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Dissection de l’activité de l’histidine kinase PleC  

au cours du cycle cellulaire de Caulobacter crescentus 

  

FINET Olivier 

 

Résumé 

 

L’α-protéobactérie Caulobacter crescentus est caractéristique des biomes aquatiques d’eau 

douce. Cette bactérie modèle est particulièrement bien adaptée à un environnement 

oligotrophe grâce à un processus de morphogenèse qui lui permet, par division asymétrique, 

de former deux cellules filles morphologiquement et fonctionnellement différentes ; une 

petite cellule flagellée mobile et une grande cellule sédentaire pédonculée. 

La cellule flagellée est caractérisée par un programme développemental de différenciation 

très finement régulé qui lui est propre, appelé « SwaPS » pour « Swarmer Progeny-

Specific ». L’histidine kinase PleC prend largement part à cette régulation qui régit le cycle 

cellulaire de Caulobacter. PleC exhibe à la fois une activité kinase et phosphatase, chacune 

d’elles impliquée à leur manière dans l’asymétrie de C. crescentus. Ces activités catalytiques 

sont connues pour contrôler les régulateurs de réponse DivK et PleD, respectivement 

impliqués dans la supervision de la phase G1 et dans la sédentarité bactérienne. Les mutants 

K-P- et K-P+ de PleC ont permis d’élucider une partie de la régulation du cycle cellulaire de 

C. crescentus. Cependant, la proportion relative des deux activités de PleC au cours du cycle 

cellulaire n’a pas encore été investiguée. Dès lors, la découverte d’un mutant K+P- de PleC 

pourrait permettre de décoder ces changements d’activité. La création de ce mutant par 

mutagenèse aléatoire était le but de ce mémoire mais n’a pas abouti, conséquence de la 

difficulté d’isoler des mutants de PleC par une méthode sans a priori. Nous avons néanmoins 

caractérisé cinq nouvelles mutations qui pourraient permettre la création d’un mutant K+P- 

de PleC, et donc de comprendre avec précision le rôle de cette histidine kinase prenant place 

au cœur de la morphogenèse de l’espèce modèle Caulobacter crescentus. 

 

Mémoire de master en biochimie et biologie moléculaire et cellulaire     

Janvier 2014 

Promoteur: Prof. J.-Y. Matroule 
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« No mountain too high, no river to deep » 
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Abréviations 

Abréviation Nom complet Commentaire et/ou traduction 

ADN Acide 

désoxyribonucléique 

Macromolécule supportant l’information 

génétique 

Ala (A) Alanine Acide aminé 

Arg (R) Arginine Acide aminé 

Asn (N) Asparagine Acide aminé 

Asp (D) Acide aspartique Acide aminé 

ATP Adénosine triphosphate Biomolécule énergétique 

C. crescentus Caulobacter crescentus 

Poindexter, 1964 

Nomenclature binomiale complète 

CA Catalytic and ATP binding 

domain 

Domaine catalytique d’une HK 

c-di-GMP Bis-(3’-5’)-cyclic dimeric 

guanosine monophosphate 

Di-guanosine monophosphate cyclique ; 

un messager secondaire 

CDS Coding DNA sequence Séquence codante d’un gène 

CtrA~P Phosphorylated cell cycle 

transcriptional regulator 

Forme active, phosphorylée et dimérique 

de CtrA 

DBD DNA-binding domain Domaine de liaison à l’ADN d’un RR 

DGC Diguanylate cyclase Enzyme synthétisant du c-di-GMP 

DHp Dimerization and histidine 

phosphotransfer domain 

Domaine d’une HK 

dNTPs Désoxyribonucléotides 

triphosphates 

Acides nucléiques de l’ADN ; 

d(A/T/G/C)TPs 

EMS Ethylméthanesulfonate Agent chimique mutagène 

F778L Mutant K-P+ de PleC Le résidu 778 (phénylalanine) de la 

protéine est remplacé par un résidu 

leucine 

G (Gly) Glycine Acide aminé 

Gln (Q) Glutamine Acide aminé 

Glu (E) Acide glutamique Acide aminé 

H610A Mutant K-P- de PleC Le résidu 610 (l’histidine conservée de 

PleC) est remplacé par un résidu alanine 

HHK Hybrid histidine kinase HK possédant un domaine RD 

His (H) Histidine Acide aminé 

HK Histidine kinase Protéine senseur du TCS 

HPT Histidine 

phosphotransférase 

Protéine intermédiaire d’un TCS 

complexe 

Ile (I) Isoleucine Acide aminé 

K(+ ou -)P(+ ou -) Activités kinase et 

phosphatase d’une 

histidine kinase 

Le symbole à la droite de la lettre 

caractérise l’activité enzymatique :  

(+) active, (-) inactive 

Leu (L) Leucine Acide aminé 

Lys (K) Lysine Acide aminé 

Mb Mégabase Un million de paires de bases 

nucléotidiques 

MCS Multi-Component signal Système signalétique à plusieurs 
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transduction System composantes 

MCS Multiple cloning site Site multiple de clonage d’un vecteur 

P1w Weak P1 promoter Promoteur faible de ctrA 

P2s Strong P2 promoter Promoteur fort de ctrA 

PCR Polymerase chain reaction Amplification en chaîne d’une séquence 

nucléotidique par polymérase 

PDE Phosphodiestérase Enzyme dégradant le c-di-GMP 

Phe (F) Phénylalanine Acide aminé 

PleCK Activité kinase de PleC / 

PleCP Activité phosphatase de 

PleC 

/ 

Pro (P) Proline Acide aminé 

RD Receiver domain Domaine receveur d’un RR ou d’une 

HHK 

rpm Rotation par minute / 

RR Régulateur de réponse Protéine effectrice du TCS 

RR* Single domain response 

regulator 

RR à domaine unique 

Ser (S) Sérine Acide aminé 

SwaPS Swarmer progeny-specific  Programme de développement spécifique 

de la cellule flagellée de C. crescentus 

TCS Two-component signal 

transduction system 

Système signalétique à deux composantes 

Thr (T) Thréonine Acide aminé 

UVs Rayons ultraviolets Rayonnement électromagnétique 

mutagénique 

Val (V) Valine Acide aminé 

WT Wild-type Forme sauvage d’un gène ou d’une 

protéine 

Φ Bactériophage / 
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Le monde du Vivant, dans toute sa richesse et sa complexité, fascine l’Homme depuis des 

siècles. Il a cependant fallu attendre le XVII
ème

 siècle pour qu’un savant néerlandais, A. van 

Leeuwenhoek, observe les premières bactéries. Mystérieuses en vertu de leur taille 

minuscule (quelques micromètres maximum), ces microorganismes ont longtemps souffert 

d’une image de « vulgaire sac à enzymes » n’étant, à vrai dire, pas dignes d’intérêt sinon 

pour les pathologies que certaines d’entre-elles provoquent. 

Grâce à l’avènement des technologies de pointe élaborées durant la deuxième moitié du 

XX
ème

 siècle, ces stéréotypes ont pu être nuancés et l’importance réelle de l’univers bactérien 

a dès lors été investiguée. Il s’est avéré que le monde procaryotique (incluant Eubactéries et 

Archées) se retrouve dans toutes les niches écologiques possibles et imaginables (de 

l’intestin d’un ours polaire aux sous-sols les plus pollués, en passant par les cheminées 

hydrothermales abyssales). Ce tropisme écologique est la preuve de leur diversité et de leur 

incroyable pouvoir d’adaptation, constituant un guide et un exemple d’évolution biologique. 

Ce mémoire se base justement sur un microorganisme modèle d’adaptation: la bactérie 

Caulobacter crescentus (Fig. 1). Cette introduction tentera de présenter comment une 

cascade de signalisation complexe est capable d’engendrer une différenciation cellulaire dans 

le cadre d’un programme de développement. 

I. Caulobacter crescentus : une espèce modèle ? 

Dans la mythologie grecque, Protée est une divinité marine capable de se métamorphoser 

en n’importe quelle forme physique. Ayant marqué l’Odyssée d’Homère, ce nom est resté 

associé au polymorphisme. Ainsi, c’est ce Vieillard des Mers qui est à l’origine du nom des 

Protéobactéries caractérisées par des formes très diverses (Stackebrandt et al., 1988). La 

classe des α-protéobactéries, dont font partie Caulobacter crescentus, les Rhizobiales 

(Brucella spp.,  Agrobacterium tumefaciens, etc.) ou les Rickettsiales, est d'autant plus 

proche de ce nom. En effet, leur division asymétrique (voir point II) est source d’un 

polymorphisme, qu’il soit moléculaire ou purement phénotypique (Hallez et al., 2004; Lam 

et al., 2003). 

En 1964, J.S. Poindexter résume dans Bacteriological Reviews l’état des connaissances 

sur les Caulobactérales, qui se limite en réalité à quelques observations microscopiques faites 

au début du siècle (Poindexter, 1964). Poindexter est la première microbiologiste à se rendre 

compte du potentiel de Caulobacter crescentus en tant que bactérie modèle. Elle dira 

d’ailleurs, en parlant de ces bactéries, que  « la structure étrange et le dimorphisme 

fournissent un système précieux dans lequel les processus développementaux de cellules 

microbiennes peuvent être étudiés »
1
 (Poindexter, 1964). 

Caulobacter crescentus est une bactérie Gram négative oligotrophe, ubiquiste des 

milieux aquatiques. Il s’agit d’un organisme modèle puisqu’il est manipulable 

                                                           
1
 « […] of these bacteria, whose peculiar structure and dimorphism provide a valuable system in which the 

developmental processes of microbial cells may be studied […] » dans Poindexter, J.S. (1964). Biological 

Properties and Classification of the Caulobacter Group. Bacteriological reviews 28, page 233. 
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génétiquement, croît rapidement dans des conditions de laboratoire aisément mises en œuvre, 

n’est pas pathogène pour l’Homme et son génome est séquencé depuis 2001 (Nierman et al., 

2001). Ces éléments font donc de C. crescentus une bactérie de choix pour étudier et 

comprendre certains éléments de la physiologie des Gram négatives. 

II. La division asymétrique : entre étonnement et ingéniosité 

1. Qu’est-ce que la division asymétrique ? 

Caulobacter crescentus est un organisme unicellulaire. Cette caractéristique pourrait faire 

croire qu’il s’agit d’un organisme peu adapté à des changements environnementaux, 

subissant le temps et les pressions externes sans réel pouvoir d’adaptation. Or, son 

dimorphisme pourrait être la clé de voûte de son ubiquité. En effet, chaque division cellulaire 

donne lieu à deux cellules filles morphologiquement et fonctionnellement distinctes; une 

cellule flagellée motile et une cellule pédonculée sédentaire, résultat d’un programme 

développemental élaboré (Curtis and Brun, 2010) (Fig. 2). Cette particularité morphologique 

permet aux scientifiques de synchroniser Caulobacter crescentus via une centrifugation en 

gradient de silicates. Cela signifie que les différents types cellulaires de cette α-

protéobactérie peuvent être isolés et donc étudiés séparément (Goley et al., 2007). 

Concrètement, la cellule pédonculée est véritablement collée à son substrat grâce au 

« holdfast » ; un exopolysaccharide principalement constitué de N-acétylglucosamine et 

synthétisé au pôle pédonculé (Bodenmiller et al., 2004; Merker and Smit, 1988). Lorsque la 

réplication de l’ADN est initiée dans la cellule pédonculée, celle-ci croît en cellule 

prédivisionnelle,  synthétise un flagelle au pôle opposé et se prépare à la division 

asymétrique. La cellule flagellée est également caractérisée par des pili ; exopolymères de 

piline qui sont connus dans le monde bactérien pour leur rôle dans la formation de biofilms, 

la motilité non-flagellaire ou même l’attachement de bactéries pathogènes à leur tissu cible 

(Nagano, 2013; Skerker and Shapiro, 2000). Une fois la cytokinèse terminée, la cellule fille 

pédonculée reste attachée à son substrat et se prépare à un nouveau cycle de division 

(développement cyclique) tandis que la cellule flagellée, incompétente pour la réplication de 

son chromosome (Degnen and Newton, 1972; Laub et al., 2002; Quon et al., 1998), se meut 

jusqu’à une niche écologique la plus favorable possible pour s’y installer et s’y différencier 

en cellule pédonculée (voir II.3) par perte du flagelle, rétraction des pili et synthèse d’un 

holdfast et d’un pédoncule (développement non-cyclique) (Kirkpatrick and Viollier, 2012; 

Levi and Jenal, 2006). 

2. Comment expliquer une division asymétrique ? 

Dans un contexte environnemental rude, il est logique de se demander pourquoi un 

dimorphisme a-t-il été sélectionné au cours de l’évolution. Caulobacter crescentus, espèce 

pionnière des milieux aquatiques, évolue principalement dans des biotopes pauvres en 

nutriments (Curtis and Brun, 2010; Lawler and Brun, 2007). La cellule flagellée pourrait 
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donc permettre de perpétuer l’espèce en trouvant de nouvelles niches écologiques moins 

oligotrophes. Quant à la cellule sédentaire, son pédoncule serait un des éléments qui lui 

permettrait de faire face à la carence du milieu en nutriments. Ainsi, il a été observé que ce 

pédoncule s’allonge en conditions de carence en nutriments (et d’autant plus dans le cas 

d’une carence en phosphate) (Poindexter, 1964; Wagner and Brun, 2007). Cette élongation, 

par une augmentation du rapport surface/volume de la cellule, pourrait, par exemple, 

favoriser l’assimilation des nutriments. (Klein et al., 2013). 

3. Le programme de développement 

Dès la fin de la cytokinèse, la cellule flagellée subit un programme de développement qui 

lui est propre. Celui-ci est appelé SwaPS par l’équipe de C. Jacobs-Wagner en 2004 pour 

Swarmer Progeny-Specific (Matroule et al., 2004). Le SwaPS consiste en une série de quatre 

étapes de transformations morphologiques majeures qui caractérisent ce type cellulaire 

jusqu’à sa différenciation en cellule pédonculée. Ces quatre étapes sont (i) la rotation du 

flagelle, (ii) la synthèse des pili et leur rétraction, (iii) la perte du flagelle et (iv) la formation 

du pédoncule. Afin d’être en accord avec la réalité biologique de cette transformation, il 

convient d’ajouter une étape; la synthèse du holdfast qui intervient avant la formation du 

pédoncule. 

III. Acteurs moléculaires de la division asymétrique 

Dans un premier temps, le mécanisme d’action de la voie signalétique qui régit la 

morphogenèse de Caulobacter crescentus sera détaillé au point 1. Ensuite, chaque acteur 

moléculaire sera présenté individuellement (points 2 à 4). Enfin, toutes ces entités 

moléculaires seront corrélées les unes aux autres afin d’être intégrées dans la voie 

signalétique qui détermine le programme développemental de cette α-protéobactérie (point 

5). 

1. Le système à deux composants ou TCS 

a. Le TCS dans le monde Vivant 

Le système à deux composants (TCS pour Two-Component signal transduction System) 

n’est pas exclusif au domaine des Eubactéries, bien qu’y étant le plus largement représenté et 

diversifié. La fonction principale de ce système signalétique, capable d’apporter une réponse 

appropriée, est d’agir comme un senseur pour une cellule. Le TCS peut répondre tout aussi 

bien à une modification extracellulaire qu’à un stimulus interne (Podgornaia and Laub, 

2013). 

Chez les Eucaryotes, le TCS est connu chez un nombre limité d’espèces telles que les 

levures, les champignons ou les plantes (Stock et al., 2000). La levure Saccharomyces 

cerevisiae et le champignon Candida albicans utilisent un tel système pour réguler leur 
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osmolarité, respectivement par les systèmes SKN7 et CASLN1 (Kruppa and Calderone, 

2006; Maeda et al., 1994; Nagahashi et al., 1998). La Brassicacée Arabidopsis thaliana 

module sa réponse au stress salin par un TCS (système EIN2 entre autres) (Lei et al., 2011). 

Chez les Animaux, aucun système à deux composants n’a encore été décrit bien que des 

formes d’histidine kinases (enzymes d’un TCS) semblent exister chez l’Homme (revu dans 

Attwood, 2013). Quoiqu’il en soit, le système immunitaire des mammifères est capable 

d’interférer avec le TCS de certaines bactéries telle que Bacillus subtilis. Dans cet exemple, 

les PGRPs (PeptidoGlycan Recognition Proteins) mammaliennes activent fortement le 

système CssR/CssS, créant une réponse de stress exacerbée pour la bactérie qui meurt des 

conséquences de ce choc (dépolarisation des membres, production de radicaux libres, etc.) 

(Dziarski et al., 2012).  

Concernant les Archées, les TCS sont beaucoup moins étudiés mais n’en restent pas 

moins importants. Ainsi, pour ne donner qu’un exemple, le régulateur de réponse CheY – 

élément du TCS connu pour son implication dans la chémotaxie – est à la fois présent chez 

les Eubactéries et les Archées et prouve donc l’existence de systèmes à deux composants 

dans ce domaine du vivant (Szurmant and Ordal, 2004).  

Chez les Eubactéries, la diversité des TCS est telle qu’il ne sera possible d’en donner 

qu’un aperçu ici. L’abondance de ce système chez les bactéries et son absence chez 

l’Homme en font une cible de choix pour lutter contre un pathogène sans effets secondaires 

pour le patient (Stock et al., 2000). Cette particularité explique, en partie, pourquoi les TCS 

bactériens sont si largement étudiés. De plus, les gènes et opérons impliqués dans les TCS 

sont parmi les plus abondants d’un génome bactérien (Fig. 3) et constituent donc un pilier de 

la physiologie bactérienne (Galperin, 2005; Galperin et al., 2010). Caulobacter crescentus ne 

fait pas exception à la règle puisque sur ses 3767 protéines prédites, les régulateurs de 

réponse – éléments d’un TCS – constituent la famille protéique la plus représentée avec 71 

protéines (Nierman et al., 2001). 

b. Fonctionnement d’un TCS ; aperçu général 

L’activité de base d’un TCS résulte d’un signal déclencheur, qu’il soit intra- ou extra-

cellulaire. Le senseur capable de percevoir ce signal est une histidine kinase (HK) possédant 

au minimum (i) un ou plusieurs domaines transmembranaires – 13 maximum, (ii) un 

domaine de dimérisation et de phosphotransfert (DHp), et (iii) un domaine à activité 

catalytique capable de lier de l’ATP (CA). Il existe des HKs plus complexes, possédant des 

domaines à activités catalytiques diverses (phosphodiestérase, adényle cyclase, phosphatase, 

etc.) (Galperin et al., 2001). Lorsque le signal est perçu par l’histidine kinase (Fig. 4), celle-

ci est activée par autophosphorylation (dans la plupart des cas) de son résidu histidine ultra-

conservé présent dans le domaine DHp. Cette phosphorylation est l’œuvre du domaine CA, 

captant le phosphate-γ d’une molécule d’ATP. 

Le transfert de phosphate d’un élément à un autre du TCS est la condition sine qua non 

pour apporter une réponse au signal de départ. Le groupement phosphate lié à l’histidine de 

l’HK est transféré au deuxième composant du TCS ; le régulateur de réponse (RR) et son 

domaine receveur (RD) arborant un résidu aspartate conservé. Le RR possède souvent (mais 

pas obligatoirement) un domaine de liaison à l’ADN (DBD) et constitue donc la protéine 
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effectrice du TCS, agissant comme un facteur stimulateur ou inhibiteur de l’expression 

génique ou d’une activité enzymatique (Aldridge et al., 2003; Gao et al., 2007). 

c. Complexification d’un TCS ; le MCS 

Une HK hybride (HHK) possède, en plus des domaines classiques, un domaine receveur 

caractéristique des RRs. Dans ce cas, le groupement phosphate ne peut être transféré 

directement de l’HHK à un RR. Un intermédiaire est nécessaire ; une histidine 

phosphotransférase (HPT), possédant un résidu histidine conservé. Dans un TCS à plusieurs 

composants, le transfert de phosphate se déroule comme suit ; His (DHp HHK)  Asp (RD 

HHK)  His (HPT)  Asp (RD RR). Ce système plus complexe est alors appelé MCS (Multi-

Component signal transduction System) (Capra and Laub, 2012). 

2. CtrA ou comment un régulateur de réponse détermine le cell fate 

CtrA (Cell cycle Transcriptional Regulator) est un régulateur de réponse essentiel pour la 

viabilité de Caulobacter crescentus et est largement conservé au sein des α-protéobacteries. 

Aussi dénommé le master regulator, CtrA régule l’expression de plus de 100 gènes 

impliqués dans des événements du cycle cellulaire et de la morphogenèse : méthylation de 

l’ADN, réplication du chromosome, biosynthèse du flagelle et de l’holdfast, synthèse de la 

paroi cellulaire, etc. (Fig. 5) (Laub et al., 2002). Au vu de son implication centrale dans le 

cell fate, CtrA est très finement régulé par trois processus majeurs ; sa transcription, sa 

(dé)phosphorylation et sa protéolyse (Fig. 6). 

a. Régulation transcriptionnelle de CtrA 

La transcription de ctrA est régulée par deux promoteurs dont la force d’action est 

différente ; P1 est un promoteur faible (P1w pour weak) et P2 est un promoteur fort (P2s pour 

strong). 

Dans la cellule prédivisionnelle précoce, la réplication du chromosome est en cours et 

une partie du néo-génome est donc sous forme hémiméthylée. C’est uniquement sous cette 

forme que le promoteur P1w est actif et permet donc une première vague – certes très minime 

– de transcription de ctrA (Domian et al., 1999; Reisenauer and Shapiro, 2002). CtrA, 

fraîchement traduit, est phosphorylé (voir ci-dessous) et dimérise. La forme phosphorylée et 

dimérique de CtrA correspond à une forme active du RR (CtrA~P) (Siam and Marczynski, 

2003). 

Alors que la réplication du chromosome avance pas à pas, simultanée à la croissance de 

la cellule prédivisionnelle, la concentration en CtrA~P augmente dans le cytoplasme jusqu’à 

inhiber P1w et activer P2s par une interaction directe avec son propre promoteur (Domian et 

al., 1999). Le promoteur fort étant actif, ctrA est transcrit à haut débit et la cellule 

prédivisionnelle accumule du CtrA~P. Cette accumulation a quatre conséquences majeures ; 

(i) la transcription intensive de ccrM, un gène essentiel à la viabilité. CcrM est 

une méthylase ciblant les sites GANTC des brins néosynthétisés et est, tout au 

long du cycle cellulaire, dégradée par la protéase Lon. La transcription 
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intensive induite par CtrA~P compense cette protéolyse est permet à CcrM de 

remplir sa mission de méthylation (Berdis et al., 1998; Reisenauer et al., 1999; 

Wright et al., 1996; Zweiger et al., 1994). 

(ii) le blocage des deux Coris (Caulobacter Origins of Replication), et donc 

l’impossibilité d’initier un nouveau cycle de réplication, le premier n’étant 

même pas achevé. La cause de ce blocage est la liaison de CtrA~P sur cinq 

sites (nommés de A à E) des origines de réplication (Bastedo and Marczynski, 

2009; Brassinga and Marczynski, 2001; Marczynski and Shapiro, 1992; Quon 

et al., 1998). 

(iii) la transcription du gène de la piline. La piline est une protéine de structure des 

pili ; appendices caractéristiques de la cellule flagellée (Skerker and Shapiro, 

2000). 

(iv) l’activation des gènes de classe I impliqués dans la biosynthèse du flagelle. 

Les produits de ces gènes activeront, à leur tour, les gènes de classe II codant, 

entre autres, pour la protéine FlbD. Une fois phosphorylée par une kinase 

inconnue, FlbD activera les gènes de classes III et IV codant pour les 

protéines structurales du flagelle (Huguenel and Newton, 1982; Muir et al., 

2005; Muir and Gober, 2001). 

b. Phosphorylation de CtrA 

La forme active de CtrA est phosphorylée et dimérique (CtrA~P). Cette phosphorylation 

est le résultat du MCS (voir III.1.c pour rappel) CckA/ChpT. CckA (Cell-Cycle Kinase A) est 

une HHK essentielle à la viabilité cellulaire dont l’activité kinase joue son rôle au pôle 

flagellé de la cellule prédivisionnelle, aussi appelé nouveau pôle (Biondi et al., 2006; Jacobs 

et al., 2003; Jacobs et al., 1999). Une fois activée (par un signal explicité au point III.5.a), 

CckA s’autophosphoryle et transmet son phosphate à ChpT, une HPT qui relaie le 

groupement phosphate à CtrA. Autrement dit, quand CckA est kinase-active, CtrA est actif. 

Au contraire, l’hypothétique activité phosphatase de CckA inhiberait CtrA~P en inversant le 

phosphorelais (Chen et al., 2009; Jacobs et al., 2003). 

Pourquoi serait-il logique que CckA soit kinase-active au pôle flagellé de la cellule 

prédivisionnelle ? Pour rappel, seule la cellule pédonculée est capable de répliquer son 

chromosome. Par ailleurs, une fois la réplication de l’ADN entamée, il faut à tout prix éviter 

qu’une nouvelle réplication ne soit initiée ; c’est le rôle de CtrA~P. Avec l’activité kinase de 

CckA au pôle flagellé (et une hypothétique activité phosphatase de CckA au pôle 

pédonculé), la concentration de CtrA~P est plus importante dans la partie de la cellule 

prédivisionnelle qui deviendra la cellule flagellée à la fin du cycle. Ainsi, une fois la 

cytokinèse achevée, la cellule flagellée emporte avec elle une CckA kinase-active, et donc un 

pool de CtrA~P, d’où une impossibilité pour la cellule flagellée de répliquer son 

chromosome. À l’inverse, la cellule pédonculée hériterait d’un CckA phosphatase-active et 

donc d’un phénomène croissant de déphosphorylation de CtrA~P, ce qui permettrait à la 

cellule pédonculée d’initier un nouveau cycle de réplication (pour ce dernier point, 

l’inversion du pathway de phosphorylation de CtrA n’est qu’une hypothèse et est donc à 

prendre avec précaution) (Fig. 7). 
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c. Protéolyse de CtrA 

La déphosphorylation de CtrA n’est pas le seul moyen utilisé par la cellule pédonculée 

pour se débarrasser du pool de CtrA~P. Ainsi, la protéase ATP-dépendante ClpXP dégrade 

CtrA~P (Jenal and Fuchs, 1998). Cette protéolyse – localisée au pôle pédonculée – n’est 

possible que si le régulateur de réponse CpdR interagit avec ClpXP. Cette interaction est, à 

son tour, régulée par la phosphorylation de CpdR. S’il est phosphorylé, CpdR ne ciblera pas 

ClpXP. Or, CpdR est un RR de la voie CckA/ChpT (Biondi et al., 2006; Iniesta et al., 2006). 

En résumé, CckA serait phosphatase-active (ou du moins kinase-inactive, voire absente) au 

pôle pédonculé, empêchant dès lors la phosphorylation de CpdR qui peut de ce fait interagir 

avec ClpXP pour dégrader CtrA~P (Chen et al., 2009). 

Enfin, le régulateur protéolytique RcdA permet de localiser le complexe ClpXP-CpdR au 

pôle pédonculé, ce qui rend la polarisation de dégradation de CtrA~P possible (McGrath et 

al., 2006). Nous reviendrons au point 4 sur ce qui permet la localisation de RcdA. 

3. Le système PleC/DivK/DivJ 

a. Division phenotype K ou DivK 

Le régulateur de réponse à domaine unique (RR*) DivK est une protéine essentielle de 

125 acides aminés produite continuellement au cours du cycle cellulaire. Son état de 

phosphorylation est déterminé au moins par les HKs PleC et DivJ (Cabantous et al., 2002; 

Hecht et al., 1995). 

b. Pleiotropic phenotype C ou PleC 

i. Généralités 

Les mutants délétés pour pleC ne produisent ni pédoncule, ni holdfast, ni pili et arborent 

un flagelle paralysé (Smith et al., 2003; Sommer and Newton, 1989). PleC est donc 

indubitablement impliqué dans la morphogenèse de Caulobacter crescentus. Cependant, 

pleC est transcrit constitutivement sous l’influence du facteur σ (Malakooti et al., 1995). 

L’abondance de la protéine ne semble dès lors pas l’élément qui détermine son rôle dans le 

programme développemental, bien que certaines études – restées largement ignorées jusqu’à 

aujourd’hui – tendent à montrer une variation de l’abondance de PleC tout au long du cycle 

cellulaire (Chen et al., 2005; Viollier et al., 2002). La clé de l’action de PleC pourrait donc 

résider dans sa localisation au pôle flagellé via la protéine PodJ (Hinz et al., 2003). 

ii. PodJ 

podJ est négativement régulé par CtrA~P. C’est la raison pour laquelle la transcription de 

ce gène débute dans la cellule prédivisionnelle précoce, lorsque l’abondance de CtrA~P est 

minime (Holtzendorff et al., 2004).  

PodJ localise PleC au pôle flagellé et existe sous deux formes : longue (PodJL) et courte 

(PodJS). La protéolyse de cette « protéine de localisation » se divise en deux grandes phases. 

Premièrement, la protéase PerP (dont la transcription est positivement régulée par CtrA~P) 
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clive le domaine périplasmique de PodJL. L’initiation de la rotation du flagelle est 

concomitante à ce clivage (Chen et al., 2006). Plus tard, la métalloprotéase MmpA dégrade 

PodJS durant la transition cellule flagellée  cellule pédonculée, délocalisant dès lors PleC 

du pôle flagellé (Chen et al., 2005). 

iii. PleCK et PleCP 

L’histidine kinase PleC possède deux activités enzymatiques ; kinase (PleCK) et 

phosphatase (PleCP) (Hecht et al., 1995). PleCP est principalement actif dans la cellule 

flagellée, avec une localisation régulée au pôle. L’activité phosphatase de PleC permet la 

déphosphorylation du RR DivK~P (Hecht et al., 1995; Matroule et al., 2004; Paul et al., 

2008). 

PleCK joue son rôle dans la cellule pédonculée où il active PleD. Cette HK est largement 

impliquée dans la forme sessile de C. crescentus (voir point 4). De plus, il a été prouvé in 

vitro que PleCK peut également phosphoryler DivK, tout comme le fait DivJ (Hecht et al., 

1995).  

PleC fait débat quand il s’agit de la coordination de ses activités enzymatiques. Des 

modèles inconciliables, basés cependant sont des observations rigoureuses, sont au cœur de 

ce mémoire et seront présentés au point III.5.b. 

c. Division phenotype J ou DivJ 

Tout comme pour PleC, la localisation de DivJ est primordiale pour la régulation du 

cycle cellulaire. Grâce à la « protéine de localisation » SpmX, DivJ est localisé au pôle 

pédonculé (Radhakrishnan et al., 2008).  

SpmX possède, en plus de deux domaines transmembranaires, un domaine muramidase 

périplasmique qui lui permet de se lier au peptidoglycane (Lawler and Brun, 2006). La 

transcription du gène spmX est positivement régulée par TacA, une protéine dont la 

transcription est à son tour induite par CtrA~P. spmX est donc transcrit dans la cellule 

flagellée mais la traduction ne s’opère que plus tard, lorsque DivJ doit être localisé; c’est-à-

dire durant la différenciation de la cellule flagellée en cellule pédonculée (Radhakrishnan et 

al., 2008). 

L’activité kinase de DivJ opère sur DivK au pôle pédonculé. Il s’agit ici d’une boucle 

d’activation puisque DivJ promeut DivK~P qui à son tour, agit comme activateur 

allostérique de DivJ (Fig. 8) (Paul et al., 2008). 

d. En résumé… 

Le mode de fonctionnement de ce système réside principalement dans la localisation 

polarisée et antagoniste de PleC et DivJ. PleC est au pôle flagellé ce que DivJ est au pôle 

pédonculé, ce qui ne les empêche pas d’être délocalisées. Ces deux HKs agissent sur le RR à 

domaine unique DivK. Mais comment ce système permet-il une régulation morphologique à 

l’échelle d’un organisme ? La réponse à cette question est l’objet du point 5.  
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4. PleD et la sédentarité 

Pleiotropic phenotype D ou PleD est un régulateur de réponse caractérisé par un domaine 

GGDEF qui lui confère une activité diguanylate cyclase (DGC) (Hecht et al., 1995; Paul et 

al., 2007; Paul et al., 2004). Cette activité enzymatique lui permet de synthétiser du 

diguanylate cyclique ou c-di-GMP (bis-(3’-5’)-Cyclic DImeric Guanosine MonoPhosphate), 

un messager secondaire impliqué, entre autres, dans la transition entre formes bactériennes 

motiles et sédentaires (Fig. 9) (revu dans Hengge, 2009). Chez Caulobacter crescentus, PleD 

est largement associé au pôle pédonculé (Abel et al., 2011; Paul et al., 2004). 

La forme dimérique et phosphorylée de PleD synthétise du c-di-GMP (de concert avec 

DgcB, une autre DGC) qui se liera à des protéines effectrices telles que PopA et DgrA (Fig. 

10). PopA est un analogue de PleD dans le sens où il possède un domaine de liaison au c-di-

GMP (site I) mais ne présente pas d’activité DGC (Chan et al., 2004; Christen et al., 2006). 

PopA localise au pôle pédonculé lorsqu’il interagit avec le c-di-GMP, ce qui lui permet de 

recruter RcdA (voir III.2.c) et donc de cibler la dégradation de CtrA~P au pôle pédonculé 

(Duerig et al., 2009). D’une manière tout à fait surprenante, PopA localise également au pôle 

flagellé (Taylor et al., 2009). Cependant, la présence de la phosphodiestérase (PDE) TipF 

(Fig. 11) – possédant un domaine EAL, antagoniste des domaines GGDEF – à ce pôle 

permet de dégrader le c-di-GMP (Huitema et al., 2006). La preuve en est le gradient de c-di-

GMP observé le long de la cellule prédivisionnelle, avec une concentration jusqu’à cinq fois 

supérieure de messager secondaire dans la partie pédonculée de la cellule en cours de 

division (Christen et al., 2010). Enfin, une autre protéine effectrice, DgrA, est connue pour 

inhiber des composants flagellaires cytoplasmiques et de ce fait empêche une synthèse 

incongrue du flagelle (Christen et al., 2007). 

5. Quand tous ces acteurs se rencontrent 

Nous avons introduit toute une série de notions propres à des MCS de Caulobacter 

crescentus ; le master regulator CtrA en aval de la voie CckA/ChpT, le système 

PleC/DivK/DivJ et le régulateur de réponse un peu particulier qu’est PleD. Mais qu’est-ce 

qui uni tous ces acteurs et comment déterminent-ils le destin d’une bactérie ? 

a. Division phenotype L ou DivL 

DivL est une histidine kinase essentielle non orthodoxe puisque son résidu histidine 

conservé est modifié en un résidu tyrosine (Wu et al., 1999). DivL ne joue donc pas un rôle 

standard dans un quelconque phosphorelais chez C. crescentus. En effet, le rôle de DivL est 

d’unir les deux MCS impliqués dans la morphogenèse de la bactérie ; PleC/DivK/DivJ et 

CckA/ChpT (Fig. 12).  

Lorsque DivK est sous forme phosphorylée, il inhibe (par une interaction protéique) 

DivL. Or, DivL promeut l’activité kinase de CckA (également par une interaction protéine-

protéine) (Iniesta et al., 2010; Tsokos et al., 2011). Cela signifie que DivK~P inhibe 

indirectement la phosphorylation de CtrA. 
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b. Il était une fois la morphogenèse de C. crescentus 

Il ne s’agit pas seulement de comprendre et caractériser les acteurs moléculaires 

individuellement (comme cela a été fait jusque maintenant dans cette introduction) mais 

surtout de les intégrer dans un système, dans le fonctionnement d’un organisme. 

La cellule pédonculée est le centre névralgique de l’initiation de la réplication du 

chromosome. C’est pourquoi DivJ localise au pôle pédonculé et phosphoryle DivK qui, par 

l’intermédiaire de DivL, inhibe la voie CckA/ChpT/CtrA. Cette inhibition empêche la 

phosphorylation de CtrA, mais favorise également la dégradation de celui-ci par l’interaction 

rendue possible entre ClpXP et CpdR non-phosphorylé (voir III.2.c pour rappel). L’absence 

de CtrA permet dès lors l'initiation de la réplication du chromosome dans la cellule 

pédonculée. 

Alors que la réplication suit son cours, la cellule croît ; c’est la cellule prédivisionnelle 

précoce. Ici, PleC et DivJ localisent respectivement aux pôles flagellé et pédonculé. DivJ 

phosphoryle DivK qui est dès lors localisé aux deux pôles. La suite est plus complexe 

puisque deux modèles sont proposés dans la littérature, complémentaires bien que 

profondément différents (Fig. 13); 

(i) Hypothèse du pole-to-pole shuttling (équipe de C. Jacobs-Wagner) (Matroule 

et al., 2004); 

Dans la cellule prédivisionnelle, il existe un véritable « ping-pong » dont la 

« balle » est DivK et les « joueurs » sont PleC et DivJ. DivK délocalise 

partiellement du pôle pédonculé où il est phosphorylé par DivJ, traverse le 

corps cellulaire jusqu’au pôle flagellé où PleCP le déphosphoryle. Une fois 

déphosphorylé, DivK retourne au pôle pédonculé où il sera rephosphorylé par 

DivJ. Il en résulte un mouvement de DivK(~P) d’un pôle à l’autre de la cellule 

prédivisionnelle avec, en plus, une localisation de DivK~P aux deux pôles. 

Tant que la cellule croît, cet échange continue. Mais lors de la cytokinèse, une 

barrière physique empêche ce « ping-pong ». Dans la future cellule 

pédonculée, DivK~P reste localisé au pôle (grâce à l’action de DivJ) alors que 

DivK délocalise dans la future cellule flagellée puisque PleCP le 

déphosphoryle. Cette délocalisation de DivK dans la cellule flagellée serait à 

l’origine de l’initiation du SwaPS (voir II.3 pour rappel). 

(ii) Hypothèse de la régulation allostérique (équipe d’U. Jenal) (Paul et al., 2008); 

Comme déjà explicité à la figure 8, le RR* DivK est capable de réguler 

allostériquement PleC et DivJ. Dans cette seconde hypothèse, c’est cette 

régulation allostérique qui est au cœur de la compréhension du mécanisme de 

morphogenèse. Dans la cellule prédivisionnelle, DivJ et PleC sont ici aussi 

localisés respectivement aux pôles pédonculé et flagellé mais la localisation 

(également bipolaire) de DivK~P favorise PleCK (là où l’hypothèse de C. 

Jacobs-Wagner met en avant une dominance de l’activité phosphatase de 

PleC). Il n’est pas question dans cette hypothèse d’un pole-to-pole shuttling 

de DivK(~P). Une fois la cytokinèse achevée, la cellule flagellée arbore un 

PleCP empêchant la phosphorylation de PleD et donc une impossibilité 
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d’initier la biogenèse du holdfast et du pédoncule. Lors de la transition cellule 

flagellée  cellule pédonculée, DivJ (qui était absent de la cellule flagellée) 

relocalise au pôle (qui se caractérise en fait uniquement par le holdfast) et 

phosphoryle donc le pool de DivK cellulaire. Une fois de plus, DivK~P – par 

allostérie – favorise l’activité kinase de PleC. À son tour, PleCK phosphoryle 

PleD et permet donc la sédentarisation de la bactérie. 

Ces deux hypothèses contiennent, il n’est pas permis d’en douter, chacune leurs vérités 

mais également leurs zones d’ombre à investiguer. Ainsi, la localisation des HKs PleC et 

DivJ et du RR* DivK aux pôles, le rôle de PleD et du c-di-GMP sont un fait. Mais qu’en est-

il du changement d’activité de PleC ? Le pôle flagellé de la cellule prédivisionnelle arbore-t-

il PleCP ou PleCK ? Y-a-t-il effectivement un changement d’activité de l’histidine kinase 

après cytokinèse ?  Comment celle-ci régule-t-elle (de concert avec d’autres acteurs) les 

différentes étapes du SwaPS ? 

Quoi qu’il en soit, le système DivJ/PleC est au cœur de la régulation de deux événements 

de la différenciation en contrôlant, d’une part, les phases G1/S par DivK et, d’autre part, la 

transition cellule flagellée  cellule pédonculée par PleD (Curtis and Brun, 2010). 
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IV. Objectifs de ce mémoire 

1. Champ de recherche 

Dans un mutant ΔpleC, le SwaPS est inhibé. Cette observation est confirmée par une 

version défective de PleC où les activités kinase et phosphatase sont toutes deux perturbées 

(K-P- ou PleCH610A). Au  contraire, dans un mutant où seule l’activité phosphatase est 

fonctionnelle (K-P+ ou PleCF778L), les étapes précoces du SwaPS se déroulent sans 

perturbation (rotation du flagelle et synthèse des pili) (Matroule et al., 2004). 

En ce qui concerne la capacité d’attachement à un substrat (Fig. 14), un mutant ΔpleC 

perd presque totalement cette fonction. Il est logique de voir le même résultat avec un mutant 

K-P-. Cependant, un mutant K-P+ retrouve partiellement sa capacité à s’attacher, suggérant 

que l’activité kinase de PleC est, en partie du moins, impliquée dans l’attachement de C. 

crescentus (Paul et al., 2008). Cette expérience est la raison pour laquelle la souche CB15 

sera utilisée dans ce mémoire. Cette souche  « sauvage » a la capacité d’attacher, 

contrairement à la souche CB15N, préférentiellement utilisée en laboratoire. 

En résumé, l’activité phosphatase de PleC semble être impliquée dans les étapes les plus 

précoces du SwaPS, là où il est suggéré un rôle de l’activité kinase dans les étapes les plus 

tardives. 

2. Et le mutant K+P- ? 

L’analyse bioinformatique a permis la création des mutants H610A et F778L de PleC. 

Cependant, cette approche n’a pas porté ses fruits lorsqu’il a fallu créer le mutant K+P- de 

PleC. Pourtant, celui-ci permettrait de comprendre la valeur intrinsèque de chacune des 

activités de cette histidine kinase au cours du cycle cellulaire de C. crescentus. Quand le 

changement de fonction intervient-il exactement et dans quelle(s) mesure(s) est-il impliqué 

dans la morphogenèse ? Au vu de la divergence existant entre les modèles du pole-to-pole 

shuttling et de la régulation allostérique, il est logique de se questionner sur le rôle exact de 

PleC, notamment dans la cellule prédivisionnelle. L’obtention du mutant K+P- de PleC par 

un crible en deux étapes est l’objectif de ce mémoire. 
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Figure 1 – Image en microscopie électronique à transmission d’une cellule prédivisionnelle 

de Caulobacter crescenus. Flagelle (F), pédoncule (P), septum (S), future cellule pédonculée 

(FCP), future cellule flagellée (FCF). (Microscopie adaptée de Jones, 2006). 

 

Figure 2 – Cycle cellulaire de Caulobacter crescentus. La cellule pédonculée (CP) est 

capable de répliquer son chromosome (cercle rouge) et est caractérisée par son pédoncule, 

fine extension du cytoplasme au bout de laquelle se trouve l’holdfast. Lorsque la cellule 

pédonculée entre en phase S, la cellule croît et est dès lors appelée cellule prédivisionnelle 

(CPr). À la fin de la cytokinèse, la cellule prédivisionnelle est divisée en deux 

compartiments asymmétriques correspondant à deux types cellulaires distincts ; les cellules 

FCPF
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pédonculée et flagellée (CF). Alors que la cellule pédonculée reste attachée à son substrat et 

initie un nouveau cycle de réplication (développement cyclique), la cellule flagellée débute 

un programme développemental qui lui est propre (SwaPS). On parle ici de développement 

non-cyclique puisque la cellule flagellée est incompétente pour la réplication de son 

chromosome et doit d’abord se différencier en cellule pédonculée afin de pouvoir initier un 

nouveau cycle de réplication.  

 

 

Figure 3 –Graphique représentant le rapport entre le nombre de protéines impliquées dans un 

système à deux composants (en ordonnée) et le nombre total de protéines prédites sur le 

génome (en abscisse) de 504 espèces bactériennes. Les carrés rouges correspondent à des 

espèces d’intérêt majeur (Capra and Laub, 2012). 
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Figure 4 – Aperçu du fonctionnement général d’un TCS (à gauche) et d’un MCS (à droite), 

basés ici sur un signal périplasmique. Les flèches pointillées correspondent au transfert du 

groupement phosphate (P entouré). Domaine de dimérisation et de phosphotransfert (DHp), 

domaine catalytique liant l’ATP (CA), domaine receveur (RD), domaine de liaison à l’ADN 

(mauve), résidu histidine (H), résidu aspartate (D) (Capra and Laub, 2012). 
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Figure 5 – Représentation de quelques gènes connus pour être régulés positivement (flèche 

rouge) ou négativement (barre rouge) par CtrA sous sa forme active. Les encadrés bleus 

correspondent à la fonction cellulaire majeure du produit du gène en question (Skerker and 

Laub, 2004). 

 

 

Figure 6 – Représentation des trois niveaux de régulation du master regulator CtrA au cours 

du cycle cellulaire de C. crescentus. La protéolyse de CtrA est caractéristique de la cellule 

pédonculée. L’absence de ce régulateur de réponse permet la réplication du chromosome 

(cercle bleu). Dans les autres types cellulaires, CtrA dimérise et est phosphorylé (CtrA~P), 
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lui permettant de réguler sa propre transcription en activant le promoteur fort en amont de 

ctrA (P2) et d’inhiber l’activité de son promoteur faible (P1) (Skerker and Laub, 2004). 

 

 

Figure 7 – Localisation cellulaire de quelques acteurs impliqués dans la régulation du cycle 

cellulaire chez Caulobacter crescentus. Alors que le gradient de CtrA~P s’intensifie dans la 

cellule prédivisionnelle, avec une concentration moindre au pôle pédonculé, l’HHK CckA 

localiserait aux deux pôles, exhibant deux fonctions enzymatiques : kinase au pôle flagellée 

et phosphatase hypothétique au pôle pédonculé. Cette asymétrie explique, en partie, 

l’absence de CtrA dans les cellules pédonculées (Tsokos and Laub, 2012). 

 

 

 

Figure 8 – Régulation allostérique de DivK phosphorylé (DivK~P) sur l’activité 

phosphatase de PleC (PleCP) et sur DivJ. Par son activité phosphatase, PleCP inhibe DivK~P 

qui, à son tour, inhibe cette activité enzymatique de PleC par allostérie. Inversement, DivJ 

favorise la présence de DivK~P en phosphorylant DivK. DivK~P, toujours par allostérie, 

favorise l’activité de DivJ (Paul et al., 2008). 
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Figure 9 – Structure biochimique et rôles majeurs du di-guanosine monophosphate cyclique 

(c-di-GMP). Une DGC, caractérisée par un domaine GGDEF (rouge) synthétise du c-di-

GMP à partir de deux molécules de guanosine triphosphate (2 GTP). À l’inverse, les 

phosphodiestérases ou PDE (caractérisées par un domaine EAL ou HD-GYP, en bleu) 

dégradent le c-di-GMP en 5’-phosphoguanylyl-(3-5)-guanosine (pGpG), lui-même dégradé 

par des phosphodiestérases non-spécifiques en deux molécules de guanosine monophosphate 

(2 GMP) (Hengge, 2009). 

 

 

Figure 10 – Modèle expliquant la synthèse du pédoncule lors de la transition cellule 

flagellée  cellule pédonculée. Durant cette transition, la PDE PdeA, spécifique de la cellule 

flagellée, est dégradée par ClpXP (dont l’activité est permise par le RR CpdR). Cette 

dégradation est simultanée à l’activation des DGCs DgcB et PleD, favorisant la 

fonctionnalité de protéines effectrices (E, PopA) grâce au c-di-GMP (cdG). PopA localise la 

dégradation de CtrA au nouveau pôle pédonculé (Abel et al., 2011).  



31 
 

 

Figure 11 – Localisation d’enzymes impliqués dans le métabolisme du c-di-GMP au cours 

du cycle cellulaire de C. crescentus. La DGC PleD (rond rouge) localise au pôle pédonculé, 

toujours opposée à la PDE TipF (rond bleu). Lors de la transition cellule flagellée  cellule 

pédonculée, TipF disparait du pôle flagellé et permet dès lors à PleD d’être phosphorylé et de 

dimériser (grâce à son two-component RECeiver domain REC). La protéine effectrice PopA 

localise, quant à elle, aux deux pôles (rond et carré verts) (Hengge, 2009).  
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Figure 12 – Phosphorelais impliqués dans le programme développemental de Caulobacter 

crescentus. Le système PleC/DivK/DivJ (gauche) interagit avec le système CckA/ChpT 

(droite) grâce à une interaction protéique entre DivK~P et DivL. Histidine kinase (HK), 

histidine kinase modifiée (HK°), histidine kinase hybride (HHK), régulateur de réponse 

(RR), régulateur de réponse à domaine unique (RR*), diguanylate cyclase (DGC), histidine 

phosphotransférase (HPT), di-guanosine monophosphate cyclique (c-di-GMP), protéine 

essentielle pour la viabilité (souligné). 
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Figure 13 – Schéma comparant les deux hypothèses (pole-to-pole shuttling à gauche et 

régulation allostérique à droite) concernant la régulation spatiale de la morphogenèse chez 

Caulobacter crescentus. (i) la cellule prédivisionnelle est polarisée entre le pôle DivJ et le 

pôle PleC (avec un flagelle immobile). DivJ induit la localisation de DivK~P aux pôles grâce 

à son activité kinase alors que PleCP relâche du pôle flagellé des entités de DivK 

déphosphorylé. Cet échange (flèches pointillées) est bloqué en fin de cytokinèse puisque 

qu’une barrière physique est créée entre les deux pôles. Il en résulte une délocalisation de 

DivK dans la cellule flagellée, cause de l’initiation du SwaPS. Au même moment, la cellule 

pédonculée garde un pool de DivK~P localisé. (ii) le pool de DivK~P du pôle flagellé 

favorise PleCK. Au pôle pédonculé, PleD~P localise et synthétise du c-di-GMP. Après 

cytokinèse, la cellule flagellée est coupée de la pression induite par DivJ, et l'activité 

phosphatase de PleC est favorisée, déphosphorylant le pool de DivK~P qui délocalise dès 

lors. Par ailleurs, la cellule pédonculée hérite d’un pool de PleD actifs (Matroule et al., 2004; 

Paul et al., 2008; K. Poncin). 
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Figure 14 – Attachement relatif (en %) de plusieurs mutants pleC de Caulobacter 

crescentus, comparés à la souche sauvage CB15 (flèche rouge). Le mutant délété pour pleC 

(flèche verte), tout comme le mutant K-P- (flèche noire) semblent ne pas attacher. Le 

mutant K-P+  (flèche bleue) restaure partiellement cet attachement, d’où le rôle présumé de 

l’activité kinase de PleC dans un phénotype d’attachement (Paul et al., 2008). 
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I. Constructions des souches contrôles exprimant les différents 

mutants pleC sur un plasmide à faible nombre de copies 

1. Généralités 

Dans le cadre de notre crible génétique visant à isoler le mutant K+P- de PleC, plusieurs 

souches contrôles précédemment caractérisées dans la littérature (Matroule et al., 2004; Paul 

et al., 2008; Subramanian et al., 2013) doivent être utilisées comme points de comparaison. Il 

s’agit ici de mutants déjà publiés de PleC (K-P- et K-P+), de la souche sauvage de 

Caulobacter crescentus (CB15), d’une souche délétée pour PleC (CB15ΔpleC) ainsi que 

d’une version plasmidique sauvage de PleC dans un background ΔpleC (K+P+). 

Dans un premier temps, le pMR20 – un plasmide réplicatif à faible nombre de copies – a 

été choisi dans le but de s’approcher le plus possible du niveau d’expression endogène de 

pleC. 

2. Construction stricto sensu 

Les différentes formes de PleC (K-P-, K-P+ et K+P+) ont toutes été intégrées dans un 

pMR20 sous le contrôle de leur promoteur hypothétique (ppleC), consistant en une séquence 

de 586 paires de bases directement en amont de la séquence codante de pleC.  

Les fragments de ppleC-pleC (H610A ou K-P-, F778L ou K-P+, sauvage ou WT), 

amplifiés par PCR à partir du pBluescript II SK (pSK)-ppleC-pleCH610A, F778L et WT ont été 

digérés par les enzymes de restriction XbaI et KpnI et clonés dans le MCS (Multiple Cloning 

Site) du pMR20 préalablement digéré par les mêmes enzymes. Ces fragments ont tous été 

insérés de manière à être dans l’orientation inverse du pLac, promoteur fort du gène lacZ. 

Ces trois vecteurs (pMR20-ppleC-pleCH610A, F778L et WT) ont ensuite été chacun 

transformés dans un background génétique dépourvu de pleC (CB15ΔpleC). Nous utiliserons 

désormais les abréviations suivantes ; Δ-pMR(K-P-), Δ-pMR(K-P+) et Δ-pMR(K+P+), 

correspondant respectivement aux souches CB15ΔpleC-pMR20-ppleC-pleCH610A, 

CB15ΔpleC-pMR20-ppleC-pleCF778L et CB15ΔpleC-pMR20-ppleC-pleCWT.  

Par ailleurs, dans le but de normaliser nos résultats par rapport à l’utilisation d’un 

antibiotique (oxytétracycline dans ce cas), le vecteur pMR20 vide a été électroporé dans les 

souches CB15 et CB15ΔpleC. Les abréviations CB15-pMR et Δ-pMR correspondront 

désormais aux souches CB15-pMR20 et CB15ΔpleC-pMR20. 

II. Caractérisation des différentes souches contrôles (pMR20) 

Trois niveaux de caractérisation ont été précédemment évalués dans la littérature 

(Matroule et al., 2004; Paul et al., 2008) afin de discriminer les souches contrôles Δ-pMR(K-

P-), Δ-pMR(K-P+), Δ-pMR(K+P+), CB15-pMR et Δ-pMR à savoir ; leur résistance à 
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l’infection par le bactériophage CbK, leur mobilité et leur attachement relatif à une surface 

abiotique. 

1. Les souches n’initiant pas le SwaPS sont résistantes au phage CbK 

Un test de résistance au phage (Φ) CbK a été mis en œuvre pour évaluer la synthèse de 

pili dans les souches Δ-pMR(K-P-), Δ-pMR(K-P+) et Δ-pMR(K+P+). En effet, les pili 

constituent le point d’entrée des ΦCbK et leur synthèse fait, pour rappel, partie intégrante du 

SwaPS (Matroule et al., 2004; Skerker and Shapiro, 2000). Une résistance aux ΦCbK 

signifie donc l’absence de pili, ou autrement dit, la perturbation d’une des étapes précoces du 

SwaPS. 

La souche sauvage CB15 est naturellement sensible aux ΦCbK. La présence du vecteur 

vide dans la souche CB15-pMR ne change rien à la sensibilité de cette souche, indiquant que 

le plasmide n’interfère pas avec la production de pili. Parallèlement, les souches Δ-pMR et 

Δ-pMR(K-P-), supposées ne pas initier le SwaPS (PleC étant absent ou défectif), sont 

effectivement sensibles aux ΦCbK. Enfin, la souche Δ-pMR(K-P+) a été décrite comme 

étant sensible aux ΦCbK, indiquant dès lors que l’activité kinase de PleC n’est pas 

essentielle à la production des pili. Cependant, nos observations ont mis à jour une résistance 

intermédiaire de la souche Δ-pMR(K-P+) puisque les plaques de lyse – caractéristiques de la 

lyse des bactéries par les phages – n’étaient pas aussi marquées pour la souche Δ-pMR(K-

P+) que pour les autres souches résistantes (Fig. 15). Ce phénotype intermédiaire pourrait 

être expliqué par l’environnement plasmidique de pleCF778L, où le promoteur hypothétique 

ppleC ne serait pas suffisant pour initier le taux transcriptionnel basal du gène. Cette 

perturbation pourrait trouver son origine dans l’absence de régions régulatrices en amont de 

pleC, nécessaires à sa transcription. Le faible nombre de copies du plasmide par bactérie 

pourrait donc ne pas être suffisant pour compenser la faiblesse hypothétique de ce 

promoteur. Par ailleurs, il serait logique de se demander si cette mutation (F778L) n’interfère 

pas avec la stabilité de la protéine en jouant sur sa conformation. Cette hypothèse est 

cependant peu probable puisque les études précédentes – utilisant un autre vecteur – n’ont 

pas mis en évidence de résistance intermédiaire. Un autre point de vue, intégrant le cycle 

cellulaire de C. crescentus, nous ramène à l’hypothèse d’Urs Jenal (modèle de la régulation 

allostérique) où PleC exhibe une fonction kinase au pôle flagellé de la cellule 

prédivisionnelle. Avec ce mutant K-P+, le taux de CtrA~P pourrait être modifié à la hausse 

via la diminution de DivK~P qui, dès lors, interagirait moins avec DivL, connu pour bloquer 

la voie de phosphorylation du master regulator CtrA (Iniesta et al., 2010; Tsokos et al., 

2011). Cette augmentation de CtrA~P pourrait altérer à son tour la transcription de podJ. Or, 

PodJ est connu pour jouer un rôle dans l’assemblage et l’extrusion des pili via les protéines 

CpaE et PleA (Skerker and Shapiro, 2000; Viollier and Shapiro, 2003). Le fait d’avoir une 

expression de pleC perturbée, couplée au nombre variable de copies du vecteur par cellule, 

pourrait expliquer pourquoi certaines cellules seraient résistantes et d’autres sensibles aux 

ΦCbK dans la souche Δ-pMR(K-P+). 
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Tests de résistance 

aux ΦCbK 

Souches Résistance 

aux ΦCbK ? 

 

CB15  

 

CB15-pMR  

 

Δ-pMR  

 

Δ-pMR(K+P+)  

 

Δ-pMR(K-P-)  

 

Δ-pMR(K-P+) ± 

Figure 15 – Effet létal ou non des phages CbK sur différentes souches de Caulobacter 

crescentus. Les souches sensibles (), résistantes () et présentant une résistance 

intermédiaire (±) révèlent (ou non) des plaques de lyse. 

2. Les mutants PleC possèdent une mobilité différente par rapport à la souche 

« sauvage » CB15-pMR 

La mobilité de Caulobacter crescentus est principalement corrélée (i) à l’édification 

d’appendices et (ii) à la chémotaxie intrinsèque de la bactérie. Nous ne considèrerons ici que 

le premier point, à savoir la synthèse et la fonctionnalité du flagelle. 

Un test de mobilité est principalement qualitatif dans le sens où la taille des halos 

bactériens n’est pas une mesure aisément quantifiable. En effet, la mesure du diamètre des 

halos formés par les différentes souches est généralement biaisée par la forme irrégulière de 

celui-ci et par le manque de précision (mm) quant à son estimation. Ces deux raisons 

expliquent pourquoi nous nous en tiendrons à une comparaison purement qualitative de la 

taille des halos. 
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La taille du halo de la souche CB15N (incapable d’attacher à un substrat) est nettement 

supérieure à celle de la souche CB15 (Fig. 16), suggérant que le phénotype d’attachement et 

la capacité à nager sont corrélés, ce qui n’est pas surprenant au vu du déroulement du 

programme développemental de C. crescentus qui lie en partie pili et initiation de 

l’attachement (Li et al., 2012). Par ailleurs, le halo formé par la souche CB15-pMR est 

inférieur à celui formé par une souche CB15 sauvage. Cette observation ne signifie pas que 

la présence d’oxytétracycline altère la mobilité mais plutôt que l’antibiotique provoque un 

retard de croissance de la souche soumise à cette pression externe (données non montrées). 

Par ailleurs, les souches Δ-pMR(K-P-) et Δ-pMR forment des halos de taille très réduite par 

rapport à CB15-pMR puisque le SwaPS n’y est pas initié. Ces souches sont connues pour 

posséder un flagelle paralysé, empêchant leur mobilité (Matroule et al., 2004; Wang et al., 

1993). Enfin, les souches Δ-pMR(K+P+) et Δ-pMR(K-P+), censées arborer un flagelle 

mobile, ont toutes deux un halo de taille largement inférieur à celui de la souche CB15-pMR. 

La taille de leur halo est en réalité plus proche de souches PleC-défective que de la souche 

sauvage. Il semble donc que la complémentation n’est que partielle lorsque pleC est exprimé 

à partir du pMR20. Une fois de plus, l’absence de l’environnement génomique de pleC, 

couplée au faible nombre de copies du pMR20, pourrait être à l’origine de ce problème. 
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Δ-pMR(K-P+) 

 

Δ-pMR 
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Figure 16 – Tests de mobilité sur différentes souches de Caulobacter crescentus. Un halo 

bactérien par souche est présenté. Les souches CB15N et CB15 ont été testées sans pression 

d’antibiotique. 

3. Les mutants K-P- et K-P+ ont une capacité d’attachement différente par 

rapport à la souche « sauvage » CB15-pMR 

Si des souches de C. crescentus sont capables d’adhérer de manière irreversible à un 

substrat, cela signifie qu’elles complètent le SwaPS. Il est proposé dans la littérature (Paul et 

al., 2008) que le phénotype d’attachement est en partie favorisé par l’activité kinase de PleC. 

Le test d’attachement a pour but d’estimer l’adhérence moyenne de différentes souches. 

L’attachement relatif de la souche sauvage CB15 est ramené à l’unité pour qu’il puisse 

être facilement comparable (Fig. 17). L’analyse statistique (test de Mann-Whitney) 

comparant les moyennes entre-elles montre que l’attachement de CB15 est (très) 

significativement différent de celui des souches CB15-pMR et Δ-pMR(K+P+), résultant d’un 

retard de croissance (données non montrées), certainement dû à la présence d'un plasmide et 

d’un antibiotique dans le milieu de culture. Par ailleurs, l’attachement de la souche CB15-

pMR est significativement supérieur à celui de la souche Δ-pMR(K+P+), probablement dû à 

la sous-expression de pleC exprimé à partir d’un pMR20. Une fois de plus, nous sommes 

suspicieux quant à l’efficacité du pMR20 comme vecteur d’expression pour pleC. 

Cependant, cette large différence statistique entre CB15, CB15-pMR et Δ-pMR(K+P+) n’est 

pas intéressante au vu des différences proportionnelles avec les autres souches. Il semble 

donc que la complémentation phénotypique par expression extra-génomique de pleC est 

satisfaisante en terme d’attachement. Les souches supposées ne pas attacher (CB15ΔpleC, Δ-

pMR et Δ-pMR(K-P-)) puisque dépourvues de PleC (ou du moins d’une version 

fonctionnelle de la protéine), exhibent un attachement réduit statistiquement comparable 

entre elles. Le mutant Δ-pMR(K-P+) est quant à lui capable de restaurer partiellement le 

phénotype d’attachement (> 50%), étant en plus très significativement différent de toutes les 

autres souches. Cette observation confirme des résultats publiés précédemment (Paul et al., 

2008) et suppose le rôle de PleCK dans l’adhérence de C. crescentus par activation de la 

diguanylate cyclase PleD.  
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Figure 17 – Test d’attachement sur différentes souches de Caulobacter crescentus. Les 

barres représentent l’écart-type. La différence entre deux moyennes (test de Mann-Whitney) 

peut être non significative (NS), significative (* si α = 0,05 ; ** si α = 0,01) ou très 

significative (*** si α = 0,001). Les valeurs obtenues pour chaque condition sont rapportées 

à la moyenne générale des absorbances de la souche CB15. 

 

Au vu de la littérature et de ce que nous avons confirmé expérimentalement jusqu’ici, 

l’activité phosphatase de PleC semble être impliquée dans les étapes précoces du SwaPS 

alors que l’activité kinase semble jouer un rôle prépondérant dans les étapes plus tardives du 

programme développemental (Matroule et al., 2004; Paul et al., 2008). C’est la raison pour 

laquelle notre crible génétique se déroulera en deux étapes après mutagenèse aléatoire de 

ppleC-pleC. Premièrement, une sélection des clones résistants au bactériophage CbK nous 

permettra d’isoler les mutants K-P- et K+P- de PleC puisque les vecteurs pMR20-ppleC-

pleC* (* pour mutation(s) aléatoire(s)) auront été électroporés dans une souche CB15ΔpleC. 

Dans un second temps, les mutants K+P- seront discriminés des mutants K-P- par un test 

d’attachement, puisqu’il est suggéré que PleCK joue un rôle dans l’adhérence de la bactérie 

(Paul et al., 2008). 
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Suite à nos résultats préliminaires concernant la caractérisation des mutants de PleC 

exprimés sur un pMR20, notre stratégie a été quelque peu modifiée. En effet, le fragment 

ppleC-pleC a été exprimé à partir d’un plasmide à nombre de copies moyen ; le pJS14, 

notamment utilisé par l’équipe de C. Jacobs-Wagner. Dans le cadre de la première partie de 

ce mémoire, ce vecteur avait été abandonné car il induit une différence morphologique chez 

C. crescentus. C’est donc la version de ppleC-pleC exprimée à partir d’un pJS14 qui sera 

aléatoirement mutée dans la souche Escherichia coli XL1-red, connue pour son haut pouvoir 

mutagène (Agilent Technologies). Enfin, il est à noter que la mutagenèse aléatoire et la 

première étape du crible (à savoir la sélection en présence de phages CbK) avaient déjà été 

effectuées avec le pMR20-ppleC-pleC mais n’avaient pas été concluantes (données non 

montrées). 

III. Constructions des souches contrôles exprimant les différents 

mutants pleC sur un plasmide à nombre de copies moyen 

Tout comme pour les constructions effectuées dans le pMR20, les différents mutants de 

PleC (K-P-, K-P+ et K+P+) ont été intégrés dans un pJS14 sous le contrôle de leur 

promoteur hypothétique ppleC. Les fragments de ppleC-pleC (K-P-, K-P+ et K+P+), 

amplifiés par PCR à partir du pMR20-ppleC-pleCH610A, F778L et WT et digérés par les enzymes 

de restriction SpeI et HindIII ont été clonés dans le MCS (Multiple Cloning Site) du pJS14 

préalablement digéré par les mêmes enzymes. Ils ont ensuite été chacun transformés dans un 

background génétique dépourvu de pleC (CB15ΔpleC). Les abréviations suivantes seront 

désormais utilisées ; Δ-pJS(K-P-), Δ-pJS(K-P+), Δ-pJS(K+P+), CB15-pJS et Δ-pJS, 

correspondant respectivement aux souches CB15ΔpleC-pJS14-ppleC-pleCH610A, 

CB15ΔpleC-pJS14-ppleC-pleCF778L, CB15ΔpleC-pJS14-ppleC-pleCWT, CB15-pJS14 et 

CB15ΔpleC-pJS14. 

IV. Caractérisation des différentes souches contrôles (pJS14) 

1. La souche Δ-pJS(K-P-) est sensible aux phages CbK 

Les souches CB15, CB15-pJS, Δ-pJS(K+P+) et Δ-pJS(K-P+) sont toutes sensibles aux 

phages CbK (Fig. 18). Ce résultat est en accord avec ce qui était attendu puisque ces souches 

sont toutes censées initier le SwaPS et donc former des pili (Matroule et al., 2004). De 

manière étonnante, et contrairement aux souches Δ-pJS et Δ-pMR(K-P-), la souche Δ-pJS(K-

P-) est également sensible aux phages CbK. Ayant une version non-fonctionnelle de PleC, 

cette souche est pourtant censée ne pas produire de pili car elle est bloquée dans l’initiation 

d’une des étapes les plus précoces du programme développemental spécifique de la cellule 

flagellée. Le triplicat biologique ne permet pas de douter de cette donnée. La souche, bien 

que vérifiée par séquençage, PCR et restriction diagnostiques, montre un phénotype 

inattendu et inexplicable.  
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Par ailleurs, le mutant Δ-pJS(K-P+) montre une sensibilité complète aux phages CbK, 

contrairement à ce qui a été observé lorsque pleCF778L était exprimé à partir d’un pMR20 

(Fig. 15). Nous estimons donc que le pJS14, étant un vecteur à nombre de copies moyen, est 

capable de compenser l’absence des éléments régulateurs nécessaires à l’expression 

endogène de pleC. 

Tests de résistance 

aux ΦCbK 

Souches Résistance 

aux ΦCbK ? 

 

CB15  

 

CB15-pJS  

 

Δ-pJS  

 

Δ-pJS(K+P+)  

 

Δ-pJS(K-P-)  

 

Δ-pJS(K-P+)  

Figure 18 – Effet létal ou non des phages CbK sur différentes souches de Caulobacter 

crescentus. Les souches sensibles (), résistantes () révèlent (ou non) des plaques de lyse.  

2. La souche Δ-pJS(K-P-) apparaît plus mobile qu’attendu 

Le halo formé par la souche CB15-pJS est visiblement supérieur à celui de la souche Δ-

pJS(K+P+), censée complémenter le background ΔpleC (Fig. 19). Il a été observé que la 

souche Δ-pJS(K+P+) présente un retard de croissance (donnée non quantifiée) qui pourrait 

s’expliquer par la surexpression de pleC. En effet, certains éléments indiquent une possible 

absence de PleC (du moins partielle) pendant la phase S du cycle cellulaire (Chen et al., 

2005; Viollier et al., 2002). La surabondance de PleC pourrait contrecarrer cette déficience et 

perturber le contrôle du développement.  
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Ensuite, on pourrait s’attendre à ce que le mutant K-P+ (ayant un flagelle fonctionnel) 

restaure lui aussi la mobilité. La halo de la souche Δ-pJS(K-P+) est inférieur à celui de la 

souche Δ-pJS(K+P+), certainement dû au fait de l’absence de l’activité kinase de PleC qui, 

même si elle n’a pas un rôle direct sur la mobilité du flagelle, perturbe très certainement le 

développement tout entier. Cette interprétation est d’autant plus vraie si l’on considère le 

modèle de la régulation allostérique où le pôle flagellé de la cellule prédivisionnelle exhibe 

un PleCK. Parallèlement à cela, la souche Δ-pJS(K-P-) forme, de manière inattendue, un halo, 

contrairement aux souches Δ-pJS et Δ-pMR(K-P-). L’explication est dans ce cas très difficile 

à trouver dans le sens où PleC est non-fonctionnel et Δ-pJS(K-P-) ne peut donc mouvoir son 

flagelle et n’a pas de pili (connus pour intervenir également dans la mobilité bactérienne). 

 

Halo bactérien Souches Halo bactérien Souches 

 

CB15-pJS 
 

 

Δ-pJS(K-P-) 

 

Δ-pJS 

 

Δ-pJS(K-P+) 

 

Δ-pJS(K+P+) 

Figure 19 – Tests de mobilité sur différentes souches de Caulobacter crescentus. Un halo 

bactérien par souche est présenté. L’échelle est respectée pour chaque image mais n’est pas 

la même que pour la figure 16. 



45 
 

3. Le mutant Δ-pJS(K+P+) a une capacité d’attachement supérieure à ce qui a 

déjà été observé mais confirme le rôle supposé de PleCK dans l’adhérence de 

Caulobacter crescentus 

L’attachement relatif de la souche CB15 est très significativement moindre que celui des 

souches CB15-pJS et Δ-pJS(K+P+), alors que celles-ci ont un attachement comparable (Fig. 

20). Cela suggère que le pJS14 permet effectivement de restaurer le phénotype de PleCWT 

mais que la surexpression de PleC induit un attachement plus important. De manière 

inattendue, la souche Δ-pJS(K-P-) montre une capacité d’adhérence très significativement 

supérieure par rapport à la souche Δ-pJS. Cette observation est la troisième concernant la 

souche Δ-pJS(K-P-) (après la sensibilité aux phages et la mobilité) qui n’est pas en accord 

avec la littérature. C’est la raison pour laquelle nous concluons que notre souche présente des 

problèmes phénotypiques liés à sa construction – malgré les différents contrôles effectués – 

et est à reconstruire. Enfin, même s’il n’existe pas de différence statistique entre les 

attachements de la souche sauvage CB15 et du mutant Δ-pJS(K-P+), l’adhérence relative de 

cette dernière est très significativement inférieure par rapport à la souche « sauvage » Δ-

pJS(K+P+). Cette observation confirme, une fois de plus, le rôle supposé de l’activité kinase 

de PleC dans l’attachement. Nous pourrions néanmoins être craintifs par rapport à cette 

différence entre la souche CB15 et les souches électroporées avec un pJS14, surtout dans le 

cadre de notre crible où l’attachement constitue l’étape finale de sélection. Cependant, les 

biais observés semblent être conservés entre toutes les souches possédant un plasmide, 

permettant donc de les comparer. Enfin, l’attachement du mutant Δ-pJS(K-P+) est supérieur 

à celui observé par l’équipe d’Urs Jenal (< 50%), tandis que l’adhérence de la souche Δ-

pJS(K+P+) est inférieure par rapport à cette même étude (> 200%). Nous ne savons toutefois 

pas avec certitude quel vecteur cette équipe a utilisé (pMR20 ou pJS14) en raison d’une 

incohérence dans la présentation de leurs résultats (Paul et al., 2008). Quoi qu’il en soit, nous 

expliquons cet attachement supérieur de la souche Δ-pJS(K+P+) par rapport à CB15 grâce à 

la surexpression de pleCK (puisque porté par un un plasmide à nombre de copies moyen) qui, 

à son tour, active fortement la DGC PleD, connue pour son rôle dans l’attachement (Abel et 

al., 2011; Paul et al., 2007; Paul et al., 2004). En conclusion, nous confirmons ici que 

l’activité kinase de PleC est nécessaire mais pas suffisante à l’adhérence de Caulobacter 

crescentus. 
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Figure 20 – Test d’attachement sur différentes souches de Caulobacter crescentus. Les 

barres représentent l’écart-type. La différence entre deux moyennes (test de Mann-Whitney) 

peut être non significative (NS), significative (* si α = 0,05 ; ** si α = 0,01) ou très 

significative (*** si α = 0,001). L’attachement relatif de la souche Δ-pJS(K+P+) reste à 

confirmer en triplicat biologique. Les valeurs obtenues pour chaque condition sont 

rapportées à la moyenne générale des absorbances de la souche CB15. 

V. Mutagenèse aléatoire de PleC et isolement du mutant K+P- par 

un crible génétique en deux étapes  

1. Des mutants résistants aux ΦCbK et capables d’attacher ont été isolés 

La capacité d’attachement (sur une surface abiotique) a été testée pour tous les clones 

préalablement définis comme étant résistants aux phages CbK (Fig. 21). Les clones dont 

l’attachement relatif – comparé à la souche sauvage CB15 servant de référence – était 

supérieur à 40% ont été sélectionnés. Le fragment ppleC-pleC a été séquencé pour les sept 

clones concernés. De manière surprenante, aucune mutation (substitution, insertion, délétion) 

n’a été détectée sur ces fragments ppleC-pleC. Il faut noter que la souche XL1-red d’E. coli – 

utilisée pour la mutagenèse aléatoire – est très sensible une fois sortie du congélateur à -80°C 

(Agilent Technologies). Cependant, cette sensibilité ne peut pas expliquer à elle seule cette 

absence de mutations. A titre de comparaison, nous avons séquencé quatre autres clones 
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issus du crible mais qui ne présentaient pas un attachement supérieur à 40%. Les résultats du 

séquençage ont montré qu’une mutation au maximum était présente par clone ppleC-pleC. 

Dès lors, le crible en tant que tel a été remis en cause et nous suspectons que des mutations 

adaptatives induites par la pression de sélection (ΦCbK) soient apparues sur le chromosome 

et aient permis aux sept mutants testés de résister aux ΦCbK. Même si les études de ce type 

n’en sont qu’à leurs balbutiements, il semblerait que le taux de mutations adaptatives – c’est-

à-dire de mutations ayant un impact favorable sur le fitness de l’organisme – serait supérieur 

à ce qui était admis jusqu’alors. Ainsi, il serait de l’ordre de 10
-5

 par génome par génération 

chez E. coli (Perfeito et al., 2007). Dans notre cas, cette/ces mutation(s) pourrai(en)t affecter 

des gènes tels que pilA (sous-unité de la piline), cpaA à F (cluster de gènes essentiels à 

l’assemblage des pili), pleA (codant pour une transglycosylase lytique impliquée dans 

l’assemblage des pili), etc. (Skerker and Shapiro, 2000; Viollier and Shapiro, 2003). 

 

Numéro du 

candidat 

Résistance 

aux ΦCbK 

Attachement 

relatif (%) 

Numéro du 

candidat 

Résistance 

aux ΦCbK 

Attachement 

relatif (%) 

9  5,1 547  1,4 

11  5,6 550  6,5 

35  0,9 555  72,9 

41  1,4 557  0,9 

82  0,9 559  1,4 

296  2,8 561  0,5 

302  2,3 562  1,4 

309  1,4 568  1,4 

311  0,5 570  0,9 

312  0,5 576  3,7 

314  2,8 577  0,0 

321  1,4 583  0,5 

362  3,3 586  14,5 

367  0,5 590  2,3 

393  3,3 591  0,0 

394  4,2 595  0,5 

404  22,0 608  1,4 

407  7,9 609  2,3 
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CB15  100 

ΔpleC  2,8 

Nom la 

souche 

Résistance 

aux ΦCbK 

Attachement 

relatif (%) 

Figure 21 – Tableau reprenant tous les candidats CB15ΔpleC-pJS14-ppleC-pleC* résistants 

aux phages CbK (). L’attachement relatif, en pourcentage, est normalisé à la valeur de la 

souche sauvage CB15 ramenée à 100%. La souche contrôle CB15ΔpleC (ΔpleC) est sensible 

au phage CbK (). Les cases grisées (   ) correspondent aux sept clones résistants aux phages 

CbK et caractérisés par un attachement relatif supérieur à 40%. 

418  22,9 610  1,4 

422  0,5 619  3,7 

424  0,9 620  4,7 

434  0,0 630  31,3 

436  2,8 631  11,2 

440  1,4 633  0,9 

469  12,6 635  0,5 

482  110,3 636  113,6 

496  1,4 638  1,9 

498  1,9 639  0,0 

503  0,5 640  102,3 

510  0,9 641  77,6 

517  86,4 644  105,6 

519  3,7 649  2,3 

521  4,7 652  3,7 

526  25,2 654  5,6 

542  8,4 656  5,6 

546  4,2 659  12,6 
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2. La discrimination d’un mutant K+P- par test de mobilité est une nouvelle 

piste dans le crible génétique 

L’émergence d’une/de mutation(s) adaptative(s) est le résultat d’une pression externe 

aussi forte que la présence de phages CbK, létaux pour la souche sauvage de C. crescentus. 

De plus, cette observation a également été réalisée dans le cadre d’un autre crible, impliquant 

DivK (thèse de L. Schille). C’est la raison pour laquelle la résistance aux phages CbK 

comme première étape du crible a été abandonnée. 

L’initiation de la rotation flagellaire constitue la première étape du SwaPS. Nous avons 

dès lors décidé de considérer la mobilité comme première étape du crible génétique après 

mutagenèse aléatoire de ppleC-pleC. En sélectionnant des colonies présentant un  halo 

réduit, nous espérons isoler des mutants K-P- et K+P-, le caractère phosphatase-inactif de 

PleC étant lié à un flagelle paralysé (Wang et al., 1993).  

Nous avons commencé les tests et avons isolé huit candidats (avec pJS14 comme 

vecteur). Après un test de mobilité classique, nous avons sélectionné quatre clones qui ne 

formaient effectivement pas de halo. Les premiers résultats du séquençage n’ont pas été 

concluants pour le clone n°4. Les clones n°5, 7 et 9 présentaient tous la même mutation, à 

savoir Q364X. Ces trois clones (dont le plasmide est très certainement issu de la même 

population clonale lorsqu’il était en E. coli XL1-Red) ne retiennent pas notre attention car il 

s’agit plus que probablement de mutants Δ-pJS(K-P-) au vu de la position du codon stop. 

Pour rappel, l’histidine conservée de PleC est en position 610 et est essentielle aux deux 

fonctions enzymatiques de l’HK (Matroule et al., 2004; Viollier et al., 2002). 

VI. Une analyse in silico dévoile de nouvelles pistes intéressantes 

1. L’alignement de séquences protéiques comparant PleC à CheX, CheZ et 

CrdS n’a pas été concluant 

Au sein du monde bactérien, les phosphatases présentent fréquemment des domaines 

conservés. Nous avons procédé à une analyse comparative de la séquence protéique de PleC 

avec l’histidine kinase CrdS de Myxococcus xanthus et les protéines chémotaxiques CheX de 

Borrelia burgdorferi et CheZ d’Escherichia coli. Des motifs spécifiques de l’activité 

phosphatase ont été isolés pour chacune de ces trois enzymes.  

CrdS (MXAN_5184) est une HK agissant sur le RR CrdA (Willett and Kirby, 2011). 

Willett et Kirby ont montré qu’un résidu conservé (Asn) en position 375 de la protéine est 

impliqué dans l’activité phosphatase de CrdS, sans affecter son activité kinase (Willett and 

Kirby, 2012). L’alignement de séquences (Fig. 22) a permis de corréler ce résidu conservé de 

CrdS au résidu thréonine en position 614 de PleC. Le mutant T614R de PleC a déjà été créé 

(Matroule et al., 2004) et exhibe un phénotype K-P-, ce qui ne nous intéresse pas dans le 

cadre de ce mémoire.  
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Figure 22 – Alignement des séquences protéiques de PleC (Caulobacter crescentus) et CrdS 

(Myxococcus xanthus). L’encadré cible les résidus thréonine (T) en position 614 (PleC) et 

asparagine (N) en position 375 (CrdS). Le résidu histidine hautement conservé des HKs est 

situé quatre résidus en amont de l’encadré (Di Tommaso et al., 2011; Notredame et al., 2000; 

Willett and Kirby, 2012). 

 

Chez Borrelia burgdoferi, CheX est une phosphatase faisant partie de la famille CXY, 

connue pour agir sur CheY~P. CheY~P est capable de lier le rotor flagellaire et de modifier 

le sens de rotation du flagelle (Sircar et al., 2013). CheX possède un motif (Glu-X-X-Asn) 

conservé et corrélé à son activité enzymatique (Pazy et al., 2010). Ce motif ne semble pas 

être conservé dans la séquence de PleC puisque le motif (E96-X-X-N99) de CheX devient 

(D761-X-X-I764) (Fig. 23). Bien que les résidus D et E soient biochimiquement très 

semblables (puisqu’étant tous deux des acides dicarboxyliques), il ne semble pas intéressant 

de s’intéresser à ce « motif » chez PleC car l’asparagine et l’isoleucine n’ont pas du tout les 

mêmes propriétés. 

 

 

Figure 23 – Alignement des séquences protéiques de PleC (Caulobacter crescentus) et 

CheX (Borrelia burgdorferi). L’encadré cible le motif (E96-X97-98-N99) de CheX où X est un 

résidu quelconque (V et G dans ce cas). PleC exhibe, de manière parallèle, un « motif » 

(D761-X762-763-I764) (Di Tommaso et al., 2011; Notredame et al., 2000; Pazy et al., 2010). 

 

CheZ est un homologue de CheX retrouvé chez E. coli. Il s’agit également d’une 

phosphatase agissant sur CheY~P. (Asp-X-X-X-Asn) est le motif corrélé à l’activité 

phosphatase de CheZ est n’est que partiellement retrouvé dans PleC. Le motif (D143-X-X-X-

Q147) de CheZ correspond, selon l’alignement, à la séquence (P633-X-X-X-Q637) chez PleC 

(Fig. 24) (Pazy et al., 2010; Willett and Kirby, 2012). De manière intéressante, le résidu 

glutamine est conservé entre les deux protéines. Cependant, alors que la proline est un acide 

aminé polaire, l’asparagine ne l’est pas, reléguant l’intérêt de ce motif au second plan. 
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Figure 24 – Alignement des séquences protéiques de PleC (Caulobacter crescentus) et CheZ 

(Escherichia coli). L’encadré cible le motif (D143-X144-145-146-Q147) de CheZ où X est un 

résidu quelconque (L, T et G dans ce cas). De ce motif, PleC possède le résidu glutamine 

conservé en position 637 (Di Tommaso et al., 2011; Notredame et al., 2000; Pazy et al., 

2010; Willett and Kirby, 2012). 

2. La comparaison bioinformatique avec l’histidine kinase EnvZ : une piste à 

exploiter 

L’analyse in silico menée par l’équipe de C. Jacobs-Wagner était basée sur l’HK EnvZ 

d’E. coli. EnvZ œuvre comme un osmosenseur pour la bactérie et agit sur le RR OmpR qui, à 

son tour, régule l’expression de gènes codant pour des porines (Zhu et al., 2000). C’est à 

partir de la dissection de l’activité d’EnvZ que différents mutants de PleC ont pu être 

caractérisés (Fig. 25) (Matroule et al., 2004). 

 

EnvZ PleC 

 

Résidu de la 

protéine 

Substitution 

opérée 

Phénotype 

résultant 

Résidu 

correspondant 

Substitution 

opérée 

Phénotype 

résultant 

H243 

His conservée 

H243V K-P- H610 

His conservée 

H610A K-P- 

F390 F390L K+P- F778 F778L K-P+ 

T247 T247R K+P- T614 T614R K-P- 

S242 S242D K+P- S609 S609D K-P+/- 

Figure 25 – Résidus d’acides aminés conservés entre EnvZ et PleC. Différentes substitutions 

ont été introduites dans PleC, corrélées aux données fournies par EnvZ. Ces différentes 

substitutions affectent soit l’activité kinase (K-P+), soit l’activité phosphatase (K+P-), soit 

les deux à la fois (K-P-). Le phénotype P+/- fait référence à une perte partielle de l’activité 

de l’activité phosphatase (Hsing and Silhavy, 1997; Matroule et al., 2004). 

 

De manière surprenante, des résidus d’acide aminé conservés entre les deux histidine 

kinases semblent jouer un rôle différent dans l’/les activité(s) catalytique(s) de PleC et EnvZ. 

En effet, là où les mutations F390L, T247R et S242D d’EnvZ génèrent un mutant K+P-, les 

mêmes mutations sur PleC  n’aboutissent pas au même phénotype. 

Cependant, d’autres mutations caractérisées sur EnvZ et donnant lieu à une activité 

kinase-active / phosphatase-inactive (revu dans (Tomomori et al., 1999) n’ont pas été testées 

par l’équipe de C. Jacobs-Wagner. Nous ne nous attarderons ici qu’aux résidus parfaitement 
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conservés entre EnvZ et PleC (Fig. 26). Les substitutions L23R, P248K, N343K et T402K, 

ainsi que la délétion du résidu A239 ont aboli l’activité phosphatase d’EnvZ, sans en affecter 

l’activité kinase (Hsing et al., 1998; Hsing and Silhavy, 1997; Tomomori et al., 1999; Zhu et 

al., 2000). C’est exactement le type de mutant que nous recherchons pour PleC. Selon 

l’alignement, les correspondances de ces résidus sont respectivement L41, P615, N721, T792 

et A606 sur PleC. Nous avons donc mis à jour cinq nouvelles mutations potentiellement 

intéressantes pour obtenir un mutant K+P- de PleC. 

 

 

Figure 26 – Alignement des séquences protéiques de PleC (Caulobacter crescentus) et EnvZ 

(Escherichia coli). La flèche bleue indique le résidu histidine conservé (H610 et H243). Les 

flèches noires correspondent aux autres résidus déjà mutés dans PleC sur base des 

informations fournies par l’analyse d’EnvZ (voir figure 25). Les flèches vertes pointent les 

résidus susceptibles d’être mutés ou délétés pour obtenir un mutant K+P- de PleC (P615, 

N721, T792, A606 [et L41]). Les lignes nommées cons correspondent à l’indice CORE 

(Consistency of the Overall Residue Evalutation) qui évalue la fiabilité de l’alignement (plus 

la couleur est foncée, plus la fiabilité dans l’alignement est grande). Les astérisques (*) 

pointent deux résidus identiques, là où les points (. et :) indiquent une homologie plus ou 

moins forte des résidus (Di Tommaso et al., 2011; Hsing et al., 1998; Hsing and Silhavy, 

1997; Matroule et al., 2004; Notredame et al., 2000; Tomomori et al., 1999; Zhu et al., 

2000). 
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La division cellulaire asymétrique est un mécanisme conservé dans de nombreuses 

branches phylogénétiques pourtant relativement éloignées (revu dans (Li, 2013). L’Homme 

(Homo sapiens), la levure bourgeonnante (Saccharomyces cerevisiae), le bacille du charbon 

(Bacillus anthracis), la drosophile (Drosophila melanogaster) ou l’Arabette des Dames 

(Arabidopsis thaliana) sont autant d’espèces qui témoignent de cette asymétrie fonctionnelle 

et/ou morphologique. Grâce à un réseau moléculaire très complexe, Caulobacter crescentus 

est, elle aussi, capable de se différencier asymétriquement et est de ce fait particulièrement 

bien adaptée à son environnement (revu dans (Curtis and Brun, 2010). Au cœur du 

programme développemental de cette α-protéobactérie, se trouve le master regulator CtrA 

qui contrôle l’expression d’au moins cent gènes (voir Introduction) et dont l’activation par 

phosphorylation est indirectement corrélée à l’activité de l’histidine kinase PleC. Cependant, 

le timing précis des deux activités de PleC (kinase et phosphatase) au cours du cycle 

cellulaire de C. crescentus reste à déterminer. Actuellement, deux modèles antagonistes 

tentent d’expliquer la coordination des activités de cette histidine kinase (Matroule et al., 

2004; Paul et al., 2008). Le but de ce mémoire était de confirmer ou d’infirmer ces modèles 

par la création et la caractérisation d’un mutant kinase-active / phosphatase-inactive de PleC. 

En effet, avec les mutants K-P- et K-P+ déjà caractérisés, ce mutant K+P- aurait permis 

l’étude approfondie du rôle de chacune des activités dans le cadre du développement de la 

Caulobactérale. Malgré nos efforts, la création du mutant K+P- de PleC n’a pas abouti mais 

des éléments intéressants ont cependant pu être dégagés.  

1. Des stratégies parallèles à l’approche présentée dans ce mémoire constituent 

des perspectives intéressantes 

En ce qui concerne la mutagenèse aléatoire de PleC, une méthode sans a priori autre que 

la transformation en E. coli XL1-Red pourrait être envisagée. Par exemple, la PCR mutagène 

est un outil largement utilisé pour créer des mutations dans une séquence nucléotidique. 

Dans le cadre de ce mémoire, nous avons testé et modifié un protocole de PCR mutagène 

dont les conditions expérimentales induisent l’ADN polymérase en erreur (voir Matériels & 

Méthodes). Ce type de PCR mutagène n’a pas été concluant pour pleC, sans doute dû à sa 

taille (> 2500 pb), trop importante pour ce type de protocole. Cependant, il existe des kits 

commerciaux (Clontech, Stratagene) qui jouent sur les concentrations en sels et/ou en 

dNTPs, sur les temps d’hybridation et d’élongation, etc. Nous pourrions nous baser sur ces 

informations pour améliorer le protocole de base et l’accorder à un gène de la taille de pleC. 

Par ailleurs, l’utilisation de facteurs physiques tels que les UVs (Gopinath et al., 2009) ou de 

facteurs chimiques (EMS, acide nitreux, etc.) (Encell et al., 1998; Lai et al., 2004) connus 

pour leur pouvoir mutagène pourrait également être envisagée. A ces méthodes sans a priori 

peuvent s’ajouter les résultats de notre analyse bioinformatique proposant les mutations 

suivantes pour obtenir un mutant K+P- de PleC ; L41R, P615K, N721K, T792K et ΔA606. 

Ensuite, il s’avère qu’un crible incluant une pression de sélection trop forte n’est pas 

opportun car l’apparition de mutations spontanées biaise la sélection du phénotype 

recherché. C’est la raison pour laquelle la sélection par résistance aux phages CbK a été 

abandonnée au profit d’un crible basé sur la mobilité de candidats aléatoirement mutés. Ce 
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crible en deux étapes [(i) test de mobilité, (ii) test d’attachement] reste largement à exploiter 

puisque nous n’avons fait qu’initier cette nouvelle stratégie durant ce mémoire.  

Enfin, il convient de rappeler que la deuxième étape de notre crible est basée sur la 

conclusion suivante ; l’activité kinase de PleC serait impliquée dans la capacité 

d’attachement de C. crescentus (Paul et al., 2008). Cependant, il ne faut pas oublier que le 

mutant K+P- recherché n’est pas censé synthétiser de pili (puisque les étapes précoces du 

SwaPS seraient inhibées par inactivation de PleCP). Or, ces appendices sont connus pour 

initier l’attachement, du moins dans sa phase réversible (Li et al., 2012). Un mutant K+P- 

serait-il dès lors capable d’attacher ? La réponse tient dans le phénotype d’un mutant ΔpilA 

(PilA étant la sous-unité structurelle des pili chez C. crescentus) qui, bien que l’initiation de 

l’attachement soit fortement réduite, est capable d’attacher. Un mutant K+P- de PleC devrait 

donc bel et bien être capable d’attacher. 

2. Un mutant K+P- est-il réellement envisageable ? 

Il convient d’argumenter pourquoi nous pensons qu’il serait possible d’isoler un mutant 

K+P- de PleC. En premier lieu, un mutant délété pour pleC est viable chez Caulobacter 

crescentus (Hecht et al., 1995), signifiant qu’aucune des deux activités n’est essentielle à la 

survie de la bactérie. Par ailleurs, le mutant K-P+ a prouvé que le découplage des activités 

enzymatiques est possible. Cependant, nous pourrions imaginer que tous les domaines 

impliqués dans l’activité phosphatase de PleC sont également essentiels à l’activité kinase de 

l’HK. Cela signifierait que dès qu’une mutation affecte l’activité phosphatase (P-), l’activité 

kinase est également touchée (K-). Autrement dit, seuls des mutants K-P- et K-P+ seraient 

possibles. Cependant, au vu de notre analyse in silico et de la structure globale des HKs 

bactériennes, cette hypothèse est peu plausible (Capra and Laub, 2012; Zhu et al., 2000). 

3. PleCP et PleCK jouent un rôle différent dans la morphogenèse de Caulobacter 

crescentus 

Grâce à la caractérisation des mutants K-P+ et K-P- de PleC, nous avons pu confirmer 

que l’activité phosphatase de l’HK est principalement impliquée dans les étapes précoces du 

SwaPS, c’est-à-dire la synthèse des pili et la fonctionnalité du flagelle, tandis que l’activité 

kinase semble nécessaire mais pas suffisante pour l’adhérence de Caulobacter crescentus. La 

confirmation la plus intéressante passerait pas une construction au locus de ces différents 

mutants. Nous avons commencé les constructions dans ce sens (voir Matériels & Méthodes) 

mais attendions d’obtenir le mutant K+P- pour les finaliser. Ces constructions constituent 

une suite essentielle à ce mémoire. 
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4. Le débat n’est pas fini ; modèles du pole-to-pole shuttling et de la régulation 

allostérique 

Pour rappel, la différence majeure qui oppose les deux modèles réside dans l’activité 

enzymatique de PleC au pôle flagellé de la cellule prédivisionnelle (voir Introduction, Figure 

13). Le modèle du pole-to-pole shuttling suggère que PleC exhiberait une activité 

phosphatase  provoquant un « décrochage » de DivK du pôle flagellé, compensé par 

l’activité kinase de DivJ. Lors de la cytokinèse, lorsqu'une barrière physique sépare ces deux 

activités enzymatiques antagonistes, l’absence de DivK polaire permettrait l’initiation du 

SwaPS dans la nouvelle cellule flagellée (Matroule et al., 2004).  

Le modèle d’U. Jenal (Paul et al., 2008) ne fait pas référence à ce shuttling de DivK(~P). 

En effet, seule la localisation bipolaire de DivK~P leur permet d’avancer que PleC exhiberait 

son activité kinase au pôle flagellé de la cellule prédivisionnelle, DivK~P agissant comme un 

activateur allostérique sur l’activité kinase de DivJ et PleC. La faiblesse de ce modèle réside 

dans le manque d’arguments qui expliquent le changement d’activité de PleC après 

cytokinèse. L’équipe d’U. Jenal explique qu’avec la séparation des deux cellules filles, la 

« pression » provoquée par DivJ (en phosphorylant DivK) sur PleC disparaitrait. Ils ajoutent 

à cela que l’activité phosphatase « résiduelle » reprendrait le dessus, permettant le 

changement d’activité de PleCK à PleCP. Parallèlement à cela, leurs observations in vitro et 

in vivo concernant DivK confirment que celui-ci agit comme un activateur allostérique des 

activités kinases de PleC et DivJ. Cette régulation prouvée apporte de sérieuses preuves en 

faveur du modèle d’U. Jenal. Le mutant K+P- aurait permis de confirmer ou d’infirmer 

définitivement ce modèle. De plus, cette boucle d’activation liant DivJ et PleC par 

l’intermédiaire de DivK(~P) a l’avantage d’expliquer la biogenèse du pédoncule (voir 

Introduction III.5.b pour rappel). Enfin, l’équipe de J. Tyson (Subramanian et al., 2013) a pu 

confirmer cette hypothèse par une analyse in silico basée sur une modélisation 

mathématique. 

Malgré les divergences existantes, les deux modèles convergent vers une même 

conclusion, confirmée in silico par l’étude de Tyson (Subramanian et al., 2013) ; c’est 

l’histidine kinase DivJ qui, par l’intermédiaire de DivK(~P), agit sur l’activité de PleC et 

donc, de manière plus générale, sur la réponse morphologique de Caulobacter crescentus. 

Cette conclusion nous ramène à des considérations environnementales, à savoir le signal qui 

active ce TCS. En effet, tout au long de ce mémoire, nous avons évoqué l’interactome 

impliqué dans le cycle cellulaire de cette espèce modèle, sans nous attarder au signal le plus 

fondamental qui active le système PleC/DivK/DivJ. Sachant que le domaine senseur de PleC 

n’est pas essentiel à sa fonction (Hecht et al., 1995) et partant du principe selon lequel la 

phase G1 a tendance à être allongée en conditions oligotrophes (Boutte and Crosson, 2013; 

Boutte et al., 2012), le scénario suivant, bien que très simplifié, est tentant ; dans un milieu 

pauvre, la cellule flagellée de C. crescentus n’a aucun intérêt à se sédentariser. Elle interprète 

donc des signaux de carence et inhibe sa transition G1  S. Cela signifie que DivJ ne localise 

pas au pôle et que donc, en tant que potentielle « starter kinase » du système 

PleC/DivK/DivJ, n’agit pas sur la voie CckA/ChpT qui favorise la continuité de la phase G1. 
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5. Conclusion générale 

Les pistes dégagées lors de ce mémoire permettent des perspectives à plus ou moins long 

terme afin d’investiguer la coordination catalytique de PleC au cours du cycle cellulaire de 

C. crescentus. Cette histidine kinase conservée chez de nombreuses α-protéobactéries (Brilli 

et al., 2010) joue un rôle certain dans la morphogenèse de l’organisme modèle Caulobacter 

crescentus, bien que la coordination de son activité ne soit pas encore très claire. La 

littérature de ces dernières années tend à favoriser l’hypothèse de la régulation allostérique 

menée par DivK. Il est à noter que si effectivement PleCK est caractéristique de la cellule 

prédivisionnelle, cela signifie qu’au minimum deux kinases agissent sur DivK en même 

temps (PleCK et DivJ), réduisant considérablement la concentration de DivK non 

phosphorylé. Cette omniprésence de DivK~P bloquerait donc fortement la phosphorylation 

de CtrA (voir figure 12), événement logique dans la cellule prédivisionnelle qui ne doit 

surtout pas ré-entamer un nouveau cycle de réplication du chromosome (revu dans (Skerker 

and Laub, 2004). L’hypothèse du pole-to-pole shuttling reste néanmoins séduisante dans le 

sens où l’activité de PleC est directement corrélée au SwaPS. Cependant, ce modèle propose 

peut-être une conclusion trop hâtive en voulant unir une activité catalytique de PleC et le 

développement non-cyclique de Caulobacter crescentus. Quoiqu’il en soit, l’étude de la 

coordination des activités de PleC reste une question ouverte. 
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Matériels 

1. Souches utilisées 

Souches Caractéristique(s) majeure(s) Références 

   

C. crescentus   

CB15 Souche sauvage de Caulobacter crescentus (Poindexter, 1964) 

CB15N Variant synchronisable de la souche CB15 (Evinger and 

Agabian, 1977) 

CB15ΔpleC Souche sauvage délétée pour le gène pleC L. Schille 

Δ-pMR CB15ΔpleC-pMR20 O. Finet 

Δ-pJS CB15ΔpleC-pJS14 O. Finet 

CB15-pMR CB15-pMR20 O. Finet 

CB15-pJS CB15-pJS14 O. Finet 

Δ-pMR(K+P+) CB15ΔpleC-pMR20-ppleC-pleCWT O. Finet 

Δ-pMR(K-P-) CB15ΔpleC-pMR20-ppleC-pleCH610A O. Finet 

Δ-pMR(K-P+) CB15ΔpleC-pMR20-ppleC-pleCF778L O. Finet 

Δ-pJS(K+P+) CB15ΔpleC-pJS14-ppleC-pleCWT O. Finet 

Δ-pJS(K-P-) CB15ΔpleC-pJS14-ppleC-pleCH610A O. Finet 

Δ-pJS(K-P+) CB15ΔpleC-pJS14-ppleC-pleCF778L O. Finet 

   

E. coli   

DH5α Souche d’expression au génotype (recA1 ΔlacZ) Invitrogen 

DH10B Souche d’expression au génotype (F– mcrA 

Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) Φ80lacZΔM15 ΔlacX74 

recA1 endA1 araD139 Δ(ara leu) 7697 galU 

galK rpsL nupG λ–) 

GibcoBRL 

XL1-Red mutD5 mutS mutT Tn10 (Tet) Agilent Technologies 
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2. Plasmides utilisés 

Plasmides Caractéristique(s) majeure(s) Références 

pBluescript II SK Vecteur de clonage réplicatif portant une 

cassette de résistance à l’ampicilline 

Stratagene 

pMR20 Vecteur réplicatif à faible nombre de copies 

portant une cassette de résistance à 

l’oxytétracycline 

(Roberts et 

al., 1996) 

pJS14 Vecteur réplicatif à nombre de copies moyen 

portant une cassette de résistance au 

chloramphénicol 

J. Skerker 

pMR20-ppleC-pleCWT Vecteur pMR20 portant le gene pleC et son 

promoteur hypothétique ppleC dans 

l’orientation inverse au pLac 

O. Finet 

pMR20-ppleC-pleCH610A Vecteur pMR20 portant le gene pleC (mutation 

H610A) et son promoteur hypothétique ppleC 

dans l’orientation inverse au pLac 

O. Finet 

pMR20-ppleC-pleCF778L Vecteur pMR20 portant le gene pleC (mutation 

F778L) et son promoteur hypothétique ppleC 

dans l’orientation inverse au pLac 

O. Finet 

pJS14-ppleC-pleCWT Vecteur pJS14 portant le gene pleC et son 

promoteur hypothétique ppleC dans 

l’orientation inverse au pLac 

O. Finet 

pJS14-ppleC-pleCH610A Vecteur pJS14 portant le gene pleC (mutation 

H610A) et son promoteur hypothétique ppleC 

dans l’orientation inverse au pLac 

O. Finet 

pJS14-ppleC-pleCF778L Vecteur pJS14 portant le gene pleC (mutation 

F778L) et son promoteur hypothétique ppleC 

dans l’orientation inverse au pLac 

O. Finet 
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3. Milieux de culture bactériens 

a. Escherichia coli 

Les souches d’E. coli ont toutes été cultivées en milieu riche Luria-Bertani (LB) à 37°C, 

additionné si nécessaire d’ampicilline 100 µg/ml, d’acide nalixidique 15 µg/ml, de 

chloramphénicol 20 µg/ml ou d’oxytétracycline 20 µg/ml. 

Pour 1 L de LB : 

Produits solides Concentration (g/L) 

Hydrolysat de caséine (peptone) 10 

NaCl 5 

Yeast Extract 5 

Agar (si milieu solide) 5 
 

Mettre à volume avec de l’eau désionisée 

 

b. Caulobacter crescentus 

Les souches de C. crescentus ont toutes été cultivées en milieu riche Peptone Yeast 

Extract (PYE) (Poindexter, 1964) à 30°C, additionné si nécessaire de chloramphénicol 2 

µg/ml ou d’oxytétracycline 20 µg/ml. La souche CB15(N) est naturellement résistante à 

l’ampicilline et à l’acide nalidixique. 

Pour 1 L de PYE : 

Produits solides Concentration (g/L) 

Bacto Peptone 2 

Yeast Extract 1 

Agar (si milieu solide) 15 

Agar (si Top Agar) 3 

Agar (si Swarmer Agar) 2,5 

Produits liquides Quantité 

MgSO4 1 M 1 ml 

CaCl2 1M 500 µl 

H2O désionisée 998,5 ml 
 

c. Stérilisation des milieux 

Les milieux LB et PYE sont autoclavés 20 minutes à 120°C sous une pression de 20 bars. 

4. Amorces oligonucléotidiques utilisées pour les PCR 

Dans la section suivante, ppleC correspond aux 586 pb en amont de l’ATG du gène pleC 

alors que pleCamont et pleCaval correspondent respectivement à 500 pb en amont et en aval de 

la CDS. 
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a. Clonage de l’insert du pSK au pMR20 

 

Amorces Séquence nucléotidique Site de 

restriction 

F(orward) 5’-TCTAGATCGAGAGCTTCCACCATGCCTGGC- 3’ XbaI 

R(everse) 5'-GGTACCTCAGGCCGCCACGAAGTCGCGAGTG-3' KpnI 

 

b. Clonage de l’insert du pMR20 au pJS14 

 

Amorces Séquence nucléotidique Site de 

restriction 

F(orward) 5'-ACTAGTTCGAGAGCTTCCACCATGCCTGGCG-3' SpeI 

R(everse) 5'-AAGCTTTCAGGCCGCCACGAAGTCGCGAGTG-3' HindIII 

 

c. Amorces utilisées pour les remplacements alléliques 

 

Amorces Séquence nucléotidique Site de 

restriction 

A (forward) 5'-GCGGCCGCGGGCCCTGCGCT 

GGAACGCGTAATCGCCCTG-3' 
NotI ApaI 

B (forward) 5'-TCTAGAATGGGCAGACACGGGGGGCCGGCGG-3' XbaI 

C (forward) 5'-GGTACCGGCGAGACCTTCCCTGGGGCGGCCT-3' KpnI 

X (reverse) 5'-TCTAGAGCCCTTGCTCAACGCGCCCGACTCC-3' XbaI 

Y (reverse) 5'-GGTACCTCAGGCCGCCACGAAGTCGCGAGTG-3' KpnI 

Z (reverse) 5'-AAGCTTGCGGCCTCGCACAGCAGCATCGCCT-3' HindIII 
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Méthodes 

1. Techniques relatives aux acides nucléiques 

a. Electrophorèse en gel d’agarose 

Principe : technique permettant la séparation de fragments d’ADN en fonction de leurs poids 

moléculaires. La migration de ces fragments au sein d’un gel d’agarose 1% est permise grâce 

à l’application d’un champ électrique. La taille des fragments peut être estimée par un 

marqueur de taille connue (Fermentas). L’ADN est révélé via un agent intercalant (bromure 

d’éthidium) visible sous rayons UVs. L’intensité de fluorescence de la bande est corrélée à la 

quantité d’ADN de l’échantillon. 

Fabrication du gel : le gel d’agarose (1 g d’agarose dans 100 ml de tampon TAE 1X) 

préalablement dissous par la chaleur est coulé dans un support adéquat et additionné d’une 

solution de bromure d’éthidium 2 mg/ml. Après polymérisation du gel, les échantillons 

peuvent être chargés. 

Solution d’alourdisseur Tampon TAE 50X 

Glycérol 50% Tris-HCl pH 8,0 – 40 mM 

EDTA 100 mM EDTA 50 mM 

SDS 1% CH3COOH glacial 57,1 ml/l 

Bleu de bromophénol 0,25% 

 

b. Extraction d’ADN à partir d’un gel d’agarose 

Principe : il s’agit d’extraire du gel d’agarose un fragment d’ADN d’intérêt isolé par 

électrophorèse. L’ADN adhère à un filtre de silice qui ne retient pas les impuretés (agarose, 

bromure d’éthidium, sels, etc.). L’ADN sera finalement élué au contact d’eau désionisée.  

Protocole : l’extraction a été effectuée d’après le protocole du kit Qiaquick® PCR 

Purification Kit (Qiagen)  

c. Purification d’ADN sur colonne 

Principe : il s’agit de purifier de l’ADN (plasmides, fragments PCR) qui n’est, cette fois-ci, 

pas issu d’un gel d’agarose. Le principe du filtre de silice est le même que pour l’extraction 

d’ADN à partir d’un gel d’agarose.  

Protocole : l’extraction a été effectuée d’après le protocole du kit MSB® Spin PCR Rapace 

(500). 

d. Restriction enzymatique 

Principe : les enzymes de restriction sont des nucléases spécifiques de séquences 

nucléotidiques (souvent palindromiques) qui leur sont propres. La restriction consiste donc à 
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« couper » dans un vecteur ou aux extrémités d’un fragment d’ADN linéaire pour créer des 

bouts protrudants ou francs, dont la séquence est corrélée à la restriction. 

Protocole : les enzymes de restriction et leurs tampons (A, B, L, M ou H) sont fournis par 

Roche Molecular Biochemical. Pour un volume final de 20 µl, un mélange d’1 µl de chaque 

enzyme de restriction, 2 µl de Buffer 10X (tampon déterminé par le logiciel EnzymeX) et 

« X » µl de produit à restreindre est créé. Le tout doit être incubé 2 heures à 37°C. 

e. Ligation d’un insert dans un plasmide 

Principe : il s’agit d’insérer un fragment d’ADN d’intérêt (gène, promoteur, etc.) dans un 

plasmide qui pourra ensuite être exprimé dans un organisme. Ce plasmide doit être 

préalablement restreint en fonction de la restriction appliquée au fragment d’ADN. 

Protocole : les fragments d’ADN sont mélangés à 1 µl de T4 DNA Ligase (Invitrogen), 2 µl 

de T4 DNA Ligase Buffer 5X (Invitrogen) et incubés durant une nuit à 18°C. 

f. Polymerase Chain Reaction (PCR) 

Principe : l’amplification en chaîne par polymérase vise à amplifier un fragment d’ADN à 

partir d’oligonucléotides construits pour s’hybrider aux séquences nucléotidiques bordant le 

fragment d’intérêt. La PCR consiste en la répétition, un certain nombre de fois, de trois 

étapes ; (i) dénaturation de l’ADN, (ii) hybridation des amorces et (iii) polymérisation à 

partir de ces amorces par une ADN polymérase ADN dépendante thermorésistante.  

Protocole : les composants nécessaires à la réalisation d’une PCR, ainsi que le programme 

PCR standard sont repris ci-dessous. 

Produits Quantité (µl) 

Taq DNA polymérase 0,25 

DMSO 2,5 

ADN génomique 1 

Amorce reverse (10 µM) 1 

Amorce forward (10 µM) 1 

Buffer Go Taq 5X 10 

dNTPS (20 mM) 2 

H2O 33,5 

 

Programme PCR de base modifiable ; 

Etapes Température (°C) Durée (secondes) 

(Lyse celulaire) 98 600 

Dénaturation 94 240 

 

Amplification (30 cycles) 

 

94 

55 (C. crescentus) / 50 (E. coli) 

72 

30 

30 

30 par 500 pb 

Elongation finale 72 600 
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g. PCR mutagène 

Principe : le but premier est le même qu’une PCR standard mais les conditions 

expérimentales sont telles que l’ADN polymérase est induite intentionnellement en erreur. 

Cette perturbation est source de mutations aléatoires dans les fragments amplifiés.  

Protocole : les composants nécessaires à la réalisation d’une PCR mutagène, ainsi que le 

programme PCR standard sont repris ci-dessous. 

Produits Quantité (µl) 

Taq DNA polymérase 0,5 

Tris pH 8,3 (100 mM) 5 

KCl 2 M 1,25 

Amorce reverse (100 µM) 1 

Amorce forward (100 µM) 1 

MgCl2 200 mM 1,75 

dATP 5 mM 2 

dCTP 25 mM 2 

dGTP 5 mM 2 

dTTP 25 mM 2 

ADN plasmidique 0,2 mg/µl 5 

MnCl2 25 mM 1 

H2O 25,5 

 

Programme PCR de base modifiable ; 

Etapes Température (°C) Durée (secondes) 

Dénaturation 94 240 

 

Amplification (35 cycles) 

 

94 

50 

72 * 

30 

30 

30 par 500 pb ** 

Elongation finale 72 600 

* gamme de températures testées (50°C  72°C) 

** gamme de temps testés (3 minutes  4 minutes) 

h. Minipréparation d’ADN 

Principe : une population clonale portant un plasmide d’intérêt (avec ou sans insert) peut être 

utilisée pour concentrer et recueillir ce plasmide dilué dans de l’eau désionisée. Les cellules 

sont lysées et toutes les impuretés (déchets membranaires, ADN génomique, éléments 

cytoplasmiques, métabolites, etc.) sont éliminées via différentes étapes de lavages et 

centrifugations. 

Protocole : la minipréparation a été effectuée d’après le protocole du kit QIAprep® Spin 

Miniprep (Qiagen)  
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2. Techniques relatives à l’utilisation de bactéries 

a. Transformation bactérienne 

Principe : la transformation est une particularité biologique naturelle ou induite chez les 

bactéries. Elle permet l’intégration d’ADN exogène dans une bactérie réceptrice.  

Protocole : les souches d’E. coli CaCl2 compétentes sont transformées par choc thermique 

(passage d’un environnement sur glace à 42°C pendant 2 minutes, suivi d’un temps 

d’expression phénotypique d’une demi-heure à 37°C) tandis que les souches de C. 

crescentus électrocompétentes sont transformées par électroporation (2 kv, 25 µFD, 400 Ω), 

suivi d’un temps d’expression phénotypique d’une heure à 30°C. 

b. Courbe de croissance 

Principe : la densité optique (DO) des bactéries est enregistrée heure par heure à une 

longueur d’onde spécifique dans le but de déterminer le profil de croissance d’une souche. Il 

est à noter qu’un test de croissance manuel est nécessaire en travaillant avec la souche CB15 

car comme cette souche adhère, les résultats d’un test de croissance automatique (Bioscreen) 

pourraient être biaisés par la formation de rosette à l’endroit de la lecture d’absorbance. 

Protocole : des cultures de C. crescentus incubées 12h à 30°C sont diluées à une DO660nm = 

0,03 et incubées à 30°C avec agitation (200 rpm). Les DOs sont mesurées toutes les heures à 

660nm pendant 9 h, et après 24 h. 

c. Mutagenèse aléatoire 

Principe : il s’agit d’utiliser une souche XL1-Red qui est déficiente pour trois voies de 

réparation de l’ADN (voir Matériels). Ce phénotype est la source de mutations aléatoires lors 

de la réplication du matériel génétique. Un fragment nucléotidique d’intérêt porté par un 

plasmide transformé dans cette souche sera donc muté aléatoirement. Après minipréparations 

(environ 200 clones par minipréparation), les plasmides sont électroporés dans un 

background génétique d’intérêt. Dans ce cas, il s’agissait de souches CB15ΔpleC puisque le 

gène aléatoirement muté était censé complémenter (ou pas) certains phénotypes (voir ci-

dessous). 

Protocole : la mutagenèse a été effectuée telle que décrite par le protocole du kit XL1-Red 

Competent Cells (Agilent Technologies). 

3. Techniques relatives à la caractérisation de souches de Caulobacter 

crescentus 

a. Test de résistance aux bactériophages CbK 

Principe : un test de résistance au phage (Φ) CbK est mis en œuvre pour évaluer la 

synthèse de pili dans différentes. En effet, les pili constituent le point d’entrée des ΦCbK et 

leur synthèse fait, pour rappel, partie intégrante du SwaPS (Matroule et al., 2004; Skerker 

and Shapiro, 2000). Une résistance aux ΦCbK signifie donc l’absence de pili, ou autrement 

dit, la perturbation d’une des étapes précoces du SwaPS. 
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Protocole : une sous-couche PYE (environ 30 ml) additionnée de l’antibiotique approprié est 

recouverte d’un mélange contenant 4 ml de PYE Top Agar 0,3% et 200 µl d’une culture 

liquide en phase stationnaire des souches à tester. Une goutte d’environ 5 µl de phages CbK 

est finalement ajoutée à la surcouche de PYE Top Agar/bactéries à peine sechée. Pour le 

crible, une sous-couche de PYE (environ 60 ml) additionnée de l’antibiotique approprié est 

recouverte d’un mélange contenant 8 ml de PYE Top Agar 0,3% et 400 µl de phages CbK. À 

ce mélange peuvent directement s’ajouter 10 ou 100 µl d’une culture liquide en phase 

stationnaire reprenant un pool de bactéries ppleC-pleC* (* pour mutation(s) aléatoire(s)). 

Des stries de clones isolés peuvent également être faites directement sur la surcouche de 

PYE Top Agar/phages CbK. Dans les deux cas, les boîtes sont incubées 48 heures à 30°C, 

puis 24 heures à température ambiante. 

b. Test de mobilité 

Principe : Caulobacter crescentus est capable de se mouvoir dans son environnement. Le 

flagelle, appendice en partie responsable de la mobilité bactérienne, est caractéristique du 

SwaPS et sa fonctionnalité peut être testée via un test de mobilité. Il faut préciser que les 

souches testées doivent avoir un profil de croissance commun et ne pas présenter de 

problème apparent de chémotaxie. 

Protocole : Un cure-dents stérile est rapidement trempé dans une culture liquide en phase 

stationnaire de la souche à tester avant d’être inséré brièvement et pas trop profondément 

dans une couche de PYE Swarmer Agar 0,25% solidifiée. Les boîtes sont ensuite incubées 

sans agitation au minimum deux jours à 30°C et puis laissées à température ambiante jusqu’à 

quelques jours. 

c. Test de mobilité tridimensionnel 

Principe : il s’agit de pouvoir différencier des souches mobiles de souches immobiles dans 

un crible sans a priori. Les colonies sont directement mélangées au PYE Swarmer Agar 

0,25% et poussent donc dans les trois dimensions de la couche. Les colonies d’intérêt (sans 

halo dans notre cas) sont sélectionnées et simplement recueillies avec un cure-dent. 

Protocole : 1 ml d’une culture liquide à D.O.660nm = 0,5 diluée à 1/50 000 ou 1/100 000  est 

mélangée à 60 ml de PYE Swarmer Agar 0,25% additionné de l'antibiotique approprié. Les 

plaques sont ensuite incubées sans agitation minimum deux jours à 30°C et laissées à 

température ambiante jusqu’à quelques jours. 

d. Test d’attachement 

Principe : la souche sauvage de Caulobacter crescentus CB15 étant capable d’adhérer à un 

substrat et cette capacité étant corrélée à la morphogenèse de la bactérie, le test 

d’attachement (Fig. 26) a pour but d’évaluer le pourcentage relatif de cellules ayant 

effectivement attaché à un substrat donné (O'Toole et al., 1999; Paul et al., 2008). Incubées 

minimum durant 18 heures dans un puits, les cellules pédonculées (ou du moins produisant 

un holdfast) ont eu le temps d’adhérer à la surface abiotique que constitue le plastique de la 

plaque. Elles sont ensuite colorées par du crystal violet qui est finalement recueilli grâce à 
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des lavages à l’acide acétique. La concentration de crystal violet est directement 

proportionnelle au nombre de bactéries adhérentes et est évaluée par mesure de la densité 

optique. 

 

Figure 26 – Schéma général du fonctionnement d’un test d’attachement. (A) La bactérie est 

incubée suffisamment longtemps dans son milieu pour qu’elle ait le temps d’adhérer au 

puits. (B) Après coloration au crystal violet, (C) l’acide acétique permet l’élution du crystal 

violet dont la concentration est déterminée par spectrophotométrie. 

Protocole : dans une plaque 96 puits à fond en « U », 9,5 µl d’une culture à 0,4 > DO660nm > 

0,5 sont dilués dans 180 µl de PYE additionné de l’antibiotique adéquat. Incubées ensuite à 

37°C avec ou sans agitation (maximum 200 rpm) entre 18 et 24 heures, les puits sont ensuite 

lavés deux fois avec de l’eau désionisée. Après, 190 µl de crystal violet 0,1% sont ajoutés 

par puits et la plaque est incubée sous agitation pendant 15 minutes à température ambiante. 

Les puits sont ensuite lavés quatre fois au minimum avec de l’eau désionisée à raison de 200 

µl par puits, et ensuite rincés avec 200 µl d’acide acétique 20%. La plaque est centrifugée 

cinq minutes à 4000 rpm. Deux fois 70 µl de surnageant sont transférés dans deux puits 

d’une autre plaque à fond plat. Les DOs de cette plaque sont finalement lues à 600 nm. 

Crystal violet 0,1% (100 ml) 

Crystal violet (0,1 g) 

Isopropanol (2,7 ml) 

Méthanol (2,7 ml) 

Eau désionisée (94,6 ml) 

4. Techniques relatives à l’analyse bioinformatique 

Les séquences protéiques des protéines à aligner ont été trouvées dans des bases de 

données telles que NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov), Biocyc (http://biocyc.org) ou CMR 

(http://cmr.jcvi.org) et alignées à partir du tutoriel T-coffee (Tree based Consistency 

Objective Function For AlignmEnt Evaluation) 

(http://tcoffee.crg.cat/apps/tcoffee/do:regular, (Di Tommaso et al., 2011; Notredame et al., 

2000). 

 

A C B 
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