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SOMMAIRE

Chez les procaryotes, la replication du chromosome peut entraîner la dimérisation

des deux nouveaux chromosomes par recombinaison homologue. La fréquence de ce

phénomène est particulièrement élevée dans la région du terminus de replication du

chromosome de E. coli, notamment aux sites Hot et TTiZ. Si le dimère chromosomique n'est

pas résolu avant la partition dans les cellules-filles, il y aura filamentation cellulaire et

aberration chromosomique. Pour contrer ce phénomène, revolution a mis en place un

système de résolution de dimères, soit le système de recombinaison spécifique de site Xer.

Chez E. coli, ce système comprend les recombinases XerC et XerD et le site

chromosomique ilif situé dans la région du terminus de replication. Les recombinases

s'arriment d'abord aux sites difdes chromosomes formant le dimère, puis il y a coupure et

échange des brins libérant ainsi les chromosomes à leurs formes monomères.

La répartition de ce système de résolution de dimère est assez bien documenté parmi

les bactéries gram négatives. Cependant peu d'études se sont penchées sur les bactéries

gram positives. Le but de notre étude est d'essayer de détecter la présence de ce système

chez treize espèces de bactéries gram positives du groupe des bactéries lactiques, cenaines

étant très importantes dans l'industrie alimentaire. Plusieurs techniques ont été employées,

dont l'hybridation Southern, l'amplification génique avec amorces dégénérées issues des

sequences des recombinases déjà connues , l'amplification génique dite "inverse", ainsi que

le séquençage. Nous avons également utilisé un programme infonnatique afin de dégager

la phylogénie et les ressemblances entre les recombinases de gram positives et entre celles-ci

et les recombinases déjà connues des bactéries gram négatives.
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Par hybridation Southern nous avons réussi à démontrer la présence d'un site

analogue au site J//de E. eof j chez Laclohacilhis cawii. De plus, l'amplification génique

avec amorces dégénérées a montré que cette dernière espèce ainsi que les espèces

Lactohaciïhifi p/antanim souche 8014, Lactohacilbis plantarum souche 14917 et

Lactohacilhis hiilgariciis 737 possèdent toutes au moins une recombinase de type Xer.

Nous n'avons pas obtenu de séquences pour les autres espèces de bactéries, peut-être à

cause d'un manque d'homologie entre les amorces et l'ADN ciblé. Les régions amplifiées

de ces quatre souches, correspondant à environ 430 pb du bout C-terminal de la

recombinase, ont été séquencées, puis des amorces ont été fabriquées à partir de la séquence

de L. caseii. Ces amorces devaient amplifier les régions flanquant la séquence connue

(amplification "inverse"), permettant ainsi dobtenir une séquence complète du gène. Nous

n'avons pas obtenu de résultats avec cette technique, peut-être à cause de la formation de

boucles C-G dans l'ADN simple-brin lors de certâui.s. cycles de l'amplification. Les quatre

sequences ont ensuite été comparées et une phylogénie a été établie. Nous avons trouvé que

ces séquences formaient un .groupe phylogénique fortement apparenté et qu'elles

ressemblaient le plus aux séquences XerD des bactéries gram négatives, ces dernières

ressemblances surpassant même celle avec la recoinb'îriase XerD de la bactérie gram positive

B. siihtilis. Ces derniers résultats suggèrent la possibilité d'une évolution difiTérente des

recombinases XerD à l'intérieur du groupe des gram positives que nous avons examiné.

0

Mots clés : l-Recombinaison spécifique de site, 2- Lcictohacilhis, 3- Recombinase XerD,

4- Recombinase XerC, 5-Site f///'
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0 CHAPITRE l

mTRODUCTION

Chez les eucaryotes comme chez les procaryotes la division cellulaire est précédée

par la replication et la ségrégation des chromosomes vers les pôles de la cellule. Quoique le

fonctionnement de leur système génétique soit le même, les procaryotes et les eucaryotes

différent sur un grand nombre de points, dont l'aspect et le nombre de chromosomes. Ainsi,

chez les procaryotes le chromosome est unique et circulaire alors que chez les eucaryotes

les chromosomes sont multiples et linéaires. Ces différences influencent la manière dont

l'ADN se réplique ainsi que l'intégrité du chromosome. Ainsi, la forme linéaire est plus

susceptible aux attaques des exonucléases alors que la forme circulaire peut souffrir de

dimérisation via la recombinaison homologue (Leslie & Sherratt, 1995). Les procaryotes et

les eucaryotes ont donc évolués différemment pour mettre en place des mécanismes

optimaux de replication et de ségrégation des chromosomes dans les cellules-filles.

u

La replication d'un génome circulaire

Chez Escherichia cols, la replication du chromosome exige la participation de 25 à

30 produits de gènes différents qui s'organisent à l'intérieur de la machinerie réplicative

(Marians, 1996). La replication et la séparation des chromosomes se fait en quatre étapes

soit: A- l'initiation de la replication, B- l'élongation, C- la terminaison de la replication, D-

la séparation des chromosomes. La ségrégation des chromosomes vers les pôles cellulaires

et la constriction cellulaire (formation d'un septum divisant la cellules en deux) est initiée
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tout de suite après la terminaison de la replication (Schmid et von Freiseleben, 1996).

u

A- Ifiitiatuw de la replication

L'initiation de la replication du chromosome de E.coli se fait à partir d'une origine

fixe appelée oriC situé à la minute 84 sur la carte génétique (Kayashi et a/, 1989). A partir

de ce point deux fourches de replication avancent, chacune dans une direction, vers la région

du terminus de replication située à l'opposé d'onC (Kuempel e f ai, 1991).

Pour être fonctionnel oriC doit contenir un minimum de 258 pb. On y retrouve cinq

sequences répétitives nonjî.â-lmdromiques de 9 pb appelées boîtes DnaA sur lesquelles vont

se fixer les produits du gène JïwA. A l'intérieur de ces boîtes se trouvent 9 à 14 séquences

nucléiques GÀTG (Messer et Weigel, 1996), ce qui représente un taux 10 fois plus élevé

que celui auquel on s'attendrait pour une distribution aléatoire de cette séquence (Marians,

1996). Les sites GATC sont des sites de méthylation par la méthyltransferase Dam

(Mathews, 1996).

- La protéine DnaA est fondamentale dans l'initiation de la replication et dans la

formation et l'organisation du repliosome et du primosome (Messer et Weigel, 1996). La

première étape dans le mécanisme d'initiation est la méthylation des sites GATC par

l'enzyme Dam. Le statut méthyiatoire des sites GATC régule l'expression du gène tfnaA

(situé à 42 kpb d'oriC), leur méthylation accroissant la synthèse de la protéine DnaA. Les

molécules de DnaA. se. fixent ensuite sur les boîtes DnaA et donnent lieu à une structure

nucléoprotéique secondaire qui va induire le début de la replication (Mathews, 1996). La

transcription des gèm-s irrioC et giU situés de part et d'autre d'oriC semble également être
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un stimulus pour ce dernier (Cashel et ai, 1996). De plus, les protéines HUa et HUb,

homologues aux histones d'eucaryotes, ainsi que les protéines IHF et FIS s'arriment à onC

et induisent une déformation de l'ADN qui stimulerait également la replication (Messer et

Weigel, 1996; Schmid et von Freiesleben, 1996).

Après l'arrimage aux boîtes DnaA, les molécules de DnaA commencent à dérouler

l'ADN sur 13 mers, puis l'hélicase DnaB (associée à DnaC) déroule le duplex parental tout

en relarguant DnaC. L'activation de l'hélicase est conditionnelle à la présence de DnaA.

L'hélicase interagit ensuite avec la primase DnaG et DnaA est relarguée. La fonction de la

primase DnaG associée à l'hÊ!i£ase (les deux forment le primosome) est de produire des

amorces d'ARN de 10 à 12 pb essentielles à l'initiation de la synthèse des fragments

d'Okazaki. Le primosome requiert les protéines DnaC, DnaT, PriA, PriB et PriC pour son

fonct-ionnement (Kadner, 1996; Marians, 1996; Messer et Weigel, 1996).

u

B- L 'éhmgatiotî

Une fois que les amorces d'ARN sont produites, l'ADN Polymérase III HE

s'assemble à chaque fourche et le processus d'elongation des brins commence. La

polymérase est précédée de l'hélicase DnaB qui déroule l'ADN et de l'ADN Gyrase

(topoisomérase de type II) qui enlève les super tours positifs de l'ADN et provoque

l'apparition de super tours négatifs. Ces super tours négatifs activent alors le processus de

replication (Marians, 1996; Messer et Weigel, 1996).

L'élongation de l'ADN se fait diflFéremment selon la polarité du brin synthétisé. Ainsi

le brin 5—3' ("leading strand") est synthétisé de façon continue par la polymérase, alors que
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le brin 3'—5' (brin retardé) est synthétisé de façon discontinue en utilisant les fragments

d'Okazaki. Ces fragments sont absolument nécessaires puisque la polymérase ne peut

synthétiser l'ADN que dans le sens 5'—3'. Après synthèse de fragments d'environ 2 kpb, les

amorces d'ARN sont enlevées par la RNAse HI et l'Exonucléase 5'—3' de la Polymérase

I. Les brèches entre les fragments sont ensuite colmatées soit par la Polymérase l ou la

Polymérase II. Finalement les bouts de chaque fragment sont joints entre eux par l'ADN

ligase. Tous ces mécanismes permettent au brin retardé de devenir un brin continu (Marians,

1996; Messer et Weigel, 1996).

u

C- La termwaisiw Je la replication

Cette étape J-e la Fépli-cation est moins bien connue que celle de l'initiation et de

l'élongation. Après un certain temps d'élongation, les deux fourches réplicatives arrivent,

chacune dans une direction, dans une zone nommé le tenninus de replication où elles seront

freinées. Les délimitations exactes du tenninus de replication sont difficiles à calculer

piiisque, à l'exception du site de recombinaison spécifique de site Jif, l'entièreté du terminus

peut subir une deletion sans affecter significativement la viabilité de la cellule (Hill, 1996).

Cependant on peut définir le terminus de replication comme la région opposée à oriC entre

les minutes 27 à 36.de la-carte génétique de E.colj qui comprend les sites les plus importants

impliqués dans la terminaison de la replication, soit ceux de l'arrêt des fourches replicatives

(sitcsTf^), de la decatenation et de la recombinaison des nouveaux chromosomes {TRZ et

e/7/') (McMaken et al, 1987; Kuempel et a/, 1991).

Les sites Ter'A, TerB, Ter(\ TerD, TerE et TerF sont des sites terminateurs qui
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piègent les fourches de replication. Les sites TerA, Terl) et TerE arrêtent la fourche arrivant

dans le sens anti-horaire et les sites TerB, TerC et TerF arrêtent la fourche arrivant dans le

sens horaire. Un septième site, TerG, présentant de fortes homologies avec les autres sites

Ter, a récemment été découvert mais son rôle comme terminât eur n'est pas encore clair.

Les sites TerE, TerF et TerG sont situés à l'extérieur de la région du terminus. Les sites

TerE et TerT7 ne joueraient pas de rôle important dans la replication normale mais entreraient

enjeu dans des conditions exceptionnelles lorsque les autres terminateurs manquent à leur

fonction (Hill, 1996).

Les sites Ter nécessitent le produit du gène tus (ou tau) pour leur fonction

d'inhibition (Pelletier et al, 1988; Kuempel et CT/, 1989; 1991; Kayashi et al, 1989; Hill,

1996). Le gène tiis est sifué près"-de TerB. La (ïrotéin'e Tins-("Terminus utilizing substance")

est constituée de 309 îcides aminés qui s'arrime sous forme de monomère aux sites Ter. La

forme monomère fait que les faces de la protéine exposées aux fourches réplicatives ne

seront pas les mêmes. Ainsi une des faces sera permissive au passage d'une fourche

réplicatiye dans une direction seulement. Ceci empêche les fourches de sortir du terminus

pour se diriger vers l'origine de replication. La cible de la protéine Tus est l'hélicase DnaB:

la protéine Tus arrimée à un site Ter arrête la fourche réplicative en empêchant l'hélicase

de dérouler l'ADN. Un autre mécanisme d'arrêt de la replication serait tout simplement dû

à la collision des deux fourches réplicatives. Les proportions relatives des arrêts réplicatifs

dû à l'un ou l'autre de ces mécanismes n'est cependant pas connu (Hill, 1996).

Le terminus de replication est reconnu pour sa très haute incidence de recombinaison

homologue (ou générale). La recombinaison homologue est un échange génétique entre
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brins d'ADN présentant de très fortes homologies entre eux. Les brins d'ADN échangés

peuvent être très longs (plus grand que l Kpb). Les enzymes majeures de la recombinaison

homologue sont RecA et RecBCD. L'enzyme RecBCD est impliquée dans la présynapse de

la recombinaison, c'est-à-dire dans les réactions préparant l'ADN pour rechange des brins

(exposition de la partie 3' des brins d'ADN simple brin), alors que l'enzyme RecA est

responsable de la synapse recombinatoire (catalyse du pairage des brins homologues et

échange des brins) et est également impliquée dans la postsynapse (maturation des

hétéroduplexes intermédiaires) (Lloyd et Brooks Low, 1996).

Les hauts taux de recombinaison homologue observés dans le terminus sont situés

au niveau des sites Hot et du site TRZ ("Terminus Recombination Zone") (Cornet et a/,

1994; Rothfield, 1994, Hill, 1396). Les sites Hot (A, B, C, D, E, F, G, H) sont

majoritairement compris entre les sites Ter \ et Tei-Q. La forte hausse du taux de

recombinaison à ces sites serait explicable par le fait que les fourches réplicatives sont

arrêtées (sur les sites Ter} et qu'il y a proximité de deux séquences identiques d'ADN. Le

site T7?Z est situé à la minute 33.8, prés de Te/'C et du site de recombinaison spécifique de

site Uif. Ce site constitue une région d'hyper-recombinaison maximale, complètement

indépendant des sites (A/, Hot Q\ Ter. Cette hvper-recombinaison s'expliquerait partiellement

en terme de catenation entre les deux. chromosomes. Ainsi les. liens de catenation accumulés

tout au long de la replication seraient "poussés" vers la dernière région à être répliquée

(TRZ) donnant-ainsi lieu à de l'hyper-recombinaison (Hill, 1996). Il est difficile d'entrevoir

un avantage à cette hyper-recombinaison et il est fort probable que cette caractéristique ne

soit que la conséquence de la replication d'un génome circulaire (Hill, 1996).
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D- La fiéparatioH des chromosomes

La séparation normale des chromosomes peut être bloquée par deux mécanismes

indépendants qui engendrent la formation de liens entre les chromosomes. Ainsi, la

catenation des deux nouveaux chromosomes est fréquente au niveau du terminus et est

solutionnée par la Gyrase et la Topoisomérase IV (Rothfield, 1994). De plus, le phénomène

de la recombinaison homologue en nombre impair produit des chromosomes liés sous forme

de dimères (Kuempel, 1991; Blakely et aï, 1993; Leslie & Sherratt, 1995).

La figure l illustre ce dernier mécanisme. La dimérisation peut aussi se produire entre

plasmides multicopies (Summers, 1991; 1993).

Figure 1

Mécanisme de dimérisation des chromosomes par recombinaison homologue

oriC

oriC

T

Mcimtre ùnpaLt

^>;
c~>

^. 0...
Rciombiaaison homologue Homibre pail

<ï>
o'o

Dimcre
Monomères

u Si, lors de la division cellulaire, les réplicons sont sous la forme di ou multimérique,
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le matériel génétique ne sera pas distribué de façon équitable entre les cellules-filles (Blakely

et ûf/, 1993). Ceci mène à des problèmes de stabilité de population lorsqu'il s'agit de

plasmides et à des problèmes de filamentation cellulaire et d'aberration génétique s'il s'agit

de chromosomes (Sherratt et aï, 1993). Il est donc important que les réplicons soient sous

la forme monomèrique avant leur ségrégation vers les pôles cellulaires (Blakely et a!, 1993).

Le système de recombinaison spécifique du site Xer résout les multimères et permet ainsi

une séparation et une ségrégation normale des chromosomes dans les cellules-filles.

u

Les systèmes de recombinaison spécifique de site

Il existe deux grands groupes de systèmes de recombinaison spécifique de site, soit

le groupe des resolvases-invertases et celui des À-intégrase's. Avant de nous pencher sur le

système qui nous concerne, soit le système À-intégrase Xer, nous allons rapidement passer

en revue les différences et les ressemblances majeures entre les deux grands groupes de

recombinases.

La recombinaison spécifique de site se distingue de la recombinaison homologue par

le fait que les brins sont échangés non pas grâce de la reconnaissance de fortes homologies

mais plutôt par la reconnaissance de très courtes séquences spécifiques. De plus cette

recombinaison spécifique de site est dite conservatrice puisqu'il n'y a. ni synthèse ni

degradation d'ADN (Stark et a/, 1992).

La recoinbinaison spécifique de site sert la fonction de réorganisation de l'ADN chez

un grand nombre d'espèces eucaryotes et procaryotes. Par exemple chez les bactéries ont

retrouve le système Hin de Salmonella qui permet l'expression des gènes de flagelline par
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inversion d'une séquence d'ADN (Sadowski et a/, 1986). Chez les virus, on retrouve le

système LoxP/Cre du phage Pl qui permet le maintien du phage dans la cellule via la

resolution par excision de dimeres (Kilby et a/, 1993). Chez les levures, le système Flp/Frt

permet la production de copies multiples de plasmides par inversion de segments d'ADN

(Kilby étal, 1993). L'ADN est excisé si les sites sont orientés dans la même direction alors

qu'il est inversé si les sites sont orientés dans des directions opposées (Sadowski, 1986).

Les recombinases du type résolvases-invertases sont plus petites que les

recombinases de type À-intégrases, elles sont composées de deux domaines fonctionnels,

soit un domaine d'arrimage à l'ADN (C-terminal) et un domaine contenant le site

catalytique de la protéine CN-terminal). Chez les À-intégrases, il n'y a qu'un domaine

fonctionnel contenant le site catalytique au bout C-terminal de la protéine (Sherratt el ai,

1993).

On observe égaleroent que les resolvases-invertases sont beaucoup plus conservées

que les À-intégrases. De plus, lors de l'activité de coupure et d'échange des brins, les

résolvases-invertases utilisent une serine conservée dans le site cat-alytique, alors que chez

les À-intégrases il s'agît d'une tyrosine (Sherratt et al, 1993). Le tableau l présente les

caractéristiques majeures des résolvases-invertases et des À-intégrases.

(J
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Tableau I

Caractéristiques majeures des recombinases résolvases-invertases et À-intégrases

CARACTERISTIQTIES RESOLVASES-INVERTASES À-INTEGRASES

Exemple de systèines Résol vases : Tn.^.Yô
Iiivertases: Pl. Mu. el4. Salmoni-Ua

typhymurhim

A. plasmide 2^m. Fimbriae.
resolution des réplicoiis

Facteurs accessoires Résolvases: aucun

Iiivertases: Fis agissaiit au Kite .vu
Fauteurs sont tréqueinmeiit utilisés

Site de recombinaison Résol vases: de 100 à 130 pb
Invertases: 30 pb

De 30 à 240 pb

Site d'enjambement Environ 30 pb Environ 30 pb

Région centrale du site 2 pb 6 à S pb

Acide aminé catal)'tique conservé Serine Tyrosine

Tableau tiré'déta maîtrise de Stéphane Sirois ("Détection des reuoinbiiiases XerC et XerD chez les Eiilerohacleriaceav" :
mémoire présenté au départeiheïïl 3e microbiologie et iminuiiologic de l'IJniversité île Montréal eii 1994).

u

Le système de recombinaison spécifique de site XerC-D de E. coïi

Puisque la division cellulaire normale exige des formes chromosomiques monomères,

il est logique de penser que revolution ait mis en place un système assurant la résolution des

formes di ou multimèri.que. Ce système est celui de la recombinaison spécifique de site Xer:

des enzymes de recombinaison spécialisées reconnaissent des sites spécifiques sur l'ADN,

les rapprochent, puis clivent, échangent et recollent les brins d'ADN rendant ainsi la

molécule dimérique à ses formes monomères originales (Stark el al, 1989).

Dans le cas de E. coli, les enzymes XerC et XerD du système de recombinaison Xer

agissent au niveau du site génomique Uif. Une mutation dans l'une ou l'autre de ces enzymes

ou sur le site ^///provoquera une hausse de la proportion de cellules filamenteuses et/ou

génélîqûêment aberranteî dans la population (Blakely et a/,~1991; Kuempel, 1991; Blakely
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et al, 1993). Lorsque la molécule dimérique est un plasmide, ces mêmes recombinases

agissent de façon concurrente à des protéines accessoires (ArgR et PepA) sur le site de

recombinaison plasmidique (cer du plasmide CoUEl) (Summers et Sherratt, 1988; Summers,

1989).

u

A- Les recombmases XerC et XerD

Les protéines XerC et XerD sont des membres de la famille des recombinases À-

intégrases (Stark, 1992). Cette famille de recombinases sert à l'excision ou à l'inversion de

segments d'ADN jouant des rôles très variés.

Les recombinases À-intégrases sont caractérisées par une longueur variant entre 280

et plus de 350 acides aminés ainsi que par de fortes homologies dans les domaines l et II de

leur partie C-tenninale. Cependant on ne trouve que 4 acides aminés complètement

conserves chez toutes les lambda-intégrases, soit une arginine dans le domaine l et une

arginine, une histidine et une tyrosine dans le domaine II (voir l'annexe III)(Colloms et al,

1990;Blakelyeifûr/, 1993; Sherratt ^ ûr/, 1993; Colloms, 1996). Ces résidus jouent un rôle

important dans rechange des brins, ainsi la tyrosine du domaine II serait impliquée dans le

clivage initial de l'ADN par la protéine (attaque phosphodiester), alors que les résidus du

domaine I seraient impliqués dans le clivage et le transfert des brins(Colloms, 1996).

La séquence en acides aminés des protéines XerC et XerD est homologue à 37 %

(Blakely et al, 1993; Sherratt et a/, 1993). XerC est codée par une séquence de 1.2 kpb

(Colloms et a/, 1990; Blakely et al, 1991) située à la minute 85 sur le chromosome de E.

co/7, soit très près d' oriC. Son poids moléculaire est de 33.8 Kd (Colloms et a!, 1990).
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XerD simée à la minute 63 (Lovett et Kolodner, 1991), est codée par une séquence de 1.5

Kpb et a un poids moléculaire similaire à XerC (Blakely et al, 1993). Ces deux enzymes

agissent en coopération sur le site génomique dif. La figure 2 présente les canes des régions

entourant les gènes xerC et xerD de E. coli.

Figure 2
Cartes des regions entourant les gènes xerC et xerD
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cya cyaX

-—L^-"
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àapF orp35 xsrC

Promoteur

Tiré ds CoUoms et al (1990) et MeCuUoeh étal (1994)
N.B.; Les flèches indiquent la direction de la transcription

•^
orf238
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B- Le site génomique dif

Le site di f (deletion induced filamentation) est situé à la minute 33.6 sur la carte

génétique du chromosome de E.coli soit entre les sites TerA et TerC (Kuempel et a/, 1991,

Leslie & Sherratt, 1995). Le site (///comprend 28 pb dont une région centrale de 6 pb

flanquée de chaque côté par des séquences de 11 pb (Cornet et al, 1994). Le côté droit du

segment appelé "bras droit" lie la protéine XerD, alors que le côté gauche, le "bras gauche",

lie la protéine XerC (Sherratt et al, 1993; Blakely et a/, 1993; ). Quoique présentant une

sequence symétrique de 6 pb, les deux "bras" sont néanmoins différents et se distinguent
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notamment par le fait que le bras gauche est systématiquement moins conservé que le bras

droit.Ceci a un eflFet sur l'ammage des protéines à l'ADN, beaucoup moins fort avec XerC

qu'avec XerD. Les bras du site ^T/'présentent de fortes homologies avec ceux des sites cer

(ColEl), psi (pSClOl), clf (CloDF13), ColK et ColE3 (Blakely & Sherratt, 1994). La

figure 3 présente les séquences en pb de ces sites.

Figure 3

Sequences en pb des sites dif, cer, psi. clf. Colk et ColE3

Site XerC Région centrale XerD

cer 5' GGTGCGTACAA TTAAGGGA TTATGGTAAAT 3'

psi 5' GGTGCGCGCAA GATCCA TTATGTTAAAC 3'

elf 5' G(jTACCGATAA GGGATG TTATGGTAAAT ?'

Colk 5' GGTGCGTACAA TTAAGGGA TTATGGTAAAT 3'

ColE3 5' GGTGCGTACAA CGGGAG TTATGGTAAAT -T

dtf 5' GGTGCGCAT-^A TGTATA TTATGTTAAAT 3'

Tableau tiré de Blakely et Shen-att (1994) p.5615

(

La séquence en pb de la région centrale ne semble pas jouer de rôle significatif dans

le fonctionnement du système. Des mutations peuvent donc être introduites sans

conséquences dans la région centrale à la condition que les deux sites à recombiner

contiennent les mêmes changements. En efïèt, deux sites (par exemple cer et dif) dont les

régions centrales ne sont pas homologues ne pourront se recombiner. Plutôt que la



n 14

sequence, il semblerait que ce soit le nombre de pb dans cette région qui en influence la

fonction (McCulloch et al, 1994). De plus, ce nombre de pb influence également la direction

de la recombinaison spécifique de site. Ainsi une région de 6 pb (dif) donnera lieu à de la

recombinaison non sélective, c'est-à-dire autant inter qu'intra-moléculaire, alors qu'une

région de 8 pb (par exemple le site cer du plasmide ColEl) associée aux facteurs accessoires

donnera lieu à de la recombinaison sélective intramoléculaire seulement (Blakely et a/, 1993;

Sherratt e/a/, 1993).

La deletion du site t/7/'entraîne l'apparition de cellules filamenteuses après plusieurs

generations. Cette filamentation serait en panie causée par l'induction du système SOS. Des

experiences de deletion du site û?7/utilisant des mutants de suppression du système SOS

montrent que la filamentation est quand même présente. Ceci démontre que la deletion de

dif à elle seule est suffisante pour induire le phénotype filamenteux. La proportion de

cellules filamenteuses dans ces populations est d'environ 10 % ce qui correspond à la

fi-équence estimée d'échange entre chromatides soeurs (Kuempêl et al, 1991). De plus, des

experiences sur la translocation de dif à d'autres positions sur le chromosome, induit

1'apparition du phénotype filamenteux indiquant donc que la recombinaison spécifique de

site doit se faire dans la région du terminus pour la ségrégation chromosomique normale

(Cornet et al, 1994). Les études de Leslie et Sherratt (1995) montrent également que

l'orientation inverse de (/?/dans le terminus n'afFecte pas la ségrégation chromosomique.

(J
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Mécanismes d'action du système XerC-D

La plupart des expériences sur le fonctionnement du système Xer ont été faites en

utilisant le site cer, psi ou le site dif, inséré dans un plasmide. En général, les résultats

obtenus pour l'un ou l'autre de ces sites seront donc considérés comme équivalents puisque

les règles régissant l'action des enzymes XerC ou XerD sont sensées être les mêmes peu

importe le site ciblé. La figure 4 illustre l'activité des recombinases sur le site dif.

0

Figure 4
Mécanisme d'action des recombinases XerC et XerD sur le site dif
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La première étape dans l'activité du système est la'formation du lien entre l'ADN

et les protéines XerC et XerD (figure 4-B). Chacun des deux sites reçoit deux monomères

des recombinases, soit un monomère XerC pour le bras gauche et un monomère XerD pour

le bras droit (Sherratt et a/, 1993). L'ancrage à l'ADN requiert la coopération des deux

enzymes. Ainsi la protéine XerD s'accroche la première et aide l'arrimage de XerC par

modification de la confonnation tridimensionnelle de l'ADN (Blakely, 1993; Blakely &

Sherratt, 1994). Ce n'est que lorsque les quatre monomères sont fixés et que les deux sites
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sont correctement alignés que la recombinaison peut se faire.

La deuxième étape dans le mécanisme est le clivage et rechange des brins d'ADN

(figure 4-C à 4-F). C'est ici qu'interviennent les résidus catalytiques conservés des

recombinases. Les deux résidus R et le résidu H interviennent dans le clivage et la ligation,

alors que le résidu Y du bout C-tenninal devient le nucléophile qui sera lié de façon

covalente à I'ADN lors de la réaction d'échange des brins (Stark et al, 1992; Colloms et al,

1996). Des expériences in vitro sur le site cer montrent que le clivage des brins se fait entre

le dernier nucléotide du site de l'arrimage protéique et le premier nucléotide de la région

centrale (Arciszewska & Sherratt, 1995). De plus, Colloms et ûr/ (1996) montrent que pour

le site ^7 le premier échange se fait via XerC entre les deux brins 5'—3' de chaque site

(figure 4-C) alors que XerD catalyse le deuxième échange, soit celui des brins 3'—5' (figure

4-E) (Colloms et a/, 1996). Les deux paires d'échanges seraient temporellement et

spatialement séparées par un intermédiaire jonction de Holliday (Arciszewska et aï, 1995).

Un résultat surprenant ressort cependant des études de Colloms et al (1996): contrairement

à ce que l'on croyait, l'enzyme XerD ne serait pas impliquée dans le deuxième échange de

brins des sites cer.

Le site dif, contrairement à ses homologues plasmidiques, ne montre pas de

sélectivité de résolution intra-moléculaire lorsque clone dans un vecteur. Si £///'occasionne

de là recombinaison inter-moléculaire on peut alors se demander pourquoi il n'y a pas de

filamentation cellulaire dans les populations sauvages. Leslie et Sherratt (1995) avancent

l'hypothèse que la formation d'une jonction de Holliday entre deux chromatides soeurs lors

de la ségrégation créerait un changement de conformation local qui induirait un événement
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de résolution libérant ainsi les chromosomes monomères.

Le système XerC-D chez les plasmides

Un grand nombre de plasmides (RI, ColEl, ColK, CloDF13, pSClOl, ColA, pMBl,

NPT16) possèdent des séquences analogues à ûfr/qui permettent la résolution de dimères

ou multimères en monomères via les recombinases XerC et XerD (Cornet et al, 1994).

L'utilisation d'un tel système par les plasmides leur permet une certaine stabilité de

population à travers les générations. Nous allons brièvement décrire le système plasmidique

ayant été le plus étudié, soit celui du plasmide ColEl (site cer).

La principale différence entre plasmides et chromosomes vient du fait que la

recombinaison spécifique de site du plasmide nécessite non seulement les enzymes Xer mais

aussi les protéines accessoires ArgR (le répresseur arginine) et PepA (l'aminopeptidase A)

(Stirling et al, 1988). La recombinaison au site cer est également hautement sélective, ne

permettant que la recombinaison intra-moléculaire.

Le site plasmidique comprend une séquence de 280 pb de long. En plus des sites

d'ancrage des recombinases, le site comporte une séquence de 250 pb nécessaire aux

facteurs accessoires ArgR et PepA (Summers et Sherratt, 1988; Kilby et aï, 1993). Les

sequences d'arrimage des recombinases sont analogues à celles du chromosome sauf en ce

qui à trait au nombre de paires de bases dans la région centrale, celui-ci est de 8 dans cer

alors qu'il est de 6 dans dif.

u
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Système analogue à Xer chez d'autres bactéries

Plusieurs recherches ont mis en évidence, directement ou indirectement, la présence

d'un système analogue à Xer chez plusieurs espèces bactériennes. Ainsi, Hôfte et a] (1994)

ont découvert un gène analogue à xerC chez Pseîidomonas aenigiïwsa. Ce gène, appelé ass,

produit une protéine dont la séquence présente une identité de 50 % avec XerC. De plus le

gène en amont de .yxs- présente des homologies avec le gène de la diaminopimelate épimérase

(c/apF) qui, chez E. coli, fait partie du multicistron contenant xerC. Ces mêmes chercheurs

ont également mis en évidence la complémentation de mutants XerC ' de E. coli par la

protéine Sss et vice-versa chez les mutants Sss de P.aerugiiwsa. Les études de

Fleischmann et <;/'(1995) moTitrent que l'espèce Haemophihis inf/tienzae possèdent

également des séquences codant pour des recombinases homologues à XerC et XerD de E.

coll.

Les études de Sirois et Szatmari (1995) sur des bactéries Gram négatives de la

famille des-entérobactériacées ont démontré par hybridation Southern la présence de

recombinases analogues à XerC et XerD chez Morgawlla morgwiti, Salmotiella

tiphymwitim, Serratia liquefaciens, Shigef/aflexfien et Klehsiella {weiimotiiae. Ces auteurs

ont également mis en évidence la présence d'activité recombinatoire de type Xer chez ces

mêmes-espèces.

Dans-Je groupe des gram positifs peu de travail à été fait. Chez Lactohacilhis

leichmafmii Becker et Brendel (1996) ont mis en évidence un gène présentant une identité

de 38.8 % à xerC. _Che7 Bacilhis whtili^\ Slack étal (\995) ont trouvé un gène, coc/V, dont

la protéine présenterait une identité de 39% avec XerD. Un fait intéressant ressort
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également de ces études : chez ces deux espèces, les gènes des recombinasesse retrouvent

adjacents à des gènes codant pour des protéines de chocs thermiques ("Heat Shock

Proteins"). La figure 5 présente les cartes des régions entourant les gènes xerC de L.

leichmawîij et cocfVdeB.subtilis.

Figure 5
Cartes des régions entourant les gènes xerC de L. leichmamiii et cot/Fde B.svbtilis
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Projet de recherche

Dans ce mémoire nous tenterons de vérifier si un système analogue au système Xer

(recombinases XerC et XerD et site dif) est présent chez 13 espèces de bactéries gram

positives du groupe des bactéries lactiques, plus particulièrement des genres Lactobacillus
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et Lactococcus. Certaines de ces bactéries sont très importantes dans les industries de

produits laitiers. L'espèce Streptococcus salivarius a aussi été étudiée puisque des

recherches récentes (Moyer et al, 1996) portant sur des gènes de la sous-unité rRNA l'ont

classée très proche parente de V espèce Lactobacillus caseii . Les principales techniques que

nous avons utilisées sont l'hybridation Southern, l'amplification génique, le clonage et le

séquençage. De plus, nous avons utilisé un programme infonnatique permettant de

comparer les différentes séquences et d'en dégager d'éventuelles phylogénies.
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MATERIEL

Souches bactériennes utilisées

A- Bactéries gram positives

Les espèces de bactéries lactiques gram positives utilisées ont été choisies en

fonction de leurs disponibilité. Le tableau II en présente la liste et certaines caractéristiques

particulières.

Tableau II
Liste des espèces et souches gram positives utilisées

ESPECE SOUCI lE/PROVENANCE CARACTERISTIQUES

l -Lactohacillua hiil^arK'us INRA (France) no 737

2-Lactohacilhi.'i ca.wii Souche de I'Uiii. du Montreal l'oiisse cil aérobie

ï-Larlohacilltis fernienlii INRA (France) BPS3 (ruérie de plasmides

4-Lactohacilhi'i frrnieiilii INI<A (France) 1.16 A

5-Làclohacilhif: planlarum ATCC SO 14

^-Lactnbajcilhisplautarimi ATCC 149!7

1-Lactococciis lactis ssp cretnoii.t AM2. Souche de l'Dni. Lavai

fi-Laclococcv.'i lactis ssp crcmioris 1122. Sniiche de l'IJni. I.aval

y-Liic/ococcw.y laclis ssp civmori.'i INRA(Fraiii;e)M(i 1363 (ruérie de plasinides

ÏQ-Lac'tococcii.'i laclis ssp laclis INRA (I-riiiice) no 763

l {-Lactococcua hcli'i ssp lcicli.'i INI<A (Fraiiuc) iin 1667

12-Z,(>c/ococcM.s' lactis ssp /(IC?M- INRA (France) IL 1403 (îuérie dc plasmidus

l î-Slruptococcus salivariiis ATCC 1341'-)
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B- Bacténes Gram negatives

ï-Escherichia coli DH5 a préparé pour la transformation chimique (etic/A\ hscfRH r 'm

+.w/pE44 thi-ï recMgyrA naF re/Aï A(lac-ZYA-CT^) U169 /^ZAM15)

1-Escherichia coli chimio-compét entes Novablue lot no 1191 de la Cie Novagen (encfM

hscî^\1 (r^2 ~ 1^12 + ) .w7?E44 //7/-1 rec^\ gyrA96 re1A\ /ac[F proA+B+lacî ZAM15::

Tn70 (tef )]

0

Vecteurs utilisés

A- Vectevrs ittiliséspow îe séqvençage.

Le vecteur pT7blue (R) de la Cie Novag-en a été utilisé pour les ligations d'inserts

à sequencer. Ce vecteur, issu du plasmide pUC 19, permet le clonage de fragment purifiés

provenant d'amplifications géniques et leur séquençage subséquent. Le vecteur pTZ/PC

conçu par D.Tessier-eT'D. Thomas de l'Institut de Recherche en Biotechnologie du Conseil

National de Recherches du Canada a également été utilisé lors de séquençage. Ce vecteur

issu du plasmide pTZ19R a été conçu pour cloner directement des fragments d'ADN

amplifié par la polymépase Taq et pour leur séquençage (contient l'origine de replication du

bactériophage fl) (Tessier et Thomas, communication personnelle).

B- Vectenr iitilisé poîir les hyhnUations Soîifhenr.

Le vecteur pKS492 issu du pUC18 a également été utilisé. Il contient le site

plasmidique cer inséré dans le "polylinker". Ce vecteur a été digéré avec les enzymes Sma

I (NEB) et Mh< I (NEB) afin d'éliminer le site de fixation de ArgR d'environ 200 pb. Le

vecteur a ensuite été religué. Le plasmide résultant (pSHON) contient un site cer de 80 pb

contenant une séquence homologue à t3if . La figure 6 présente la constniction du pSHON.
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Figure 6
Vecteur pSHON issu du vecteur oKS492
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Le vecteur pSHQN a été utilisé lors des expériences de reconnaissance du site dif

de Lactobacillus caseii par hybridation Southern. Les vecteurs pTZ/PC contenant les inserts

sequences de Lacîobacillus caseii et de Lactobacilîus plantarum ATCC 14917 ont

également été utilisés comme sondes dans certaines hybridations Southern.

C- Vecteurs pPS22, pSD105 etpRMlSO

Le vecteur pPS22 construit par Slack et aï (1995) à un poids moléculaire de 7 Kpb

contient la séquence de 1018 pb du gène coclî'de Bacilles svbtiîis. Le vecteur pSD105,

construit par Colloms et collaborateurs (1990), contient la séquence de 1.2 kpb du gène

xerC de E.coli. Enfin, le vecteur pRM130 (Blakely et al, 1993) contient la séquence de l .5

kpb du gène xerD de E.coli. Ils ont tous servi pour tester les amorces Al • et C qui ont été

utilisées tors de certains PCR.

u



n
24

MÉTHODES

Cultures bactériennes

Les bactéries du genre Lactobacillus et Lactococcus ont été incubées dans du

bouillon MRS (de Man, Rogosa, Sharpe) de la compagnie Oxoid, additionné de lactose à

2%, à 30 C° en jarre anaérobie pour une durée de deux jours.

Les bactéries du genre Streptococcvs salivarius ont été incubées dans du bouillon

BHI (Brain & Heart Infusion de la compagnie Oxoid), à 37 C° pour toute une nuit.

Selon les expérienees les différentes souches de Escherichia coli ont été incubées

soit dans du bouillon LB, du bouillon SOB ou du bouillon TB (Terrifie Broth) de DIFCO,

additionné ou non d'ampî-cilHne (50^g/mL), à 37 C0 pour toute une nuit.

u

Les extractions d'ADN génomique des bactéries lactiques

Après plusieurs essais nous nous sommes aperçus que les procédés habituels

d'extraction d'ADN pour les bactéries gram négatives et gram positives ne fonctionnaient

pas avec les bactéries lactiques, entre autre parce que celles-ci possèdent une paroi très riche

en sucres résistant à de nombreux procédés de lyse. Il a donc été nécessaire de mettre au

point un nouveau protocole d'extraction d'ADN:

Après incubation nocturne en jarre anaerobic, des cultures de 5 mL ont été

resuspendues dans une solution de 25 % de glycine dans du bouillon MRS pour une durée

de 3 .heures à 30 C° en anaérobie (tubes vissés très pleins). La glycine en haute

concentration inhibe la formation de la paroi cellulaire (Holo et Nés, 1989). Par la suite les
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cultures ont été centrifiigées à 14000 RPM pour ensuite être lavées dans 500 fiL de lOOmM

Tris pH8 (Maniatis et al, 1982). Le culot a été incubé à37° C x 60 min. dans 200 \u de

glucose à 25 % dans du TE, contenant également 10 |^L de mutanolysine l U/mL (SIGMA)

et 100 ^iL de lysozyme 50 mg/mL(Boehringer/Mannheim). L'ADN a ensuite été extrait

selon le protocole et en utilisant les produits d'extraction Genomix de la compagnie Talent.

0

Les extractions d'ADN des plasmides- vecteurs

L'ADN des vecteurs a été extrait avec les produits d'extraction Plasmix de la

compagnie Talent. Les extractions d'ADN plasmidique vouées aux séquençages faits dans

notre laboratoire ont été faites par lyse alcaline. Le protocole est le suivant ; des cellules

DH5 alpha transformées avec le vecteur pT7-blue contenant l'insert à sequencer ont été

inoculées et incubées dans du bouillon LB à 37 C° pour toute une nuit. On a recueilli l .5 mL

du bouillon qu'on a centrifiigé dans un tube Eppendorf. Le surnageant a été enlevé et le

culot lavé avec 500 [iL de TEN (Maniatis, e( cil, 1982) puis recentrifugé. Une fois le

surnageant enlevé, le culot a été resuspendu dans 50 |^L de TE-sucrose (50mM Tris pH 7.5,

10% sucrose, lOmM EDTA, 0.1% Triton X100 de la Compagnie BioRad et 2 mg/ mL de

lysozyme de la compagnie Boehringer ^^annl^eim). Après un mélange au vortex de quelques

secondes, on a laissé incuber 5 minutes à la température de la pièce puis on a rajouté 200

[IL d'une solution de NaOH 0.2 N /SDS 1% (SDS de la compagnie BioRad). Le tout a été

incubé à 37 C° pendant 15 minutes. On a ensuite neutralisé avec 150 ^L de 5M KO Ac

froid. Le tube a été mélangé par inversion puis incubé 10 min sur glace. On a par la suite

centrifugé à 14 000 RPM pendant 5 minutes à 4 C°. Le surnageant a été recueilli puis on a
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procédé aune extraction phénol-chloroforme et une précipitation à l'éthanol tel que décrit

dans Maniatis et al (1982). Le culot d'ADN obtenu a alors été resuspendu dans 60 |^L de

TE avec 20 |^g/mL de RNAse. Une journée avant le séquençage on a rajouté 5 (iL d'une

solution de 2M NaOH/2mM EDTA à l'ADN et on a laisser incuber à 37 C° pendant 15

minutes. On a ensuite ajouté 5 [iL de 2mM d'acétate de sodium glacé et 150 ^iL d'éthanol

à 95 %. Le tube a été agité pendant quelques secondes au vortex puis placé à -70 C°

pendant 20 minutes. Le tube a ensuite été centrifiigé à 14 000 RPM pendant 10 minutes. Le

surnageant a été enlevé puis le culot séché à l'air. On a finalement resuspendu dans 40 [iL

d'eau milliQ stérile.

Enzymes de-restriction utilisées

Lorsque des digestions d'ADN étaient nécessaires, les enzymes de restriction

utilisées et-leurs tampons étaient ceux de la compagnie New England Biolabs et les

protocoles suivis étaient ceux prescrits par cette compagnie.

u

Electrophorèses

Les électrophorèses ont été faites en utilisant de l'agarose de la compagnie ICN,

dissous dans du tamponTAE fait selon le protocole de Maniatis (1982). Les concentrations

des gels d'électrophorèse ont varié de 0.7% à 0.9%, les plus hautes concentrations étant

réservées pour séparer, les fragments d'ADN de petites tailles (produits de PCR). Les

appareils d'electrophorèse utilisés sont de marque BRL. Deux formats ont été utilisés: le

format 6.5 cm par 8.5 cm contenant 8 puits, et le format 11.5 cm par 14 cm, contenant 20
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puits. Le colorant utilisé pour la migration de l'ADN était du bleu de bromophénol à .4%

dans une solution de glycérol à 25%. La proportion de colorant utilisée était d'environ 2

I^L pour chaque 10 yL de solution totale. Après migration en moyenne à 50 volts pour une

heure, les gels étaient trempés pendant quelques minutes dans une solution de bromure

d'éthidium (concentration = 0.005 ^g/mL) puis rincés à l'eau avant d'etre photographiés

à la lumière U.V. (312 nm, UVP) avec un appareil Polaroïd MP.4 et un film Polaroïd 557.

Clonage

A-Ligatiims

Pour les ligations dans le vecteur pT7-blue le protocole suivi était celui de la

compagnie Novagen. Pour toutes les autres ligations sauf celles qui ont été utilisées lors des

PCR inverses, le protocole de ligation utilisé était le suivant: l'ADN de l'insert et l'ADN du

vecteur ont été mis en proportion 3:1 en tenant compte de la concentration et du poids

moléculaire Oil ajoutait ensuite de 10 à 12U delaT4 DNA ligase de la compagnie NEB

et le tampon fourni par cette même compagnie dans une proportion 1:10. Les ligations ont

été incubées toute une nuit à 16 C°.

Les protocoles de ligation ayant sen'i lors des PCR inverses sont expliqués dans la

section sur l'amplification génique.

u

B- Trmisformatioïis par éléctroporatkm

Les cellules éléctrocompétentes ont été préparées comme suit: 5 mL de bouillon LB

ont été ensemencés avec des cellules DH5a et incubé à 37 C°pendant la nuit avec agitation.
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Le lendemain matin, 500|^L de cette culture a été utilisé pour ré-ensemencer 5 mL de

bouillon LB neuf. La densité optique (D.O. à 550 nm) a été ensuite vérifiée régulièrement.

Lorsque la D.0. obtenue était entre 0.5 et 1.0, les cellules étaient mises sur glace puis

centrifugées à 4°C à 9000 RPM pendant 15 min. Le culot a ensuite été resuspendu dans l

volume d'eau stérile froide, puis a été centrifugé à 4°C pendant 15 min à 9000 RPM. Ce

même procédé a été répété trois fois, en réduisant le volume de resuspension de moitié à

chaque fois. La dernière resuspension a été faite dans l mL de glycérol froid stérile à 10 %.

Les cellules ont ensuite été conservées à -70°C. Le protocole utilisé pour la transformation

par électroporation est le suivant. Quarante [iL de cellules DH5 alpha éléctrocompétentes

ont été mélangées sur glace dans une cuvette à éléctroporation avec 2 |AL du vecteur

pSHON. Après administration de 2.5 KV pendant 4.5 millisecondes dans un appareil Bio

Rad E.coU Puiser, la solution a été transférée dans un tube Eppendorf contenant l mL de

bouillon SOC, puis le tout a été incubé avec agitation à 37 C° pendant l heure. Après cette

période, 100 |uL de la solution à été étalé sur une boîte de pétri contenant du LB Ap.

0

C- Transforma fi (m chmiiqiies

Le vecteur pT7-blue ayant servi lors du séquençage à été transformé dans les

souches de cellules chimio-compétentes Novablue de la compagnie Novagen. Les protocoles

suivis pour transformer les cellules sont ceux de cette compagnie.

Le vecteur pTZ-PC ayant servi lors de certains séquençages a été transformé dans

des souches d'Eficherichia coli DH5 0; chimio-compétentes issues de notre laboratoire. Le

protocole de transformation suivi était celui décrit par Maniatis el ai (1982).
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Les amplifications géniques (PCR)

L'appareil d'amplification génique utilisé est le modèle Combi Thermal Reactor

TR2 de la compagnie Hybaid. Plusieurs programmes ont été utilisés selon le type d'amorce

et l'ADN ciblé.

Nous nous sommes servi de l'amplification génique ou PCR (Polymerase Chain

Reaction) de deux façons différentes. Selon la première façon, l'ADN amplifié pouvait être

la séquence mteme d'un gène ou d'un insert dans un vecteur. Selon la deuxième façon, une

sequence d'ADN connue était utilisée pour produire des amorces allant dans des directions

opposées à la séquence interne originale. Ce deuxième type de PCR, appelé PCR "inverse",

permet d'amplifier les séquences adjacentes à la séquence connue. Dans notre cas il

s'agissait donc de circulariser un fragment d'ADN contenant la séquence connue flanquée

des séquences inconnues nous intéressant. Le protocole de ligation pour les produits qui ont

été utilisés dans ces PCR a été fourni par Dr D. Leclerc de l'université McGill. Puisque dans

ce cas-ci il s'agissait de favoriser les autoligations, il était important que l'ADN à

circulariser soit en faible concentration. Trois dilutions aux concentrations de plus en plus

faible d'ADN ont été utilisées lors des ligations précédant les PCR inverses. Deux |^g

d'ADN ont d'abord été digérés avec 50 U d'enzyme de restriction avec son tampon

correspondant dans un volume total de 50 [iL pendant toute une nuit. On a ensuite fait une

extraction avec l volume de phénol-chloroforme puis l'ADN a été précipité en ajoutant 5

pL de 5M NaCl et 250 ^L d'EtOH 95 % fi-oid. Le tube a été mis à - 70 C° pendant 20 à 30

minutes puis nous avons centrifugé à 14000 RPM pendant 10 minutes à 4°C. Le culot
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obtenu a ensuite été séché à l'air puis resuspendu dans 50 |LIL d'eau déionisée stérile. Trois

tubes ont été préparés, tous contenaient l ^iL (400 U) de T4 DNA ligase de NEB et 10 |^L

de tampon de ligation 5X de BRL, les concentrations de l'ADN à l'intérieur des trois tubes

étaient les suivants : le premier contenait 5 \iL d'ADN et 30 [iL d'eau déionisée stérile; le

deuxième tube contenait 10 ^L d'ADN et 25 |^L d'eau déionisée stérile; le troisième tube

contenait 35 (^L d'ADN sans ajout d'eau. Deux [iL de chacune de ces solutions ont été

utilises dans 3 PCR inverses indépendants.

0

A- Concfitiort'i des réactions t/'amplificafiofi cfe l'ADN

Les diflférentes conditions pour l'amplification génique ont été mises au point par

essai-erreur. La principale différence entre les conditions utilisées se situe au niveau de la

température optimale d'hybridation des amorces à la matrice d'ADN (minimum= 37 C°,

maximum= 54 C°). Celle-ci était relativement faible lorsqu'il s'agissait d'utiliser des

oligonucléotides dégénérés ou lorsque la similarité entre les amorces et l'ADN était

inconnue ou réputée faible. Il a également fallu tenir compte des différents points de fusion

de l'ADN des amorces. Le temps alloué pour l'hybridation était situé entre 30 sec et l min

selon les amorces utilisés.

Un autre facteur d'importance est le temps de polymérisation. Ce laps de temps a

varié en fonction de la longueur de l'ADN matrice situé entre les deux amorces (minimum=

30 sec, maximum= 2 min). Plus le brin était long plus le temps de polymérisation devait

l'être aussi. La température de polymérisation était de 72 C° pour tous les programmes.

La température de dénaturation de l'ADN était située entre 94 C° et 96 C° pour des
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périodes de 30 sec. Tous nos programmes comportaient 30 cycles et se terminaient par une

période d'elongation de 5 min à 72 C°.

Programme

Cycles 1 à 30:

Température de dénaturation
Température d'hybridation
Température de polymérisation

Cycle d'elongation:

Température d'elongation

94 C° à 96 C° x 30 sec
37 C° à 54 C° x 30 sec à l min
72 C° x 30 sec à l min

72 C0 x 5 min

B- Types ci'amorces

Deux types d'amorces ont été conçues, soit les amorces faites d'oligonucléotides

dégénérés et celles faites avec des oligonucléotides non dégénérés. Le tableau III présente

la séquence des amorces utilisées lors des amplifications géniques, leur type (dégénérées ou

non dégénérées) et leur provenance.

u
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Amorce

Al

e

Deb

Fin

Fin2

Fin3

XdRINV

XdFINV

Forward
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Tableau III
Amorces utilisées lors des amplifications^énigues

Oligonucléotides dégénérés

Sequence Provenance

5' GNGAYMRNGCNHTNYTNGARB T 3' GSD Oligos

5' RTGNGTRTADATYTGNGT 3l GSD Oligos
Oligonucléotides non dégénérés

5' ACAACTTCCGATACCCGCAA 3l Biosource Inteniational

5' TACCACCCAAATCTACACGCATAT 3f Biosource International

5' CGGGTGGTTCAGGAGTTA C 3' Biosource International

5' TACCACCCAAATCTACACGC 3' Dépt. de Biochimie, U de M

5' CTGTTGGAAAATGGCG 3l Dépt. de Biochimie, U de M

5' CTGCTTGGGGACTGATT 3 l Dépt. de Biochimie, U de M

5' AGCGGATAACAATTTCACACAGGA 3l Appligene

Reverse | 5' GCGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC 31 Appligene
Légende : B= C ou G ou T. D= A ou G ou T; H= A ou C ou T: M= A ou C; N= A ou C ou G ou T: R= A ou G;
Y= C ou T, Dépt de Biochimie.U de M= Département de Biochimie de l'Université de Montréal.

u

Les deux oligonucléotides dégénérés Al et C fabriqués par la compagnie General

Synthesis and Diagnostics Oligos, ont été élaborés à partir des séquences connues des gènes

de recombinases ÇxerC et xerD de E. colr, les gènes analogues à xerC et w^-D de

Haemophilus htfluenzae, le gène sss de Pseudomonas et le gène codV de B.subtilis. Nous

n'avons pas tenu compte de la séquence de L.leichmamï puisqu'elle n'avait pas encore été

découverte à ce moment là). Nous avons tenu compte, dans la conception des amorces, des

variations en acides nucléiques rencontrées d'une espèce à une autre ou d'un type de

recombinase à un autre. Ces séquences se retrouvent dans des régions très conservés des

gènes, très prés ou dans la séquence codant pour son site actif (voir l'annexe II pour une
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presentation détaillée des séquences connues des recombinases et l'annexe l pour les

sequences utilisées dans la fabrication des amorces Al et C). L'amplification de la séquence

contenue entre les amorces Al et C des recombinases connues devrait donner un fragment

d'environ 450 pb. Ces deux amorces ont servi à la détection de gènes homologues inconnus

dans les espèces de bactéries lactiques.

Les amorces non dégénérées fin, fin2,fin3 ont toutes été utilisées séparément en

conjonction avec l'amorce deb. Les amorces XdRINTV et XdFD'TV ont été utilisées

ensemble. Ces amorces ont été fabriquées à partir du brin de 450 pb de Lactobacillus caseii

que nous avons sequence (voir l'annexe H). Elles se retrouvent encore une fois dans ou près

de la séquence codant pour le site actif de la protéine, mais leur orientation est vers

l'extérieur de la séquence. Toutes ces amorces ont servis lors de PCR inverses sur différents

ADN bactériens.

Enfin, les amorces Forward et Reverse ont été utilisées lors d'amplifications

géniques de séquences clonées dans des vecteurs. Ainsi a été crée la sonde cer pour

l'hybridation Southern avec le site dif.

0

(''- Solutions pour l 'amplification géniqiie

Toutes les solutions d'amplifications se retrouvent dans un volume final total de 50

\iL. Les enzymes, tampons et nucléotides utilisés sont de la compagnie Boehringer-

Mannheim. Les éléments présents dans les solutions d'hybridations sont les suivants: l^iL

de l'enzyme Taq polymérase IU/I^L, le tampon 10 X de la Taq avec MgCl; (5|iL), les

nucléotides dATP, dGTP, dCTP et dTTP à raison de 2mM par volume final, l'ADN à

amplifier en volume variable selon l'experience, les amorces également en volume variable,
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et de l'eau déionisée stérile en quantité suffisante pour atteindre le volume final de 50 [iL.

A cette solution a été rajouté 50 [iL d'huile minérale afin d'empêcher l'évaporation lors des

cycles thermiques.

u

Les hybridations Southern

Toutes les hybridations Southern effectuées dans le cadre de cette maîtrise ont utilisé

les produits de la compagnie Boehringer-Mannheim pour hybridation avec de la

Digoxigénine. L'avantage de ce type d'hybridation est qu'elle n'utilise pas de radioactivité

et que la même solution d'hybridation peut être utilisée plusieurs fois. Après plusieurs essais,

le protocole de base de cette compagnie et les protocoles pour hybridation Southern de

Maniatis et al (1982) ont été adaptés pour mieux servir nos besoins expérimentaux.

La première étape de l'hybridation consistait en une digestion totale de l'ADN ciblé

avec une ou des enzymes de restriction (NEB, J U par \ig d'ADN digéré), suivie d'une

migration électrophorétique en gel d'agarose (0.8%).

Après la prise de photo, l'ADN contenu dans le gel a été dénaturé pendant 1/2 heure

avec agitation dans 80 mL d'une solution contenant l .5 M NaCl et 0.5 M NaOH. Après

avoir été rincé à l'eau distillée, le gel a été mis pendant 30 min. avec agitation dans 80 mL

d'une solution neutralisante composée de l M Tris-HCl (pH 7.5), 1.5 M NaCl.

Nous avons ensuite procédé au transfert par capillarité de l'ADN du gel à une

membrane de nylon Boehringer Mannheini chargé positivement. Le transfert a été effectué

grâce à un montage dans lequel le gel était placé sur un papier Whatman 3MM dont les

bouts baignaient dans environ 100 inL de 20 X SSC (Maniatis et al, 1982). La membrane

de nylon a été mise par dessus le gel et recouverte à son tour d'un papier Whatman 3MM
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de même dimension que celle-ci. Plusieurs couches de papiers absorbants d'une épaisseur

d'environ 10 cm couvraient le tout. Le montage a ensuite été entouré de papier cellophane

puis on a rajouté un poids d'environ 250g sur le dessus des papiers absorbants. Nous avons

laissé le transfert se faire pendant toute une nuit à la température de la pièce.

Une fois le transfert terminé, la membrane a été trempée 5 minutes dans une solution

de 6 X SSC puis laissé sécher à l'air. L'ADN a ensuite été fixé par UV dans un appareil de

marque Stratagene UV Stratalinker.

A- Pré-hybriJatioii et hyhridaîioîi

La membrane a été pré-hybridée dans un bac dans 25 mL d'une solution contenant

5 X SSC, 2% de solution Blocking Rea^efit de Boehringer-Mannheim, 0.1% de N-Lauryl-

Sarcosine, 0.02% SDS et 50 % de fomiamide déionisée (Aldrich Chemical Company) à une

température de 42 C° pendant 4 heures avec agitation dans un four d'hybridation Boekel.

Nous avons ensuite hybride la membrane à une sonde d'ADN pendant toute une nuit à 42

C° avec agitation: La solution d'hybridation contenant la sonde était de même composition

que celle de~pré-hybridation sauf pour l'ajout de la sonde.

B-Soti(Jes

'Plusieurs hybridations utilisant plusieurs sondes différentes ont été faites, soit les

hybridations utilisant le site cer tronqué du plasmide pSHON et les hybridations utilisant les

inserts sequences de 400-450 pb de Lacïohaciïhis plantarum et Lactobacilhis caseii

contenus dans le vecteur pTZ-PC. Les sondes ont été préparées par amplification génique

selon le protocole légèrement modifié de Boeliringer Mannheim dont le principe de base est

de fixer la digoxigénine, via la dig UTP, à plusieurs endroits dans le nouveau brin d'ADN.

Le protocole utilisé est le suivant : l }iL d'une dilution 1:10 de l'ADN du vecteur
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contenant la sonde est ajouté à une solution contenant un mélange de 36 \iL d'eau déionisée

stérile, 5^iL de tampon 10 X additionné de MgCl^ pour la polymérase Taq (Boehringer

Mannheim), IfiL de 1'amorce Forward et I[LIL de 1'amorce Reverse lorsqu'il s'agissait du

vecteur pSHON; ou, dans les cas du vecteurs pTZ-PC portant les inserts de L. pîmitanim

et L.caseii, 5 |.iL de l'amorce Al et 5^L de l'amorce C; l U de l'enzyme Taq polymerase

de Boehringer Mannheim et finalement 5 [[L d'une solution de 20 [iL contenant 2 ^L de

dATP lOmM, 2|^L de dGTP lOmM, 2^L de dCTP lOmM, 1.27^iL de dTTP lOmM, 5.73 ^iL

d'eau déionisée stérile et finalement 7[iL de digUTP (concentration ).(tous les dNTP

proviennent de la compagnie Boehringer Mannheim). On obtient ainsi une sonde identique

à la matrice originale d'ADN sauf à certains endroits où une thymine aura été remplacée par

une digUTP.

Préalablement à l'hybridation, la sonde a été dénaturée pendant 10 minutes dans un

bain à 100 Cq puis rapidement refroidie dans un bain d'eau glacée avant d'etre ajoutée à la

solution d'hybridation.

C- Lavage et cfétection

La base du protocole pour le lavage et la détection des membranes est celui fourni

par la compagnie Boehringer Mannheim que nous avons modifié selon nos besoins. Les

recettes des tampons utilisés puuf la détection (Tampons n°l, 2 et 3) sont exactement ceux

fournis par cette compagnie.

Toutes les étapes sauf la dernière sont efïèctuées avec agitation. Après l'hybridation

la membrane est lavée dans 50 mL de 2XSSC, 0. l% SDS pendant 5 min, deux fois. On lave

ensuite dans 50 mL d'une solution de 0.1 SSC, 0.1% SDS pendant 15 min, deux fois. La

membrane est ensuite trempée dans 50 mL de tampon n°l pendant l min puis dans 50 mL
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de tampon n°2 pendant 30 min. La prochaine étape est celle de l'accrochage des anticorps

anti-Digoxigénine aux molécules de Digoxigénine présentes sur la membrane. Ainsi on dilue

6 |^L de la solution Anti-Digoxigenin-Ap Fab Fragments de la compagnie Boehringer-

Mannheim dans 30 mL de tampon n°2 puis on y trempe la membrane pendant 30 minutes.

La membrane est ensuite mise dans 50 mL de tampon n°l pendant 15 min, deux fois.

L'étape suivante consiste à tremper la membrane dans 50 mL de tampon n°3 pendant 2

minutes. La dernière étape est celle où se fera la détection proprement dite: on prépare une

solution de 30 mL de tampon n°3 auquel on ajoute 45 [i\ de NBT à 75 mg/mL (sel de

Nitroblue Tetrazolium) et 3 5^1 de X-Phos à 50mg/mL (5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl

phosphate). La membrane-est déposée dans la solution, le bac est recouvert d'un papier

d'aluminium afin de le rendre complètement opaque et on laisse reposer sans aucune

agitation pendant toute uiie nuit. Le lendemain la membrane est trempée dans 50 mL de

tampon n°l pendant 5 min puis elle est séchée à l'air et est donc prête pour l'analyse finale

des bandes.

Le séquençage

Les séquençages de fragments de gènes des recombinases de nos diflférentes souches

ont été faits manuellement dans notre laboratoire et également par le service de séquençage

de l'Université du Maine avec uii appareil ABI371. Le protocole et le matériel utilisé pour

le séquençage manuel de nos échantillons était celui du T7 Sequencing Kit de Pharmacia.

L'isbfopé utilisé pour marqué les nucleotides était le 35S de la compagnie Dupont.

0
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Les analyses statistiques

Tous les tests statistiques ont été réalisés grâce au logiciel Genetics Computer Group

du Wisconsin Package . Ce logiciel permet d'appliquer un grand nombre d'opérations sur

une série de séquences d'acides aminés ou de nucléotides. Nous avons dû éditer les

sequences pour que celles-ci aient des longueurs comparables. Ainsi, les séquences de xerD

et xerC de E.coli, xerC et xerD de /7. inflrfefizae, AU' de P. aervginosa, cocfV de B.sîibtilis

et celle deL.leichmanii ont été tronquées pour que leur début et leur fin coïncident avec la

plus petite séquence que nous avions, soit celle de L.caseii. Les séquences de L.plantanim

8014 et L.bîflgariciis 737 n'ont été tronquées qu'au début de leurs séquences puisque leurs

fins coïncidaient déjà avec celles de L.caseii. Nous n'avons pas inclus la séquence de

L.plmrtarum 14917 dans nos analyses car après édition elle était identique à celle de

L.plantanmi 8014 et ceci aurait pu introduire des biais dans nos analyses. Avant les

analyses, nous avons préalablement traduit les séquences d'ADN en séquences d'acides

aminés avec le programme "Map" et nous les avons éditées afin d'obtenir le bon cadre de

lecture.

Nous avons utilisé le programme "Pileup" pour aligner les séquences de nucléotides

et d'acides aminés des 10 espèces de recornbinases (séquences de : xerD de E. coîi, xerC

de E.coH, L. leichmanii, L. ca.wjf, L. hvlyariciis 737, L. p/antanim 8014, xerD d'H.

ifi/îîienzae, xerC d'H. ififlnerizae, coUV de B. silhtilis et sss de P. wrugiiiosa). Ce

programme permet de créer un alignement multiple des séquences à l'intérieur d'un groupe

d'après leur ressemblance en utilisant des alignements paires progressifs. Nous avons ensuite

soumis ces alignement de séquences au programme "Pretty". Ce programme permet de

comparer les différences et les ressemblances entre les séquences (par la mise en évidence
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des positions consensus ou par la mise en évidence de positions différentes à l'intérieur des

sequences).

Nous avons utilisé le progranime "Distances" et "Growtree" pour générer des arbres

phylogénétiques. Le programme "Distances" permet de créer une matrice des distances

pairées à l'intérieur d'un groupe de séquences. Ces distances sont exprimées comme des

substitutions par chaque 100 pb ou acides aminés. Nous avons choisi de calculer la matrice

des distances entre les séquences de peptides par la méthode de Jukes-Cantor puisque

l'autre méthode proposée (méthode de Kimura) générait des taux de substitutions

exagérémment élevés. La même méthode a été choisie pour calculer les distances entre les

sequences de nucléotides puisque les deux autres méthodes (Jin-Nei et Tajima-Nei) ont

généré trop de données aberrantes (Program manual for the Wisconsin Package, 1994).

Le programme "Growtree" permet, a partir de la matrice générée par le programme

"Distances", de créer un arbre phylogénétique des distances entre les recombinases. Nous

avons choisi l'option de calcul UPGMA qui procède par regroupement progressif des paires

ou groupes de séquences contenant les plus petites distances. Ainsi, les positions

phylogénétiques les plus rapprochées sont d'abord calculées à partir de la plus petite

distance entre deux séquences dans la matrice. Ces deux séquences sont ensuite regroupées

et ce nouveau groupe remplace ies deux séquences originales pour le prochain calcul. La

prochaine position phylogé'netique est calculée avec la prochaine séquence qui a la plus

petite distance matricielle avec ce nouveau groupe, puis elle est regroupée avec celui-ci et

ainsi de suite jusqu'à ce qu'il ne reste qu'un seul groupe. A chaque tour de calcul la matrice

perd donc une dimension. Ce test suppose que le taux de substitution génique est constant

et que la mesure de distance est linéaire avec le temps.
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RESULTATS

Le site dif chez Lactobacillus caseii

La première étape de notre recherche était de trouver une séquence analogue au site

f/y/'de E.coli chez Lactobacillus caseii par hybridation Southern, avant tout il fallait extraire

de l'ADN de Z. caseii. Après plusieurs essais infructueux avec des protocoles d'extraction

d'ADN de bactéries gram positives, nous avons mis au point un nouveau protocole (décrit

au chapitre Matériel et Méthodes) très eflficace. Les résultats de ces extractions sont

présentés à la figure 7 (chaque puits contient 5 \iL)

Figure 7

Extraction d'ADN de Lacîobacilhts caseii

<Ji»<i»<i»< iiftt
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Nous avons fait une série d'hybridations Southern en utilisant l'ADN digéré de

L.caseii comme cible et une séquence analogue à c///comme sonde, soit la séquence

tronquée de cer de 80 pb du plasmide pSHON (voir figure 6 au chapitre Matériel et
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méthodes). La sonde à été obtenue par amplification génique en utilisant des nucléotides

marqués à la digoxigénine.
/

La figure 8 présente les résultats d'une hybridation Southern entre cette sonde et de
..-'

l'ADN digéré avec l'enzyme Eco RI. Le puits 3 contient de l'ADN de Lactobacillus caseii.

Le premier puits contient le témoin E.coli.

Figure 8

Hybridation Southern entre ADN de L.caseii digéré avec Eco RI. et la sonde dif

l
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La figure 9 présente les résultats d'une hybridation Southern entre cette même sonde

et de l'ADN de L. caseii digéré avec Aat n (puits l), Barn HI (puits 2), Dra l (puits 3), Eco .

RI (puits 4), Hinc U (puits 5), Hind III (puist 6) et Pst l (puits 7). Le dernier puits contient

le marqueur À digéré avec Bste II.

u
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Figure 9

Hybridation Southern entre ADN de L.caseii digéré avec plusieurs eîïzvmes^etsondedif
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ADN de L.caseii digéré avec :
Puits l = Aat II
Puits 2 = Barn HI
Puits 3 = Dra I
Puits 4 = £'co RI
Puits 5 = Hinc II
Piuts6=/î;Wm
Puits 7=Pstï
Puits 8 = marqueur de poids ^ Bste l

Les résultats de ces deux hybridations montrent que la sonde s'est hybridée à l'ADN

de L.casen. Certaines impuretés sur la membrane présentée à la figure 9 masquent les

résultats obtenus pour le puits contenant l'ADN digéré avec l'enzyme Dral (puits3). On note

aussi la présence de trois bandes d'hybridation dans le puits contenant l'ADN digéré avec

l'enzyme Aat II, reflétant probablement une digestion partielle. L'ensemble des résultats

indiquent que le génome de Lactobacillus caseii compone une séquence analogue à la

sequence difàe E.coli. Nous avons également fait des essais d'hybridation de cette même

sonde avec de l'ADN de Lactobacillus bulgaricus 737. Les résultats de cette expérience

montrent de très faibles signaux d'hybridation suggérant que cette espèce a elle aussi une

sequence analogue o.dif. Néanmoins, avant de pouvoir se prononcer à cet effet, il faudrait
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continuer les expériences afin d'ajuster adéquatement les paramètres de l'hybridation pour

cette espèce particulière.

\J

Les recombinases chez les bactéries lactiques

La deuxième étape de notre recherche était de trouver l'équivalent des recombinases

XerC et/ou XerD chez plusieurs espèces de bactéries lactiques. Nous avons d'abord essayé

de déceler la présence des gènes de recombinases chez plusieurs espèces de bactéries

lactiques par PCR avec amorces dégénérées puis nous avons fait des PCR dits "inverses"

dans le but de faire ressortir une séquence complète de recombinase.

A- Les ampli f s cations, gem ques crvec amorces dégénérées

Dans un premier temps nous avons donc eflTectué une série d'amplifications géniques

en utilisant les amorces Al et C sur les matrices d'ADN bactériens de L. caseii, L.

bulgaricus souche 737, L. plantarum souches 8014 et 14917, L.fermentii souches BP83

et 1.16A, Lactococcus lactis spp cremoris souches H2, MG1363 et AM2, Lactococcus

lactis spp lactis souches 763 , 1667 et IL 1403 et finalement Streptococcus salivarius

souche ATCC 13419.

Les amorces Al et C utilisées sont des oligonucléotides dégénérés faits à partir des

sequences peptidiques XerC et XerD de E. coli, des sequences analogues chez P.

aeruginosa et H. mfïuenzae et de la séquence codV de B.subtilis. La recombinase de L.

leichmanij n'a été pas été prise en considération puisqu'elle n'a été séquencée qu'en 1996.

Les amorces tiennent compte des variations observées entre les gènes de ces différentes

espèces ce qui permet l'hybridation à des régions pouvant ne comporter qu'une
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relativement faible homologie à l'une ou l'autre de ces espèces prises isolement. La région

qu'elles devraient permettre d'amplifier est une séquence d'environ 450 pb (sur un total

d'environ 1000 pb pour le gène complet).

Nous avons d'abord testé les amorces Al et C avec un PCR sur trois diflférentes

matrices, soit le plasmide pSD105 portant la séquence xerC de E.coli, le plasmide pRM130

portant la séquence xerD de E.coli et le plasmide pPS22 portant la séquence codV sis

B.subtilis. La température d'hybridation optimale de 37 C° est celle que nous avons utilisée

pour le PCR.

Avec le témoin pPS22, nous nous attendions à une bande amplifiée d'environ 450

pb correspondant à la région comprise entre les séquences des amorces Al et C. Pour les

deux autres témoins nous nous attendions à retrouver des bandes amplifiées de poids

moléculaires semblableî. La figure 10 présente les résultats obtenus pour ce PCR témoin.

Figure 10

Amplification, des témoins DSD105. oRM130 et pPS22 avec les amorces Al et C
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Comme on peut le constater, on obtient une bande amplifiée assez forte d'environ

450 pb pour le témoin pPS22. Le témoin pRMl 30 donne également une bande amplifiée

entre 400 et 450 pb. Les signaux plus faibles sont probablement le fait d'hybridations non

spécifiques. Ces résultats indiquent donc que les amorces Al et C sont adéquates pour la

détection de la séquence codVde B.subtilis et xerD de E.coîi.

L'amplification génique du témoin pSD105 donne deux faibles bandes

d'hybridations, de poids moléculaire moindre que celui auquel on s'attendait. Nous ne

pouvons expliquer ce dernier résultat autrement que par une plus faible homologie entre le

gène xerC de E.coli et les amorces Al et C.

Puisqu'au moins les deux premiers témoins semblent indiquer que les amorces

s'hybrident correctement, nous les avons utilisées dans une série d'amplifications géniques

visant à détecter la présence de séquences homologues aux recombinases recherchées. Les

éléments variables étaient la température d'hybridation (de 37 C° à 45 C°) et l'ADN de

l'espèce examinée. Nous considérions un résultat de PCR comme non spécifique chaque fois

que nous observions un nombre élevé de bandes faiblement amplifiées, ou des bandes de

poids moléculaire plus faible ou plus élevé que le 400-450 pb attendu. Si le résultat d'un

PCR était non spécifique ou s'il donnait des résultats mitigés (faible bande à 450 pb en plus

d'une série de bandes non spécifiques) nous le reprenions avec une température

d'hybridation plus élevée. Si les PCR ne produisaient plus de bandes, ou si les résultats

étaient systématiquement des bandes non spécifiques, nous arrêtions les expériences pour

cette espèce. Si le PCR produisait une bande amplifiée forte dont le poids était situé entre
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400-450 pb, cette bande était clonée et séquencée (voir les séquences en annexe). Le tableau

IV présente un résumé des résultats des PCR réalisés

Tableau IV

<J

Résultats des PCR avec les amorces Al et C sur les ADN des bactéries lactiques
Température d'hybridation

Espèce 37 C° 38 C0 39 C0 40 C0 4l C0 42 C0 43 C0 45 C0

L.caseii Bande forte

450 pb
Bande forte

450 pb
Bande
forte 450
pb

Bande forte
450 pb

Bande forte
450 pb

L.plantcirum
SO 14

Bande forte
450 pb

I-iande forte
450 pb

L.plantarum
14917

Bande forte
450 pb

Bande forte
450 pb

L.hiilgariciis
737

Bandes non

spécilit|ues
Bandelorte
450 pb

L fn-mentii
BPS3

Bandes non

spécifiques
Bandes non "
spécifiques

Baiides 500
pb et non
spécifiques

l-iandes

6 50 ph et
non specif

Bandes
650 ph et
non specif

L.fermentii
1.16A

Bandes non

spécifiques
liande;; non
speciliques

Bandas

lion

S|K'Cll'.

Bandes

noil

specif.

Bandes
non

spécil'.

Bande 650
pb

L. lactis
crumoris

MU13Ç3

Bandes non

spécifiques

Bandes non

spéciltquey
Bandes

non

Specif.

Aiicune

bande

Aucune
bande

Aucune

bande

Lliictis

cremons

AM2

Bandes non

spécifiques
Bande ?00
pb el lion
specif

Bande

légère 500
pb

Auciine

hande

L.lactis
L'renioris H22

Aucune

.hiinde
Aucune
bande

Aiicuiie
haiide

Aiicune
liande

L.lactis lactis
111403

Bandes non

spécifiques

L.lactis lactis
763

Bandes 11011

spiit.ifiquîB-

liiindes non

spécifiques
I-iaiides
non

specif.

.1

Bandes 350 i Bandes 500
pb et non •;--pb el non
specif. } ypécit

Adeline

l);indc

Aucune

bande

Aliciine

baiide

L.lactis lactis

1667
Bandes non

specitiques
Bande? non
spécitiques

.\.uuunc

huiide

K.salivaiiiis

Bandes non

spécifiques
/\.ucune

haiide

Auciiiie

bande
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Les résultats du tableau IV montrent que relativement peu de PCR ont donné des
..'

résultats positifs. En effet, seules 4 souches sur les 13 testées ont produit une bande claire

de 400-450 pb. Ces souches sont celles de L. caseii, L. plantarum 8014, L. planîarum

14917 et L bulgaricus 737. L'absence de résultats positifs au PCR ne veut cependant pas

dire que les recombinases sont absentes chez ces espèces puisqu'un écart d'homologie

relativement petit peut se traduire par une absence d'hybridation ou une hybridation non

spécifique même lorsque les conditions de l'amplification génique sont non astringentes

(faible température d'hybridation et amorces dégénérées).

La figure 11 présente la bande de 450 pb obtenue pour l'ADN de L.caseii .Les

bandes amplifiées positives ont été clonées dans le vecteur pT7-blue (L.caseii) et pTZ-PC

(L.plantarum 8014 et 14917 et L.bulgaricus 737) puis elles ont été séquencées. Les

produits de ces séquençages ainsi que les séquences déjà connues de recombinases sont

présentés à l'annexe II.

Figure 11

B ande_ amplifiée de 450 pb de L.caseii fPCR avec Al et C)

1 2 l = Puits contenant l'ADN
amplifié de L.caseii

2 = Puits contenant le iiiarqueur
de poids moléculaire 100 bp

U/

800 pb

400 pb
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Une analyse sommaire des séquences obtenues montrent d'assez fortes homologies

avec l'ADN codant pour la région du bout C-tenninal des recombinases connues. Les

souches Lcaseii, L.plantarum 8014, Lplantarum 14917 et L bulgaricus 737 posséderaient

donc des recombinases comparables à XerC et/ou XerD.

Des analyses plus poussées et des comparaisons de ces séquences entre elles et avec

des séquences connues de recombinases sont présentées dans la section portant sur les

résultats de l'analyse statistique.

B- Les amplifications géniques "inverses "

Le but des PCR dits inverses était d'amplifier les régions de chaque côté du 450 pb

qui avait déjà été sequence afin d'éventuellement obtenir la séquence complète du gène.

Nous avons utilisé les données de l'ADN sequence de L.caseii dans l'elaboration des

amorces. Cette espèce a été choisie pour la seule raison qu'elle a été la première à être

séquencée était la seule disponible à ce moment-là. Les amorces ont été conçues de façon

à s'hybrider à des régions limites de chaque côté de la séquence et orientées vers l'extérieur

de celle-ci.

Malgré tous nos efforts, nous n'avons pas obtenu de résultat avec ce type de PCR

et ce en dépit du fait que nous avons employé 6 paires d'amorces .(deb-fin, deb-fin2, deb-

fin3, XDRinv-XDFinv) dans 28 PCR différents. Cet absence de résultats s'explique

difficilement puisque la sequence des amorces utilisées a été prise à même la région qui a

été séquencée et devrait donc correspondre base pour base à celle-ci. Pour les amorces

XDRinv et XDFinv nous avions même fait un contrôle en utilisant une paire d'amorces dont

la séquence était identique à ces dernières mais dans l'orientation inverse. Ainsi, nous nous
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attendions à amplifier une séquence témoin de 230 pb comprise entre les deux amorces.

C'est en effet ce que nous avons obtenu de façon claire et non-équivoque. Les amorces

complémentaires XDRinv et XDFinv étaient donc très spécifiques. De plus, certains de ces

PCR ont été faits à des températures très basses afin de faciliter l'hybridation entre ADN et

amorces. Nous ne pouvons pas non plus incriminer toutes les étapes préalables aux PCR

(digestions et autoligations des fragments) puisque quelques PCR inverses ont quand même

livré des bandes d'amplification. Certaines de ces bandes, dont le poids moléculaire était

près de celui auquel on s'attendait pour le gène, ont été séquencées mais se sont finalement

révélées ne pas correspondre au gène recherché.

Il est possible que chacun de ces échecs puisse s'expliquer individuellement soit par

une mauvaise digestion, soit par une mauvaise autoligation, soit par une absence

d'hybridation ou encore par une hybridation non spécifique entre la sonde et l'ADN. Il reste

que cette série d'échecs malgré le fait qiie nous avons tenu compte de plusieurs variables

qui auraient pu afltecter les résultats, porte à penser que nous n'avons cependant pas réussi

à contrôler tous les facteurs. Ainsi, en augmentant le nombre de témoins autant sur la façon

de procéder que sur le matériel, nous aurions peut-être pu détecter le ou les problèmes.

0

Analyses statistiques des séquences des recombinases

Les analyses statistiques comprennent deux volets. Le premier volet traite des

comparaisons entre les différentes séquences tant au niveau des acides aminés qu'à celui des

nucléotides. Le deuxième volet traite de phytogenies suggérées pour ces séquences. Nous

avons édité les séquences de nucléotides pour qu'elles aient toutes des longueurs
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comparables (maximum de 432 pb ou 144 acides aminés et minimum de 412 pb ou 138

a.a.). De plus, afin d'éviter d'introduire des biais, nous avons omis des analyses la séquence

de L. plantarum 14917 puisqu'après édition elle était identique (à l'exception d'un

nucléotide) à la séquence de L. plantarum 8014. Les analyses ont donc porté sur 10

sequences soit celles de : L. caseii, L. plantarum 8014, L.bulgaricus 737, XerC de E.coïi,

XerD deKcoli, Sss de P.aeruginosa, CodV deB.subtilis, XerC deH.mfluenzae, XerD de

H.influenzae et XerC deL.leichmannii.

A- Comparaison des séquences de recombmases

Après édition des séquences, nous les avons alignées avec le programme "Pileup .

Nous avons ensuite utilisé le programme "Pretty" qui permet de comparer les séquences

entre elles. Nous avons ainsi obtenu une séquence de consensus absolu qui indique les

nucléotides ou acides aminés complètement conservés pour les 10 séquences (voir l'annexe

III).

Les résultats de cette analyse montrent que les séquences peptidiques sont

relativement assez bien conservées. Ainsi le consensus absolu pour toutes les séquences est

de 21.52 %. Le consensus est cependant beaucoup moins élevé au milieu qu'aux extrémités

de la séquence, la fin présentant le consensus le plus élevé. Ainsi on retrouve neuf acides

aminés conservés entre les positions l à 50, l entre 51 et 100 et 21 entre 101 et 144. Les

acides aminés terminaux TQIYTH, contenant le site d'attaque initial de l'ADN de la

protéine (tyrosine), sont conservés à 100%.

Le consensus au niveau des nucléotides est moins élevé (19.63%). Nous retrouvons
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le même patron que pour les acides aminés, c'est-à-dire que le début et surtout la fin des

sequences sont les mieux conservés. Ainsi, 30 nucléotides sont complètement conservés

entre les positions l à 150, 9 entre les positions 151 à 300 et 46 entre les positions 301 à

433. Nous n'observons cependant pas un consensus absolu dans la région codant pour les

acides aminés TQIYTH.

Par ailleurs, ce même programme a été utilisé pour comparer de façon dyadique les

sequences de nucléotides et d'acides aminés de L. plantarum 8014, L. caseij et L.

bulgaricus 737 aux séquences de XerC et XerD de E.coli afin de déterminer à quoi ces

premières séquences ressemblent le plus. Pour chacune de ces trois séquences nous avons

donc calculé le consensus existant entre elles et XerC, et entre elles et XerD. Le tableau V

résume les pourcentages de consensus pour chacune des paires, dans le cas des acides

aminés et dans celui des nucléotides.

Tableau V

Pourcentage de consensus entre XerC et XerD eUes^sneces_seayencees
XerC XerD

ESPECE Acides aminés Nucléotides Acides aminés Nucléotides

L.caseii 43.97 % 50.82 % 51.4% 57.51 %

L. hulgaricus 737 43.66 % 48.59 % 53.14% 55.24 %

L. plmilarum 8014 46.47 % 48.36 °/o 49.65% 55.32 %

Les résultats indiquent que toutes les séquences tendent à ressembler plus à XerD

qu'à XerC de£.co// (il est à noter que les consensus entre la paire témoin XerC et XerD de

E.coli sont de 45.77 % pour les acides aminés et de 54.69 % pour les nucléotides).
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B- Phylogénie suggérée

Nous avons utilisé le programme "Growtree" pour exécuter deux arbres

phylogénétiques, soit un arbre pour les séquences peptidiques et un autre pour les séquences

d'ADN. La figure 12 présente l'arbre phylogénétique des dix espèces au niveau de la

sequence de peptides et la figure 13 présente l'arbre phylogénétique de ces dix mêmes

espèces pour les séquences d'ADN. Les cercles indiquent les points de divergence entre les

espèces, et les chififres représentent l'étendue de la distance entre deux espèces ou entre des

groupes d'espèces, telle qu'exprimée par le logiciel "Growtree".

Figure 12

Arbre phvlogénétiaue des séquences_Deptidiqyes
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Légende:
INFUIC = XerC d'H.influenzae, COLIC = XaC de £-. co;;, PSAER = Sss de P. aeruginosa.COLlD = XerD deE.coli, INFLD = XerD
d'H.mflitenz'ae,CASW= sequence de L.Mseii,'PLW^ sequence de L.plantarum 8014, BULG= séquence de L.ftu/garicui 737, LEICH
= XerC de L.leichmannii, BASUB = codV de B.subtilis
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Figure 13

Arbre phvlogénétiaue des séquences d'ADN

Espèces

LEICH BASL® INFUIC COLIC PSAER COUD INFLD CASEII PLAN BLILG

20.39

f28.53
27.41

2.13
34.63-34.56

35.71

040.19

-042.04.

Légende:
INFLIIC = XerC d'H.influenzae, COLIC = XerC de E.coli, PSAER = SSS de P. aerugmosa, COLID = XerD de £'.cofi, INFLD = XerD
d'H.influenzae, CASED = sequence de L. caseii, PLAN = sequence de L.plantarum 8014, BULG = sequence de L. bulgahcus 737, LEICH
°- XerC deUeichmannii, BASUB = CodV deB.subtilis

L'arbre phylogénétique des peptides montrent que les séquences les moins

divergentes sont celles de XerD de E.coli et XerD d'H.infîuenzae, suivi de la paire formée

par XerC de Kcoli et XerC d'H.mfluenzae puis par celle formée de la séquence de L. caseii

et de L.plantarum. La prochaine distance la plus petite se retrouve entre la paire (L.caseii

-L.plantafum) et la séquence de L.bulgaricus. Celle-ci est suivie de très près par la distance

entre la paire fomiée par (XerC de E.coli-XerC d'H. influenzae) et la séquence Sss de P.

aerugmosa. La prochaine distance la plus faible est celle entre le groupe {L.caseii-

Lplantarum-L. bulgaricus) et le groupe (XerD-£'.co//-XerD d'H. influenza). On retrouve

ensuite la distance entre XerC de L.leichmanii et CodV de B.subtilis. Le prochain point de
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divergence est celui entre le groupe (XerD de E.coli-XerD d'H.infîuenzae-L.casen-

L.plantarum-L.bulgaricus) et la paire (L.leichmannii-B.subtilis). Le dernier point de

divergence est le point situé entre le groupe de (XerC de E.colj-XerC d'H.mfluenzae-

P.aeruginosa) et le reste des espèces.

L'arbre phylogénétique des séquences d'ADN diffère en deux points de celui des

peptides. Le première différence, de moindre importance, est la distance entre la séquence

de L.caseii et L.plantarum, qui passe du deuxième au troisième rang. La deuxième

difference, celle-là plus importante, est celle de la position du groupe XerC de L.leichmanii-

Cod V de B.subtilis. ce groupe est maintenant celui qui se distingue le plus de toutes les

autres espèces alors qu'au niveau des peptides on le retrouvait plus près du groupe (XerD-

E.coli-XerD d'H. influenzae-L.casen-L.plantaruni-L.bulgaricus) que du groupe (XerC-

E.colï-XerC d' H. mflueïîzae-P.aeruginosa).

u
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DISCUSSION
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Les résultats des hybridations Southern montrent que le génome de Lactobacillus

caseii comporte une séquence analogue à celle de drf. Puisqu'il est logique de penser que

tout génome circulaire doit posséder un mécanisme de recombinaison permettant la

resolution des dimères chromosomiques lors de la replication, nous supposons que la

sequence que nous avons détectée est celle qui permet la recombinaison entre les

chromatides soeurs chez L.caseii. Les résultats préliminaires des hybridations Southern sur

l'ADN de Lacîobacilltts bulgaricus 737 tendent à montrer que cette espèce comporterait

également une séquence analogue à dif. Ces résultats restent cependant à être confirmés par

d'autres expériences.

Les PCR utilisant les amorces dégénérées Al et C et les séquençages des bandes

obtenues montrent que les génomes de L.caseii, L.plantarum 14917, L.plantarum 8014 et

L.bvlgariciis 737 possèdent tous des séquences d'environ 450 pb analogues à l'extrémité

de 450 pb des gènes xerC et /ou xerD codant pour la partie C-terminale des enzymes. Ces

quatre espèces posséderaient donc les gènes codant pour des recombinases analogues à

XerC et/ou XerD. Nous n'avons pas obtenu de résultats pour les autres espèces examinées

(Lactobacillus fermentii BP83 et 1.16A, Lactococcus lactis spp cremoris MG1363, AM2

et H22, Lactococcus lactis spp lactis IL 1403, 763 et 1667 et Streptococcus salivarius

13419). Cette absence de résultats n'implique pas automatiquement que ces espèces n'ont

pas de recombinases mais pourrait tout simplement traduire un manque d'homologie entre
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les amorces et les séquences géniques. Ainsi il est important de noter que la recombinase de

l'espèce L. Leichmanii séquencée par Becker et Brendel (1996) ne montre pas d'homologie

avec l'amorce Al. Quant à l'absence de résultats pour les PCR inverses plusieurs

explications sont possibles. Ainsi il pourrait s'agir soit de mauvaises autoligations, soit de

digestions enzymatiques incomplètes, soit de la formation de boucles sur l'ADN simple brin

produit lors des cycles de dénaturation de l'amplification empêchant par la suite la

polymérisation du brin complémentaire (boucles G-C).

Bien que nous n'ayons pas de séquences complètes de gènes nous pensons être

justifiée d'en analyser la composition puisqu'il s'agit de la moitié la plus importante et la

plus hautement conservée des recombinases, soit le bout C-terminal contenant le site actif

de la protéine. Les résultats de ces analyses montrent que les similarités entre les séquences

dcL.casen, L.plcmtarum (8014 et 14917) et L.bulgaricus 737 et les protéines déjà connues

se situent surtout à chaque extrémité des séquences et en particulier à la fin. C'est à cette

dernière position que l'on retrouve le site actif des recombinases (soit les domaines l et II),

contenant entre autres les acides aminés TQIYTH du domaine II impliqués dans le clivage

initial de l'ADN. Les acides aminés TQPfTH sont présents chez ces quatre espèces et sont

conserves à 100%. Cette constatation ne se maintient pas au niveau des codons mais ceci

s'explique facilement en termes de dégénérescence du code génétique. Le site actif de la

recombinaison, très conservé chez les espèces gram négatives, l'est donc également chez ces

espèces gram positives, témoignant de l'importance évolutive de cette région puisque ce

caractère serait apparu avant la divergence des deux groupes et aurait été maintenu jusqu'à

présent.
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Nous avons ensuite examiné le degré de ressemblance entre les séquences de

L. case il, L.plantarum (8014 et 14917) et L.bulgaricus 737 et les recombinases XerC et

XerD de E.coli. Nous avons trouvé qu'elles ressemblaient plus à XerD qu'à XerC. Nous

ne pouvons cependant conclure de façon non équivoque qu'il s'agit de séquences

représentant l'équivalent de XerD, puisque nous ne possédons pas de séquences complètes

et que nous n'avons pas soumis ces séquences à des tests statistiques. Néanmoins, puisqu'il

s'agit des séquences comprenant la partie la plus importante et la plus hautement conservée

des protéines, ces résultats peuvent constituer un bon indice quant à leur identité possible.

Les principes sous-jacents à la construction d'arbres phylogénétiques sont que le

taux de substitution génique est constant et que la mesure de distance est linéaire avec le

temps évolutif. Nous avons ici supposé que ces deux principes étaient vrais. Deux arbres ont

été construits, un pour les séquences nucléiques et un autre pour les séquences peptidiques.

Les phylogénies obtenues ne peuvent être mterprétées qu'au niveau des recombinases et non

au niveau des espèces, c'est-à-dire que le taux de divergence entre deux séquences ne reflète

pas nécessairement celui qui existe réellement entre les deux espèces.

L'arbre obtenu pour les séquences peptidiques est intéressant sous plusieurs aspects.

Tout d'abord nous remarquons que l'arbre se divise en deux, non pas selon le gram mais

bien selon les recombinases (à l'exception de B.subtilis). Ainsi L.caseii, L.plantarum et

Lbulgaricus se retrouvent plus près des séquences XerD de E. coli et d' H. influenzae que

de celles de L.leichmannii et B.subtilis. Ceci s'explique facilement dans le cas de la

sequence de L. leichmcmnii puisque cette dernière représente une séquence analogue à XerC

alors que nos séquences auraient plutôt tendance à ressembler à XerD. Cependant, la
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sequence CodV de 5. subtilis, présentant une plus forte analogie à XerD qu'à XerC, devrait

logiquement être plus rapprochée du reste des gram positives que ces dernières ne le sont

des séquences XerD des gram négatives. Cette différence pourrait signifier que l'origine

phylétique des séquences de L. caseii, L. bulgaricus et L. plantarum serait plus près de celle

qui a donné les séquences XerD de E. coli et H. influemae que de celle qui a donné la

sequence CodV de B. subtilis. Il est également intéressant de noter que la séquence de

L.leichmannii est la plus proche parente de la séquence de B.subtilis et ce, en dépit du fait

qu'elles représentent deux recombinases différentes. De plus, nous observons que la

sequence àeL.leichmanmi, bien qu'elle s'apparente plus à XerC qu'à XerD, ne se retrouve

pas à proxunité des séquences analogues à XerC des espèces gram négatives mais plutôt à

proximité des séquences analogues à XerD contenant les espèces gram positives. La

différence entre XerC des espèces gram négatives et XerC de L.leichmannii est donc plus

élevée que la différence entre cette dernière et XerD des gram. positives et négatives.

L'arbre phylogénétique des séquences d'ADN se distingue de façon marquée de

celui des séquences peptidiques par la position des séquences de L.leichmannii et B.subtilis

par rapport aux autres séquences. Ainsi celles-ci se retrouvent complètement isolées du reste

des espèces alors qu on les retrouvaient plus près du groupe des séquences XerD que du

groupe des XerC dans l'arbre des peptides. Ceci pourrait partiellement s'expliquer par la

dégénérescence du code génétique produisant une accumulation de différences et

augmentant ainsi la distance entre ces deux espèces et les autres. Néanmoins, s'il ne

s'agissait que de différences liées à la dégénérescence génétique, on ne s'attendrait pas

nécessairement à voir un changement de position simultané et identique pour les deux
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espèces. Ce phénomène pourrait peut-être s'expliquer si l'on conçoit les deux séquences

comme faisant partie d'un groupe qui, tout en partageant plusieurs caractères avec XerC et

XerD, s'en distingue néanmoins par certaines caractéristiques propres à celui-ci.

Des expériences sur des séquences complètes de gènes permettraient d'étayer les

résultats obtenus pour les arbres phylogénétiques et en rafïïner ainsi l'interprétation. Pour

ce faire il faudrait réussir à mettre au point des amorces et un protocole de PCR permettant

d'aller chercher les séquences externes aux 450 pb déjà sequences. Nous suggérons

l'utilisation de plusieurs témoins négatifs et positifs pour chacune des étapes préalables au

PCR et également pendant celui-ci, afin de détecter si le problème que nous avons rencontré

est inhérent au matériel génétique ou s'il s'agit d'un problème lié à la manipulation du

matériel. Enfin, la mise au point d'amorces de PCR pour les espèces du genre Lactococcvs

et Streptococcîis permettrait d'augmenter le nombre de recombinases mises au jour. De plus

il serait intéressant de mettre au point les paramètres des hybridations Southern afin de

détecter l'éventuelle présence de sites analogues au site i/ifpow ces mêmes genres. Cette

détection pourrait également se faire par PCR inverse en utilisant des amorces fabriquées

à partir des séquences des bras droit et gauche du site Jif.

u
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CONCLUSION
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Les résultats que nous avons obtenus montrent que le système de recombinaison

spécifique de site Xer existe chez plusieurs espèces de Lactobacillus. Ainsi nous avons

découvert que l'espèce Lactobacillus caseii possède un site analogue à dif sur son

chromosome. De plus, la présence d'une séquence codant pour une recombinase

probablement analogue à XerD de E. coli a été détectée chez cette dernière espèce et chez

les espèces L. plantarum 8014, L. plantarurn 14917 et L. bulgaricus 131. Nous n'avons

pas détecté la présence de recombinases chez les différentes espèces de L. fermentïi,

Lactococcus lactis spp lactis, Lactococcus lactis spp cremoris et Streptococcus salivarius

13419. Ces derniers résultats n'unpliquent cependant pas que les recombinases sont absentes

chez ces espèces.

Les régions séquencées des Lactobacillus partagent de nombreux points communs

entre elles et avec les séquences déjà connues de recombinases (XerC et XerD de E. coli,

H.wfluenzae, P. aeruginosa, B. subtilis, L. leichmannn) dont les plus nombreux se

retrouvent dans le site actif situé au bout C-temùnal de la recombinase. L'analyse

phylogénétique des séquences de Lactobacillus caseiï, plantarum et bulgaricus montrent

que ceux-ci s'apparentent plus aux séquences XerD des espèces gram négatives £. coli et

H. influenzae que de la séquence CodV (analogue à XerD) de la bactérie gram positive

B.subtilis. Ces derniers résultats sont surprenants et pourraient impliquer une évolution

différente pour les recombinases analogues à XerD chez les gram positives. Les résultats
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obtenus pour l'arbre phylogénétique des séquences d'ADN montrent que les séquences de

L. leichmannii etB.subtîlis sont complètement isolées du reste des séquences alors qu'elles

sont plus près du groupe des recombinases XerD dans l'arbre des séquences peptidiques.

Nous avons interprété cette diflférence en terme de dégénérescence du code génétique et

également comme l'expression de caractères particuliers uniques aux séquences de

L.leichmanmi et B.subtilis.

0
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ANNEXE I

Sequences des espèces utilisées pour fabriquer l'amorce Al (du nucléotide   404 au
nucléotide   429) :

XerC d'H.influenzae
XerC de E.coll

SSS de P.aeruginosa
XerD de E.coli
XerD d'H.influenzae
CodV de 5. suJbt.L2.LS

GTG ATC GTG CTA TTT TGG AAT T
GCG ACC GTG 'CAA TGC TGG AAG T
GCG ACC AGG CCC TGC TGG AGC T
GCG ATA AAG CCA TGC TTG AAG T
GTG ATA AAG CAA TGT TAG AGT T
GGG ATC AAG CGC TGT TAG AGC T

Sequences des espèces utilisées pour fabriquer l'amorce C (du nucléotide N °834
jusqu'au nucléotide N °852):

XerC d'H.Influenzae
XerC de E.coll
SSS de P.aeruginosa
XerD de E.coll
XerD d'H.influenzae
CodV de B.subtllis

CAC ACA 7U\T TTA TAC TCA C
CAC GCA AAT CTA TAC TCA T
GAC CCA GAT CTA TAC CCA C
CAC GCA AAT TTA TAC GCA T
AAC ACA GAT TTA TAC TCA C
TAC ACA GAT ATA CAC GCA C

u
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ANNEXE H

Sequences ('éditées) des gènes des recombinases de xerC d'H. innvenzae. xerC de E.
co/7, sss de P.aenwnosa, xerD de E.colï. xerD d'H.infli<e?izae, L. vlaïitanim 8014. Z-.

caseii, L. b^lsaricus 737. xerC de L. leichmamiii et coc/Fde B.subtilis

u

leichseqm
basubseqm
influseqm
colicseqm
psaerseqm
colidseqm
infldseqm
caseiseqm
pla80seqm
bul73seqm

leichseqm
basubseqm
influseqm
colicseqm
psaerseqm
colidseqm
infldseqm
caseiseqm
plaSOseqm
bul73seqm

leichseqm
basubs.eqm
influseqm
colicseqm
psaerseqm
colldseqm
infldseqm
caseiseqm
plaSOseqm
bul73seqm

leichseqm
basubseqm
influseqm
colicseqm
psaerseqm
çolidseqm
infldseqm
caseiseqm
pla80seqm
bul73seqm

l
GCGCTTTTTT

GAGCTGCTCT
GAATTAATGT
GAAGTGATGT
GAGCTGTTCT
GAAGTGTTGT
GAGTTGCTTT
GAGGTGATGT
GAGGTGATGT
GAACTGCTTT
51
AATTAAGCAG
TATTAACGAC
TTTAAACAGC
TATTAAACAC
TCTCGAATGG
AATGAGTGAT
GATTGAAAAC
ATTGGATCAG
GATGGATGAT
ATTAGCCGAT
101
GCAATAAGGA
GCAAGAAGCA
GTAACAAAGA
GCAGCAAAGA
GCAACAAGGT
GCAACAAAGA
GGAACAAGGA
GCGATAAGGA
GTGATAAAGA
GGAGCAAGGA
151
GAGGAATATC
AAGGTATACA
CAAGAATGGT
GAGCACTGGC
GAAGCCTGGC
GAAACCTATC
CGTCAATTTA
AACCGGTATT
ACCCGTCATT
AAGCGCTACC

ACGCGACCGG
ATGCCACTGG
ATAGTTCAGG
ACGGCGCGGG
ATTCCTCCGG
ATGCTACCGG
ATGCAACGGG
ATGCGACTGG

ATGCGAÇCGG
ACGCGACGGG

CTTGACCTGG
GTTGATTTAT
ATTAATACCC
CTCGACCTGG
CTGGACCTCA
ATCAGCCTGC
ATGAGCGTGC
TTACATTTAG
CTGCACTTAG
GTCCATGCCA

CCGTTATGTC
GCGCTATATC
ACGAGTTGTG
GCGCCGCCTG
CCGCGAGCTG
GCGTCTGGTG
ACGTATTGTG
GCGACTGGTT
GCGGATCATT
ACGGCTTATT

TGCAGGTAGC
TGAATAGCGG
TAAAAGTGCG
TTGATTTGCG
TGCCGCTGCG
TGGAACATGG
TGCTTTATGG
TGCAGGAATC
TAAAAACGGC
TGCCTGTCAG

GATGCGGCTG
AATGAGGGTC
TTTGCGTTTA

TCTGCGTCTT

GCTGCGCCTC

GCTGCGTGTC
GCTTCGTGTA
dTTGCGGGTA
TCTGCGAGTC
GATGCGGGTC

AAAACGGCAT
TTATGGACAC
GTGTGCGGGA
AGTCTGGTGA
AGGAAGGCCT
GTCAGGGCGT
AACAAGGCGT
CAATGAACTT
ACTTGGGATT
ACCTGCAGCT

TTTTTTGACC

CCCTTTGGGT
CCGTTTGGGC
CCGATTGGTC
CCGGTCGGCA
CCGTTAGGTG
CCAATGGGGG
CCAATCAGTC
CCTATCGGTG
CCGGTGAGCG

CCGGCCAAGT
AAGACAGTGC
GGCATTATT.
CGACCTGTT.
CACCCAGGC.
GCGTCCGTGG
TCGCCCTGTG
CCGTCCGCGT
TCGGCCCAAA
GGACCAGCAG

AGCGAACTGA
AGTGAATGCT
TCTGAATTAC
TCTGAGCTGG
TCGGAACTGG
TCTGAACTGG
ACGGAGTTAG
TCGGAAGTTG
AGCGAGACAA
AGCGAAGCGG

GATTTTGGTG
TGTGCTTGTT

AGTACGCGTT
AGTGTGGGTT
GGTGCGAGTG
GGTACGGGTC
GGTGCGAGTG
GCTTCAGGTT
GATTCAAACA
GATCAAAGTC

AAGAGAGCAA
CTTATGCCCG
GTTACGCTTC
GCAACGCTGT
AGGCCGCGCG
AAGAGGCGGT
AAGAAGCTGC
CCCAAGCAGC
ATGTTGCCAT
CCCTGGCCTT

TTATTGAAAA
TTGCTGATGA

CTGCTGAAT.
CTATTAAAT..
TTGATCAAAC
CTCGTCTCTG
CTTTTAAAGC

50
CTGACTTGAA
GTTCCATAAC
AAGGCTTAGA
TGGGGCTGGA
TCGGCCTCGA
TCGGACTGAC
TTTCGCTTAC
TCGGATTGCG
TTAATTTAAC
TCAACTTGCA

100
CACGGCAAGG
CACGGTAAAG
ATTGGAAAAG
ATGGGGAAAG
CGCGGCAAGG
ATTGGTAAAG
ATTGGTAAAG
ACCGGAAAAG
ATCGGTAAGG
CTGGGCAAGG

150
AAAGTACTTG
CGAAGCGTTG
GCATGCCATT
GGCGTGGATT
CCAGGCGCTC
TTACTGGCTG
CTATTGGGTT
CGATTGGGTT
TGATTTTATT

AGACTGGATT
200

ATGAGCCAGA
AGGCAAAAGA
.TAACCCAAA
.TGGTAGCGA
.CGCTCCGGA
..GGTGTGTC
..GGGCAGAG
ACCAGCAACC
CCAAACGCCG
GGGGCAAGAG



n XIX

leichseqm
basubseqm
influseqm
colicseqm
psaerseqm
colidseqm
infldseqm
caseiseqm
plaSOseqm
bul73seqm

leichseqm
basubseqm
influseqm
colicseqm
psaerseqm
colidseqm
infldseqm
caseiseqm
plaSOseqm
bul73seqm

leichseqm
basubseqm
influseqm
colicseqm
psaerseqm
colidseqm
infldseqm
caseiseqm
plaSOseqm
bul73seqm

leichseqm
basubseqm
influseqm
colicseqm
psaerseqm
colidseqm
infldseqm
caseiseqm
plaSOseqm
bul73seqm

201
...TACCGAG

ACCTCATGAT
...AGATGAG

...AGACGAC

...AGACGGT

...AATTGAC

...TTCTGAT

...CAA...G

...GAATAGC

...TAGCGAT

251
GGGGGATTGC
GTGGCATCAG
GAGCTATTCA
GTAATGTGCA
GGGCGATCCA
AGACCTTCTG
AAACTTTCTG
AAGCAATTTG
AAGGGGTTTG
AGGCCGTCTG

301
GCTGGTG...
TTACATA...
AGCCAT...C
AATCAC...G
CAGCAC...C
AGCGAAAAGC
GCTGATGCAC
AAGGATG...
AAAAACG...
AAGGATG...

351
GCTCAACAAC
GTTAAATGAA
GTTGGAAGCC
GCTGGAGTCG
GCTGGAGTCG
ATTAAATCAT
AGTAAATCAC
GTTGGAAAAT
CTTAGAAAAT
GCTGGAGCAT

GCAGTCTTTT
CTATTATTCG
GCATTATTTG
GCGCTTTTTC

GCGGTGTTCA
GTGTTGTTTC

GTTGTGTTTC
GCAGTGTTCG
TATTTGTTTA

TACCTGTTCT

CAAAGCCGTC
ACATATTTTA

AAAACGTTTA

GAAACGCTTT
GCTGCGGGTG
GCACCGTATT
GCATCGTGTA

GAAGAATCTG
GAAAAATCTG

GCAGAAGATC

CCCACCCCCA

TCCATCCGCA
TTAATCCGCA

TTCATCCGCA
TGCACCCGCA

TGTCACCGCA
TTTCTCCTCA

TAACACCGCA
TGACGCCGCA
TGACTCCCCA

GGGGCAGACC
GGAGCGGATT
AGTTCTGATT
AGCGGCGATC
TCCGGCGACC
GGTGCGGATT
GGTGCGGATT
GGCGCCGATT
GGTGCGGACT
GGGGCGGATT

TAAACAAGCT
TAAATCAAAG
TTAGCCAGCT
TGTCGAAACT
TCGGCCGCAG
CCAGCCAGCG
CAAGTCAGCG
TCAACTTTCA
TTAATAATCA
TGAACAGCCG

CAGCAAATTT
AGCGGGCTTG
GAAACTTGGG
GCCGAATGGG
CGCCAGGCCG
AAACATTATG
AAACATTATG
AAAGCCTATA
AAGGCAGAAG
AAGAAGTACT

TGAACTCCGC
TATGCTTCGA
CAAATTACGT
TAAATTACGT
CATGCTGCGG
TGTGTTGCGT

CGTTCTTCGC

TACGTTACGG

TACGTTGCGC
CACCCTCCGC

TCAGGAGCGT

TGAGAAGCGT
TACGCGCCGT

TTCGTGGTGT
TGCGCGCCGT

TACGCGTGGT

TACGCGTGGT

TACGGGTGGT
TGCGTGTCGT

TGCGGGTGGT

CGGTAGGCCA
AGGCGGACCG

TGGAAATCGC
GGGCAAGCGT
CGGCAAGCGC

TGCGCAGCAG

CGCACAGCAA
TGGTCATGCG
CGGTGGTAAA
GGGCGGGCAG

TTCAAAAAGC
TTCAAAAAGC

GTATTCGTCA

GCATAAAACA
GCGT...CCG
CTGTGCTGGC
CCATTCTCGC

TTGCAAGTGT
TCAAGGCGGC
GCCAGCAGGC

CATAGCTTCG

CATACGTTCG

CATTCTTTTG

CACTCGTTCG
CACTCCT-T-GG
CACGCTTTTG
CATGCTTTTG
CACAGTTTTG
CACTCGTTTG
CACAGCTTCG

GCAGGAGCTC
TCAAGAACTG
GCAAGAATTG
GCAGGAGCTG
GCAGGAACTG
GCAGATGCTA
GCAAATGTTG
TCAGGAGTTA
TCAGGAGCTT
CCAGGAAATT

250
ATTTCCAGCC

CTTACAGCCC
ATTTCTCATC

ATCTCCGCGC
CTGACGCCAC

ATGACGCGAC
ATGACTCGTC

CTCACCCGTC

TTAAGTCGGC
TTGACCCGGC

300
AGGCTTGACG
GTCAAGCACT
AGGCTTAAAT
AGGGCTGAAT
CGAGCTGGGC
GGGTATCGAC

GGATATTGAT

TGGCATTGAA
TGGCATCGAA

CGGCATTGCC

350
CCACCGCCAT
CCACGCATCT

CGACGCATAT
CCACGCATAT
CCAGCCATCT

CCACTCATTT
CCACCCATTT

CCACGCGTCT
CGACTCACAT
CGACCCATTT

400
TTGGGCCATG
CTCGGGCATT
CTTGGGCATA
CTGGGTCATG
CTCGGCCACG

CTGGGCCACA
TTGGGTCATA
CTGGGGCATA
TTAGGGCATG
CTGGGCCATA

0



XX

n
leichseqm
basubseqm
influseqm
colicseqm
psaerseqm
colidseqm
infldseqm
caseiseqm
plaSOseqm
bul73seqm

401
AGGACTTGTC
CCAATCTGTC
GCAACCTTTC
CCAACCTCTC
CCGACATCGC
GCGATCTCTC
CAGATTTATC
GTGATATTAG
CCGATATTTC
CTGACATTTC

TACGACCCAG
TTCTACACAG
CACCACACAA
CACCACGCAA
CACGACCCAG
CACCACGCAA
TACAACACAG
TACCACCCAA
GACGACCCAA
CACGACCCAA

432
ATCTATACTC AT
ATATACACGC AC
ATTTATACTC AC
ATCTATACTC AT
ATCTATACCC AC
ATTTATACGC AT
ATTTATACTC AC
ATCTACACGC AT
ATTTATACGC AC
ATATATACAC AC

Légende :Influseqm = xerC d'H.Influenzae, colicseqm = xerC de E.coli,
psaerseqm = sss de P.aeruginosa, colidseqm = xerD de E.coli, infldseqm
= xerD d'H. influenzae, plaSOseqm = L.plantar-um 8014, caseiseqm =
L.caseil, bul73seqm = L.bulgaricus 737, leichseqm = xerC
L.leichmannii, basubseqm = codV de B.subtilis.

u
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ANNEXE m

A- Consensus absolu entre les séquences peptidiques de XerC J'H. infîîieHzae. XerC de
E^colh S^s^de P.aen^nosa, XerD deE.coli, XerD d'H.in/î^enzae^L. plantari<m 8014,

L.^aseih L. biilsciricus 737. XerC de L. leichmamiii e\. CodV de B.sî/btilis

(* = consensus, - = pas de consensus)

(influpepm)
(colicpepm)
(psaerpepm)
{colidpepm}
(infldpepm)
(pla80pepm)
{caseipepm}
(bul73pepm)
(leichpepm}
(basubpepm)

Con5ensus

{influpepm}
(colicpepm}
(psaerpepm)
(colidpepm)
(infldpepm}
(plaSOpepm)
{caseipepm)
{bul73pepm}
{leichpepm}
(basubpepro)

Consensus

l
ELMYS[SGLRL
EVMYG [AGLRL
ELFYS[SGLRL
EVLYA[TGLRV
ELLYA[TGLRV
EVMYA[TGLRV
EVMYA[TGLRV
ELLYA[TGMRV
ALFYA[TGMKL
ELLYA[TGMRV

* [-*-*-

51
QEWLK.... .
EHWLD.. . ..
EAWLP,
ETYLEHGRPW
RQFMLYGRPV
TRHLKTARPK
NRYLQESRPR
KRYLPVRDQQ
EEYLQVARPS
KVÎMNSGRQC

DOMAINE I 50
SELQGLDLNS INTRVREVRV IGKGNKERW PFGRYASHAI
SELVGLDIKH LDLESGEVWV MGKGSKERRL PIGRNAVAWI
SELVGLDLEW LDLKEGLVRV RGKGNKVREL PVGKAARQA1
SELVGLTMSD ISLRQGWRV IGKGNKERLV PLGEEAVYWL
TELVSLTIEN MSVQQGWRV IGKGNKERIV PMGEEAAYWV
SETINLTMDD LHLDLGLIQT IGKGDKERII PIGDVAIDFI
SEWGLRLDQ LHLAMNLLQV TGKGDKERLV PISPQAADWV
SEAVNLQLAD VHANLQLIKV LGKGSKERLI PVSAIALDWI
SELTDLKIKQ LDLENGMILV HGKGNKDRYV FFDQESKKYL
SECCSITIND VDLEMDTVLV HGKGKKQRYI PFGSYAREAL

•A--——————— ————————-- -*•*••*-„*—•*•

VRA1FNPKDE
LRDLFGSEDD
LRTQAAPEDG
LL.N.GVSID
LL.N.GQSSD
LV.SAKRRNS
LI.KHQQPKA
LL.KRGKSSD
LLKNEPDT.E
LLMKAKEPHD

ALFVSQLGNR
ALFLSKLGKR
AVFIGRSGKR
VLFPSQRAQQ
WFPSQRAQQ
YLFINNHG&K
.VFVNFHGHA
YLFLNSRGGQ
AVFLNKL&RP
LLFVNQRGGP

•*•

ISHRAIQKRL
ISARNVQKRF
LTPRAIQLRV
MTRQTFWHRI
MTRQTFWHRV
LSRQGVWKNL
LTRQAIWKNL
LTRQAVWQKI
ISSRGIAKAV
LTARGIRHIL

100
ETWGIRQGLN
AEWGIKQGLN
RQAGVRE.LG
KHYAVLAGID
KHYAILADID
KAEVKAAGIE
KAYIASVGIE
KKYCQQAGIA
QQIFQKAGLT
SGLVQKASST

(influpepm)
(colicpepm)
(psaerpepm)
(colidpepm)
{infldpepm}
(plaSOpepm)'
(caseipepm)
{bul73pepm}
{lei-chpepm}
{basubpepm}

Consensus

101
SH.LNPHKLR
NH.VHPHKLR
QH.LHPHMLR
SEKLSPHVLR
ADALSPHVLR
KN.VTPHTLR
KD.VTPHTLR
KD.VTPHTLR
AG.AHPHELR
LH.IHPHMLR

*•*--**

DOMAINE II
HS][FATHMLEA SSDLRAVQEL
HS][FATHMLES SGDLRGVQEL
HS][FASHLLES SGDLRAVQEL
HA] [FATHLLNH GADLRWQML
HA] [FATHLVNH GADLRWQML
HS] [FATHILEN GADLRWQEL
HS] [FATRLLEN GADLRWQEL
HS] [FATHLLEH GADLRWQEI
HS][FATAMLNN GADLRSVQEL
HT][FATHLLNE GADLRSVQEL
*-] [** •*•**-**

144
LGHSNLSTTQ IXTH]
LGHANLSTTQ IYTH]
LGHASIATTQ IXTH]
LGHSDLSTTQ IXTH]
LGHTDLSTTQ IÏTH]
LGHADISTTQ IXTH1
LGHSDISTTQ IXTH]
LGHTDISTTQ IYTH]
LGHEDLSTTQ IXTH]
LGHSNLSSTQ IXTH]

']** * ** •A-***

Légende :Influpepm = XerC d'H. influenzae, colicpepm = XerC de E.aoli, psaerpepm
= Sss de P.aeruginosa, colidpepm = XerD de E.coli, infldpepm = XerD
d'H.i.nfluenzae, plaSOpepm = J-.planfcarum 8014, caseipepm = L.csseii, bul73pepm =
L.ïyu.lgaricas 131, leichpepm = XerC Ii.leichmanni.i., basubpepm = CodV de
B.subtills.
ACIDES AMINES EN CARACTERES GRAS = RESIDUS COMPLETEMENT CONSERVES PARMI LES À-
INTEGRASES

u



0 XX111

B-Consensus absolu entre les séquences d'ADN de xerC il'H. niflvenzae. xerC de E.
co/7, sss de P.aerusinosa, xerD deKcolh xerDà''H.iîifhietizae^ L. vlantanim 8014, L.

casen, L. bulsaricw lïl^xerC de L. leichmamw etcoJVdeB.sjihtjlis

(* = consensus, - = pas de consensus)

(leichseqm)
{basubseqm}
(influseqm)
{colicseqm)
(psaerseqm)
{colidseqm)
(infldseqm)
{caseiseqm)
(plaBOseqm)
(bul73seqm}

Consensus

{leichseqm)
(basubseqm)
{influseqm)
(colicseqm)
(psaerseqm)
(colidseqm)
(infldseqm)
{caseiseqm}
(plaSOseqm)
(bul73seqm)

Consensus

{leichseqm}
{basubseqm}
{influseqm}
{colicseqm}
{psaerseqm}
{colidseqm}
(infldseqm)
{ca5eiseqm)
(plaSOseqm)
(bul73seqm)

Consensus

(leichseqm)
(basubseqm)
(influseqm)
{colicseqm}
{psaerseqm}
(colidseqm)
{infldseqm}
{caseiseqm}
(plaSOseqm)
(bul73seqm)

Consensus

l
GCGCTTTTTT
GAGCTGCTCT
GAATTAATGT
GAAGTGATGT
GAGCTGTTCT
GAAGTGTTGT
GAGTTGCTTT
GAGGTGATGT
GAGGTGATGT
GAACTGCTTT

ACGCGACCGG
ATGCCACTGG
ATAGTTCAGG
ACGGCGCGGG
ATTCCTCCGG
ATGCTACCGG
ATGCAACGGG
ATGCGACTGG
ATGCGACCGG
ACGCGACGGG

GATGCGGCTG
AATGAGGGTC
TTTGCGTTTA
TCTGCGTCTT
GCTGCGCCTC
GCTGCGTGTC
GCTTCGTGTA
CTTGCGGGTA
TCTGCGAGTC
GATGCGGGTC

*-^-T* * •*•* * *

AGCG7ACTGA
AGTGAATGCT
TCTGAATTAC
TCTGAGCTGG
TCGGAACTGG
TCT&AACTGG
ACGGAGTTAG
TCGGAAGTTG
AGCGAGACAA
AGCGAAGCGG

•*-*

50
CTGACTTGAA
GTTCCATAA.C
AAGGCTTAGA
TGGGGCTGGA
TCGGCCTCGA
TCGGACTGAC
TTTCGCTTAC
TCGGATTGCG
TTAATTTAAC
TCAACTTGCA

*

51 100
AATTAAGCAG CTTGACCTGG AAAACGGCAT GATTTTGGTG CACGGCAAGG
TATTAACGAC GTTGATTTAT TTATGGACAC TGTGCTTGTT CACGGTAAAG
TTTÂAACAGC ATTAATACCC GTGTGC&GGA AGTACGCGTT ATTGG7iJ>AAG
TATTAAACAC CTCGACCTGG AGTCTGGT6A AGTGTGGGTT ATGGGGT^AAG
TCTCGAATGG CTGGACCTCA AGGAAGGCCT GGTGCGAGTG CGCGGCAAGG
AATGAGTGAT ATCASCCTGC GTCAGGGCGT GGTACGGGTC ATTGGTAAAG
GATTGAAAAC ATGAGCGTGC AACAAGGCGT GGTGCGAGTG ATTGGTAAAG
ATTGGATCAG TTACATTTAG CAATGAACTT GCTTCAGGTT -AT-CGGAAAAG
GATGGATGAT CTGCACTTAG ACTTGGGATT GATTCAAACA ATCGGTAAGG
ATTAGCCGAT- GTCCATGCCA-ACCTGCA13CT GATC7AAGTC CTGGGCAAGG

*——————— —•*——-„———— —————————— —-•*•-———-.—— —__**•—•*'*—•*•

101
GCAATAAGGA
GCAAGAAGCA
GTAACAAAGA
GCAGCAAAGA
GCAACAAGGT
GCAACAAAGA
GGAACAAGGA
GCGATAAGGA
GTGATÀAAGA
GGAGCAAGGA
* **

CCGTTATGTC
GCGCTATATC
ACGAGTTGTG
GCGCCGCCTG
CCGCGAGCTG
GCGTCTGGTG
ACGTATTGTG
GCGACTGGTT
GCGGATCATT
ACGGCTTATT
**-----*

TTTTTTGACC
CCCTTTGGGT
CCGTTTGGGC
CCSATTGGTC
CCGGTCGGCA
CCGTTAGGTG
CCAATGGGGG
CCAATCAGTC
CCTATCGGTG
CCGGTGAGCG

*

AAGAGAGCAA
CTTATGCCCG
GTTACGCTTC
GCT^ACGCTGT
AGGCCGCGCG
AAGAGGCGGT
AASAAGCTGC
CCCAAGCAGC
ATGTTGCCAT
CCCTGGCCTT

150
AAAGTACTTG
CG.aAGCGTTG
GCAT&CCATT
GGCGTGGATT
CCAGGCGCTC
TTACTGGCTG
CTATTGGGTT
CGATTGGGTT
TGATTTTATT
AGACTGGATT

*-

151
GAGGAATATC
AAGGTATACA
CAAGAATGGT
GAGCACTGGC
GAAGCCTGGC
GAAACCTATC
CGTCAATTTA
AA.CCGGTATT
ACCCGTCATT
AAGCGCTACC

TGCAGGTAGC
TGAATAGCGG
TAAAAGTGCG
TTGATTTGCG
TGCC&CTGCG
TGGAACATGS
TGCTTTATGG
TGCAGGAATC
TAAAAACGGC
TGCCTGTCAG
*

CCGGCCAAGT
AAGACAGTGC
GGCATTATT,
CGACCTGTT.
CACCCAG&C.
GCGTCCGTGG
TCGCCCTGTG
CCGTCCGCGT
TCGGCCCAAA
GGACCAGCAG

TTATTGAAAA
TTGCTGATGA

CTGCTGAAT.
CTATTAAAT.
TTGATCAAAC
CTCGTCTCTG
CTTTTAAAGC

200
ATGAGCCAGA
AGGCAAAAGA
.TAACCCAAA
•TÊGTAGCGA
.CGCTCCGGA
..GGTGTGTC
..GGGCAGAG
ACCAGCAACC
CCAAACGCCG
GG'GGCAAGAG

u
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{leichseqm}
(basubseqm)
(influseqm)
{colicseqm)
(psaerseqm)
(colidseqm)
{infldseqm}
{caseiseqin}
(plaSOseqm)
(bul73seqm}

Consensus

(leichseqm)
(basubseqm)
(influseqm)
(colicseqm)
{psaerseqm}
{colidseqm}
(infldseqm)
(caseiseqm)
(plaSOseqm)
{bul73seqm}

Consensus

{leichseqm}
(basubseqm)
{influseqm)
{colicseqm}
(psaerseqm)
{colidseqm}
(infldseqm)
{caseiseqm)
(plaSOseqm)
{bul73seqm}

Consensus

(leichseqm)
{basubseqm}
(influseqm)
{colicseqm}
{psaerseqm}
(colidseqm)
iinfldseqm}
(caseiseqm)
(plaBOseqm)
.{bul73seqm}

Consensus

(leichseqm)
(basubseqm)
(influseqm)
(colicseqm)
(psaerseqm)
f-colidseqm)
{infldseqm}
(caseiseqm)
(plaSOseqir.)
{bul73seqm}

Consensus

201
...TACCGAG
ACCTCATGAT
...AGATGAG
. . .AGACGAC
. . .AGACGGT
...AATTGAC
...TTCTGAT
. ..CAA...G
...GAATAGC
. . .TAGCGAT

GCAGTCTTTT
CTATTATTCG
GCATTATTTG
SCGCTTTTTC
GCGGTGTTCA
GTGTTGTTTC
GTTGTGTTTC
GCAGTGTTCG
TATTTGTTTA

TACCTGTTCT

TAAACAAGCT
TAAATCAAAG
TTAGCCAGCT
TGTCGAAACT
TCGGCCGCAG
CCAGCCAGCG
CAAGTCAGCG
TCAACTTTCA
TTAATAATCA
TGAACAGCCG

CGGTAGGCCA
AGGCGGACCG
TGGAAATCGC
GGGCAAGCGT
CGGCJAGCGC
TGCGCAGCAG
CGCACAGCAA
TGGTCATGCG
CGGTGGTAAA
GGGCGG&CAG

* **

250
ATTTCCAGCC
CTTACAGCCC
ATTTCTCATC
ATCTCCGCGC
CTGACGCCAC
ATGACGCGAC
ATGACTCGTC
CTCACCCGTC
TTAAGTCGGC
TTGACCCGGC

*—————-—*

251
GGGGGATTGC
GTGGCATCAG
GA&CTATTCA
GTAATGTGCA
GG&CGATCCA
AGACCTTCTG
AAACTTTCTG
AAGCAATTTG
AAGGGGTTTG
AGGCCGTCTG

CAAAGCCGTC
ACATATTTTA
AAAACGTTTA
GAAACGCTTT
GCTGCGGGTG
GCACCGTATT
GCATCGTGTA
GAAGAATCTG
GAAAAATCTG
GCAGAAGATC

*

CAGCAAATTT
AGCGGGCTTG
GAAACTTGGG
GCCGAATGGG
CGCCAGSCCG
AAACATTATG
A7ACATTATG
AAAGCCTATA
AAGGCAGAAG
AAGAAGTACT

TTCAAAAAGC
TTCAAAAAGC
GTATTCGTCA
GCATAAAACA
GCGT...CCG
CTGTGCTGGC
CCATTCTCGC
TTGCAAGTGT
TCAAGGCGGC
GCCAGCAGGC

300
AGGCTTGACG
GTCAAGCACT
AGGCTTAAAT
A&GGCTGAAT
CGA&CTGGGC
GGGTATCGAC
GGATATTGAT
TGGCATTGAA
TGGCATCGAA
CGGCATTGCC

301
GCTGGTG...
TTACATA...
AGCCAT...C
AATCAC . . . G
CAGCAC...C
AGCGAAAAGC
GCTGATGCAC
AAGGATG...
J^AAAACG. . .
AAGGATG...

CCCACCCCCA
TCCATCCGCA
TTAATCCGCA
TTCATCCGCA
TGCACCCGCA
TGTCACCGCA
TTTCTCCTCA
TAACACCGCA
TGACGCCGCA
TGACTCCCCA

**_**

TGAACTCCGC
TAT&CTTCGA
CAAATTACGT
TAAATTACGT
CATGCTGC.GG
TGTGTTGCGT
CGTTCT.TCGC
TACGTTACGG
TACGTTGCGC
CACCCTCCGC

*„**

CATAGÇTTCG
CATACGTTCG
CATTCTTTTG
CACTCGTTCG
CACTCCTTCG
CACGCTTTTG
CATGCTTTTG
CACAGTTTTG
CACTCGTTTG
CACAGCTTCG

350
CÇACCGCCAT
CCACGCATCT
CGACGCATAT
CCACGCATAT
CCAGCCATCT
CCACTCATTT
CÇACCCATTT
CCACGCGTCT
CGACTCACAT
CGACCCATTT

** * * *

351
GCTCAACAAC
GTTAAATGAA
GTTGGAAGCC
SCTGGAGTCG
GCTGGAGTCG
ATTAAATCAT
AGTAAATCAC
GTTGGAAAAT
- CTTAGAAAAT
GCTGGAGCAT

*„-*

GGGGCAGACC
GGAGCGGATT
AGTTCTGATT
AGCGGCGATC
TCCGGCGACC
GGTGCGGATT
GGTGCGGATT
GGCGCCGATT
GGTGCGGACT
GGGGCGGATT

TCAGGAGCGT
TGAGAAGCGT
TACGCGCCGT
TTCGTGGTGT
TGCGCGCCGT
TAC&CGTGGT
TACGCGTGGT
TACGGGTGGT
TGCGTGTCGT
TGCGGGTGGT

GCAGSAGCTC
TCAAGAACTG
GC7AGAATTG
GCAGGAGCTG
GCAGGAACTG
GCAGATGCTA
GCAAATGTTG
TCAGGAGTTA
TC7»GGAGCTT
CCAGGAAATT

•k

400
TTGGGCCATG
CTCGGGCATT
CTTGGGCATA
CTGGGTCATS
CTCGGCCACG
CTG&GCCACA
TTGGGTCATA
CTGGGGCATA
TTAC.GGCATS.
CTGGGCCATA

•*•_*•*•-.**

401
AGGACTTGTC
CCAATCTGTC
GCAACCTTTC
CCAACCTCTC
CCGACATCGC
GCGATCTCTC
CAGATTTATC
GTGATATTAG
CCGATATTTC
CTGACATTTC

TACGACCCAG
TTCTACACAG
CACCACACAA
CACCACGCAA
CACGACCCAG
CACCACGCAA
TACAACACAG
TACCACCCAA
GACGACCCAA
CACGACCCAA

432
ATCTATACTC AT
ATATACACGC AC
ATTTATACTC.AC
ATCTATACTC AT
ATCTATACCC AC
ATTTATACGS AT
ATTTATACTC AC
ATCTACACGC AT
ATTTATACGC AC
ATATATACÂC AC

* * *-**-**- **_*•*-_*•*-_* *_

0

Légende :Influsêqm = xerC d'H.influenzae, colicseqm = xerC de E.coli, psaerseqm
= s.'3.-3 de P.aei-uginosa, colidseqm = jferD de E.coZi., infldseqm .= xasD
d'H.Influenzas, plaSOseqm = L.plantarum 8014, caseiseqm = L.caseii, bul73seqm =
I-.bulçrarlcus 737, leichseqm = jcerC £.JeichmanniA, basubseqm = codV. de
B.subtilis.
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