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SOMMAIRE

Les B-glucanes sont des polymeéres de D-glucose constituant la majeure partie des parois
cellulaires de levures et de champignons. Plusieurs enzymes pouvant hydrolyser les B-glucanes
ont dé€ja €té purifiées et caractéris€es. Parmi ces enzymes incluant les B-1,3- et les -1,4-
glucanases, les B-1,6-glucanases sont les moins étudiées. Ces derniéres pourraient &tre un outil
potentiel de lutte biologique contre les champignons phytopathogénes, étre utilisées dans la
production de protéines en lysant et désintégrant les cellules microbiennes, dans la production

des protoplastes de levures et de champignons pour des études moléculaires etc.

Des recherches récentes de notre laboratoire ont permis de purifier et de caractériser une
f3-1,6-glucanase provenant de I’actinomycéte Streptomyces sp. EF-14. La séquence N-terminale
de cette enzyme a ét€ déterminée: ADPTAQVWVTTPDGA. Afin de cloner le géne codant pour
cette B-1,6-glucanase bactérienne, un oligonucléotide KF-1 a été synthétisé en se basant sur la

séquence N-terminale de cette protéine.

Ce projet de recherche a débuté avec la construction d’une banque de génes de
Streptomyces sp. EF-14 dans Escherichia coli afin de cloner le géne de la -1,6-glucanase. Le
vecteur navette pFD666 a ét€ utilisé pour faciliter le transfert de cette banque dans une souche
hétérologue, Streptomyces lividans TK-24. Pour le criblage de la banque de génes, deux
méthodes ont été utilisées: la premicre est la détection phénotypique sur boite de pétri qui laisse
apparditre une zone claire , visible a I’oeil nu, due a la dégradation du substrat par I’enzyme et
la seconde est I’hybridation avec I’oligonucléotide KF-1 pour une sélection par élimination des
populations plasmidiques. La détection phénotypique sur un milieu contenant le pustulane
comme source de carbone nous a permis de sélectionner un clone B-1,6-glucanase positif:

pMH31.



Par hybridation, la région d”’homologie avec I’oligonucléotide KF-1 a été localisée sur
un fragment d’ ADN de 1,58 Kb du clone pMH31. La séquence en nucléotides de ce fragment
a ét€ par la suite déterminée. L’analyse de cette séquence ainsi que d’autres tests de dégradation
de divers substrats de B-glucanes par le clone pMH31 nous a amen€ a conclure que I’insert
d’ ADN cloné ne porte pas le géne de la B-1,6-glucanase purifiée chez Streptomyces sp. EF-14
mais plutdt un autre géne codant pour une protéine pouvant reconnaitre autant les liens 3-1,6-

que les liens B-1,3- glycosidiques.
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INTRODUCTION

Les B-glucanes sont des polymeéres de glucose, formés de liens glycosidiques de type 3
entre les différents monomeres. IIs constituent apres les celluloses, la classe la plus abondante
de polysaccharides, retrouvée chez plusieurs microorganismes et plantes supérieures. Les 3-
glucanes sont présentes chez ces organismes sous forme de matériels de réserve vacuolaires et
cytoplasmiques, comme des substances extracellulaires et surtout comme des entités structurales

des parois cellulaires (Bielecki et Galas, 1991).

Selon la structure chimique, il existe différents types de B-glucanes, constitués de liens
glycosidiques de type B-1,3-; B-1,4- et B-1,6-. Certains sont relativement simples, avec des liens
glycosidiques identiques entre tous les résidus de sucre, comme ceux retrouvés dans la
laminarine ($-1,3-) et le pustulane (-1,6-). D'autres par contre sont plus complexes avec plus
d'un type de liens glycosidiques dans la chaine linéaire, comme ceux retrouvés dans le lichenane
formé de liens de type B-1,3- et B-1,4- (Yalpani, 1988). Des B-glucanes de grande complexité
sont également retrouvés dans les parois cellulaires de levures telles que Candida albicans. Ces
B-glucanes sont hautement branchés, avec une prédominance des liens glycosidiques de type -
1,3- ou B-1,6- (Bishop et al, 1960; Gopal et al, 1984). Des études effectuées chez une variété de
levures indiquent que les glucanes peuvent Etre classifi€s selon leur solubilité: les uns solubles
en milieu alcalin et les autres, solubles dans l'acide acétique et insolubles en milieu alcalin. Les
B-1,3-glucanes insolubles en milieu alcalin ont une structure branchée formée de liens
glycosidiques de type B-1,3- et B-1,6- et ne contiennent que 19% de liens de type B-1,3-
(Manners et al, 1973; Bacon et al, 1967). Par contre, les B-1,3-glucanes solubles en milieu
alcalin ne sont constitués que d'une faible quantité de liens B-1,6-glycosidiques. Dans ce dernier
type de glucanes, les chaines latérales contiennent des résidus de mannose reliant la couche
externe de la paroi cellulaire formée de mannanes aux B-1,3-glucanes insolubles en milieu

alcalin (Fleet et Manners, 1977).

Dans la nature, les B-1,6-glucanes sont moins répandus que les B-1,3- et B-1,4-glucanes.



Selon Varner et Lin (1989), les B-1,6-glucanes ainsi que les enzymes les hydrolysant n'ont jamais
été décrits chez les plantes, sauf chez I’espece de lichens Umbilicaria pustulata (Lindberg et
McPherson, 1954). Parmi les [-1,6-glucanes linéaires décrits dans la litt€rature, les mieux
connus sont le pustulane provenant des espéces de lichens Umbilicaria et le lutéane provenant
de Penicillium luteum (Pitson et al, 1996). Cependant, les liens B-1,6- sont fréquents dans les
glucanes des parois cellulaires de levures et de champignons filamenteux qui sont eux-mémes

producteurs d'enzymes hydrolysant ce type de liens (Bielecki et Galas, 1991).

Les B-glucanases sont des enzymes qui hydrolysent les B-glucanes. Elles sont classées
selon le type de liens glycosidiques clivés dans le B-glucane et selon le mécanisme d'action sur
le substrat. Ainsi, les B-1,3-; B-1,4- et B-1,6-glucanases coupent respectivement les liens
glycosidiques de type B-1,3-; B-1,4- et B-1,6- dans les chaines du polymére. En examinant les
produits d'hydrolyse du $-glucane par les B-glucanases, deux modes d'action ont été rapportés:
les mécanismes endo-glucanolytique et exo-glucanolytique (Noronha et Ulhoa, 1996). En effet,
les endo-B-glucanases hydrolysent le substrat en clivant les liens glycosidiques au hasard le long
de la chaine du polysaccharide, libérant ainsi des oligosaccharides de taille variée, alors que les
exo-B-glucanases hydrolysent le substrat en clivant les résidus de glucose aux extrémités non

réductrices du substrat, libérant des monomeres et des dimeéres de glucose.

Dans la litt€rature, les chitinases et les B-1,3-glucanases sont proposées comme étant les
principales enzymes de dégradation des parois cellulaires des champignons puisque ceux-ci ont
des parois majoritairement formées de chitine et de 3-1,3-glucanes (Papavizas, 1985), sauf chez
les champignons de la classe des Oomycétes dont les parois contiennent des 3-1,3-glucanes et
de la cellulose (Bartnicki-Garcia, 1968). Par ailleurs, d'autres enzymes telles que les B-1,6-
glucanases pourraient étre impliquées dans une dégradation des parois mycéliales et conidiales

des champignons phytopathogénes, de fagon efficace et compléte (Lora et al, 1995).



Bien que plusieurs champignons produisent des B-1,6-glucanases, seulement quelques-
unes de celles-ci ont ét€ purifiées et caractérisées selon leur mode d'action sur divers substrats
(Reese et al, 1962). En examinant l'action hydrolytique des f3-1,6-glucanases sur les parois
cellulaires de levure, ainsi que leur spécificité de substrat, Rombouts er al (1978) ont décrit deux
groupes de B-1,6-glucanases chez Bacillus circulans WL-12. La premiére est une {3-1,6-
glucanase a caractére lytique, c'est-a-dire qu'en plus d'hydrolyser les liens B-1,6- dans la paroi
de levure (spécificité principale), cette enzyme coupe également les liens B-1,3- adjacents aux
résidus glycosidiques en Cg, point de branchement sur la chaine principale ($-1,3-) du glucane.
En plus de son action positive sur les parois cellulaires et les glucanes de levures, cette 3-1,6-
glucanase aurait une forte activité sur du pustulane soluble (B-1,6-glucane linéaire) générant du
gentiobiose et du gentiotriose comme produits finaux d'hydrolyse, accompagnés d’une petite
quantit€ de D-glucose. Ainsi, les B-1,6-glucanases a caractére lytique regroupent la B-1,6-
glucanase lytique de Bacillus circulans WL-12 (Rombouts et al, 1978) et celles qui sont
purifi€es chez Acremonium persicinum (Pitson et al, 1996), Mucor hiemalis (Miyazaki et
Oikawa, 1976), Rhizopus chinensis (Yamamoto et al, 1974), Gibberella fujikuroi (Shibata et
Fukimbara, 1973) et Penicillium brefeldianum (Schep et al, 1984). Toutes ces P-glucanases
agissent selon le mécanisme endoglucanolytique et générent comme produits finaux a partir du
pustulane, du gentiobiose et du gentiotriose a l'exception de celle de Bacillus circulans qui
produit en plus, une faible quantité de D-glucose. Par ailleurs, la $-1,6-glucanase purifiée par
Lora et al (1995) chez le champignon Trichoderma harzianum, bien qu'ayant un caractére

lytique, ne produit que du gentiobiose comme produit final lors de 'hydrolyse du pustulane.

Contrairement aux P-1,6-glucanases a caractére lytique, celles du deuxiéme groupe
décrites par Rombouts et al (1978), ont un caractére non lytique du fait de leur action
hydrolytique partielle sur les parois de levure. En fait, ces enzymes a caractére non lytique
coupent uniquement les liens f3-1,6- lorsque leur activité est testée en utilisant la paroi de levures

comme substrat. Leur action hydrolytique sur le pustulane est plus élevée, comparée a celle des



B-1,6- glucanases a caractére lytique. Les produits finaux d'hydrolyse sont en majorité du glucose
et du gentiobiose. Ces enzymes ont un mode d'action endo-glucanolytique et sont capables
d'hydrolyser du gentiotriose en gentiobiose et en glucose. Ainsi, les B-1,6-glucanases a caractére
non lytique regroupent celle de Bacillus circulans (B-1,6-glucanase non lytique) qui produit
exceptionnellement une faible quantité de gentiotriose (Rombouts et al, 1978) et celles de
Neurospora crassa (Hiura et al, 1987), Acinetobacter sp. (Katohda et al, 1979) et Penicillium
italicum (Santos et al, 1977). Malgré la production de glucose a partir des f-glucanes, il a été
démontré que toutes ces B-1,6-glucanases n'ont aucune activité B-glucosidase (Schep et al,
1984). La comparaison des propriétés physico-chimiques de toutes les B-1,6-glucanases purifiées
et caractérisées plus en détails montre que chez les champignons ces enzymes ont un poids
moléculaire (PM) variant entre 31 et 50 KDa alors que chez les bactéries, leur PM se situe dans
un intervalle de 50 & 66 Kda. De plus, il a été rapporté que la majorité de ces p-1,6-glucanases
posseéde une activité optimale & des pHs allant de 4,5 a 5,5 et une température optimale se situant
entre 50 et 60°C (Fayad, 1997).

Différents mécanismes de régulation contrdlent la production des B-1,6-glucanases chez
les champignons et les bactéries. Des études effectuées par Reese er al (1969), sur la distribution
des B-1,6-glucanases chez les champignons, montrent en général que ces enzymes sont présentes
de facon constitutive. Cependant, chez les bactéries, les B-1,6-glucanases sont inductibles par
les parois cellulaires et les glucanes de levures et par les B-glucanes comme le pustulane (Fleet
et Phaff, 1974; Rombouts et Phaff, 1976; Katohda et al, 1979). Par ailleurs, chez Penicillium
italicum, la PB-1,6-glucanase bien qu'étant constitutive, est aussi sujette a la répression
catabolique par le glucose et d'autres sources de carbone permettant une croissance active du
mycélium (Santos et al, 1977). La répression catabolique a également été observée chez
Trichoderma harzianum (Lora et al, 1995). A l'opposé, chez d'autres champignons, tel
Trichoderma viride, la présence du glucose stimule plutét 'activité 3-1,6-glucanase (Del Rey

et al, 1979). Le phénomeéne d’induction est connu chez plusieurs champignons et bactéries



notamment Zrichoderma harzianum (Lora et al, 1995), Mucor hiemalis (Miyazaki et Oikawa,
1976), Gibberella fujikuroi (Shibata et Fukimbara, 1972), Penicillium brefeldanum (Schep et
al, 1984) et Bacillus circulans WL-12 (Fleet et Phaff, 1974).

En 1996, des activités 8-1,6-glucanolytiques ont été décrites pour la premiére fois chez
les actinomyceétes (Valois et al, 1996). En effet, les actinomycétes sont des bactéries gram
positives, qui sont retrouvées au niveau du sol et qui se développent sous une forme mycéliale.
Dans la rhizospheére, ces bactéries obtiennent leurs nutriments a partir des débris organiques en
utilisant une gamme vari€e d'enzymes hydrolytiques excrétées dans le milieu environnant
(Williams et al, 1983). Parmi les enzymes impliquées dans le processus de biodégradation de
la matiére organique (incluant les protéases, les nucléases, les lipases et plusieurs enzymes
hydrolysant des polysaccharides plus complexes), on trouve aussi les -glucanases. En effet,
Valois et al (1996) ont isolé treize souches d'actinomycétes qui, en plus de produire des
métabolites inhibant la croissance du champignon Phytophthora, synthétisaient toutes des p-1,3-,

B-1,4- et B-1,6-glucanases hydrolysant les parois cellulaires de ce champignon.

Le Phytophthora est un champignon pathogeéne qui cause des maladies chez plusieurs
plantes. Ce genre de champignon appartient a la classe des Oomycétes et se distingue des autres
champignons par différents aspects biochimiques. En effet, les parois cellulaires du
Phyrophthora ne contiennent pas de chitine et sont constituées principalement de 3-glucanes,
qui représentent 80 a 90% du poids sec des parois (Bartnicki-Garcia et Wang, 1987). Deux types
de B-glucanes, jouant un rdle important au cours de la morphogénése, sont retrouvés chez ce
champignon: les B-glucanes cellulosiques et non-cellulosiques. Ces deux types de B-glucanes
varient en proportion d'un stade & 'autre du cycle vital du champignon (sporange, zoospore,
kyste, chlamydospore, oospore etc). La fraction cellulosique de ces B-glucanes est constituée de
liens glycosidiques B-1,4-, typiques de ceux de la cellulose. La fraction non-cellulosique qui est

la plus abondante, contient des liens glycosidiques B-1,3- hautement branchés avec des liens de



type B-1,6- au point de branchement des résidus. Dans cette fraction non-cellulosique, 10% des
polymeres de glucose sont formés de liens de type B-1,4- (Bartnicki-Garcia et Wang, 1983).
Selon Zevenhuizen et Bartnicki-Garcia (1969), la fréquence des embranchements par des liens
B-1,6- est aussi élevée chez Phytophthora que chez la levure Saccharomyces cerevisiae et par
conséquent, ces deux organismes auraient une forte similarité€ dans leur structure chimique de
B-glucanes. Ainsi donc, une hydrolyse compléte des parois cellulaires de Phytophthora
nécessiterait une gamme variée d'enzymes parmi lesquelles on trouverait des B-1,3-, des B-1,4-
et des B-1,6-glucanases. L'action de la B-1,6-glucanase serait dans ce cas indispensable
puisqu'elle agirait comme une enzyme de débranchement des chaines latérales de f3-glucanes
pour faciliter l'attaque par les autres enzymes, les B-1,3- et B-1,4-glucanases. Vue le rdle premier
que joue la B-1,6-glucanase dans le processus de lyse du mycélium de Phytophthora, 1'intérét
fondamental pour I'étude de cette enzyme s'est accrue. C'est donc cette enzyme qui est le sujet

de ce travail.

Onze des treize souches d'actinomycétes isolées par Valois er al (1996), ont é&té
caractérisées. Elles appartenaient toutes au genre Streptomyces et protégeaient les plantes de
framboisiers contre les infections causées par Phytophthora. Selon Toussaint ez al (1997), ces
souches inhibaient également la croissance d'autres espéces de champignon telles que Pythium
ultimum . Par ailleurs, 'antagonisme entre les actinomycetes et les champignons est connu pour
une variété d’agents phytopathogeénes tels que Alternaria (Chattopadhyay et Nandi, 1982),
Rhizoctonia (Rothrock et Gottlieb, 1984) et Fusarium (Sabaou et Bounaga, 1987). Récemment,
un biofongicide a base de cellules vivantes de Streptomyces griseoviridis, développé par Kemira
Oy, a été utilisé pour protéger les plantes contre l'infection au Fusarium et a 'Alternaria
(Lahdenpera et al, 1991). Broadbent et al (1971) et Knauss (1976) ont établi que plusieurs
streptomycetes pourraient inhiber la croissance des champignons du genre Pythium et
Phytophthora spp. grace a la production d'antibiotiques. Selon Crawford er al (1993), la

production d'antibiotique est trés souvent associ€e au pouvoir de contrdle biologique. Malgré le



fait que plusieurs actinomycetes sécrétent des chitinases, des glucanases et d'autres enzymes
hydrolytiques extracellulaires, aucune corrélation n'a encore été é€tablie jusqu’ici entre la
production d'enzymes hydrolytiques et I'aptitude d'étre un agent de contrdle biologique chez les
actinomycétes. Valois et al (1996) ont montré que les B-glucanases produites par les
actinomycetes antagonistes du Phytophthora fragariae var rubi étaient actives sur le mycélium
vivant de ce champignon qu'elles lysaient en l'absence d'antibiotiques et pouvaient par le fait

méme, jouer un rdle significatif dans la suppression des maladies de plantes.

Il ya quelques années, les f-1,3- et B-1,4-glucanases ont été rapportées chez les
actinomycetes (Bielecki et Galas, 1991; Gilbert ez al, 1995). Cependant, ce n’est que tout
récemment, dans notre laboratoire, que des travaux ont permis de purifier et de caractériser une
B-1,6-glucanase chez l'actinomycéte Streptomyces sp. EF-14, une souche capable de lyser
completement le mycélium de Phytophthora. Quinze acides aminés de la portion N-terminale
de cette enzyme ont été déterminés: ADPTAQVWVTTPDGA (Fayad, 1997). La comparaison
de cette séquence a celles des bases de données GenBank et SwissProt (Altschul et al, 1990) n’a
révél€ aucune homologie significative avec d'autres protéines. Ce qui nous laisse croire que cette
-1,6-glucanase appartient 4 une nouvelle classe de protéine. Ainsi, nous avons opté pour le
clonage du géne codant pour cette B-1,6-glucanase, pour permettre des études moléculaires plus
approfondies, afin de mieux comprendre ses mécanismes d'action et son implication dans les

phénomeénes d'antibiose.

Outre l'implication dans l'antagonisme contre les champignons phytopathogeénes,
plusieurs applications potentielles peuvent étre attribuées a la 8-1,6-glucanase. Elle pourrait étre
utilisée dans la lyse enzymatique et la désintégration des cellules microbiennes, méthode
préférable a la rupture chimique ou mécanique, pour permettre ainsi la récupération des produits
synth€tis€s par ces microorganismes. De tels produits incluent les émulsifiants, les stabilisants,

les vitamines, les colorants, les enzymes et plusieurs protéines. Selon Kofod et al (1998), la



pustulanase qui est une B-1,6-glucanase pourrait par exemple étre utilisée pour extraire des
mannoprotéines (bio€mulsifiants) a partir des parois cellulaires de levure telle que
Saccharomyces cerevisiae. Dans le processus de fabrication de vins et de jus, la filtration
pourrait étre nettement améliorée avec l'utilisation des f3-1,6-glucanases puisque celles-ci
préviendraient la croissance des microorganismes tels que Botrytis cinerea infectant les grappes
de raisins (Kofod et al,1998). Une autre importante application de la -1,6-glucanase serait la
production des protoplastes de levures et de champignons puisque la préparation et la
régénération des protoplastes de tels organismes sont trés importantes pour 1'étude de fusion, de

transformation et de clonage (Kofod et al, 1998).

Bien que plusieurs PB-1,6-glucanases soient caractérisées du point de vue biochimique,
seulement deux génes codant pour des endo-B-1,6-glucanases d'origine fongique ont été€ clonés
et séquencés (Lora et al, (1995); Kofod et al, (1998)). Jusqu'a présent aucun article n'a
caractérisé du point de vue moléculaire, une 3-1,6-glucanase bactérienne. Ce qui accroit encore
plus l'intérét de cloner ce geéne chez l'actinomycéte Streptomyces sp. EF-14, qui est une
excellente productrice de cette enzyme. La comparaison de la B-1,6-glucanase provenant de EF-
14 (tableau I) avec celle provenant du champignon Trichoderma harzianum (De la Cruz et al,
1995), qui est la mieux caractérisée moléculairement, montre que ces deux enzymes sont
différentes aussi bien au niveau des propri€tés biochimiques (poids moléculaire de 66 KDa chez
la bactérie contrairement 2 43 KDa chez le champignon) qu'au niveau de la structure moléculaire
(séquences N-terminales trés différentes). Ces deux enzymes sont cependant similaires sur le
mode d'action endo-glucanolytique et ne sont pas capables d'hydrolyser un dimére de glucose
tel le gentiobiose. La B-1,6-glucanase provenant de EF-14 a également été comparée i la
pustulanase qui est une enzyme ayant une activité 3-1,6-glucanase dont le géne vient d'étre cloné
et séquencé par Kofod ez al (1998). 1l ya trés peu d'informations disponibles sur certains aspects
biochimiques de cette enzyme. Toutefois, son mode d'action est du type endo-glucanolytique et

son poids moléculaire a été€ estimé a 50 KDa. C'est une protéine qui est donc moins grosse que



Tableau I: Comparaison des aspects physico-chimiques et moléculaires des B-1,6-
glucanases provenant de Streptomyces sp. EF-14 et de Trichoderma harzianum

Streptomyces sp. EF-14 T. harzianum

Organisme bactérie champignon

PM 66 KDa 43 KDa
Activité non-lytique lytique

(écorce de levure)

Produit final glucose et dimeéres et
(substrat pustulane) dimeres (gentiobiose) trimeéres
Séquence N-terminale ADPTAQVWVTTPDGA FEPALASGKT




la B-1,6-glucanase de EF-14. Par contre, cette pustulanase a un PM plus élevé que celui de la
premiére endo-B-1,6-glucanase pucrifiée par De la Cruz et al (1995) chez le méme organisme

Trichoderma harzianum.

Le but général du projet de recherche était de cloner le géne codant pour une [3-1,6-
glucanase provenant de Streptomycess sp. EF-14 et de l'exprimer dans Streptomyces lividans TK-
24 qui est un héte de clonage bien connu chez les actinomycétes, excellents sécréteurs
d'enzymes. La stratégie utilisée posur atteindre 1'objectif principal est basée sur une approche
relativement récente, la génétique inverse. Contrairement a4 la démarche de la génétique
classique, on travaille a I'envers c'esst-a-dire qu'on remonte de la protéine vers le géne. En effet,
la séquence N-terminale de la (-1,6-glucanase purifiée chez EF-14 a permis de synthétiser un
oligonucléotide qui a été utilisé dans le criblage de la banque génomique de Streptomyces sp. EF-

14, afin de sélectionner le clone co«dant pour cette enzyme.
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CHAPITRE 1

MATERIEL ET METHODES

1.1 Souches bactériennes et plasmides

Toutes les souches bactériennes et les plasmides utilisés dans cette étude sont listés au
tableau II. La souche d'Escherichia coli DHS« F' (Gibco BRL) a servi a la propagation des
plasmides pUC119 (American Type Culture Collection) et pFD666 (Denis et Brzezinski, 1992).
E. coli DH10B (Gibco BRL) et XII-Blue MRF' (Stratagene) ont été utilisées pour la construction
de la banque génomique de Streptomyces sp. EF-14, avec respectivement pFD666 et pUC119
comme vecteurs. La souche de E. coli IM109 F' (Promega) a servi a la préparation des plasmides
pBluescript SKII*- (Stratagene), 4 la production des ADNs simple brin lorsqu'elle est infectée
avec le phage helper R408 (Promega) et a des manipulations subséquentes des clones.
Streptomyces sp. EF-14 provenait de la collection d'actinomyceétes non pathogénes isolés par
Faucher et al (1992). L'héte de clonage chez les actinomycetes a €t€ Streptomyces lividans TK-
24 dont la production en 3-1,6-glucanase était trés faible. Cette souche est une gracieuseté de D.

A. Hopwood de John Innes institute, Norwich, Angleterre.

1.2 Milieux de culture

1.2.1 Milieux de propagation des souches bactériennes

Le milieu LB (Sambrook ez al, 1989) a servi a la croissance, la préparation des cellules
compétentes et la transformation des différentes souches de E. coli énumérées dans la tableau
II, selon les conditions et les méthodes décrites par Sambrook et al (1989). Les souches de E.
coli portant les plasmides pUC119 et pFD666 recombinants ont été cultivées dans le milieu TB
(Sambrook et al,1989). Le milieu de culture TYP (Promega) supplémenté de 125 pg/ml

d'ampicilline a été utilisé pour la production d’ADNsb des clones, dans le but d'obtenir les



Tableau II:  caractéristiques des souches bactériennes et des plasmides utilisés pour le
clonage du géne de la B-1,6-glucanase.

E. coli DH5a F' Haute efficacité de Gibco BRL
transformation

E. coli DH10B Haute efficacité de Gibco BRL
transformation

E. coli XLI-BLUE MRF' Tet Stratagene

E. coli IM109 F Hote de Promega
sous-clonage

Streptomyces sp. EF-14 Meilleur producteur Université de
de B-1,6-glucanase Sherbrooke

S. lividans TK-24 Hé6te de clonage chez D. A. Hopwood
les actinomyceétes (Norwich, Angleterre)

pUC119 Amp’, origine fl du ATCC!
phage helper

pFD666 Kan/Neo* Denis et
vecteur-navette Brzezinski
(1992)

pBluescript SKII*- Amp’, origine f1 du Stratagene
phage helper

! ATCC: American Type Culture Collection
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séquences en ADN. Chez les actinomycetes, tous les milieux utilisés étaient ceux décrits par
Hopwood et al (1985), dans les mémes conditions de croissance, sauf indication contraire.
Streptomyces sp. EF-14 a montré une bonne croissance dans le milieu YME (Yeast Malt Extract)
iiquide. La sporulation s’est effectuée sur le méme milieu additionné de 1.5% d'agar (Difco). S.
lividans TK-24 a été cultivé dans le milieu TSB (Tryptic Soy Broth) pour la préparation des
protoplastes. La sporulation s’est effectuée sur le milieu SLM3 pendant environ 4 jours

d'incubation 4 30°C et les spores ont été conservés a -20°C dans du glycérol (20%).

1.2.2 Antibiotigues utilisés pour la sélection des transformants

Afin de sélectionner les souches de E. coli DH10B transformées avec le produit de
ligation du vecteur pFD666/BamHI et des inserts d’ADNs coupés par Bg/Il, 50 pg/ml de
kanamycine (Sigma) étaient ajoutés dans les milieux de culture liquides et solides. Les
transformants de E. coli XII-Blue et JIM109 F' avec les vecteurs pUC119 et pBluescript SKII*
ou SKII €taient sélectionnés sur des milieux LB contenant respectivement 100 pg/ml et 125
pg/ml d'ampicilline (Sigma). Une concentration de 50 pg/ml de X-gal était ensuite ajoutée dans
tous les pétris d'ampicilline et 20 pg/ml d'IPTG étaient ajoutés dans les pétris de sélection des
transformants XLI-Blue seulement. Chez les actinomycétes, la kanamycine a été ajoutée dans
le milieu TSB liquide & raison de 50 pg/ml et dans l'agar de surface du milieu de régénération
des protoplastes R2ZYE (Hopwood et al, 1985) a une concentration de 1,25 mg/ml (Denis et
Brzezinski, 1992).

1.2.3 Traitement de E. coli DH10B a la coumermycine A,

Afin d’éliminer le plasmide pMH31 (vecteur pFD666 portant le géne de la B-1,6-
glucanase) de la souche de E. coli DH10B, une culture liquide de DH10B(pMH31) dans du TB
+ kan 50 pg/ml a été incubée pendant 18 heures 2 37°C. Une dilution de 10 de cette culture a
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été effectuée dans 2 ml de LB contenant de la coumermycine A, (Sigma) & différentes
concentrations: 1 ug/ml, 2 ug/ml, 5 ug/ml et 10 pg/ml. Apres 18 heures d’incubation & 37°C,
chaque culture a ét€ stri€e par €puisement sur un milieu LB solide sans antibiotique et LB solide
+kan 50 pg/ml. Aprés 18 heures d’incubation, 10 colonies provenant du pétri ayant la
concentration la plus €levée en coumermycine A, ont été repiquées en culture liquide (2 ml) pour

effectuer une extraction plasmidique afin de vérifier 1’élimination de pMH31.

1.2.4 Détection de I'activité 3-1.6-glucanase sur boite de pétri

Les banques génomiques partielle et totale de Streptomyces sp. EF-14 dans E. coli XLI-
Blue et DH10B étaient étal€es sur le milieu T-PUST qui contenait 6 g/L. de TSB, 10 g/L de
pustulane de Umbilicaria papullosa (Calbiochem) et 1,5% d'agar, pour la détection des clones
3-1,6-glucanases positifs. Aprés avoir autoclavé ce milieu, 0,02 g/ml d’hydrolysat de caséine
(Difco) y avait €t€ ajouté pour améliorer la croissance des transformants de E. coli. Pour la
confirmation de I’activité B-1,6-glucanase, le plasmide pMH31 a été réintroduit dans DH10B
et cette souche a ét€ ensuite €talée sur le milieu M9-PUST contenant 10 g/L de pustulane dans
le milieu minimum M9 modifié (0,6% Na,HPO,; 0,3% KH,PO,; 0,05% NaCl; 0,1% NH,Cl et
1,5% d’agarose) (Promega). Chez les streptomycétes, le milieu minimum constituant le milieu
M-PUST a ét€ celui décrit par Hopwood et al (1985). DH10B(pMH?31) était également étalée
sur des milieux minimum contenant différentes sources de carbone telles que la laminarine de
Laminaria digitata (0,4% p/v) et la cellulose (0,4% p/v), disponibles chez Sigma, pour vérifier

si cette souche avait également des activités -1,3- et B-1,4-glucanases.

1.2.5 Milieux de production de la 3-1.,6-glucanase

Différents milieux ont été testés pour la production de la B-1,6-glucanase a partir des
clones de S. lividans TK-24: le milieu MPA-pustulane contenant 4,5 g/L. K,HPO,; 0,2 g/L.
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MgSO0,.7H,0; 0,01 g/LL FeSO,.7H,0; 0,01 g/L CaCL,.2H,0; 1 ml/L de solution de micro
éléments (Hopwood et al, 1985); 0,1 g/L de sulfate dammonium; 2 g/L. d’extrait de malt; 10 g/L.
de pustulane; le milien MBSM-amidon dont la composition est la suivante: 2 g/L. de L-
asparagine, 0,5 g/LL MgCL,.6H.O; 1 g/l NaCl; 3 g/LL K HPO ;,0,5 g/LL KHPO ; J mg/L
FeCl,.6H,0; 30 g/L (NH,),SO,; 20 g/L d’amidon et le milieu minimum (Hopwood et al, 1985)
supplémenté de chacun des substrats suivants: 0,5% de Candida utilis pour le milieu CU, 1%
de pustulane pour le milieu PU puis 2% d’amidon pour le milieu AM. La levure Candida utilis
a été€ utilisée dans le milieu CU a cause de la similitude de sa paroi cellulaire a celle de

Phytophtora, paroi cellulaire riche en B-glucanes de différentes sortes: B-1,3-glucanes, §-1,6-

glucanes et -1,3-/B-1,6-glucanes hautement branchés (Gopal et al, 1984).

1.3 Préparation des cellules compétentes et des protoplastes

Pour l'€électroporation, les cellules ont €t€ rendues compétentes puis transformées par
électroporation selon les directives du manufacturier (Biorad). Une culture de E. coli (50 ml)
dont la D.O. 4 600 nm se situait entre 0,5 et 0,7 a été récoltée et centrifugée pendant 10 min a
4°C. Les cellules ont été resuspendues dans le méme volume de glycérol (10%) froid puis
centrifugées pendant 10 min. Deux étapes de lavage ont ét€ effectuées, avec 25 ml de glycérol
au premier tour et 1 ml au deuxiéme tour. Les cellules ont été€ resuspendues dans un volume final
de 0,125 ml de glycérol (20%) pour obtenir une concentration de 1 a 3 x 10'° cellules/mi et ont

été gardées a -20°C, en aliquot de 40 pl dans des tubes de 1,5 ml en polypropyléne. Pour la
transformation, 2 pl d’ADN ont ét€ ajoutés a 40 pul de cellules dégelées et le mélange a été
transféré dans une cuvette 2 électroporation (0,2 cm) gardée a 4°C. La cuvette a ensuite été
soumise & une pulsion électrique dans I’appareil a électroporation de Biorad, sous des conditions
de 25 uF, 200 Ohms et 2,5 kV. Les cellules transformées ont été incubées a 37°C pendant une

heure apres I’ajout de 1 ml de milieu SOC liquide (2% de Bacto-tryptone; 0,5% d’extrait de
levure; 10mM NaCl; 2,5 mM Kcl; 10 mM MgCl,; 10 mM MgSO, et 20 mM de glucose ) et
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étalées ensuite sur le milieu de sélection contenant I’antibiotique approprié.

Les protoplastes de S. lividans TK-24 ont été préparés, transformés et soumis a la
régénération sur le milieu R2YE comme décrit par Hopwood etz al (1985) sauf que l'agar de
surface du R2YE a été€ remplacé par un milieu sélectif contenant 1,25 mg/ml de kanamycine et
est composé de 10 g/L. de pustulane et 0,1 g/L. de TSB dans 50 mM de tampon acétate de sodium
pH 5,5.

1.4 Manipulation de ' ADN et construction de Ia banque génomique

1.4.1 Isolement de I'ADN génomique

L'ADN génomique de Streptomyces sp. EF-14 a été isol€ et purifié€ d'aprés le protocole

de Hopwood et al (1985) utilisant le mélange "2X Kirby".

1.4.2 Transfert de type Southern et hybridation

L’ADN de Streptomyces sp. a été digéré par différentes enzymes de restriction (Scal,
Bglll, Notl, Pstl, Pvull, Mlul et Nrul) utilisées selon les directives du manufacturier (Pharmacia).
Les fragments d'ADN résultants de ces digestions ont ensuite été séparés par électrophorgse sur
gel d'agarose 0,8 % dans du tampon TBE (Tris-Borate-EDTA) comme décrit par Sambrook et
al, (1989). Selon les instructions du manufacturier, les fragments d’ADN ont été transférés toute
la nuit sur des membranes de nylon Hybond-N (Amersham) dans une solution de transfert
constituée de 1,5 M NaCl et 0,25 M NaOH. Les membranes ont été ensuite rincées avec du 2X
SSC (17.5% NaCl; 8,8% citrate de sodium; pH ajusté 4 7,0) puis traitées pendant 10 min 2 la
chaleur (80°C) pour fixer les fragments d'ADN. La préhybridation et I'hybridation ont été

effectuées selon un protocole modifié de Sambrook et al (1989). En fait, la formamide dans les
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solutions de préhybridation et d'hybridation, & €été tout simplement remplacée par de l'eau
distillée et I'ADN de sperme de saumon a €t€ xemplacé par 'ADN de sperme de hareng. La
préhybridation s'est effectuée a 42°C pendant une heure, suivie de I'hybridation qui a duré,
environ 16 heures a la méme température. A moins d'indication contraire, les membranes de
nylon ont €té ensuite soumises a deux lavages, un de 30 min et I'autre de 15 min, avec une
solution contenant 0,2X SSC et 0,1% SDS. Les sondes utilisées, de fagcon indépendante, pour
I'hybridation étaient les oligonucléotides KF-1 (5'-GCSCAGGTSTGGGTSAC-3") hétérogéne
car il €tait constitué d’un mélange de 8 séquemnces différentes codant toutes pour la méme
séquence d’acides aminés, la lettre S remplacant un nucléotide G ou C et KF-2 (5'-
ACCGCCCAGGTCTGGGTCAC-3") inspiré du premier en remplagant les codons dégénérés par
les codons les plus fréquents selon 1'usage des codons chez les actinomycétes (Bibb et al, 1984).
Ces oligonucléotides ont été synthétisés a partir de la séquence N-terminale de la B-1,6-
glucanase constituée de 15 acides aminés (ADPTAQVWVTTPDGA). Chaque oligonucléotide
(100 pmoles) a été marqué au y-*P-dATP (Amersham) selon le protocole de marquage décrit
par Sambrook et al (1989) et a ét€ ensuite purifié al'aide de la microcolonne G-50 (Pharmacia)
pour séparer la radioactivité libre de la sonde. L'activité spécifique des sondes a été déterminée
au compteur a scintillation (Beckman), par effet Cerenkov. Apres l'hybridation, les membranes
lavées ont €té autoradiographiées pendant une duxée minimale de 48 heures a -70°C, en utilisant

un film XRP (Kodak) dans une cassette (Wolf H-Ray corp.) contenant des écrans intensifiants.

1.4.3 Isolement des ADNs plasmidigues

Les plasmides ont été isolés des souches de E. coli par la méthode de lyse alcaline
(Sambrook et al, 1989). Chez les Streptomycétess, l'extraction d'ADN plasmidiques s'est faite
suivant un protocole modifi€ de Hopwood et al (1985), celui de l'extraction d'ADN génomique
avec le mélange "2X Kirby". La procédure est la suivante: une culture dense (25 ml) de S.

lividans TK-24 transformée avec le plasmide pFID666, culture jeune d'environ 40 heures, a été
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centrifugée pendant 15 min a 4000 X g et le culot a été resuspendu dans 3 ml de solution de
lysozyme (2 mg/ml de lysozyme dans du sucrose 0,3 M, du Tris-Cl 25 mM pH 8, et de 'TEDTA
25 mM pH 8). Apres une incubation de 10 min a 37°C, un volume de 4 ml du mélange "2X
Kirby" a été€ rajout€ et le tout a été brassé au vortex pendant une minute. Apres cette étape, une
solution TE (Tris-EDTA) et les solutions II et IIl de Sambrook ez al (1989) ont été utilisées. En
fait, pour un volume de 5 ml aprés le mélange "2X Kirby", 1 ml de solution TE et 8 ml de
solution II ont €té ajoutées successivement puis mélangées délicatement par inversion. Apres
avoir laiss€ le mélange 10 min sur glace, la solution III (3 ml) a été€ rajoutée et mélangée par
inversion. La préparation a été gardée au moins 45 min sur glace puis centrifugée pendant 10 min
44000 X g. Le surnageant a €té€ récupéré et mélangé au méme volume de phénol:chioroforme
(1:1) puis centrifug€ a nouveau pendant 10 min. La phase aqueuse récoltée a ensuite subi une
précipitation avec 2 volumes d'éthanol. Aprés 10 min de centrifugation, I’ADN précipité a été
séché, resuspendu dans une solution de TE (Tris-EDTA) et traité a la ribonucléase a une

concentration finale de 100 pg/ml.

1.4.4 Construction de la banque génomique de Streptomyces sp. EF-14

Le plasmide pUCI119 a servi a la construction de la banque génomique partielle de
Streptomyces sp. EF-14 dans E. coli XLI-Blue et pFD666 a servi a la construction de la banque
génomique totale dans E. coli DH10B. Les deux plasmides ont été digérés par l'enzyme de
restriction BamHI (Pharmacia) choisie parmi les enzymes présentes dans le site de clonage
multiple (SCM) des deux plasmides, puis ils ont été€ déphosphorylés a l'aide de la phosphatase
alcaline CIAP (Calf intestinal alcalin phosphatase) de Promega, en suivant le protocole de
déphosphorylation décrit par Sambrook ez al (1989). Des fragments d'ADN (5 a 20 Kb) digérés
par BamHI ont ét€ isolés du gel d'agarose TAE (Tris-Acétate-EDTA) 0,8% (Sambrook et al,
1989) selon les instructions du fabriquant de la trousse " Gene Clean" (Bio 101, Inc.). Ces

fragments d'ADN ont ét€ insérés dans le plasmide pUC119 qui a ét€ linéarisé et déphosphorylé
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al'aide de la T, ligase (Promega). La ligation s'est effectu€e pendant au moins 16 heures a 15°C
selon un rapport (insert:vecteur) de 3:1. Les produits de ligation ont été€ précipités a I'éthanol et
135 ng ont ét€ utilisé€s pour ’électroporation de 40 ul de cellules compétentes. Aprés une heure
d’incubation, les cellules ont été €talées sur le milieu T-PUST opacifi€ contenant 100 pg/ml
d'ampicilline. Les pétris ont été incubés a 37°C pendant une semaine pour sélectionner les clones
producteurs de la B-1,6-glucanase. Pour la construction de la banque génomique totale de
Streptomyces sp. EF-14 dans la souche de E. coli DHIOB, les fragments d'ADN de taille
moyenne de 12,5 Kb, résultant de la digestion totale de 'ADN génomique de Streptomyces sp.
EF-14 par I'enzyme BgIII ont été insérés dans le plasmide pFD666 digéré par I'enzyme BamHI
et déphosphorylé. Les conditions de ligation étaient les mémes que celles de la ligation
précédente. L'é€lectroporation des cellules compétentes s'est effectuée avec 125 ng de ce mélange.
Les cellules incubées a 30°C pendant une heure ont été étalées sur le milieu T-PUST
supplémenté de kanamycine (50 pg/ml). Les pétris ont été€ incubés a 30°C pendant 4 jours, pour

la détection des clones producteurs de la B-1,6-glucanase.

1.5 Criblage de la banque génomique
Deux méthodes de criblage ont été utilisées pour identifier les clones positifs pouvant

coder pour l'enzyme d'intérét: la détection phénotypique et la technique d'hybridation avec

I'oligonucléotide radioactif.

1.5.1 Détection phénotypique

C'est une technique qui consiste a étaler les cellules de E. coli transformées par
€lectroporation avec I'ADN génomique sur les milieux T-PUST et M9-PUST opacifiés afin de
détecter les colonies créant autour d'elles une zone de dégradation claire. Ces deux milieux

lorsque coulé€s dans des boites de pétri, étaient gardés 48 heures A température de la piéce puis
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transférés a 4°C ou ils s’opacifiaient apreés environ une semaine. Lorsque les milieux T-PUST
et M9-PUST ¢étaient immédiatement utilisé€s apres leur préparation, aprés 4 a 7 jours d'incubation
des cellules électroporées a 30°C, une coloration au rouge congo 0,2% (Sigma) était effectuée
pendant environ 10 min, suivie d'une décoloration avec une solution de NaCl (1M) selon le
protocole modifi€¢ de Bégin (1983). En fait, la concentration du rouge congo qui était de 0,1%
dans ce protocole a été augmentée a 0,2% pour notre étude. La coloration au rouge congo a
également ét€ utilisé€e pour la confirmation des activités B-glucanases par les clones lorsqu'ils
€taient repiqués sur du milieu minimum solide additionné de laminarine ou de cellulose comme

source de carbone.

1.5.2 Criblage par hybridation

Pour cribler les clones potentiels de la B-1,6-glucanase par hybridation, c'est la technique
"SIB Selection" qui a été utilisée. Cette technique a déja été utilisée par Jones et Hopwood
(1984), pour une sélection par élimination de populations via des essais enzymatiques. Dans
notre étude, le principe consistait a transformer E. coli DH10B avec une population de plasmides
issus de la banque génomique totale de Streptomyces sp. EF-14, 4 amplifier ces plasmides afin

de les hybrider avec la sonde KF-1 pour éliminer certaines populations de facon sélective.

Afin de sé€lectionner les populations plasmidiques ayant une séquence en ADN
homologue 2 la sonde KF-1 utilisée pour 1'hybridation, la souche DH10B a été transformée par
électroporation avec 245 ng du mélange de ligation des inserts d’ADN Bg/II avec le vecteur
pFD666 constituant la banque génomique Bg/Il de Streptomyces sp. EF-14 . Les cellules ainsi
transformées étaient divisées en 20 populations étalées sur le milieu solide LB + kan (50 pg/mi),
dans 20 boites de pétri. Aprés 18 heures d'incubation a 30°C, chaque population était récoltée
dans 3 ml de LB + kan (50 pg/ml) puis réincubée a 30°C une heure additionnelle, pour &tre
amplifiée. Les ADNs plasmidiques ont été extraits, digérés par l'enzyme de restriction Pstl
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choisie dans le SCM de pFD666, soumis a 1'électrophorese sur gel d'agarose 0,8% puis transférés
sur des membranes de nylon. Une hybridation a été effectuée avec la sonde KF-1 et les
populations ayant €mis un signal plus fort sur l'autoradiogramme ont €té sélectionnées. L'ADN
des populations choisies a été utilis€ pour électroporer les cellules compétentes et chaque
population a ét€ divisée en 7 sous populations qui ont été soumises aux mémes étapes
d'amplification, d'extraction d'ADN, de digestion , de transfert puis d'hybridation. A la derniére
étape de sélection, les clones de chaque sous population ont été analysés individuellement selon

les mé€mes étapes.

1.6 Identification et séquencage des fragments d'ADN des clones homologues i
Poligonucléotide KF-1

1.6.1 Identification de la région d'homologie des clones avec KF-1

Les clones ont ét€ digérés avec des enzymes de restriction, provenant de sources variées
(Pharmacia, Boehringer Mannheim et Biolabs), fragmentant I'ADN en plusieurs morceaux. Ces
fragments d’ ADN ont ét€ ensuite séparés par électrophorése sur gel d'agarose 0,8%, transférés
sur membrane de nylon puis hybridés avec la sonde KF-1. Les plus petits fragments d'ADN
donnant un signal étaient ainsi choisis pour I'étape subséquente. Certains fragments d'ADN
¢étaient identifi€s directement par la technique de SIB Selection expliquée ci-haut dans la section

1.5.2.
1.6.2 Production d’ADN sb
Les fragments d'ADN ayant une homologie avec la sonde ont été sous clonés dans les

plasmides pBluescript SKII* et SKII" qui possédent l'origine de réplication du phage helper. Les

cellules compétentes JIM109F' ont été €lectroporées avec les plasmides recombinants puis ont
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étalées sur du milieu LB+amp (125 pg/ml) et X-gal (50 pg/ml). Les pétris ont ét€ incubés a 30°C
pendant 48 heures et les colonies blanches ont été repiquées en milieu liquide pour étre infectées
avec le phage R408, selon le protocole du fournisseur (Promega), afin de récolter I'ADN sb. Une
légére modification a été apportée au protocole de production du simple brin de Promega: la
croissance des cellules infectées s'est effectuée a 30°C au lieu de 37°C comme c'est indiqué dans

le protocole.

1.6.3 Séquencage d'ADN

La séquence nucléotidique de I'ADN sb a été déterminée a l'aide du séquenceur
automatique ALF de Pharmacia. Les réactions de séquencage ont été effectuées en utilisant des
amorces fluorescentes et les produits de la trousse "Sequence kit" selon les instructions du
fournisseur (Pharmacia). L'amorce de séquencage universelle, un oligonucléotide s’hybridant 2
une séquence d’ ADN proche de la région a sites de clonage multiple de tous les vecteurs dérivés
du phage filamenteux M13, a été utilisée pour amorcer le séquengage de I'ADNSsb produit avec
le plasmide pBluescript SKII*. Pour amorcer le s€quencage de I'ADN sb produit avec pBluescript
SKII', c’est l'amorce inverse, un oligonucléotide s’hybridant 4 une séquence du promoteur du

gene lacZ des vecteurs dérivés du phage M13 qui a été utilisé.

1.7 Analyse informatique des séquences d'ADN

Pour analyser les phases de lecture ouverte dans une séquence codante, c'est le
programme "Frame" (gracieusement fourni par le Dr. F. Denis, IRCM, Montréal) qui a été
utilisé. Les séquences en acides aminés déduites ont été comparées i celles contenues dans les
bases de données SwissProt et GenBank (Altschul ez al (1990, 1997); Gish et States, (1993)).
Certaines des séquences d’ADN déterminées ont ét€ soumises au systtme d’analyse des

séquences de 'IRCM (Montréal), basé sur le programme informatique GCG développé a
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I’université de Wisconsin.

1.8 Transfert de la banque génomique de Streptomyces sp. EF-14 dans S. lividans TK-24

1.8.1 Transformation des protoplastes avec la banque amplifiée

Les cellules compétentes de E. coli DH10B électroporées avec I'ADN de la banque
génomique totale et incub€es environ 18 heures a 30°C ont €t€ récoltées puis amplifi€ées dans 100
ml de LB + kan (50 pg/ml) pendant une heure, afin d'extraire les ADNs plasmidiques constituant
toute la banque amplifi€e. Les protoplastes de S. lividans TK-24 ont été transformés selon la
technique de Hopwood et al (1985), avec 1,5 ug d'ADN de la banque plasmidique. La
régénération s'est effectuée sur le milieu R2YE pendant environ 20 heures puis 'agar de surface,
remplacé par de l'agarose 0.3%, contenu dans 50 mM de tampon acétate de sodium pH 5,5
additionn€ de pustulane (10 g/L) autoclavé, a été ajouté sur les cellules régénérées. Les pétris ont

été incubés environ 4 jours pour la sélection des clones d’intérét.

1.8.2 Transfert de pMH31 dans S. lividans TK-24

Le plasmide de pMH?31 amplifié, issu de E. coli DH10B, a ét€ transféré dans S. lividans
TK-24 de la méme facon que le transfert de la banque génomique totale Bg/II de Streptomyces
sp. EF-14, a la seule différence que I'agar de surface était constitué de 0,3% de TSA (Tryptic Soy
Agar).

1.9 Production de la 3-1.6-glucanase par les clones

E. coli DH10B contenant pMH31 a été inoculée dans 3 ml de TB + kan (50 pg/ml) et a

€té incubée environ 16 heures a 30°C. Le milieu de culture a été ensuite centrifugé et les cellules
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ont été resuspendues dans du tampon acétate de sodium 50 mM pHS,5. Les cellules soniquées
pendant 40 sec a 4°C a l'aide d'un sonicateur provenant de Quigley-Rochester inc., ont été
centrifugées pendant 5 min et le surnageant (100 pl) a été récolté pour le dosage de l'activité B-

1,6-glucanase selon la méthode de Nelson-Somogyi (Spiro, 1966).

Les protéines périplasmiques de la souche de E. coli contenant le plasmide pMH31 ont
été extraites selon un protocole modifi€ de Manoil et Beckwith (1986). Une culture de 10 ml de
cette souche en phase exponentielle a été€ centrifugée a 4°C pendant 5 min a 4000 X g. Les
cellules ont été€ resuspendues dans 600 ul de tampon de sphéroplastisation froid constitué€ de 100
mM tris-Cl pH 8,0; 0,5 mM EDTA; 0,5 mM de sucrose et 20 ug/ml de PMSF. Aprés un repos
de 5 min sur glace, le mélange a été centrifugé a nouveau pendant 5 min et les cellules ont été
récupérées et réchauffées a température de la piece. Des volumes de 600 ul d'eau froide et 30 pl
de MgCl, 20 mM y ont été€ ajoutés. La suspension ainsi obtenue a ét€ gardée une minute sur
glace avant d@tre centrifugée pendant 3 min. Le surnageant contenant les proteines
périplasmiques a €té€ récupére et concentré a l'aide du dispositif centricon-10 (Amicon, inc.). Le
produit de concentration (100 pl) a été utilisé pour le dosage des activités B-1,3- et B-1,6-

glucanases selon la méthode de Nelson-Somogyi (Spiro, 1966).

Chez les clones de S. lividans TK-24, I'essai de production de I'enzyme a été effectué
avec différents milieux. Des spores de S. lividans TK-24(pMH31) ont été inoculés dans 25 ml
de chacun des miliecux MBSM- amidon et MPA-pustulane supplémentés de kanamycine (50
pg/ml) puis incubés pendant 96 heures a 30°C. Les spores de S. lividans TK-24(clol) et S.
lividans TK-24(pFD666) ont €galement ét€ incubés a 30°C pendant 96 heures dans les milieux
CU, PU et AM décrits plus haut dans la section 1.2.5. Pour les 3 clones, aprés 24, 48, 72 et 96
heures, le milieu de croissance a été€ prélevé a raison de 1 ml puis centrifugé 5 min et le

surnageant a été conservé pour effectuer le dosage de I’activité B-1,6-glucanase.
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1.10 Détermination des sucres réducteurs selon la méthode de Nelson-Somogyi

L'activité f3-1,5-glucanase des surnageants de culture a €té mesurée en estimant la
quantité de sucres réducteurs produits pendant la réaction enzyme-substrat. Le substrat utilisé
a cet effet était le pustulane (2,5 mg/ml). La méthode utilisée pour déterminer la quantité de
sucres réducteurs a été celle de Nelson-Somogyi (Spiro, 1966). La réaction était faite dans un
volume total de 500 pl contenant 20, 30, 40 cu 100 pl de surnageant de culture avec
respectivement 480, 470, 460 ou 400 ul de pustulane (2,5 mg/ml dans 50 mM de tampon acétate
de sodium au pH optimal de 5,5). Le mélange réactionnel a été€ incubé pendant 10 min a la
température optimale de 50°C (Fayad, 1997). Un volume de 500 pl de réactif CA (cuivre alcalin)
a ensuite €té ajouté. Ce qui arrétait la réaction enzymatique. Les tubes contenant le mélange
réactionnel ont €&té bouillis pendant 15 min puis refroidis. 500 pl de réactif AM
(arsenomolybdique) et 4,5 ml d'eau ont été ajoutés comme c'est décrit dans le protocole de
dosage de sucres réducteurs. La lecture spectrophotométrique des échantillons a été effectuée a
520 nm. La composition des réactifs CA et AM a ét€ décrite par Spiro (1966). Des échantillons
de référence contenant du tampon acétate de sodium a la place du surnageant de culture étaient
préparés en paralléle avec les tubes de réaction. Pour doser I’activité (-1,3-glucanase, le

pustulane était remplacé par la laminarine (2,5 mg/ml).

Pour calculer I'activit€ enzymatique, la quantité de sucres réducteurs dosée dans les
échantillons de référence était soustraite de celle du mélange réactionnel contenant le surnageant
de culture. Une unité d'activité B-glucanase correspond a la quantité d'enzyme requise pour
libérer I'équivalent de 1 umole de sucres réducteurs pendant une minute dans les conditions de

réaction spécifi€es ci-haut.

1.11 Détermination des sucres réducteurs a I’aide du réactif PAHBAH
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Pour mesurer la quantité de sucres réducteurs libérés par la 3-1,6-glucanase purifiée chez
Streptomyces sp. EF-14, c'est le protocole modifi€é de Schep et al (1984) et Lever (1973), se
servant du réactif PAHBAH qui a été utilisé. Cette méthode de dosage était huit fois plus
sensible que celle de Nelson-Somogyi décrite ci-haut dans la section 1.10 (Fayad, 1997). En fait,
le réactif PAHBAH (0,5%) a été constitué en mélangeant S ml de chacun des solutions suivantes:
IM Na,S0;; 0,2M CaCl,; 0,5M citrate trisodique et 5SM NaOH, et le volume a été ajusté a 100
mi avec de l'eau distillée. 0,5 g de PAHBAH (Sigma) a été€ dilué dans ce mélange préparé
immédiatement avant le dosage. Pour effectuer le dosage, SO pl de mélange réactionnel d’un
temps d'incubation précis ont €t€ ajoutés a 450 pul de tampon sodium acétate 50 mM pH 5,5 et
a 1 ml de réactif PAHBAH (0,5%). Les tubes réactionnels et les tubes de référence qui ont été
préparés de la méme fagcon mais en remplagant le mélange réactionnel par du pustulane (2,5
mg/ml), ont ét€ placés 10 min dans de l'eau bouillante puis refroidis sur glace. La densité optique
a été ensuite lue 4 420 nm. Le calcul de la quantité de sucres réducteurs libérés a été effectué en

fonction d’une courbe standard établie avec du glucose.

1.12 Produits d'hydrolyse de différents substrats par la 3-1,6-glucanase purifiée chez

Streptomyces sp. EF-14

La -1,6-glucanase provenant de Streptomyces sp. EF-14, purifiée dans notre laboratoire,
a été utilisée a raison de 7,5 mU pour des digestions partielles de différents substrats tels que:
le pustulane, la laminarine et le gentiobiose, afin de doser I'activité enzymatique et analyser les

produits d'hydrolyse par chromatographie sur couche mince (CCM).

1.12.1 Digestion des différents substrats

Une digestion partielle du pustulane (2,5 mg/ml) par la B-1,6-glucanase a été effectuée
pendant une heure a 50°C, dans 50 mM de tampon acétate de sodium pH 5,5. A différents temps
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d'incubation: 5 min, 20 min et 60 min, 50 ul du mélange réactionnel sur un volume total de 2 ml
a été prélevé pour mesurer la quantité de sucres réducteurs produits en utilisant le réactif
PAHBAH (0,5%). Le reste de mélange réactionnel a été bouilli pendant 10 min pour dénaturer

I'enzyme afin d’analyser par CCM les produits générés lors de 'hydrolyse.

La laminarine (2,5 mg/ml) a ét€ digérée en paralléle avec le pustulane (2,5 mg/ml) dans
un volume de 1 ml contenant 10 ul de B-1,6-glucanase (diluée 1/10) et 990 ul de substrat dans
du tampon acétate de sodium 10 mM pHS5,5, concentration permettant de diminuer I'effet des sels
sur la migration en réalisant la chromatographie sur couche mince. L'incubation s'est effectuée
a 50°C pendant 17 heures et 500 pul du mélange réactionnel a ét€ dosé selon la méthode de

Nelson-Somogyi. Le reste d'hydrolysat a été gardé pour le CCM.

Le dernier substrat utilisé a été le gentiobiose a raison de 1 mg/ml dans le méme tampon
que précédemment et les temps d'incubation étaient de 24, 48 et 72 heures. Seulement 10 pl de
mélange réactionnel a €t€ dosé€ par la méthode utilisant le réactif PAHBAH 0,5%. Une CCM des
hydrolysats a été effectuée.

1.12.2 Chromatographie sur couche mince des produits de digestion

Les produits de digestion du pustulane, de la laminarine et du gentiobiose par la (3-1,6-
glucanase ont été déposés a raison de 25 a 30 pl sur une plaque de silice (Silica gel-G Whatman)
pour la chromatographie. Les standards utilisés étaient le glucose (4 mg/ml) et le gentiobiose (4
mg/ml) dont 5 pl ont ét€ déposés sur la plaque de silice. Le solvant de migration utilisé€ était
composé de n-butanol, d'éthanol et d'eau dans les proportions (5:3:2). Aprés la migration, la
plaque a été séchée puis trempée dans une solution de révélation contenant de 1'éthanol, de
l'acide sulfurique et de I'anisaldéhyde (9:0,5:0,5) comme décrite par Stahl et Kaltenbach (1961).

Une fois seéche, elle a ensuite ét€ chauffée a 90°C jusqu’a apparition des taches (environ 10 min).
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CHAPITRE 2

RESULTATS

2.1 Digestion du génome de Streptomyces sp. EF-14 et hybridation avec KF-1 et KF-2

L'ADN génomique de Streptomyces sp. EF-14 digéré avec différentes enzymes de
restriction a été€ transféré sur membrane de nylon avant d’étre hybridé avec chacune des sondes
KF-1 et KF-2 (voir Matériel et méthodes). Les deux sondes donnant des résultats d'hybridation
trés semblables, seuls ceux obtenus avec la sonde KF-1 sont représentés i la figure 1. Pour
chaque enzyme de restriction utilisée, le puits équivalent montre plusieurs signaux, diis 2
I’hétérogénéité de la sonde qui était composée d’un mélange de 8 séquences nucléotidiques
différentes. Parmi les enzymes de restriction utilisées, nous avons retenu Bg/II (puits 2, fig. 1)
pour la construction de la banque génomique totale de Streptomyces sp. EF-14 dans E. coli
DHI10B. En effet, Bg/II a donné des signaux avec des fragments d'ADN génomique de taille
moyenne d’environ 12,5 Kb. D’autre part, 'enzyme de restriction BamHI a également donné des
fragments d'ADN de taille moyenne de 12,5 Kb mais par contre avec beaucoup de signaux au
niveau des petits fragments d’ADN de 3 4 4 Kb avec la sonde KF-1 (résultats non montrés).
Cette enzyme a été choisie pour construire la banque génomique partielle de Strepromyces sp.
EF-14 dans E. coli XLI-Blue MRF'.

2.2 Construction des banques génomiques BamHI et BglII de EF-14

La banque génomique partielle de EF-14 a €té construite avec le plasmide pUC119. Des
fragments d'ADN de Streptomyces sp. EF-14 (5 2 20 Kb) extraits du gel d'agarose 0,8% ont été
ligués au plasmide pUC119 coupé par BamHI dans un rapport molaire de 3:1 (insert:vecteur).
En utilisant le systtme de détection de colonies bleues versus les colonies blanches, 7000
transformants blancs ont €t€ obtenus avec 6700 recombinants (dont les plasmides portaient un

insert) et 300 transformants (avec des plasmides ne portant aucun insert). Pour la banque totale,



Fig.1. Hybridation de I'ADN génomique de EF-14 digéré par différentes enzymes de
restriction avec l'oligonucléotide KF-1 marqué au **P. Puits1: ADN génomique
non digéré; 2: Scal; 3: Bglll; 4: Notl; 5: Pstl; 6: Pvull; 7: Mlul; 8: Nrull.
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la ligation (dans le rapport 3:1) des fragments d'ADN Bg!II de taille moyenne de 12,5 Kb avec
le plasmide pFD666 digéré par BamHI a généré 14700 recombinants qui représentaient le

génome de Streptomyces sp. EF-14 4 99,9% (annexe 1).

2.3 Criblage des clones positifs

2.3.1 Détection phénotypique

La banque génomique partielle dans E. coli XLI-Blue a été étalé€e sur le milieu solide T-
PUST (6 g/L de TSB + 10 g/L de pustulane) dans des boites de pétri pour tester la capacité des
recombinants & dégrader le pustulane. Aprés une semaine d’incubation a 37°C, aucune colonie
n’a produit une zone de dégradation autour d'elle. Les 14700 recombinants de la banque totale
ont permis sur le méme milieu, la détection de 3 clones préliminaires entourés d’une zone claire
visible a l'oeil nu. Apreés l'extraction de I'ADN plasmidique de ces clones et une analyse plus
approfondie, un seul clone s'est avéré étre positif: le clone pMH31, dérivé du vecteur pFD666.
La colonie de E. coli DH10B portant ce plasmide, DH10B(pMH31), a ét€ repiquée sur le milieu
minimum M9 solide contenant uniquement du pustulane comme source de carbone (milieu M9-
PUST) afin de confirmer l'activité B-1,6-glucanase. La figure 2 montre 1’expression du plasmide
pMH31 transformé dans E. coli DH10B qui était repiquée sur le milieu M9-PUST. La zone
claire produite autour de la colonie DH10B(pMIH31) sur les pétris 1 et 2 est due a la dégradation
du pustulane apres 3 jours d'incubation & 30°C. Le témoin, E. coli DH10B(pFD666) ne dégradait

pas le pustulane.

De plus, E. coli DH10B(pMH31) a ét€ stri€ée sur des milieux minimum M9 (Promega)
contenant différentes sources de carbone telles que la cellulose (0,4% (p/v)), la laminarine (0,4%
(p/v)) et le pustulane (1% (p/v)); le demnier milieu constituant le milieu M9-PUST. Les résultats

obtenus sur la dégradation des différents substrats ont été relevés apres 3 jours d'incubation des
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Fig. 2.

(1) | 2

Expression de la (-1,6-glucanase par E. coli DH10B transformée avec le
plasmide pMH31. Une zone dhydrolyse claire indiquant l'activité B-1,6-
glucanase est évidente autour de la colonie repiquée sur le milieu minimum M9
contenant du pustulane et de la kanamycine. Les témoins DH10B(pFD666),
indiqués par une fléche, ne dégradaient pas le pustulane. A gauche, Ie pétri (1)
contient le milieu M9-PUST opacifi€ alors qu’a droite, le pétri (2) a été coloré
au rouge congo 0,2% .

31



pétris a 30°C. Le tableau IIl illustre les différentes activités enzymatiques du clone
DHI10B(pMH31). La souche DH10B portant le plasmide pFD666 a servi de témoin négatif pour
ce test. Nous avons noté 1’absence de zone de dégradation autour de ce transformant sur tous les
milieux test€s. Cependant, DH10B(pMH31) crée autour d'elle une zone de dégradation visible
sur les milieux contenant la laminarine et le pustulane, aprés une coloration au rouge congo
0,2%. Par contre, aucune zone de dégradation n'était observée sur le milieu contenant la
cellulose. La conclusion tirée de ces résultats est que le clone DH10B(pMH?31) posséde i la fois

les activités B-1,3- et B-1,6-glucanases mais aucune activité -1,4-glucanase.

DHI10B(pMH31) a ét€ également striée sur deux autres milieux: le milieu minimum M9
contenant 1% de pustulane comme source de carbone mais l'agarose avait été remplacée par de
I'agar et un milieu faiblement riche, contenant 0,6% (p/v) de TSB, 1% (p/v) de pustulane et 1,5%
(p/v) d’agarose. Sur le premier milieu, il n’y avait qu’une faible dégradation de pustulane
comparé au milieu M9-PUST et sur le deuxiéme milieu il n'y avait pas de dégradation. Sur ces

deux milieux, le témoin négatif ne produisait aucune zone de dégradation (tableau III).

2.3.2 Traitement a la coumermycine A,

Dans l'optique de vérifier que c'est bien le plasmide pMH31 qui était impliqué dans la
dégradation du pustulane du milieu M9-PUST mais non pas la souche DH10B elle-méme, des
traitements de DH10B(pMH?31) a la coumermycine A, (1 ug/ml, 2 pg/ml, 5 pg/ml et 10 pg/ml)
ont ét€ effectués. Selon Samuels ez al (1994), la coumermycine A, est un antibiotique de la
famille des agents antimicrobiens a base de coumarine. Elle interagit avec la sous-unité B de la
gyrase, une topoisomérase de type II de I’ ADN procaryotique qui introduit un surenroulement
négatif de I’ADN, en cassant transitoirement les deux brins d’ADN de I’hélice et en utilisant
I’hydrolyse de I’ ATP pour passer une portion de la molécule d’ADN & travers la cassure du

double brin. Lors d’un traitement 4 la coumermycine A,, cette derniére se lie & la gyrase et
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Tableau IIl:  Expression des B-glucanases par le clone DH10B(pMH31) sur des milieux
solides contenant différentes sources de carbone et 1,5% d'agarose ou d'agar. Le
transformant DH10B(pFD666) a servi de témoin négatif et ne dégradait aucun
des ces milieux. Le signe (+) signifie qu'il y a une zone de dégradation et le signe
(-) témoigne de l'absence de cette zone. Plus il y a de signes (+), plus le diamétre
de cette zone est important.

Milieux DH10B(pMH31) DH10B(pFD666)
MO9-pustulane + agarose e o o - II
MO9-laminarine + agarose +i+ - Jl
MO9-cellulose + agarose - - JI
M9-pustulane + agar ++ - jl
TSB + pustulane + agarose - - II
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inhibe son activité ATPase selon un mécanisme non compétitif. Ce qui stabilise la protéine et
diminue fortement son affinit€ pour 'ATP (Maxwell, 1993). Ainsi, les molécules d’ADN
circulaire se trouvent relaxées et les fonctions d’ADN telles la réplication, la transcription et
certains types de recombinaison sont affectées. Par ailleurs, selon Contreras et Maxwell (1992)
et Del Castillo et al (1991), des mutations localisées dans le domaine N-terminal de la gyrase B
confére une résistance a la coumermycine A, Chez E. coli, c’est la mutation du résidu Arg-136
dans le domaine N-terminal de la gyrase qui est responsable de la résistance des souches a la
coumermycine A, . Nos résultats sont en accord avec ces hypothéses puisqu’aprés environ 18
heures de croissance de la souche DH10B(pMH31) traitée a la coumermycine A, (5 pg/ml) a
37°C, une extraction plasmidique effectuée sur cette souche a confirmé la perte du plasmide
pMH31. La striation de cette souche dépourvue du plasmide pMH31 sur le milieu M9-PUST ne

montrait alors aucune zone de dégradation du pustulane.

2.3.3 Criblage par hybridation avec KF-1

La deuxi¢éme méthode de criblage était I'hybridation avec la sonde KF-1 utilisant la
technique "SIB selection”. Cette technique a ét€ utilisée pour la détection des clones ayant une
séquence homologue a la sonde KF-1 (5-GCSCAGGTSTGGGTSAC-3'). De la banque
génomique totale Bglll, 24900 recombinants ont été divisés en 20 populations plasmidiques, de
A a T suivant l'ordre alphabétique et contenant chacune environ 1250 colonies. La figure 3
reproduit la procédure de sélection qui a été utilisée. Toutes les populations ont été digérées avec
I'enzyme Pstl pour lin€ariser le plasmide recombinant ou pour couper l'insert en plusieurs
fragments. La figure 4 montre I’hybridation des populations plasmidiques de A a T avec la
sonde KF-1. Ce qui a permis la sélection des populations F, H, S et Q montrant des signaux plus
prononcés parmi les 20 populations analysées. Les signaux conservés chez toutes les populations
au niveau du fragment de 5,25 Kb provenaient de la concentration trés élevée du vecteur

pFD666. Ces signaux ont été€ considérés comme un bruit de fond sur l'autoradiogramme. Les
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24900 recombinants de E. coli DH10B provenant
de la banque BglH de Streptomyces sp. EF-14

l

Division en 20 populations (A 4 T)
d'environ 1250 colonies
Amplification de chaque population
Extraction des ADNs plasmidiques et digestion avec PszI
Séparation sur gel d'agarose et buvardage
Hybridation avec la sonde KF-1

l

Sélection des populations F, H, Qet S
Division de chacune en 7 sous-populations
d'environ 200 a 300 colonies
Extraction des ADNs plasmidiques
Digestion Pstl, séparation sur gel
Transfert sur nylon et hybridation avec KF-1

!

Sélection des sous-populations H3, HS, Q3, S2 et S4
Amplification de 30 colonies pour chaque sous-population
Extraction des ADNs plasmidiques et digestion Pstl
Séparation sur gel, transfert et hybridation avec KF-1

3 clones positifs sé€lectionnés:
HS5(26), Q3(16) et S4(13)

Fig. 3. Stratégie de criblage de la banque totale Bg/II de Streptomyces sp. EF-14 par
hybridation avec la sonde KF-1. La banque contenait 24900 recombinants qui ont
été divisés en 20 populations initiales désignées par les lettres de l'alphabet de A
aT.
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pFD666—
(5.25 Kb)

Fig. 4. Hybridation des populations plasmidiques de A a T, provenant de la banque
génomique de EF-14, avec la sonde KF-1. L'ADN de chaque population a été
extrait a partir d'environ 1245 colonies puis a été digéré par l'enzyme de
restriction PstI avant le buvardage. L’analyse de I’ autoradiogramme a permis de
retenir les populations F, H, Q et S pour les étapes subséquentes.
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quatre populations choisies ont été€ divisé€es chacune en 7 sous-populations d'environ 200 a 300
colonies puis les étapes ont été suivies comme décrit par la figure 3. La figure 5 montre les
résultats d’hybridation des populations plasmidiques F, H, S et Q divisées chacune en 7 sous-
populations, avec la sonde KF-1. Cinq sous-populations H3, H5, Q3, S2 et S4 ont donné des
signaux avec des patrons différents et ont été€ retenues pour sélectionner les clones positifs.
Finalement, 30 colonies de chaque sous-population ont été analysées individuellement. La figure
6 montre les clones H5(26), Q3(16) et S4(13) qui ont hybridé avec la sonde KF-1. Le clone
H5(26) donnait un signal plus fort que Q3(16) et S4(13). La taille de I’insert du clone H5(26)
estd'environ 2,75 Kb. Le fragment le plus petit de ce clone donnant un signal avec la sonde KF-
1 s’élevait a 0,780 Kb et présentait des extrémités Xhol. Les clones S4(13) et Q3(16) ont
respectivement un insert d'environ 0,880 Kb et 10,75 Kb qui émettaient un signal avec la sonde

KF-1 (fig.6).

2.4 Carte de restriction de pMH31

Le clone pMH31 a une taille d'environ 13,8 Kb avec un insert de 8,55 Kb au site BamHI
du vecteur navette pFD666 (5,25 Kb). L'insert posséde des extrémités Bg/Il et aucun site Bg/Il
interne. La carte de restriction du clone est représentée a la figure 7A. Certains sites comme Smal
et Sacll sont représentés plusieurs fois dans I'insert et les enzymes de restriction telles que
BamHI, Bglll et Pstl ne coupent pas dans I’insert. Pour localiser la région homologue i la sonde
KF-1, le clone pMH31 a été digéré par différentes enzymes de restriction puis les fragments ont
été séparés sur gel d'agarose 0,8% (fig. 8A). Apres le transfert de 'ADN sur une membrane de
nylon et I'hybridation avec la sonde hétérogéne KF-1, nous avons remarqué a la figure 8B que
pour chaque digestion donnant plusieurs fragments d'ADN, un seul de ceux-ci a donné un signal
sauf dans le puits 5 ol il y a eu deux signaux différents émis. En conclusion, la région
homologue a la sonde KF-1 a été€ localisée sur un petit fragment d’environ 1,6 Kb, bordé de sites
Smal, et localisé lui-méme sur le fragment d'ADN de 2,9 Kb aux extrémités Notl- Scal (fig. 7B).
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pFD666 —
(5,25 Kb)

pFD666 —
(5,25 Kb)

Fig. 5.

Q (S)

Hybridation des populations plasmidiques F, H, Q et S, divisées chacune en 7
sous-populations, avec la sonde KF-1. L'ADN extrait & partir de 200 a 300
colonies a été€ digéré par l'enzyme de restriction PstI avant d'étre transféré sur
membrane de nylon pour I'hybridation avec la sonde KF-1. H3, HS, Q3, S2 et S4
ont été retenues pour I'étape suivante.
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8,14 —
525 —

10,18— - < 10Kb

1,02 —»

SRR RV R VR TR R

1,02 —

(A) (B)

Fig. 6. Analyse des clones HS5(26), Q3(16) et S4(13) dont I'ADN provient
respectivement des colonies uniques des sous-populations HS, Q3 et S4.

A: Profil €lectrophorétique des ADNs plasmidiques digérés par I’enzyme de
restriction Pstl.

B: Buvardage et hybridation avec la sonde KF-1; exposition 4 un film
sensible pendant 48 heures & -70°C.
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(A)

pMH31 (13,8 Eb)

insert
B/Bg B/Bg

2

(B)
Fragmentde 2,9 Kb
1,6Eb
NSm Sm Sc
Fig. 7. Carte de restriction du clone pMH31.

A: Le vecteur pFD666 de 5,25 Kb (trait fin) et I'insert de 8,5 Kb (trait épais)
sont représentés avec différents sites de restriction.

B: Carte partielle du fragment Notl-Scal de 2,9 Kb de pMH31, le fragment
Smal de 1,6 Kb en trait épais correspond a la région homologue 4 la
sonde KF-1.

B: BamHI; Bg: Bglll; N: Notl; Sa: Sacll; Sc: Scal; Sm: Smal;, Sp: Sphl.
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12 3 45 6 7 8

12,21 Kb —
5,09 Kb —

3,05Kb—

1,02Kb—

0,5Kb —

(A) B)

Fig. 8. Identification du fragment d’ADN du clone pMH31, homologue a la sonde KF-1.

A: Profil électrophorétique du clone pMH31 digéré par différentes enzymes
de restriction. Puits 1 et 8: marqueur du poids moléculaire, 1 Kb ladder;
2: Sphl; 3: Sphl+Notl; 4: SphI+Notl+Scal; 5: Notl; 6: Ncol; 7: Asnl.

B: Hybridation a la Southern des fragments d'ADN du clone pMH31
résultant de différentes digestions enzymatiques. La sonde KF-1 utilisée
a été marquée au *P et 'exposition au film sensible s’est effectuée a -
70°C pendant 24 heures. Les signaux sur l’autoradiogramme sont
indiqués par des fléches.
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2.5 Séquencage des fragments d'ADN homologues i la sonde KF-1

Les fragments d'ADN homologues a la sonde KF-1 provenant des clones H5(26) et
S4(13) sélectionnés par "SIB selection" ainsi que les fragments Sac [I-Not I de 1,7 Kb et Sma I-
Sma 1 de 1,6 Kb provenant du clone pMH31 (fig. 7) ont été sous-clonés dans les plasmides
pBluescript SKII* et SKII' pour la production des brins d'ADN complémentaires de chaque
fragment. Ceci avait pour but de faciliter le séquengage des fragments d'ADN sur chacun des
brins opposé€s, en utilisant 'amorce universelle pour le brin produit avec le plasmide SKII* et
I'amorce inverse pour le brin produit avec le plasmide SKIT, afin de retrouver la séquence

nucléotidique qui hybridait avec I’oligonucléotide KF-1

La figure 9 montre une partie de la séquence nucléotidique du fragment de 0,780 Kb du
clone H5(26). Sur ce fragiment, 658 nucléotides ont €té sé€quencés et la région d’homologie avec
la sonde KF-1 a été localisée. Les 13 bases soulignées (5'...GTGGGTGTGGACG...3") sont celles
qui hybridaient avec I’oligonucléotide KF-1 (5'-GCSCAGGTSTGGGTSAC-3"), le S dans la

séquence remplagant un mucléotide G ou C (fig. 9). A I’aide du programme FRAME exploité
couramment pour identifier les séquences codantes des génes chez les streptomycétes (Bibb et
al, 1984), une phase de decture ouverte (ORF) incompléte de 208 acides aminés (cadran de
lecture -3) a été localisée (fig. 10). Sur cette figure, nous avons localisé une erreur de
séquencage, dans la régiom allant de la base 460 4 la base 560. Cette erreur est survenue lors de
la détermination de la séquence d’ ADN ce qui a causé un changement de cadre de lecture et par
conséquent un patron irxégulier des trois courbes de pourcentage en G+C aux différentes
positions du codon. Ainsi, la séquence nucléotidique de H5(26) a la figure 9 a été analysée
directement sur le séquenceur automatique. En suivant 1’ordre des bases représenté par une
succession de pics d’émission de couleur équivalent 4 chacune des bases A, C, G et T détectées
par un photomultiplicateur, nous avons noté€ qu’il y a eu un ajout de G (en gras) a la position 346

suivi d’une omission de G entre les bases 438 et 439 (fig. 9). Aprés avoir corrigé ces erreurs, une
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5¢'—-—-—-Xhol

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601

Fig. 9.

CTCGAGGGCCCCTGCAGGTCGCGACTCTAGAGGATCTCCTCGATGCGCGCGGCGAGGGCG
TCACCGCCGCCGGAGACCCGGTACAGGCCGGAGAGGGTCGCGGCCTTGAAGCCGGGCATG
TCGCCGTCGGCGTTCGATGTGGATGAGCTTGGCCAGC TCGTCGTTGTCGATCACCGGGAAG
GGCAGGGTGACCGAGCGGCAGGAGGCGGCCGTCGGCTCCAGCAGGTTGCCCTCCGGGCCC
AGCGACGAGCGCAGGGAGGTGACCAGTTCCTCGCGGATGGCGEGTCCAGCGGCGGGTTGGTG
ACCTGCGCGAAGAGCTGGGTGAAGTAGTCGAAGAGCAGCCGGGGGGCGCTCGGAGAGGGC
CGCGATCGGGGAGTCCGTGCCCATGGAGCCGATCGGCTCGGCGCCGGCGCGGGCCATCGG
CGCGAGGATGACGCGCACTCTTCCTCGGTGTAGCCGAAGGTCTGCTGGCGGCGGGTGACC
GAGGCGTGGGTGTCGCGACCGATGTGCTCGCGCTCGGGCAGGTCGACCAGCTCGATCTCGCCG
GCCTCCAGCCATTCGGCGTACGGCTTCTCGGCGGCGAGGGACGCCTTGAGCTCGTCGTCC

TCGATGATGCGGTGCTCGGCGGTGTCGACGAGGAACATCCGGCCGGGCTGGAGACGGG-3 !

Séquence nucléotidique du fragment de 0,780 kb du clone HS5(26). Les
nucléotides soulignés sont ceux qui hybridaient avec la sonde KF-1 et ceux en
gras sont les nucléotides ajoutés (position 346) ou omis (entre les positions 438
et 439) lors de la lecture de séquence par le séquenceur. La séquence
nucléotidique est numérotée a partir de I’extrémité 5' au site Xhol du fragment
cloné dans le plasmide pBluescript SKII*.
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Fig. 10. Analyse informatique de la séquence nucléotidique du fragment XholI-Xhol de
0,780 Kb du clone H5(26) a I’aide du programme FRAME. Le pourcentage de
guanine et de cytosine retrouvé aux différentes positions (1, 2 et 3) de chaque
codon est indiqué en ordonnée et le nombre de bases en abscisse. Les cadres d=
lecture (1+/-), (2+/-) et (3+/-) en abscisse sont associ€s au pourcentage en G+C
aux positions équivalentes. Les t€tes de fleche (<) indiquent le codon d’initiation
de traduction et son orientation de gauche 2 droite et (>) de droite a gauche. Les
barres verticales indiquent le codon stop.



séquence nucléotidique hypothétique a été établie puis analysée (fig.11). La comparaison de la
séquence en acides aminés (ORF208) déduite de cette séquence nucléotidique avec celles des
bases de données Swissprot et GenBank a révélé une homologie significative de I’ORF 208 avec
Ia glutamate synthase ferredoxine-dépendante de Mycobacterium tuberculosis ( Cole et al,
1998), de Synechocystis sp. PCC6803 (Navarro et al, 1995) et Bacillus subtilis (Bohannon et
Sonenshein, 1989). Le pourcentage d’identité entre les s€équences en acides aminés de I’ORF 208
du clone H5(26) et la glutamate synthase ferredoxine-dépendante était de 57% sur 208 a.a. pour
M. tuberculosis, de 48% sur 208 a.a. pour Cynechocystis sp. PCC6803 et 47% sur 171 a.a. pour
B. subtilis. Un alignement de séquence en acides aminés de I’ORF 208 et de la glutamate

synthase ferredoxine-dépendante de M. ruberculosis est illustré i la figure 12.

La séquence nucléotidique et en acides amin€és du fragment d’ADN de 0,880 Kb du clone
S4(13) homologue a la sonde KF-1 est représentée a la figure 13. Elle débute au site de
restriction Nofl et se termine avec le site Xbal. Dans cette séquence, 2 deux endroits différents,
7 bases (soulignées dans la séquence nucléotidique) hybridaient avec I’oligonucléotide KF-1 (fig.
13). Ce qui aurait produit le faible signal sur 1’autoradiogramme (fig.6B). L analyse de cette
séquence nucléotidique a I’aide du programme FRAME (résultat non montré) a permis de
localiser une phase de lecture ouverte incompléte de 176 acides aminés dans le cadran de lecture
+1. En comparant cette séquence en acides aminés avec celles des bases de données Swissprot,
nous avons trouvé que I’ORF 176 avait une forte homologie avec I’histidine kinase provenant
de plusieurs organismes parmi lesquels nous citons Borrelia burgdorferi (Old et al, 1997) avec
un pourcentage d’identité de 39% sur 61 a.a., 41% sur 55 a.a. avec celle de Pseudomonas putida
(Ditty et al, 1998) et 35% sur 68 a.a. avec celle de Rhizobium etli (Tawari et al, 1996). Un
alignement de séquence en a.a. de I’ORF 176 et celle de I’histidine kinase de R. meliloti est

représenté a la figure 14.

La digestion du clone pMH31 avec plusieurs enzymes de restriction et 1’hybridation des
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63

123

183

243

303

363

423

483

543

603

CGTCTCCAGCCCGGCCGGATGTTCCTCGTCGACACCGCCGAGCACCGCATCATCGAGGAC
R L Q P G R M F L V. D T A E H R I I E D

GACGAGCTCAAGGCGTCCCTCGCCGCCGAGAAGCCGTACGCCGAATGGCTGGAGGCCGGC
D E L K A s L A A E K P Y A E W L E A G

GAGATCGAGCTGGTCGACCTGCCCGAGCGCGAGCACATCGTCCACACCCACGCCTCGGTC
E I E L v DL P EREHTI V HTHA S V

ACCCGCCGCCAGCAGACCTTCGGCTACACCGAGGAAGACGTGCGCGTCATCCTCGCGCCG
T R R Q Q T F G Y T E E D V R V I L A P

ATGGCCCGCGCCGGCGCCGAGCCGATCGGCTCCATGGGCACGGACTCCCCGATCGCGGCC
M A R A G A E P I G S M G T D S P I A A

CTCTCCGAGCGCCCCCGGCTGCTCTTCGACTACTTCACCCAGCTCTTCGCGCAGGTCACC
L S E R P R L L F DY F T Q L F A Q VvV T

AACCCGCCGCTGGACGCCATCCGCGAGGAACTGGTCACCTCCCTGCGCTCGTCGCTGGGC
N P P L D A I R E EL V T S L R S S L G

CCGGAGGGCAACCTGCTGGAGCCGACGGCCGCCTCCTGCCGCTCGGTCACCCTGCCCTTC
P E G N L L E P T A A S C R S V T L P F

CCGGTGATCGACAACGACGAGCTGGCCAAGCTCATCCACATCAACGCCGACGGCGACATG
P Vv I P N D E L A KL I H I N A D G D M

CCCGGCTTCAAGGCCGCGACCCTCTCCGGCCTGTACCGGGTCTCCGGCGGCGGTGACGCC
P G F K A A T UL S G L Y R V S G G G D Aa

CTCGCCGCGCGCATCGAGGAGATCCTCTAGAGTCGCGACCTGCAGGGGCCCTCGAG
L A A R I E E I L *

Fig. 11. Séquence nucléotidique hypothétique (658 bases) et en acides aminés (cadran de

lecture-3) du fragment de 0,780 Kb du clone HS5(26). Cette séquence
(complémentaire inverse de celle représentée 2 la fig. 9) est numérotée a partir
de I'extrémité 5' au troisiéme nucléotide et finit par un site Xhol 2 I’extrémité 3'.
L’astérisque représente un codon stop.
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1 RLOPGRMFLVDTAEHRITEDDELKXASLAAFKPYAEWLEAGEIELVDLPEREHIVHTHASV 60
RLOPGRMFLVDTA+ RI+ D+E+KA LAAE PY EWL+ G + L +LPE + + H +
29864 RLOPGRMFLVDTAQGRIVSDEEIKADLAAEHPYQEWLDNGLVPLDELPEGKDVRMPHHRI 29685

61 TRRQOTFGYTEEDVRVILAPMARAGAEPTIGSMGTDSPIAALSERPRLLFDYFTQLFAQVT 120
RQ FGYT E++ +++APMAR GAEPIGSMGTD+P+A LS+RPR+L+DYF QLFAQVT
29684 VMRQLAFGYTYEELNLLVAPMARL.GAEPIGSMGTDTPVAVLSQRPRMLYDYFHQLFAQVT 29505

121 NPPLDATREELVTSLRSSLGPEGNLLEPTAASCRSVTLPFPVIDNDELAKLIHIN-~---A 176
NPPLDATIREE+VTSL+ + G E +LL P SC + LP P++ N ELAKL+ ++
23504 NPPLDAIREEVVTSLQGTTGGERDLLNPDQNSCHQIVLPQPILRNHELAKLVSLDENDKV 29325

177 DGDMPGFKAATLSGLYRVSGGGDALAARTIEETI 208
+G G ++ + LYRVS GG L2AA +EE+
29324 NGRPHGLRSKVIRCLYRVSEGGAGLAAALEEV 29229

Fig. 12. Analyse comparative de la séquence en acides aminés de I’ORF 208 (séquence
du haut), du 1* a.a. au 208° a.a., avec celle de la glutamate synthase ferredoxine-
dépendante de Mycobacterium tuberculosis (séquence du bas) entre les
nucléotides 29229 et 29864. La séquence du milieu indique les acides aminés
identiques aux deux séquences comparées, le signe + indiquant les acides aminés
similaires et les espaces vides les acides aminés différents.
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GGCCGCAGTACTGGATCTCCCCGCACTTCCTCTACAACTCGCTCGCGGCGATCGCGTCCT
G R S T G S P R T S s T T R S R R 8 R P

TCGTCCGCACCGACCCCGAGCGGGCCCGGGACCTGCTGCTGGAGTTCGCCGACTTCGCCC
S S AP T P S G P G T C C W S S P T S P

GCTACTCGTTCCGCCGGCACGGAGGTTCACCACCCTGGCCGAGGAGCTGCGTCCATCGAG
A T R S A G T E V HH P G R G A A S I E

CAGTTCCTGGAGCTGGTCCGCGCCCGGETTCGGGCCGCGCCTGGAGGTGACCTTGCGGATC
Q F L E L V R A R F G P R L E V T L R T

GCCCCGGAGGTGCTGCCCGTGGCGGTGCCCTTCCTGTGCCTGCAGCCGCTGGTGGAGAAC
A P EV L P V AV P F L C L Q P L V E N

GCGGTCAAGCACGGCCTCGCGGGACGGCGGCGAGCGCGGCCGGATCAGCCTCACCGCGCGG
AV K H G L G D GG E R G R I S L T A R

GACGAGGGGGCGACGGCACGGATCGTCGTGGAGGACGACGGCGTCGGCATGGAGCCGGAC
D E G A TAUR I V V EDUD G V G M E P D

CGGCTGCGGCGCATCCTGCGCGGCGGCGAGGATGCCGCCGCCGGCATCGGGCTGCGCAAC
R L R R I L R G G ED A A A G I G L R N

GTGGACGAGCGGCTGCGCCAAGGTCTACGGCGACGACCACGGGCCTGGTGATAGAGACCG
VvV D E R L R Q G L R R R P R A W *

GCCGTGGGAGCCGGCATGAAGATCACCCTGCGCGTCCCCAAGTACCGGCCCCGAGTGCGC
GACGGGGCCCCCGGGGCCCGGCACGCCGGACCGGCCGGACGCCGGCCGGTCAGACCGCCC
CGCTCGCTGACGGCCGCTGCCGCTGCCGCCGGGCCGCCATCACCGGGTAGACGATGATCC
CGACGAACAGGAACAGCACGCCCTGGTACACCGCCGCGTAGCCGGCGCCCGCCATCAGCC
AGACGGAGAAGGCGGCGGCCACCGCGGTGACCACGGAGTCCCGCACCAGCCGCCCCCGRT

CCACCGCCCCGGGCCGGCCGGCCACCAGGTGGAAGATCCT————— 3¢
Xbal

Fig. 13. Séquence nucléotidique du fragment de 0,880 Kb du clone S4(13) et séquence

en acides aminés déduite (cadran de lecture +1). Les nucléotides sont numérotés
a partir de I’extrémité 5' au site NorL. La séquence finit au site Xbal en 3'. Les
bases soulignées sont celles qui hybridaient avec I’oligonucléotide KF-1.
L’astérisque représente un codon stop.
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97 LVENAVKHGLGDGGERGRISLTARDEGATARIVVEDDGVGMEPDRLRRI—-=————-— LRGGE 150
L+ENAV + R ++++T R+ +EDDG G PD L RI R +
327 LLENAVDYA-———-—-— RKKVTVTTEHTPERVRVTIEDDGEGFSPDILARIGEPYVTRRQKD 380

151 DAAAGIGIL 158
D+A G+GL
381 DSAGGLGL 388

Fig. 14.

Analyse comparative de la s€quence en acides aminés de I'ORF 176 (séquence
du haut) du 97° a.a. au 158° a.a. et celle de I’histidine kinase de R. etli (séquence
du bas). La séquence du milieu indique les acides aminés identiques aux deux
séquences comparées, le signe + indique les acides aminés similaires et les
espaces vides les acides aminés différents.
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différents fragments d’ ADN avec la sonde KF-1 avaient permis de localiser la région homologue
a cette sonde sur un fragment Not I-Scal de 2,9 Kb plus précisément sur le fragment Smal-Smal
de 1,6 Kb (fig. 7B). Ce fragment de 1,6 Kb ainsi qu’un fragment Not I-SacIl de 1,7 Kb, ne
donnant pas de signal avec la sonde KF-1 mais situé en aval du fragment de 2,9 Kb, ont été sous-
clonés et séquencés. en totalité pour permettre si possible de déterminer I’ orientation du géne

de la B-1,6-glucanase sur I’insert d’ADN de 2,9 Kb du clone pMH31 (fig. 7A).

La figure 15 illustre la séquence compiéte de nucléotides du fragment NotI-Sacll de 1,7
Kb. A I’aide du programme FRAME deux ORFs (cadran de lecture -2) de 286 et 198 acides
aminés, orientées dans le méme sens, ont été€ localisées (résultat non montré). Plusieurs erreurs
de lecture étaient notées sur le graphique produit par ce programme. Ce qui a occasionn€ un
changement de cadre de lecture dans les ORFs. Ainsi, la séquence nucléotidique du fragment
NotI-Sacll de 1,7 Kb présentée a la figure 15 a directement €té analysée a la source méme, sur
le séquenceur automatique. En suivant I’ordre des bases représentées par une succession de pics
d’émission de couleur détectés par le photomultiplicateur, nous avons noté plusieurs insertions
et délétions de bases dans la s€équence d’ADN. A la figure 15, un nucléotide C a €té€ omis entre
les positions 364 et 365 (nucléotides en gras) puis entre les positions 1110et 1111. Un T (en
gras) a été inséré a la position 1106, un G (en gras) a ét€ insér€ & la position 1069 et un autre G
a été omis entre les positions 1107 et 1108 (en gras). En insérant les bases omises et en retirant
les bases insérées, cette séquence nucléotide de 1687 pb a été corrigée et une séquence
hypothétique (1688 pb) a ét€ ainsi établie (fig. 16) puis les séquences en acides aminés des deux

ORFs localisées ont été€ analysées.

L’ORF 286 débute au nucléotide 146 avec un codon d’initiation GTG pour se terminer
au nucléotide 1004 avec un codon de terminaison TGA. Nous avons identifié un site
d’attachement de ribosome (RBS) possible (GGAG) entre les nucléotides 133 et 136 en amont

du codon d’initiation GTG. Cependant, le promoteur et le terminateur de transcription n’ont pas
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Fig. 15.

GGCCGCAGTACTGGATCTTCGCGATCAGGGTGCCGCCGGCGATCGGGGTGTTCTGGTGCG
GQTTGAGCACCACGGCGTTGCCGAGCGCAAGGGCCGGGGCGACCGACTTCAGCGACAGCA
GGAAGGGGAAGTTGAAGGGGCTGATCACGCCGACGACGCCGACCGGCATCCGGTAGACGC
GGTTCTCCTTGCCGTCGACGGGCGACGGCAGGATCCTGCCCTCGGGGCGCAGCGCGAGGT
GGACCGCCTCGCGCAGGAACTCCTTGGCGAGGTGCAGCTCGAAGCCGGCCTTCACCCGGG
TGCCGCCCAGCTCCGCGACGATCAGCTCGGCTATCTCCTGCTCGCGGTCCTCGATCAGGC
GCAGGCCCGCTCGAAGACACCGCGCCGGGTGTACGGGCTGGTCTCGGCCCACTCCTTCTG
GGCGCGGGCGGCGGCCTGGTAGGCCTGGTCCACCTCGTCGACCGTGGCCACCGTGATCGA
GGCCAGCTTCTCGTCGTTGTACGGATCGAAGTCGATGACGTCCCAGGAGCCCGAGCCCGG
GCGCCACTCGCCGTCGATGTACTGCCGGGCCAGGTCGGTGAAGTAGGACGACATGTGATC
CCTCAATCGCTAGCGGCCACAGATCCACGCCAGGTCTGATCGAGCGTCATCCTACTTGCG
AGTCACCTGAGTTGGGGCGGATCAGGACAGTTGCAGCAGACCGCGCAGGAGGTCGCGGCT
CTCGTCCGGGCCGGGGCTGTCCTGCTGGAGT TCCTTCAGGGCCTGCTCGTACTGGGCGAC
GTCCTCGCGTTTGTCCAGGTAGAGAGCGCTGGTCAGCTGCTCCAGGTAGACCACGTCGGA
Séquence nucléotidique du fragment Not I-Sacll de 1687 pb (1,7 Kb) provenant
du clone pMH31. La séquence commence avec le nucléotide 1 au site Not I en
5' et finit avec le site Sac ITen 3'. Les nucléotides en gras représentent ceux entre
lesquels une base a ét€ omise (positions 364 et 365, 1107 et 1108, 1110 etl111)

ou encore une base rajoutée (positions 1069, 1106) par erreur lors de la lecture
de séquence par le séquenceur.
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CAGGTCGGACTCGGGGAAGCTGAGGATTGTGAAGGCGCCGCTCTCGCCGGAGTGCCCGCC

GAGGCTGAACGGCATGACCTGGAGCCGTACCTTGGGCCGCTCGGAGAGGTCGATCAGGTG

CTGGAGCTGGCCGCGCATCACCTCGCGGTCGCCGTAGGGCCGGCGCAGGGCGGCCTCGTC

CAGGACGATGTGGAACTCCGGCGCGTTCGCCGAGAGCAGGTACTTCTGGCCGCTCCAGGC

GCAGGGCGACCCGGCGTTCGACGTCTGCGAGCTCGCGCCCTTCATGCCGCGCCGGACCALC

CGCGCGGGCATACTCCTCGGTCTGGAGCAGCCCGTGCACGAACTGCACCTCGTAGGCGCG

GATCAGCGAGGCGGCGCCCTCCAGGCCCACGTAGGTCGGGAACCAGCTAGGCAGGACGTC

GGTGTAACTGTGCCACCAGCCCGCAACGTTGGCCTCACGGGCGAGGGAGAGCAGCGALCTC

GCGCTCCGCCTCGTCGGTGATGCCGTAGAGCGTCAGCAGGTCCTCCACGTCCCTGGTCTT

GAAGCTCACCCGGCCCAGTTCCATCCGGCTGATCTTCGACTCCGAGGCGCGGATCGAGTA

GCCCGCCGCCTCGCGCGTGATCCCCCTGGCCTCACGCAGCCGCCTGAGTTGCGAACCGAG

CAGCATCCGCCGCACCACCGATCCGGGCTCTCCCGCGCTCACTTCGCCAGCCTCCCCAALC

CGTCCTCAAGGGCCGAAGTCTGCCACTAAAACACTCCGAGCAGTACTCGCATGGTTACGG

AAACGGAAAGCCTCGGCCGTTTCGGGCGGCCCGGACCGGGCACAGGTCGGGACCTCTGGC

GGCGACC~—--3"

SaclT

Fig. 15 (suite) Séquence nucléotidique du fragment Not I-Sacll de 1687 pb (1,7 Kb) provenant

du clone pMH31.
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GTCGCCGCCAGAGGTCCCGACCTGTGCCCGGTCCGCGGCCGCCCGAAACGGCCGAGGCTTT 61
VvV A A RGP DL C PV R AARNDNGUR G F

CCGTTTCCGTAACCATGCGAGTACTGCTCGGAGTGTTTTAGTGGCAGACTTCGGCCCTTG 121
P ¥F P * P C E Y €C §S E CF S G R L R P L

——>—>

AGGACGGTTGGGGAGGCTGCGCGAAGTGAGCGCGGGAGAGCCCGGATCGGTGGTGCGGCGG 181
R T VvV G E A G E V S A G E P G S V V R R

ATGCTGCTCGGTTCGCAACTCAGGCGGCTGCGTGAGGCCAGGGGGATCACGCGCGAGGCG 241
M L L G 8§ Q L R R L R E A R G I T R E A

GCGGGCTACTCGATCCGCGCCTCGGAGTCGAAGATCAGCCGGATGGAACTGGGCCGGGTG 301
A G ¥ 8 I R A 8 E S K I §S R M E L G R V

AGCTTCAAGACCAGGGACGTGGAGGACCTGCTGACGCTCTACGGCATCACCGACGAGGCG 361
S F K T R DV E DL L 7T L Y G I T D E A

GAGCGCGAGTCGCTGCTCTCCCTCGCCCGTGAGGCCAACGTTGCGGGCTGGTGGCACAGT 421
E R E S L L S L A R EADNUV A G W W H S

TACACCGACGTCCTGCCTAGCTGGTTCCCGACCTACGTGGGCCTGGAGGGCGCCGCCTCG 481
Yy T D v L. P S W F P T Y V G L E G A A S

CTGATCCGCGCCTACGAGGTGCAGTTCGTGCACGGGCTGCTCCAGACCGAGGAGTATGCC 541
L T R A Y E V Q F vV H G L L Q ™ E E Y A

CGCGCGGTGGTCCGGCGCGGCATGAAGGGCGCGAGCGTCGCCGACGTCGAACGCCGGGTC 601
R A V V R R G M K G A S VvV A2 DV E R R V

GCCCTGCGCCTGGAGCGGCAGAAGTACCTGCTCTCGGCGAACGCGCCGGAGTTCCACATC 661
A L R L ER Q K ¥ L. L S A N A P E F H I

GTCCTGGACGAGGCCGCCCTGCGCCGGCCCTACGGCGACCGCGAGGTGATGCGECGGCCAG 721
vV L b E A AL R RUP Y G DU REVMUR G Q

CTCCAGCACCTGATCGACCTCTCCGAGCGGCCCAAGGTACGGCTCCAGGTCATGCCGTTC 781
L Q H L I DL S E R P K V R L Q V M P F

AGCCTCGGCGGGCACTCCGGCGAGAGCGGCGCCTTCACAATCCTCAGCTTCCCCGAGTCC 841
s L. G G H S G E $S G A F TI L S F P E S

GACCTGTCCGACGTGGTCTACCTGGAGCAGCTGACCAGCGCTCTCTACCTSGACAAACGC 901
b L §s bDVy Vv Yy L E Q L T S A L ¥ L D K R

Fig. 16. Séquence nucléotidique et en acides aminés du fragment Not I-SacIl de 1688 pb

(1,7 Kb) provenant du clone pMH3I. La séquence commence avec le 2°
nucléotide au site Sacll en 5' et finit avec le site Norl en 3'. Les nucléotides en
gras représentent les points ol il y a eu une erreur de lecture au cours du
séquengage. Les sites putatifs d’attachement des ribosomes (RBS) sont soulignés.
L’astérisque indique le codon stop. Les fléches indiquent 1’orientation de la
traduction.
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Fig. 16 (suite).

GAGGACGTCGCCCAGTACGAGCAGGCCCTGAAGGAACTCCAGCAGGACAGCCCCGGCCCG
E DV A Q ¥ E Q A L K EL Q@Q Q D S P G P

GACGAGAGCCGCGACCTCCTGCGCGGTCTGCTGCAACTGTCCTGATCCGCCCCAACTCAG
b E S R DL L R G L L Q L 8 * S A P T Q

GTGACTCGCAAGTAGGATGACGCTCGATCAGACCTGGCGTGGATCTGTGGCCGCTAGCGA
v T R K * D D AR S DIL AW I C G R * R

———
TTGAGGGATCACATGTCGTCCTACTTCACCGACCTGGCCCGGCAGTACATCGACGGCGAG
L R D H M S S§$S Y F T bD L A R Q Y I D G E

TGGCGCCCGEGCTCGGGCTCCTGGGACGTCATCGACTTCGATCCGTACAACGACGAGAAG
W R P G S G §s W D V I DF D P Y N D E K

CTGGCCTCGATCACGGTGGCCACGGTCGACGAGGTGGACCAGGCCTACCAGGCCGCCGCC
L A s I T VvV A TV D E V D @ A Y Q A A A

CGCGCCCAGAAGGAGTGGGCCGAGACCAGCCCGTACACCCGGCGCGGTGTCTTCGAGCGG
R A Q K E WA E T S P ¥ TURURG V F E R

GCGCTGCGCCTGATCGAGGACCGCGAGCAGGAGATAGCCGAGCTGATCGTCGCGGAGCTG
A L R L I E D R E Q E I A EL I V A E L

GGCGGCACCCGGGTGAAGGCCGGCTTCGAGCTGCACCTCGCCAAGGAGTTCCTGCGCGAG
G G T R V K A G F EL HL A K E F L R E

GCGGTCCACCTCGCGCTGCGCCCCGAGGGCAGGATCCTGCCGTCGCCCGTCGACGGCAAG
A V H L AL R P EGR I L P S P V D G K

GAGAACCGCGTCTACCGGATGCCGGTCGGCGTCGTCGGCGTGATCAGCCCCTTCAACTTC
E NRV Y R M PV GV V GV I § P F N F

CCCTTCCTGCTGTCGCTGAAGTCGGTCGCCCCGGCCCTTGCGCTCGGCAACGCCGTGGTG
P F L L S L K 8§ v A P A L AL G N A V V

CTCAAGCCGCACCAGAACACCCCGATCGCCGGCGGCACCCTGATCGCGAAGATCCAGTAC
L K P H Q N T P I A G G T UL I A K I QY

TGCGGCC 1688
c G

1688 pb (1,7 Kb) provenant du clone pMH31.

961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

1501

1561

1621

1681

Séquence nucléotidique et en acides aminés du fragment Not I-Sacll de
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ét€ localisés sur la s€quence nucléotidique. La comparaison de la s€quence en acides aminés de
I’ORF 286 (fig. 16) avec celles des bases de données Swissprot et GenBank a montré une forte
homologie avec une protéine hypothétique SC5C7.22C chez S. coelicolor (Redenbach et al,
1996) avec un pourcentage d’homologie de 43% sur 271a.a.. Un alignement de la séquence en
acides aminés de I’ORF 286 de Streptomyces sp. EF-14 et celle de la protéine hypothétique
SC5C7.22c de S. coelicolor est illustré a la figure 17. Une homologie a également été obtenue
avec une protéine SC9B2.16c, protéine d’attachement a I’ ADN chez S. coelicolor (Redenbach
et al, 1996) avec un pourcentage d’identité de 32% sur 270 a.a.. Les deux protéines SC5C7.22¢c
et SCIB2.16¢ de S. coelicolor contiennent dans leur séquence en acides aminés un motif HTH
(hélix-turn-helix) retrouvé généralement dans les séquences protéiques des facteurs de
transcription. Une analyse de la séquence en acides aminés de I’ORF 286 4 I’aide du programme
HTH établi par Dodd et Egan (1990) prédisant si une protéine contient un motif HTH a été ainsi
effectuée. Un motif HTH probable a été localisé entre les positions 17 et 38 de I’ ORF 286 (fig.
17) mais avec un score non significatif de 1,37 alors que le score du motif HTH localisé entre
les positions 29 et 50 de la séquence de SC5C7.22c était de 4.40. Ce qui nous ameéne 4 conclure

que I’ORF 286 ne contient pas de motif HTH.

L’ORF 198 incompléte débute avec un codon d’initiation ATG au nucléotide 1094 et
un RBS possible (nucléotide 1082 a 1086) a été identifié en amont de ce codon d’initiation (fig.
16). Cependant, le promoteur n’a pas été localisé en amont de ce site RBS. A I’aide des bases
de données SwissProt et GenBank, nous avons pu comparer la séquence en acides aminés de
I’ORF 198 avec celles d’autres génes. Une forte homologie a été obtenue avec la benzaldéhyde
déshydrogénase de plusieurs organismes, notamment B. subtilis (Yamamoto et al, 1997) avec
54% d’identité sur 190 a.a., S. coelicolor (Redenbach et al, 1996) avec un pourcentage
d’identité de 36% sur 154 a.a. et Pseudomonas putida (Inove et al, 1995) avec 47% d’identité
sur 165 a.a. Un alignement de la séquence en acides aminés de ’ORF 198 et celle de la

benzaldéhyde déshydrogénase de B. subtilis est représenté i la figurel8.
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Fig. 17.

VSAGEPGSVVRRMLLGSQLRRLREARGITREAAGYSIRASESKISRMELGRVSFKTRDVE

. - - o ® -
------------- - -

MSERRAAPTVGQVVLGRRLQELRETAGLKREEAAKVLRVAPATVRRMEMAEVSLKIPYVQ
10 20 30 40 50 60

et eae o ©® o e a2 eeeessoecs

DLLTLYGITDEAERESLLSLAREANVAGWWHSYTDVLPSWFPTYVGLEGAASLIRAYEVQ

................ . e = st . 2 . e = e e = = = -4

ILLTAYGVASD EVAAFVALAEEANQPGWWQRYHDVLPDWFSLYVSLEGAARIVRSYEPH
70 80 S0 100 110

FVHGLLQTEEYARAVVRRGMKGASVAD VERRVALRLERQKYLLSANAPEFHIVLDEAAL
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.............. - S-S S e . e s e et e e s

FVPGLLQTEDYARSVLEAGTIGNAGADAVERHVSLRMERQRLLDRPDPPHLWVVMDETVL
120 130 140 150 160 170

RRPYGDR—EVMRGQLQHLIDLSERPKVRLQVMPFSLGGHSGESGAFTILSFPESDLSDVV
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RRPVSIHGRVMREQMDKLLEFAARDRVTLQVAEFEDGPHPGTYAPFTLFRFAEPELPDMV
180 190 200 210 220 230

YLEQLTSALYLDKREDVAQYEQALKELQQDSPGPDESRDLLRGLLQLS

.......... .« o . “ . e o ¢ o o
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240 250 260 270 280

Analyse comparative de la séquence en acides aminés de I’ORF 286 (séquence
du haut) avec celle de la protéine hypothétique SCS5C7.22¢c de S. coelicolor
(séquence du bas). Un point double indique un acide amin€ identique et un point
simple indique un acide aminé similaire. Les séquences sont numérotées a partir
du premier acide aminé traduit.
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Fig. 18.

FTDLARQYTIDGEWRPGSGSWDVIDFDPYNDEKLASTITVATVDEVDQAYQAAARAQKEWAE

YEELNKQFIGGKWQEGSSPNVLENKNPYTQKTFTTFRKATADDVDEAYRAAALAKKKWDA
10 20 30 40 50 60
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. - e s s e e e e = - .
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VNPFEKRTILEKAVTYIEENEEAIIYLIMEELGGTRLKAAFEIGLVKNIIKEAATFPIRM
70 80 90 100 110 120

EGRILPSPVDGKENRVYRMPVGVVGVISPFNFPFLLSLKSVAPALALGNAVVLKPHQNTP

EGKILPSTIDGKENRLYRVPAGVVGVISPFNFPFFLSMKSVAPALGAGNGVVLKPHEETP
130 140 150 160 170 180

IAGGTLIAKI

........
........

ICGGTLIAKI
190

Analyse comparative de la séquence en acides aminés de I’ORF 198 (séquence
du haut) avec celle de la benzaldéhyde déshydrogénase de B. subtilis (séquence
du bas). Un point double indique un acide aminé identique et un point simple
indique un acide amin€ similaire.
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Le fragment Sma I-Smal de 1,6 Kb provenant du fragment Not I- Scal de 2,9 Kb (fig. 7B)
qui émettait un signal avec la sonde KF-1 a été€ sous-cloné dans pBluescript SKII* (pMH318C)
et SKII' (pMH318D) afin de déterminer la séquence en nucléotides sur les deux brins d’ADN
de ce fragment. La figure 19 illustre une partie de la séquence en nucléotides du fragment Smal-
Smal obtenue avec le sous-clone pMH318C. Dans cette s€quence de 668 nucléotides, les 15
bases soulignées (5'-GCCCAGGTCAGGGCC-3") sont celles qui hybridaient avec
I’oligonucléotide KF-1 de 17 nucléotides (5'-GCSCAGGTSTGGGTSAC-3"). La traduction de
Ia séquence nucléotidique de 668 bases dans les six cadres de lecture ne nous a pas permis de
retrouver les 15 acides amin€s de la portion N-terminale de la 3-1,6-glucanase purifiée chez
Streptomyces sp. EF-14. La comparaison de cette s€quence de 668 nucléotides avec celles des
bases de données Swissprot et GenBank a I’aide de 1’algorithme de comparaison de séquences
Blast X (Gish et States, (1993); Altschul et al, 1990)) a montré une trés faible homologie avec
le collagéne alpha de plusieurs organismes dans le cadran de lecture -3 (résultats non montrés).
Ce sont toutes des séquences trés riches en résidus de glycine et de proline, résultat du taux
€levé de nucléotides G et C dans I’ADN des actinomycétes. Il reste donc 2 séquencer le
fragment d’ADN Notl-Sca I de 2,9 Kb au complet pour une analyse plus exhaustive. Des
séquences nucléotidiques des sous-clones pMH315, pMH318D et pMH?319 dérivés de pMH31
portant tous des fragments d’ADN provenant du fragment NozI-Sca I de 2,9 Kb ont été déja
déterminées (annexe 2; fig. 22, 23 et 24).

2.6 Transfert de la banque génomique de EF-14 dans S. lividans TK-24

La transformation des protoplastes de S. lividans TK-24 avec 1,5 ug d'ADN de la banque
génomique amplifiée a généré environ 12 000 transformants. L'ajout de I'agarose mou contenant
du pustulane (10 g/L.) comme source de carbone et de la kanamycine (1,25 mg/ml) sur les
protoplastes régénérés a permis la sé€lection de deux colonies, TK-24(clo1) et TK-24(clo2). Ces

deux transformants repiqués sur le milieu T-PUST montraient une zone d'hydrolyse claire autour
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Fig. 19.

ATGTTCCCGCAGACCACGACGTCCCGGCTGCTGGGCGTCAGCGACGCGGCCGGGCTGGLC

CGAGGGCGCCCGAGCGGCGGACCGGGECCCAGGTCAGGGCCCGCCCGCGGCTGGAGTGACC

CGCGCCTCAGTCGCCGACCTGCTGGAAGGCGCCCACGGAGGCGEGTTCGGGCTGGTTCCCGC

CGGCCTTCCCGGCGACCGGGCCGTACTTCCACGGGAAGCTGCGGCTGGTGTGGGTGCCGG

GCAGGGTGATCTTCACGETCTGTGCCGCCAGGGTGTTCCGCGCGCCGTCCGCCCCGCGCA

CATAGCTGACGGAGAAGGTCGCGGAGTCGCCCTTGGCCAGCTTCAGCTTCTGGGCCTTCG

CGCCCTTGAGCACGGGCACGGCGGCCTCCTTGCCGCCGCAGCCCAGCACGACCTCGGGGA

AGTGGTCCACGCTCCAGGGCGCGCTCTGGTTCGTGAGGCTGACCGGGATCTCGCCGCTGT

CCCCGGCCGCCGGGGCCACGCTCGCGGACCCAATCTGGACGGACACGAGGGGGATCTTCG

CACGCCCAAGCCGGCGCTGTTGCACTTCTTCGCCCGCACCGTGGTCCCACCCAGCGAACA

CACGGCCC 668

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

Séquence en nucléotides du fragment Smal-Smal de 1,6 Kb provenant du clone

pMH31 et sous-cloné dans le plasmide pBluescript SKII* (sous-clone
pMH318C). Les bases soulignées sont celles qui hybridaient avec la sonde KF-1.

La séquence est numérotée a partir du site Smal en 5'.
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d'eux. Le diamétre de la zone d'hydrolyse est l1€gérement plus grand que celui délimité par S.
lividans TK-24 transformée avec le plasmide pFD666 puisqu'elle dégrade elle-méme faiblement
le pustulane (ré&sultats non-montrés). Par ailleurs, I'extraction des ADNs plasmidiques des clones
de TK-24(clol ) et TK-24(clo2) a mis en évidence la présence de plasmide, dérivés du vecteur

pFD666, ayant: une taille d'environ 20 Kb pour ces deux clones (résultats non-montrés).

Des protoplastes de TK-24 ont été transformés avec le plasmide pMH31 amplifi€ dans
E. coli DH10B. Apres la sélection des transformants a 'aide de 1'agar de surface contenant la
kanamycine (1.,25 mg/ml), quatre colonies TK-24(pMH31) ont €t€ repiquées sur le milieu T-
PUST pour véxifier l'activité B-1,6-glucanase. Malheureusement, aucune zone de dégradation
véritable n'a ét€ observée autour des colonies puisque le contrdle S. lividans TK-24 transformée
avec pFD666 présentait autour d'elle un diametre de dégradation égal a celui du clone TK-

24(pMH31).

Nous awons par la suite essayé de doser l'activité B-1,6-glucanase dans le surnageant de
culture des differents clones de TK-24. Les spores des transformants de S. lividans TK-24 soient
TK-24(pMH3 L) et TK-24(clol) ainsi que le controle TK-24(pFD666) ont été inoculés dans
différents milie-ux liquides. Des échantillons ont été prélevés aprés différents temps d'incubation
et le dosage de l'activité B-1,6-glucanase s'est effectué selon la méthode de Nelson-Somogyi
(matériel et mésthodes, section 2.10). Pour le clone TK-24(pMH31), une trés faible quantité de
sucres réducteurs de l'ordre de 27,18 x 102 pmoles/ml a été produit avec I'échantillon de 24
heures d'incubation. Ce qui n'est pas significatif. Les surnageants prélevés des milieux MBSM-
amidon et MPA-pustulane utilisés pour le clone TK-24(pMH31) et des milieux CU, PU et AM
pour le clone TK-24(clol) ne contenaient pas de B-1,6-glucanase puisqu'il n'y avait aucune

production de sucres réducteurs lors de la réaction avec le substrat, le pustulane (2,5 mg/ml).

2.7 Mécanismee d'action de la 3-1.6-glucanase purifiée chez Streptomyces sp. EF-14
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Des digestions partielles effectuées sur le pustulane par la B-1,6-glucanase a différents
temps d'incubation montraient que la quantité de sucres réducteurs produits augmente avec le
temps. Le dosage des sucres réducteurs au PAHBAH 0,5% (Matériel et méthodes, section 2.11)
des échantillons prélevés aux temps d'incubation de 5 min, 20 min et 60 min, indiquaient une
production de sucres réducteurs, respectivement de 0,392 pmoles/ml, 0,962 pmoles/ml et 2,324
umoles/ml. Cependant, I'examen par chromatographie sur couche mince (CCM) des produits
d'hydrolyse du pustulane par la $-1,6-glucanase purifiée pour ces incubations de courte durée
n’avait pas permis d’observer la séparation des oligosaccharides de haut poids moléculaire
générés par la digestion (fig. 20). Apres 24 heures d’hydrolyse du pustulane par l'enzyme
purifiée, le dosage des sucres réducteurs au PAHBAH 0,5% avait indiqué une production de 4,18
pmoles/ml de sucres réducteurs. La migration de ce produit de digestion laissait observer sur la
CCM qu'en plus de la libération des oligosaccharides de haut PM, il y avait une production de
glucose et de gentiobiose (fig. 20). Au fur et a mesure que l'incubation continuait ces
oligosaccharides de haut PM étaient clivés en gentiobiose et en glucose qui représentent donc

les produits finaux d'hydrolyse.

La f-1,6-glucanase purifiée chez Streptomyces sp. EF-14 a été incubée avec la laminarine
(B-glucane linéaire formée uniquement de liens glycosidiques B-1,3-) pendant 17 heures. Le
dosage de la quantit€ de sucres réducteurs selon la méthodes de Nelson-Somogyi a révélé que
cette enzyme n'avait aucune activité sur la laminarine. Une CCM du produit d’hydrolyse de la
laminarine et du pustulane avait été€ effectuée précédemment par Fayad (1997). Ce qui avait
laissé observer que pour un méme temps de réaction d’hydrolyse du substrat par 1’enzyme (17
heures), la laminarine ne libérait aucun produit de digestion contrairement au pustulane qui
libérait des oligosaccharides de haut PM. Une incubation du gentiobiose avec la -1,6-glucanase
purifiée a été effectuée pendant 24 heures et 48 heures. Le dosage de sucres réducteurs des
produits d'incubation en utilisant du PAHBAH 0,5% a révélé qu’il n’ya pas de production de

sucres réducteurs.
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Fig. 20.

Analyse des produits d'hydrolyse du pustulane libérés par l'action de la $-1,6-
glucanase purifiée pendant différents temps de digestion: 5 min, 20 min, 60 min
et 24 heures. Standards G;: glucose et G,: gentiobiose.

1: Glucose + gentiobiose

2: Digestion de 24 heures

3: Méme que 2

4: Digestion de 24 heures (le produit a ét€ concentré)
5: Méme que 4

6: Digestion de S min

7: Digestion de 20 min

8: Digestion de 60 min
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CHAPITRE 3

DISCUSSION

Les B-1,6-glucanases sont des enzymes trés peu étudiées comparativement aux f3-1,3- et
B-1,4-glucanases. Jusqu’a présent, il n’y a relativement que trés peu d’informations sur leur
structure moléculaire. A I’heure actuelle, seul le géne de la B-1,6-glucanase provenant du
champignon Trichoderma harzianum a été cloné et séquencé (Lora et al, 1996; Kofod et al,
1998). L’étude moléculaire du géne codant pour la B-1,6-glucanase provenant de 1’actinomycéte
Streptomyces sp. EF-14, protéine purifi€ée dans notre laboratoire (Fayad, 1997) est un domaine
trés intéressant 4 explorer puisqu’aucun géne de [3-1,6-glucanase bactérienne n’a encore été cloné
et séquencé. Les objectifs principaux de cette étude se résument en deux points: le clonage et

I’expression du géne codant pour cette B-1,6-glucanase.

Une banque génomique totale Bg/Il de Streptomyces sp. EF-14 a été construite dans E.
coli DH10B afin de sélectionner rapidement les clones qui étaient B-1,6-glucanases positifs. Bien
que E. coli ne soit pas un excellent sécréteur d’enzymes comparé aux actinomycétes, le
phénomene d’autolyse fait en sorte que les enzymes codées par des génes clonés soient relichées
dans le milieu environnant. Il en résulte une production de zones de dégradation du substrat

autour des clones positifs.

Deux méthodes de criblage de la banque génomique totale Bg/II ont été utilisées dans
cette étude. La premiére, la détection phénotypique, a permis de sélectionner le clone pMH3 1.
Puisque le plasmide pMH31 transformé dans la souche de E. coli DH10B permettait a cette
derni¢re de dégrader le pustulane, seule source de carbone contenu dans un milieu minimum, et
que le contrdle DH10B(pFD666) n'avait pas d’activité dégradante, nous pensons que ce clone
porte le géne codant pour une B-1,6-glucanase. Les résultats du traitement de la souche
DHI10B(pMH31) a la coumermycine A, (5 mg/ml) & 37°C viennent confirmer cette hypothése
puisque I’élimination du plasmide pMH31 de DH10B enléve a cette derniére sa capacité de



dégrader le pustulane contenu dans le milieu M9-PUST.

D'autre part en repiquant la souche DH10B (pMH31) sur plusieurs milieux minimum
contenant d’autres sources de carbone (laminarine ou cellulose), nous avons constaté que ce
clone dégradait €galement la laminarine qui est un f-1,3-glucane. Ce qui pourrait suggérer Ia
présence i la fois, dans I'insert de 8,55 Kb du clone pMH31, d'un géne de la B-1,6-glucanase et
d'un autre géne qui coderait pour une (-1,3-glucanase. Une autre possibilité serait la présence
d’un géne qui coderait pour une protéine reconnaissant autant les liens B-1,3- que les liens B-1,6-
glycosidiques. De telles B-1,6-glucanases ont été décrites chez Acremonium persicinum (Pitson
et al, 1996), Mucor hiemalis (Miyazaki et Oikawa, 1976), Rhizopus chinensis (Yamamoto et al,
1974), Neurospora crassa (Hiura et al, 1987) et Acinetobacter sp. (Katohda er al, 1979). Si le
clone pMH31 porte le géne codant pour cette derniére catégorie de [-1,6-glucanases, ce ne serait
nécessairement pas le géne de I’enzyme qui a été€ purifiée chez Streptomyces sp. EF-14 par Fayad
(1997). 11 faut noter que la souche EF-14 sécrétent également une variété de [3-glucanases
incluant les $-1,3-, les B-1,4-glucanases et possiblement d’autres -1,6-glucanases qui lui
conférent un bagage enzymatique a caractére lytique vis-a-vis des levures comme Candida
tropicalis et des champignons comme Phytophthora qui ont des parois cellulaires riches en 3-

glucanes (Fayad, 1997).

Nous avons rencontré des problémes majeurs lors du clonage du géne de la B-1,6-
glucanase. Le plasmide pFD666 portant un insert d'ADN, lorsque transformé dans la souche de
E. coli DH10B, était instable. Il en résultait de séveéres délétions, voire méme une perte totale de
I'insert. Ce phénomene avait €galement été observé avec les souches de E. coli DHSaF' et X1LI-
BLUE MRF'. Dans la littérature, des cas d'instabilité générées par I'ADN étranger avaient déja
été discutés (Motamedi et Hutchinson, 1987). Lors du criblage de la banque génomique totale
par la méthode de détection phénotypique, 3 clones préliminaires dégradant le pustulane avaient

€té obtenus (résultat non-montré). Aprés une amplification et une extraction plasmidique de ces
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clones, nous avons constaté que deux d'entre eux avaient complétement perdu l'insert, laissant
intact le plasmide pFD666. Ce résultat suggérait alors une instabilit€ dans le systeme de
restriction endogéne de !'hote utilisé, E. coli DH10B. Pour surmonter ce probléme, les
transformants de DH10B étaient dorénavant incubés a une température un peu plus basse, 30°C
au lieu de 37°C comme nous l'avait recommandé le manufacturier. En ajustant ainsi la

température la souche DH10B a été€ retenue pour la construction de la banque génomique totale.

En ce qui concerne le criblage par détection phénotypique de la banque génomique
partielle BamHI construite dans E. coli XLI-BLUE, quelques hypotheéses ont été formulées pour
expliquer I’absence de clones B-1,6-glucanases positifs. Une premiére hypothése tient compte
du fait que le géne codant pour cette protéine serait coupé par I’enzyme de restriction BamHI lors
de Ia digestion partielle de I’ADN génomique de Streptomyces sp. EF-14, avant méme le
clonage. Il en résulterait une protéine incompléte donc inactive. Une seconde hypothése porte
sur I’instabilité des inserts clonés dans le plasmide pUC119 puisque le phénomeéne d’instabilité

avait ét€ observé chez le hote de clonage, E. coli XLI-BLUE, lorsqu’il €tait incubé a 37°C.

Une des grosses lacunes dans notre arsenal expérimental était l'absence d’un héte
hétérologue chez les actinomycétes, ne produisant pas de B-1,6-glucanase, pour I’expression de
transformé avec de I'ADN étranger et surtout pour sa faible capacité de dégrader le pustulane.
Le probléme rencontré était surtout le fait que cette souche possédait déja le géne de la B-1,6-
glucanase que nous projetons de cloner. Lorsque la souche TK-24 était transformée avec le clone
pMH31, il n'y avait pas de surexpression de la B-1,6-glucanase contrairement 3 la souche
DH10B(pMH31) que ce soit sur milieu solide ou en milieu liquide contenant du pustulane
comme seule source de carbone. Pourtant, selon Denis et Brzezinski (1992), le plasmide pFD666
contient un promoteur trés puissant et dirigerait la transcription du géne neo continuant avec la

transcription du géne cloné. Si I’insert de pMH31 était cloné dans la méme orientation que le
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gene neo, il y aurait une surexpression de la B-1,6-glucanase dans le cas contraire, le promoteur
du gene cloné dirigerait lui-méme la transcription & moins que ce promoteur ne soit pas cloné
avec le géne d’intérét. I se pourrait aussi que le géne endogéne toujours présent interfére avec
I'étude du géne cloné. Par ailleurs, selon Ghangas ez al, (1989), un géne cloné et exprimé chez
E. coli s’exprime habituellement chez le hote hétérologue 4 des quantités de protéine de 10 a 20
fois plus élevées. C’est I’inverse qui a été observé dans notre cas puisqu’il n’y avait aucune
activité chez S. lividans. Une autre explication suggérée pour le manque d’activité, étant donné
les phénomenes d'instabilité de I'insert d'ADN étranger rencontré chez TK-24, serait la perte
d'une petite séquence d'ADN de l'insert du clone pMH31, due a l'intégration d'un segment
d'ADN par recombinaison avec le génome de la souche TK-24 et la formation d'une molécule
plasmidique ayant un insert diminué. La conséquence d'un tel phénoméne pourrait &tre une
suppression de ['activité biologique par interruption du cadran de lecture. De toute fagon nous
ne pouvons pas affirmer avec certitude que le géne cloné soit correctement régulé dans cette

souche hétérologue.

Des tentatives de production de la B-1,6-glucanase par la souche TK-24(pMH31) dans
les milieux liquides MBSM-amidon et MPA-pustulane ayant échoué, nous avons opté pour
I'extraction de protéines périplasmiques de la souche de E. coli DH10B transformée avec le
plasmide pMH31, selon le protocole de Manoil et Becwith (1986). Seulement 3 ml de milieu de
production €tait utilisé pour effectuer I'extraction. Malheureusement, aprés le dosage des sucres
réducteurs du produit de réaction de l'extrait périplasmique avec le pustulane, nous avons
constaté qu'il n'y avait que de faibles quantités non significatives (de 1’ordre de 0,074 pmol/ml)
de sucres réducteurs produits et par conséquent une quantité négligeable de B-1,6-glucanase
produite en milieu liquide par la souche DH10B(pMH31). II serait donc sage de mettre sur pied
des conditions optimales de production de cette enzyme, 4 grande échelle, en milieu liquide,
d’autant plus que sur milieu minimum solide (M9-PUST), une zone de dégradation du pustulane

était visible & I'oeil nu (fig. 2). Nous nous reprochons i ce niveau le fait d'avoir utilisé le milieu
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TB liquide qui est un millieu riche, pour produire la -1,6-glucanase par DH10B(pMH3 1) étant
donné€ que le phénomene de répression catabolique était déja observé chez Streptomyces sp. EF-
14, souche a partir de laquelle a ét€ cloné ce géne. Il serait peut-étre intéressant de dresser un
antisérum contre la $-1,6-glucanase purifiée et I’utiliser dans un test d’hybridation de type
“Western” pour détecter la présence de cette protéine dans I’extrait de protéines périplasmiques
provenant de DH10B(pIMH31). Une autre suggestion trés intéressante serait de produire un
polypeptide synthétique a partir de la séquence N-terminale de cette [3-1,6-glucanase afin de

produire des anticorps qui vont prouver ’existence de la protéine.

Comme mentionmé€ dans la section Résultats, des expériences supplémentaires nous ont
permis de constater qu'en présence du pustulane et d'une autre source de carbone, qu’il y avait
un phénomene de répression catabolique (tableau ITI). Lorsque DH10B(pMH31) était repiquée
sur un milieu riche contemant 6 g/L. de TSB additionné de 10 g/L de pustulane, il n'y avait aucune
zone de dégradation produite. De plus, nous avons noté qu'en remplagant 'agarose du milieu
MO9-PUST par de I'agar, lla dégradation du pustulane était moins importante. Cela s'explique par
le fait que l'agarose me représente qu'une minorité des composés de l'agar qui est un
polysaccharide hautement hétérogéne (Yaphe et Duckworth, 1972). Des cas de répression
catabolique des B-1,3- et B-1,6-glucanases par le glucose et d’autres sources de carbone étaient
déja étudiés chez le champignon Neurospora crassa par Del Rey et al (1979). Suite 4 la
production de zone de dégradation évidente sur le milieu M9-PUST solide, nous concluons que
le milieu M9-PUST liquide pourrait étre un excellent candidat pour la production de la B-1,6-
glucanase. Jusque I3, la seule preuve évidente qui nous améne 2 penser que nous avons cloné le
gene de la -1,6-glucanase est la dégradation du pustulane contenu dans le milieu M9-PUST par
la souche DH10B portant le plasmide pMH31 (fig.2).

Des expériences additionnelles pourraient encore prouver hors de tout doute que c'est

bien le géne de la B-1,6-glucanase qui a été cloné. L'approche la plus simple et la plus fiable d’y
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arriver serait de séquencer l'insert d’ADN cloné et de retrouver dans la séquence en acides

aminés déduite, les 15 a.a. de la portion N-terminale de la protéine purifiée.

Deux oligonucléotides KF-1 et KF-2 ont €té€ synthétis€s en se basant sur la s€équence N-
terminale de la [-1,6-glucanase purifife. Le premier oligonucléotide KF-1 (5'-
GCSCAGGTSTGGGTSAC-3") hétérogeéne est un mélange de huit oligonucléotides synthétiques
représentant toutes les séquences nucléotidiques possibles pouvant coder pour la méme
séquence protéique choisie. Le nucléotide S dans la séquence de KF-1 remplace un Gouun C
car a cause de la dégénérescence du code génétique, certains des acides aminés choisis pour la
synthése de 1’oligonucléotide sont codés par plusieurs codons. Ainsi, il existera forcément dans
ce mélange un des séquences oligonucléotides qui correspondra a la séquence du géne d’intérét
recherché. Le deuxiéme oligonucléotide KF-2 a €té synthétisé en se basant sur KF-1, tous les
codons dégénérés étant remplacés par les codons les plus fréquents dans la table d’usage des

codons chez les Streptomycétes (Bibb ez al, 1984).

Lors d’une premiére expérience d’hybridation de I’ADN génomique de Streptomyces sp.
EF-14 avec chacun des deux oligonucléotides marqués au y- **P-dATP, plusieurs signaux
€taient obtenus, avec des patrons similaires pour les deux sondes. Puisque la sonde KF-2 donnait
€galement beaucoup de signaux au lieu d’un seul dans une région précise, nous avons décidé€ de
poursuivre le criblage de la banque génomique avec seulement la sonde KF-1 dont les résultats
d’hybridation sont représentés a la figure 1. L’une des raisons probables de la multiplicité de
signaux sur I’autoradiogramme pourrait étre la non spécificité de la sonde hétérogéne qui

pourrait s’hybrider a des séquences présentant une faible homologie.
Comme mentionné dans la section Résultats, e criblage de la banque génomique totale

BglII par hybridation en utilisant la technique “SIB selection”, a permis la sélection de trois

clones positifs H5(26) et S4(13) dont les séquences en ADN des fragments homologues a la
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sonde KF-1 ont été déterminées et le clone Q3(16) qui €tait trés instable et pour lequel juste le
test de dégradation du pustulane sur pétri avait été€ effectué. Malheureusement tous ces clones
ne présentaient aucune activité B-1,6-glucanase et par conséquent ils étaient tous des faux
positifs. A ce niveau, nous pensons que nos conditions d’hybridation sont encore 2 optimiser.
La sonde KF-1 avait hybridé avec une séquence nucléotidique de la glutamate synthase
ferredoxine-dépendante portée par un fragment d’ ADN du clone H5(26) avec un rapport de 13
nucléotides sur 17 (fig. 9) et avec une séquence nucléotidique de I’histidine kinase portée par un
fragment du clone S4(13) dans un rapport de 7 nucléotides sur 17 (fig. 13), 2 deux endroits
différents dans la séquence nucléotidique. Cette affinité non spécifique entre la sonde et ses
matrices est surtout due aux conditions d’hybridation qui n’étaient pas adéquates. L’hybride
formé entre le fragment du clone H5(26) et la sonde KF-1 avait une t,, de 44°C alors que le t,
de I’oligonucléotide KF-1 était de 58°C. L’hybridation s’était effectuée a 42°C et le lavage final
a 45°C. Lathe (1985) confirme que I’hybridation est trés souvent effectuée de 5 a 25°C en
dessous de la température de fusion (t,) de ’hybride et cela permet la formation d’hybrides
imparfaits entre la sonde et les s€quences qui lui sont faiblement homologues. L’étape critique
pour obtenir un hybride sonde-séquence cible parfait implique I’étape de lavage final a haute
stringence, pour une période limitée, sous de conditions de sel et de température approchant le
t,, de ’hybride désiré. Dans notre cas, la stringence était faible puisque la température de lavage
(45°C) était tres €loignée de celle de I’hybride (58°C). Ce qui explique la sélection des faux
positifs. D’autre part, la haute stringence entre un hybride sonde-cible parfait pourrait échouer
si de petites erreurs survenaient dans la détermination de la s€quence en acides aminés ou dans
la synthése d’un mélange d’oligonuciéotides contenant différentes séquences nucléotidiques
(Lathe, 1985).

Bien que la technique “SIB selection” ne nous ait pas permis de cribler le clone portant

le géne de la [-1,6-glucanase, mentionnons que [’approche utilisant un mélange

d’oligonucléotides quant 2 elle, est trés utilisée en biologie moléculaire et I’isolement, entre
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autres, des séquences codant pour des protéines humaines telles que I’adénosine désaminase
(Orkin et al, 1983) et la protéine C-réactive (Whitehead et al, 1983) a ét€ réussi avec succes
grice a un mélange de 64 séquences et de 8 séquences d’oligonucléotides respectivement.

Chaque séquence €tant constituée de 17 nucl€otides seulement.

Les erreurs de séquencage survenues lors de la détermination des séquences d’ADN
seraient attribuées a un ajout ou une suppression d’un ou plusieurs nucléotides dans la séquence
nucléotidique au niveau du séquenceur automatique. Ceci pourrait €tre le résultat d’une
concentration élevé d’ ADN sb soumis au séquengage ou tout simplement a la mauvaise qualité
d’ ADN sb produit. Pour avoir une séquence d’ADN sans erreur, il faudrait donc s’assurer de la
bonne qualité et de la bonne concentration de I’ ADN sb avant de le soumettre au séquenceur. 1l
serait aussi trés intéressant de séquencer les deux brins d’ ADN du méme fragment pour écarter
éventuellement le phénomeéne d’ajout ou de suppression de nucléotides dans une séquence

nucéotidique.

La digestion du clone pMH31 avec plusieurs enzymes de restriction et I’hybridation des
différents fragments d’ ADN avec la sonde KF-1 avaient permis de localiser la région homologue
a cette sonde sur un fragment Not I-Sca I de 2,9 Kb plus précisément sur le fragment Sma I-Sma
Ide 1,6 Kb (fig. 7B). Un deuxi¢me fragment d’environ 0,3 Kb émettait également un signal avec
la sonde KF-1. Mais apres le lavage de la membrane a une température plus élevée, ce signal
avait fini par disparaitre. Il représentait alors un signal non spécifique. Le s€quencage et I’analyse
du fragment Not I-SacIll de 1,7 Kb en aval du fragment de 2,9 Kb a l’aide du programme
FRAME avait permis de localiser deux ORFs de 198 et 286 acides amin€s. L’ORF 198
incompléte codait avec certitude pour une benzaldéhyde déshydrogénase alors que I’ORF 286
qui était compléte code pour une protéine inconnue ayant une homologie significative avec une
protéine hypothétique SC5C7.22c¢ et une protéine d’attachement a I’ ADN provenant toutes les
deux de S. coelicolor. La dissimilitude entre I’ORF 286 et ces deux protéines réside dans le fait
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que celles-ci possédent un motif HTH comme celui retrouvé dans la séquence protéique des
facteurs de transcription alors que I’ORF 286 n’en posséde pas un. Par ailleurs, I’analyse de la
séquence nucl€otidique en aval du codon stop de ’ORF 286 n’a pas permis la localisation d’un
terminateur de transcription. Ce qui empécherait le décrochage de I’ARN polymérase et une
continuation de la transcription donnant suite 2 I'ORF 198 de la benzaldéhyde déshydrogénase.
Une hypothése émise est que la protéine de I’ORF 286 serait impliquée dans I’activation de
transcription du géne de la benzaldéhyde déshydrogénase situ€ juste en aval. Mentionnons qu’il
est connu chez les actinomyceétes que certains génes codant pour des enzymes, comme la
métalloprotéase chez S. coelicolor (Dammann et Wohlleben, 1992), sont regroupés avec les
genes codant pour leurs activateurs de transcription. En conclusion, le séquencage du fragment
Noil-Sacll de 1,7 Kb ne nous a pas permis de localiser et d’orienter le géne probable codant
pour la B-1,6-glucanase comme nous le prévoyions. Il faudrait séquencer en totalité le fragment
Notl-Scal de 2,9 Kb (fig. 7) adjacent pour étre siir que ce fragment porte hors de tout doute le
gene de la -1,6-glucanase. Une autre alternative serait de construire et de tester plusieurs sous-
clones de pMH31 pour localiser le géne de la B-1,6-glucanase par activité sur le milieu M9-

PUST afin de le séquencer éventuellement.

La caractérisation physico-chimique de la B-1,6-glucanase purifiée chez Strepromyces
sp. EF-14 a permis déterminer son PM a 66 KDa. En se basant sur les données standard du calcul
de la taille d’ ADN codant pour une protéine, fixant 4 1 Kb la taille d’ ADN codant pour 333 a.a.
avec un PM de 36 000 Da, nous avons estimé la taille d’ADN pouvant coder pour la -1,6-
glucanase a 1,8 Kb. En ajoutant les €léments tels que le promoteur et le terminateur, le géne
complet aurait une taille d’environ 2,5 Kb. Une protéine sécrétée aurait, en amont du géne
€quivalent, une séquence codant pour un peptide signal qui est un marqueur au niveau de
protéine indiquant son devenir extracellulaire. Selon Von Heijne (1988), il est facile d’identifier
la séquence d’un peptide signal. Ce sont des séquences qui ont entre 15 et 30 résidus d’acides

aminés et toutes présentent trois régions physico-chimiques distinctes: une région-N amino-
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terminale chargée positivement, une région-H centrale hydrophobique et une région-C carboxy-
terminale polaire. Ces traits caractéristiques ont été retrouvés chez I’ c-amylase de Streptomyces
limosus (Long et al, 1987). La séquence du peptide signal de I’ x-amylase présentait une région-
N contenant deux résidus d’arginine, une région extrémement hydrophobe et une région-C
contenant deux résidus de proline précédant immédiatement 1’extrémité amino-terminale de la
protéine mature qui expose le site de clivage du peptide signal. Il a ét€ rapporté que les
séquences du peptide signal sont plus longues chez les bactéries gram positif (comme les

Streptomycetes) que celles des bactéries gram négatif et les eucaryotes (Von Heijne, 1988).

Contrairement aux B-1,3- et B-1,4-glucanases, les §-1,6-glucanases sont relativement trés
peu étudiées. Récemment, une B-1,6-glucanase provenant de Streptomyces sp. EF-14 a été
purifi€e et caractérisée du point de biochimique (Fayad, 1997). Cette enzyme s’est distinguée
de toutes les B-1,6-glucanases caractérisées par son PM élevé (66 KDa). Cependant, cette
enzyme a montré plusieurs similarités avec les 3-1,6-glucanases décrites parmi lesquellies nous
mentionnons I’activité endoglucanolytique et le manque d’action sur I’écorce de levure, la

classant parmi les enzymes non-lytiques.

Des analyses additionnelles ont été€ effectuées avec cette B-1,6-glucanase, pour
déterminer son mode d’action par CCM sur divers substrats tels que la laminarine, le gentiobiose
et son substrat spécifique qui est le pustulane. Aprés 17 heures d’incubation de I’enzyme purifiée
avec la laminarine, le dosage de sucres réducteurs n’a révélé aucune activité (3-1,3-glucanase.
De plus, la CCM du produit de digestion de la laminarine ne montrait aucun produit généré alors
que pour un méme temps de digestion du pustulane, la CCM révélait une trainée
d’oligosaccharides de haut poids moléculaire (Fayad, 1997). Ce résultat témoigne donc de
I’activité spécifique de I’enzyme purifiée. Déja aprés 5 min de digestion du pustulane par la B-
1,6-glucanase purifiée, les produits de réaction n’étaient pas visibles sur la CCM mais le dosage

des sucres réducteurs par la méthode utilisant le réactif PAHBAH 0,5% révélait une production
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de 0,392 umol/ml de sucres réducteurs. Apres 24 heures de digestion du pustulane, la quantité
de sucres réducteurs produits avait augmenté et les produits finaux d’hydrolyse (glucose et
gentiobiose) étaient visibles sur la CCM (fig. 20). Le glucose ne provenait pas des extrémités de
la chaine du pustulane mais probablement des coupures intemes du polysaccharide puisqu’aprés
17 heures d’incubation de I’enzyme avec le pustulane, seuls des oligosaccharides de haut poids
moléculaire €taient visibles sur la CCM (Fayad, 1997). La CCM ne nous permettait pas
d’identifier avec précision les oligosaccharides générés au cours de I’évolution d’hydrolyse du
pustulane par la B-1,6-glucanase purifiée. Pour cela, il serait trés intéressant d’analyser les

produits de digestions partielles par chromatographie liquide a haute pression.

Le produit final de digestion du pustulane par la [B-1,6-glucanase purifiée chez
Streptomyces sp. EF-14 est en majorité du glucose, contrairement aux autres B-1,6-glucanases
décrites qui ne produisent pas de glucose, ou alors ne produisent que des traces de glucose.
Cependant I’incubation de cette enzyme avec le gentiobiose (un dimére de glucose) ne produit
pas de glucose. Ce qui confirme encore une fois le mode d’action endoglucanolytique de
I’enzyme purifi€e. Nous avons alors émis ’hypothése que la B-1,6-glucanase de EF-14 ne
possédait pas d’activité B-glucosidase puisqu’elle n’hydrolysait pas le dimére de glucose. I serait
donc ues intéressant de vérifier cette hypothése en effectuant un test d’inhibition avec du D-
glucono-1,5-lactone. Selon Sano ez al (1975), une enzyme ayant une activité p-1,6-glucosidase

est inhibée par le D-glucono-1,5-lactone.
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CONCLUSION

La méthode de détection phénotypique utilisée dans cette étude nous a permis de sélectionner
le clone pMH31 de la banque génomique totale Bg/II de Streptomyces sp. EF-14. Ce clone code
de toute évidence pour une B-1,6-glucanase puisque la souche de E. coli DHIOB portant le
plasmide pMH31 dégradait le pustulane (3-1,6-glucane) contenu dans un milieu solide.
L’analyse de la séquence partielle du fragment d’ ADN Sma I-Sma I de 1,6 Kb (fig. 7) provenant
du clone pMH31 et homologue a I’oligonucléotide KF-1 nous a permis de localiser sur ce
fragment 15 nucléotides hybridant avec la sonde KF-1. Mais comme la séquence en acides
amin€s ne présentait pas les 15 acides aminés provenant de la portion N-terminale de la B-1,6-
glucanase purifiée chez Streptomyces sp. EF-14 et que le clone pMH31 dégradait la laminarine
en plus du pustulane, nous avons conclu que c’est un géne qui code pour une protéine
reconnaissant autant les liens glycosidiques -1,3- et B-1,6- qui a été clon€ et non pas le géne de

la protéine purifiée.

La localisation du géne cloné dans pMH31 codant pour la [-1,6-glucanase et le
séquencage de ce géne complet sont envisagés dans un avenir trés rapproché dans notre
laboratoire. L’identification des €léments génétiques serait indispensable pour tenter par des
manipulations génétiques dirigées de surexprimer le géne codant pour cette enzyme chez une
souche d’actinomycéte hétérologue, ayant des conditions requises pour mieux étudier le géne
cloné. Vu le phénoméne de répression catabolique observé, les conditions favorisant la
surexpression du geéne serait également a améliorer pour avoir une production de la B-1,6-

glucanase a grande échelle.
Les études sur les (-1,6-glucanases bactériennes ne font que commencer. L’aspect

moléculaire en particulier est trés intéressant a explorer pour une meilleure compréhension des

mecanismes d’action de ces enzymes. Dans ce mémoire, les études présentées ne sont qu’une
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partie des informations a recueillir du géne de la $-1,6-glucanase .

Plusieurs génes de B-1,3- et B-1,4-glucanases ont été clonés et séquencés mais un seul
geéne de 3-1,6-glucanase a été cloné chez le champignon Trichoderma harzianum (Lora et al,
(1995); Kofod er al, (1998)). Le clonage et le séquencage du géne de la B-1,6-glucanase
bactérienne entamé dans cette étude permettra éventuellement de déterminer sa structure et ses
caractéristiques. Une comparaison entre les séquences en acides aminés des 3-1,6-glucanases
bactériennes et fongiques et une analyse aux rayons X fourniraient plus d’information sur leur

site actif qui est jusque-la trés peu connu.
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ANNEXES

ANNEXE 1

Calcul de Pefficacité de transformation de la banque de genes

La banque génomique totale BglIl de Streptomyces sp. EF-14 dans E. coli DH10B a généré en
tout 14 700 recombinants portant des inserts de taille moyenne s’élevant a 12,5 Kb. L’efficacite

de cette banque a été calculée avec la formule suivante:

N=In(l-P)/In(1l-x/y)

ou

N = nombre de recombinants générés

P = efficacité

x = longueur moyenne des inserts en pb

y = longueur moyenne du génome de la souche bactérienne utilisée

Ici,

N = 14 700 recombinants
P=?

x =12 500 pb

y=1x 107 pb , longueur moyenne du génome des actinomycétes (Hopwood er al, 1985).

Alors,
14700 =In(1-P)/In(1- 12 500/1 x 107)
14 700 =In (1 - P) / In (0,99875)
P =0,9998 =99,9%
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ANNEXE 2

Séquences nucléotidiques des sous-clones de pMH31

6l

121
181
241
301
361
421
481

Fig. 21.

CGCAAGCGCTCAATTAACCTCACTAAAGGGAACAAAAGCTGGAGCTCCACCGCGGTGCGG
CCCGCCGCGAAGAACGCAGGTGACCCGGGATCTGCTGCCGGTGCTGGCCACGCGCGCGAT
AGCGTGACCGGCCGGCTGGAGCGGATGTTCCCGCAGACCACGACGTCCCGGCTGCGGGGT
GTCACGACCGGGGCGGGCTGGACCCGAGGGCGCCCGAGCGGCGGACCGGGCCCAGGTCAGG
GCCGCCCCGCCGCTGGAGTGACCCGCGCCTCAGTCGCCGAACTGCTGGAAGGCGCCCAAC
GAGGGCGTCGGGCTTTGTTCCCGCCCGGCCTTCCCGGCGAAACGGGGCGTACATTTCACA
GGGAAGCTTGCGCGCTCTGTGTTTGGTGCCCAGGCACAGGTGATCTTTCACAGGTCTGTG
TCCGCCCAGAGTGTTTTCCGCGCGCCGCTGTCGCGCCGCGCACATAGCTGACAGAGAAAA
GTCTCCGC

I-Sall de 2,15 Kb provenant du fragment de 2,9 Kb de pMH3 let cloné dans
pBluescript SKII'.

Séquence nucléotidique du sous-clone pMH315 portant un insert d’ ADN Not
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GAGCTCCACCGCGGTGGCGGCCGCTCTAGAACTAGTGGATCCCCCGGGTTCCTCCGGCGG
GTGCCCCGGAGCAGGCAGGAGATGTCCTGGGGCCGAAACGCCCCTCCTCCACAACAGACG
CGAAACGCGCCCTTCTTGTTCCCTGATTCCGCCGCCCCGGCCCGAAACACGCGCGCATCC
GGCGCACCGGGGATTCCCTCCGGGAGTCCTGCCGCGCGTCCGGAAATCGTCCGGGTAACT
ACTGGTAACTTGCGCTGCGGGCCGTCCGGTGAGGACGGCCGGCCGCTACCGTCCGAGGAG
CGTTCCGGTGACCTGTGCAACGGCGAGAGTGCGGAGCGCGGCCCTGGCCGCGGCAGTGGC
GGGCGCGCTGGCGCTCACGGCGTGCGACGGCGGCACGTCGGGGCACACCTCCGACGLCTC
GCCGCGGCCGGCCGCCTCCGCGACCCCGCCGACGGCCACCGTCTCCCCCGCCGCGACCGG
CGCCGCCCTGGAGGGCAGCTGGATCACCACCGCCGGCGGCAGGGTCCTGGCCCTGGTGAT
CACCGGGACACAGGCCGGACTCTTCTCGACCGACCGGACCGTGTGCAGTCTGGACGGCGG
GGTCCGGATCCGGCGTGCGGACGATCCGCCTGACCTGCGCCCAGGGGGGCCGGGGGAGCG
CACCACCGGCACGGTCGAGTCGGTGAACCGGCACGAACGCTACACGTAAGAACATAGTCA

GGAGCAAGGCCGGGCCGGAGAGGACG

Fig. 22. Séquence nucléotidique du sous-clone pMH318D portant un insert d’ ADN

Smal-Smal de 1,6 Kb provenant de pMH3 let cloné dans pBluescript SKII.
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TCGACTCCTTCGCCGACAGCTGGGGCTGGCACCCGCTCGCCGGCACCCTCCAGGGCAAGG
TGGTCTGGGGCCCTGTTCCGGCTGCGCACGACCGGCTGATCCGGTCCGGCGCGTGGCCGA
CTGATCGCTACGGCGCGCTGCCGGCGGACGCGTGGGCTTTCCCGCTTCTCCCGATTCCTC
GGTCTCTGCGGCTGGCGGCTCTTCGCGCGGTCCGTGTCGACATTGGTTGCCAGGGACCGT
GTCCCGCGCGTGTGGCCGCGCGGTCAGCGTGCGAATCTAAGTGTGTCTCGACTCGCTCGT
GCCTTGATCCCCGCAGGAAGCCATCGCCGTCTCATCTTCTGCGCGCGTGTTATACGAAGC
GCCGCGGCCGCTGCTGCGGAAGCGCGCAGTTGCGCCACGGCGGAACCTCACCGCGCCGGC

AGCCGCGCGAAACTCTACGCAGGACCCCTTCGA

Fig. 23. Séquence nucléotidique du sous-clone pMH319 portant un insert d’ADN

Smal-Sall de 0,8 Kb provenant de pMH31et cloné dans pBluescript SKII*.
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