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AVANT PROPOS

Le contenu de cette matiere s’adresse aux etudienisveau master 1 Biotechnologie
microbienne. Ce document permet aux étudiants d&og des connaissances sur la
révolution Woesienne, l'origine de la vie et I'eghuniversel du vivant, le réle des virus dans
I'évolution des microorganismes et la diversitdanspécifique des microorganismes et des
mécanismes impliqués dans leur évolution. Ce deotpermet aux étudiants également de
comprendre les adaptations évolutives des microsges face aux changements
environnementaux et le role de la génomique enmgorentale dans I'étude de la biodiversité
microbienne. Des connaissances en microbiologie€rgés en écologie microbienne et en
biologie moléculaire est un préalable indispensagiaer le discernement de la biodiversité

microbienne.




| NTRODUCTION

Le terme « biodiversité » ou « diversité biologigueomprend toute forme de vie sur
terre et recouvre aussi tous les liens qui unidssnrétres vivants a leur milieu et entre eux et
exprime ainsi la variété de la vie dans un écosyste

L’histoire de la terre remonte a la nuit des tempsn® sait pas dire avec certitude
guand la vie est apparue sur terre ni ou est commees plus anciens micro-organismes
fossiles sont datés d’au moins 3,5 a 3,8 millia‘dsnéesLa publication de I'arbre universel
du vivant par Woese a la fin des années soixamtexddouleversé notre vision du monde
vivant par I'abolition de la dichotomie eucaryotefgaryote au profit d’'une vision tripartite
(Bacteria, Archaea, Eucarya) ou encore par la pteseonscience de la place importante
occupée par les microorganismes. Elle a aussi buwechamp de recherche centré autour
du dernier ancétre commun a tous les organismegla@apUCA (Last Universal Common
Ancestor).L’'acronyme LUCA est I'organisme dont sont issusti®is lignées cellulaires, est
donc, I'ensemble des espéces vivant actuellementeste. Les trois domaines pourraient
avoir divergé d'un ancétre commun ou d’'une commtéaliorganismes au début de
I'apparition de la vie sur la Terre. Ceci impliggee : tous les étres vivants sont apparentés a
des degrés plus ou moins variés. Les différencesrebes entre organismes actuels reflétent
une évolution qui a suivi des chemins différentssdlas différentes lignées.

Les virus ne sont pas simplement des pathogénegedarx mais des acteurs
essentiels de l'histoire du vivant. lls auraientnpie et acceléré I'évolution des
organismes vivants.a plupart des évolutionnistes spécialistes dagr@s de la vie pensent
gue la complexité de I'ADN rend l'apparition spomé@ de cette molécule hautement
improbable. Il parait plus probable que '’ADN sajfiparu par I'évolution d’'une molécule plus
simple (ARN). Plusieurs scénarios ont été proposeés, le plus cwad est la
coexistence dans une méme cellule d’'un génome a amMdstral et d’'un plasmide a
ADN d’origine viral. Ce dernier, a pris le contréde la cellule hote et a permis la
construction d’'un chromosome cellulaire & ADN pétrg transcription de I'ancien
genome cellulaire a ARN. De cette hypothese, tes€tres vivants cellulaires actuels
seraient les descendants d’un ou de plusieurs &iABN qui auraient pris le controle
des cellules a ARN




Les micro-organismes participent pour une tréselapgrt a I'équilibre biologique
existant sur la surface de la terre. lls colonisanteffet tous les écosystémes (eau, air, sol,
aliment...etc.) et sont & l'origine de transformasiochimiques fondamentales lors des
processus biogéochimiques responsables du cycléléiemnts naturels. Ces communautés
microbiennes sont généralement composeées d’orgasisnitivables qui représentent 1% et
des organismes non cultivables, soit qu'ils ne pastciblés par les conditions de culture car
non connus, soit qu’ils résistent aux tentativesuture. La génomique environnementale ou
génomique des communautés ou métagénomique eappreche qui caractériser la diversité
géneétique par I'analyse en haut débit des ADN es$eigne sur la diversité et I'abondance
relative des microorganismes présents.

Les contraintes environnementales rencontrées ggadifférentes populations d’une
méme espece influence la survie et/ou la reprooluaies individus. Un micro-organisme
survit et se développe lors qu’il se trouve dan®tat d’équilibre dynamique caractérisé par
un cycle d’échanges avec le milieu extérieur. Umetysbation chimique ou physique
survenant dans son environnement proche peut enduigloignement de cet équilibre qui se
traduit par un stress cellulaire. Les micro-orgar@s présentent des capacités d’adaptation
remarquables a certains stress physico-chimiquesongrés dans leur environnement. Le
déclenchement de mécanismes cellulaires complegeérg une réponse adaptative de la
bactérie qui aboutit a un état de tolérance etcpaséquent a une survie dans des conditions

qui sont normalement |étales.

Ce document s’articule autour de cing chapitr@ss; notions de cours et de nombreux
schémas : tout dont il est nécessaire pour compeetidvolution et la biodiversité
microbienne. Le premier chapitre décrit les diffégsedomainesArchaea, Bactérie, Eukarya
les principaux phyla bactériens et archéens ebligion des cellules primitives. Le deuxieme
chapitre évoque des hypothéses sur l'origineadeid et I'arbre universel du vivant. Le
troisieme chapitre traite le role des virus dagsadlution des organismes vivants et l'origine
des cellules a ADN. Le quatrieme chapitre s’'intéeed I'écologie moléculaire microbienne,
le probléme des microorganismes non encore cultees’intérét de la génomique
environnementale dans I'étude de la diversité atdhdance relative des microorganismes
dans [l'environnement. Le dernier chapitre est comsaa [linteraction entre les
microorganismes et I'environnement et les répoasieptatives des bactéries pour résister au

stress cellulaire.




Chapitre | : Classification moderne des micro-orgamsmes

|. Classification du monde vivant

Le botaniste suédoi€arl van Linné (1735) élabora une premiére classification des
organismes vivants en deux regnes Veégeétal et AnilBa1857, Karl van Nageli proposa
de classer les bactéries et les champignons daegrie des végétaux. H866 E. Haeckel
divise le monde vivant en trois regnes, le regninal, le régne végétal et le regne des
protistes (micro-organismes) qui rassemble leseslgies protozoaires, les champignons et les
bactéries. En1937t grace a I'invention du microscope électronidogyward Chatton mis
en opposition deux types de cellules, la celaearyote et la cellule procaryote. E®68
R.G.E. Murray, dans la continuité du travail d’E. Chatton, dezle monde vivant en deux
regnes, celui desEtcaryotaé et celui des Procaryotaé (ou "Monerd). En 1969, Robert
H. Whittaker décrit une classification a cing regnes. Quatgnes eucaryotes (Animal,
Végétal, Champignons et Protistes). Les procasyate regroupent dans le regne des
moneres. CRWoese (1978prace au développement des techniques de bialogiiéculaire,

il a divisé les organismes vivants en trois domsirhe domaine dddacteriaou Eubacteria,
le domaine desArchaea et le domaine deBucarya (animaux, plantes, les mycétes et les
protistes) (Fig.1).

Bactéries Archées Eucaryotes
Bactéries )
vertes Myxomycetes
Spirochétes filamenteuses Amibes Animaux

Gram Champignons

positives

Methanosarcina

Methanobacterium Halophiles
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¢ ﬁ’é-'\
Thern loproteus

Pyrodicticu r%

Protéobactéries
Cyanobactéries

Plantes
Clliés

Planctomyces Flagellés

Bacteroldes
Cytophaga

Trichomonades

Microsporides

Thermotoga

y Diplomonades
Agquifex

Fig.1 : classement des étres vivants en trois domainesha&y Bacteria et Eucarya

lI. Classification de Bergey (classification des mcaryotes)

Dans ces premiéres éditions, en 1936, la classditae Bergey se basait sur I'étude :

morphologies microscopique et macroscopique, ntébilprésence de spores, Gram,
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température de croissance, type respiratoire, bgsoutritionnels et capacités a utiliser
certaines sources de carbone ou d’azote. A cetiedeé les procaryotes étaient répartis en 4
divisions reconnues sur la base de l'existence au de la paroi: lesGracilicutes les
Firmicutes lesTenericutest lesMondosicutes

[I.1. Division 1. Gracilicutes (Graciliscutis : peau fine) : ces bactéries ord paroi de
type Gram négatif comprenant une double membratesrexet interne, une fine couche de
peptidoglycane et d'autres constituants situéaphgriqgue de la membrane externe ou dans
I'espace périplasmique situés entre les deux merabraa forme des cellules est trés variée,
sphérique, ovoide, en batonnet droit ou incurvdictidale ou filamenteuse, autres sont
enfermées dans une gaine (ou trichome) ou enclssEdes une capsule. Leur mode de
reproduction habituelle est la scissiparité marsagges se reproduisent par bourgeonnement
et pour le groupe rare dé¥eurocapsalegar fission multiple ou éclatement. Des corps
fructifiants et des mycospores sont produits parMgxobacterales Toutes ces bactéries
peuvent étre mobiles par nagé ou par glissemeirnmobiles. Les membres de la division
peuvent étre phototrophes ou non. Les premiersremntdans les deux classes des
Anoxyphotobacteriaui effectuent la photosynthése en anaérobioseétas phototrophes)
et desOxyphotobacteriaui effectuent la photosynthese en aérobioseskesnds constituent
la classe desScotobacteria Les espéces peuvent étre aérobies, anaérobietesstou
anaérobies facultatives. Certains sont des pasdsii@cellulaires obligatoires.

[I.2. Division 2. Firmicutes (Firmus : dure) : ce sont des procaryotes a paroi de type
Gram positif. Les cellules peuvent étre sphérigib@sonnets ou filamenteuses, les formes
filamenteuses et bacillaires portent quelque fas damifications vraies. La reproduction
habituelle est la scissiparité. Ces bactéries gdmnimiotrophes (chimioorganotrophes),
aeérobies strictes, anaérobies strictes ou facudstbu microaérophiles. La division comprend
des bactéries sporogenes (endospores ou sporeshygires) ou asporogenes, les
Actinomycétes et les formes apparentées en fontiepa€es bactéries ne sont pas
photosynthétiques.

[1.3. Division 3. Tenericutes: ce sont des procaryotes sans paroi, incapable de
synthétiser les précurseurs de peptidoglycanesoid entourés d’'une membrane unitaire, la
membrane cytoplasmique. On les appelle plus commengles Mycoplasmes. Les cellules
sont trés polymorphes, allant de la vésicule dedgaaille, déformable, jusqu’a I'élément
filtrant, trés petit (0,2 um), en passant par teses filamenteuses et/ou par scissiparité. Elles
sont immobiles ou rarement mobiles par glissemiéntexiste pas de forme de repos. La

coloration de Gram est négatif, ces bactéries akiges milieux complexes pour leur
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croissance et au cours de cette croissance, egltesne tendance a pénétrer dans les milieux
solides pour former des colonies caractéristiques én « ceuf fris ». Les especes peuvent
étre différenciées sur la base de leur exigenasoouen cholestérol et en acides gras a langue
chaines. Le contenu en G+C de I'ARN est de 43 a 4&%i-a-dire plus bas que celui des
Gracilicutes et des Firmicutes (50-54%). Le poutage de G+C de I'ADN est aussi trés bas
(23-46%). Tous les Mycoplasmes sont résistants Blactamines. lls peuvent étre
saprophytes, parasites ou pathogenes.

[I.4. Division 4. Mendosicutes (Mendosus : peau défectueuse) : ce sont des lesctér
qui prédominent dans les environnements terresteaquatiques tels que les milieux
anaérobies, hypersalins, les sources chaudes hgdmles et géothermales, aussi, certaines
vivent en symbiose dans le tractus intestinal ae®a@ux. Elles peuvent étre mésophiles ou
thermophiles. Ces bactéries ont une origine phyléggue lointaine, antérieurs a celle des
Gracilicutes et des Firmicutes, proche des formesestrales. La plupart ont une paroi
inhabituelle sans acide muramique, dans certaiascelle-ci est uniquement protéique ou
polysaccharidique, dans d'autre cas elle est totie absente. Leur morphologie est variée,
comprenant des coccis, des batonnets, des filaneeriss éléments irréguliers proches des
Mycoplasmes, certaines sont polymorphes. lls sor@nGpositif ou Gram négatif, des
endospores ou des formes de repos n'ont jamaisbétrvées. La plupart sont des anaérobies
stricts mais quelques-unes sont aérobies. Certam@smobiles et portent des flagelles. Les
représentants de cette division ont des habitatesmétabolismes trés divers. lls rassemblent
les bactéries du méthane, les bactéries halopdiilles thermoacidophiles qui vient dans des

environnements extrémes. Il n'existe qu’une selasse celle des Archaéobacteria.

Dans I'édition récente, moderne avec l'utilisataban la classification polyphasique : les
procaryotes sont divisés en deux domaiBebacteriaet Archaeobacteriaqui comprennent
35 phylums. 30 poutEubacteria et 5 pour Archaeobacteria(Tableaux | et II). Cette
classification est la plus acceptée par tous lesahiologistes.




Tableau I: Division des procaryotes

Domaines 2 Archaea Eubacterio
Phylums 35 5 30
Classes 57 g 48

Sous-Classes & 0 &
Ordres 119 15 104
Sous-ordres 20 0 20
Familles 292 26 266
Genres 2100 environ 108 ED.DD
environ
. . . J000
Especes 7300 environ 250 environ .
environ
SGPE‘ 500 environ 0 500 environ
espéces

Tableau II: Les 35 phylums des procaryotes et quelques slats®us classes

Domaine Archaea
Al. Crenarchaeota
All. Euryarchasota

Alll. Korarchaeota
AV, Nanoarchasota
AV, Thaumarchaeota

Doemaimne Eubacteria (I-
X

Bl. Agulficae

Bll. Thermotogae
Blil. Thermodesulfo-
bacteria

BIV. Delnococcus-The rmuws
BVY. Chryslioge netes

BWI. Chloroflex]

BWIl. Thermom lcrobia
BYIIL MNitrosplrae

BIX. Deferribacteres

BX. Synergistetes

BX!l. Cyanobactaria

BXII. Chlarakbi

BXII. Protveocbacteria

Cl. Alpha-Protecbhacteria
Cll.Beta-Proteocbacteria
Clll. Gamma-
Proteobacteria

CIV. Delta-Protecbhacteria
CV. Epsilon-
Proteobacteria

CVI. Zeta-Proteobacteria

Domaine Eubacte ria (XIWV-
HHIL)

BXIV. Firmicutes
Cl. Clostridia

Cll.Negativicutes

Clll. Bacilh
CIV.Thermalithobacteria
CW. Erysipelotrichl
BYVW, Tenericutes
BXWVI. Actinobacteria
SCl. Acidimicrobidae
SCH. Rubrobacteridae
SCll. Corlobacter idas
SCIV.Actinocbacteridae
SCV. Mitriliruproridas
BXWI. Planctomycetes
BXWIH. Chlamydiae

BYIX. Spirochaestes
BXX. Fibrobacteres

BYXI. Acidobacteria
BMXIl. Bacterocldetes
Cl. Bacteroidetes

Cll. Flavobacteria
Clll. Sphingobacteria
ClV. Cytophagia

Doemaine Eubacteria (KXIHE-XKX)
BXXIl. Fusobacteria
BEXIV, Verrucomicrobia

BXXV. Gemmatimonadetes
BEXXVI. Lentlsphaeraes
BXXVII. Dictyogloml

B XWVIIL. Caldiserica

BEXIX. Elusimicrobia

B XX. Armatimonadetas




lll. Principaux phyla bactériens et archéens

lll. 1. Phylum Proteobacteria

Tres grand groupe qui contient 5 classe$(v, o, €), 45 ordres, et plus de 500 genres.
Certaines bactéries associées a ce groupe sortréggdl appelées bactéries pourpres. Ce sont
des bactéries Gram-négatives, de morphologiesegride batonnets et coques simples a des
prostheques, bourgeons et méme des fructificatiddscomprennent une grande variété
d’agents pathogénes tels ghscherichia coli Yersinig Helicobacter...etc. et comprennent
la plupart des bactéries responsables de la fixateol'azoteLa plupart des protéobactéries
sont mobiles grace a dlagelle, mais d'autres peuvent étre immobiles euwléplacer par
glissement (expMyxobacterid. La plupart sont hétérotrophes mais certainegphbactéries,
les bactéries pourpres, sont autotrophes et phateéyques. On trouve les bactéries
photosynthétiques pourpres dans les classes depeattéries,  ety.

[1.L1.1. Classe des a-Proteobacteria: contient deux groupes fonctionnels
importants:

] Les bactéries pourpres non sulfureuses.

1 Les bactéries nitrifiantes.

La classe dewsi-Proteobacteriainclue la plupart des protéobactéries oligotragphe
(celles qui sont capable de croitre avec peu derihare). Certaines ont un métabolisme
inhabituel comme la méthylotrophie et la capadeéfixer 'azote. De nombreux genres se
caractérisent par des caracteres morphologiquéndiiis etinhabituels, comme les tiges et
les bourgeondls comprennent des bactéries importantes en dgnieucapables d'induire la
fixation d'azote en symbiose avec les plantes Rkjzobium Cette classe contient également
plusieurs agents pathogénkEgp. Rickettsia typh(pathogénes pour les animaux domestiques)
et Agrobacterium tumefacien@®naladie de la galle chez les plantes: transforeseckllules
végétales en cellules tumorales).

[11.1.1.1. Bactéries pourpres non sulfureuses

A l'exception de RhodocyclusC{assep-Proteobacteria), les bactéries pourpres non

sulfureuses sont placées parmideRroteobacteria.
1 Morphologiquement trés diverses.

1 Elles se développent de fagon anaérobie commpltageorganohétérotrophes.




] En absence de lumiére, la plupart peuvent se olgvel de facon aérobie comme
des chimioorganohétérotrophes mais certainesaritli| fermentation et se développent de
facon anaérobie.

[ Ces bactéries prédominent dans la vase, 'ealadsst des étangs ou la matiere
organique est abondante et le niveau en sulfuinéefal existe aussi des especes marines.

Exp. Ordre des Rickettsiales Bactéries bacilliformes, coccoides,
habituellement sans flagelles (immobile). Aerol®éparasites obligatoire. Les formes
parasites se développent chez les vertébrés etepewdgalement vivre chez des
arthropodes suceurs de sang, tels que des pupess, timites ou poux.

Exp. Ordre deCaulobacteriales Forme prosthéque : extension de la cellule
incluant la membrane plasmique et la paroi celtalat mobile. Aérobies, hétérotrophes
et oligotrophes.

Exp. Ordre deRhizobiales Batonnets mobiles, se transforment en bactéries
symbiotiques fixatrices d'azote dans les cellulees dnodules racinaires des
légumineuses.

Exp. Ordre deRhodospirillum: forme spirale et mobile, photo hétérotrophes,
aerobies, anaérobies et micro aérophiles

[11.1.1.2. Bactéries nitrifiantes

1 Bactéries aérobies ne formant pas d’endospores.

"1 Divisées en plusieurs taxons:

» Classe desAlphaproteobacteria; famille des Bradyrhizobiacedexp. genre
Nitrobacter.(mobile, aérobies et chimiolitotrophes).

» Classe desBetaproteobacteria; famille des Nitrosomonadaced&p. genre
NitrosomonasetNitrosospira

» Classe desGammaproteobacteria; famille des Ectothiorhodospirace&xp.

genreNitrococcus et famille des ChromatiaceaExp. genreNitrosococcus.

1 Nitrification : Conversion de 'ammoniac en niggiar I'action combinée de deux
genres:Exp. Nitrosomonas ammoniac a nitriteExp. Nitrobacter: nitrite a nitrate. L'azote
des nitrates est aisément utilisé par les plantes.

[11.1.2. Classe degs--Proteobacteria

Cette classe a des modes communs avee-Ri®teobacteria, mais tendesduventa
utiliser des substances nutritives qui diffusent en dehess zbnes de la décomposition

anaérobie de la matiere organique (de I'nydrogezeux, 'ammoniac, le méthan®ette




classe se caractérise par une diversité métabotiqusidérable et elle contient plusieurs
agents pathogenes pour 'homnteette classe comprend des bactéries chimiotrohes.
retrouve dans cette classe des bactgrespre non sulfureuses(genreRhodocyclus des
bactériesitrifiantes (Classe de8etaproteobacteria; famille des NitrosomonadaceBgg.
genreNitrosomonagt Nitrosospirg et desbactéries sulfureuses incoloreéThiobacillug.

Exp. Ordre dedNeisseriales Coques immobiles, aérobies, peuvent avoir des
capsules et des fimbriae, chimio-organotrophessi®lus especes colonisent les
muqueuses des

mammiféres, certaines sont pathogenes pour I'’hurhisseria gonorrhoeae
provoque la gonorrhée éleisseria meningitidiprovoque la méningite.

Exp. Ordre deBurkholderiales genre Bordetella: Coccibacilles, aérobies.
Chimio-organotrophes, Métabolisme respiratoirequRert du souffre organique et de
I'azote (acides aminés) pour la croissance. Pemadiés mammiféres qui se multiplient
dans les cellules de I'épithélium respiratoBerdetella pertussisause la coqueluche.

Exp. Ordre de L’ordre debklydrogenophilaled.e genreThiobacillus.Bactéries
sulfureuses incolores. Chimiolithotrophes qui axyddes composés soufrés. D’autres
bactéries sulfureuses incolores sont classées pé#esi Gammaproteobacteria.
Retrouvées dans des habitats terrestres et agestigeur production d’acide sulfurique
corrode les structures de bétons et les tuyauxvdPelaccroitre la fertilité des sols
guand elles liberent du soufre indisponible en xydant en sulfate. Servent au
traitement de minerais a faible teneur en métahuse de leur capacité d’extraire les
meétaux par lessivage des minerais.

[11.1.3. Classe deg-Proteobacteria
Les Gammaproteobacteri@onstituent le plus grand sous-groupe Rteteobacteria
On retrouve dans cette classe les bact@itegiantes (famille des Ectothiorhodospiraceae ;
Exp. genreNitrococcus et famille des Chromatiacea&xp. genreNitrosococcus), les
bactéries sulfureuses incoloresles bactériepourpres sulfureuseset d’autres bactéries :
Enterobacteriales, Pseudomonadales, Vibrionaledc....
[11.1.3.1. Bactéries pourpres sulfureuses
1 Placées dans I'ordre d&hromatiales Divisées en deux familles, Chromatiaceae
et Ectothiorhodospiraceae.
1 Anaérobies strictes, généralement photolithoaopbies.
[ Elles oxydent le sulfure d’hydrogene en soufrdeetiépose a lintérieur de la

cellule sous forme de granules de soufre.




71 On les trouve dans les zones lacustres
[l Peuvent former de vastes fleurs d’eau dans lesaages et les lagunes
d’épuration.
I11.1.3.2. Bactéries sulfureuses incolores
Parmi ces bactéries on retrouve 'ordre de®trichales Il :
] Contient plusieurs genres qui oxydent les compssegés
'] D'un point de vue morphologique, on trouve desobaets et des formes
filamenteuses.
1 Se développpent dans des habitats riches en su(laxpde sources sulfureuses,
eau douce avec des plantes en décomposition,asvigrarais salants et sédiments marins.)
[11.1.3.3. Ordre des Vibrionales
1 Batonnets anaérobies facultatifs. Gram-
€ Mobiles, Oxydase+, Catalase+, Gaz-, indole,$+1Lactose-.
1 La plupart sont aquatiques (eaux douces, mai@es)es retrouve également dans
le ventre des mollusques, crabes et crustagpsV. parahaemolyticus
1 Certains sont des agents pathogénes importarps.Vibrio cholerae: Cause le
choléra.
[11.1.3.4. Ordre des Enterobacteriales
€ Batonnets droits, mobiles a flagelles péritrichesimmobiles
€ Anaérobies facultatifs. Sont Oxydase-, Catalseex@éption deShigella dysenterigElles
réduisent le nitrate en nitrite Exception p&uwinia.
€ Absence de spores mais certaines peuvent présemeespsule (ExgKlebsielld
€ Se développent aisément sur des milieux ordinaires
€ Chimio-organotrophes qui dégradent tous les supegsla voie d’Embden-Meyerhof.
Fermentent le glucose avec ou sans production zlecgetaines sont lactose+ d’autres sont
lactose -
[11.1.4. Classe deo)-Proteobacteria (deltaproteobacteria)
1 Chimio-organotrophes.
1 Diversité morphologique (effilés hélicoidale ogunvée).
€ lIs sont aussi mobiles par flagelles et sont mieroghiles.
[11.1.5. Classe des-Proteobacteria (Epsilonproteobacteria)
€ La plus petite classe d&roteobacteria.

[ Batonnets minces qui peuvent étre droits, incuotékélicoidaux.
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Un exemple esHelicobacterqui a été identifié comme étant la cause la plus

fréquente des ulceres peptiques chez 'homme etaus® de cancer de I'estomac.
[11.2. Phyla d’ Archaea

Les archaebactéries sont adaptées a la vie @ansodditions de vie extrémes (forte
salinité, haute température, faible pH, sans oxgjddes conditions qui ressemblent a celles
de la terre lors de l'apparition de la vie. On fetrouve fréquemment dans des habitats
aguatiques et terrestres extrémes (hypersalingtjold température éleves ou faibles).En fait,
il existe beaucoup d’Archaea qui vivent dans deslitmns plus «normales» tout autour de
nous (les Archaea non cultivables du sol, des &icde I'océan), et méme en nous (les
méthanogenes de nos intestins).Leur températureralesance varie de psychrophiles a
hyperthermophiles. lls sont Gram positive ou négatils sont de morphologies variées :
forme sphériqgue, en batonnet, spiralée, lobée, idabatriangulaire, aplatie, de forme
irreguliere ou pléomorphe. Cellules isolées ou fmtndes agrégats. lls sont aérobies,
anaérobies facultatives ou anaérobies strictes. r Léype trophique varie de
chimiolithoautotrophes a organotrophes mais ceztaarchéobactéries sont phototrophes.

On distingue 3 grands groupes :

- Les halophiles extrémes lls nécessitent une présence de sel a 9%. lietdldes pH
basiques de I'ordre de 11.5. On les trouve dantatsset les sols salés, le sable marin, les
marais salants, saumures (eau tres salée). Lgshilabont été également isolées de poissons
et autres aliments conservés par le sel. Se senstdales Archaebactéries capables de
photosyntheses grace a des pigments caroténoigielguq conferent une couleur rose. Le
genre Halobacterium en est 'exemple type. Biere da physiologie des haloarchaea soit
différente de celle des autres groupes d’Archeedains traits sont communs a la plupart
des Archaea.

- Les Thermophiles extrémes La température optimale de croissance est deréatd
80°C et méme plus. Anaérobies et résistants aux goidles extrémes. lls sont
thermoacidophileRyridictium occultum 105°C ;Sulfolobus sp: 87°C a 90°C et un pH=1.

- Les Méthanogenes Anaérobies stricts, commdéthanobactérium,il est capable
de produire le méthane (GHa partir de gaz carbonique (0O Saprophytes du tube
digestif des ruminants, ils sont capables de libghes 1 a 2 milliards de tonnes de méthanes
par an. Les ruminants et leur méthane contribuans dieffet de serre et le réchauffement de
'atmosphére. On les trouve également dans lesmsids des eaux de sources, sources

thermales et les stations d’épuration.
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Lesarchaeasont considérées comme non pathogénes. Ce qudistesyue de tous les

autres organismes. Pour leur comparaison aveaibeEcgries voir le tableau ci-dessous

La comparaison des deux domaines procaryotes peedalans le tableau lIl.

CHy-0 - C /AN

|7

CH-O — C/\/WW\/\/W

CH,- OH

CHy- OH

Les lipides membranaires
A chez les Eubactéries et les Eucaryotes ; B : chez les Archées

Tableau Il : comparaison entre eubactéries et archaebactéries
“Bocteria” “Archosa”
Présence d'aclde muramigue dans |z paral Chul Mon
{=l la parol est présents}
Peptidoghycans aul NON
Lipldes membranalres Acldes gras sliphatigues Chaimes hydrocarbo nées
llés au glycérol par des llées au ghyeérol par des
llalsons Ester llalzons Ether
Premier aclde aminé Inltlant |3 synthése W-formyiméthlonine Méthlonine
d'une chaine polypeptidigue
Sensibliite aux béta-lactamines Varlable Mon
Synthéce des protéines inhibée par Mon Qul
l'ankomycine
Synthiése des protélnes Inhlbée par la Qul Mo
streptomycine et le chloramp hénlcal
Symthise des protéines Inhibée parla toxlne Mo Oul
diphtér|gue
Présence d'lntrons dans les génes codant Mo Oul
pour les ARNt
Inhibition de la RNA polymérase DMNA Ol Non
dépendante par la rifampicine
A B
Liaison ester Liaison éther
Glycérol Glycérol
\ (D Chaines carbonées \ r Chaines carbonées
Il

CH,- O WVY\/\
CH -0 /WV\[/\/\




De nombreuses classifications basées sur la commparde génes (gene codant 'ARN

16S pour exemple) permettent de distinguer cinglgphyCrenarchaeota, Euryarchaeota,

Korarchaeota, Nanoarchaeott Thaumarchaeota

€

[11.2.1. Crenarchaeota : (ou Crenarchaeotes) On y regroupe des espéces

Thermophiles et hyperthermophiles, autotrophes é&é€rbtrophes, anaérobies strictes a

microaérophiles. Plusieurs sont acidophiles.

[ Plusieurs sont dépendantes du soufre : utilis€camnme accepteur d’électrons

dans la respiration anaérobie ou utilisé soit coramgce d’électrons par les lithotrophes.

(1 Se développent dans l'eau chauffée géo thermignerou dans des sols

contenant du soufre élémentaire.

[11.2.1.1. Genre Thermoproteus
1 Gram négatif.

[l Archéobactéries en forme de batonnets longsstdui peuvent étre courbés ou

ramifiés.

a dd dh b

1 Anaérobies strictes.
Thermoacidophiles : Optimum de température se sitenviron 70 - 97°C et Optimum de
pH entre 2,5 et 6,5.
1 Retrouvées dans des milieux aquatiques chaudssri sulfures.
1 Métabolisme: chimio-organotrophes ou chimiolitioptnes.
[11.2.1. 2. Genre Sulfolobus
Gram négative.
Archéobactéries sphériques, irrégulierement lohbées
Aérobies (exception!).
Thermoacidophiles : optimum de température se sitaaviron 70 - 80°C et optimum de
pH entre 2 et 3.

€ Retrouvées dans des sources et sols acides chauds.

€ Métabolisme: chimio-organotrophes ou chimiolithptres.

€ L’'oxygene est I'accepteur normal d’électrons maifer ferrique peut étre utilisé.

[11.2.2. Euryarchaeota : (ou Euryarchaeotes) ont une répartition écologiqus p

large que le€renarchaeotaElles regroupent des méthanogénes, des halogxteames et

des thermophiles extrémes, réductrices de sulfureemcore réductrices de dioxyde de

carbone. De part la disponibilité d'un grand nondeeyénomes Les séquences et annotes, ce
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phylum est le mieux caractérisé. En particulies,Halobacterialescomprennent des archées
halophiles qui sont aisément cultivables en lalpimatelle queHaloferax volcanii

[11.2.2.1. Méthanogenes

[ Archéobactéries en forme de batonnets ou de coques

1 Anaérobies strictes.

[ Plus grand groupe d’archéobactéries et compreadifes Methanobacteriales
Methanococcales, Methanomicrobiales, Methanosateset Methanopyrales

[ Vivent dans des environnements anaérobiquestetsien matiére organique.

1 Peuvent produire une quantité importante de méthan

1 Combustible propre et excellente source d’énergie.

[ Gaz a effet de serre car il absorbe les radiatidfrarouges.
€ Peuvent oxyder le fer : contribuent de facon sigative a la corrosion du fer.

[11.2.2.2. Halobactéries (ou halophiles extrémes)

Classe des Halobacteria; ordre diedobacterialeset famille dedHalobacteriaceae

1 Halophiles extrémes : nécessite au moins 1.5 MINdG paroi se désintegre si
[NaCl] < 1.5 M., optimal de croissance a 3-4 M NacCl

1 Aérobies, métabolisme respiratoire, chimio-orgeoytes.

1 Généralement mésophiles.

1 Se développent dans des marais salants et antiesrsmiements aquatiques salés.

1 Peuvent causer I'altération d’aliments saesp( poissons salés).

[11.2.2.3. Thermoplasmes

[11.2.2.3.1. Classe desThermoplasmata, ordre des Thermoplasmatales, familles
desThermoplasmataceae, Picrophilaceae et Ferroplasmaceae.
1 Thermoacidophiles: Optimum de température se sitapviron 55 - 59°C. Optimum de

pH entre 1 et 2.

1 Ananérobies facultatifs.

1 Chimio-organotrophes.
€ Se développent dans des rejets de mines de charbo

1 Morphologie et structure cellulaire: La forme cbanen fonction de la
température : & 59°C - filament irrégulier. A desipératures plus basses - sphérique.

1 Dépourvus de parois cellulaires.

1 Membrane plasmiqgue renforcée par des tétraéthers diglycérol, des

lipopolysacharides, et des glycoprotéines.
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€ Les thermophiles extrémes métabolisant le soufre

[11.2.2.3.2. Classe desThermococci, ordre des Thermococcales, famille des
Thermococcaceae.

71 Gram négative.

1 Thermophiles obligatoires (70 - 110°C).

1 Acidophiles ou neutrophiles.

1 Habitellement anaérobies strictes.

1 Peuvent réduire le soufre en sulfure.

A. Les réductrices de sulfates :

1 Classe des Archaeoglobi, ordre deshaeoglobalesamille desArchaeoglobaceae
1 Gram négative.

1 Cellules sphériques irrégulieres.

1 Thermophiles extrémes.

"1 Ananérobies.

1 Métabolisme:

1 Peuvent étre autotrophes ou hétérotrophes.

1 Formation de sulfure a partir de thiosulfate esdéate.

[11.2. 3. Nanoarchaeota et Korarchaeota :

Nanoarchaeum equitansst l'unique représentant du phylum d&moarchaeotaou
Nanoarchaeotes). Cette archée est la plus pelitdeceivante connue a ce jour et possede le
plus petit génome décrit (490 kb et environ 400eg@&nC'est un symbiote/parasite obligatoire
du Crenarchaeote hyperthermophile et Ignicoccus hospitalis Les Nanoarchaeota
apparaissent comme une lignée ayant évoluée phideraent que les autres, ceci étant une
caractéristique typiqgue des organismes parasitagessymbiotiques. De méme, les
Korarchaeota avec des données génomiques encore peu nombhregsag une lignée
anciennement divergente désenarchaeota.LesKorarchaeota renferment les organismes
isolés de sources chaudes mais aucune sowglégénisolée en cultupire.

[11.2.4. Thaumarchaeota (ou Thaumarchaeotes) : apparaissent comme laeliigné
plus ancienne. Deux ordres sont retrouvés Nigosopumilaleset lesCenarchaealesCe
phylum pourrait apporter des informations imporargur un possible ancétre commun entre
les archées et les eucaryotes. En effet, ils ajgsardg comme la seule lignée d’archées
possédant une ADN topoisomérase de classe IB (T®pqui apparait tres proche de celle

des eucaryotes et n'avait pas encore été identifitsz les archées. Cette caractéristique
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commune Thaumarchaeota/eucaryotes évoque une tappaius ancienne de ce phylum par

rapport aux autres phyla.

V. Structure cellulaire et évolution

IV.1. Cellules eucaryotes

Les cellules eucaryotes sont généralement de mille importante et de structure plus
complexe que les procaryotes. Les micro-organisgnearyotes comprennent les algues, les
champignons et les protozoaires. Tous les vegéwtuxanimaux multicellulaires sont
composeés de cellules eucaryotes. Une des prinsipalticularités des cellules eucaryotes est
la présence de structures membranaires appeléaseligs qui comprennent avant tout le
noyau, mais aussi les mitochondries et les chlastes (ces derniers n’étant présents que
dans les cellules photosynthétiques). Le noyaugaessinformation génétique de la cellule
(ADN, « le génome ») et se trouve étre le siegeladdranscription dans les cellules
eucaryotes. Les mitochondries et les chloroplastesviennent de facon spécifique dans la
production d’énergie, les premieres par la respinates secondes par la photosynthese.

L’ADN eucaryote est présent dans le noyau sous dowhe molécules linéaires
compactées et organisées en chromosomes. Le namebmhromosomes varie selon les
organismes. Par exemple, la levure de boulan§accharomyces cerevisjapossede 16
chromosomes organisés en 8 paires, alors que llegesehumaines en contiennent 46 (23
paires). Néanmoins, les chromosomes eucaryotesmeas seulement composés d’ADN, ils
possédent aussi des protéines permettant I'enreulieet la compaction de ’ADN, ainsi que
d’autres protéines nécessaires a l'expression ig&eétll existe une différence génétique
majeure entre les procaryotes et les eucaryotes derniers ont généralement deux copies de
chaque gene et sont donc diploides. Au cours devision des cellules eucaryotes, le noyau
se divise (apres le doublement du nombre de chromes) lors d’'un processus appelé
mitose. Il en résulte deux cellules filles idenggu possédant chacune un noyau avec une
copie du génome. Le génome diploide des cellulesargates, dédoublé au cours du
processus de meéiose, forme des gameétes haploidetap@eproduction sexuée. La fusion de
deux gametes au cours de la formation du zygoablietétat diploide de la cellule

I\VV.2. Cellules procaryotes

A la différence des cellules eucaryotes, les aedlyrocaryotes ont une structure interne
plus simple dépourvue d'organelles. Les procarysi@st composés des Bacteria et des
Archaea. Les cellules eucaryotes se caractérisantupe taille plus importante que les

cellules procaryotes (10 a 100um contre 1 a 10 julmdganisation des génomes des cellules
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procaryotes et eucaryotes est différente. Dan<ealhgle procaryote, I'ADN se trouve sous la
forme d’'une grande molécule double brin appeléeormbsome bactérien. Le chromosome
est compacté sous une forme visible appelée nadébiADN est circulaire dans la plupart
des procaryotes. La majorité d’entre eux n'a quiargue chromosome. Et, par conséquent,
les procaryotes n’ont qu’'une copie unique de chagpree et sont donc haploides. Plusieurs
possédent aussi de petites quantités d’ADN cinmilaxtra-chromosomique, appelées
plasmides. Ces plasmides possédent généralemegédes conférant a la cellule procaryote
des propriétés spécifiques (telles que des pré@srigtétaboliques). A la différence, les génes
essentiels a la survie (génes « de ménage »)@maiisés sur le chromosome.

IV.3. Virus

Les virus ne sont pas des cellules, mais constituee classe majeure de micro-
organismes. lls sont dépourvus de nombreuses édsdicjues propres aux cellules, et en
particulier ne sont pas des systemes dynamiguepposé des cellules qui peuvent absorber
des nutriments et rejeter des déchets. Au contrigiseparticules virales sont des structures
stables et statiques incapables de modifier oeglacer leurs constituants. C’est seulement
au cours de linfection d’'une cellule que le vimsyuiert la propriété clé d’'un étre vivant (la
reproduction). A la différence des cellules, lesusin’ont pas de capacités métaboliques
intrinséques. Bien qu’ils possédent leur propreogdé ils n'ont pas de ribosomes et, de ce
fait, ils dépendent totalement du mécanisme calulde synthese protéique de leur hote.

Les virus infectent tous les types cellulaires,ompris les cellules microbiennes. De
nombreux virus provoquent des maladies chez lesn@mes qu'ils infectent. Les virus sont

beaucoup plus petits que les cellules procaryta#gdus petit étant d’'un diametre de 10 nm.

V. Origine des mitochondries et chloroplastes

Les chloroplastes sont des organites que l'onvgodans les cellules végétales
chlorophylliennes, permettant la photosynthésinat l'autotrophie  (production de matiére
organique a partir de matiere minérale)

Les mitochondries sont des organistes présentslebezllules eucaryotes animales,
veégetales, fongiques et protistes. Elles permigiderespiration aérobie qui fournit I'énergie a
la cellule (Fig. 2 et 3).
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Des le début du XXéme siecle les chercheurs onséejue les plastes et les
mitochondries pouvaient provenir de bactéries.€3eti auraient été ingérées par des cellules
primitives et vivraient a l'intérieur d'elles emdyiose : la mitochondrie dérive d'une bactérie
ayant une "respiration” primitive au sulfate etldoroplaste dérive des cyanobactéries. Cette
théorie endosymbiotique de I'origine des plastesdes mitochondries est devenue
parfaitement plausible lorsque I'on a découverb(:8960) que ces organites contenaient de
I'ADN et des ribosomes. Des arguments divers sastan évidence en faveur de cette
hypothése :

V.1. Arguments structuraux

€ La taille des mitochondries et des chloroplastes sesnblable a celle des

bactéries£ 1 um).

1 Les mitochondries et les chloroplastes possedimnt membranes. L'une d’entre
elle pourrait étre la membrane de la cellule héte.

[l Les lipides de la membrane interne des chlortgdast des mitochondries
semblent d'origine bactérienne. La cardiolipine esh lipide membranaire trouvé
exclusivement dans la membrane interne des mitatfemet la membrane des bactéries.
Chez les plantes supérieures, les deux membrand®rdeloppe du chloroplaste sont
différentes : la membrane interne ainsi que les bhmanes des thylakoides présentent des
analogies (composition lipidique) avec les membsdraetériennes.

1 Présence de ribosomes de type bactérien ; Utie plarla synthese de protéines
chloroplastiques s'effectue dans le chloroplastédceg a la présence de ribosomes qui

présentent des analogies avec les ribosomes leanstéri
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V.2. Arguments fonctionnels

"1 Les mitochondries et les chloroplastes se dividerfacon autonome. La division
suit un rythme indépendant de la division du naybhes mitochondries proviennent toujours
de mitochondries préexistantes. Tout plaste provitun plaste préexistant. Lorsque des
cellules ne possédent pas de plaste (certaineslasblanches de feuilles panachées), les

cellules filles ne possedent pas de plaste

O Les chloroplastes réalisent la photosynthese c@nles cyanobactéries

(photosynthése oxygénique).
V.3. Arguments génétiques

1 Présence dans les mitochondries et les chlotteglaikun génome circulaire, non
associé a des histones, non isolé dans un noymumeahez les bactéries. Cet ADN code

pour une partie des protéines chloroplastiques.

VI. Endosymbiose primaire et secondaire

Les endosymbioses ont pu se réaliser a différemimants et de diverses facons, par
absorption par une cellule primitive d'une autrbute (Procaryote ou Eucaryote). On parle

alors d'endosymbiose primaire ou secondaire.

VI.1. Endosymbiose primaire
Une cellule eucaryote primitive absorbe wrgrotéobactérie la protéobactérie devie
une mitochondrie. Il en résulte une cellule eucary@térotropheCette cellule eucaryc
hétérotrophe absorbe a son tour une cyanobactinganisme photosynthétigucontenar
un plaste :la cyanobactérie devient un chloroplaste en résulte une cellu
eucaryoteautotrophe. La membrane interne du chloroplastel'eggine cyanobactérienne
la membrane externe a pour origine la membranenidae de la cellule qui l'absorbé (Fi¢
4).
Exp: Plastes de Rhodophycés et des Chlorophycées
Il est probable que cette endosymbiose ait pu aleseg¢ de différentes manier
Chez les algues rouges (Rhodophycées), on congtetdes thylakoides possedent
pigments accessoires, les phycobilines, ce quidgienser que la badegsymbiotique deve
étre une ganobactérie qui possédait ces mémes pigments. &qliquer l'origine de

chloroplastes des algues vertes (chlorophycéelsetégétaux supérieurs qui centient de
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chlorophylles a et b et pas de phycobilines, ont meEwisager, soit que layanobactéri
symbiote possédait un équipement pigmentaire diftédors de I'absorption, soit ¢

I'évolution pigmentaire se soit réalisée ultérieneat.

Fig. 4: Endosymbiose primaire : formation de chloroplaste

Réalisation d'une cellule eucaryote autotrophe glasorption d'une bactérie
photosynthétique par une cellule eucaryote hétéptte. Cette bactérie devient un chloroplaste, ses
membranes internes ont une origine bactériennanembrane externe de I'enveloppe a pour origine

la membrane plasmique de la cellule elle-méme

VI.2. Endosymbiose secondaire

Une cellule eucaryote hétérotrophe absorbe uneleetlucaryote autotroptventenar
des chloroplastes : ceux-ci sont alors entourégjudeeemembranes (2 membranes
chloroplaste + 1 membrane plasmique + 1 membraphagocytose)En général, le noyau
le cybbplasme de la cellule symbiote dégénerent, le cplaste est alors entouré de qu
membranes. Chez Cryptomonas (chromophyte, Cryt@@syc on trouve effectivement
reste de noyau entre la deuxieme et la troisiemabramne ainsi que des restes deplsmi
contenant des ribosomes (Fig. 5a)

Exp. Plastes des Cryptophytes et des Chlorarachnibgtes)

Une cellule eucaryote hétérotrophe absorbe unelealleRhodophytdalgues rouge
ou une cellule d€hlorophyta(algues vertes). Cette endosymbiose secondairaudébsur
nouveaux groupes d'algues : les Cryptophytes eChdsrarachniophytesCes organismi
contiennent des mitochondries et des plastes migi&s an organite appelé le nucléomorphe

réminiscence du noyau de l'algue. Exemaiillardia theta(Fig. 5b)
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Fig. 5a: Endosymbiose secondaire (plastes des Chromophytes)

a Primary endosymbiosis Glaucophyl b Secondary endosymbiosis
A

Secondary eukaryotic host
: Cryptophyta

\i Rhodophyt

V4 %
-Cyanobacterium

Land plants MNucleomorph-plastic
complex

Fig. 5b : Endosymbiose secondaire : cas de Cryptophytes €htbrarachniophytes

Le méme processus se poursuit, une endosymbioBairéerest a l'origine de la
photosynthése chez les dinobiontes (alvéolés)onchlvéolés et cryptoalvéolés.
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Chapitre Il : Origine de la vie et I'arbre universel du vivant

L’ évolution est le processus ayant mené a l'apparition et &ralasformation de
nouvelles especes. L'étude de la formation et@elution des organismes vivants se nomme
la phylogénie

|. LUCA et les trois domaines du vivant

Les origines de la vie sur terre demeurent inaeetiOn ne sait pas dire avec certitude
guand la vie est apparue sur terre ni ou est commees plus anciens micro-organismes
fossiles sont datés d’au moins 3,5 a 3,8 millia'dsnées.

La comparaison des trois domaines de laBacferia, Archaeaet Eukaryg a montré
des caractéres homologues partagés entre lesltnmiaines (Tableau V) ce qui suppose des
relations de parentés entre ces organismes. Lessdaomologues sont hérétés d’ancétre
commun. Selon la théorie qui dit que tous les éteants partagent un ancétre commun.
L’acronyme LUCA (Laste Universal Commun Ancestoy ®@ACU (Dernier Ancétre
Commun Universel) est I'organisme dont sont is®sstlois lignées cellulaires, est donc,
'ensemble des especes vivant actuellement sue.tégs trois domaines pourraient avoir
divergé d’'un ancétre commun ou d’'une communautégdiismes au début de I'apparition de
la vie sur la Terre. Ceci implique que : tous lEefvivants sont apparentés a des degrés plus
ou moins variés ; les eucaryotes, les bactériéssedirchées en dépit de grandes différences
morphologiques et mode de vie, sont cousins. LEérehces observées entre organismes
actuels refletent une évolution qui a suivi deswine différents dans les différentes lignées.

LUCA ne doit pas étre confondu avec le premier oigrae vivant. LUCA est une entité
théorique, un modele abstrait, permettant de cengve les phénomenes liés a l'origine de la
vie et I'évolution des étres vivants. Il ne corrasg pas a une entité réelle et identifiée mais a
un organisme dont certains caractéres sont cormaags @ ceux partagés par ses descendants.

Ainsi, la période pré-LUCA doit intégrer des nosode biologie, de physique, de
chimie et de mathématique pour comprendre le pastag monde pré-biotique a un monde
biotique ( ce qui revient a comprendre commenti¢aest apparue a partir de non vivant :
matiere organique). Un grand nombre d’hypothesésttnémises de puis les années 1950

concernant I'’émergence de la vie sur terre.
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Tableau IV : Les caractéristiques des trois domaines (Bacte&xighaea et
Eukarya).
Propriétés Bacteria Eucarya Archaea
ADN séparé du Non (sauf Oui (membrang Non
cytoplasme par ungchez leg nulcéaire)
membrane Planctomycétales
Présence Non Oui Non
d’organelles (mitochondries,
intracellulaires chloroplastes)
Présence dung Oui (sauf Chez certaing Oui (sauf
paroi autour des cellules| rares exceptions),eucaryotes (plantesrares exceptions), la
composée dechampignons, etc), mais neomposition varie
peptidoglycane contient jamais dacideselon les groupes,
contenant de¢ muramique mais il n'y a jamaig
'acide muramique d’acide muramique
Types de lipide$ Chaines Chaines d'acidep Chaines

présents dans [

membrane cytoplasmiqu

ad’acides gras relié
ba  un  glycérol-3-

sgras reliés a un glycérol-|
phosphate par des liaiso

B-aliphatiques branchég
heeliés a un glycérol-1

ES

phosphate par desester phosphate par d@s
liaisons ester liaisons ether

Formation dg Oui Non Oui
vésicules de gaz

ARNt initiateur N- Méthionine Méthionine
de la traduction formylméthionine

ARNmM Oui+ Non Oui+Mono
polycistroniques Mono

Maturation deg Non Oui Non
ARNmM (épissage dgs
introns, mise en plage
d'une coiffe et d'une
gueue poly-A)

Type de 70S/16S 80S/18S 70S/16S
ribosome

Réaction dy Non Oui Oui
facteur d'élongation 2
avec la toxine de Ia
diphtérie

Sensibilité du Oui Non Non
ribosome au
chloramphénicol et a I|p
kanamycine

Sensibilité du Non Oui Oui

23




ribosome a I'anisomycing

Nombre de types 1 3 1
d’ARN polymérases

Nombre de soud- 6 12-14 8-12 (treg
unités similaire a celle dep

eucaryotes)

Sensibilité de Oui Non Non
'ARN polymérase a Ia
rifampicine

Promoteurs  de Absents Présents Présents
type Il pour [I'ARN
polymérase

Type d’ATPase A B B

Capacité a Non Non Oui, dang
produire du méthane certaines lignées
(méthanogéenes)

Capacité a fixef Oui Non Oui
I'azote

Photosynthese Oui Oui (via les Non
basée sur la chlorophylle chloroplastes qui sont des

bactéries)

Capacité a Oui Non Oui
réaliser la)
chimiolithotrophie

II. LUCA et la racine l'arbre du vivant
L’existence de trois domaines pose tout naturelidnige question des relations de parenté gt
unissent, c'est-a-dire de la position de la racirde [Il'arbre universel du vivant.
alors il existe trois hypothéses possibles lsunature de LUCA et sur la maniére dont s’este

I’évolution dans chacun des trois domaines (Fig. 6)
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C

Groupe extérieur B’*‘\ —{ = Archaea

Fig. 6 : Les trois enracinements possibles pour I'arbrearmsel du vivant. Le rond représente
LUCA.

Tous les caractéres présents dans les trois dosnsomt supposés avoir été présents chez L{JCA

certains auront été perdus secondairement.

- Hypothése 1 :La racine est placée dans la branche des ArchaseEucarya et les Bacteria <
plus proches parents (Fig. 5A). Il n’est pas pdedile die si les caracteres présents chez les eucaryt
les bactéries, mais absents chez les archéestgiedsents chez LUCA 6t n’est pas possible de dire
les caracteres présents chez les archées maigsabben les eucaryotes et les bactériaeiét présen
chez LUCA.

Cette hypothese est la plus acceptée pat les i§icjees ; en se basant sur le fait que
Archéobactéries colonisent surtout les milieux @xies (en particulier les environnements tres ci
dont certains auteurs estiment qu’ils correspomii@ax conditions qui prévalaient sur la terre [iia)
. le LUCA serait donc procaryote et hyperthermaghil

D’autre part, les Archaebacteria, qui regroupgmincipalement les bactérieséthanogene
représenteraient, selon Woes$e type procaryote ancestral du fait d’'un méteinoé compatible av

I'atmosphere de la terre primitive (réduction aoéé du dioxyde de carbone en méthane).
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- Hypothese 2: La racine est placée dans la branche des eucarydés Archaea so
phylogénétiquement plus proches des Eubacteriaesig&ukarya (voiFig. 5.B). Ainsi I'arbre universe
du vivant aurait divergé de I'ancétre commun dasmsxddirections : une a l'origine des eucaryogtsine
deuxieme, probablement, a I'origine des ArchaedestBacteria.

- Hypothese 3: La racine est placée dans la branche des eulmsctdes Archaea so
phylogénétiquement plus proches des Eukarya quBalgsria (voirFig. 5.C). Ainsi I'arbre universel @
vivant aurait divergé de I'ancétre commun dans déivections : une a l'origine des Bacteria et
deuxieme, probablement, a I'origine des ArchaedestEukarya.

- Enfin, il n’est pas possible de clore cette question gaguer un autre scénario, dans le
LUCA donne naissance aux lignées bactériegtn@rchée. Les eucaryotes dérivants pour leurddaine
association entre une bactérie et une archéeqFig.

% >

Fig. 7 : Origine chimérique des eucaryotes.

Des résultats de séquencages ainsi que d’autresesndnt permis d’établir que les
cellules eucaryotes possedent des genes issudlulescdes deux autres domaines (voir Fig.
8). Deux hypothéses alternatives sont présentées :

A. Un scénario en deux étapes. Un eucaryote sanshuitdrie (Archezoan, mito
est formé par la fusion d’une archéobactérie ene’lnactérie Gram négatif, I'aquisition d’une
mitochondrie se fait plus tard via 'endosymbio&ené o-protéobactérie.

B. Hypothése de 'hydrogene. Ce scénario impliqueréation simultanée du noyau
eucaryote et de la mitochondrie par la fusion d’arehéobactérie méthanogene, qui requiert
de [I'hydrogéene (I'héte), et dunea-protéobactérie qui produit de [I'hydrogéene

('endosymbiote).
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Dans les deux scénarios, I'acquisition d’'un chltaiefe se fait via I'endosymbiose

d’'une cyanobactérie dans une cellule eucaryoteeocant des mitochondries.

®

Archezoan (mito ™ )

Archéobactérie

\\\»
//-—P

Bacterie Gram ~
o-Protécbactérie
® .
Ecearyoih (il ) Glaucocystophytes, algues
: AT vertes et rouges, plantes
Archécbactérie
{meéthanogene)
Cﬂjﬁ
—
e

ci-Protéobactérie Cyanobactérie

Fig. 8: Origine de la cellule eucaryote
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Chapitre Il : ROle des virus au cours de I'évoluton des
microorganismes (Virus de procaryotes)

|. Définition : un virion a 4 caractéres essentiels :

1- Le virion posseden seul type d'acide nucléiquegui peut étre soit de I'ADN, soit de
I'ARN. Les deux molécules ne coexistent donc pas di particule virale, ce qui oppose les
virus aux autres formes vivantes connues jusqu'goge L'acide nucléique viral porte
l'intégralité de l'information génétique du virus aanstitue ce que l'on appelle le génome
viral.

2- Le virion se reproduit uniguement a partir de son matériel géétique par
réplication de son génomell n'existe pas de scissiparité comme chez lethkas et il n'y a
pas de mitose comme dans les cellules eucaryotes.

3- Les virus sont doués d'yrarasitisme intracellulaire obligatoire. lls ne peuvent se
reproduire qu'au sein d'une cellule héte vivante fdk d'un parasitisme intracellulaire absolu
le virus ne posséde aucun systéme enzymatique engétique lui permettant d'assurer sa
propre auto-réplication. Il est donc amené a déwuet a utiliser pour sa propre biosynthese
I'ensemble des macromolécules de la cellule qudilagite (ribosome, tARN, activité
enzymatique, systéme de régulation). Au coursinedaction entre la particule virale et sa
cellule hote, deux éventualités peuvent survenir :

a. La multiplication virale peut aboutir a la mort ldecellule : c'est ce que I'on appdhe
lyse cellulaire

b. Le virus interagit avec la cellule résultant en ssons cellulaires non Iéthales : c'est
ce qu'on appelle lpersistance virale

Les virus infectant les procaryotes sont répartisieux catégories suivant la nature de
leur héte (bactérie ou archébactérie). Les ternaeséhiophage et phage ont été initialement
utilisés pour nommer les virus de bactéries. Engoe concerne les archées, le mot
archéophage existe mais il est peu usité. En déetscientifiques spécialistes du domaine
parlent plutét de virus d’archébactéries pour gmdr les différences existant vis-a-vis des

bactériophages.
ll. Anatomie générale des particules virales

Toute particule virale est constituée d'au motbesux éléments constants et
obligatoires:
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1- le génome de nature nucléotidique et composé d'acide rpuaeiADN ou ARN)
monocaténaire ou bicaténaire. Exp. ADN double fpimage T4, T7), ADN simple brin (Phi
X174, M13), ARN simple brin (MS2), ARN double briRhi 6).

2- la capside est une coque de nature protéique qui entouggi®me et est capable
d'assurer sa protection et sa survie dans le makégrieur.

Les interactions entre acide nucléique et protdaéa capside sont trés étroites. Des
structures protéigues se trouvent bien souventusesl dans cet ensemble, ce sont les
protéines internes La structure nucléoprotéique, définit par I'aaueléique et les protéines
internes, prend le nom dricléoide et I'ensemble nucléoide et capside constitue aité u
fonctionnelle que I'on appelle faucléocapside Les virus limités a leur nucléocapside sont
dits desvirus nus. Dans certaines familles virales, la nucléocapsde entourée d'une
structure périphérique facultative appelénveloppe Cette enveloppe, dont I'existence
oppose lesvirus enveloppésaux virus nus, peut étre de provenance et de enaliverse.
Lorsque I'enveloppe dérive des systemes membrardaréa cellule héte, elle peut prendre le

nom depeplos
lll. Origine des virus

Trois hypothéses sont proposées pour expliqueagifar des virus. Dans la premiére de
ces hypotheses, les virus seraient apparus avanernes cellules. Dans les deux autres ils
sont d’origine cellulaire.

1. Hypothese 1 :Les virus sont apparus avant les cellules. Cejfeothése est
abandonnée il était admis que les virus n'avaiead pu apparaitre avant les cellules,
puisqu’ils ont précisément besoin de ces dernigoes se reproduire (parasite obligatoire).

2. Hypothése 2 :Les virus peuvent correspondre a des anciennkdeseparasites
qui auraient évoluée vers la forme virale par legpeompléte de leur autonomie (perte de
ribosomes). Cet organisme aurait co-évolué avemllale héte et n’aurait conservé que sa
capacité a se répliquer et le mécanisme de trarddecellule en cellule. Cette hypothese est
appuyée par I'existence des rickettsies : petitetdnies ayant régressées a un point qu’elles
ne peuvent survivre que dans une cellule hote.

3. Hypothese 3 :Les virus peuvent correspondre a des fragmentgdemes qui

auraient échappé au controle de la cellule en dmtenfectieux.

La plupart des évolutionnistes spécialistes degires de la vie pensent a un monde
cellulaire @ ARN. L’ADN est la molécule support tmformation génétique caractérisant
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chaque étre vivant sur terre. La complexité de Miend l'apparition spontanée de cette
molécule hautement improbable. Il parait plus pbddague 'ADN soit apparu par I'évolution
d’'une molécule plus simple (ARN). L’ARN est Iégeremh plus simple chimiquement parlant.
Il est composé des mémes éléments que I’ADN, saeifi€) désoxyribose est remplaceé par le
ribose et la thymine est remplacée par l'uridina. difet, I'étape clé de la formation des
liaisons peptides est réalisée grace a 'ARN ches tes étres vivants actuel. On ne connait
pas de mécanisme de synthése protéique uniqueréalisée par I'ADN, ce qui rend

I’hypothese d’'un monde a ARN aujourd’hui la favees scientifiques.

Si les virus a ARN sont apparus les premiers, quedt I'origine des virus a
ADN ?

l1l.1. Origine des virus & ADN

Deux hypothéses ont été avancées :

1. Hypothese 1 Les virus & ADN descendent des virus a ARN. Ceffthése est
appuyée avec l'existence des virus utilisant lasxdgpes d’acides nucléiques dans leur cycle
de réplication tels que les rétrovirus avec lel&yARN-ADN-ARN et les hepadnvirus avec
leur cycle ADN-ARN-ADN. L’existence des virus quagsent alternativement d’'une forme
ARN a une forme ADN et vice versa suggére gue lassvavaient joué un réle important
dans la transition ARN en ADN.

2. Hypothése 2 Les virus a ADN proviennent des cellules ancessral ADN. Cette
hypothése est appuyée surtout apres la découwerardivirus avec son génome géant (1,2
Mpb) codant plus de 1200 protéines. Des parasitescellulaires & ADN d’origine cellulaires
auraient pu évoluer vers la forme virale en invent®e nouvelles capsides ou en empruntant
celles des virus a ARN préexistants.

Si les génomes a ADN sont apparus dans le mondé @omment peut-on
imaginer le transfert ultérieur de '’ADN des viraigx cellules ?

[11.2. Origine des cellules a ADN

Plusieurs scénarios ont été proposés, le plus cward est la coexistence dans
une méme cellule d’un génome a ARN ancestral at glasmide a ADN d’origine
viral. Ce dernier, a pris le contrble de la cellbfige et a permis la construction d’'un
chromosome cellulaire a ADN par rétro transcriptil’ancien génome cellulaire a

ARN. De cette hypothese, tous les étres vivanttulagkes actuels seraient les
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descendants d’'un ou de plusieurs virus a ADN qraiant pris le contrdle des cellules
a ARN (Fig. 9).

= Virus 2 ARN
[ ]

Cellule
a4 ARN <P

¥,
=== Virus & ADN

Cellule L
a ADN <=J
primitive

Virus a ADN
3]
Virus a ARN
Cellule a
moderne _

Fig. 9 : Origine des virus et des cellules a ADN

IVV. Classification des virus procaryotes
La classification des virus se base sur des egtbien particuliers, a savoir la nature de
'acide nucléique (ADN ou ARN) et sa structure (rooaténaire, bicaténaire, linéaire ou
circulaire), la symétrie de la capside (binairebique ou hélicoidale), la présence ou
'absence d’enveloppe et le mode de réplicatiorr. I8wseul critere morphologique, quatre
grands groupes peuvent étre définis (Fig. 10) :

1. Les virus a symétrie binaire (ou virus caudés)lls ont comme caractéristique
principale de posséder une queue permanente, ctiletrau non suivant les cas. Celle-ci
posséde généralement des organelles de fixatioa &mme de fibres ou de crampons
terminaux. Leur capside (ou téte) est a symétrasaédrique. Ces virus ne sont pas

enveloppés et ont un génome a ADN bicaténaireilimé@ette catégorie concentre 96 % des
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virus de procaryotes, répartis en trois grandedliizsn lesMyoviridag les Sphoviridaeet les

Podoviridae Ces derniéres constituent I'ordre d@sudoviralesle seul ordre défini chez les

virus de procaryotes.

2. Les virus a symétrie cubique lls ont une capside icosaédrique mais pas de

gueue. Certains possedent une structure lipidiquie egt le plus souvent sous forme

d’enveloppe mais qui peut aussi étre insérée daosrk. Ce groupe qui représente seulement

2 % des virus de procaryotes, correspond ceperdeiniy familles : leMicroviridae (ADN

monocaténaire circulaire), lgSorticoviridae (ADN bicaténaire circulaire), le$ectiviridae

(ADN bicaténaire lineaire), lelseviviridae (ARN monocaténaire linéaire) et |€ystoviridae

(ARN bicaténaire linéaire).

3. Les virus a symétrie hélicoidale lls ont la forme de filaments de longueur

variable qui sont soit flexueux soit rigides. lis représentent que 1,7 % du nombre total de

virus de procaryotes et regroupent trois familléss:Inoviridae, les Lipothrixviridae et les

Rudiviridae Les deux derniéres regroupent uniguement des infactant les archébactéries.

Seules lesLipothrixviridae sont enveloppés. Le#noviridae ont un génome a ADN

monocaténaire circulaire alors que lepothrixviridae ainsi que lesRudiviridae ont un

génome a ADN bicaténaire linéaire.

Virus & symétrie binaire

5

Podoviridae

kO

Mvoviridae Siphoviridae

O Microviridae
Levivividae @

Corticovividae

Cystoviridae

Tectiviridae

Virus & symétrie cubique ‘ Virus & symétrie hélicoidale i

Virus pléomorphes

.9

Fig. 10 :Morphologie des différentes familles de virus degaryotes

4. Les virus dits pléomorphes lls ne possedent pas de capside véritable mas un

structure de type enveloppe. Cela ne concerne fuéo0des virus de procaryotes mais Six
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familles sont concernées : |d3lasmaviridae les Fuselloviridag les Guttaviridag les
Globuloviridae les Ampullaviridaeet lesBicaudaviridae Ces cing dernieres regroupent des
virus qui infectent uniqguement les archébactéries Fuselloviridaeet lesBicaudaviridae
ont une forme de fuseau alors que@egtaviridaeont une morphologie de goutte d’eau avec
une touffe de fins filaments au pole le plus paihies Globuloviridae sont sphériques et les

Ampullaviridaeont une forme de bouteille.

V. Cycle de vie des bactériophages (bactériophagesrulents et
tempéreés)

Les bactériophages se caractérisent par des ayele® en interaction directe avec les
bactéries qu'ils infectent. Tous les bactériophageisune phase d’adsorption a la cellule
hote, puis soit ils pénetrent entierement danlale, notamment s’ils sont enveloppés (ex :
Phi6), soit ils injectent leur génome a traversnembrane bactérienne. Ensuite, selon qu’ils
sont virulents ou tempéreés, ils entrent dans ureselproductive, ou dans une phase de

latence (Fig. 11).

o
"
||| w(}\ vi
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X / |x§3®
. 7 J@CED
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@ N

Phage v I| ulent chronlgue Phage tempéré pseudolysogialqoe Phage tempérd lysogénlgue

Fig. 11 : Cycles de vie des bactériophages.
| Adsorption ,II Injection du génome ,llIl Répliaati transcription, traduction virale , IV
Assemblage des (pro)virions, V Sortie par bourgeament ou extrusion, VI Lyse, VII Génome viral «
dormant », VIII Transmission verticale, IX Réactiva du virus (stress environnemental),X Perte du

génome viral.




Les génomes debactériophages tempérés eux, sont intégrés (bactériophages
lysogeniques, expd) ou non (bactériophages pseudolysogéniques, ekXp.aB génome
bactérien. lls sont répliqués avec le génome hbtiraasmis verticalement aux nouvelles
générations bactériennes, ils sont dits « dormanis encore « prophages ». Le génome viral
peut étre perdu au cours d’'une division celluldirpeut aussi étre réactiveé, notamment en cas
de stress environnemental (UVs, pauvreté du mié&térieur) et entrer dans un cycle
productif Iytique. Les bactériophages tempérés dgses ou pseudolysogénes peuvent
réprimer l'activation du cycle lytique, et assurainsi leur transmission verticale d’'une
génération bactérienne a l'autre. Ce faisant, nigpé&chent les bactériophages tempérés du
méme type d’infecter la bactérie hote, et lui apgurdonc une certaine immunité contre ces

bactériophages apparentés.

VI. Spécificité d’hote des virus

Les études de la diversité des virus révelent qupldpart des especes peuvent étre
retrouvées dans des biomes différents. Cela summaisgu’il existe des hétes identiques dans
les différents biomes, soit que les virus ne sastgpécifiques d’'un hote et peuvent s'attaquer
aux hétes gu'ils trouvent dans un biome donné, mcoee que ces deux conditions sont
réunies. Or, on a longtemps considéré que leghapghages avaient un spectre d’hbte étroit
(une seule espéce bactérienne, ou méme un setypErac’est-a-dire qu’ils n’infectent que
des bactéries proches les unes des autres. Galaliétau fait que certains bactériophages ne
reconnaissent que le récepteur trés spécifiqueudenbte, et montrent peu (ou pas) d’affinité
pour les récepteurs ayant une structure tres dégemt différente. Cette stricte
correspondance permet dailleurs d’utiliser cedabactériophages pour différencier leurs
bactéries hotes par lysotopie.

Cependant il a été montré que certains phagesrogpectre d’héte étonnement étendu
(plusieurs genres bactériens). Dans certains dondiil peut y avoir adaptation d’un virus a
un nouvel hote, plus au moins proche de I'hGte stnake avec ou sans perte de la capacité de
lyser cet hote ancestral. Cette capacité qui anpleges a étendre leur spectre d’hote, n'est
pas sans rappeler la capacité des virus a charnigétedce qui peut étre a l'origine de
nouvelles maladies virales humaines. Exp. VIH @idu sida) : I'hGte d’origine est un
chimpanzé, Coronavirus (virus du syndrome SRASndsyme respiratoire aigu sévere) :
'héte d'origine est la chauve souris, HINIV (virge la grippe A): peut étre d’origine

porcine ou aviaire.
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VII. Transferts génétiques

Les bactériophages contribuent aux transferts twot@ix de genes entre especes
bactériennes de facon indirecte (transduction)sld® la lyse cellulaire, L'ADN génomique
de la cellule héte est morcelée, il arrive que fregments d’ADN soient encapsidés
accidentellement dans la capside virale. On obtiErtc un phage recombinant, qui s'il
infecte une cellule, il ne créera pas de cyclelvita mécanisme de transduction généralisé
permet des échanges génétiques de fragments d’AlDMapt aller jusqu’a 200kb. Enfin les
bactériophages lysogénes peuvent aussi « captutens>leur génome des génes bactériens
d’intérét (résistance aux antibiotiques, genes melence...) qu’ils peuvent par la suite

propager au sein des especes.

VIII. Intérét d’étudie des virus de procaryotes

VIIL.1. Pour un enjeu en biodiversité : les bactériophages participent a la
diversification des especes bactériennes pardesfarts horizontaux. Exp. Dans I'espége
coli par exemple, seuls environ 2000 genes sont caesamntre toutes les souches sur les

4000-5000 génes constituant leur génome.

VIII.2. Pour un enjeu en biotechnologie moléculaire
VIII.2.1. En utilisant leur cycle lysogéne :Le besoin de cloner des fragments

d’ADN de plus en plus gros, a amené les sciengéfgqet les industriels a développer de
nouveaux outils. Un des ces derniers, appelé fasntith fosmide ou cosmide est un vecteur
artificiel constitué d’'un plasmide hybride contehnséquence COS du phafj@amda) qui
infecte E. coli. La séquence COS du phafieest une séquence longue (200 pb) nécéssaire
pour 'empaquetagen vitro du plasmide (porteur d’'un insert) dans la tétepdage£. Un
plasmide normal peut porter entre 1 a 20 Kpb afprsin cosmide peut apporter jusqu’a
45Kpbd’ADN. Les cosmides peuvent étre encapsiadds da capside du bactériophage de
facon a transférer uniquement les genes dintéddiss des cellules bactériennes par
transduction. La capside du vecteur peut appongguement le cosmide et non pas le
matériel génétique du phage La cellule h6te lysogéne va alors assurer Idiptichtion de
son génome mais aussi celle de I'ADN cloné dangelgeur. Ce systéme permet donc de
générer des banques de clones contenant des ideajtande taille.

VIII.2.2. En utilisant leur acide nucléique : Etant donné leur relative petite

taille, les acides nucléigues phagiques sont sauudisé€s, apres digestion par des enzymes
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de restriction adéquates, comme marqueurs de loalg poléculaire. Les exemples les plus
connus sont le phageet le phageX 174.

L’'acide nucléique des phages peut également étmoge comme matrice pour des
tests d’activité de certaines enzymes. Par exenglphagepX 174, qui posseéde un ADN
simple brin circulaire, est utilisé pour des tadetivité nickase (clivage d’'un brin d’ADN)
ou ADN polymérase (copie d'un brin d’ADN a partiude matrice simple brin circulaire).
Le génome de certains virus de procaryotes peuérdgat étre un outil génétique. Le virus
SSV1, qui infecte le genre archéen Sulfolobuserai st I'élaboration d’'un vecteur navette
entreSulfolobus solfataricust Escherichia coli Ce dernier, appelé pKMSDA48, est inductible
aux rayons UV. De plus, il permet la production plarticules virales infectieuses et
morphologiquement similaires a celles de SSV1.rErnfiest présent de facon stable dans la
cellule sous deux formes : une forme double bricutaire multicopie (20 a 40) et une forme
intégrée au génome de I'héte grace a son intég&ese caractéristiques en font le premier
systeme efficace de transformation chez les archées

VIII.2.3. En utilisant leurs enzymes :A I'heure actuelle, les enzymes issues de
virus archéens sont relativement nombreuses. Aucuest cependant exploitée par les
entreprises de biotechnologie moléculaire car bativité demeure souvent indéterminée.
Elles représentent malgré tout une piste importpate les années futures, notamment parce
gu’elles sont un réservoir potentiel de nouvellescfions biologiques pouvant parfois se
présenter sous la forme d’enzymes multifonctiomselcomme c’est le cas chez les plasmides
archéens. Les premiéres enzymes a avoir été tdgdoisont les polymérases (ARN
polymérases et ADN polymérases). Une des ARN palgseephagique les plus utilisées est
'ARN polymérase ADN dépendante du coliphage T7esC’'une protéine de 100 kDa qui
reconnait spécifiguement un promoteur de 17 pbuAwctivateur ou cofacteur n’est requis
pour l'initiation, la transcription processive auterminaison. Elle est surtout employée pour
la synthése de transcrits (ARNm et ARNi) et de ssndarquées.

En ce qui concerne les ADN polymérases, une des grfiployées est celle du phage
$29. Cette enzyme synthétise de 'ADN avec une exmeqmelle processivité doublée d’'une
extraordinaire activité de déplacement de brin. &gsications sont diverses : amplification
par cercle roulant pour les plasmides et génomegighes circulaires, amplification par
déplacement multiple pour les ADN rares ou encomplification de gros fragments par
couplage avec d'autres protéines du pha@®. Les autres catégories d’enzymes phagiques
tres fréequentes en biologie moléculaire sont lgasks. La plus connue est 'ADN ligase

ATP-dépendante du bactériophage T4. Elle lie derfagovalente des molécules d’ADN
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double brin ayant soit des extrémités 5’ et 3’ phasylées, soit des extrémités cohésives
obtenues grace a une digestion par des enzymesstiition. La principale application de
cette enzyme réside dans le clonage ou elle pdiimsrtion d’'un fragment d’ADN dans un
vecteur Il existe également des ARN ligases. Aitgis recemment, deux ARN ligases
thermostables et homologues a la ligase 1 du phdgmt été isolées de virus infectant des
bactéries des genrédhodothermuset Thermus Ces enzymes sont capables de ligaturer a
haute température (optimum aux environs 60°) deolcules dARN ou d’ADN simple

brin.

VIIL.3. Pour un enjeu en thérapeutique

VIIL.3.1. En tant qu'« antibiotiques » : Les endolysines sont des enzymes
codées par les bactériophages qui détruisent ledpgfycane des bactéries lors de la phase
terminale du cycle viral. Etant donné leur spéitdiet leur grande activité, elles peuvent
notamment étre utilisées comme agent thérapeutique.

VIII.3.2. Pour la synthese d’anticorps spécifiques La technique du « phage
display » correspond a une expression de protéinesmpris des anticorps) ou de peptides
grace a un bactériophage filamenteux. Les séquehi8&N codant pour ces molécules sont
intégrées dans le génome du virus de fagon a céequeotéines ou les peptides présentés a
la surface du bactériophage soient fusionnés aeamblécules capsidiales du phage. Dans le
cas du bactériophage M13, 'ADN codant pour laé@nat ou le peptide d'intérét est lié au
gene plll ou pVIl, qui codent respectivement pdas protéines de capside. Des sites
multiples de clonage sont parfois utilisés de sque le géne soit au moins une fois transcrit
correctement. L'hybride d’ADN constitué par le génephage et le gene d'intérét est insére
dansEscherichia colide fagcon que le phage modifié soit produit pdrdetérie (Fig. 12). Les
phages recombinants sont sélectionnés pour lewcitépde liaison a une cible (Fig. 13).
Aprés de nombreux lavages, les phages fixés soés gluis isolés et amplifiés par infection
de bactéries. Les phages amplifiés sont sélecttoam®uveau sur la méme cible. Aprés 3 a 4
tours de sélection-amplification, les phages si&pnés sont analysés et testés pour l'activité
recherchée.

VIII.3.3. En tant que vecteurs pour la thérapie géigue : La thérapie génique
consiste principalement a injecter un gene « ctauec> dans une cellule pour remplacer le

gene défectueux. Dans ce domaine, les virus senelgeurs les plus frequemment utilisés.
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Chapitre IV : Ecologie moléculaire microbienne

Les bactéries, avec les autres micro-organismdgipant pour une tres large part a
I'équilibre biologique existant sur la surface de terre. lls colonisent en effet tous les
écosystemes (eau, air, sol, aliment...etc.) et sofdri@ine de transformations chimiques
fondamentales lors des processus biogéochimigugsomsables du cycle des éléments

naturels.

Pour comprendre comment les microorganismes ints@gt avec leur environnement,
les microbiologistes ont longtemps été limités & dpproches dites « culturales » pour
étudier les activités et la diversité microbiolagggdes écosystémes alors qu’on considére
gue seuls 1 % des bactéries sont cultivables. cauwerte de I'amplification de génes par
PCR (réaction de polymérisation en chaine) et leld@ppement des méthodes moléculaires a
partir des années 80 ont permis de commencer ardavboite noire que représentait la
diversité microbienne. A partir des années 2008, agancées se sont poursuivies avec le
développement puis la démocratisation de méthodeséatjuencage dites de prochaine
génération, en particulier, la métagénomique cildéemetabarcoding qui fait référence a

I'étude des séquences d’'un géene connu et amplifié.
|. Génomique et méta-génomique

La génomique bactérienne, permet I'étude des gémoractériens, elle est
principalement basée sur l'isolement et la cultitene bactérie donnée. L'obtention d’'une
culture pure est une étape essentielle pour rétiephénotype particulier d’'une souche
bactérienne a son contenu en genes, notammengépgalier spécifiquement sa virulence, sa
pathogénicité ou sa résistance. Néanmoins, layte¥sle majorité des bactéries (plus de 99%)
sont non cultivables. Ainsi, afin d’étudier une commauté bactérienne dans son ensemble, il
est aujourd’hui possible de séquencer 'ADN dedsués bactéries présentes dans un milieu
donné (sol, eau, tube digestif de 'homme et desaumx, échantillons cliniques...). Cette
approche, nommée «méta-génomique», nous rensaigiee diversité et 'abondance relative
des microorganismes présents.

Le termeméta-génomique ou encoreggénomique environnementaleou génomique
des communautésindique I'étude des méta-genomes, qui lui-méniereéa 'ensemble des

séquences d’ADN extraites de communautés multieespgrélevées dans I'environnement.
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Ces communautés sont généralement composées dsmgannon cultivables, soit
gu'’ils ne sont pas ciblés par les conditions d¢ucelcar non connus, soit gu'ils résistent aux
tentatives de culture. A l'inverse de la génomiquieconsiste a séquencer un unigue génome,
la méta-génomique séquence les génomes de plugspéses differentes dans un milieu
donné.

Le terme « omique » est la quantification ou ca#mdsation de molécules d'origine
biologique pour détecter les fonctions, la strustula physiologie et les mécanismes
moléculaires d’'un organisme ou d’'un ensemble dioisyaes. Ce terme regroupe alors les
différentes approches permettant de caractériséiviarsité génétique et fonctionnelle des
microorganismes dans leur ensemble sans a prigraret'analyse en haut débit des ADN
(métagénomique), ARN (métatranscriptomique), pn&®i (métaprotéomique) ou des
métabolites (métabolomique).

L’ADN est la molécule ciblée en génomique enviraneetale et son étude permet
d’'accéder a la densité et a la diversité des corantés microbiennes, I'ARN reflete ’ADN
transcrit et permet d’accéder a la quantificatian I'elentification de populations ou
meétabolismes actifs dans un environnement donnéproééomique cible les protéines
synthétisées a partir des ARN par les communautéliennes et permet d’accéder a la
fonctionnalité a travers I'étude des enzymes pitsdeti réellement responsables d’'une activité
dans un environnement donné. Enfin, I'étude desbodites synthétisés par les communautés
microbiennes permet l'identification de produitsaux ou intermédiaires de leur activité.

La métagénomique est une approche de plus en pjudgire dans plusieurs domaines
dont I'écologie, la biologie médicale, la crimirsigue, etc. Elle s'intéresse principalement a
'étude des microbiomedels microbes qui font partie intégrante des organismieants,
mais peut aussi s’appliquer a I'étude de population il y a présence d’eucaryotes (ex:
zooplancton dans un lac). Pour les eucaryoteyiarpas de probleme au séquencage, car ces
organismes multicellulaires peuvent produire dendes quantités d’ADN. Cependant, pour
les procaryotes cela peut poser probléeme puisqusoné des organismes unicellulaires
possédant de petits génomes. Il faut donc soi fd@s cultures pour dupliquer ces cellules,
sachant que la majorité de ces organismes ne peswesivre en milieux contrdolé, ou utiliser
la technique « Single Cell Sequencing ». Cependardpnvénient de cette derniere est qu'il
peut y avoir certaines régions du génome qui sawvarfsés : seulement 40% du génome est
couvert en moyenne a la suite de 'amplification P&R des génes.
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ll. Types d’analyse des données métagénomiques

L’analyse de données métagénomiques cible donc conemunauté et cherche a
caractériser cette communauté afin de pouvoir théseanalyses différentielles entre plusieurs
conditions, par exemple, ou seulement d’en appeeptlis sur une communauté. Il existe
ainsi quatre types d’analyse des données métaggnempossibles :

1- L’analyse taxonomique : un inventaire dagohs ou espéces présentes dans le
milieu et leurs abondances.

2-  Assemblage des différents génomes : assgebhpartiel ou global des génomes
d’espéces présentes dans le milieu selon la teehnig séquencage utilisée.

3- L’analyse fonctionnelle : permet de déteranila fonction d’'une communauté dans
son ensemble ou de diviser cette communauté engsoupes fonctionnels interagissant
ensembles. Peut mener a la cartographie des vo#éabailiques présentes dans une
communauté.

4- L’analyse comparative : comparaison des donnéespldsieurs communautés
provenant de difféerents milieux du méme type (ewicrobiome racinaire d’'une espece
d’arbre présente dans différents sols) ou conditidun méme milieu (ex : microbiome

buccal avec et sans maladie).

[ll. Approches de la méta-génomique Deux approches sont principalement utilisées

[1l.1. Métagénomique ciblée

Cette approche consiste a I'amplification puis aguencage d’'une région ou portion
particuliere du génome relativement petite en quedqgcentaines de paires de bases. Cette
région est appelée marqueurs conserves, générdlementilise les RNAs ribosomaux
comme marqueurs. Pour les bactéries, il s’agitAleN ribosomal 16S, qui est un excellent
marqueur phylogénétique et un taux de mutatiortivel@ment stable puisque sa fonction est
essentielle a 'organisme (Fig.14).

Plusieurs autres marqueurs sont possibles dépenelainoe I'ordre taxonomique
observé. Ainsi pour les bactéries, on peut ausissert ITS, CPN60 et RescA par exemple.
Pour les eucaryotes, on utilise principalement NMR8S qui est I'équivalent de 'ARN 16
des procaryotes et ITS. Pour les virus, on peutenitres utiliser Gp23 (bacteriophagesT4-
like), RARp (picornaviruses).
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Fig. 14: Stratégie ciblé : Seuls les ADNs du gene ciblé séguencés. En
bactériologie, le gene cible est 'ARN 168S.
A la suite d’'un séquencage, les « readsne(séquence d'un fragment d'ADappelés
« Operational Taxonomic Units » (OTU) sont regraug#ar similarité. Ainsi, on peut
produire un graphique des groupesC{usters») afin de les identifier & un taxon ou une
fonction. Ces groupes peuvent étre comparés ownnue référence selon trois stratégiés :
novoou on ne compare pas a une référealosed-referenceu on se base uniquement sur la

comparaison a des séquences conraEn-referenceu on allie les deux autres stratégies.

Il existe de nombreux logiciels dédiés a l'analgke diversité de communautés
echantillonnées. Plusieurs logiciels sont disp@sibén libre acces, tels que MOTHUR et
QIIME. MOTHUR  qui est frequemment utilisé dans #bse de
I'ADN de microorganismes non cultivés. Il est cdpatbe traiter les données générées par
plusieurs méthodes de séquencage d'ADN, notammenéthode de séquencage Sanger, les
méthodes de nouvelle génération (pyrosequencageettBumina HiSeq) et de troisieme
génération (PacBio). QIIME quant a lui, est un lquitis complet et plus flexible, puisqu'il est
43 fois capable d'exécuter des analyses de digessitutilisant aussi bien les génes codant
pour I'ARNr 16S, que les marqueurs non-ribosomiqes plus, il est compatible avec les
"reads " issus des technologies de Sanger et ds¢yuencage 454, et permet d'exécuter des

analyses taxonomiques comparatives de métagénomes.

1. Stratégie de novo: basée uniquement sur les propriétés intrinsegquessélguences

(similarité entre les séquences) et une compara@sof de toutes les séquences
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Elle fait appel & deux types de méthodes :

a. Clustering hiérarchique : Comparaison 2 a 2 des reads. Au départ, chaqdecsta
un cluster isolé. La matrice de distance va permele définir les clusters. Le clustering
hiérarchique va regrouper les clusters les pluxh@® en un seul cluster, de maniére

itérative jusqu'a ce qu'il n'y ait plus qu'un selukter contenant tous les reads (Fig.14).

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

Fig. 14: Clustering hiérarchique
b. Clustering centroides:les reads sont d'abord triés par longueur et/oalpandance
décroissante, partant de I'hypothése que les ségsieles plus longues et les plus
abondantes contiennent un signal biologique fod.{5). Le premier read de la liste est
considérée comme étant le centroide du premietecluse read suivant est comparé a ce
centroide, si leur identité est supérieure au sdgisi pour définir un cluster (par exemple
97 %), alors le read est ajoutée au cluster existinon, il devient le centroide d'un

nouveau cluster.
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Fig.15 : Clustering centroides
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Tous les reads sont ainsi comparés aux centroifessdau fur et a mesure => évite la
comparaison de toutes les séquences entre elles.
2. Closed-reference : Similaire a I'approchéle novopar centroides a l'inverse, on n'utilise
pas des reads comme centroides, mais les sequBmcesanque de référence. Chaque read
est ainsi comparée a toutes les séquences de dadaonnsidérées comme centroide, et est

assignée au cluster dont le centroide y est legpoiaire (Fig.16).

]
o ~ Séquence d'une seull de similarité
r 5L . ' -
séquence brute | banque de référence (ex : 97%) cluster

Fig. 16 :Closed reference
3. Open-reference : Mélange des deux approches précédentes ; d'aberdnalyse
closed-referencgepuis une analysde novosur les ségquences qui ne s'alignent pas avec la

banque de référence (Fig.17).
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Fig.17 : Open reference
[11.2. Métagénomique globale (stratégie WGS Whole-Genome Shotgun)

Comme son nom lindique, cette stratégie permetudiér la composition globale du
microbiome de I'échantillon environnemental. Desplcette technique est effectuée sans faire
d’amplification préalable des génomes. L'ensembis dADNs du microbiote sont
séquenceés générant ainsi une importante quantitéradgnents géniques de tous les
organismes présents. Un assemblage des séquentesuash en les comparants par
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alignement sur des génomes référencés permetidentifier les especes connues formant le
microbiome. Les génomes inconnus assend#éBovapuis annotés et incorporés dans des
bases de données (Fig.18)

Il existe deux approches a la stratégie WGS, Ianjge est basée sur les « reads » et
cherche a classifier les « reads » dans une a@ptgquaxonomie et de fonction. L'alignement
est donc fait avec des génomes de références dééblg et peut étre pratique pour la
détection d’'organismes d’intérét. La deuxieme &g est basée sur I'assemblage, on y
assemble tous les fragmedis novoen groupements génomiques puis ils sont compatés a
génomes connus @inning») (tries). Cette deuxieme stratégie permet laodeerte de

nouveaux genomes plus facilement

Cette approche demande plus de ressources de séagaegt est donc moins sensible
gue la précédente pour étudier la biodiversitéstl toutefois probable que cette approche
devienne la méthode de choix, en raison des medtipiformations de fonctions géniques
gu’elle seule peut apporter.
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Fig.18: Stratégie globale : L'ensemble des ADNs présdmts un échantillon de
microbiote sont séquencés.

Chague stratégie a son avantage. La métagénomigbaley est plus précise dans le
sens ou elle séquence I'ensemble du génome d'oté&ibalors que la seconde ne s’intéresse
gu'a un seul gene. Cette premiere stratégie pgraredxemple de décrire le fonctionnement
global du microbiote en séquencant I'ensemble dregprésents.

La stratégie ciblée est quant a elle plilsctive. En effet, le géne de 'ARN 16S
est présent uniquement chez les bactéries quisssetent séquenceées. La stratégie globale va
séquencer tous les ADN présents dans le milieu @aosrnement, qu'ils soient bactériens,

viraux ou encore humains.

45




IV. Limites de la métagénomique
La métagénomique a plusieurs limites :

1. Approche descriptive : la métagénomique perneetddcrire et identifier les
especes présentes dans le microbiote étudié. Lagrébension du fonctionnement de la
variation des microbiotes reste un enjeu a appddrent I'intégration des métadonnées
relative a I'écosysteme devrait permettre d’orieriee métagénomique vers une direction
explicative et prédictive.

2. Absence d'une méthode standard de référenceadise des données générées :
Tel que vu dans les outils, il existe de hombrewxorkflow» pour I'analyse des données
métagenomiques ce qui les rend difficile a compardre elles. De plus, il n’existe aucun
consensus sur l'approche analytigue a mener dansontexte métagénomique malgré
'abondance de l'offre des logiciels d’analyseslaCest dut au fait qu’il n’existe pas une
méthode ou un processus de référence a suivrenpengr un projet métagenomique.

3. La sélection d'un locus cible suffisamment disitrant entre les organismes
d'intérét, fortement limitée par la courte taillesdectures de séquencage (< 500 nt). Au vu de
cette quantité d’information restreinte, la métagéigue ne permet ainsi pas d'obtenir une
image détaillée du microbiote d'intérét, I'infornoat contenue dans la littérature n’étant pas
souvent suffisante pour discriminer les espéceseeelles. Le profilage phylogénétique
pourrait étre ameélioré par I'utilisation des 40e@gpssentiels au lieu de se focaliser seulement

sur le 16S puisque cela entraine une diminutioladésolution des résultats.
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Chapitre V : Interaction entre les microorganismeset

I'environnement

Les changements des conditions de I'environnemendwsent a des réactions ou a
des comportements inhabituels dans une communaigéohienne, on parle dsress
cellulaire. Le stress cellulaireest défini comme tout changement dans |'expression

génome ou dans le protéome, qui imposent un tagxaigsance réduit.

Les principaux facteurs provocant le stress cetkilat limitant I'activité biologiques
des microorganismes sont :

1. Le déficit hydrique qui provoque la salinité etdinolarité ;

2. Variation de la température et pH ;

3. Variation de gradient d'®

4. Carences en éléments nutritionnels.

5. Présence d’antibiotiques ou de toxines,...etc.

Face au stress, chaque espéce bactérienne possepmpgres voies de réponses. Les
différentes réponses a I'échelle cellulaire lesmaurantes chez les bactéries sont
1. Fuir le stress (bactéries mobiles);
2. Former des spores de résistances (bactériasapi@s) ;
3. Produire des facteurs de virulences telles g tdxines (cas des bactéries
pathogénes lors de l'attaque invasive)
4. Se développer sous forme de biofilms ;
5. Eliminer le stress (dégradation de moléculegtes telles que les antibiotiques) ;
6. Tolérer le stress (réparation des dommages ceitdaires et adaptation
physiologique et moléculaire, production de pratdispécifiques face au stress thermique (ex
: heat shock proteins), ...etc.).
7. Etat de VNC
Ces différentes réponses sont coordonnées par aregaus de régulation appelé

« Quorum Sensing ».

Pour qu'une bactérie réponde aux variations devifennement, il faut qu’elle recoive
un signal. Ces signaux sont des molécules quirdiited’'une bactérie a une autre. Ces
molécules sont spécifiguement reconnues par depteas spécifiques. Ces derniers sont

exprimés soit a la face externe ou bien interntadaembrane périplasmique. Généralement
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les molécules qui se fixent sur la surface sontrdekecules hydrosolubles, et celles qui se
fixent a l'intérieur sont lipophiles. Lorsque le mplexe est formé (molécule /récepteur)
I'activité biologique des microorganismes sera rfiédi La transduction du signal est I'étape
commune pour toutes les réponses, elle désigne deamsme par lequel une cellule
bactérienne répond a I'information qu’elle recaar ples molécules spécifiques, ces dernieres
déclenchent une cascade de signaux secondairesemta la cellule ou externe (action sur

d’autres cellules).
|. Différentes réponses au stress cellulaire

l.1. Chimiotactisme et mobilité

Le chimiotactisme se définit par I'effet d'attraction ou de répulsigu'exerce une
substance chimique sur une cellule vivante. Segffet produit, on parle de chimiotactisme
positif (attraction) ou négatif (répulsion). Le ploénene de limiotactisme est détecté chez
les bactéries mobiles, donc c’est la propriété elgams microorganismes d'étre attirés ou
repoussés par des substances chimiques. Ce sa@malgénent les bacilles qui possedent une
mobilité.

Les bactéries ont une nage aléatoire ce qui ne gtepas vraiment une orientation
efficace de la bactérie; elle n'avance pas beaucoe bactéries vont étre sensibles aux
gradients chimiques (variations de certains cong)os€ertaines substances attirent les
bactéries mobiles, d’autres les repoussent. Selocoimposition du milieu de culture, on

distingue 2 types de trajectoires :

Culbutes Culbutes
Les mouvements sont aléatoires. 11 y a de Les distances sont plus longues, il y a moins
nombreuses culbutes. Aucune direction de culbutes. Une direction claire apparait en
claire ne se dégage, en absence de fonction d’un gradient de substances
gradient, le milieu de culture est dit y ’ ;
attractives ou répulsives.
neutre.

48




La bactérie est capable de moduler la frequenseslehangements de directions ; c’est
a dire que quand elle se déplace vers des substaticactives, elle va changer moins vite de
direction (sauf si elle se retrouve a contre seanqg des aiguilles d’'une montre).
Exemple : E. coli se trouve dans un milieu hydrique, pauvre déftcennutriments
ou en présence de toxines ou antibiotiques, dgestge mouvements sont distinguées :
* Une rotation dans le sens inverse aux aiguilleselimontre ¢ a d arrange les flagelles
dans un seul faisceau synchrone : la natation «run
* Une rotation dans le sens dse aiguilles d’'une momés flagelles se désolidarisent
(dissocient) les uns des autres, la bactérie todens tous les sens mais ne peut pas se
déplacer « tumble »
Donc les E.coli sont capables de diriger leur nemoent afin de trouver les lieux

favorables ou s’enfuie d’'une substance indésirable

* Le mécanisme moléculaire

En situation normale les protéines « FLI » quivaett I'inversion du sens de rotation
des flagelles, sont stimulées par des moléculespbtwilées. Lorsque la concentration en
chimio-attracteurs augmente, ces derniers se didatrs récepteurs qui sont alors méthylés.
Cette méthylation inhibe la cascade de phosphiomlathabituelle et empéche ainsi
I'activation de FLI. La bactérie ne change donc lgasens de sa nage. Il y a au niveau de la
bactérie des chimiorécepteurs qui sont des molgc(ilesqu'a 8 000 par cellules). Ces
molécules sont aussi appelées MCP « Methyl acap@imemotaxis Protein ». Lorsque les
chimiorécepteurs reconnaissent les chimioeffecteles récepteurs sont méthylés. Un
chimiorécepteur est spécifigue d'une ou deux mtdécues proteines CheA et CheW se

fixent au récepteur (Fig. 19).
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Fig. 19 :Voie de signalisation dé. coli (chimiotaxie).

L’activation du récepteur par un stimulus exterd@suite I'auto-phosphorylation de
I'histidine kinase (CheA). Puis, CheA transféreguoupe phosphoryl aux CheB et CheY. Une
fois activée par CheA, CheB agit comme une métbgtérase et enléve des groupes méthyles
des résidus glutamates de la partie cytoplasmiguéckpteur. Elle a un effet antagoniste par
rapport a la méthyle transférase CheR qui métiegdariémes résidus de glutamates. CheY, en
interagissant avec la protéine commutateur flagelléa protéine FliM, induit le changement
du sens de rotation des flagelles du sens inveeseayuilles d’'une montre au sens des
aiguilles d'une montre et ainsi induit le «tumglim La modification de I'état de rotation

d’'un seul flagelle peut perturber le faisceau er@tgrovoquer le « tumbling ».

|.2. Sporulation

Les spores bactériennes sont tres différentespdeesde champignons :

— elles se forment a [lintérieur des ceflulbactériennes, d'ou le nom
d'endospores,

— elles apparaissent lorsque la bactérise trouve en  conditions
défavorables,

—ce ne sont pas des formes de dissdion mais des formes de

résistance.
Il ne se forme qu'une seule spore par cellule adigét (centrale, terminale ou sub-
terminale). Lorsque les conditions redeviennenbifables, la spore peut germer et donner
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une nouvelle cellule végétative. 3 genres bactgrsant caractérisés par des endospores :
Bacillus, Clostridiumet SporosarcingBact G+).
1.2.1. Les différentes phases de sporulation
La sporulation intervient lorsque les conditionsidenent défavorables a la croissance
(carence en nutriments, en sels minéraux, mancpsei)d'Les bactéries sporulantes entrent
alors dans le stade 1.

- Stade 1 :I'ADN s'est dupliqué et se condense en formarfilament axial.

- Stade 2 :il y a formation d'un septum qui individualise decompartiments de
tailles inégales. Le filament axial d'ADN s'estgmenté pour donner 2 molécules.

- Stade 3:la membrane de la grosse cellule englobe la pettkile qui est
finalement endocytée. La petite cellule est apppléspore, elle est entourée d'une double
membrane. L'ensemble est le sporange. A ce nitegurpcessus de sporulation est devenu
irréversible. Les stades 4, 5 et 6 correspondéntraaturation de la spore :

- Stade 4 :la cellule mére produit des composants prochepegiidoglycane qui
viennent s'accumuler entre les 2 membranes pourefote cortex. Chez certaines espeéces,
une autre couche protéique plus externe est sysdkétc'est I'exosporium (structure
facultative).

- Stade 5:la formation du cortex et de I'exosporium se patirsDn observe
également I'accumulation d'acide dipicolinique (DRAde calcium dans le cytoplasme. Cette
accumulation s'accompagne d'une déshydratatiom dpdre, et de la produciton de SASPs

(Small Acide Soluble spore Proteins).

~00C N Coo~

Dipicolinate

- Stade 6 :la maturation de la spore s'achéve par la synth@s@uvelles enveloppes
protéiques : les tuniques qui s'inserent entreolgex et I'exosporium. Les tuniques sont
composeées de protéines riches en cystéines (=3bpiwésle formation de ponts di-sulfures
qui stabilisent les structures).

- Stade 7 :la cellule mére (ou sporange) est lysée soust'difs enzymes lytiques
(Cle : Cortex lytic enzyme). Elle libére la sporéne (Fig. 20).

L'ensemble du phénomeéene dure environ 7 a 10 hékigesls).
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1.2.2. Germination des spores
Lorsque la spore est placée dans des conditiomsdiles de croissance, elle subit une
série de transformations progressives et devieatnaavelle cellule végétative. Ce processus
comprend 3 étapes : I'activation, linitiatior'@mergence.
[.2. 2. 1 Activation
Pour pouvoir germer, la spore doit étre activée yaragent capable de lyse des
enveloppes sporale. Cet agent peut étre de natwrehoniques (acides), enzymatique
(lysozyme), mécaniques (phénoméne d’abrasion, clpbgsiques (choc thermique : procédé
de tyndallisation par exp.).
[.2. 2. 2. Initiation
L'initiation n'intervient qu'en conditions favorall : forte teneur en eau, milieu riche
contenant des métabolites effecteurs (adénine,oaitén M3"). Ces éléments pénétrent &
travers les enveloppes endommagées et déclenchenpracessus autolytigue avec
dégradation du peptidoglycane du cortaxibération de I'acide dipicolinique. Alors la
spore se gonfle d'eau et perd ses caractéristiques.
[.2. 2. 3. Emergence
Aprés sa réhydratation, la spore donne une nouwvellelle végétative qui entre en
phase active de biosynthéses : la synthése de I'Adpkéend, la cellule double son volume,
elle devient a nouveau capable de se multiplier.
1.2.3. Propriétés de la spore
1. Thermorésistance : la spore résiste a des tamupes allant de 70 a 80°C/ 10 min
2. Résistance aux agents physiques et chimiquesXUahtiseptiques, ANB,...).
3. Résiste a la déssication
4. Synthése d’antibiotiques : certaines bactéyethgtisent des ANB au début de la

phase de sporulation.

[.3. Production des facteurs de virulence

[.3.1. Phénomeéne d’adhésion est dépendant, selon les germes, des pilis ou
fimbriae (Exp. Enterobactéries hémagglitinante®s ddhésines codées par les plasmides
(Exp. E. col entéropathogenes) ou le glycocalix (longues &ibpelysaccharidiques). Ces
éléments de fixation permettent aux germes d’évitexpulsion par des phénomeénes

mécaniques tels que le flux urinaires, la touxlesumouvements péristaltiques de l'intestin.
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[.3.2. La capsule :protége les micro-organismes contre les UV, deatin, les
agents physiques et chimiques. Elle s’oppose a#aqgrytose en diminuant 'adhésion des
macrophages. Elle exerce un chimiotactisme négaiif les leucocytes. Les cellules
phagocytaires ne disposent pas des enzymes néess&deur digestion. Les mycobactéries
responsables de la tuberculose, par exemple, agveg été phagocytées par des
macrophages, sont transportées par ceux ci jusgaiagiou elles peuvent se multiplier.

1.4. Biofilm
Les biofilms bactériens sont des agrégats de esllohctériennes attachés a une surface
et enrobés d’'une matrice polymérique. Les bactgmesent aussi bien adhérer a une surface
biotigue (Exp. cellules de la muqueuse) qu'a unefasa abiotique (Exp. planches,

équipements,...etc.).

Les biofilms résistent aux bactériophages, aux asjilaux biocides (antibiotiques et
désinfectants) et a la dessiccation. lls permetégialement aux bactéries pathogenes de
résister aux réponses immunitaires de I'hote. Des,ples bactéries d’'un biofilm sont
généralement moins sensibles aux antibiotiguesyetiésinfectants que ces mémes bactéries

sous forme planctonique.

La formation d’un biofilm se fait en plusieurs étapselon un modeéle bien établi (Fig.

22). Les bactéries s’adhérent rapidement a unacitfiotique ou abiotique.

; I-ADHESION REVERSIELE IT-ADHESION IRREVERSIELE - IIT CCLONISATION MATURATIOM 1 - IV COLONISATION MATURATION 2 -V DISSCLUTION/DISPERSION

Fig. 22 : Etapes de formation de biofilms

Cette étape requiert généralement la présence décutes ou de structures
particulieres a la surface de la bactérie (Expbfiae, flagelle) puis 'adhésion devient lente a
la suite des interactions physicochimiques deseford’attraction (Vander waals) et de

répulsion (éléctrostatique et acido basique). Rsigellules bactériennes vont s’agglutiner, se
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multiplier et former des microcolonies (colonisati@t maturation). Lors de I'étape de

maturation du biofilm, les bactéries synthétisetgs polyosides entrant dans la composition
des polymeres exocellulaires (EPS) du biofilm eautfes constituants de la matrice
polymérique. Cette derniere peut étre constitué@algsaccharides, de protéines, d’acides
nucléiques, d’agents tensioactifs, de lipides, lgeadipides et de cations. L’étape finale de la
formation d’'un biofilm est le détachement et lapéision de cellules bactériennes. Ces
cellules ont la capacité d’adhérer a de nouvellefases et de reformer un biofilm. Le

détachement et la dispersion de cellules bacté&geudiun biofilm jouent un réle important

dans la transmission de bactéries de réservoirgommementaux a un héte (animal ou
humain), dans la transmission entre les hotes red thapropagation de l'infection chez un

hote.

1.5. Etat de VNC (Viable non cultivable)

Une bactérie a I'état de VNC est une bactérie damsttat de tres faible activité
métabolique, ne se divise pas mais elle est vivainéela capacité de devenir cultivée (état de
ressuscitation) une fois mise dans un milieu p®piExp. Milieu riche en nutriment,
augmentation de température, injection dans desssaooculation chez des lapins, contacte
avec des hotes spécifigues comme les protozoaijed,es bactéries en état de VNC ne
peuvent croitre sur des milieux standards et edtp&tut durer une année ou plus.

L'état VNC a été observe chez certaines bactéreghopgénes parmi lesquelles
Salmonella enteritidis Vibrio cholerae ou Campylobacter jejuni,.etc. La carence en
nutriments et la température d'incubation sembike Iés deux facteurs les plus déterminants
dans l'entrée a I'état VNC.

Les cellules a I'état de VNC different des cellulegltivées par de nombreuses
caractéristiques :

1. Lataille : les cellules a I'état de VNC sont plus petitesp Bibrio cincinnatiensisa I'état
normal ont une forme spirale d’environ 1.8 um &akéde VNC deviennent coccoides
d’environ 0,2 pm.

2. La structure de la membrane :la fluidité membranaire est modifiée lors d'un Eags a
I'état de VNC. La composition des acides gras dedanbrane plasmique change, les acides
gras ont tendance a étre saturés qu’insatures.

3. La concentration en ATP augmente et la synthése pi&ique change Production de

certaines protéines absentes a I'état normal).
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4. Changement structuraux : changement dans la structure de la paroi par augieemn
des couches de peptidoglycane.
5. Synthese d’ARN et d’ADN réduite de plus de moitié

La ressuscitation est le retour a I'état cultivalteur certains germes la ressuscitation
nécessite des conditions particulieres pour ladedé I'état de VNC. Exp. Température
élevée, protéines RPF (Ressuscitation PromotintgpPhaet SPS (Stationary Phase Survival).
Ces deux protéines sont des peptidoglycanes hyé®lgui sont capables d’hydrolyser le
peptidoglycane secrété a I'état de VNC. Elles mg pas secrétées en méme temps chez une

bactérie (les protéines PRF sont secrétées ch&rdes positifs a %CG eleveé).

[I. Quorum Sensing

Le quorum Sensing (QS) est un mécanisme de sigtiahsintercellulaire. Il permet
aux bactéries de communiquer entre elles via digpenolécules médiatrices dites signal ou
auto-inducteurs qui sont produites en phase desance bactérienne. Il permet aux bactéries
de coordonner leurs réponses et d’agir comme wmame pluricellulaire.

Les auto-inducteurs sont de petites molécules siiffles induisant en fonction de leur
concentration qui reflete la concentration bactéréel’expression de certains genes. Chez les
bactéries a Gram+, l'auto-inducteur est un dérv@etits peptides. Chez les bactéries a Gram
négatif, la majorité des molécules signal sontNtesyl L-homoserine lactone ou homoserine
lactone (HSL).

Le QS repose sur la densité de cellules bactériprémentent dans la colonie et sur la
guantité de molécules signales présentent dangike@mement proche de ces bactéries. La
guantité de molécules signal est directement lieeambre de cellules bactériennes dans la
colonie. Lorsque la densité bactérienne de la @é@langmente, la concentration de molécules
signal augmente jusqu’a atteindre un certain seuilquorum, a partir duquel I'activité
bactérienne en question est activée ou bien réprisedon le cas. Lorsque les molécules
signal sont en quantité suffisante, elles se leem¢ur récepteur protéique intracellulaire et
'ensemble se comporte en facteur transcriptionseefixant a 'ADN pour réguler les genes
ciblés (Fig. 23).

Le QS coordonne et synchronise I'expression d’umitimde d’activités bactériennes
au sein de la communauté comme par exemple : RBugegenétiques fondamentaux :
conjugaison et réplication, synthése d’exo-enzynmesduction de facteurs de virulence,
production de biofilms, production d’antibiotiques I'expression de facteurs de résistance

aux antibiotiques, sporulation et bioluminiscence.
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Fig.23: Schéma général du mécanisme commun du QS.
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