1égionaminique activé au niveau des protéines du crust et/ou des chaines de
glycanes n’a (ont) pas été identifiée(s). Chez Aderomonas cavia, I’acide pseudaminique est présent a la
fois au niveau du flagelle et du lipopolysaccharide (LPS) et plusieurs glycosyltransférases sont
impliquées (Tabei et al., 2009; Palmisano et al., 2010). Les enzymes Lsg et Lst permettent le transfert
de I’acide pseudaminique au niveau du LPS tandis que Mafl est impliquée dans la glycosylation de la
flagelline. 11 a été montré chez Magnetospirillum magneticum et H. pylori que la glycosyltransférase
permettant la glycosylation de FlaA par 1’acide pseudaminique appartenait a la famille des Maf
(motility-associated factor) (Sulzenbacher et al., 2018; Yang et al., 2021). Ces glycosyltransférases sont
caractérisées par un domaine central MAF flagl0 (numéro d’acces Pfam : PF01973) qui présente une
structure similaire a celle des sialiltransférases Cst-1 et Cst-1I de C. jejuni (Meier and S6ding, 2015). Ce
domaine Maf consiste en sept feuillets § torsadés centraux et bordés de part et d’autre par quatre et trois
hélices a et coiffés par une dernicre hélice a a I’extrémité N-terminale (Sulzenbacher et al., 2018). Dans
le génome de B. subtilis 168, nous n’avons pas trouvé de géne codant une protéine contenant un domaine
Maf et transcrit en phase tardive de sporulation sous le contrdle de o*.

Les genes spsA et spsB sont les deux premiers génes de 1’opéron spsABCDEFG. Les spores
produites par les mutants AspsA et AspsB produisent des spores plus hydrophobes confirmant le role de
ces génes dans la biosynthése du crust. L.’analyse de la structure cristallographique de SpsA a permis de
mettre en évidence qu’il s’agissait d’une glycosyltransférase de type GT2, utilisant les ions manganése
ou magnésium comme co-facteurs et présentant un motif DxD, souvent associ¢ aux
glycosyltransférases, qui prend ici la forme xDD (Charnock and Davies, 1999; Tarbouriech et al., 2001).
Les GT2 sont des glycosyltransférases avec une structure de type GT-A et qui catalysent le transfert de
I’0se en inversant la configuration du carbone glycosidique (inverting) (Banque de donnée CAZy :
(Drula et al., 2022)). L’analyse de la séquence protéique de SpsB permet de mettre en évidence un
domaine TagB putatif ainsi qu’un motif DEG et trois motifs HP. Le domaine TagB est associé a la
famille des glycero-phosphotransférases. Chez B. subtilis, TagB permet le transfert d’un
phosphoglycerol lors de la synthése de la paroi d’acides téichoiques (Swoboda et al., 2010). Chez
Tannerella forsythia deux enzymes contenant un domaine TagB ont ¢été identifiées comme des
transférases possibles de I’acide pseudaminique et de 1’acide 1égionaminique (Tomek et al., 2017). De
plus, les motifs DEG et HP sont conservés parmi différentes familles de sialiltransférases (Freiberger et
al., 2007). Ces résultats, associés a la localisation du géne spsB en opéron avec les génes spsCDEFG,
suggerent un role de SpsB dans le transfert de I’acide légionaminique. Cependant nos résultats
expérimentaux révelent que la délétion du géne spsB n’affecte pas le transfert de ’acide 1égionaminique
a la surface des spores. Il est possible que SpsB soit effectivement une sialiltransférase mais que son
substrat soit un autre acide nonulosonique que nous n’avons pas encore identifi¢ ou bien qu’il existe une

redondance fonctionnelle avec une autre sialiltransférase non identifiée a ce jour.
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B. Les génes cge et leur role dans la biosynthése du crust

a) CgeD

Nos travaux ont montré que les spores du mutant AcgeD sont plus adhérentes aux surfaces et
plus hydrophobes que les spores de la souche parentale. Ces résultats sont cohérents avec les
observations microscopiques. En effet, il n’a pas été possible d’observer la présence de crust autour de
ces spores, que ce soit en microscopie optique aprés coloration des spores par de I’encre de chine
(absence de halo blanchatre) ou sur des coupes de spores colorées au rouge de ruthénium et observées
en microscopie électronique. Ces résultats sont en contradiction avec les résultats publiés récemment
(Shuster et al., 2019b), qui montrent que bien que les spores du mutant AcgeD sont moins hydrophiles
que celles de la souche sauvage, le crust est encore observé par microscopie optique et électronique. De
plus, selon ces auteurs, il serait formé de filaments plus longs que sur les spores de la souche sauvage,
et semble moins bien ancré a la surface de la spore. Ces résultats divergents pourraient s’expliquer par
des différences de modes opératoires lors de la préparation des spores. En effet, nos conditions de lavage
des spores sont plus drastiques que celles de Shuster et ses collégues, avec des temps de centrifugation
plus longs et cinq lavages au lieu de trois, ce qui pourrait entrainer le décrochement du crust du mutant
AcgeD 5’1l est effectivement moins bien ancré a la surface de la spore.

L’analyse de la séquence protéique de CgeD, identifie un domaine spécifique des glycosyltransférases
de type GT2. De plus, le géne cgeD est un paralogue du gene spsA. L’alignement des séquences
protéiques de CgeD et SpsA permet d’identifier le méme motif xD98D99. Le motif DxD est retrouvé
chez la plupart des enzymes de types GT-A et correspond au site de fixation d’un ion métallique (Rini
et al., 2022). La comparaison de la structure tridimensionnelle prédite de CgeD avec la base de données
PDB indique que CgeD a une structure tertiaire proche de celle de la protéine GImU de Mycobacterium
tuberculosis (Table 7) (Zhang et al., 2009). GImU est une N-acetylglucosamine-1-phosphate-
uridyltransferase. Elle posséde donc une double fonction acétyl- et uridyltransférase qui permet la
synthése d’UTP-GlcNAc a partir de GIcN-1-phosphate en présence d’acétyl-CoA et d’UTP (Zhang et
al., 2009). Son activité nécessite 1’utilisation de cations Mg?" (Vithani et al., 2014). L’ensemble de ces
données suggére que CgeD est une glycosyltransférase de type GT2 qui participerait au transfert de
monosaccharides sur les chaines de glycanes du crust en cours de synthése. Dans nos conditions de
culture, le crust des spores du mutant AcgeD contient moins de rhamnose et d’acide 1€gionaminique que
le crust de la souche parentale. Les sialiltransférases bactériennes identifiées jusqu’a ce jour
n’appartiennent pas a la classe des GT2 et elles ne présentent pas de domaine DxD (Brockhausen, 2014).
Il est donc peu probable que CgeD participe au transfert du Leg. En revanche, les glycosyltransférases
de type GT2 sont connues pour transférer des monosaccharides préalablement activés sur des chaines
de glycanes en cours de synthése (Lairson et al., 2008). La protéine CgeD pourrait donc transférer le
rhamnose a la surface du crust. Cependant, la délétion du géne cgeD ne conduit pas a la disparition totale
du rhamnose dans le crust, ce qui indique qu’il existe une redondance fonctionnelle pour le transfert du

rhamnose. Chez les bactéries, les acides nonulosoniques sont généralement en position terminale des
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chaines de glycanes (Li and Chen, 2012; Lewis et al., 2022). La diminution de la quantit¢ de Leg dans
le crust du mutant AcgeD pourrait s’expliquer par le fait que la synthése d’un ou plusieurs glycanes du
crust est interrompue en 1’absence de CgeD. De ce fait, I’accepteur finale du Leg ne serait plus présent.
Le mesure de la quantité de Leg dans la cellule pourrait permettre de vérifier cette hypothése. Si la
délétion de CgeD entraine une perte de I’accepteur final du Leg, celui-ci devrait s’accumuler dans le

milieu.

Table 7 : Prédiction de domaines et structures pour les protéines Cge apres analyse bio-informatique. Les prédictions
de domaine ont été réalisées en utilisant le logiciel InterproScan. Les prédictions de structure 3D ont été obtenues sur
AlphaFold et ont ensuite été utilisées avec le logiciel Madoka afin d’identifier les protéines présentant des structures voisines.
*Tous les résultats représentent la protéine la plus proche sauf dans le cas de CgeE dont le Hit correspondait a une protéine
de fonction inconnue.

Structure 3D voisine
Taille Poids Domaine (AlphaFold et Madoka)
Moléculaire
(aa) (kDa) (InterproScan) PDB
ref Score Fonction Protéine Organisme
Glycosyl-
. . Streptomyces
CgeB | 317 36,7 PF13524 |\ - nsférases | 21UY | 0,79 | Glycosyltransférase | AviGT4 viridochromogenes
groupe 1
CgeC | 101 | 11,24 - ; 2701 | 0,77 Prefoldin Prefoldin| | Yrococcus
(chaperon) horikoshii
Glycosyl- bifonction : acétyl- Mycobacterium
CgeD | 426 49,91 PFO0535 | ¢ransférase | 3P8V | 0,61 et uri,dyl— GlmU tuberculosis
2 transférase
Domaine N- Staphylococcus
CgeE*| 259 | 29,41 |IPRO00182 3FRM | 0,78 | acétyltransférase , A
GNAT epidermidis
(GCN5)
b) CgeB

Nos travaux ont montré que le caractére hydrophobe des spores du mutant AcgeB, ainsi que l'absence
de halo autour de ces spores apres coloration a I’encre de Chine, ce qui est en accord avec les résultats
obtenus par Shuster et collégues (Shuster et al., 2019a). Nous avons aussi mis en évidence que ces spores
sont moins chargées a pH neutre et plus adhérentes que celles de la souche parentale. Ces résultats
indiquent que CgeB participe a la synthése du crust et que cette protéine est nécessaire a I’assemblage
et/ou au maintien du crust a la surface des spores. L’analyse par InterProScan de la séquence protéique
de CgeB indique la présence d’un domaine glycosyltransférase (Pfam : PF13524). Ce domaine est
caractéristique de glycosyltransférases de type GT1. Les GT1 présentent un domaine GT-B et elles se

distinguent par mécanisme d’inversion de la configuration du carbone glycosidique (banque de données

72




Discussion

Cazy (Drula et al., 2022)). Deux domaines HP sont également présents sur la séquence protéique de
CgeB, mais pas de domaine DEG. La prédiction de structure tertiaire identifie la protéine AviGT4
comme un analogue structural de CgeB (Table 7). AviGT4 est une enzyme produite par Streptomyces
viridochromogenes et qui contribue a la synthése de I’antibiotique avilamycin A (Martinez-Fleites et al.,
20006). 11 a été montré qu’AviGT4 transfére I’eurekanate, un pentose atypique, sur le L-lyxose pendant
la synthése de 1’avilamycine A (Martinez-Fleites et al., 2006). Comme son nom I’indique, AviGT4
appartient a la famille des GT4 glycosyltransférases. Les glycosyltransférases GT4 sont des
glycosyltransférases avec une structure de type GT-B et qui catalysent le transfert de 1’ose en conservant
la configuration du carbone glycosidique (retaining) (Drula et al., 2022). Nos résultats expérimentaux
sont en accord avec un role de CgeB dans la biosynthése des glycanes du crust. En effet, nous avons
montré que le crust du mutant AcgeB contient moins de rhamnose et de Leg que le crust des spores de
la souche parentale.

Les sialiltransférases d’origine bactérienne sont retrouvées dans cinq familles d’enzymes : GT4,
GT38, GT42, GT52 et GT80 (Li and Chen, 2012). Ainsi, les sialiltransférases impliquées dans la
synthése de la capsule polysaccharidique de différents sérogroupes de Neisseria meningitidis, comme
SiaDw13s et SiaDy sont classées comme des GT4 (Coutinho et al., 2003; Drula et al., 2022). Il est donc
possible que CgeB soit une transférase du Leg.

En accord avec les résultats rapportés par Shuster et ses collégues. (Shuster et al., 2019b), nos
travaux n’ont pas permis de mettre en évidence de phénotypes associés a la délétion des génes cgeC et
cgeE. En effet, les spores des mutants AcgeC et AcgeE ont des propriétés de surface et d’adhésion
comparables a celles de la souche parentale, et nos observations aprés coloration a 1’encre de chine ou
en microscopie électronique aprés coloration au rouge de ruthénium n'ont pas mis en évidence de
différences morphologiques du crust par rapport aux spores de la souche sauvage. Enfin, la composition
en monosaccharides du crust des spores des mutants des génes AcgeC et AcgeE est comparable a celle
des spores d’une souche sauvage. L’absence de phénotype ne signifie pas pour autant que les protéines
CgeC et CgeE ne participent pas a la synthése du crust. Elles pourraient en effet participer a des fonctions
non explorées comme la résistance a des températures élevées ou au lysozyme ou a des modifications
structurales du crust sans incidence sur les propriétés de surface et d’adhésion des spores.

Le géne cgeC code une petite protéine de 11.2 kDa L’analyse de sa séquence protéique suggere
la présence d’un peptide signal en position N-terminale. La protéine dont la structure 3D s’approche le
plus de la structure 3D prédite de CgeC, correspond a une protéine chaperon, Prefoldin, impliquée dans
le bon repliement des polypeptides chez une archée (Table 7). Ainsi, CgeC pourrait étre une protéine
chaperon qui interviendrait dans la maturation du crust ou de la tunique externe, mais son effet resterait
marginal.

Le géne cgeE code une N-acétyltransférase putative, avec un domaine GNAT et qui utilise

I’acétyl-CoA comme substrat (Table 7). Ainsi, CgeE serait de la méme famille que SpsD, qui permet le

73



Discussion

transfert d’un groupement acétyle a partir de 1’acétyl-CoA lors de la biosynthése de 1’acide
légionaminique. Nous avons mis en évidence la présence de glucosamine dans le crust. Nous ne savons
pas, en revanche, si ce que nous détectons correspond, originellement, a de la glucosamine, du N-
acétylglucosamine ou un mélange des deux. En effet, I’utilisation d’une hydrolyse acide lors de la
préparation des échantillons entraine la perte des fonctions acétyles. Ainsi, il est possible que CgeE joue
un role dans la biosynthése de N-acétylglucosamine présent dans le crust. Mais nous ne pouvons pas
voir de différence de niveau de méthylation des glycanes du crust avec nos méthodes de RP-HPLC-FL.
Les acétyltransférases de type GNAT peuvent aussi effectuer des Ne-acétylations (Linda I. et al., 2010;
Jones and O’Connor, 2011). Ces acétylations sont effectuées sur des Lysines et sont réversibles. Ce sont
des modifications post-traductionnelles qui vont jouer un réle de régulateur. La présence de ces Ne-
acétylations peuvent entrainer des modifications de charge ou encore de conformation des protéines et
ainsi influencer la stabilité des protéines, leur localisation ou encore leurs interactions avec d’autres
protéines. Il est possible qu’un tel systéme soit mis en place lors de la sporulation. Ainsi CgeE, pourrait
avoir une influence sur les interactions entre les protéines du crust ou I’activité des enzymes impliquées
dans sa biosynthese. S’agissant d’un systéme de régulation dynamique, il est possible que les conditions
que nous avons testées ne nécessitaient pas son activation. L’utilisation d’Acetyl-CoA marqué lors de
la sporulation pourrait nous donner des informations sur les cibles de CgeE. Evaluer les propriétés de
résistances des spores du mutant AcgeFE pourrait peut-&tre nous donner plus d’informations sur le role

de CgeE dans la biosynthése du crust.

C. Proposition d’organisation de la structure du crust.

Comme expliqué précédemment, le crust est majoritairement composé de protéines et de
glycanes. La Figure 36 propose une organisation du crust a partir de nos derniers résultats. Les protéines
CotW et CotV s’assemblent en des filaments de diamétre constant, et CotW est nécessaire au bon
ancrage du crust a la tunique extérieure (Jiang et al., 2015; Bartels et al., 2019). Ainsi les filaments
formés par le complexe CotW-CotV permettent 1’ancrage de la structure principale du crust, formée
majoritairement par CotY (Bartels et al., 2019). CotY s’auto-assemble pour former des structures
cristallines en nid d’abeilles (Jiang et al., 2015). CotZ joue de plus un rdle dans I’ancrage du crust au
niveau des c6tés de la spore (Bartels et al., 2019).

La partie glycanique du crust est composée, au moins en partie, de glucose, glucosamine,
galactose, rhamnose, quinovose et d’acide 1égionaminique (Faille et al., 2014b; Dubois et al., 2020). La
quantification de ces différents monosaccharides dans le crust des spores de différents mutants de génes
impliqués dans la biosynthése du crust suggére la présence d’au moins deux glycanes différents. Un
premier a la surface de la spore composé majoritairement de Rhamnose et d’acide 1égionaminique et un
deuxiéme, plus en profondeur, composé de glucose, galactose, de glucosamine et de quinovose. La
détection a la fois d’acide muramique et de glucosamine suggére la présence de peptidoglycane au sein

du crust. Cette hypothése est renforcée par la modification de la morphologie du crust aprés un traitement
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au lysozyme (Faille et al., 2014b). L’acide 1égionaminique pourrait de plus étre directement fixé sur

certaines protéines du crust.

Extérieur

Crust

Tunique externe

Spore Protéines du crust Protéines de la tunique externe
Morphogénétiques Morphogénétiques
CotY CotZ CotX CotE CotO CotH
Non Morphogénétiques Non Morphogénétiques
CotW CotV CgeA CotA YknT YbID

Monosaccharides
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Figure 36 : Proposition d’organisation du crust a partir des derniéres données bibliographiques et des résultats. La
protéine CotY forme la structure principale du crust. CotZ et CotX participent a I’ancrage et la propagation de cette structure.
Des filaments formés par le complexe CotV/CotW permettent le lien entre la structure majeur du crust et la tunique externe.
Les monosaccharides du crust sont répartis en au moins deux glycanes de compositions différentes. Un a la surface de la
spore constitué¢ majoritairement de Leg et de Rha et un deuxiéme a I’interface entre la tunique extérieure et le crust composé
de Glc, Gal, GleN et Qui. Du peptidoglycane serait également présent au sein du crust.

Les enzymes formant la voie de biosynthése de 1’acide 1égionaminique et celle du rhamnose
sont codées par les génes spsM, spsCDEFG et spsIJKL respectivement (Plata et al., 2012; Dubois et al.,
2020). Nous proposons que la glycosyltransférase CgeD permette le transfert d’un dTDP-Rhamnose sur
I’acide légionaminique, avant que ce groupement ne soit transféré a la surface de la spore par la

sialiltransférase CgeB. Un deuxiéme acide nonulosonique non identifié pour le moment serait de plus
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présent dans le crust. Le rhamnose serait transféré a cet acide nonulosonique par SpsA, puis ce
groupement serait ensuite transféré a la surface de la spore par SpsB. Les protéines CgeC et CgeE
seraient quant a elles impliquées dans les différents processus de maturation plus tardifs du crust (Figure

37).

: i CgeB +CgeD
| + I o
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2 —_—— s NulO-X
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Figure 37 : Proposition du rdle des génes sps et cge dans la biosynthése du crust. Les informations dans le cadre en
pointillés correspondent aux données connues a ce jour (Plata et al., 2012; Dubois et al., 2020). Les génes spsIJKL codent les
enzymes formant la voie de biosynthése du Rhamnose (Rha). Les génes spsM et spsCDEFG codent les enzymes formant la
voie de biosynthése de 1’acide legionaminique (Leg). Un deuxiéme acide nonulosonique non identifié (NulO-X) est présent et
est fait intervenir une voie de biosynthése non identifiée. Les glycosyltransférases de type GT2 CgeD et SpsA permettent le
transfert de Rha sur le Leg et NulO-X respectivement. Ces disaccharides sont ensuite transférés a la surface de la spore par
CgeB et SpsB respectivement. CgeC et CgeE sont impliquées dans la maturation du crust.

II.L’influence des conditions de sporulation sur la composition et/ou I’organisation du crust.

Aprés nous étre intéressés a la structure du crust et aux voies de biosynthéses impliquées, nous
avons cherché a mieux comprendre comment les conditions environnementales, pendant la sporulation,

influencent les propriétés de surface des spores et la structure du crust.

A. Influence des cations divalents

Nous avons montré qu’une carence en calcium ou en magnésium lors de la sporulation provoque
une augmentation de 1’hydrophobicité et de I’adhésion des spores. Nous avons également montré que
dans ces conditions, les quantités relatives de Rha et Leg dans le crust diminuent. En revanche,
I’influence de la carence en cations sur les protéines du crust semble limitée. Nous avons seulement
identifié une diminution de la quantité de CgeA dans la condition carencée en calcium, ce qui indique

une modification de structure sans déstabilisation du squelette protéique du crust.
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Dans des travaux antérieurs, il a €t€ montré que 1’inactivation des génes spsM et spsl, qui codent
respectivement des enzymes des voies de synthése du Leg et du Rha, conduit B. subtilis a produire des
spores trés hydrophobes (Shuster et al., 2019b; Dubois et al., 2020). De fagon comparable, les spores
d’un mutant du géne cged sont plus hydrophobes que les spores de la souche parentale.(Shuster et al.,
2019a). Par conséquent, il est probable que I’augmentation du caractére hydrophobe et de 1’adhésion
des spores obtenues dans des conditions de carence en cations s’explique par les altérations du crust que
nous avons mises en évidence. Cependant, il est notable que les spores obtenues en conditions de carence
en cations sont moins hydrophobes que les spores des mutants AspsM et Aspsl. En effet, les expériences
de MATH réalisées sur ces mutants montre une hydrophilie de seulement 20% aprés 1 minute
d’agitation contre 40% aprés 4 minutes dans nos conditions carencées en calcium ou en magnésium
(Shuster et al., 2019b; Dubois et al., 2020). Cette différence s’explique par le fait que dans les conditions
de carence en cations, la synthése du Leg et du Rha est seulement réduite. La présence, en quantité
réduite, de Leg et de Rha pourrait donc expliquer que les spores obtenues dans nos conditions soient
moins hydrophobes et adhérentes que les spores obtenues avec les mutants des geénes sps.

Il a précédemment €té mis en évidence que I’ajout de calcium dans le milieu de culture de B.
subtilis pendant la sporulation entrainait une augmentation de la transcription des genes sps et cge
(Oomes et al., 2009). Notre étude indique qu’il n’y a pas d’effet de la carence en calcium ou en
magnésium sur la transcription de geénes cgeA, spsi et spsM en phase tardive de sporulation. Il est donc
probable que dans nos conditions expérimentales, le calcium et le magnésium jouent un réle a un niveau
post-transcriptionnel lors de la biosynthése du crust. Les acteurs et les mécanismes de cette régulation
ne sont pas connus. Cependant, nous avons identifié trois génes (spsA, yfnE et cgeD) transcrits en phase
tardive de sporulation sous le contrdle de sigma K qui codent des glycosyltransférases putatives de type
GT-A. L’activité de ces enzymes est dépendante de la présence d’ions métalliques divalents dans leur
site actif (Lairson et al., 2008). Par conséquent, en absence de Ca>* ou de Mg?*, I’activité de ces enzymes
pourrait étre inhibée, entrainant une synthése incompléte des glycanes du crust. Chez les bactéries a
Gram négatif, il a été démontré que les cations divalents tels que Ca?* et Mg?* sont directement impliqués
dans la structure des lipopolysaccharidiques (LPS) (Clifton et al., 2015). Les cations interagissent avec
les oligosaccharides négativement chargés du LPS par des liaisons électrostatiques et ils participent au
maintien de la structure de la membrane externe. Il est donc possible que des cations divalents soient
impliqués dans le maintien de la structure du crust par I’intermédiaire d’interactions électrostatiques. En
effet, a pH neutre, le Leg est chargé négativement, ainsi que la plupart des protéines du crust (toutes
sauf CotW). Ainsi, les cations divalents pourraient intervenir dans des interactions électrostatiques entre
deux glycanes et/ou entre des glycanes et des protéines. Par conséquent, dans un environnement carencé
en calcium ou en magnésium, les glycanes du crust pourraient étre moins bien ancrés les uns aux autres

et avec les protéines du crust entrainant 1a destructuration du crust.
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B. Effet de la présence d’agents oxydants

Lorsque les spores sont produites en présence d’acide peracétique ou de peroxyde d’hydrogéne,
les spores sont également plus hydrophobes et adhérentes. Cependant, nous n’avons pas pu mettre en
¢vidence de modifications du crust communes a ces deux agents oxydants. En effet, Les deux agents
oxydants n’entrainent pas de modification détectable des monosaccharides et du Leg dans le crust. Le
peroxyde d’hydrogéne conduit a une diminution des quantités de CgeA et de CotY a la surface des
spores alors que 1’ajout d’acide peracétique ne semble pas affecter ces deux protéines.

Nous ne sommes pas parvenus a détecter de modifications de la composition en protéine ou en
glycanes dans la condition acide peracétique. Il est possible que les méthodes que nous avons utilisées
n’étaient pas assez sensibles pour détecter les changements provoqués par ce stress. Une autre possibilité
est que la concentration d’acide peracétique utilisée pour provoquer le stress pendant la sporulation ne
soit pas assez €levée pour détecter des modifications.

Néanmoins, les résultats obtenus dans la condition peroxyde d’hydrogéne suggérent que les
agents oxydants modifient la structure des protéines du crust. Acide peracétique et peroxyde
d’hydrogeéne peuvent entrainer la production de dérivés réactifs de ’oxygene (ROS). A faible
concentration, 1’acide peracétique se décompose naturellement en acide acétique et en peroxyde
d’hydrogene. En présence de fer libre dans le milieu, le peroxyde d’hydrogeéne est converti, selon les
réactions de Fenton et Haber-Weiss, en anion hydroxyle (HO"), qui posséde le plus fort pouvoir oxydant
parmi les ROS (Collin, 2019). L’ion hydroxyle peut entrainer le clivage de la chaine principale d’une
protéine ou 1’oxydation des chaines latérales d’acide aminés (Sharma, 2012; Davies, 2016). Ainsi,
certains acides aminés tels que 1’arginine, la lysine, la proline ou encore la thréonine sont carbonylés,
¢’est-a-dire qu’une molécule de monoxyde de carbone est ajoutée au niveau de la chaine latérale de ces
acides aminés. Cette carbonylation peut entrainer I’inactivation d’une enzyme ou la dégradation de la
protéine. Les atomes de soufre des résidus cystéines et méthionines sont également sensibles a
I’oxydation des ROS (Ezraty et al., 2017). Il en résulte que la formation et le maintien des ponts
disulfures des protéines peut étre perturbé. Or, il a été montré que les protéines du crust sont trés riches
en cystéines et forment des ponts disulfures qui pourraient étre essentiels a la structuration du squelette
protéique du crust(Zhang et al., 1993; Ursem et al., 2021). L’oxydation incontrélée des cystéines du
crust lors de la présence d’agents oxydants pourrait ainsi résulter en un assemblage incorrect des
protéines du crust pendant la sporulation. De plus, nos données indiquent qu’en condition peroxyde
d’hydrogene la transcription des génes cged et cotY est diminuée en phase tardive de sporulation. Ces
résultats suggerent que la diminution de CgeA et CotY dans le crust est au moins en partie due a un effet
au niveau de la régulation transcriptionnelle. Chez B. subtilis, la réponse aux stress oxydatifs fait
intervenir le facteur sigma o® (Mols and Abee, 2011a, 2011b). L’induction du géne sigB entraine
I’inhibition de I’initiation de la sporulation en inhibant la phosphorylation de SpoOA (Reder et al., 2012).
En effet, un promoteur de type o® est présent en amont du géne spo0E. En présence d’un stress oxydatif

la phosphatase SpoOE est ainsi activée. Ainsi, les modifications de la composition en protéines du crust
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observées pourraient résulter d’une mise en place tardive de I’activation des geénes de sporulation suite

a ’activation du facteur o®.

C. Effet d’un environnement acide

Un environnement acide lors de la sporulation entraine la production de spores plus adhérentes
et plus hydrophobes qu’a pH neutre. Cette modification du pH ne semble pas affecter la composition du
crust en monosaccharides ou en Leg, en revanche une diminution de la protéine CgeA a la surface des
spores a été mise en évidence ce qui suggere une modification de la composition et/ou de 1’organisation
en protéine du crust, sans en déstabiliser le squelette protéique. En absence de protéine CgeA a la surface
des spores, le crust est moins bien ancré a la surface des spores, les spores sont trés hydrophobes et une
coloration a I’encre de chine met en évidence une absence de halo autour des spores (Shuster et al.,
2019a). Les spores obtenues apres sporulation a pH 5 sont moins hydrophobes que celles d’un mutant
AcgeA et les glycanes du crust ne semblent pas endommagés. Ces résultats suggerent une persistance de
la protéine CgeA a la surface des spores en condition pH 5.

Nous n’avons pas observé d’effet d’un environnement acide lors de la sporulation sur la
transcription des génes cgeA, cotY, spsl ou spsM. Les modifications de la composition en protéine du
crust seraient donc dues a un effet post transcriptionnel. Le pH joue un réle clé dans le repliement des
protéines et leurs interactions entre elles (McAllister et al., 2005). Il est donc possible qu’un pH acide
lors de la sporulation entraine des mauvais repliements de certaines protéines du crust altérant ainsi leurs
interactions. Cependant, dans ce cas, I’exposition de spores mires a un pH acide pourrait entrainer des
modifications de conformation des protéines du crust et modifier leurs propriétés de surface et
d’adhésion, ce que nous n'avons pas observé. Une autre possibilité et qu’un pH acide entraine un
changement de conformation, et de ce fait une inactivation, de certaines enzymes impliquées dans la
biosynthése du crust. En effet, I’oxydation des protéines affecte tout particulierement les protéines riches
en acides aminés sulfurés (Ezraty et al., 2017). Les protéines morphogénétiques CotY et CotZ sont riches
en cystéines et il donc possible qu’un pH acide lors de la sporulation soit responsable d’un changement
de conformation ou d’un mauvais repliement de ces protéines entrainant ainsi une diminution ou une

perte de leur fonction morphogénétique résultant en un mauvais assemblage des protéines du crust.

D. Effet d’une diminution de 1’oxygénation

Lorsque la disponibilité en oxygéne est diminuée pendant la sporulation les spores sont plus
hydrophobes et plus adhérentes que les spores produites dans la condition contréle. Nous avons montré
que les spores ainsi produites contiennent moins de Rha et de Leg a leur surface. Une diminution de
1I’oxygénation associée a une saturation en dioxyde de carbone (-O,+CQO,) entraine aussi une diminution
du Qui dans le crust. Nous avons aussi mis en évidence une diminution des quantités des protéines CgeA
et CotY dans le crust ce qui suggere une modification importante de sa structure protéique. Enfin, nos

résultats indiquent qu’une faible oxygénation lors de la sporulation entraine une diminution de la
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transcription des génes cged, cotY, spsl et spsM. Les modifications de composition en Rha, Leg et en
protéines du crust seraient donc, au moins en partie, liées a un effet au niveau de la régulation
transcriptionnelle.

Une étude de 2011 a comparé 1’expression des génes de B. subtilis en présence d’une forte
oxygénation et a faible oxygénation (Yu et al., 2011). Dans cette étude, les auteurs ont montré une
augmentation de I’expression des génes des régulons o et ot qui correspondent aux facteurs sigma
responsables des étapes précoce de la sporulation. En revanche, les auteurs n’ont pas observé la
formation de spores dans cette condition. Ces observations suggérent un possible blocage de la
sporulation a un stade plus tardif, d’autant plus que I’expression du geéne codant la protéine
morphogénétique de la tunique externe, CotE, est diminuée (Yu et al., 2011; McKenney et al., 2013).
Chez B. cereus, la sporulation en anaérobie est peu efficace et environ 70% des spores ainsi produites
présentent un exosporium endommagé ou complétement détaché des spores (Abbas et al., 2014). La
protéine CotE participe a I’ancrage de 1’exosporium via des interactions protéine/protéine (Lablaine et
al., 2021). Il est donc possible qu’en absence d’oxygene lors de la sporulation de B. cereus 1’expression
du géne cotE soit aussi diminuée, résultant ainsi en un mauvais ancrage de I’exosporium a la surface de
la spore.

Une diminution de I’oxygénation entraine aussi I’activation du facteur sigma o®, du régulateur
transcriptionnel FNR et du systéme a deux composant ResD/ResE (Yu et al., 2011). L’induction du géne
sigB entraine la répression de I’initiation de la sporulation et ResD se fixe au niveaux des sites de
recombinaison du phage SPP et du skin (Reder et al., 2012; Chumsakul et al., 2017). L’effet sur
I’excision du prophage ou du skin n’est cependant pas connu. Cependant, nos expériences de qRT-PCR
ne mettent pas en évidence de modification de I’efficacité d’excision du prophage SPj.

Dans nos conditions, une diminution de 1’expression des génes impliqués dans la biosynthése
du crust est observée. Des expériences plus approfondies sur I’expression des génes impliqués dans la
sporulation seraient nécessaires afin de mieux comprendre I’effet de 1’oxygénation sur la régulation de

la sporulation.
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Crust des spores de Bacillus subtilis. Voies de biosynthése et influence des conditions de

sporulation sur sa structure et les propriétés de surface des spores.

Résumé : Les Bacillus subtilis sont des bactéries sporulantes responsables de contamination récurrentes
au sein des industries agro-alimentaires. La capacité des spores de B. subtilis a résister a des conditions
environnementales extrémes et a adhérer aux surfaces explique la persistance de ces bactéries au sein
des installations des chaines de transformation. Chez B. subtilis, les spores sont constituées de couches
concentriques et la couche la plus externe correspond au crust. Le crust est composé de protéines et de
glycanes et confére aux spores leur propriétés de surface et d’adhésion. Dans cette étude nous nous
sommes intéressés aux genes impliqués dans la biosynthése des glycanes du crust. Nous avons mis en
évidence que les génes spsM et spsCDEFG codent les enzymes formant la voie de biosynthése de 1’acide
legionaminique (Leg), un acide nonulosonique nécessaire au bon assemblage du crust. En absence de
Leg, les spores sont plus hydrophobes, plus adhérentes et moins chargées a leur surface. Nous avons
¢galement montré que les génes cgeB et cgeD codent des glycosyltransférases putatives impliquées dans
la formation du crust. En leur absence les spores sont plus hydrophobes et plus adhérentes. Le crust des
spores de ces mutants contient moins de rhamnose et d’acide legionaminique. Le second objectif de
cette étude se porte sur 1’effet des conditions de sporulations sur les propriétés de surface et d’adhésion
des spores. Ainsi, nous avons montré qu'une carence en cation divalents, une faible oxygénation, la
présence d’agents oxydants ou un environnement acide lors de la sporulation entrainent la production
de spores plus adhérentes et plus hydrophobes. La présence d’agents oxydants et un pH acide lors de la
sporulation semblent affecter la composition et/ou la structure de la partie protéique du crust. La carence
en cations divalents et principalement associée a une diminution d’une partie des glycanes du crust.
Enfin, une faible oxygénation lors de la sporulation entraine la perte d’une partie des glycanes et des
protéines du crust. L’ensemble de ces travaux permettent de mieux décrire la composition et la structure
du crust des spores de B. subtilis et de mettre en évidence le réle clé des glycanes du crust dans les
propriétés de surface et d’adhésion des spores. L’ impact des conditions de sporulation sur ces propriétés
pourrait de plus expliquer les problémes de contaminations récurrentes liées a ces bactéries au sein des
industries agroalimentaires.

Mots Clés : Bacillus subtilis, spore, crust, acide legionaminique, surface, adhésion, conditions de
sporulation.

Abstract: Bacillus subtilis are spore-forming bacteria responsible for recurrent contamination in the
food industry. The ability of B. subtilis spores to resist extreme environmental conditions and to adhere
to surfaces explains the persistence of these bacteria in processing plants. In B. subtilis the spores consist
of a series of concentric layers and the outermost layer is the crust. The crust is composed of proteins
and glycans and gives the spores their surface and adhesion properties. In this study we investigated the
genes involved in the crust glycans biosynthesis. We have shown that the spsM and spsCDEFG genes
encode the enzymes forming the biosynthesis pathway of legionaminic acid (Leg), a nonulosonic acid
necessary for the crust assembly. In absence of Leg, spores are more hydrophobic, more adherent and
less charged on their surface. We also demonstrated that the genes cgeB and cgeD encode putative
glycosyltransferases involved in crust biosynthesis. In their absence spores are more hydrophobic and
adherent. The spore crust of these mutants contains less rhamnose and legionaminic acid. The second
objective of this study is to investigate the effect of sporulation conditions on the surface and adhesion
properties of spores. Thus, we have shown that a depletion in divalent cation, a lower oxygen
availability, the presence of oxidizing agents or an acidic environment during sporulation lead to the
production of more adherent and hydrophobic spores. The presence of oxidizing agents and an acidic
pH during sporulation seem to affect the composition and/or structure of the protein part of the crust.
The depletion of divalent cation is mainly associated with a loss of a part of the glycan of the crust.
Finally, a low oxygenation during sporulation leads to the loss of part of the glycans and proteins of the
crust. These results provide new information regarding the composition and structure of the crust of B.
subtilis spores and highlight the key role of crust glycans in the surface and adhesion properties of
spores. The impact of sporulation conditions on these properties could also explain the recurrent
contamination problems linked to these bacteria in the food industry.

Key words: Bacillus subtilis, spore, crust, legionaminic acid, surface, adhesion, sporulation conditions.
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