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Les microorganismes, et plus particulièrement les bactéries, sont des organismes ubiquistes. 

La grande variété de métabolisme qu’ils possèdent leur permet de coloniser un grand nombre 

d’environnements, même les plus extrêmes y compris les milieux pollués. Une contamination 

du milieu, par des hydrocarbures, des métaux ou des antibiotiques, impose une pression de 

sélection importante et aura pour effet de modifier les communautés bactériennes du milieu. 

En effet, les bactéries qui possèdent un métabolisme leur permettant de résister aux 

nouvelles conditions environnementales voire même d’en tirer profit seront plus 

compétitives dans la communauté. Ces bactéries portent des gènes dits adaptatifs qu’elles 

peuvent posséder dans leur génome ou bien acquérir par mutation ou par transfert 

horizontal par exemple. Le transfert horizontal de gène est un processus important dans 

l’évolution des génomes bactériens faisant intervenir des structures appelées éléments 

génétiques mobiles tels que les plasmides, les phages, les transposons ou encore les 

intégrons. 

Les intégrons sont connus pour être de formidables acteurs dans l’adaptation des bactéries 

face à l’utilisation des antibiotiques dans les milieux cliniques. Découverts dans ce contexte, 

il a pu être montré que leur diversité était homogène. En effet, on ne retrouve seulement 

que 3 séquences de l’intégrase et une centaine de cassettes de gène codant essentiellement 

des résistances à des antibiotiques. Les intégrons sont présents dans le génome de 

nombreuses bactéries et retrouvés dans le métagénome bactérien de très nombreux 

environnements, autres que cliniques, quel que soit leur niveau d’anthropisation. Structures 

génétiques bactériennes anciennes, datant d’avant l’utilisation des antibiotiques en thérapie, 

leur potentiel rôle adaptatif en dehors du contexte clinique n’est aujourd’hui pas élucidé. 

Ainsi, le but de ma thèse a été d’évaluer l’implication des intégrons environnementaux (i.e. 

en dehors du contexte clinique) dans l’adaptation bactérienne. 

A l’origine des travaux présentés dans cette thèse, une importante diversité des intégrons 

dans des environnements autres que les milieux cliniques était suspectée que cela soit au 

niveau de l’intégrase ou des cassettes de gènes. Cette diversité pourrait être influencée par 

les conditions environnementales. Au niveau de l’intégrase, environ 400 classes -ou 
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phylotypes- d’intégrase ont déjà été identifiées à partir de banques de séquences issues 

d’ADN métagénomique ou grâce à l’analyse des génomes contenus dans les bases de 

données. Une première analyse phylogénétique des séquences d’intégrase de divers  

environnements a pu mettre en évidence une distinction entre les intégrases de milieux 

marins et les intégrases de milieux terrestres (sol et eau douce). De plus, la comparaison de 

banques de séquences entre 2 ports avec une intense activité humaine a montré des 

diversités divergentes des intégrases, même si les 2 sites pouvaient être comparables en 

termes de sources de contamination et de conditions environnementales. Ceci suggèrent une 

possible influence géographique sur la diversité des intégrases. Enfin, Lionel Huang a montré 

une baisse de la diversité des intégrases face à une contamination par du pétrole, associée à 

l’augmentation de l’abondance d’une séquence particulière, nommée IntIOPS. L'ensemble de 

ces observations suggère donc un impact des conditions environnementales sur la diversité 

des intégrases. 

Concernant les cassettes de gène, un effort plus important de séquençage a été réalisé et a 

permis de découvrir au total 5000 séquences à partir d’environnements variés. Or, ces études 

ont montré que bien que le nombre de cassettes séquencées était important, cela n’était pas 

suffisant pour appréhender la diversité des cassettes dans sa globalité. Ainsi, une estimation 

indiquerait qu'un échantillon donné peut contenir entre 2000 et 3000 cassettes de gène 

différentes dont la plupart coderait des fonctions encore inconnues. Ceci montre 

l’importante diversité de fonctions que représente le pool de cassettes de gène 

environnementales qui est à ce jour majoritairement inexploré et inconnu. Par ailleurs, les 

études sur la diversité des cassettes dans l’environnement ont montré que le pool de 

cassettes pouvait être influencé par le milieu et les conditions environnementales et 

l’hypothèse de l’existence d’écotypes de cassettes a été émise. Enfin, des fonctions codées 

par les cassettes de gène ont pu être identifiées et certaines sont en lien avec les 

contaminants présents dans le milieu. Ces études suggèrent donc que les intégrons, grâce à 

leurs capacités de capture et d’expression des fonctions portées par les cassettes de gène, 

pourraient avoir un rôle dans la réponse adaptative des communautés bactériennes aux 

conditions environnementales et en particulier à la présence de polluants. 
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Les objectifs de cette thèse étaient de mieux comprendre et appréhender l’immense diversité 

des intégrons environnementaux et les facteurs qui peuvent influencer leur diversité. Pour 

cela, dans un premier temps, nous avons cherché à évaluer la diversité des séquences 

d’intégrase à partir de différents environnements avec différents types et niveaux de 

contamination afin d’enrichir nos connaissances et réaliser une base de données de 

séquences d’intégrase plus conséquente. Puis, nous avons cherché à évaluer l’impact d’une 

contamination chimique du milieu sur la diversité des intégrons. Pour cela, des études in situ 

et en microcosmes ont été menées. Ces études ont été réalisées dans deux types 

d’environnements différents, eau douce et côtiers, et avec différents types de contaminants 

afin de voir si les conclusions obtenues peuvent être généralisées. Les études en microcosmes 

avaient également pour objectifs de nous permettre de découvrir des séquences dont 

l’abondance augmente au cours du temps face à un polluant donné, afin d’identifier 

d’éventuels nouveaux intégrons adaptatifs. Enfin, le dernier objectif de cette thèse était de 

caractériser l’intégron portant le gène intIOPS, découvert par Lionel Huang lors de sa thèse, 

afin de comprendre pourquoi cette séquence devient prépondérante face à une 

contamination par du pétrole. 
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1) Adaptation bactérienne et éléments génétiques mobiles 

Les procaryotes sont des organismes capables de coloniser l’ensemble des environnements 

terrestres, même les plus extrêmes, grâce une grande variété de métabolismes. De plus, les 

communautés bactériennes sont capables de se maintenir face à des modifications de 

l’environnement, même drastiques, grâce à différents mécanismes d’adaptation qu’elles ont 

développés. Outre la sélection des bactéries les mieux adaptées ou l’expression de fonctions 

permettant une meilleure réponse aux nouvelles conditions environnementales, un moyen 

pour les bactéries de s’adapter sont des modifications de leur génome. Ces modifications 

peuvent résulter de mutations spontanées. Mais une façon d’acquérir de nouvelles fonctions 

plus rapidement est le transfert horizontal (Springael et Top, 2004). Celui–ci peut être défini 

comme étant le transfert de matériel génétique entre deux organismes d’une même 

génération, qui peuvent être d’espèces ou de genres différents. Le transfert horizontal fait 

intervenir des éléments génétiques mobiles divers qui vont être transférés/échangés selon 

plusieurs mécanismes. Chez les bactéries, l’entrée d’ADN exogène peut se faire selon 3 

mécanismes : la conjugaison, par transfert de plasmides conjugatifs ; la transduction, par 

infection phagique ; ou la transformation permettant l’entrée d’ADN nu (Frost et al., 2005). 

Une fois l’ADN exogène rentré dans la cellule receveuse, il doit pouvoir se maintenir. Si le 

matériel génétique ainsi transféré est situé sur un plasmide, il sera répliqué de manière 

autonome et pourra être maintenu dans le patrimoine génétique de la bactérie. Dans le cas 

contraire, il ne sera maintenu que s’il s’intègre sur le chromosome bactérien (Thomas et 

Nielsen, 2005). Cette intégration peut se faire par recombinaison (Lovett et al., 2002), mais 

plus généralement par le biais d’éléments génétiques mobiles tels que les phages 

lysogéniques, les transposons ou encore les intégrons (Bordenstein et Reznikoff, 2005). 

Toutefois, il est important pour la survie d’un organisme et de sa descendance que l’insertion 

de matériel génétique n’altère pas l’intégrité du génome. Ceci nécessite donc des structures 

génétiques élaborées tels que les intégrons au niveau desquels l’ADN exogène va pouvoir 

être intégré sans perturber le reste du génome. 

Ainsi, les éléments génétiques mobiles prennent une part non négligeable dans l’adaptation 

des bactéries. Ceci est illustré par de nombreux exemples de gènes potentiellement 
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adaptatifs contenus dans ces structures génétiques. Le Tableau I-1 présente une liste non 

exhaustive de tels gènes répondant à des contaminations chimiques et organiques abordées 

dans cette thèse, comme les métaux, les antibiotiques, les molécules de la famille des BTEX 

(benzène, toluène, éthylène, xylène), ou encore les hydrocarbures aromatiques polycycliques 

(HAP). 

Tableau I-1 : Exemples de fonctions trouvées dans des éléments génétiques mobiles 

Gène(s) 
Eléments génétiques mobiles 

Fonctions codées Références 
Nom Type 

Résistance à des antibiotiques 

accC1 

Classe 1 intégron 

Résistance à la gentamicine 

(Stokes et Hall, 1991) aadA2 
Résistance à la streptomycine et 
à la spectinomycine 

cmlA Résistance au chloramphénicol 

dfrA1 

Classe 2 intégron 

Résistance au triméthoprime 

((Hansson et al., 2002)) sat Résistance à la streptothricine 

aadA1 Résistance à la spectinomycine 

mef Tn2009 transposon Résistances aux macrolides (Grosso et al., 2007) 

cat Tn5252 transposon Résistance au catéchol 
(Korona-Glowniak et al., 
2015) 

Gènes bla pM91 plasmide conjugatif Résistance aux β-lactamases (Giakkoupi et al., 2015) 

     

Dégradation de polluants organiques 

Gènes xyl pWW53 plasmide Catabolisme du toluène (Yano et al., 2007) 

bphBC pNL1 plasmide Catabolisme du biphényl (Romine et al., 1999) 

bphABCDHIJK pSK4 plasmide Catabolisme de PCB (Ilori et al., 2015) 

smr pSM52 plasmide 
Pompe à efflux des composés 
ammonium quaternaires  

(Costa et al., 2013) 

cbaABC Tn5271 transposon Catabolisme de chlorobenzoate (Nakatsu et al., 1991) 

tcbAB Tn5280 transposon Catabolisme du chlorobenzène (Van der Meer et al., 1991) 

bedDC1C2BA Tn5542 transposon Catabolisme du benzène (Fong et al., 2000) 

  cassettes de gène Catabolisme de BTEX, HAP (Koenig et al., 2009) 

     

Résistance aux métaux 

opéron mer pRYC103T24.1 plasmide Résistance au mercure (Novais et al., 2010) 

opéron ars pI258 plasmide Résistance à l’arsenic (Ji et Silver, 1992) 

opéron mer Tn21 transposon Résistance au mercure (Liebert et al., 1999) 

opéron ars Tn21 transposon Résistance à l’arsenic (Tuffin et al., 2005) 

 

L’acquisition de résistances à des antibiotiques est le mécanisme d’adaptation impliquant des 

éléments génétiques mobiles le mieux étudié chez les bactéries. Les gènes de résistance à 

des antibiotiques sont nombreux et très largement disséminés au sein des communautés 

bactériennes dans le contexte clinique mais aussi dans l’environnement. Les communautés 

bactériennes environnementales peuvent alors jouer le rôle de réservoirs de gènes de 
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résistance et de lieu pour leur propagation (Biyela et al., 2004). L’acquisition et la 

dissémination de multi-résistances à des antibiotiques représentent un problème sanitaire 

majeur qui ne se limite donc pas seulement aux bactéries pathogènes dans les milieux 

hospitaliers. Les éléments génétiques mobiles portant ces gènes de résistance sont divers : 

on retrouve parmi eux des plasmides, des transposons et aujourd’hui surtout des intégrons 

en milieu clinique et dans des contextes environnementaux anthropisés (Tableau I-1 ; 

(Cambray et al., 2010; Gillings, 2014; Stalder et al., 2014) montrant que ce sont de 

formidables outils pour l’adaptation bactérienne. 

Dans l’environnement, les bactéries peuvent être soumises à d’autres pressions de sélection 

exercées par des molécules organiques comme les BTEX, les HAP ou les pesticides. Ces 

composés peuvent être métabolisables par certaines bactéries et cette capacité peut 

représenter un avantage sélectif. Plusieurs gènes clefs peuvent être impliqués dans ce 

catabolisme et peuvent être retrouvés ensemble sur des éléments génétiques mobiles sous 

forme d’opérons ou non (Tableau I-1). Même si l’acquisition et la dissémination de gènes de 

dégradation est un sujet moins étudié que celui des résistances à des antibiotiques, il semble 

que les éléments génétiques mobiles impliqués dans l’acquisition et la dissémination de telles 

voies métaboliques soient de même nature que ceux impliqués dans l’émergence de multi-

résistances à des antibiotiques (Tableau I-1). 

Les métaux peuvent être considérés comme des contaminants même si certains métaux sont 

nécessaires au métabolisme des bactéries, comme cofacteurs enzymatiques, composants de 

macromolécules comme les cytochromes ou accepteurs d’électrons par exemple. En effet, 

au-delà d’une certaine concentration propre à chaque métal, ils sont toxiques pour les 

organismes. Les bactéries doivent alors mettre en place des mécanismes de résistance pour 

survivre. Ces mécanismes peuvent être des pompes à efflux ou bien des transformations de 

type méthylation. Certains gènes de résistance à des métaux sont retrouvés sur des éléments 

génétiques mobiles tels que des plasmides ou des transposons (Tableau I-1). 

Le rôle d’éléments génétiques mobiles tels que les plasmides ou les transposons dans 

l’adaptation bactérienne a été largement étudié. Nous savons aujourd’hui qu’ils sont des 
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acteurs importants dans la réponse adaptative aux contaminations du milieu. Les intégrons 

sont quant à eux considérés aujourd’hui comme les principaux acteurs responsables de 

l’acquisition et de la dissémination de résistances à des antibiotiques en particulier chez les 

pathogènes Gram- (Gillings, 2014) mais aussi chez les Gram+ (Deng et al., 2015). Toutefois, 

même si ils ont été rencontrés dans de nombreux environnements non cliniques, peu de 

chose est connu quant à leur implication dans l’adaptation des communautés bactériennes 

aux modifications environnementales. 

2) Intégrons : structure et fonctionnement 

Les intégrons ont été découverts à la fin des années 80 chez des bactéries pathogènes Gram- 

(Stokes et Hall, 1989). Toutefois, ce sont des structures anciennes, présentes chez les 

bactéries bien avant l’utilisation des antibiotiques à des fins thérapeutiques (Mazel, 2006). 

Les intégrons sont des éléments génétiques rencontrés chez certaines bactéries (environ 10 

à 17% des bactéries dont le génome a été séquencé (Boucher et al., 2007; Cambray et al., 

2010) et ont été identifiés dans de nombreux environnements différents, aux niveaux 

d’anthropisation variables (Elsaied et al., 2007, 2011, 2014; Hardwick et al., 2008; Wright et 

al., 2008; Rosewarne et al., 2010; Byrne-Bailey et al., 2011; Gaze et al., 2011). Ils sont capables 

d’acquérir et de réarranger des cadres de lecture présents dans des structures appelées 

cassettes de gène et de les convertir en des gènes fonctionnels en assurant leur expression 

(Cambray et al., 2010). 

Les intégrons sont composés d’une partie comprenant un gène intI codant une intégrase IntI, 

suivi d’un site de recombinaison attI, au niveau duquel sont intégrées les cassettes de gène 

(Figure I-1). Ces deux éléments représentent une structure de base simple et constante qui 

fait des intégrons une plateforme efficace pour l'intégration site-spécifique de matériel 

génétique nouveau et potentiellement adaptatif. Le reste de l’intégron est une région 

variable puisqu’il contient une succession de cassettes de gènes dont les séquences peuvent 

être très diverses en taille et en nombre. Ces cassettes sont composées de région codante, 

généralement une par cassette, associées à un site de recombinaison attC (Hall et Collis, 
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1995 ; Figure I-1). L’intégrase IntI codée par les intégrons réalise une recombinaison 

particulière capable d’interagir avec 2 sites de recombinaison différents, contrairement aux 

autres tyrosines recombinases. Ainsi, la réaction d’intégration d’une cassette de gène 

intervient généralement entre un site attC compris dans une cassette de gène circulaire et le 

site attI de l’intégron (Collis et al., 1993 ; Figure I-1), alors que l’excision d’une cassette 

intervient préférentiellement par recombinaison entre deux sites attC (Collis et al., 1993 ; 

Gestal et al., 2011 ; Figure I-1).  

De par la grande diversité des fonctions portées par les cassettes de gène, les intégrons 

représentent un atout non négligeable pour les bactéries porteuses, leur permettant une 

plasticité du génome importante par l’acquisition de gènes potentiellement adaptifs sans 

perturbation du génome receveur. De plus, les intégrons sont des structures qui peuvent être 

mobiles quand ils sont portés par des plasmides, par des transposons ou dans des îlots 

génomiques (Gillings, 2014). Enfin lorsque que l’intégron est chromosomique, un gène 

codant une transposase ou une recombinase a régulièrement pu être identifié à proximité 

(Gillings, 2014) suggérant que même si ils ne sont pas portés par des plasmides ou des 

transposons, ils pourraient se disséminer. Ainsi, ils peuvent donc s’avérer être de formidables 

acteurs dans l’adaptation des communautés bactériennes. 

Les intégrons ont été largement étudiés dans les milieux cliniques où 3 classes d’intégrons 

(classe 1, 2 et 3) sont principalement retrouvées et définies selon la séquence de leur 

intégrase. Ces 3 classes d’intégrons ont la caractéristique commune de porter 

essentiellement des cassettes de gène codant des résistances à des antibiotiques. D’autres 

intégrons ont été également bien caractérisés : il s’agit entre autre des intégrons 

chromosomiques de Vibrio cholerae, VchIntIA et de Shewanella oneidensis, SonIntIA. 
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Figure I-1: Structure et fonctionnement d'un intégron (d’après Abella et al., 2015). 

2.1. La plateforme intégrative 

2.1.a. Le gène intI et son expression 

i.  Le gène intI 

Le premier élément des intégrons est le gène intI qui code l’intégrase IntI. Généralement, le 

gène intI a une orientation anti-sens par rapport aux cassettes, mais il peut être orienté en 

sens inverse chez des intégrons retrouvés chez certaines Spirochaetes, Plantomycetes, 

Chlorobi et Cyanobacteria (Boucher et al., 2007). 

Le gène intI présente des variations dans sa séquence (Mazel, 2006). De ce fait, les intégrases 

d’intégron peuvent ne partager que 35% d’identité protéique, ce qui indique une longue 

évolution de ces séquences (Larouche et Roy, 2011). C’est par ailleurs en se basant sur ces 

variations que différentes classes d’intégrons, notamment chez les bactéries pathogènes, ont 

commencé à être distinguées de manière arbitraire selon un seuil de 98% d’identité 

protéique (Hall, 2012). Toutefois, ce seuil n’étant pas toujours respecté pour la définition de 

nouvelles séquences (Elsaied et al., (2011) se basent sur un seuil de 100% d’identité 
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protéique), il n’existe donc pas de véritable règle pour la classification des intégrons et de 

leur intégrase, principalement en dehors du contexte clinique. 

Enfin, la comparaison des arbres basés sur le gène intI et ceux basés sur l’ARNr 16S ou le gène 

rpoB des bactéries porteuses d’intégrons, montre une phylogénie non congruente, ce qui 

suggère que ces éléments sont soumis au transfert horizontal (Boucher et al., 2007; Gillings, 

2014). 

ii.  La régulation de l’expression du gène intI 

L’expression du gène intI est assurée par le promoteur Pint. Chez certains intégrons, ce 

promoteur est régulé par la réponse SOS (Guerin et al., 2009; Cambray et al., 2011; Krin et 

al., 2014). 

La réponse SOS est un système de régulation retrouvé dans un grand nombre de bactéries 

répondant aux dommages de l’ADN. Cette réponse est induite lorsqu’une quantité anormale 

d’ADN monocaténaire est présente dans la cellule (Baharoglu et Mazel, 2014). Lorsque la 

bactérie n’est pas soumise à un stress entraînant des dommages de l’ADN, la protéine LexA 

est fixée au niveau d’un site appelé « LexA box », situé à proximité du site de fixation de l’ARN 

polymérase des gènes régulés par la réponse SOS. La présence de LexA sur son site de liaison 

va empêcher la fixation de l’ARN polymérase et ainsi réprimer l’expression de ces gènes. Le 

site de fixation de LexA est un motif de l’ADN qui consiste en un palindrome de 16 pb, 

CTGTATATATATACAG chez E. coli (Walker, 1989). Lorsque la réponse SOS est enclenchée par 

une quantité anormale d’ADN simple brin présent dans la cellule, une seconde protéine 

impliquée dans la réponse SOS, la protéine RecA, est activée par sa fixation sur l’ADNsb. La 

protéine RecA activée va induire l’auto-clivage de LexA, qui va alors perdre sa capacité de 

répression (Baharoglu et Mazel, 2014). 
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Figure I-2 : Représentation schématique de la levée de la répression par LexA lors de la réponse SOS impliquant 

LexA. 

En 2009, Guerin et ses collaborateurs ont démontré la présence d’un motif conservé entre 

les positions -10 et +1 du promoteur PintI des intégrons de plusieurs Vibrionaceae et des 

intégrons de classes 1, 2, 3. Ce motif présente une forte homologie avec le site de liaison de 

LexA de E. coli, fortement conservé chez les β et γ-proteobacteria. Une étude sur les 

séquences de la région promotrice des intégrases d’intégron disponibles dans les bases de 

données en 2011 a permis de démontrer qu’un motif homologue au site de liaison de LexA 

était présent chez de nombreux intégrons (Cambray et al., 2011). Ce motif est répandue 

parmi les intégrons des Vibrionaceae et aussi chez les intégrons des environnements marins 

(Cambray et al., 2011). Chez les bactéries provenant d’environnement d’eau douce ou de sol 

dont les intégrases forment un groupe phylogénétique, il semblerait que la régulation par 

LexA était également présente chez l’ancêtre de ces intégrons (Cambray et al., 2011). 

Néanmoins, le site de liaison de LexA est moins conservé et semble avoir été perdu au fur et 
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à mesure, à l’exception notable des intégrons de classes 1 et 3 (Cambray et al., 2011). La 

régulation du promoteur de intI par le système SOS a été démontrée in vitro pour l’intégrase 

intI1 de E. coli (Guerin et al., 2009 ; Cambray et al., 2011), ainsi que pour les intégrases 

d’intégrons chromosomiques de V. cholerae (Guerin et al., 2009; Baharoglu et al., 2010; 

Baharoglu et al., 2012) et de V. parahaemolyticus (Cambray et al., 2011). La levée de la 

répression par LexA de l’expression de l’intégrase a également été démontrée lors de l’entrée 

d’ADN simple brin dans la cellule par conjugaison ou transformation (Baharoglu et al., 2010 ; 

2012). 

Chez E. coli et V. cholerae des antibiotiques comme les fluoriquinolones, les β-lactames, le 

triméthoprime et le sulfamétoxazol induisent la réponse SOS (Beaber et al., 2004; Blázquez 

et al., 2012). Si une régulation induite par les antibiotiques intervient également dans 

l’expression des intégrases d’intégron, cela permettrait d’expliquer pourquoi ces structures 

sont devenues si efficaces pour l’acquisition de gènes de résistance à des antibiotiques. 

Par ailleurs, il a été montré chez V. cholerae que l'expression de l'intégrase VchIntIA est 

également régulée par la répression catabolique qui met en jeu la fixation du complexe cAMP-

CRP entre les positions -100 et -79 pb en amont du site d'initiation de la transcription de 

VchintIA. Ceci suggère que l'expression de cette intégrase pourrait être également influencée 

par les sources de carbone présentes dans l'environnement (Baharoglu et al., 2012).  

Enfin, la présence de transcrits de intI a été recherchée dans des sédiments avec ou sans 

contamination par du pétrole. Ils n’ont pu être détectés que dans les microcosmes pollués, à 

certains temps. Ceci suggère que l’expression du gène intI pourrait être induite par une 

pollution pétrolière ou un stress dérivé de cette pollution (Huang, 2010). 

2.1.b. Le site de recombinaison attI : spécifique de son intégrase associée ? 

Le site de recombinaison attI, d’une longueur moyenne de 65 pb (Recchia, Stokes and Hall 

1994; Partridge et al., 2000), est peu conservé. Il est composé de 2 à 4 sites de fixation de 

l’intégrase : deux séquences répétées inverses L et R respectivement de 11 pb constituent le 

site cœur indispensable à la recombinaison (Collis et al., 1998; Gravel, Fournier and Roy 1998; 
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Partridge et al., 2000). Deux autres domaines DR1 et DR2 ont été identifiés dans un premier 

temps chez les intégrons de classe 1 mais des homologues ont pu être également caractérisés 

sur le site attI3 des intégrons de classe 3 (Collis et Hall, 2004; Cambray et al., 2010); Figure 

I-3). Les séquences L et R sont séparées par une région variable de 5 à 8 pb. Le site de liaison 

L est moins conservé que le site R et donc difficilement identifiable (Figure I-3). Le point de 

recombinaison est localisé dans la séquence R entre la guanine et les 2 thymines dans un 

triplé 5’-G↓TT-3’ conservé (Hall et al., 1991; Partridge et al., 2000; Bouvier et al., 2005). Une 

délétion des nucléotides GT de ce motif rend la recombinaison impossible (Partridge et al., 

2000).  

 
Figure I-3 : Alignement des sites attI1, attI2, attI3 des intégrons de classe1, 2 et 3 respectivement et du site 
attI de V. cholerae (attI4). Les positions putatives des sites L et R, DR1 et DR2 sont représentés par des flèches 
horizontales. La séquence R est caractérisée par un motif GTTRRRY. Les sites de liaison des intégrases identifiés 
chez attI1 et attI3 sont surlignés en vert. Surligné en jaune, le triplé conservé GTT et le point de recombinaison 
indiqué d’une flèche verticale. attI1, attI2, attI3 et attI4 correspondent aux sites attI des intégrons de classes 1, 2, 
3 et de VchIntIA respectivement. 

Les sites attI diffèrent significativement d’un intégron à un autre, mais il semblerait que cette 

évolution se fasse de manière dépendante de l’intégrase à laquelle le site attI est lié (Cambray 

et al., 2010). Une étude de recombinaisons croisées réalisées entre différentes intégrases et 

différents sites attI associés a montré que les intégrases reconnaissent préférentiellement le 

site attI qui leur est associé mais certaines peuvent également reconnaître le site attI d’autres 

intégrons. Ainsi, IntI1 de E.coli présente une grande versatilité puisqu’elle est capable de 

réaliser une réaction de recombinaison au niveau des sites attI2 et attI3 (Collis et al., 2002) 

mais ne reconnait par le site attI associé à VchIntIA (Biskri et al., 2005). 

2.1.c. Le promoteur des cassettes Pc 

Le troisième élément de la partie constante des intégrons est la région promotrice des 

cassettes, Pc, située généralement dans la région 5’ du gène intI (Figure I-1). Un ou deux 

promoteurs, nommés Pc1 et Pc2, peuvent être retrouvés dans cette région (Cambray et al., 
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2010 ; Vinué et al., 2011). Les cassettes de gène étant généralement composées uniquement 

d'un cadre de lecture et d'un site attC, l'expression du gène est assurée par un de ces 

promoteurs externes. La majorité des études sur l'expression des gènes des cassettes ont été 

réalisées sur les intégrons de classe 1, où l'expression des cassettes est assurée par l'un des 

2 promoteurs : Pc1, localisé dans le gène intI1 ou Pc2, localisé dans le site attI1 (Cambray et 

al., 2010; Vinué et al., 2011). Toutefois, des promoteurs assurant l'expression de cassettes de 

gène ont également été retrouvés dans les régions attI des intégrons de classe 2 (Lévesque 

et al., 1994) et dans les gènes intI des intégrons de classe 3 et chez Pseudomonas stutzeri 

(Collis et Hall 1995; Coleman et Holmes 2005). Il semblerait donc que tous les intégrons 

portent un promoteur pour l'expression des cassettes au sein de la région intI-attI. Le 

promoteur Pc peut varier en séquence et ce polymorphisme va pouvoir affecter la séquence 

protéique de IntI1. Ainsi, il existe une corrélation inverse entre l’activité du promoteur et 

l’activité de l’intégrase (Cambray et al., 2010; Jové et al., 2010; Guérin et al., 2011). 

Chez les intégrons, le taux d’expression n’est pas le même pour tous les gènes portés par les 

cassettes : la cassette de gène la plus proche du site attI est la plus exprimée (Collis et Hall, 

1995; Cambray et al., 2010; Coyne et al., 2010). Pour expliquer cela, plusieurs hypothèses ont 

été émises concernant des mécanismes modulant cette expression au niveau de la 

transcription et/ou de la traduction des cassettes de gène. 

Chez les intégrons de classe 1, les transcrits à partir des promoteurs Pc peuvent couvrir 

plusieurs cassettes mais pas toujours le même nombre en fonction du réarrangement des 

cassettes (Collis et Hall, 1995; Cambray et al., 2010). Ces résultats suggèrent que parmi les 

cassettes de gène, il pourrait y avoir des terminaisons prématurées de la transcription. Il a 

ainsi été proposé que le repliement de certains sites attC peut agir comme des terminateurs 

de transcription rho-indépendants (Collis et Hall, 1995).  

Au niveau traductionnel, des sites de fixation de ribosomes (RBS) ont pu être identifiés pour 

certaines cassettes de gène mais pas pour toutes. La traduction des gènes est donc 

dépendante de la présence d’un motif RBS en amont des cassettes de gène en question. Chez 

les intégrons de classe 1, un court ORF précédé d’un RBS fonctionnel est localisé dans le site 



 

 

 

20 

 

attI1 et est retrouvé chez tous les transcrits à partir du promoteur Pc. Cet ORF nommé orf1 1 

chevauche le point de recombinaison du site attI1. Ainsi l’extrémité 3’ de cet ORF dépend de 

la première cassette insérée. Lorsque la première cassette apporte un codon stop situé dans 

le même cadre de lecture que l’orf1 1, le complexe traductionnel responsable de l’expression 

de l’ORF1 1 va pouvoir progresser le long du gène porté par la cassette et le traduire en même 

temps que l’ORF1 1 (Hanau-Berçot et al., 2002). La présence d’un court ORF dans le site attC 

pourrait également permettre l’augmentation de l’expression en modulant la processivité du 

complexe traductionnel (Jacquier et al., 2009). Par ailleurs, une analyse mutationnelle des 

sites attC a révélé que la déstabilisation de la structure tige-boucle qu’ils pourraient prendre 

en se repliant, ne modifierait pas le taux de transcription des gènes situés en aval du site mais 

pourrait améliorer l’expression de ces gènes au niveau de la traduction. Le repliement de 

certains sites attC pourrait donc gêner la progression du ribosome le long des transcrits de 

plusieurs cassettes de gène, réduisant la traduction des peptides codés par les cassettes en 

aval (Jacquier et al., 2009). 

2.2. La région variable des intégrons 

2.2.a. Les cassettes de gène 

Les cassettes de gène sont de courts éléments mobiles généralement monogéniques 

composées d'un cadre de lecture et d'un site de recombinaison appelé attC qui est 

spécifiquement reconnu par IntI (Cambray et al., 2010). Les cassettes de gène possèdent une 

organisation générale qui est la suivante : une section du site attC coupée durant l'insertion 

dans l'intégron comprenant le motif conservé GTTRRRY (avec R une purine, et Y une 

pyrimidine) ; une courte région non codante, généralement de moins de 10 nucléotides, qui 

peut contenir un site de fixation du ribosome ; un cadre de lecture encadré par un codon 

d’initiation de la traduction (ATG, GTG ou TTG) et un codon STOP, souvent situé dans le site 

attC ; et enfin le reste du site attC (Figure I-4). Des variations de cette structure générale 

peuvent être observées et impliquent principalement le nombre et l'orientation des cadres 

de lecture. La majorité des cassettes de gène contiennent un seul cadre de lecture, orienté 

de gauche vers la droite, mais des cassettes avec 2 cadres de lecture voir plus, sans cadre de 
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lecture ou avec un cadre de lecture orienté dans l'autre sens sont connues (Stokes et al., 

2001; Holmes et al., 2003). 

 
Figure I-4 : Représentation schématique de 2 cassettes de gène insérées dans un intégron (avec R une 

purine, et Y une pyrimidine). 

i.  Fonctions codées par les gènes contenus dans les cassettes 

Chez les intégrons cliniques, les cassettes présentent une importante homogénéité 

fonctionnelle puisqu’ils codent essentiellement des résistances à des antibiotiques (Cambray 

et al., 2010). Un total de 132 cassettes de gène portant diverses résistances à des 

antibiotiques ont pu être identifiées en se basant sur un seuil de 98% d’identité nucléique 

(Partridge et al., 2009). Ensemble, ces cassettes codent des résistances à la plupart des 

antibiotiques incluant les β-lactames, tous les aminoglycosides, le chloramphénicol, le 

triméthoprime, la streptothricine, la rifampicine, l’érythromycine, la fosfomycine, les 

quinolones et les antiseptiques de la famille des composés ammonium quaternaires (Fluit et 

Schmitz, 2004; Mazel, 2006; Partridge et al., 2009). 

L’analyse des cassettes portées par les intégrons en dehors d’un contexte clinique montre 

que les fonctions codées sont très diverses et pour la majorité encore inconnues (voir 

paragraphe I - 3.2.b).  

ii.  Expression des gènes contenus dans les cassettes 

Comme vu précédemment, les cassettes de gène ne portent généralement pas de promoteur 

et leur expression est assurée par le promoteur Pc présent dans la région constante des 
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intégrons (Paragraphe I-2.3.c.). Toutefois, seules les cassettes les plus proches du promoteur 

Pc sont exprimées grâce à son activité. 

Certains intégrons chromosomiques portent un grand nombre de cassettes de gènes (jusqu'à 

150) comme c'est le cas chez le genre Vibrio. Il a été montré que la majorité des cassettes de 

gène étaient tout de même exprimées. Ceci est permis par l’existence de promoteurs internes 

à certaines cassettes de gène retrouvés tout au long de la région variable de l’intégron. Des 

cassettes, même les plus éloignées de la région constante de l’intégron peuvent ainsi être 

exprimées (Michael et Labbate, 2010). De plus, il semblerait que ces promoteurs ne soient 

pas régulés de la même façon. Par exemple, un stress oxydatif active l’expression de certains 

de ces promoteurs. Ainsi, des régions de cassettes de gène pourraient être exprimées de 

manière différente en fonction de stress environnementaux différents (Michael et Labbate, 

2010). 

2.2.b. Le site de recombinaison attC 

A la différence des sites attI, les sites attC sont plus conservés. Ils partagent certaines 

caractéristiques communes qui leur permettent d’être reconnus par l’intégrase. Ils sont 

caractérisés par une région palindromique variable en taille et séquence qui va être à l'origine 

de la formation d’une structure cruciforme lorsque le site attC se retrouve sous forme simple 

brin (Stokes et al., 1997; Johansson et al., 2004). Le repliement sous cette forme secondaire 

permet de faire ressortir 2 bases extra-hélicales mésappariées : généralement une guanine 

et une thymine qui permettent l’orientation de la recombinaison réalisée par l’intégrase. On 

dénombre quatre domaines de liaison de l'intégrase nommés R'', L'', L' et R' (également 

nommés 1L-2L et 2R-1R (Stokes et al., 1997 ; Figure I-5). Parmi ces domaines, seuls R'' et R' 

possèdent des séquences conservées, respectivement 5'-RYYYAAC et 5'-G↓TTRRRY (avec R 

une purine, et Y une pyrimidine, la flèche montre le point de recombinaison ; (Stokes et al., 

1997; Cambray et al., 2010). 
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Figure I-5 : Sites de recombinaison attC. (A) Séquence du site attCaadA7 double brin. (B) Alignement des 
séquences des brins anti-sens de 3 sites attC. (C) Représentation schématique de la structure secondaire que 
pourrait prendre le brin anti-sens du site attCVCR2/1, avec en rouge le triplet GTT conservé et les bases extra-
hélicales (modifié à partir de Cambray et al., 2010). Les 4 domaines de liaison de l’intégrase nommés R'', L'', L' et 
R' sont indiqués par les flèches noires horizontales et surlignés en vert. Les flèches rouges représentent la position 
où a lieu la recombinaison. 

La région centrale du site attC étant variable en taille (20 à 104 pb) et en séquences (Mazel 

2006; Larouche et Roy, 2011), il semblerait que la conservation de la structure secondaire du 

site attC est plus essentielle pour l'activité de recombinaison que la séquence en elle-même, 

permettant ainsi une plus grande diversité des séquences reconnues et échangées 

(MacDonald et al., 2006). Toutefois, une analyse phylogénétique des séquences du site attC 

des intégrons portés par différentes espèces du genre Vibrio a montré que les sites attC liés 

aux cassettes de gène n'étaient pas homogènes entre toutes les espèces mais tendent à être 

similaires entre souches ou espèces proches (Boucher et al., 2007), suggérant une évolution 

non aléatoires de ces séquences.  

Par ailleurs, il a été observé que les intégrases pouvaient aisément reconnaître certains sites 

attC et exciser les cassettes de gène à leur niveau alors que pour d’autres, les intégrases 

semblent montrer peu d’affinité. Pour comprendre cela, plusieurs études de mutagénèse 

dirigée sur des sites attC ont été réalisées afin de tester l’efficacité de différentes intégrases 
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à reconnaître et exciser les cassettes associées. La capacité de 4 intégrases (IntI1, IntI2*179E, 

IntI3, SonIntIA) à reconnaître le site attCdfrA1 sur lequel des modifications de la séquences ont 

été réalisées, a été évaluée (Larouche et Roy, 2011 ; Tableau I-2). Deux paramètres semblent 

primordiaux dans l’efficacité d’excision des intégrases : l’identité des bases extra-hélicales et 

l’espace les séparant. Ainsi, le principal facteur favorisant l’activité de IntI1 est la présence 

d’une thymine en 1e base extra-hélicale et le premier facteur défavorisant semble être 

l’espace entre les 2 bases extra-hélicales, si il diffère de 6 bases. Une cytosine en 2e base 

extra-hélicale semble favoriser l’activité de IntI2 et de SonIntIA et un écart de base inférieur 

à 6 bases réduit presque totalement leur activité. La combinaison qui semble la plus favorable 

à IntI3 est T-N6-C mais la combinaison A-N6-G et un espace entre les base extra-hélicale de 5 

bases réduisent fortement son activité (Larouche et Roy, 2011 ; Tableau I-2). 

Par ailleurs, il semblerait que ces mutations n’aient pas le même impact en fonction de si elles 

sont réalisées sur le site attC en amont ou en aval de la cassette excisée (Larouche et Roy, 

2011). En effet, une substitution d’une guanine par une cytosine sur la seconde base extra-

hélicale quand la première base extra-hélicale est une thymine augmente l’efficacité 

d’excision de IntI1 (Bouvier et al., 2009) alors que dans le cas d’un site attC en amont, aucune 

différence n’est observée (Larouche et Roy, 2011 ; Tableau I-2). 

Tableau I-2 : Efficacité de l’excision des intégrases IntI1, IntI2*179E, IntI3 et SonIntIA au niveau des 
différents mutants du site attCdfrA1. 

Espace entre 
les bases 

extra-
hélicale 

Combinaisons 
testées 

IntI1 IntI2*179E IntI3 SonIntIA 

7-8 
A-N7-8-C --  -/+ --  - 
A-N7-8-G --  - --  - 

6 

T-N6-C +/- ++ - +/- 
T-N6-G +/- + - +/- 
A-N6-C - ++ --  +/- 
A-N6-G --  +/- --  - 

5 
A-N5-C --  --  --  ---  
T-N5-C --  --  --  --  

(- - )  efficacité comprise entre 0 et 20%, (- )  efficacité comprise entre 20 et 40%, (+ / - )  efficacité comprise entre 40 et 60%, (+)  efficacité 
comprise entre 60 et 80%, (++ )  efficacité comprise entre 80 et 100%. En rouge, les combinaisons étant les plus défavorables à 
l’efficacité de l’intégrase, en vert, les combinaisons étant les plus favorables à l’efficacité de l’intégrase (d’après Larouche et Roy, 2011). 
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2.3. L’intégrase d’intégron : une tyrosine recombinase particulière 

2.3.a. Structures primaire et secondaire 

L’intégrase codée par les intégrons appartient à la famille des tyrosine-recombinases à site 

spécifique dans laquelle on retrouve la recombinase Cre du bactériophage P1 (Abremski et 

Hoess, 1992), la recombinase Flp de Saccharomyces cerevisiae (Sadowski, 1995), l’intégrase 

du bactériophage λ (Landy 1989) et les recombinases bactériennes XerC et XerD (Arciszewska 

and Sherratt 1995). Les protéines de cette famille sont caractérisées par un domaine 

catalytique commun (Esposito et Scocca, 1997; Nunes-Düby et al., 1998), contenant 4 acides 

aminés strictement conservés nécessaires à la catalyse, situés dans la région C-terminale : un 

triplé catalytique Arg-I,His-II,Arg-II et une tyrosine nucléophile (Argos et al., 1986; Abremski 

et Hoess, 1992; Nunes-Düby et al., 1998) ; Tableau I-3 ; Figure I-7). Deux autres résidus du 

site actif ont également été identifiés : un résidu tryptophane ou histidine (His/Trp-III) et un 

résidu lysine (Lys-β) (Nunes-Düby et al., 1998). Cette dernière semble être en contact proche 

avec les substrats et pourrait influencer la réactivité des intermédiaires phospho-tyrosines 

formés pendant la réaction de recombinaison (Messier et Roy, 2001). La partie C-terminale 

de ces protéines montrent plus de similarités entre les protéines de la famille que la partie N-

terminale (Nunes-Düby et al., 1998).  

Tableau I-3 : Résidus catalytiques des tyrosine-recombinases (d’après Van Duyne, 2002). 

Protéines 
Résidus catalytiques 

Arg-I Lys-β His-II Arg-II His/Trp-III Tyr 

Cre Arg173 Lys201 His289 Arg292 Trp315 Tyr324 

Integrase λ Arg212 Lys235 His308 Arg311 His333 Tyr342 

XerC Arg148 Lys172 His240 Arg243 His266 Tyr275 

XerD Arg148 Lys172 His244 Arg247 His270 Tyr279 

Flp Arg191 Lys223 His305 Arg308 Trp330 Tyr343 

IntI1 Arg146 Lys171 His277 Arg280 His303 Tyr312 

IntI2 Arg135 Lys160 His266 Arg269 His292 Tyr301 

IntI3 Arg155 Lys180 His286 Arg289 His312 Tyr321 

IntIVchA (IntI4) Arg135 Lys160 His267 Arg270 His293 Tyr302 

Quatre intégrases d’intégron partageant entre 42 et 58% d’identité protéique et similaires en 

taille (entre 317 et 340 acides aminés), ont particulièrement été bien étudiées et 
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caractérisées : il s’agit des intégrases IntI1, IntI2, IntI3 des intégrons de classes 1, 2 et 3 

identifiés en milieu clinique et de l’intégrase IntIVchA aussi appelée IntI4, caractérisée dans 

l’intégron chromosomique de Vibrio cholerae (Stokes et Hall, 1989; Arakawa et al., 1995; Clark 

et al., 1997; Esposito et Scocca, 1997; Mazel et al., 1998; Nunes-Düby et al., 1998). Chez les 

intégrases d’intégron, le domaine C-terminal est constitué de 5 feuillets β et de 10 hélices α 

dont l’hélice α I2, absente chez les autres protéines de la famille, et qui se situe dans une 

région appelé domaine additionnel (Figure I-6). Le reste du domaine C-terminal est 

structuralement similaire aux autres membres de la famille des tyrosine-recombinases. 

Les intégrases d’intégron possèdent les 6 résidus conservés du site catalytique (Tableau I-3, 

Figure I-7). L’arginine Arg-I (R156 sur la Figure I-7) est située dans la boucle entre les hélices 

α F et G des intégrases d’intégron, les résidus His-II (H289) et Arg-II (R292) sont situées dans 

l’hélice α K et la tyrosine nucléophile (Y324) dans l’hélice α M. Le résidu His-III (H312) est situé 

dans la boucle entre les hélices α L et α M et la lysine Lys-β (K180) est située dans la boucle 

entre les feuillets β 2 et β 3. Des études de mutagénèses dirigées sur ces 6 résidus conservés 

ont montré qu’une mutation sur un seul de ces résidus chez IntI1 réduisait l’activité de 

recombinaison à un niveau très faible (Gravel et al., 1998). Par ailleurs, l’acide aspartique 161 

de IntI1 (en position 171 sur la Figure I-7) joue un rôle important dans l’interaction 

protéine/protéine des sous-unités de l’intégrase. Une mutation à cette position entraine une 

modification du nombre de recombinaisons attI x attC par rapport aux recombinaisons attC 

x attC en augmentant ou en diminuant la stabilité du complexe protéique (Demarre et al., 

2007).  

Le domaine additionnel est constitué d’une vingtaine d’acides aminés, avec un motif assez 

bien conservés de 15 résidus essentiellement non polaires (Messier et Roy, 2001, Figure I-6). 

Une délétion du motif ALER chez IntI1 n’altère pas la capacité de l’intégrase à se lier au site 

attI1 mais la rend déficiente pour la recombinaison. Ce motif ne semble donc pas être 

impliqué dans la reconnaissance du site attI mais jouerait plutôt un rôle dans le 

positionnement et la stabilisation du site actif ou dans la reconnaissance et la liaison au site 

attC (Messier et Roy, 2001). Ce domaine particulier aurait un rôle dans l’assemblage 
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synaptique, et particulièrement dans la formation des poches hydrophobes qui permettent 

la stabilisation des 2 bases extra-hélicales impliquées dans la reconnaissance spécifique du 

brin anti-sens du site attC (MacDonald et al., 2006). La reconnaissance de ces 2 bases extra-

hélicales est assurée par 8 résidus. Cinq sont impliqués dans la reconnaissance de la guanine 

mésappariée : le tryptophane en position 240, le triplet Lys-Tyr-Pro en position 230 à 232 et 

l’acide aminé Arg/His/Trp en position 178 ; et 3 dans la reconnaissance de la thymine 

mésappariée : le doublet His-His en position 245-246 et la proline en position 253 (Figure I-7). 

Par ailleurs, les résidus Tyr240 et Lys230 semblent également impliqué dans la 

reconnaissance du site attI (Messier et Roy, 2001). 

 

Figure I-6: Région du site additionnel spécifique des intégrases d'intégron, et absent chez les autres 
tyrosine-recombinases. 

Le rôle d’autres résidus a également pu être caractérisé : le glutamate 131 jouerait un rôle 

dans l’affinité du site attI ce qui entrainerait une baisse de l’activité de recombinaison si il est 

muté (Messier et Roy, 2001) ; la phénylalanine 233 bien conservée chez toutes les intégrases 

d’intégron mais pas chez les autres tyrosines recombinases pourraient être également 

impliquée dans la reconnaissance du substrat mais aussi dans la stabilisation dans le 

repliement de la protéine. Par ailleurs, la cystéine 250 présente chez IntI2 et non chez Int1, 

IntI3 et VchIntIA est essentielle dans l’activité d’excision de l’intégrase de Shewanella mais 

n’est pas impliquée dans un pont disulfure notamment avec la cystéine 259 (Larouche et Roy, 

2009). En outre, des différences d’efficacité d’excision entre différentes intégrases ont pu 

être montrées en fonction du site attC ciblé (Larouche et Roy, 2011, paragraphe 2.4.b.). Ces 

différences pourraient s’expliquer par des variations dans les séquences d’acides aminés de 

la région entre l’hélice α I2 et les feuillets β 4-5 des intégrases IntI1 et IntI3 par rapport aux 
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intégrases IntI4 et SonIntIA. Ainsi, certaines substitutions de résidus pourraient favoriser la 

versatilité de IntI4 et SonIntIA (Larouche et Roy, 2011). 

Par ailleurs, des mutations sur les résidus voisins des acides aminés clés du site actif modifient 

l’efficacité de recombinaison de l’intégrase. Il est possible que ces mutations perturbent le 

placement correct de ces résidus. C’est le cas par exemple pour l’histidine His-III dont une 

mutation de la glycine voisine conservée pourrait avoir pour effet de modifier le placement 

de l’histidine si elle est remplacée par une arginine alors qu’une substitution par une alanine 

n’affecte pas l’activité de recombinaison (Messier et Roy, 2001). 
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Figure I-7 : Alignements des séquences de IntI1, IntI2*, IntI2 IntI3 et IntI4. En dessous de l’alignement : les 
hélices α sont représentées par des rectangles grisés annotés par des lettres. Les feuillets β sont représentés par 
des flèches rayées bleues, annotées par des chiffres. Au-dessus de la séquence : le domaine additionnel est 
représenté par un trait bleu entre les résidus 206 et 246. La tyrosine nucléophile est surlignée en rouge ; les 5 
autres résidus catalytiques sont surlignés en orange. Les résidus reconnaissant la guanine mésappariée sont 
surlignés en bleu, et ceux reconnaissant la thymine mésappariée en vert. 
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2.3.b. Structures tertiaire et quaternaire 

La structure tridimensionnelle de l’intégrase de Vibrio cholerae VchIntIA associée à un site 

attC de V. cholerae a pu être caractérisée par cristallographie en 2006 par MacDonald et ses 

collaborateurs. L’intégrase est fonctionnelle sous sa forme tétramérique. Deux des quatre 

sous-unités catalysent la réaction de recombinaison, les deux autres interagissent de manière 

spécifique avec les sites de recombinaisons attI et attC (Figure I-8). Les deux sous-unités 

catalytiques clivent le brin entraînant la formation d’une jonction de Holliday. 

Chaque monomère d’intégrase VchIntIA se replie en 2 domaines distincts. Le domaine N-

terminal contient 4 hélices α organisées en motifs hélice-tour-hélice, les paires α A-α B et α C-

α D étant perpendiculaires l’une de l’autre. Les hélices α B et α D sont en contact avec le 

grand sillon du site attC simple brin alors que l’hélice α A intervient dans le contact entre les 

sous unités protéiques du complexe synaptique. La structure tridimensionnelle a montré que 

les feuillets β 4 et 5 du domaine C-terminal de la sous-unité non attaquante interagissent avec 

la base extra-hélicale T qui s’insère entre les 2 histidines H250-H251 et la proline 245, alors 

que l’hélice α I2 de la sous-unité attaquante forme plusieurs contacts importants en trans 

avec la base extra-hélicale G (MacDonald et al., 2006). 

 
Figure I-8 : Structure tridimensionnelle du complexe formé par les 2 dimères de VchIntIA, en violet et vert, 
liés au site VCR db (site attC de V. cholerae) en jaune. (a) Vue des extrémités N-terminales du complexe. (b) 
Vue orthogonale du complexe. La thymine T12’’ mésappariée extra-hélicale et la tyrosine Y302 sont en rouge. La 
guanine G20’’ mésappariée est en bleu (d’après MacDonald et al., 2006). 
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2.3.c. Le mécanisme de la recombinaison 

Comme les autres membres de la famille, les intégrases d’intégron utilisent le mécanisme 

type des topoisomérases I pour le clivage. Quatre monomères sont impliqués dans la réaction 

de recombinaison site-spécifique dans laquelle l’échange d’un brin d’ADN conduit à la 

formation d’une jonction de Holliday. Pour la plupart des tyrosines recombinases, cet 

intermédiaire est résolu par l’échange du second brin. Dans le cas des intégrases d’intégron, 

le site attC étant simple brin, la résolution se fait grâce à la réplication de l’ADN (Mazel, 2006). 

Par ailleurs, contrairement aux autres membres de la famille des tyrosines recombinases, les 

intégrases d’intégron peuvent échanger l’ADN entre 2 sites avec des structures différentes : 

le site non-palindromique attI et le site palindromique attC. 

 
Figure I-9 : Représentation schématique des différentes étapes de la recombinaison réalisée par 
l’intégrase d’intégron entre le site attI et le site attC. Ce modèle utilise comme substrat un site attC simple brin 
replié grâce aux séquences palindromiques. Les étapes sont identiques à celles d’une recombinaison site-
spécifique classique réalisée par les autres tyrosines recombinases jusqu’à la formation de la jonction de Holliday. 
(a) Les domaines de liaison de l’intégrase sur le site attI (R et L) et sur le site attC simple brin sont encadrés. Pour 
simplifier, seul le brin anti-sens du site attC impliqué dans la recombinaison est représenté. (b) Les quatre 
monomères de IntI se lient aux sites attC et attI. Les monomères verts correspondent aux sous-unités attaquantes, 
celles en rose correspondent aux sous-unités non attaquantes. (c) Les sous-unités attaquantes coupent les brins 
d’ADN grâce à la tyrosine du site catalytique pour former une liaison 3’-phosphotyrosine (d) et libéré le 
groupement 5’-hydroxyl. (e) La réaction de l’extrémité 5’hydroxyl avec l’autre phosphotyrosine permet l’échange 
d’un brin d’ADN entre les 2 sites et former l’intermédiaire de la jonction de Holliday. La résolution de cette jonction 
de Holliday se fait grâce à une étape de réplication (f et g) (modifié à partir de Mazel, 2006). 
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3) Diversité des intégrons 

3.1. Les intégrons dits « cliniques » 

Les intégrons de classe 1, 2 et 3 sont largement retrouvés dans les milieux cliniques mais on 

les trouve aussi dans d’autres environnements. 

3.1.a. Les intégrons de classe 1 

Les intégrons de classe 1 sont retrouvés chez 40 à 70% des bactéries gram-négatives 

pathogènes isolées dans un contexte clinique (Martinez-Freijo et al., 1998; van Essen-

Zandbergen et al., 2007). La séquence nucléique des séquences intI1 de ces intégrons est 

quasiment identique. Ceci suggère l’existence d’un ancêtre commun récent des intégrons de 

classe 1 cliniques (Stokes et al., 2006 ; Gillings et al., 2008). Ils portent essentiellement des 

gènes de résistance à des antibiotiques et on connaît à ce jour plus de 130 cassettes de gènes 

différentes codant une résistance (Partridge et al., 2009). Ces intégrons dits cliniques sont 

associés à un dérivé du transposon Tn402 dont ils possèdent des éléments caractéristiques : 

des séquences inversées répétées IRi et IRt et un module de transposition tni. La majorité des 

intégrons de classe 1 cliniques ont perdu la fonction de transposition de Tn402 mais il semble 

très vraisemblable que l’ancêtre commun des intégrons de classe 1 cliniques soit un intégron 

provenant de l’environnement qui a été capturé par un transposon Tn402 (Gillings, 2014). 

En effet, les intégrons de classe 1 sont également retrouvés dans l’environnement. Ils ont été 

retrouvés dans de nombreuses β-proteobacteria non-pathogènes, incluant les genres 

Hydrogenophaga, Aquabacterium, Acidovorax, Imtechium, Azoarcus et Thauera. A la 

différence des intégrons de classe 1 cliniques, les intégrons de classe 1 environnementaux 

présentent des variations sur le gène intI1 (avec un minimum de 95% d’identité nucléique ; 

Gillings et al., 2008). Par ailleurs, ces ils portent des cassettes de gène codant des fonctions 

inconnues (Stokes et al., 2006; Gillings et al., 2008, 2009). Ces intégrons de classe 1 d’origine 

environnementale sont pour la plupart situés sur le chromosome. Ils possèdent des 

séquences communes aux extrémités 5’ et 3’, respectivement de 107 pb après le codon stop 

du gène intI1 et 43 pb derrière le dernier site de recombinaison attC (Gillings et al., 2009). 
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Au-delà de ces séquences, l’environnement génétique de ces intégrons environnementaux 

de classe 1 est variable (Gillings et al., 2008). 

Les intégrons de classe 1 sont retrouvés dans de très nombreux environnements impactés ou 

non par des activités humaines : eau douce (Wright et al., 2008), sédiments aquatiques 

(Gillings et al., 2008; Wright et al., 2008; Rosewarne et al., 2010; Nardelli et al., 2012), sol 

(Nield et al., 2001 ; Gillings et al., 2008 ; Hardwick et al., 2008), sortie de rejets hospitaliers 

et/ou urbains (Gaze et al., 2011; Stalder et al., 2012), estuaires et environnements côtiers 

(Gillings et al., 2008 ; Wright et al., 2008). Des études de l’abondance des intégrons de classe 

1 (sans distinction entre les cliniques et les environnementaux) présents dans le métagénome 

des communautés bactériennes de différentes environnements ont été réalisées. Entre 1% 

et 10% des bactéries totales possèderaient un intégron de classe 1 d’après l’estimation à 

partir de divers environnements (Gillings et al., 2008 ; Hardwick et al., 2008 ; Wright et al., 

2008 ; Rosewarne et al., 2010). C’est un taux basal que l’on retrouve naturellement dans les 

communautés bactériennes non soumises aux activités anthropiques. Il a également été 

observé que dans les environnements les plus impactés, les intégrons de classe 1 étaient plus 

abondants que dans des milieux moins impactés (Hardwick et al., 2008 ; Wright et al., 2008 ; 

Rosewarne et al., 2010 ; Byrne-Bailey et al., 2011 ; Gaze et al., 2011; Gillings et al., 2015). Une 

étude en microcosmes a montré que l’abondance des intégrons de classe 1 augmente face à 

une contamination par des antibiotiques mais également par des métaux dans des 

environnements d’eau douce après 7 jours de contamination (Wright et al., 2008). Les 

intégrons de classe 1 peuvent être transportés par de larges éléments mobiles et associés à 

des transposons porteurs de gènes de résistance aux métaux (Liebert et al., 1999 ; Wright et 

al., 2008). Il pourrait donc y avoir une co-sélection des intégrons de classe 1 avec ces 

résistances aux métaux.  

3.1.b. Les intégrons de classe 2 

Si les intégrons de classe 1 sont aujourd’hui considérés comme les principaux acteurs dans 

l’acquisition et la dissémination de résistance à des antibiotiques ou des biocides par les 

bactéries, d’autres intégrons porteurs de ces résistances ont également été décrits. C’est le 
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cas des intégrons de classe 2 qui portent également des cassettes de résistance à des 

antibiotiques. Les intégrons de classe 2 se distinguent de ceux de classe 1 par la séquence de 

leur intégrase entre autre. Ainsi IntI1 et IntI2 partagent seulement 46% d’identité protéique 

(Hansson et al., 2002). 

Les intégrons cliniques de classe 2 sont associés au transposon Tn7 et à ses dérivés (Ploy et 

al., 2000; Hansson et al., 2002). Ils possèdent une intégrase rendue non fonctionnelle à cause 

d’une mutation d’un codon guanine en un codon stop, résultant d’une substitution d’une 

thymine par une cytosine au nucléotide 444 (Hansson et al., 2002). Du fait de leur intégrase 

inactive, ces intégrons ont perdu leur capacité à acquérir et à réorganiser leurs cassettes de 

gène. Ainsi, la succession de cassettes de gène portées par ces intégrons est fortement 

conservée (White et al., 2001). Des variations dans les cassettes de gène ont cependant pu 

être observées (Ramírez et al., 2010) et auraient pu être permises par l’activité d’une 

intégrase en trans. La présence simultanée d’un intégron de classe 1 et d’un intégron de 

classe 2 chez une même souche a été observée chez des bactéries multirésistantes à des 

antibiotiques : Acinetobacter (Ploy et al., 2000; Wang, Dang and Ding 2008) ; E.coli (Biskri and 

Mazel 2003; Laroche et al., 2009; Moura et al., 2014) ; Shigella flexneri (Zhu et al., 2011) ; 

Aeromonas caviae et A. hydrophila (Maravić et al., 2013). Une étude par mutagénèse dirigée 

ayant pour but de tester l’activité de l’intégrase IntI2 clinique dont le codon stop a été 

remplacé par une glutamine a permis de montrer que la protéine IntI2 était capable de 

catalyser la recombinaison entre 2 sites attC permettant l’excision des cassettes de gène. La 

reconnaissance des sites attI1 et attI2 par IntI1 et IntI2 mutée a également été testée. Alors 

que IntI2 ne reconnaît seulement que son propre site attI2, IntI1 est capable de réaliser une 

recombinaison au niveau des 2 sites attI1 ou attI2, (Hansson et al., 2002). Ceci confirme donc 

la possibilité d’un réarrangement des cassettes chez les intégrons cliniques de classe 2 dont 

l’intégrase est non fonctionnelle, grâce à l’activité de l’intégrase d’un autre intégron, en 

particulier de classe 1.  

Le fait que les intégrons de classe 2 cliniques possèdent une mutation dans le gène intI2 

suggère fortement qu’ils sont tous descendants d’un même et unique évènement de capture 
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par le transposon Tn7 (Gillings et al., 2014). Toutefois, un nouveau variant de IntI2 a été 

récemment découvert chez une souche d’E. coli isolée chez un patient atteint d’une infection 

urinaire. Cet intégron a été recruté par un plasmide IncP. Le gène intI2 porté par cet intégron 

présente 6 différences dans sa séquence avec le gène intI2 retrouvé dans les intégrons 

associés à Tn7, dont le codon glutamine (CAA) qui supprime le codon stop caractéristiques 

des premiers intégrons de classe 2 cliniques étudiés. L’intégrase IntI2 codée par cet intégron 

serait donc capable de catalyser la réaction de recombinaison. Les cassettes de gène portées 

par cet intégron ont été caractérisées. Il possède un gène drfA14, codant une résistance au 

triméthoprime, ainsi qu’une cassette inconnue, codant une putative peptidase lipoprotéine-

signal (Márquez et al., 2008). 

Une étude métagénomique réalisée sur des environnements non cliniques variés (sédiments 

marins, sols agricoles ou non, forêts tropicales et tempérées, sol enrichis en compost) 

présentant des niveaux d’anthropisation variables a permis de découvrir des intégrons de 

classe 2 potentiellement fonctionnels chez plusieurs Firmicutes (Clostridium et Bacillus) et 

Bacteroidetes (Chitinophaga et Sphingobacterium) (Rodríguez-Minguela et al., 2009). Par 

ailleurs, cette étude a montré que le gène intI2 est faiblement abondant dans les 

environnements peu ou pas anthropisés, suggérant donc que les activités humaines 

favorisent la présence des intégrons de classe 2 dans les métagénomes environnementaux. 

Un intégron de classe 2 potentiellement fonctionnel a également été décrit chez Providencia 

stuartii isolée à partir de déchets et de produits bovins. Les 9 cassettes de gène qui ont pu 

être caractérisées codent des fonctions inconnues, comme c’est souvent le cas pour les 

intégrons environnementaux (Barlow et Gobius, 2006). 

3.1.c. Les intégrons de classe 3 

Les intégrons de classe 3 ont également été découverts dans un contexte clinique. Ils ont été 

décrits pour la première fois au Japon chez une souche de E. coli (Arakawa et al., 1995). 

L’intégrase IntI3 portée par cet intégron présente 61% d’identité protéique avec IntI1 et 47% 

avec IntI2. Les intégrons de classe 3 retrouvés chez des pathogènes sont associés à des 

résistances à des antibiotiques. L’intégrase IntI3 semble être moins active que l’intégrase de 
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classe 1 et que l’intégrase de classe 2 fonctionnelle (Gillings, 2014) ou capable de reconnaître 

d’autres sites attC plus spécifiquement que ceux des cassettes retrouvés chez les intégrons 

de classes 1 et 2 (Larouche et Roy, 2011). En effet, les sites attC caractérisés dans les intégrons 

de classe 3 diffèrent des premiers sites attC caractérisés chez IntI1 et IntI2. Même si la 

séquence spécifique de reconnaissance GTTRRRY est bien retrouvée, les sites attC portés par 

les intégrons de classe 3 sont généralement plus grands que ceux retrouvés chez les intégrons 

des classes 1 et 2 (67 pb contre 59 pb (Arakawa et al., 1995)). 

Les intégrons de classe 3 sont relativement communs au Japon où ils ont été disséminés chez 

des pathogènes humains (Correia et al., 2003; Shibata et al., 2003) mais sont peu 

communément retrouvés dans le reste du monde (van Essen-Zandbergen et al., 2007; 

Laroche et al., 2009 ; Kor et al., 2013 ; Gillings, 2014). Certains des intégrons de classe 3 

cliniques possèdent une histoire évolutive semblable à celle des intégrons de classe 1 : un 

intégron de classe 3 semble également avoir été capturé par un transposon Tn402 mais dans 

une orientation inverse de celle des intégrons de classe 1. C’est le cas pour l’intégron de classe 

3 retrouvé chez une souche de Serratia marcescens isolée au Japon (Collis et al., 2002). Mais 

d’autres intégrons de classe 3 porteurs de résistances à des antibiotiques ont pu être 

caractérisés : ils sont portés par un plasmide de type IncQ, comme c’est le cas pour les 

intégrons retrouvés chez une souche de Enterobacter cloacae isolée en France (Barraud et 

al., 2013) ou chez une souche de E. coli isolée en Suisse (Poirel et al., 2010), ou bien ils sont 

portés par le plasmide p22K9 sur lequel est situé l’intégron de classe 3 isolé chez une souche 

de Klebsiella pneumoniae (Correia et al., 2003). 

Seulement 4 études font état de leur présence dans des milieux environnementaux : les 3 

premières, grâce à l’amplification spécifique du gène intI3 à partir de métagénomes, ont 

permis de le détecter dans des huîtres élevées en Virginie (USA) (Barkovskii et al., 2010), dans 

des sédiments d’estuaire de Caroline du Sud (USA) (Uyaguari et al., 2013) et dans des 

biosolides (Rodríguez-Minguela et al., 2009). La 4e étude a caractérisé un intégron de classe 

3 sur le chromosome de 2 souches de Delftia (Xu et al., 2007). Ces intégrons sont associés à 
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des cassettes de gène codant des fonctions inconnues, comme c’est majoritairement le cas 

des intégrons dans l’environnement. 

3.2. Diversité des intégrons dans les environnements autres que 
cliniques 

L’étude des intégrons s’est longtemps limitée au contexte clinique et à l’analyse des intégrons 

de classe 1, 2 et 3. Or, la recherche d’intégrons dans des environnements divers a montré 

que les intégrons n’étaient pas seulement spécifiques aux pathogènes. De plus, cela a permis 

de les détecter dans de nombreux environnements tels que le sol, les sédiments, les biofilms 

ou l’eau, indépendamment de la présence de polluants, incluant les environnements non 

impactés par les antibiotiques (Nield et al., 2001; Stokes et al., 2001; Nemergut et al., 2004; 

Elsaied et al., 2007, 2011, 2014; Hardwick et al., 2008; Koenig et al., 2008, 2009; Wright et 

al., 2008; Rodríguez-Minguela et al., 2009; Huang, 2010; Michael et Andrew, 2010; Moura et 

al., 2010; Gaze et al., 2011). Il a pu être ainsi révélée une importante diversité des intégrons. 

Une partie de cette diversité a été mise en évidence par l'analyse des intégrons de bactéries 

isolées (Boucher et al., 2007; Nemergut et al., 2008), mais une plus grande variété de 

séquences a été révélée par des méthodes cultures indépendantes (Stokes et al., 2001 ; 

Holmes et al., 2003 ; Elsaied et al., 2007, 2011 ; Koenig et al., 2008, 2009 ; Huang, 2010 ; 

Michael et Andrew, 2010; Moura et al., 2010).  

3.2.a. Diversité des gènes d’intégrase 

La diversité des intégrases d’intégron, seul élément permanent de l’intégron présentant un 

degré de conservation suffisant permettant sa détection dans les métagénomes, a été peu 

étudiée à ce jour. Seulement 6 études ont été réalisées sur le sujet dans les environnements 

marins et dans le sol, et aucune dans les environnements d’eau douce. Ces études ont permis 

la description de 3, 6, 11, 33, 37, 56 et 169 nouvelles séquences IntI, provenant 

respectivement du sol (Nield et al., 2001), de stériles (Nemergut et al., 2004), de cheminées 

hydrothermales marines (Elsaied et al., 2007), de sédiments marins pollués (Elsaied et al., 

2011), d’une carotte de sédiments extraite d’une fosse océanique (Elsaied et al., 2014), de 

sédiments côtiers (Huang, 2010) et de divers environnements terrestres, côtiers et marins 
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profonds (Rodríguez-Minguela et al., 2009). Au total, l’analyse de séquences d’intégrases 

obtenues à partir de ces études et de l’étude des génomes de bactéries séquencés (Boucher 

et al., 2007) a révélé près de 400 phylotypes d’intégrase. Ceci suggère donc une très grande 

diversité des séquences d’intégrase, jusqu’alors sous-évaluée, du fait de la prédominance des 

études sur les intégrons dits cliniques (Rapa et Labbate, 2013). Or, les intégrons cliniques 

semblent loin d’être prépondérants dans l’environnement. En effet, lorsque des analyses 

métagénomiques basées sur la PCR ont été réalisées, les intégrons de classes 1, 2 et 3 n’ont 

pas pu être détectés dans les environnements marins (Elsaied et al., 2007, 2011, 2014 ; 

Rodriguez-Minguela et al., 2009 ; Huang, 2010), et une seule étude fait état de leur présence 

dans des environnements terrestres (Rodriguez-Minguela et al., 2009). De plus, les analyses 

de raréfaction réalisées dans des ces études montrent qu’une part minime de la diversité des 

intégrases est estimée (Elsaied et al., 2011). Ainsi, au cours de ces dernières années, certains 

auteurs ont pointé du doigt le manque de connaissances sur la diversité des intégrases et des 

intégrons en général (Rapa et Labbate, 2013 ; Gillings, 2014). 

Il a toutefois pu être mis en évidence que la diversité des intégrases pourrait être influencée 

par l’environnement. Ainsi, la phylogénie de l’intégrase codée par des gènes intI portés par 

des bactéries dont le génome a été séquencé, a permis de mettre en évidence 3 grands 

groupes d’intégrases, basés sur l’environnement dans lequel ils sont retrouvés : (i) un groupe 

d’intégrases retrouvés chez les Proteobacteria du sol et d’eau douce, (ii) un groupe 

d’intégrases portés par des γ-proteobacteria de milieux marins et d’intégrases retrouvés dans 

des éléments intégratifs et conjugatifs (ICE) SXT et sur le plasmide pRSV1 des Vibrio et (iii) un 

groupe d’intégrase pour lesquelles le gène intI est orienté dans le même sens que le reste de 

l’intégron (Mazel, 2006 ; Boucher et al., 2007 ; Cambray et al., 2011 ; Gillings, 2014).  

De plus, une analyse phylogénétique des intégrases obtenues entre 2 sites similaires situés 

dans deux importantes régions portuaires (Suez et Tokyo) a montré des embranchements 

distincts, suggérant également une influence géographique (Elsaied et al., 2011).  

A ce stade, les limites des conclusions que l’on peut tirer s’arrêtent là, montrant le manque 

de connaissances que nous avons sur les intégrons environnementaux, nous empêchant 
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d’appréhender les facteurs influençant la diversité des intégrons et par conséquent de 

comprendre leur rôle chez les bactéries de l’environnement. 

3.2.b. Diversité des cassettes dans les environnements autres que cliniques 

L’analyse des cassettes de gène obtenues à partir des génomes de Vibrio séquencés (Boucher 

et al., 2007) et à partir de banques réalisées sur les métagénomes de différents 

environnements tels que les sols, sédiments côtiers contaminés, cheminées hydrothermales, 

sédiments d’une fosse marine, sédiments d’eau douce et d’estuaire (Stokes et al., 2001 ; 

Koenig et al., 2008, 2009 ; Elsaied et al., 2007, 2011, 2014 ; Wright et al., 2008) a permis 

d’identifier environ 5000 cadres de lecture contenus dans des cassettes de gène. Ces analyses 

montrent qu’environ 80% des cassettes de gènes codent de putatives protéines de fonctions 

encore inconnues. Par ailleurs, lorsqu’un domaine ou une fonction ont pu être identifiés, la 

diversité des fonctions codées s’est avérée importante. Elles correspondent à des fonctions 

cellulaires ou métaboliques (Stokes et al., 2001 ; Boucher et al., 2007 ; Elsaied et Maruyama, 

2011) telles que des acétyl ou méthyl transférases, des méthylases, des phosphotransférases, 

thio-transférases ou des régulateurs transcriptionnels, pour n’en lister que quelques-unes. 

Peu de cassettes de gène habituellement retrouvées dans les intégrons dits cliniques ont pu 

être séquencées à partir de métagénomes environnementaux, quand les intégrons de classe 

1 n’étaient pas spécifiquement ciblés (Rosser et Young, 1999 ; Stokes et al., 2001 ; Koenig et 

al., 2009 ; Elsaied et al., 2011). Par ailleurs, des analyses de raréfaction réalisées sur les 

banques de clones ont montré que l’échantillonnage de séquences obtenues était loin d’être 

représentatif de la diversité totale en cassettes de gène (Stokes et al., 2001 ; Elsaied et al., 

2007 ; Koenig et al., 2008, 2009). Il a ainsi été estimé que dans un environnement donné, le 

nombre de séquences différentes pourraient être compris entre 2000 (pour un sol, Michael 

et al., 2004) à 3000 (pour des échantillons côtiers, Koenig et al., 2008). En comparaison, la 

totalité des cassettes de gènes portés par l’ensemble des intégrons cliniques connues à ce 

jour ne représentent qu’un peu plus d’une centaine de gènes (Partridge et al., 2009). Le 

réservoir de cassettes de gène environnementales est donc bien plus important que celui que 

représentent les intégrons cliniques et reste en grande majorité inexploré. Pourtant, il est 
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plus que probable que, parmi ces cassettes, on puisse retrouver des fonctions 

potentiellement adaptatives. 

En effet, certaines fonctions portées par des cassettes de gène ont pu être reliées avec les 

conditions physico-chimiques (Nemergut et al., 2004 ; Koenig et al., 2008, 2009) Ceci suggère 

que certains intégrons pourraient être impliqués dans la réponse des bactéries face à des 

perturbations de leur milieu. En 2004, Michael et al., ont observé des similarités dans le pool 

de cassettes de gène d’environnements proches et ont suggéré l’existence de groupes de 

cassettes de gène co-associés. De plus, Koenig et al., (2008), ayant réalisé l’une des plus 

importantes études de séquençage de cassettes de gène faites à ce jour, a permis de montrer 

des cassettes de gène similaires dans 2 écosystèmes géographiquement éloignés mais 

présentant le même type de pression de contaminants. Ils ont ainsi émis l’hypothèse de 

l’existence d’un écotype de cassettes de gène. Cette hypothèse est soutenue par Wright et 

ses collaborateurs (2008) qui ont conclu que des pressions de sélection différentes 

mèneraient à des diversités en cassettes de gène différentes. 

Ces corrélations entre fonctions et contaminants présents dans le milieu n’ont toutefois pu 

être mises en évidence que lorsqu’un large séquençage a été réalisé. Par ailleurs, ces 

approches de séquençages qui utilisent des amorces ciblant les sites attC ne permettent pas 

l’analyse de la première cassette de gène, celle qui devrait être le dernier évènement 

potentiellement adaptatif face à une pression de sélection (Huang et al., 2009 ; Elsaied et al., 

2011). Malheureusement, l’importante dégénérescence du site attI et les variations de la 

séquence de intI rendent difficile une amplification de cette première cassette de gènes. 

Plusieurs approches ont été développées (Huang et al., 2009 ; Elsaied et al., 2011, 2013) mais 

souvent difficiles à mettre en œuvre. 
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1) Origine des échantillons 

1.1. Sédiments d’eau douce prélevés dans le bassin du Gave de Pau 

Des sédiments ont été prélevés entre le 28 juin et le 5 juillet 2011 depuis la berge au niveau 

de plusieurs sites situés dans le bassin de l’Adour dans la région de Pau (43°32’N, 0°45’W). 

Ces lieux ont été choisis pour leur niveau d’anthropisation différents (Figure II-1) : 

- boue active d’une station d’épuration (WWTP) 

- sédiments prélevés à la sortie des eaux traitées de la station d’épuration 

(Effluent) 

- sédiments d’un effluent industriel provenant d’un ancien site industriel dans 

lequel de forts taux de métaux ont été mesurés (Mar) 

- sédiments d’une rivière ayant connu ponctuellement un taux élevé d’arsenic 

(Osm). 

Des prélèvements ont également été effectués dans le Gave de Pau en aval de ces lieux 

(Gave1, 2 et 3, Figure II-1). Le site de référence pour cette étude est un ruisseau a priori non-

anthropisé (Lou, 43°08’N, 0°07’W) qui est aussi le site choisi pour réaliser les microcosmes 

décrits ci-dessous (paragraphe III-1.3). Les sédiments ont été caractérisés en termes de 

concentrations en métaux (Abella et al., 2015). 

Figure II-1 : Localisation des sites d'échantillonnage du bassin du Gave de Pau (d’après Abella et al., 2015). 



 

Justine Abella                                                                                                                                       Matériel & méthodes 

44 

 

1.2. Sédiments côtiers prélevés dans la région de Rovinj (Croatie) 

Les sédiments ont été prélevés le 8 août 2011, au niveau de 4 sites situés dans la région 

côtière de Rovinj (Croatie) (Figure II-2). Les sites sont sous influence de différents types de 

pollution. Le site Luka est situé dans le port de la ville de Rovinj (environ 12 000 habitants, la 

population pouvant doubler durant la période touristique), utilisé pour les activités locales de 

pêche et de plaisance. Le site Marina est localisé proche de la ville de Rovinj entre le port local 

et un petit chantier naval. Le site Vani est situé au nord de Rovinj, à l’entrée du canal de Lim, 

aussi appelé baie de Lim. Le site Sredina est localisé au milieu de la baie de Lim et représente 

un environnement marin propre, non pollué et protégé, avec peu de tourisme et une faible 

activité de pisciculture (Figure II-2). 

 
Figure II-2 : Localisation des sites d'échantillonnage dans la région de Rovinj : port de Luka (N45°04′46, 
E13°38′03), Marina (N45°04′37, E13°37′59), Sredina (N45°08′02, E13°37′31), et Vani (N45°07′49, E13°40′15) 
(d’après Duran et al., 2015). 

Les échantillons ont été prélevés depuis un bateau et les sédiments ont été récoltés en 

surface à une profondeur comprise entre 5 et 32 m. Une fois à bord, du sédiment des 5 

premiers cm de la couche supérieure ont été répartis dans des cryotubes, rapidement 
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refroidis et stockés à -80°C. Les sédiments ont été caractérisés en terme de granulométrie et 

de concentrations en métaux et polluants (Duran et al., 2015 ; Tableau I-2). 

Tableau II-1 : Caractéristiques physico-chimiques des sédiments prélevés dans la région côtière de Rovinj. 
Dans un esprit de synthèse, tous les paramètres mesurés n’ont pas été reportés dans le tableau, et les données 
complètes sont publiées par Duran et al., (2015). 

Paramètres physico-chimiques Luka Marina Vani Sredina 
Granulométrie     

Gravier (%) 13,04 0,74 0,227 0,41 

Sable (%) 67,32 54,17 5,44 4,55 

Composés argilo-limoneux (%) 19,64 45,09 94,29 95,04 

Eau (%) 15,7 20,5 29,3 31,4 

Métaux (mg/kg d.m.)     

As 9,22 23,44 8,12 13,85 

Cd 0,26 0,09 0,08 0,09 

Cu 69,95 30,59 13,77 18,45 

Pb 24,38 6,95 1,83 1,35 

Zn 115,60 50,66 71,75 88,00 

Cr 22,49 26,31 76,11 98,14 

Métaux totaux (mg/kg) 7593,2 11367,41 18820,18 24179,12 

PAH (µg/kg)     

Benzo[a]pyrène 874,10 865,30 278,40 2,00 

PAHs totaux (mg/kg) 10,609 9,867 4,555 0,028 

PCB (mg/kg)     

Arochlore 1260 0,28 0,17 0,06 0,02 

 

1.3. Microcosmes de sédiments d’eau douce 

Des microcosmes ont été réalisés le 8 février 2011 à partir de sédiments prélevés dans un 

ruisseau forestier à priori non impacté par les activités anthropiques dans la région entre 

Lourdes, Pontacq et St Pé de Bigorre (43°08’N, 0°07’W) le 4 février 2011 et maintenus à 4°C 

jusqu’à la mise en place de l’expérimentation. 1750 mL de sédiment ont été tamisés en 

ajoutant 650 mL d’eau milliQ afin d’obtenir 2400 mL d’une suspension de sédiment 

homogène. Les microcosmes ont ensuite été mis en place avec 11 mL de suspension de 

sédiments, 5 mL d’eau du ruisseau pour les conditions contrôle ou 4 mL d’eau du ruisseau et 

1 mL d’eau contenant un polluant. Le sédiment et l’eau ont été homogénéisés puis les 

microcosmes ont été laissés à stabiliser jusqu’à décantation. Chaque condition a été réalisée 

en 21 répétitions afin que des triplicatas soient sacrifiés à chaque temps d’échantillonnage. 

Les sédiments ont alors été conservés à -80°C jusqu’à extraction de l’ADN ou analyse 
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chimique. Les dates d’échantillonnage ont été définies à 0, 1, 7, 30, 90, 181 jours et 358 jours. 

Trois catégories de pollutions (métallique, organique et antibiotique) ont été réalisées : 

arsenic (50-50 arsénites et arséniate), benzo[a]pyrène et triméthoprime. Les concentrations 

ont été choisies en fonction des niveaux de pollution rapportés dans la littérature dans des 

sédiments environnementaux (Tableau II-2). 

Tableau II-2 : Concentrations finales des polluants dans les microcosmes, basées sur les données 
environnementales de la littérature 

Polluants 
Concentration  

(mg.L-1)  
Données de la littérature  

Arsenic  200  

seuil de qualité = 22 mg.kg-1 (US EPA, 2008)  
contaminations observées :  

sédiments côtiers 78 mg.kg-1 (Rotkin-Ellman et al., 2010))  
drainage minier acide : 350 mg.L-1 (Bertin et al., 2011) 

Benzo[a]pyrène 20  
seuil de qualité = 1 mg.kg-1 poids s (Johnson, Collier and Stein 2002)  

contaminations observées : 
 sédiments côtiers 5,2 mg.kg-1 (Oros, Collier and Simoneit 2007) 

Triméthoprime 1  
MIC = 1 mg.L-1 (Vickers et al., 2009) 
concentration de travail = 5 mg.L-1  

1.4. Mésocosmes de sédiments côtiers contaminés par du pétrole 

Dans le cadre du projet ANR-CESA DECAPAGE (2011-2015 ; In depth caracterization of HC-

degradation capacities of marine sediment microbial communities : adaptation, metabolic 

processes and influence of oxygenation regimes), des mésocosmes de sédiments ont été mis 

en place au CEDRE (Centre de Documentation, de Recherche et d’Expérimentations sur les 

pollutions accidentelles des eaux) à partir de janvier 2012. Les sédiments ont été prélevés à 

l’Aber-Benoît à Tréglonou (N 48° 33′12.40″; W 4° 32′8.69″, Finistère ; Figure II-3). Ce site a été 

choisi car il est situé dans une réserve et considéré comme faiblement pollué par des 

hydrocarbures. En effet, même si l’Aber Benoit a été pollué par le pétrole de l’Amoco Cadiz 

en mars 1978, aucune trace de pollution par hydrocarbures n’a été détectée depuis 1990. 

Seuls des hydrocarbures biogéniques à raison de 4mg/g de sédiment s ont pu être détectés 

dans les 2 premiers cm du sédiment lors d’un précédent projet (projet ANR-SEST Dhyva 2007-

2010 : Dégradation d’HYdrocarbures dans les VAsières). Par ailleurs, la salinité mesurée était 

d’environ 3,5‰ soit équivalente à celle de l’eau de mer. 
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Figure II-3 : Localisation géographique du site de prélèvement dans l'aber Benoît au niveau de la commune 

de Tréglonou (d’après Terrisse, 2014).  : Limite de la zone sous influence océanique.  : Site de prélèvement. 

Douze mésocosmes ont été mis en place à partir de blocs de vases prélevés de manière à 

préserver leur structure et placés dans des bacs d’environ 30 L sur une membrane géotextile 

(Figure II-4). Chaque mésocosme est relié à un dispositif construit par le CEDRE alimenté en 

eau de mer filtrée sur sable et traitée aux UV permettant de simuler des cycles de marées de 

12h et a été pollué ou non par du pétrole (OURAL étêté à 110°C) à raison de 24 ± 4 mg/g de 

sédiment s réparti sur les 2 premiers cm de sédiments. Les mésocosmes pollués ont été 

soumis, en triplicatas, à trois conditions différentes : 

- 3 mésocosmes contaminés sans remaniement du sédiment (condition Pétrole) ; 

- 3 mésocosmes contaminés par du pétrole et remaniés par hersage sur les 7 premiers 

centimètres de sédiments deux fois par semaine tout au long de l’incubation 

(condition Pétrole + hersage) afin de mimer le hersage, technique parfois utilisée 

comme stratégie de bio-remédiation de plages polluées par des produits pétroliers ;  



 

Justine Abella                                                                                                                                       Matériel & méthodes 

48 

 

- 3 mésocosmes contaminés par du pétrole et bio-augmentés par ajout d’organismes 

fouisseurs, Hediste diversicolor (1267 ±16 individus.m-2) (condition Pétrole + Hediste) 

afin d’accroître la macrofaune bioturbatrice. 

 
Figure II-4 : Dispositif expérimental recréant le cycle des marées mis en place pour l'incubation de 

sédiments côtiers non-déstructurés sous différents traitements de remaniement du sédiment (Hangar 
expérimental du CEDRE, Brest). 

Des échantillons de sédiments ont été prélevés à 0, 1, 1,5, 2 mois d’incubation puis tous les 

mois jusqu’à la fin de l’incubation de chaque mésocosme. Un suivi des hydrocarbures 

(pristane et phytane) par GC-MS a été réalisé et les incubations ont été stoppées lorsqu’une 

biodégradation a pu être observée dans les mésocosmes. Ceci a permis l’obtention de 3 

communautés bactériennes hydrocarbonoclastes et adaptées au pétrole. Les mésocosmes 

ont été stoppés lorsque la capacité de biodégradation a pu être observée : pour la condition 

Pétrole + Hersage, après 150 jours d’incubation, soit en juin 2012 ; pour la condition Pétrole, 

début octobre 2012 ; pour la condition Pétrole + Hediste, mi-novembre 2012. Au même 

moment, les mésocosmes contrôle sans contamination par du pétrole ont été arrêtés. 

1.5. Bioréacteurs de sédiments côtiers 

Une expérimentation en bioréacteurs a été réalisée sur les 3 communautés 

hydrocarbonoclastes obtenues à partir des incubations en mésocosmes décrits ci-dessus 



 

Justine Abella                                                                                                                                       Matériel & méthodes 

49 

 

(paragraphe III-1.4). Des suspensions de sédiments (20% m/v) provenant de la partie 

supérieure (6 premiers centimètres) des différents mésocosmes ont été réalisées par dilution 

dans du milieu d’eau de mer naturelle (eau de mer filtrée, 24 mM de bicarbonate, 0,4 .10-3 M 

de phosphate de potassium, 0,2 g.L-1 de chlorure d’ammonium et 1 mL.L-1 de vitamine V7 

(Pfennig et al., 1981 ; pH = 7,2)). Les suspensions ont ensuite été incubées durant 15 jours en 

bioréacteurs, sous agitation permanente et soumises, en triplicatas, à des régimes 

d’oxygénation différents (Figure II-5) : 

- anoxique (alimenté en N2) 

- oxique (alimenté en O2) 

- oscillation oxique/anoxique (O2 entre les 7ème et 8ème jours, et entre les 10ème et 11ème 

jours, N2 le reste du temps). 

Un nouvel ajout de pétrole (5000 ppm par réacteur) a été réalisé au 5ème jour d’incubation 

(Figure II-5). 

 
Figure II-5 : A : Schéma descriptif du plan expérimental des incubations en bioréacteurs de chaque sédiment pollué 
issu des mésocosmes, sous des conditions oscillantes anoxie/oxie, d’anoxie permanente ou d’oxie permanente. B : 
Photographie d’un bioréacteur. C : Représentation schématique d’un bioréacteur (modifié à partir de Terrisse et 
al., 2014). 1, Entrée pour injection d’air ou d’azote gazeux filtré ; 2, Entrée pour la sonde de mesure de l’oxygène 
dissous et de la température ; 3, Entrée pour la sonde de mesure du pH et du potentiel d’oxydo-réduction ; 4, 
Emetteur relié aux sondes ; 5, Tube de prélèvement relié à une seringue ; 6, Système d’agitation. 
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Des échantillons des bioréacteurs ont été prélevés à différents temps au cours de 

l’incubation. Après ajout d’une solution stabilisatrice de l’ARN (tampon acétate à 1M saturé 

en phénol et éthanol 100%), ils ont été conservés à -80°C jusqu’à l’analyse. 

1.6. Consortia 

A partir des suspensions de sédiment des bioréacteurs en conditions oscillantes, des cultures 

d’enrichissement ont été réalisées afin d’obtenir des consortia en conditions de sulfato-

réduction (Figure II-6). Pour cela, les suspensions de sédiment ont été diluées dans de l’eau 

de mer (décrit paragraphe I - 1.5) avec un facteur de 10-4 à 10-6. Par la suite, les suspensions 

diluées de sédiments ont été réparties en flacons pénicilline fermés hermétiquement afin 

d’assurer des conditions anoxiques, avec comme source de carbone la fraction saturée ou 

aromatique du pétrole Oural (Vazquez et Mansoori, 2000). Les cultures ont été incubées à 

l’obscurité et à température ambiante. Deux repiquages ont ensuite été réalisés, avec 10% 

d’inoculum (v/v) (Figure II-4). A l’issu du deuxième repiquage, une extraction d’ADN et une 

PCR ciblant le gène intOPS ont été réalisées. Une amplification a été obtenue dans 31 des 32 

consortia testés. Deux produits de PCR ont été séquencés afin de confirmer qu’il s’agissait 

bien du gène intIOPS. Par la suite, 4 consortia ont été sélectionnés en fonction des 

observations microscopiques des cultures : 3 consortia avec la fraction aromatique (nommés 

HC ARO E1, HC ARO A5 et HC ARO D4), et 1 consortium avec la fraction saturée (HC SAT H7). 

Ces consortia ont été repiqués dans 10 mL de milieu multi-substrat contenant 0,1 mg.L-1 de 

fraction saturée ou aromatique, 4 g.L-1 de Na2SO4, 0,2 g.L-1 de NH4Cl, 1 mM d’octanoate de 

sodium, 5 mM d’acétate de sodium, 5mM de lactate de sodium, 0,05 g.L-1 d’extrait de levure, 

1 mL.L-1 de solution d’éléments traces SL12 (Overmann et al., 1992), 1 mL.L-1 de solution de 

sélénite tungstate (Widdel et Bak, 1992), 1 mL.L-1 de résazurine, 0,4 mM de tampon 

phosphate de potassium pH 7.2, 1 mL.L-1 de solution de vitamines V7 (Pfennig et al., 1981), 

150 µM de Na2S2O4. Le consortium HC ARO D4 a été choisi pour être repiqué dans un volume 

de 300 mL milieu multi-substrats avec hydrocarbures avec une dilution au 100e dans le but 

d’extraire une grande quantité d’ADN pour caractériser les séquences de l’intégron porteur 

du gène intIOPS. 
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Figure II-6 : Schéma récapitulatif de l’incubation en bioréacteurs à l’obtention de cultures simplifiées de 

microorganismes se développant sur hydrocarbures (d’après Fanny Terrisse, données personnelles). 
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2) Méthodes moléculaires 

2.1. Extraction des acides nucléiques 

2.1.a. Extraction de l’ADN métagénomique de sédiments 

L’ADN total a été extrait à partir de sédiments d’eau douce ou côtiers. Dans le cas d’un 

sédiment d’eau douce, l’extraction a été réalisée à partir de 0,70 g de sédiment. Pour les 

sédiments côtiers, 0,25 mg de sédiments ont été centrifugés à 5000 x g pendant 15 min et la 

phase aqueuse a ensuite été éliminée. L’extraction s’est ensuite déroulée de la même 

manière pour les 2 types de sédiment, à l’aide du kit commercial PowerSoil® DNA Isolation Kit 

(MoBio Laboratories) selon les recommandations du fournisseur. Les ADN métagénomiques 

ont été conservés à -20°C jusqu’à utilisation. 

2.1.b. Extraction de l’ADN métagénomique à partir des consortia 

L’extraction de l’ADN métagénomique à partir des consortia bactériens a été réalisée à l’aide 

du kit PowerSoilTM DNA Isolation (MoBio Laboratories). Trois tubes de 1,5 mL de culture 

cellulaire ont été centrifugés pendant 15 min à 10 000 x  g puis le surnageant a été éliminé. 

Un des culots cellulaires a ensuite été resuspendu avec 100 µL de solution contenue dans un 

tube PowerBead puis le tout a été transféré dans le tube PowerBead. Les 2 autres culots ont 

été conservés à -20°C et utilisés si une quantité d’ADN plus importante était nécessaire. La 

suite du protocole a été réalisé selon les recommandations du fournisseur, sauf si le 

surnageant obtenu après la centrifugation après ajout de la solution C2, faisait plus de 600 µL, 

alors 2 tubes ont été utilisés pour les étapes avec les solutions C3 et C4. Une seule colonne a 

par la suite été utilisée pour les 2 tubes d’un même échantillon.  

2.2. Construction des banques de séquences de IntI et de cassettes de 
gène 

2.2.a. Amplification des gènes intI et des cassettes de gène à partir du 
métagénome 

La réaction de PCR est préparée dans un volume réactionnel final de 50 µL contenant l’ADN 

matrice, 0,4 µM de l’amorce ICC32 et 4 µM de l’amorce ICC36 pour l’amplification du gène 
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intI, et 4 µM des amorces ICC1 et ICC4 pour l’amplification des cassettes de gène (Tableau 

II-3), 1X de MasterMix Amplitaq Gold 360 (Applied Biosystems). Les amplifications PCR ont 

été réalisées dans un thermocycleur (PTC-100, MJ Research) selon le protocole suivant : une 

étape de dénaturation de l’ADN de 10 min à 95°C, puis 35 cycles comprenant 1 min de 

dénaturation à 95°C, 45 s d’hybridation à la température d’hybridation des amorces et 1 min 

d’élongation à 72°C, et enfin 10 min d’élongation finale à 72°C. 

Tableau II-3 : Récapitulatif des amorces utilisées en PCR et qPCR. 

Cible Amorce Séquence 
Taille du 
fragment 

(pb) 

Thybridation 

(°C) 
Référence 

intI 

ICC32 GCC AAC GGN AAA CGK ATG C 

~800 55 

Inverse complémentaire 
de ILH72  

(Gillings et al., 2005) 

Int948R NAR TAC RTG NGT RTA DAT CAT NGT (Elsaied et al., 2007) 

Cassettes 
de gène 

ICC1 GCS GCT KAN CTC VRR CGT TAG SG 
variable 55 (Stokes et al., 2001) 

ICC4 TCS GCT KGA RCG AMT TGT TAG VC 

intI1 
qIntI1F ACC AAC CGA ACA GGC TTA TG 

285 57 (Wright et al., 2008) 
qIntI1R GAG GAT GCG AAC CAC TTC AT 

intIOPS 
ICC62 GAC CCT CAA CCG AAC GGT TTC 

424 50 Cette étude 
ICC81 CGA AAC TTC TGG ATC AAG TGA GGG 

ARNr 16S 
bactérien 

338F ACT CCT ACG GGA GGC AGC AG 
181 55 (Lane, 1991) 

518R ATT ACC GCG GCT GCT GC 

ARNr 16S 
bactérien 

63F CAG GCC TAA CAC ACT GCA AGT C 
1300 58 (Marchesi et al., 1998) 

1387R GGG CGG WGT GTA ACA AGG C 

2.2.b. Purification et sélection par la taille des amplicons à cloner 

i.  Purification des produits de PCR sur le gène intI 

Une amplification aspécifique d’un fragment d’environ 700 pb étant parfois observée, les 

amplicons sont purifiés sur gel d’électrophorèse à 1% d’agarose et la bande correspondant 

au fragment du gène intI d’une taille de 800 pb est découpée et purifiée avec le kit GFXTM 

DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare) selon les instructions du fournisseur. 
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ii.  Sélection selon la taille des cassettes de gène amplifiées sur gel 
d’électrophorèse 

La taille des cassettes de gène amplifiées variant de manière importante, il était important de 

s’affranchir du risque que les plasmides se referment seulement sur les amplicons de petites 

tailles ce qui empêcherait de pouvoir caractériser des cassettes de gène portant des 

potentiels cadres de lecture. Une sélection de taille a donc été réalisée par migration des 

produits de PCR sur un gel électrophorèse à 1%, puis découpe du gel à la taille choisie et enfin 

purification avec le kit GFXTM DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare) selon les 

instructions du fournisseur. Pour chaque produit de PCR, deux gammes de tailles ont été 

purifiés : de 400 à 600 pb et de 600 à 800 pb. 

2.2.c. Ligation et transformation 

Les clonages ont été réalisés à l’aide du kit commercial de clonage pGEM-T easy (ProMega) 

selon les recommandations du fournisseur. La ligation a été réalisée avec 2 µL de la solution 

de fragments obtenus après amplification et purification. La souche E. coli JM109 chimio-

compétente a été utilisée comme cellule hôte. Pour la construction de banques de séquences 

de IntI et de cassettes de gène, la phase d’incubation en milieu Luria Bertani LB liquide 

(Tryptone, 10 g.L-1 ; extrait de levure, 5 g.L-1; NaCl, 5 g.L-1) des clones après le choc thermique 

a été écourtée à 1 h au lieu de 1 h 30 comme conseillé dans le kit, afin d’éviter que certains 

clones commencent à se diviser et donc l’induction d’un biais dans l’abondance de certaines 

séquences. Les clones recombinants ont été sélectionnés sur milieu LB solide avec ajout 

d’ampicilline à 100 g.mL-1, d’IPTG à 40 g.mL-1et de X-gal à 40 g.mL-1, après une nuit 

d’incubation à 37°C et 4 h à 4°C dans le but d’obtenir une coloration plus forte des colonies. 

2.2.d. Criblage des clones et amplification des inserts 

Afin de vérifier la présence du fragment d’intérêt dans les plasmides, une amplification de 

l’insert a été réalisée directement sur les cellules bactériennes, en parallèle du repiquage des 

clones sur milieu LB solide, avec ajout d’ampicilline (100 g.mL-1), d’IPTG (40 g.mL-1) et de X-

gal (40 g.mL-1). La réaction de PCR est préparée dans un volume réactionnel final de 50 µL 

contenant 0,4 µM des amorces M13F et M13R, 0,1 mM de dNTP, 1X de ThermoPol Buffer et 
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2,5 U de Taq DNA Polymerase. Les étapes de PCR sont les suivantes : 12 min à 95°C, 30 cycles 

de 1 min à 95°C, 45 s à 55°C et 1 min à 72°C, puis 10 min à 72°C. La taille et la quantité d’inserts 

amplifiés ont été contrôlées par électrophorèse sur gel d’agarose à 1%. 

2.2.e. Séquençage selon la méthode Sanger et analyses des séquences 

Le séquençage des produits PCR a été sous-traité par le prestataire GATC Biotech et a été 

réalisé sur chaque produit d’amplification à partir de la région du promoteur T7 du vecteur, 

après vérification sur gel de la qualité et de la quantité d’amplicons. Les séquences du gène 

intI et des cassettes de gène obtenues ont été éditées à l’aide du logiciel Sequencer. Les 

séquences de gènes intI ont ensuite été alignées grâce au logiciel BioEdit. Les séquences 

protéiques IntI ayant plus de 98% d’identité ont été regroupées en Unités Taxonomiques 

Opérationnelles (OTUs) à l’aide du logiciel DOTUR (Schloss et Handelsman, 2005). Les 

séquences de cassettes de gène ont quant à elles été analysées comme décrits au 

paragraphe I - 4). 

2.2.f. Analyses phylogénétiques des séquences de IntI 

Un blastP des séquences IntI obtenues au cours des différentes expérimentations a été réalisé 

contre les séquences connues dans la base de données nr. Un fichier contenant les 5 

premières hit-séquences pour chaque séquence IntI analysées a été généré. A partir de ce 

fichier, les numéros d’accession ont été récupérés et collés dans un fichier .txt et un fichier 

fasta contenant toutes les séquences a pu être généré grâce à l’outil Batch Entrez disponible 

sur le site du NCBI. 

Les séquences ont ensuite été alignées grâce au logiciel Muscle version v3.8.31 (Edgar, 2004). 

Les régions peu conservées ont ensuite été éliminées grâce au programme Gblocks 

(Castresana, 2000). Différents niveaux de stringence sont disponibles et ont été testés. Les 

paramètres par défaut ont été gardés. Les arbres ont ensuite été construits avec la méthode 

de l’estimation du maximum de vraisemblance (ou « maximum-likelihood ») et des valeurs de 

bootstrap ont été calculées pour 500 simulations à l’aide du logiciel MEGA4.1. Les arbres ont 

été enracinés avec une séquence d’une transposase Tnp, protéine qui n’appartient pas à la 

famille des tyrosines recombinases. 
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2.3. Quantification de gènes par PCR quantitative (qPCR) 

2.3.a. Protocole de PCR en temps réel 

Les amplifications en temps réel des gènes intIOPS, intI1, et du gène de l’ARNr 16S à partir 

des ADN métagénomiques ont été effectuées en duplicatas à l’aide du kit Light Cycler 480 

SYBR green Master I (Roche) selon le protocole du fournisseur. La réaction a été réalisée dans 

un volume final de 10 µL contenant 2,5 µL d’ADN dilué au 1/10ème, au 1/50ème ou au 1/100ème 

après détermination du meilleur ratio de dilution, 0,4 µM de chacune des amorces (Tableau 

II-3) et 5 µL du mélange enzymatique. Les amplifications ont été réalisées sur l’appareil de 

PCR en temps réel LightCycler 480 (Roche) selon le programme suivant : 5 min à 95°C, puis 

40 cycles de 3 étapes : 15 s à 95°C, 15 s à la température d’hybridation des amorces et 20 s à 

72°C à la fin desquelles la fluorescence est mesurée. Une courbe de dissociation des produits 

de PCR obtenus a été réalisée à la fin de chaque amplification. Pour cela, une rampe de 

température de 64°C à 95°C est effectuée durant laquelle la fluorescence est mesurée. Les 

résultats obtenus ont été analysés à l’aide du logiciel LightCycler® Adapt Software (Roche) qui 

permet la quantification des gènes ciblés à partir des gammes étalons d’ADN standard. La 

pureté des produits de PCR a été vérifiée par l’observation d’un unique pic de fusion après 

analyse des courbes de dissociation et par électrophorèse sur gel d’agarose. 

2.3.b. Réalisation d’un standard externe pour la quantification 

Un standard externe pour l’amplification de chaque gène d’intérêt a été réalisé à partir d’une 

solution d’ADN plasmidique recombinant contenant une séquence similaire à celle de la cible 

à quantifier et dont la concentration est connue. Cette solution est obtenue à partir d’une 

culture d’un clone obtenu après clonage d’un fragment de PCR du gène cible plus grand que 

le fragment amplifié en qPCR. Cette première PCR a été réalisée est préparée dans un volume 

réactionnel final de 50 µL contenant l’ADN matrice, c’est-à-dire de l’ADN métagénomique 

dans lequel le gène cible a été retrouvé (boue de station d’épuration pour intI1 et pour le 

gène de l’ARNr 16S et ADN métagénomique extrait des mésocosmes de sédiments côtiers 

contaminés par du pétrole pour intIOPS), 0,4 µM des amorces (Tableau II-3), 1X de MasterMix 

Amplitaq Gold 360 (Applied Biosystems). Les amplifications PCR ont été réalisées dans un 

thermocycleur (PTC-100, MJ Research) selon le protocole suivant : une étape de dénaturation 
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de l’ADN de 10 min à 95°C, puis 40 cycles afin d’obtenir une solution concentrée en fragments 

d’intérêts pour améliorer l’efficacité du clonage, comprenant 1min de dénaturation à 95°C, 

45 s d’hybridation à la température d’hybridation des amorces et 1min d’élongation à 72°C, 

et enfin 10 min d’élongation finale à 72°C. Une purification sur gel et le clonage du fragment 

d’intérêt ont été réalisés de la même manière que décrit au paragraphe II - 2.2. 

Après une nuit d’incubation à 37°C, une PCR de vérification de la présence d’un insert de la 

bonne taille a été réalisée sur 5 clones, en même temps qu’ils ont été repiqués sur milieu LB 

solide (comme décrit au paragraphe I - 2.2.d). 30 µL de produits d’amplification ont été 

ensuite séquencés en Sanger par le sous-traitant GATC Biotech et la séquence a été comparée 

aux séquences connues du gène cible, afin de confirmer l’identité du fragment amplifié et 

cloné. Les clones sélectionnés ont également été repiqués en milieu liquide, dans 30 mL de 

LB avec une concentration finale d’ampicilline de 100 mg.mL-1 et incubés pendant 24 h à 37°C 

sous agitation (150 rpm). 

Une extraction des plasmides a été réalisée à l’aide du kit MiniPrep DNA (QIAGEN) selon les 

instructions du fournisseur à partir de 3 mL de cultures liquides obtenues et centrifugées à 

10 000g pendant 10 min. L’extraction a été vérifiée par électrophorèse sur gel d’agarose à 

0,8%. Les plasmides ont ensuite été linéarisés par digestion réalisée en triplicatas dans un 

volume final de 20 µL pour 10 µL de solution plasmidique et 5 U d’enzymes PstI (NEB) pour 

intI1 et le gène de l’ARNr 16S et NdeI (NEB) pour intIOPS qui possède un site de restriction 

PstI dans sa séquence. Les solutions de digestion ont été incubées pendant 3 h au bain marie 

à 37°C. Les plasmides linéarisés ont par la suite été précipités à -20°C durant la nuit dans un 

volume d’isopropanol 100% avec 1/10e d’acétate de sodium 3 M pH 5,2, puis centrifugés 

durant 15 min à 13 000 rpm le lendemain matin. Le surnageant a été retiré et les culots ont 

été lavés avec 300 µL d’éthanol 70% froid puis de nouveau centrifugés à 13 000 rpm durant 

5 min. Le surnageant a été éliminé et les culots ont été incubés à température ambiante, 

bouchon ouvert, pour laisser évaporer les traces d’éthanol résiduelles. Enfin, les culots ont 

été resuspendus dans 50 µL d’eau stérile. 
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Les solutions plasmidiques linéarisées et purifiées ont été par la suite quantifiées au Qubit® 

fluorometer (Invitrogen) avec le kit Quant-iT dsDNA BR Assay (Invitrogen) et le nombre de 

copies du gène d’intérêt a été déterminé à l’aide la formule suivante :  

𝑁𝑜𝑚𝑏𝑟𝑒 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑝𝑖𝑒𝑠 =  
6,023 𝑥1023 ×  𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑑𝑒 𝑠𝑡𝑎𝑛𝑑𝑎𝑟𝑑 (𝑛𝑔. µ𝐿−1)

𝑀𝑀 (𝑛𝑔. 𝑚𝑜𝑙−1)
 

avec MM = masse molaire (en considérant que le poids moyen d’une paire de base est de 

650 Daltons). Un logiciel permettant le calcul du nombre de copies à partir de la 

concentration mesurée est disponible sur le site de l’Université de Rhode Island à l’adresse 

suivante : http://cels.uri.edu/gsc/cndna.html. 

2.3.c. Test de moyennes 2 à 2 

Pour l’analyse statistique des résultats de qPCR, une analyse de la variance ou Anova a été 

réalisée afin de vérifier que les échantillons suivent une loi normale et sont indépendants. La 

normalité des résidus a été testée par un test de Shapiro. Une transformation logarithmique 

des données a parfois été nécessaire. Enfin, un test de Tukey HSD (honest significant 

difference) a été réalisé pour une comparaison 2 à 2 des moyennes. Ces tests ont été réalisés 

avec le logiciel R. 

2.4. Caractérisation de la structure des communautés par T-RFLP 

2.4.a. Obtention de fragments du gène de l’ARNr 16S marqués par 
fluorochrome 

Une amplification du gène de l’ARNr 16S a été réalisée sur les sédiments étudiés. La réaction 

de PCR a été préparée dans un volume réactionnel final de 50 μL contenant 1 μL d’ADN 

métagénomique, 0,2 μM de l’amorce fluorescente 63F marquée en 5’ avec le fluorochrome 

FAM et 0,2 µM de l’amorce 1387R (Tableau II-3), 1X de MasterMix Amplitaq Gold 360 

(Applied Biosystems). Les amplifications PCR ont été réalisées dans un thermocycleur (PTC-

100, MJ Research) selon le protocole suivant : une étape de 10 min à 95°C, puis 30 cycles, 

comprenant 45 s à 95°C, 45 s à 55°C et 1 min à 72°C, et enfin 10 min à 72°C. 

http://cels.uri.edu/gsc/cndna.html
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Les produits d’amplification ont par la suite été purifiés avec le kit GFXTM DNA and Gel Band 

Purification kit (GE Healthcare) selon les instructions du fournisseur. 

2.4.b. Digestion des fragments du gène de l’ARNr 16S marqués 

Une digestion des fragments PCR purifiés a été réalisée avec les enzymes de restriction AluI 

et HhaI (NEB) pendant 3 h à 37°C à l’obscurité. La réaction a été réalisée dans un volume de 

10 μL contenant 100 ng de produits PCR purifiés, 5 U d’enzyme de restriction et 1X de 

tampon. 

2.4.c. Migration des fragments digérés du gène de l’ARNr 16S par 
électrophorèse capillaire 

Les produits de digestion ont été séparés par électrophorèse capillaire sur ABI PRISMTM 3130 

xl Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Un volume final de 10 μL a été préparé contenant 

1 μL d’ADN digéré, 0,25 μL de marqueur de poids moléculaires (GeneScanTM – 500 ROXTM 

Size Standard, Applied Biosystems) et 8,75 μL de formamide. Après une injection 

électrocinétique de l’échantillon pendant 23 s dans le capillaire contenant le gel polymère 

Pop-7 (Applied Biosystems), la migration a été effectuée sous une tension de 15 kV pendant 

20 min à 60°C. 

2.4.d. Traitement des données brutes 

Les profils obtenus ont été exportés sous forme d’une matrice de données intégrant pour 

chaque échantillon l’abondance (hauteur du pic, soit son intensité en unités de fluorescence) 

des pics détectés (T-RFs identifiés selon leur taille en pb). Les données ont été normalisées 

en divisant l’intensité de chacun des pics par l’intensité totale du signal (somme de l’intensité 

de tous les pics). Les pics dont l’intensité ne dépassait pas 1% de l’intensité totale ont été 

supprimés et une nouvelle normalisation a été réalisée. Les profils corrigés ont ensuite été 

alignés grâce au logiciel T-align (Smith et al., 2005) avec un intervalle de confiance de 0,5 afin 

d’obtenir un tableau croisé dynamique. Celui-ci a par la suite été utilisé comme matrice pour 

l’analyse statistique de la structure des communautés. 
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2.5. Etude du pool de cassette de gènes selon la taille 

2.5.a. Amplification des cassettes de gène à partir du métagénome 

Des amplifications des cassettes de gène avec des amorces ciblant les sites attC ont été 

réalisées en triplicatas sur les sédiments étudiés. Les réactions de PCR ont été préparées dans 

un volume réactionnel final de 50 μL contenant 1 μL d’ADN métagénomique, 0,2 μM de 

l’amorce fluorescente ICC1 marquée en 5’ avec le fluorochrome FAM et 0,2 µM de l’amorce 

ICC4 (Tableau II-3), 1X de MasterMix Amplitaq Gold 360 (Applied Biosystems). Les 

amplifications PCR ont été réalisées dans un thermocycleur (PTC-100, MJ Research) selon le 

protocole suivant : une étape de 10 min à 95°C, puis 30 cycles, comprenant 45 s à 95°C, 45 s 

à 55°C et 1 min à 72°C, et enfin 10 min à 72°C. 

2.5.b. Migration des cassettes de gène amplifiées et marquées par 
électrophorèse capillaire et traitements des données brutes 

Les produits de digestion ont été séparés par électrophorèse capillaire comme décrit au 

paragraphe II-2.4.c. Les profils obtenus ont été exploités comme décrit au paragraphe II-2.4.d. 

2.6. Caractérisation de l’environnement génétique du gène intIOPS par 
capture de gène et séquençage haut débit 

Afin d’étudier l’environnement génétique du gène intIOPS à partir de la séquence de 800 pb 

connue, une approche par capture de gène a été utilisée. Pour cela, des sondes ARN 

biotinylées ont été synthétisées afin de cibler la séquence connue de intIOPS de manière 

spécifique. La capture de gène a été réalisée sur des fragments d’ADN métagénomique de 

700 pb. Les fragments capturés ont par la suite été séquencés par un séquençage MiSeq 

2x300 pb (Illumina), cette approche ne nécessitant pas de chevauchement des deux lectures. 

Un assemblage des séquences obtenues a ensuite été réalisé et a permis de reconstituer la 

séquence complète du fragment de intIOPS connu ainsi que l’environnement génétique du 

gène (Figure II-7). 
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Figure II-7 : Représentation schématique du principe utilisé pour caractériser l’environnement du 

gène cible à partir du métagénome. 

Cette expérience a été réalisée en collaboration avec le groupe animé par le Pr Pierre Peyret 

de l’EA CIDAM 4678 de l’Université d’Auvergne et avec la contribution de la plateforme 

Génomique du Génopole Toulouse Midi-Pyrénées (GeT) de Toulouse. Les sondes ont été 

dessinées par le Dr Nicolas Parisot et la synthèse des sondes de capture a été réalisée par 

Clémence Desfois et Auriane Bernard avant mon arrivée à l’EA-CIDAM. Les banques d’ADN 
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ont été préparées avec Olivier Bouchez de la plateforme GeT, les étapes de capture ont été 

réalisées lors de mon séjour à Clermont-Ferrand, et enfin le séquençage des banques a été 

réalisé par la plateforme GeT. 

2.6.a.  Préparation des banques de fragments métagénomiques 

Dans un premier temps, l’ADN métagénomique de sédiments de mésocosmes, de suspension 

de bioréacteurs et de consortia ont été extraits comme décrit précédemment dans les 

paragraphes II-1.4, II-1.4 et II-1.6 respectivement et la qualité des ADN extraits a été vérifiée 

avec un lecteur Xpose™ 'Touch & Go' (Trinean). Une seconde étape de purification peut-être 

réalisée à l’aide du kit PowerSoil (MoBio Laboratories) selon le protocole suivant : après avoir 

ramené le volume d’ADN à 100 µL, 50 µL de BeadSolution (contenue dans un tube BeadTube) 

ont été ajoutés et le mélange a été agité par inversion. Puis 25 µL de solution C2 et 25 µL de 

solution C3  ont été ajoutés et le tube a été agité par inversion puis centrifugé pendant 2 min 

à 10 000 x g. Le surnageant a été transféré dans un nouveau tube et 2 volumes de solution 

C4 ont été ajoutés. Après avoir été mélangé au vortex, la solution a été déposée sur une 

colonne SpinFilter puis 500 µL de solution C5 avant d’être centrifugée 1 min à 10 000 x g. 

L’ADN a ensuite été élué avec 50 µL de solution C6 dans un nouveau tube. 

Entre 200 et 300 ng d’ADN métagénomique a ensuite été fragmenté par la plateforme GeT 

grâce à la technologie Covaris (M220 Focused-ultrasonicator™) utilisant les ultrasons afin 

d’obtenir des fragments dont la distribution des tailles est comprise entre 100 et 1500 pb et 

centrée sur 500 pb. 

Une sélection de taille a ensuite été réalisée en faisant migrer la solution d’ADN fragmenté 

sur un gel d’agarose 1% dans TBE à 100 V jusqu’à obtenir une bonne résolution. Le gel a 

ensuite été découpé de manière à prélever les ADN d’une taille centrée sur 700 pb puis l’ADN 

a été purifié avec le kit GFXTM DNA and Gel Band Purification kit (GE Healthcare) selon les 

instructions du fournisseur. 
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Une banque Illumina (ajout des demi-adaptateurs) a ensuite été construite pour chaque 

échantillon par la plateforme GeT avec le kit TruSeq Nano DNA Library Prep (Illumina) puis 

amplifiée, purifiée et analysée sur puce Agilent. 

2.6.b. Préparation des sondes de capture ARN biotinylées 

i.  Dessin des sondes 

Les sondes dessinées font 50 nucléotides et ciblent la diversité de séquences de intIOPS 

obtenues lors des travaux de thèse du Dr Lionel Huang (Huang, 2010) à l’aide du logiciel 

KASpOD (Parisot et al., 2012 ; http://g2im.u-clermont1.fr/kaspod/). Ce logiciel a utilisé 2 jeux 

de données : un fichier contenant toutes les séquences de intIOPS et un second fichier 

contenant un ensemble de séquences intI ne correspondant pas à intIOPS. Le logiciel 

sélectionne des sondes dans le premier jeu de données qui permettent de couvrir toute la 

diversité de ces séquences ciblées sans pour autant permettre de s'hybrider avec les 

séquences non-ciblées. Parmi l'ensemble de sondes sélectionnées par le logiciel une sonde 

toutes les 100 pb a été sélectionnée tout le long du gène. 

ii.  Préparation des oligonucléotides utilisés pour la synthèse des sondes 
ARN 

La synthèse des oligonucléotides d’ADN utilisés pour la création des sondes ARN (avec à 

chaque extrémité l’adaptateur A en 5’ et B en 3’, Tableau II-4) a été réalisée par Eurogentec. 

Les oligonucléotides ont été reçus sous forme lyophilisées et reprises à 100 µM dans de l’eau 

« nuclease free ». Des aliquots d’oligonucléotides diluées à 10 µM ont été réalisées et 

congelés à -20°C. 

Les oligonucléotides ont été amplifiés et le promoteur T7 a été ajouté. Les réactions de PCR 

ont été préparées dans un volume réactionnel final de 50 μL contenant 1 μL 

d’oligonucléotides, 0,2 μM des amorces T7-A et Rev-B, Platinum® Taq DNA polymerase High 

Fidelity 1X final (Invitrogen) (Tableau II-5), 2 mM de MgSO4 et 0,2 mM de dNTPs. Les 

amplifications PCR ont été réalisées dans un thermocycleur (PTC-200, MJ Research) selon le 

protocole suivant : une étape de 2 min à 94°C, puis 35 cycles comprenant 30 s à 94°C, 30 s à 

58°C et 20 s à 68°C, et enfin 5 min à 68°C. L’amplification des oligonucléotides a ensuite été  

http://g2im.u-clermont1.fr/kaspod/
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vérifiée par migration de 5 µL de produits sur gel d’agarose à 2% dans TBE à 100 V pendant 

80 min. Les amplifications étant spécifiques, les 45 µL de produits de PCR restant ont été 

purifiés avec le kit MinElute PCR purification kit (Qiagen) sur des colonnes MinElute sorties à 

température ambiante 30 min avant utilisation. Si plusieurs bandes avaient été observées, le 

reste de produits de PCR auraient dû être purifiés sur gel avec le kit Qiaquick gel extraction 

(Qiagen) sur colonnes MinElute. La qualité des oligonucléotides amplifiés et purifiés a été 

vérifiée sur gel et la quantité au Nanodrop. 

Tableau II-5 : Couples d'amorces utilisés lors de la préparation de sondes et pour la ré-amplification des 
banques après capture 

Amorces Séquences 
T° 

hybridation 
(°C) 

Etape 

T7-A GGATTCTAATACGACTCACTATAGGGATCGCACCAGCGTGT 
58 

Préparation des 
sondes : ajout de 

promoteur T7 
Rev-B CGTGGATGAGGAGCCGCAGTG 

TS-PCR 1 AAT GAT ACG GCG ACC ACC GAG A 
58 

Ré-amplification 
des banques TS-PCR 2 CAA GCA GAA GAC GGC ATA CGA G 

L’amplification des oligonucléotides a ensuite été vérifiée par migration de 5 µL de produits 

sur gel d’agarose à 2% dans TBE à 100 V pendant 80 min. Les amplifications étant spécifiques, 

les 45 µL de produits de PCR restant ont été purifiés avec le kit MinElute PCR purification kit 

(Qiagen) sur des colonnes MinElute sorties à température ambiante 30 min avant utilisation. 

Si plusieurs bandes avaient été observées, le reste de produits de PCR auraient dû être 

purifiés sur gel avec le kit Qiaquick gel extraction (Qiagen) sur colonnes MinElute. 

La qualité des oligonucléotides amplifiés et purifiés a été vérifiée sur gel et la quantité au 

Nanodrop. 

iii.  Transcription in vitro (TIV) des sondes de capture  

Un pool équimolaire des produits de PCR amplifiés-purifiés a été réalisé pour les 

oligonucléotides les moins dégénérés (intIOPS-1_4, intIOPS-200_4, intIOPS-300_8, intIOPS-

400_8, intIOPS-500_2, intIOPS-600_2 et ICC81_ext) en fonction de leur dégénérescence. 

Pour calculer la dégénérescence de chaque sonde, le nombre de combinaisons possibles a 
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été calculé. Par exemple, une base Y correspond à 2 combinaisons possibles (C ou T). Les 

nombres de combinaisons pour chaque base dégénérée présente dans la séquence doivent 

être ensuite multipliés. Si une sonde possède dans sa séquences 3 bases dégénérées donnant 

chacune 2 combinaisons possibles, la dégénérescence totale de la sonde sera donc 2*2*2=8. 

Deux TIV ont ensuite été réalisées : une sur ce pool et une autre sur la sonde hautement 

dégénérée intIOPS-100_64. 

La TIV a été réalisée sur 150 ng de pool ou de produit de PCR amplifié et purifié de la sonde 

intIOPS-100_64 avec le kit MEGAScript (Ambion) selon le protocole synthesizing biotinylated 

aRNA. Un mix a été réalisé à température ambiante contenant pour un volume réactionnel 

de 20 µL : tampon 1X final, 7,5 mM des ribonucléotides ATP, CTP et GTP, 5,625 mM de UTP 

et 1,875 mM de UTP biotinylé, 2 µL de rétrotranscriptase. Les réactions sont ensuite mise à 

incuber à 37°C dans un thermocycleur (PTC-200, MJ Research) pendant 6 h minimum voir sur 

la nuit. Le lendemain, 1 µL de TurboDNase sont ajoutés, puis les réactions sont remises à 

incuber pendant 30 min30min à 37°C. 82 µL d’eau ont été ensuite ajoutés (sans nucléases). 

Puis, 2 aliquots de 50 µL ont été préparés pour la purification. 

iv.  Purification des sondes ARN biotinylées 

Les sondes biotinylées ont été purifiées avec le kit RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen) en suivant 

les instructions du protocole « Appendix D : Purification of Total RNA Containing Small RNAs 

from Cells » en omettant l’étape D2 correspondant au passage sur la colonne gDNA-

Eliminator. La concentration des sondes ARN biotinylées purifiées ont été ensuite dosée au 

nanodrop. Leur qualité a également été évaluée sur puce Agilent. Enfin, un pool équimolaire 

des sondes a été réalisé en prenant en compte la somme totale des dégénérescences dans le 

premier pool et dans la séquence de la dernière sonde. 

2.6.c. Capture en solution 

i.  Hybridation entre les banques d’ADN et les sondes ARN biotinylées 

Les réactions d’hybridation ont été réalisées dans un tube de 0,2 mL2mL. La première étape 

de dénaturation de l’ADN a été réalisée dans un volume de 16 µL avec 2,5 µg d’ADN de 
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sperme de saumon, 500 ng de la banque d’ADN fragmentée, amplifiée et purifiée, dans un 

thermocycleur (PTC-200, MJ Research), avec une étape de 5 min à 95°C puis maintenu à 65°C. 

Lorsque la température du thermocycleur était à 65°C depuis 5 min, celui-ci a été ouvert et 

les étapes suivantes ont été réalisées dans le thermocycleur sans sortir les tubes. 16 µL de 

tampon d’hybridation 2X (contenant 10X de solution SSPE, 10X de solution Denhardt’s, 10 

mM10mM de EDTA pH 8, et 0,20% de SDS) à 65°C ont été ajoutés ainsi que 500 ng du pool 

de sondes. La réaction d’hybridation a été laissée à 65°C pendant 24 h. 

ii.  Elution des cibles capturées 

500 µg de billes M-280 Dynabeads (Life Technologies) ont d’abord été placées dans un tube 

de 1,5 mL placé sur un banc magnétique. Après sédimentation des billes, le tampon de 

stockage a été retiré. Les billes ont ensuite été rincées 3 fois avec 200 µL de la solution 1 (1M 

NaCl, 10 mM Tris-HCl pH 7,5, 1 mM EDTA), vortexées avant que le tube ne soit replacé sur le 

banc magnétique. Une fois les billes sédimentées, le surnageant a été retiré. Après, les 3 

étapes de lavage, les billes ont été resuspendues dans 200 µL de solution 1. 

Dans un second temps, les 32 µL de produits d’hybridation ont été ajoutés à la solution de 

billes de streptavidine lavées puis le tube a été incubé 30 min à 20°C en utilisant la roue d’un 

four à hybridation pour resuspendre les billes. Les billes ont ensuite été re-sédimentées sur 

banc magnétique et le surnageant a été éliminé. 500 µL de solution 2 (1X SSC, 0,1% de SDS) 

ont ensuite été ajoutés et le tube a été à nouveau mis à incuber 15 min à 20°C sur roue. Les 

billes sont ensuite re-sédimentées sur banc magnétique et les billes sont ensuite lavées 3 fois 

avec 500 µL de la solution 3 préchauffée à 65°C (0,1X SSC, 0,1% SDS). Les billes ont ensuite 

été resuspendues avec 500 µL de solution 3 et mises à incuber pendant 10 min à 65°C, en 

veillant à resuspendre les billes 1 à 2 fois au cours de l’incubation pour éviter qu’elles ne 

sédimentent dans le fond du tube. Le tube a ensuite été replacé sur le banc magnétique afin 

de faire sédimenter les billes et éliminer le surnageant. Les billes ont ensuite été 

resuspendues dans 50 µL de NaOH 0,1 M et la réaction a été incubée 10 min à 20°C. Enfin, le 

tube a été placé sur le banc magnétique pour sédimenter les billes et le surnageant contenant 
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les fragments cibles a été récupéré et ajouté à 70µL de Tris HCl 1M, pH 7,5 dans un nouveau 

tube. 

2.6.d. Traitement des cibles capturées par billes AMPure 

Les fragments capturés ont été ensuite traités avec des billes AMPure (Beckman Coulter). 

Pour cela, 120 µL de billes AMPure (1X final) ont été ajoutés à la solution contenant les 

fragments de capture. Après sédimentation des billes sur banc magnétique, le surnageant a 

été retiré et les billes ont été lavées 2 fois avec 500 µL d’éthanol 80%, en laissant incuber 

après le second lavage sur la paillasse, bouchon ouvert pour laisser s’évaporer les traces 

d’éthanol. Puis, 50 µL d’eau sans nucléases ont été ajoutés pour resuspendre les billes. Le 

tube a ensuite été replacé sur banc magnétique et une fois les billes sédimentées, le 

surnageant contenant les cibles capturées a été prélevé et transféré dans un nouveau tube. 

2.6.e. Ré-amplification 

Les fragments capturés ont ensuite été amplifiés en quintuplas. Les réactions de PCR ont été 

préparées dans un volume réactionnel final de 50 μL contenant 5 μL de solution contenant 

les cibles, 0,5 μM des amorces TS-PCR oligo 1 et 2 (Tableau II-5), GC-rich PCR reaction buffer 

1X final (Roche),0,2 mM de PCR Grade Nucleotide Mix, 1 mM de MgCl2 et 2U de GC-Rich 

enzyme Mix. Les amplifications ont été réalisées dans un thermocycleur (PTC-100, MJ 

Research) selon le protocole suivant : une étape de 4 min à 94°C, puis 25 cycles comprenant 

30 s à 94°C, 1 min à 58°C et 1,5 min à 68°C, et enfin 3 min à 68°C. Les échantillons ont ensuite 

été conservés à 4°C. Un aliquot de 2 µL de chaque PCR a été prélevé pour être passé sur puce 

Agilent (Agilent Technologies) si besoin. Les 5 réactions d’amplification réalisées pour chaque 

banque ont ensuite été rassemblées et 5 µL de chaque pool ont été analysés sur puce Agilent. 

Les pools ont ensuite été séparés en 2 aliquots afin de réaliser un traitement AMPure. 

Pour cela, des billes AMPure (1X final) ont été ajoutées aux aliquots et 2 lavages à l’éthanol 

ont été réalisés comme décrit précédemment. Les billes ont été resuspendues cette fois-ci 

dans 25 µL d’eau sans nucléases. Chaque aliquot traité a été analysé sur puce Agilent puis les 

aliquots ont été rassemblés dans un tube et le pool a été dosé au Nanodrop. 
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Un second cycle de capture a été ensuite réalisé de la même manière que décrit 

précédemment, à l’exception du traitement avec les billes AMPure qui a été réalisé avec un 

rapport de 0,8X de billes afin d’éliminer des fragments de tailles inférieures à 700 pb. 

2.6.f. Séquençage MiSeq (Illumina) 

Les banques capturées ont été séquencées en utilisant la technologie MiSeq 2x300pb 

nouvelle version V3 (Illumina). Les multiplexes ont été réalisés en utilisant des séquences 

index qui ont été ajoutées aux amorces anti-sens utilisées lors de la ré-amplification des 

banques avec 12 cycles, en ciblant les séquences des demi-adaptateurs. Une « flowcell » 

entière a été consacrée aux 5 banques, sans que d’autres échantillons n’aient été ajoutés, 

afin d’éviter le séquençage préférentiel de fragments plus petits, au détriment des fragments 

capturés d’une taille de 700 pb. Les produits de PCR ont été purifiés et chargés dans la 

cartouche Illumina MiSeq selon les instructions du fabricant. Après séquençage, la qualité a 

été vérifiée en utilisant le logiciel FastQC (Andrews). 

2.6.g. Analyses des données MiSeq pour la reconstitution de la séquence de 
l’intégron IntIOPS 

L’analyse des séquences a été réalisée grâce aux fonctions et programmes disponibles sur le 

cluster de calcul de la plateforme bioinformatique IBiSA de Toulouse. Dans un premier temps, 

les 2 fichiers correspondant aux 2 paires de lecture de chaque banque ont été concaténés 

(fonction cat). Le prétraitement des séquences a ensuite été réalisé à l’aide de l’outil prinseq. 

Les fins de séquences de mauvaise qualité (inférieure à Q15 sur une fenêtre de 2 nucléotides) 

ont été supprimées (- trim_qual_right 15 ; -trim_qual_window 2) ; les séquences de moins de 

100 nucléotides ont été supprimées (- min_len 100) ; puis les séquences d’une qualité 

inférieure à une valeur de Q20 ont été supprimées (- trim_qual_right 20) et enfin, les 

séquences contenant plus de 1% de N ont été supprimées (- ns_max_p 1). 

Un assemblage a ensuite été réalisé avec l’assembleur de novo IDBA-UD (Peng et al., 2012). 

Une valeur de kmers est généralement définie (avec KmerGenie par exemple). Nous avons 

choisi une méthode multi-kmers avec des valeurs allant de 23 à 127. Les 53 fichiers de contigs 

obtenus ont ensuite été clustérisés, c’est-à-dire que les contigs regroupés en groupe de 



 

Justine Abella                                                                                                                                       Matériel & méthodes 

70 

 

séquences partageant 98% de similarité, et une séquence représentative du groupe a été 

sélectionnée grâce au programme CD-HIT (Huang et al., 2010). 

Le fichier de séquences représentatives a ensuite été transformé en base de données grâce 

à l’outil formatdb et un blastn des séquences connues de intIOPS a été réalisé contre cette 

base de données. Plusieurs blastn ont été faits au fur et à mesure que de nouvelles séquences 

de l’intégron été caractérisées. Enfin, l’assemblage des différents contigs d’intérêt a été 

réalisé manuellement grâce à l’identification des zones de chevauchement avec le logiciel 

BioEdit. 

3) Analyses statistiques 

3.1. Analyses des banques et indices de diversité  

Le taux de recouvrement de la banque qui permet d’estimer la représentativité de 

l’échantillonnage a été mesuré à l’aide de l’estimateur de Good : �̂� =  1 −
�̂�𝑛

1

𝑛
  avec  �̂�𝑛

1 le 

nombre de clones représentés une seule fois dans une banque de 𝑛 clones (Good, 1953). 

L’analyse de raréfaction (Simberloff, 1978) a été utilisée pour réaliser les courbes 

représentant le nombre d’OTUs attendu en fonction du nombre de séquences 

échantillonnées. La diversité des séquences obtenues a été analysée à l’aide de plusieurs 

méthodes fournies par le logiciel DOTUR. 

L’estimateur de richesse Chao 1 : �̂�𝐶ℎ𝑎𝑜1 =  �̂�≥1 +
(�̂�1)

2

2�̂�2
  (Chao, 1984) avec �̂�≥1 = le nombre 

de séquences différentes observées et �̂�𝑧  = le nombre de séquences observées z fois ; et 

l’indice de Shannon-Weaver : 𝐻 =  − ∑ 𝑝𝑖 ln𝑝𝑖
𝑆
𝑖=1  (Shannon 1948) avec 𝑝𝑖  = la probabilité 

qu’une séquence, un t-RFs ou une taille donnée appartienne à l’espèce i ont été appliqués 

pour calculer respectivement le nombre de séquences non observées et la diversité des 

séquences de IntI, des cassettes de gène ou la diversité de la communauté bactérienne. 
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3.2. Analyse multidimensionnelle non-métrique (nMDS) 

L’analyse des tables d’OTUs des banques de séquences IntI ainsi que des tables de T-RFs et 

de taille de cassettes de gène ont été traitées par analyse multidimensionnelle non-métrique 

ou nMDS, basée sur des distances de Bray-Curtis. Cette analyse présente l’avantage d’obtenir 

une représentation la plus fidèle possible des objets, dans un espace réduit à généralement 

2 ou 3 dimensions. Pour cela, une méthode itérative est utilisée jusqu’à obtenir la meilleure 

représentation. Un coefficient de « stress » (Stress de Kruskal) indique le degré de contrainte 

imposé lors de la réduction dimensionnelle et permet de savoir si la représentation est fidèle 

ou non. Une valeur de stress inférieure à 0,1 décrit une représentation excellente ; un stress 

compris entre 0,1 et 0,25, une représentation satisfaisante ; entre 0,25 et 0,5, probablement 

aléatoire ; et supérieure à 0,5, une représentation de qualité médiocre. 

Pour la réalisation de ces analyses, le logiciel Primer 6 version 6.1.16 (Clarke et Gorley, 2006) 

a été utilisé. 

4) Analyses des séquences de cassettes et de IntIOPS 

4.1. Caractérisation des sites attC et attI 

Pour la caractérisation des sites attC, les motifs RYYYAAC et GTTRRRY ont été recherchés ainsi 

que des séquences répétées inversées. Une fois repérées, les séquences putatives des sites 

attC ont été analysées grâce à un outil de prédiction de structure secondaire. Les logiciels de 

prédiction pour l’ARN étant les plus courant, l’outil MFOLD 3.6 disponible sur le portail 

Mobyle @Pasteur, en réglant le paramètre « DNA » (section structure/2D_structure) a été 

utilisé. Le résultat de la prédiction n’étant pas toujours correct, chaque résultat a ensuite été 

vérifié voir repris manuellement afin d’obtenir la bonne structure secondaire laissant 

apparaître des bases mésappariées, généralement un G et un T, espacés de 4 à 7 nucléotides. 

Afin de caractériser les sites attI des séquences intIOPS, le motif GTTRRRY a été recherché au 

voisinage du putatif point de recombinaison. 
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4.2. Caractérisation des cadres de lecture 

Pour l’analyse des cassettes de gène, mais aussi de la séquence complète de intIOPS, les 

cadres de lecture (ou ORF pour Open Reading Frame) ont dû être recherchés. Pour cela, l’outil 

ORF finder disponible sur le site du NCBI a été utilisé pour déterminer tous les cadres 

d’ouverture. Un blastP peut-être réalisé à partir de cet outil sur l’ORF d’intérêt. 

Les ORF prédits à partir des cassettes de gène ont par la suite été analysés grâce aux outils 

InterProScan, Psortb et SignalP disponibles sur le serveur ExPASy dans le but de caractériser 

de potentiels sites de protéines fonctionnelles, déterminer la localisation cellulaire putative 

de la protéine et de déterminer la présence d’un signal peptide. 

4.3. Caractérisation des régions promotrices 

Afin de faire une prédiction du promoteur Pc, pour l’expression des cassettes de gène, et du 

promoteur PintIOPS, pour l’expression du gène intIOPS, dans la région entre le début du gène 

intIOPS et le point de recombinaison du site attIOPS, des outils en ligne ont été utilisés : 

Promoter Prediction, Martin Reese, Lawrence Berkeley Laboratory, CA, U.S.A ; et BProm, 

Softberry. 
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Introduction 

Bien que plusieurs études ont été réalisées sur les intégrons environnementaux, c’est-à-dire 

en dehors du contexte clinique, il est encore difficile de conclure quant aux rôles des 

intégrons dans les communautés bactériennes environnementales. En effet, plusieurs études 

se sont focalisées sur les cassettes de gène en fonction des conditions environnementales et 

ont pu montrer des corrélations entre les fonctions portées par les cassettes et les 

contaminants présents dans l’environnement. Toutefois, la diversité des cassettes de gène 

est trop importante et la majorité porte des cadres de lecture codant des fonctions 

inconnues. L’intégrase a quant à elle été peu étudiée. Même si à l’heure actuelle environ 400 

intégrases provenant d’environnements divers ont pu être caractérisées, les études montrent 

que la diversité de cette protéine est bien plus vaste. 

Il est donc avéré aujourd’hui que la diversité des intégrons est bien plus importante dans 

l’environnement que dans les milieux cliniques et que cette diversité est loin d’être 

appréhendée dans sa totalité. Par ailleurs, il semble qu’elle soit soumise à l’influence des 

conditions environnementales et donc varie d’un environnement à l’autre. De par la richesse 

d’environnements existants, il est nécessaire de réaliser des études en échantillonnant un 

nombre le plus exhaustif possible d’environnements différents. Au cours de ces travaux de 

thèse, 2 études ont été réalisées sur des environnements aquatiques qui feront l’objet des 

deux sous-parties de ce chapitre : dans un premier temps, un cours d’eau douce et ses 

affluents, et dans un second des environnements côtiers. 

1) Intégrons dans des sédiments d’eau douce  

Pour cette première étude, nous avons choisi de travailler sur des sédiments prélevés dans le 

bassin du Gave de Pau. Cette rivière, dont la source la plus en amont se situe dans le cirque 

de Gavarnie dans les Hautes-Pyrénées, traverse des agglomérations de petite à moyenne 

taille telles que Argelès-Gazost, Lourdes ou Pau (7 377 habitants pour la communauté des 

communes de la Vallée d’Argelès-Gazost (2008) ; 22 142 habitants pour l’aire urbaine de 

Lourdes (2009) et 146 982 habitants pour la communauté d’agglomération de Pau-Pyrénées 
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(2011)). Les activités, autres qu’urbaines, exercées tout au long de son lit sont 

essentiellement d’origines agricoles et touristiques. On note toutefois, au niveau de sa 

source, d’anciennes mines de plomb et de zinc qui sont aujourd’hui fermées. On trouve 

également 3 complexes chimiques et industriels dont un situé en amont de la zone 

d’échantillonnage (Pierrefitte-Nestalas, 65) et un situé dans la zone d’échantillonnage 

(Marsillon, 64). Le Gave de Pau présente tout au long de son cours une contamination en zinc 

et organo-étains mais aussi des taux plus élevés en nickel et arsenic à certains niveaux, 

comme c’est le cas aux alentours de Pau (Bareille, communication personnelle). Une 

contamination en biphényles polychlorés (PCB) a également été révélée ces dernières 

années, entrainant des restrictions sur la pêche dans certaines zones du Gave de Pau. 

Le débit du Gave de Pau, dont la moyenne est de 81,3 m3.s-1, présente d’importantes 

variations au cours de l’année, oscillant entre 120 m3.s-1 au printemps au moment de la fonte 

des neiges et 41 m3.s- 1 en août (http://www.hydro.eaufrance.fr/selection.php). De plus, 

cette rivière possède l’une des plus importantes lames d’eau du bassin versant de France. Le 

Gave de Pau est donc sujet à une importante remobilisation du sédiment en période de crue 

et de fonte des neiges, et présente un faible débit en été alors que l’activité touristique sur 

son cours est importante. C’est donc une intéressante aire d’échantillonnage pour étudier 

l’impact d’activités humaines chroniques modérées sur l’adaptation des communautés 

bactériennes. Nous avons également choisi d’étudier comme témoin un sédiment prélevé au 

niveau d’une des nombreuses sources du Gave de Pau éloignée des activités humaines. Dans 

un premier temps, les résultats majeurs de cette étude seront présentés sous la forme d’une 

publication scientifique soumise au journal FEMS Microbiology Ecology, (actuellement en 

révision), suivie d’une analyse de la structure secondaire des sites de recombinaison attC qui 

ont pu être séquencés, et enfin une étude phylogénétique des séquences d’IntI. 

  

http://www.hydro.eaufrance.fr/selection.php
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1.1. Diversité des intégrons dans des communautés bactériennes de 
sédiments d’eau douce soumis à différents niveaux de 
contamination 

Résumé 

Le travail présenté ici vise à décrire la diversité des intégrons dans les communautés 

bactériennes des sédiments d'eau douce prélevés le long du Gave de Pau (France) avec 

différents niveaux et types de contaminants. 

A partir du métagénome de chaque site d’échantillonnage, des banques de séquences IntI 

ont été construites. La diversité des cassettes de gène a également été caractérisée en se 

basant sur la taille des cassettes de gène. Les données de séquences IntI et de taille de 

cassettes de gènes ont été analysés par nMDS et comparées avec la structure de la 

communauté bactérienne évaluée par T- RFLP sur le gène de l’ARNr 16S. 

322 nouvelles séquences IntI ont été identifiées révélant une importante diversité, plus 

grande que celle attendue précédemment dans des environnements non cliniques. La 

structure des communautés bactériennes n'a pas pu expliquer pleinement la diversité des 

intégrons. La diversité de l'intégrase semble liée au niveau de contamination tandis que la 

diversité des cassettes de gène répondrait au type de contaminants présents dans 

l’environnement. Par ailleurs, le gène intI1 n’a pas pu être détecté dans les banques réalisées 

et a été suivi spécifiquement par qPCR. Son abondance est plus importante dans les milieux 

les plus impactés, notamment par des contaminations métalliques. Enfin, un séquençage des 

cassettes de gène à partir de 2 échantillons les plus impactés de l’étude a permis d’identifier 

60 cassettes de gène différentes contenant un cadre de lecture. Dix-sept cassettes présentent 

une homologie significative avec des cassettes de gène séquencées dans des environnements 

côtiers pollués. Toutefois, la majorité des ORFs codent des fonctions encore inconnues.  

Ces résultats en accord avec les précédentes études réalisées fournissent des éléments 

supplémentaires qui soutiennent l’hypothèse que les intégrons environnementaux seraient 

impliqués dans l'adaptation des communautés bactériennes en réponse à la présence de 

contaminants dans les milieux naturels. 
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1.2. Prédiction de la structure secondaire des sites de recombinaison 
attC 

Parmi les banques de cassette de gènes réalisées dans cette étude, certaines séquences 

contenaient 2 cassettes de gène, séparées par un site de recombinaison attC. Ces sites 

présentent des différences dans leur séquence qui pourraient expliquer qu’ils n’aient pas été 

une bonne cible pour les amorces utilisées. En effet, les amorces utilisées ont été dessinées 

en 2001 à partir des séquences alors connues correspondant essentiellement à des sites attC 

de cassettes de gène cliniques (Stokes et al., 2001). Or la diversité de séquences des différents 

éléments composants les intégrons s’avère bien plus importante dans les environnements 

naturels, les sites de recombinaison attC ne faisant pas exception. De plus, les intégrases 

d’intégron sont capables de reconnaître une grande variété de séquences de site attC, la 

conservation de la structure secondaire du site attC étant plus essentielle pour l'activité de 

recombinaison que la séquence en elle-même. Une analyse de la structure secondaire des 

sites attC a donc été réalisée afin de vérifier que ces structures pourraient représentées un 

substrat pour les intégrases d’intégron (Figure III-1). 

Trois des sites attC, attCMar2-9, attCMar1_16 et attCMar1_4 présentent des structures similaires aux 

sites reconnus préférentiellement par IntI1, c’est-à-dire une G et une T mésappariées 

séparées de 6 bases. Les sites attCEffluent2_8, attCEffluent2_12_2, attCEffluent2_12_3 et attCEffluent2_14 ont 

une structure plus atypique. Les 2 bases mésappariées sont séparées de 7 nucléotides ce qui 

n’est pas une distance optimale pour la reconnaissance du site attC par les intégrases 

étudiées dans la littérature. Par ailleurs, l’identité des bases mésappariées n’est pas 

commune aux sites attC jusqu’alors testés, puisqu’à l’exception du site attCEffluent2_8 qui 

présente comme bases extra-hélicales une G et une T, les autres contiennent 2 guanines pour 

les sites attCEffluent2_12_2 et attCEffluent2_14 et une A et une T pour le site attCEffluent2_12_3. Enfin, la 

structure des 2 derniers sites, attCEffluent2_12_1 et attCMar1_18 sont atypiques. En effet, pour le 

premier, ce sont 3 bases qui pourraient être mésappariées. Pour le second, il se pourrait que 

seule une guanine serve de reconnaissance pour l’intégrase. Il est toutefois difficile de 

conclure quant à la possibilité pour les intégrases d’intégron de reconnaître et de catalyser 
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une recombinaison au niveau de ces sites sans que cela ne soit testé dans des expériences in 

vitro. 

 
Figure III-1 : Structure secondaire prédictive des sites attC présents à l’intérieur des cassettes séquencées. 
Les séquences répétées inversées L’, L’’, R’ et R’’ sont indiquées par les flèches horizontales uniquement pour le 
site attCEffluent2_8 dans un but de lisibilité. Les box R et L sont représentées en vert pour tous les sites. Les nucléotides 
en gras et rouge correspondent aux bases extra-hélicales permettant la reconnaissance par les intégrases. 
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1.3. Analyse phylogénétique des séquences d’intégrase 

Une analyse phylogénétique a été réalisée avec 126 séquences : les 31 séquences 

représentatives des OTUs les plus abondantes (dont l’abondance est supérieure à 0,5% du 

total de séquences obtenues avec toutes les banques) et 95 séquences de la base de données 

correspondant aux 5 séquences les plus proches des 31 séquences représentatives (après un 

blastP contre la banque nr). Ainsi, plusieurs correspondances ont pu être identifiées. Une OTU 

représentée par la séquence G1 3 42 présente 98% d’identité protéique avec la séquence 

d’intégrase d’une souche du genre Acidovorax (WP_024814945.1). Deux autres OTUs sont 

également proches de cette séquence : il s’agit des OTUs représentés par les séquences Eff67 

et G1 31 qui partagent respectivement 97% et 96,6% d’identité protéique avec la séquence 

de la souche d’Acidovorax. L’OTU représentée par la séquence Eff67 est retrouvée dans la 

majorité des sites, à l’exception de Lou et Osm. Les OTUs représentées par les séquences 

G1 3 42 et G1 31 sont moins abondantes dans l’échantillonnage et retrouvées seulement dans 

les sites Gave1 et Mar pour la première et Gave1 et Effluent pour la seconde.  

La séquence représentative Eff35 partage 97,6% d’identité protéique avec l’intégrase d’une 

Candidatus Accumulibacter phosphatis. Cette β-proteobacteria a été retrouvée dans la 

communauté bactérienne de stations d’épurations et fait partie des organismes capables 

d’accumuler les polyphosphates (PAO pour polyphosphate-accumulating organisms) (Seviour 

et al., 2003). Or cette OTU est retrouvée au niveau des sites impactés par la STEP (SS, Effluent, 

Gave1) et dans Mar, mais est absente des autres sites moins impactés. Il est donc possible 

que les bactéries qui portent les séquences de cette OTU soient proches de Candidatus 

Accumulibacter phosphatis. 

D’autres OTUs présentent des homologies avec des séquences de la base de données mais à 

un plus faible pourcentage. Il s’agit des OTUs représentées par les séquences Mar1 18, Eff65, 

Mar1 35, Eff103 et G1 26 19. Mar1 18 partage 82% et 81% d’identité protéique 

respectivement avec une intégrase obtenue sans isolement bactérien à partir d’un sol 

agricole proche d’un élevage porcin (ADP05693.1) et l’intégrase d’une souche de Lysobacter, 

isolée en Antarctique ; Eff65 partage 83% d’identité avec une intégrase obtenue à partir d’un  
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Figure III-2 : Arbre phylogénétique des OTUs les plus abondants et des 5 premières séquences obtenues 
après un blastP de chaque OTUs principaux (l’abondance est supérieure à 0,5% du total de séquences obtenues 
avec toutes les banques réalisées dans cette étude sur le Gave de Pau).   : Séquences présentant les plus fortes 
homologies avec des séquences d’intégrases connues. La méthode du maximum de ressemblance a été utilisée 
pour calculer l’arbre à partir de l’alignement des séquences de IntI après un traitement avec Gblocks. Les valeurs 
de bootstrap supérieures à 50% (sur 500 itérations) sont indiquées. La séquence de TnpA de Bergeyella zoohelcum 
a été utilisée comme racine de l’arbre. 
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biofilm d’eau douce (ACS73585.1 ; Gillings et al., 2008) ; Mar1 35 partage 82% avec 

l’intégrase d’une souche d’Aquabacterium (WP_035033868.1), genre que l’on retrouve 

essentiellement dans des biofilms d’eau douce ; Eff103 partage 81% d’identité avec 

l’intégrase d’une Nitrosomonas eutropha, une β-proteobacteria oxydante de l’ammonium 

(Stein et al., 2007) ; enfin, G1 26 19 partage 80% d’identité avec l’intégrase d’une 

Pseudogulbenkiania ferrooxidans, isolée à partir de sédiment d’un lac d’eau douce (Weber et 

al., 2009; Byrne-Bailey et al., 2012).  

Toutes ces correspondances avec les séquences de la base de données sont cohérentes avec 

notre aire d’échantillonnage, c’est-à-dire des environnements d’eau douce plus ou moins 

impactés, essentiellement par le rejet d’une station d’épuration, les activités agricoles et/ou 

des contaminations métalliques rencontrés tout au long du cours d’eau. 
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2) Diversité des intégrons dans des sédiments côtiers naturels 

Résumé 

Les environnements marins sont sujets à un grand nombre de sources de contaminations. 

D’un côté, l’écoulement des eaux terrestres vers les océans transportent de nombreux 

contaminants provenant des activités urbaines, agricoles et industrielles. D’autre part, les 

environnements côtiers sont des lieux d’activités intenses industrielles et de transports 

maritimes qui peuvent être à l’origine de pollutions accidentelles, parfois spectaculaires telles 

que les marées noires. La salinité étant un des facteurs majeurs de l’environnement 

influençant la composition des communautés bactériennes, les communautés marines et 

côtières présentent des assemblages spécifiques à ce type d’environnement, différents de 

ceux qu’on trouve dans les écosystèmes terrestres. Il est donc important de s’intéresser aux 

intégrons dans ces environnements particuliers et d’évaluer les facteurs et pressions 

influençant leur diversité. 

La publication qui suit est une compilation des résultats obtenus jusqu’à présent dans 

différentes études réalisées sur la diversité des intégrons dans les milieux marins et côtiers, 

incluant nos propres résultats sur l’analyse de la diversité des intégrases dans des 

environnements côtiers (séquences obtenues pendant cette thèse et par le Dr Lionel Huang 

pendant son doctorat (Huang, 2010).  
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3) Conclusion 

L’étude de l’intégrase dans des milieux aquatiques d’eau douce et côtiers a permis de 

montrer une importante diversité de cette protéine dans les 2 types d’environnements. Un 

grand nombre de nouvelles séquences IntI a pu être découvert. L’analyse de plusieurs 

environnements côtiers n’a permis de montrer qu’une seule séquence commune à ces 

environnements. De plus, les analyses MDS montrent une séparation des échantillons côtiers 

de Croatie et de France. Ceci suggère que la diversité des intégrases serait principalement 

géo-spécifique. Nous avons pu également observer des différences du niveau de diversité 

entre les sites d’une même aire d’échantillonnage. Dans les sites les plus contaminés, la 

diversité est plus faible que cela soit en milieux côtiers ou en milieu d’eau douce. Ceci suggère 

que la pression exercée par les contaminations du milieu pourrait influencer cette diversité. 

Toutefois, malgré l’important travail de clonage-séquençage, les pourcentages de 

recouvrement sont bas pour certaines banques. Il serait nécessaire d’obtenir un nombre plus 

conséquent de séquences afin d’approfondir les analyses statistiques et de vérifier nos 

conclusions. Face à l’importante diversité des séquences de l’intégrase, la méthode Sanger 

n’est pas la plus appropriée en particulier pour étudier cette diversité dans des milieux 

faiblement impactés. Pour cela, les méthodes de séquençage haut débit pourraient être plus 

adaptées, avec toutefois l’inconvénient de ne pas pouvoir travailler sur des fragments longs 

couvrant l’ensemble des motifs du domaine actif. 

L’importante diversité de l’intégrase rend difficile sa classification selon le seuil de 98% 

d’identité protéique. En effet, en suivant cette règle, le nombre de nouvelles séquences est 

très important. De plus, cette règle de classification ne semble pas être suivie par tous les 

auteurs. Elsaied et al par exemple, se base sur un seuil de 100% d’identité protéique (Elsaied 

et al., 2011). Nous avons réalisé une analyse de la diversité des intégrases d’eau douce en se 

basant sur des seuils de 80% et de 60% d’identité protéique pour déterminer les OTUs. Nous 

avons pu démontrer ainsi qu’avec un seuil de 80% d’identité protéique nous avions les 

mêmes conclusions quant aux variations de la diversité des intégrases que celles faites en se 

basant sur un seuil de 98% d’identité protéique. Ce seuil pourrait donc être abaissé pour 

pouvoir déterminer des groupes d’intégrases environnementales. 
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Les cassettes de gène présentent une importante diversité dans les milieux 

environnementaux. La majorité code des fonctions inconnues. Toutefois, il semble y avoir une 

corrélation entre le pool de cassettes et les contaminations du milieu comme nous avons pu 

le montrer dans notre étude sur les environnements d’eau douce. Certains auteurs parlent 

même d’écotypes de cassettes de gène (Koenig et al., 2008; Michael and Andrew 2010). Le 

séquençage d’une trentaine de cassettes de gène à partir du métagénome de 2 sédiments 

d’eau douce impactés a permis de mettre en évidence des correspondances avec des 

séquences obtenues à partir de milieux côtiers géographiquement éloignés. Il semble donc 

que les 2 types d’environnements côtiers et eau douce partagent des cassettes de gène 

communes. Il semble donc y avoir une distribution à l’échelle mondiale des cassettes de gène, 

ce qui ne serait pas le cas pour les intégrases dont la diversité semble géo-spécifique. 

Pour conclure, la diversité des intégrons dans l’environnement est bien plus importante que 

dans les milieux cliniques que cela soit au niveau de la séquence des intégrases ou des 

cassettes de gène. De plus, la complexité des facteurs environnementaux pouvant influencer 

cette diversité rend difficile l’étude des intégrons dans les milieux environnementaux. Il est 

donc nécessaire de travailler sur des environnements contrôlés afin de tester différents 

paramètres : types de contaminants, quantité de polluants, paramètres physico-chimiques,… 

Dans le chapitre suivant, des expérimentations en microcosmes de sédiments d’eau douce et 

en mésocosmes et bioréacteurs de sédiments côtiers ont été réalisés. L’impact de différents 

types de contaminants (hydrocarbures, métaux, antibiotiques) a été étudié. 
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1) Dynamique de la diversité des intégrons dans des sédiments d’eau 
douce 

1.1. Introduction 

Comme nous avons pu le voir dans le chapitre précédent, la diversité des intégrons dans les 

environnements naturels d’eau douce est très importante. De plus, les conditions 

environnementales comme la présence de contaminants semblent pouvoir influencer cette 

diversité sans que l’on sache dans quelle mesure. Afin de mieux appréhender l’impact de ces 

contaminations sur la diversité des intégrons, il est nécessaire d’étudier des systèmes 

simplifiés. L’approche par microcosmes permet de tester séparément l’effet de différents 

polluants et de suivre la dynamique des intégrons au cours du temps. Actuellement, une seule 

étude en microcosmes a été réalisée sur des sédiments d’eau douce et seul le gène intI1 a 

été suivi (Wright et al., 2008). Dans l’étude qui suit, des microcosmes de sédiments d’eau 

douce peu impactés (échantillon Lou déjà décrit dans l’étude du paragraphe III-1.1) ont été 

maintenus durant une année afin de suivre la diversité des intégrons. Trois substances 

représentant trois catégories de polluants, métalliques, organiques et antibiotiques, ont été 

choisies pour contaminer les microcosmes au début de l’expérimentation : l’arsenic, le 

benzo[a]pyrène et le triméthoprime. Des banques de séquences IntI ont été réalisées au 

cours du temps (à 0 jours, 30 jours, 90 jours, 181 jours et 358 jours) pour chaque condition 

et pour le contrôle. La diversité des cassettes de gène a également été analysée en se basant 

sur la taille des cassettes. Ces données ont été comparées à la structure des communautés 

évaluées par T-RFLP sur le gène de l’ARNr 16S. Enfin, une analyse phylogénétique des 

séquences IntI a également été réalisée. 

1.2. Diversité des intégrases et des cassettes de gène comparées à la 
structure des communautés 

1.2.a.  La structure des communautés 

La structure des communautés a été étudiée par T-RFLP du gène de l’ARNr 16S pour 

chaque condition au début des incubations, au bout de 6 mois (181 jours ; T181) et à 

la fin des incubations (358 jours ; T358) (Figure IV-1). On observe des modifications de  
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Figure IV-1 : Analyse MDS de la structure des communautés bactériennes au cours du temps selon les 

conditions.  : Début de l’incubation (T0) ; × : Condition contrôle (Ctrl) ;  : Condition ajout d’arsenic (As) ;  : 
Condition ajout de benzo[a]pyrene (Bp) ;  : Condition ajout de trimétoprime (Tm). Analyse MDS réalisée sur les 
distances de Bray-Curtis calculées à partir des données de T-RFLP sur le gène de l'ARNr 16S. Les distances entre 
échantillons sont exprimées en pourcentage de similarité. 

la structure des communautés similaires entre les 4 conditions au cours du temps. Ceci 

suggère un effet microcosme comme premier facteur influençant. Toutefois, en considérant 

les communautés à chaque temps, on peut constater quelques différences dans la 

structuration des communautés soumises à une contamination par du benzo[a]pyrène et 

dans une moindre mesure par de l’arsenic par rapport au contrôle et à la condition 

triméthoprime (Figure IV 1). Ces résultats montrent donc un faible effet de la contamination 

sur la structure des communautés bactériennes. 

1.2.b. La diversité des intégrases 

La diversité des séquences d’intégrase a été suivie au cours du temps par la réalisation de 

banques de séquences IntI. Dans un premier temps, des banques exploratoires ont été 

réalisées sur les premiers temps avant mon arrivée au laboratoire en séquençant 48 clones. 
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Des banques plus conséquentes (soit 96 clones) ont été réalisées sur le T0 et les microcosmes 

arrêtés à 358 jours (Tableau IV-1).  

Tableau IV-1 : Tableau descriptif des banques de séquences IntI. 

 
Nombre de 
séquences 

Nombre de 
singletons 

Nombres 
d'OTUs 

% 
recouvrement 

T0 75 44 55 41 

As_30 22 8 14 64 

Bp_30 18 18 18 0.00 

Ctrl_30 0 0 0 NA 

Tm_30 17 11 14 35 

As_90 99 52 68 47 

Bp_90 23 21 22 9 

Ctrl_90 0 0 0 NA 

Tm_90 21 17 19 19 

As_181 34 26 30 24 

Bp_181 36 30 32 17 

Ctrl_181 35 29 32 17 

Tm_181 42 19 23 55 

As_358 64 33 42 48 

Bp_358 84 18 29 79 

Ctrl_358 71 46 54 35 

Tm_358 85 41 56 52 

i.  Effet d’une contamination par du benzo[a]pyrène 

En condition benzo[a]pyrène, l’analyse MDS montre que le pool de séquences IntI se 

différencie des autres conditions à partir de 181 jours. Cette modification de la diversité des 

intégrases par rapport à la condition contrôle s’associe à une baisse de la diversité au bout 

de 358 jours comme le montre l’indice de Shannon qui est de 3,856 au début de l’incubation 

et de 2,811 à la fin dans cette condition (Figure IV-2). 
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Figure IV-2 : Indice de Shannon calculé à partir des données de séquences IntI, de T-RFs du gène de 

l’ARNr 16S et sur les données de taille de cassettes de gène à T0 et pour les 4 conditions à T358 jours. 

 
Figure IV-3 : Analyse MDS des banques de séquences d’intégrases au cours du temps selon les conditions. 

 : Début de l’incubation (T0) ; × : Condition contrôle ;  : Condition ajout de As ;  : Condition ajout de 
benzo[a]pyrene ;  : Condition ajout de trimétoprime. Analyse MDS basée sur les distances de Bray-Curtis 
calculées à partir des séquences de IntI. Les distances entre les points sont exprimées en pourcentage de similarité. 

Par ailleurs, trois OTUs (représentées par les séquences BpHi358 2, BpHi358 9 et BpHi358 11) 

sont prépondérantes dans la banque à T358 jours. Ces OTUs représentent 13%, 15,5% et 

17,9% respectivement de la banque alors qu’elles sont peu ou pas retrouvées dans les autres 

conditions et aux autres temps. La séquence BpHi358 2 est proche à 73% et 72,5% d’identité 
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protéique des intégrases d’intégron des souches Candidatus Accumulibacter sp. SK-01 et SK-

02 (Albertsen et al., 2012). Ces souches ont été isolées à partir de boues de bioréacteurs 

expérimentaux pour l’étude du retraitement des eaux usées et l’élimination du phosphore. 

La seconde OTU représentée par BpHi358 9 présente 61% d’identité protéique avec 

l’intégrase d’une souche de Methylocaldum szegediense, une méthanotrophe thermo-

tolérante et thermophile que l’on retrouve au niveau d’un effluent de source d’eau chaude, 

et 60% avec une séquence provenant des sédiments côtiers pollués par du pétrole obtenue 

par Lionel Huang (Huang, 2010 ; paragraphe III-2). La 3e séquence BpHi358 11 est également 

proche de l’intégrase d’intégron de Candidatus Accumulibacter sp. SK-02 à 66%. Elle présente 

aussi 65% d’identité avec une intégrase séquencée à partir d’un biofilm d’eau douce (Gillings, 

Holley and Stokes 2009). Toutes les séquences proches de ces OTUs proviennent de milieux 

d’eau douce, à l’exception de la séquence isolée à partir des mésocosmes de sédiments 

côtiers. Or, l’Aber-Benoît où a été prélevé ce sédiment reçoit des affluents d’eau douce. On 

peut donc conclure que ces OTUs qui représentent presque la moitié de la banque 

correspondent à des intégrases d’environnements d’eau douce. 

ii.  Effet d’une contamination par de l’arsenic 

Une baisse de la diversité importante est aussi observée pour la condition arsenic à la fin des 

incubations comme le montre les indices de Shannon (Figure IV-2). Une OTU représentée par 

AsHi358 1 est abondante à 18,75% de la banque réalisée pour la condition arsenic à T358 

jours. Elle n’est retrouvée dans aucune autre banque. Cette OTU est proche à 69% d’une 

séquence d’intégrase appartenant à Nitrosococcus watsonii, une bactérie sulfureuse pourpre 

marine (Campbell et al., 2011) et à 68% d’une des séquences isolées à partir des sédiments 

des mésocosmes côtiers (Huang, 2010 ; paragraphe III-2). Les 2 premières séquences les plus 

proches correspondent donc à des séquences côtières mais des homologies sont retrouvées 

également avec des séquences obtenues à partir d’environnements d’eau douce : 68,5% avec 

l’intégrase de Candidatus Accumulibacter sp. SK-02 et 68,1% avec l’intégrase de Candidatus 

Accumulibacter phosphatis. Les séquences isolées à partir de milieux côtiers pouvant provenir 

d’environnements d’eau douce, les résultats correspondent vraisemblablement à des 

intégrases d’environnements d’eau douce. 
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iii.  Effet d’une contamination par triméthoprime 

En condition triméthoprime, le pool des intégrases présente 15% de similarité avec celui de 

la condition contrôle à T181 jours puis 20% à 358 jours (Figure IV-3). Le niveau de diversité 

pour cette condition à la fin de l’expérimentation est élevé et proche de celui de la condition 

contrôle comme en atteste l’indice de Shannon (Figure IV-2). Toutefois à T181 jours, le 

pourcentage de recouvrement de la banque est de 55%, ce qui est important pour 42 

séquences étudiées. Ceci est dû à la présence en abondance d’une OTU particulière, dont la 

séquence représentative est TmHi181 6 (16 séquences sur les 42 séquencées au total soit 

38%). Cette OTU particulière est retrouvée dans la banque réalisée à T358 jours mais en plus 

faible abondance : 8 séquences sur 85 (soit 9%). Cette OTU est également retrouvée dans la 

condition arsenic à T90 et T358 (respectivement 6,2% et 6%) et dans les autres conditions à 

T181 et T358 jours mais à raison de 1 ou 2 séquences. Cette OTU pourrait correspondre à 

une intégrase d’intégron retrouvée dans le sol. En effet, elle est proche de IntI6 et IntI8 à 67% 

et 66,7% d’identité protéique respectivement et de l’intégrase d’intégron d’une 

Methylocaldum szegediense avec 66% d’identité protéique (Bodrossy et al., 1997). IntI6 et 

IntI8 ont été isolées à partir de sol (Nield et al., 2001). Cette OTU étant plus abondante à 181 

jours qu’à 358 jours, il serait donc intéressant d’approfondir l’analyse de la diversité des 

intégrases à des temps inférieurs à 181 jours afin d’étudier la dynamique de l’abondance de 

cette OTU au cours de 6 premiers mois de l’incubation. 

iv.  Suivi du gène intI1 

Aucune séquence IntI1 n’a pu être identifiée dans les banques de même que les autres 

intégrases d’intégrons dits cliniques. Ceci est en accord avec nos précédentes études qui ont 

été réalisées au laboratoire utilisant le couple d’amorces ICC32 et ICC36. Le gène intI1 a donc 

été ciblé spécifiquement par PCR quantitative et il est détecté dans le sédiment prélevé 

(sédiment Lou, paragraphe III-1.1 ; Erreur ! Source du renvoi introuvable.). Toutefois, il n’a pas 

été détecté dans les microcosmes à T0. Il semble que les bactéries porteuses de ce gène aient 

été perdues après le tamisage et la dilution du sédiment. Dans leur étude, Wright et ses 

collaborateurs n’ont pas rencontré ce problème (Wright et al., 2008). Lorsque l’on compare 

le ratio de gènes intI1/ARNr 16S pour les sédiments prélevés avant la mise en microcosmes, 
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on peut voir que le sédiment qui a servi dans leur étude présente une abondance relative 

initiale de gène intI1 bien plus élevée (entre 10-2 et 10-1 (Wright et al., 2008), contre 10-5 dans 

le sédiment Lou, Erreur ! Source du renvoi introuvable.). Ceci est cohérent avec le fait que 

notre échantillon est bien faiblement impacté par les activités anthropiques.  

1.2.c. La diversité des cassettes de gène 

La diversité des cassettes de gène a été suivie au cours du temps en se basant sur l’analyse 

de la taille des cassettes. Un effet microcosme est observable sur la diversité des cassettes 

de gène comme pour la structure des communautés bactériennes et le pool d’intégrases 

(Figure IV-4).  

 
Figure IV-4 : Comparaison du pool des cassettes de gène au cours du temps selon les conditions en se 

basant sur l’analyse de la taille des cassettes.  : Début de l’incubation (T0) ; × : Condition contrôle ;  : 
Condition ajout de As ;  : Condition ajout de benzo[a]pyrene ;  : Condition ajout de trimétoprime. Analyse MDS 
basée sur les distances de Bray-Curtis à partir des données de taille des cassettes de gène. Les distances entre les 
différents points sont exprimées en pourcentage de similarité. 

Toutefois, on peut observer quelques variations en fonction des conditions : au niveau de la 

diversité en cassettes de gène, l’indice de Shannon chute de 4,33 au début de l’incubation à 

3,5 et 3,4 respectivement pour les conditions contrôle et triméthoprime au bout de 358 jours, 
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ce qui suggère un effet microcosme. Cependant, pour les conditions arsenic et en particulier 

benzo[a]pyrène, la chute de la diversité est moindre, suggérant que ces contaminations 

permettraient le maintien d’un niveau de diversité en cassettes de gène important (Figure 

IV-2). Par ailleurs, le pool de cassette de gène dans les microcosmes soumis à une 

contamination par de l’arsenic ne présente que 30% de similarité avec celui de la condition 

contrôle, alors que celui de la condition triméthoprime est similaire à 20% avec la condition 

contrôle à 181 jours pour ensuite présenter 40% de similarité à 358 jours. Enfin, le pool de 

cassettes de gène en condition benzo[a]pyrène présente 20% de similarité avec les autres 

conditions à T181 jours puis se différencie nettement (Figure IV-4). 

1.2.d. Diversité des intégrons dans les microcosmes d’eau douce 

Ces résultats pris dans leur ensemble montrent 3 dynamiques différentes de la diversité des 

intégrons face aux 3 contaminants. Face à une contamination par du benzo[a]pyrène, on 

observe une baisse de la diversité en intégrase la plus importante à 358 jours, avec la sélection 

de 3 séquences particulières faiblement retrouvées dans les autres conditions. De plus, le 

pool de séquences IntI est le plus éloigné de la condition contrôle. Il en est de même pour la 

diversité en cassettes de gène. Toutefois, la même dynamique est observée pour la structure 

de la communauté bactérienne. Ces modifications de la diversité en intégrons pourraient 

donc être expliquées par la sélection de bactéries. Ceci est cohérent avec de précédentes 

études qui ont montré qu’il fallait 6 mois à une communauté bactérienne pour s’adapter et 

dégrader des hydrocarbures (Stauffert et al., 2013; Terrisse 2014). Le benzo[a]pyrène est un 

composé organique persistant dont la demi-vie est de 57 à 530 jours (Coover and Sims 1987). 

Donc au bout de 358 jours, le benzo[a]pyrène est encore présent dans les microcosmes et les 

communautés bactériennes y sont adaptées. 

Avec une contamination par de l’arsenic, on observe une baisse importante de la diversité en 

séquences IntI avec l’augmentation de l’abondance d’une séquence particulière au cours du 

temps. Tout comme la diversité de IntI, le pool de cassettes de gène est également éloigné 

de la condition contrôle. Le sédiment prélevé pour cette expérimentation présente 

naturellement un taux d’arsenic de 25 µg.g-1 de sédiment, ce qui est élevé (sédiment Lou, 

paragraphe III-1.1 ; Erreur ! Source du renvoi introuvable.). Or, même si la concentration en 
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arsenic ajoutée de l’ordre de 200 mg.L-1 est conséquente, on peut voir que la diversité des 

intégrons diverge. Toutefois, cette divergence est moins notable que pour la condition 

benzo[a]pyrène. Il est donc possible que cette communauté soit déjà adaptée à la présence 

d’arsenic. 

Dans le cas d’une contamination par le triméthoprime, il semblerait que la diversité en 

intégrase baisse à 181 jours puis remonte à 358 jours pour revenir à une diversité équivalente 

à celle de la condition contrôle. Ceci s’accompagne de l’augmentation à 181 jours puis la 

diminution à 358 jours de l’abondance d’une séquence particulière, retrouvée 

essentiellement dans cette condition. Par ailleurs, le pool de cassettes de gène semble 

s’éloigner de celui que l’on retrouve dans la condition contrôle à 181 jours, alors qu’à la fin 

de l’incubation elle présente plus de similarité avec la condition contrôle. La demi-vie du 

triméthoprime est comprise entre 20 et 100 jours dans l’environnement (Deblonde et al., 

2012). Après 181 jours, il ne resterait donc que 25% au maximum de la concentration en 

triméthoprime initiale. La baisse de la pression de sélection exercée pourrait donc expliquer 

ce retour à la normale de la diversité des intégrons qui pourrait s’apparenter à de la résilience. 

Il serait donc important de caractériser cette OTU majoritaire, ne correspondant pas à une 

intégrase de classe 1 et qui pourrait avoir un rôle potentiellement adaptatif face à une 

contamination par du triméthoprime. 
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1.3. Analyse phylogénétique des séquences d’intégrases d’intégron 

Une analyse phylogénétique a été réalisée sur 242 séquences : 119 séquences 

représentatives de chaque OTUs (après retrait des singletons) et 123 séquences 

correspondantes aux 5 premières séquences présentant le plus d’homologie après un blastP 

réalisé sur les 119 séquences représentatives. La Figure IV-5 présente cette analyse sous la 

forme d’un arbre construit à partir d’une seule séquence par cluster par obtenu. 

Cette analyse montre que la majorité des séquences représentatives des OTUs sont éloignées 

des séquences déjà connues et donc représentent de nouvelles séquences (Figure IV-5). 

Toutefois, quelques séquences montrent de fortes homologies avec des intégrases déjà 

séquencées. C’est le cas par exemple pour l’OTU représentée par la séquence Bp T181 10 

(Figure IV-5) qui présente 92% d’identité protéique avec une séquence obtenue du 

métagénome d’un biofilm d’eau douce (ACS73587.1 ; Gillings et al., 2008) et 84% avec 

l’intégrase d’une souche de Thiobacillus denitrificans, une bactérie ubiquiste. De même, les 

OTUs représentées par les séquences Ctrl T181 10 et Tm T181 16 (Figure IV-5n’apparaissant 

pas sur l’arbre) présentent environ 90% d’identité protéique avec 3 séquences obtenues à 

partir d’échantillons de sol (CEF48309.1, CEF49493.1 et CEF48363.1). Ces correspondances 

sont cohérentes avec l’origine du sédiment à partir duquel les microcosmes ont été mis en 

place. Par ailleurs, les intégrons étant soumis au transfert horizontal, il est difficile de conclure 

qu’une intégrase appartient à une espèce en se basant seulement sur le pourcentage 

d’identité des séquences. Par ailleurs, quelques séquences d’origines marine ou côtière 

présentent plus ou moins de correspondance avec des séquences IntI issues de cette analyse 

tout comme des séquences provenant de sol ou d’environnements d’eau douce, ce qui ne 

permet pas d’observer de regroupements dépendants de l’environnement.  

Enfin, l’analyse phylogénétique réalisée sur l’ensemble des séquences des banques n’a pas 

permis de montrer de regroupements en fonction de la condition de contamination (données 

non présentées). 
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Figure IV-5 : Arbre phylogénétique des OTUs d’intégrase d’intégron obtenues représentant plus de 0.6% du total 
des séquences (en noir) et de séquences connues (en couleurs).L’arbre a été réalisé selon la méthode du maximum 
de vraisemblance sur les régions conservées des séquences, après un traitement par Gblocks sur l’alignement des 
séquences. Les valeurs de bootstrap supérieures à 50%, calculées sur 500 itérations sont indiquées.  : Séquences 
représentatives des OTUs prépondérantes dans les banques à T358. La séquence de la protéine TnpA de Bergeyella 
zoohelcum a été utilisée comme racine de l’arbre. 
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1.4. Conclusion 

Cette étude de la diversité des intégrons dans des communautés d’eau douce en conditions 

contrôlées a permis de mettre en évidence une diversité en séquences d’intégrase toujours 

très importante et de découvrir encore de nouvelles séquences qui viendront enrichir les 

bases de données. Les analyses phylogénétiques n’ont pas permis de montrer de 

regroupement des séquences d’intégrases en fonction de la contamination. Toutefois, une 

baisse de la diversité des intégrases a pu être observée en condition de contamination à la 

fin de l’expérimentation. Ceci est particulièrement vrai pour les conditions benzo[a]pyrène et 

arsenic, dont les diversités vont dans un même temps chuter et se différencier des autres 

conditions. Ceci confirme donc l’hypothèse émise dans le précédent chapitre que la diversité 

des intégrases pourrait être influencée par la contamination du milieu. Nous avions 

également conclu que le niveau de contamination pourrait également affecter cette diversité. 

Afin de confirmer cette hypothèse des microcosmes ont également été réalisés avec des 

concentrations plus faibles en benzo[a]pyrène, arsenic et trimétoprime. Toutefois, les 

données de cette analyse n’ont pas encore été exploitées. 

De plus, cette étude a permis de montrer la sélection de séquences qui deviennent 

prépondérantes au cours du temps. Il est donc important de mettre au point une méthode 

de quantification de ces séquences par qPCR pour pouvoir étudier leur dynamique au cours 

du temps et s’assurer que leur augmentation est bien spécifique à un seul contaminant. 

L’effet de la contamination sur la diversité des cassettes est principalement observable pour 

la condition benzo[a]pyrène dans laquelle la diversité en cassettes se différencie des autres 

conditions après 181 jours d’incubation. Le sédiment utilisé pour cette expérimentation 

présente une concentration basale en arsenic élevée due au fond géologique de la région 

montagneuse. Il est donc possible que dans le pool de cassettes, des gènes pourraient 

permettre une adaptation à cette pression environnementale. Enfin, l’analyse du pool de 

cassettes de gène en condition triméthoprime semble montrer une implication des intégrons 

jusqu’à 181 jours. Cette observation doit toutefois être confirmée par une étude plus 

approfondie de la diversité des cassettes à des temps antérieurs à 181 jours d’incubation. 
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Ainsi, il semblerait que comme nous l’avions suggéré dans le chapitre précédent, la diversité 

des cassettes de gène serait influencée par la nature des contaminations du milieu. 

2) Dynamique de la diversité des intégrons dans des sédiments côtiers 

2.1. Diversité des intégrases 

Dans le cadre du projet Dhyva (projet ANR/SEST 2007-2010) des mésocosmes ont été réalisés 

avec des sédiments côtiers prélevés à l’Aber Benoit (Finistère, France) afin de suivre les effets 

d’une pollution pétrolière. Des banques de séquences d’intégrases d’intégrons ont été 

réalisées avant cette thèse (Huang 2010) à différents temps et ont permis de montrer une 

baisse de la diversité de ces séquences dans les conditions d’une pollution pétrolière 

(paragraphe III-2) ; Figure IV-6). 

 
Figure IV-6 : Arbres phylogénétiques réalisés à partir de l'alignement des séquences IntI obtenues à partir des 
mésocosmes contaminés par du pétrole après 3 mois d’incubation (A) et 9 mois (B) (modifiée à partir de Huang 
et Cagnon, données personnelles).  : la séquence XerC (de la famille des-tyrosine recombinases) a été utilisée 
pour enraciner les arbres. : Séquences IntI références.  et  : Séquences IntIOPS. 

Par ailleurs, l'abondance d'une séquence particulière augmente au cours du temps et devient 

prédominante dans la banque réalisée à 9 mois en condition de contamination par du pétrole 
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(Figure IV-6). Cette séquence a été appelée intIOPS pour intI Oil Polluted Sediment. 

L’abondance de ce gène au sein des communautés bactériennes à différents temps de 

prélèvements a été déterminée par qPCR et a permis de montrer une augmentation 

significative de l’abondance du gène intIOPS après trois mois de pollution (Figure IV-7). La 

prépondérance du gène intIOPS dans les sédiments étudiés a conduit Lionel Huang lors de sa 

thèse à émettre l’hypothèse que le (ou les) intégron(s) porteur(s) de intIOPS pourrai(en)t 

jouer un rôle important dans l’adaptation des communautés à la contamination au pétrole 

(Huang, 2010). 

 
Figure IV-7 : Abondance relative de intIOPS dans les mésocosmes au cours du temps (d’après Huang, 2010). 
Le ratio intIOPS/gène de l'ARNr 16S a été obtenu par qPCR. Chaque valeur correspond à une moyenne de 
quadruplicatas d’échantillons mesurés en duplicatas. O : condition de contamination pas du pétrole. C : condition 
contrôle sans contamination. * : valeurs significativement différentes avec le T0 de la même condition (p > 0.05). 
# : représente une différence significative entre les 2 conditions (p > 0.05). 

Trois ans après cette première étude, le projet ANR-CESA DECAPAGE (2011-2015) a poursuivi les 

travaux du projet Dhyva. Le but de ce projet est d’étudier les capacités de biodégradation des 

hydrocarbures par des communautés hydrocarbonoclastes en conditions oscillantes d’oxygénation. 

En effet, les environnements côtiers sont des écosystèmes soumis aux marées et au remaniement du 

sédiment par la macrofaune. De ce fait, des oscillations entre oxie et anoxie se créent et vont 

engendrer des variations impactant les communautés bactériennes au gré des marées et de l’action 

des organismes bioturbateurs. Dans ce cadre, une partie des travaux de cette présente thèse ont 

porté sur l’étude de la diversité des intégrons dans ces communautés.  
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Des sédiments côtiers prélevés à l’Aber-Benoît ont été contaminés par du pétrole, et maintenus en 

mésocosmes. Différents traitements ont été appliqués afin de créer des conditions d’oxygénation 

différentes du sédiment (sans remaniement du sédiment, avec hersage, ou avec bio-augmentation 

par ajout de vers bioturbateurs Hediste diversicolor). Les mésocosmes ont été maintenus jusqu’à 

observation d’une dégradation des hydrocarbures. Les communautés bactériennes 

hydrocarbonoclastes obtenues (communautés Pétrole, Pétrole + Hersage, Pétrole + Hediste) ont alors 

été étudiées par incubations en bioréacteurs dans différentes conditions d’oxygénation (anoxie, oxie 

ou oscillations oxie/anoxie) en présence de pétrole durant 15 jours (Figure II-5).  

 
Figure IV-8 : Arbres phylogénétiques réalisés à partir de l'alignement des séquences IntI obtenues à partir 
des suspensions des bioréacteurs de la communauté Pétrole au début de l’expérimentation (A) et à la fin 
(B) en condition anoxie permanente en bioréacteurs.  : Séquences références. La séquence de IntIOPS de la 
base de données a été intégrée aux arbres (FR718193.1) et la séquence de la protéine TnpA de Bergeyella 
zoohelcum a été utilisée comme racine de l’arbre. 

Afin d’évaluer la diversité en séquences d’intégrase dans les bioréacteurs, des banques exploratoires 

de séquences IntI ont été réalisées à partir des suspensions de sédiment de la communauté Pétrole 

au début et à la fin de l’expérimentation en bioréacteurs en condition anoxie permanente, condition 

dans laquelle on s’attendait à une diversité la moins importante des intégrases. Le gène intIOPS a été 

retrouvé, représentant 45% et 15% des banques réalisées respectivement au début et à la fin des 

incubations (Figure IV-8). Ainsi 3 ans après, la séquence découverte par Lionel Huang était de 

nouveau présente dans les échantillons de cette nouvelle étude. Ceci confortait l’hypothèse émise 
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lors de la thèse de Lionel Huang quant au rôle potentiel que pourrait jouer l’intégron porteur de la 

séquence d’intIOPS dans l’adaptation des communautés de ce sédiment face à une contamination 

pétrolière.  

2.2. Suivi de l’abondance du gène intIOPS 

La quantification du gène intIOPS a d’abord été réalisée dans les mésocosmes au moment du 

prélèvement du sédiment pour la mise en place des bioréacteurs (Figure IV-9). Les résultats 

montrent que son abondance est plus importante dans la condition Pétrole par rapport au contrôle. 

L’abondance du gène intIOPS a été également suivie dans les bioréacteurs au début et à la fin de 

l’expérimentation et montre une baisse significative de cette abondance au cours du temps dans les 

conditions d’oscillations et d’oxie permanente (Figure IV-10 A). De plus, la normalisation de 

l’abondance relative du gène intIOPS à la fin de l’expérimentation par son abondance relative au 

début de l’expérimentation montre une réponse similaire de IntIOPS dans les 3 communautés 

(Figure IV-10 B). Il semble donc que d’une part sa présence est défavorisée dans les conditions 

d’oxygénation du sédiment en mésocosmes et dans les bioréacteurs et d’autre part que les 

changements de l’abondance du gène intIOPS sont indépendants de la communauté étudiée. Il est 

donc possible que l’abondance plus importante du gène intIOPS soit une réponse spécifique aux 

conditions de contamination par du pétrole en anoxie. 

 
Figure IV-9 : Abondance relative du gène intIOPS dans les communautés bactériennes 
hydrocarbonoclastes au moment du prélèvement du sédiment pour la mise en place des bioréacteurs et 
dans le mésocosme contrôle sans contamination à la fin de l’expérimentation. * : Différence significative 
entre la condition Pétrole et les autres conditions (p>0.05 avec Contrôle et Pétrole+Hersage et p>0.1 avec 
Pétrole+Hediste). 
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Figure IV-10 : Abondance relative du gène intIOPS dans les bioréacteurs (A) : Abondance dans les 3 
communautés bactériennes hydrocarbonoclastes au début et à la fin de l’expérimentation en bioréacteurs pour les 
3 conditions d’oxygénation. * : Différence significative entre la condition anoxie et les conditions d’oscillations et 
oxie (p>0.05). (B) : Abondance à la fin de l’expérimentation pour les 3 conditions d’oxygénation normalisée par le 
T0 de chaque communauté. # : Différence significative entre la communauté Pétrole et Pétrole + Hersage en 
condition oxie (p>0.05). 

Enfin, la présence du gène intIOPS a été recherchée sur des consortia cultivés en conditions d’anoxie 

et de sulfato-réduction à partir des suspensions de sédiments issus des bioréacteurs. Sur 36 consortia 

analysés, 35 se sont avérés positifs pour la présence du gène intIOPS. Ceci confirme donc que des 

conditions anoxiques et de sulfato-réductions sont favorables à la présence du gène intIOPS 

suggérant qu'il pourrait être associé à des communautés de bactéries sulfato-réductrices 

hydrocarbonoclastes. 

2.3. Etude de la dynamique des cassettes de gène dans les bioréacteurs 

2.3.a.  Structure de la communauté 

La structure des communautés a été étudiée pour chaque condition au début et à la fin des 

incubations en bioréacteurs par T-RFLP sur le gène de l’ARNr 16S (Figure IV-11). La 
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communauté Pétrole + Hediste se distingue des 2 autres communautés au début de 

l’expérimentation et à la fin dans les conditions d’oxie et d’oscillations. Les communautés 

Pétrole et Pétrole + Hersage présentent 50% de similarité au début de l’expérimentation et à 

la fin dans les 3 conditions. Ainsi, il semble que le facteur « communauté » est le facteur 

principal influençant la structuration des communautés Pétrole + Hediste alors que pour les 

communautés Pétrole et Pétrole + Hersage, il s’agit du facteur « régime d’oxygénation ». 

 
Figure IV-11 : Comparaison de la structure des 3 communautés au début et à la fin de l’expérimentation 
en bioréacteurs selon les conditions d’oxygénation (modifié à partir de Terrisse, 2014).  : Communauté 
Pétrole + Hersage ;  : Communauté Pétrole ;  : Communauté Pétrole + Hediste. En jaune : temps initial de 
l’expérimentation. En bleu : temps final en condition d’anoxie permanente. En vert clair : temps final en condition 
d’oxie permanente. En vert foncé : condition d’oxygénation oscillantes. Analyse MDS réalisée sur les distances de 
Bray-Curtis calculées à partir des données de T-RFLP sur le gène de l'ARNr 16S. Les distances entre échantillons 
sont exprimées en pourcentage de similarité. 

2.3.b. La diversité des cassettes de gène 

Le pool de cassettes de gène a été étudié à la fin de l’expérimentation en bioréacteurs pour 

les 3 communautés en se basant sur l’analyse de la taille des cassettes (Figure IV-12). Les 3 

communautés en condition oxie présentent des diversités de cassettes proches entre elles 

(70% de similarité) et distantes des 2 autres conditions d’oxygénation (Figure IV-12). On 

observe donc une réponse similaire de la diversité des cassettes dans les 3 communautés 
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avec un effet structurant du régime d’oxygénation avec d’une part le pool en condition d’oxie 

permanente et d’autre part le pool des conditions d’anoxie permanente et d’oscillations. Il 

s’agit donc d’une réponse différente de celle de la structure des communautés qui montre 

que les modifications dans les communautés bactériennes n’expliquent pas ces différences 

dans la diversité des cassettes de gène. 

 
Figure IV-12 : Comparaison de la diversité des cassettes de gène dans les 3 communautés au temps final 
selon les conditions d’oxygénations en se basant sur l’analyse de la taille des cassettes.   : Communauté 
Pétrole + Hersage ;  : Communauté Pétrole ;  : Communauté Pétrole + Hédiste. En bleu : temps final en condition 
d’anoxie permanente. En vert clair : temps final en condition d’oxie permanente. En vert foncé : condition 
d’oxygénation oscillantes. Analyse MDS réalisée sur les distances de Bray-Curtis calculées à partir des données de 
T-RFLP sur le gène de l'ARNr 16S. Les distances entre échantillons sont exprimées en pourcentage de similarité. 
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2.4. Conclusion 

Les analyses en mésocosmes ont permis de montrer qu’une contamination par du pétrole 

avait un impact important sur la diversité des intégrases. D’une part, une forte baisse de la 

diversité est observée avec une contamination pétrolière comme le montre l’indice de 

Shannon qui est compris entre 1,38 et 1,65 au bout de 9 mois d’incubation en condition 

pétrole contre 2,45 pour le mésocosme contrôle au même temps (Table 2, paragraphe III-2). 

Une importante baisse de la diversité avait également été observée dans les microcosmes de 

sédiments d’eau douce en condition de contamination par du benzo[a]pyrène (2,85 à 358 

jours en condition benzo[a]pyrène contre 3,85 en condition contrôle, Figure IV-2, paragraphe 

IV-1.2.b.i). Par ailleurs, ces deux expérimentations ont montré la sélection de séquences 

particulières différentes. L’expérience en mésocosmes de sédiments côtiers contaminés par 

du pétrole a été reproduit 3 ans plus tard, et le gène intIOPS est toujours sélectionné, ce qui 

montre que ces résultats sont reproductibles et nous conforte quant à l’implication de 

l’intégron porteur de cette séquence dans l’adaptation de ces communautés bactériennes 

face à une contamination pétrolière. 

L’étude de l’effet de différents régimes d’oxygénation des communautés 

hydrocarbonoclastes a permis de montrer une réponse similaire des 3 communautés en ce 

qui concerne la diversité en cassettes de gène. Or, ces 3 communautés sont distinctes. Ceci 

suggère que ces modifications sont indépendantes de la communauté. La diversité des 

cassettes répondrait non seulement aux contaminations du milieu comme nous avons pu le 

montrer au cours des études précédentes en milieu d’eau douce mais également aux 

variations en oxygène. Les variations de l’abondance du gène intIOPS semblent également 

indépendantes de la communauté, puisqu’elle varie de la même manière dans les 3 

communautés hydrocarbonoclastes. Le facteur après le facteur contamination par du pétrole 

qui semble le plus influencer sa présence est l’oxygène. Ainsi, des conditions oxiques sont 

défavorables à la présence de IntIOPS. Il est également possible que ce gène soit porté par 

des bactéries communes aux 3 communautés, comme les bactéries sulfato-réductrices. Le 

genre Desulfosarcina par exemple est présent en abondance au début des incubations en 

bioréacteurs dans la communauté Pétrole. Son abondance ne varie pas au cours de 
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l’expérimentation en condition d’anoxie permanente, mais décroit de manière importante en 

conditions d’oscillations ou d’oxie permanente (Terrisse, 2014). 

L’intégron porteur du gène intIOPS pourrait donc avoir un rôle dans l’adaptation des 

communautés bactériennes face à une pollution par du pétrole. Il était donc nécessaire de le 

caractériser afin de mieux comprendre quels mécanismes pourraient expliquer sa 

prépondérance. Le chapitre qui suit présente les résultats de cette caractérisation. 
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1) Reconstitution de la séquence de l’intégron IntIOPS 

Plusieurs méthodes ont été tentées dans le but de caractériser les séquences adjacentes du 

fragment de 800 pb connu du gène intIOPS. Des expérimentations de PCR inverse, de 

transposon display, de PCR-clonage de fragments longs réalisées avant et au cours de cette 

thèse n’ont pas permis d’aboutir à des résultats suffisamment concluants (Terrisse, 2011 ; 

Guenoc, 2013). Par ailleurs, des enrichissements à partir des sédiments dans lequel le gène 

intIOPS a pu être amplifié ont également été réalisés (paragraphe I - 2.2) dans le but d’isoler 

une souche porteuse de l’intégron IntIOPS. Toutefois, la diversité bactérienne présente dans 

les consortia était trop importante, même après plusieurs repiquages.  

Nous avons alors choisi de développer une expérimentation de capture de gène qui a été 

réalisée en collaboration avec le groupe animé par le Pr Pierre Peyret de l’EA CIDAM 4678 de 

l’Université d’Auvergne et avec la contribution de la plateforme Génomique du Génopole 

Toulouse Midi-Pyrénées de Toulouse. Cette méthode novatrice combine la capture de 

fragments contenant des séquences connues du gène intIOPS par hybridation de sondes puis 

le séquençage de ces fragments capturés grâce à la technologie Illumina (Figure II-7). Elle a 

été réalisée à partir du métagénome de 5 échantillons : du sédiment côtier de mésocosme 

contaminé par du pétrole et sans remaniement (condition Pétrole), prélevé au même 

moment que le sédiment utilisé pour l’expérimentation en bioréacteurs (banque 1) ; des 

échantillons de suspension de sédiments prélevés dans les bioréacteurs en anoxie à la fin des 

incubations des 3 communautés (banque 2, banque 3 et banque 4) ; un des consortia dans 

lequel le gène intIOPS a pu être amplifié (banque D4).  

Le prétraitement des séquences a permis l’élimination des séquences de taille inférieure à 

100 nucléotides, de qualité inférieure à Q20 et présentant plus d’1% de N, soit au final entre 

4 et 9,5% de séquences éliminées (Tableau V-1). 
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Tableau V-1 : Récapitulatif du nombre et de la qualité des séquences pour chaque banque avant et après 
prétraitement. 

  

Nombre de 
séquences avant 

prétraitement 
GC% 

Longueur 
séquences (nt) 

Q>20 

Nombre de 
séquences après 

prétraitement 

% de séquences 
filtrées 

Banque 1 
Read1 1 948 926 51 235 

3 529 385 9,453 
Read2 1 948 926 51 155 

Banque 2 
Read1 2 893 148 52 270 

5 544 674 4,176 
Read2 2 893 148 52 200 

Banque 3 
Read1 2 433 005 52 265 

4 634 579 4,756 
Read2 2 433 005 52 195 

Banque 4 
Read1 2 289 475 52 265 

4 338 680 5,247 
Read2 2 289 475 52 190 

Banque D4 
Read1 2 993 004 47 265 

5 579 463 6,792 
Read2 2 993 004 47 205 

Une reconstruction de la séquence de l’intégron IntIOPS a pu être faite grâce à l’assemblage 

des séquences obtenues avec l’ADN des 5 échantillons (Figure II-7). Cette séquence est 

constituée du gène intOPS entier, du site attI associé, des régions promotrices du gène 

intIOPS et des cassettes, d’un fragment de l’environnement génétique de l’intégron IntIOPS 

et de 3 séquences différentes correspondant à des régions variables différentes de l’intégron 

IntIOPS (Figure V-1). 

 
Figure V-1 : Représentation schématique des différents éléments de l’intégron IntIOPS caractérisés. En 
bleu, la région constante comprenant la séquence complète d’intIOPS et le site attIOPS. Les 3 régions variables 
correspondant aux 3 différentes premières cassettes identifiées sont notées V1, V2 et V3 et représentées en 
différentes nuances de vert. En violet, le cadre de lecture partiel identifié dans la région en amont de l’intégron. 
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2) Caractérisation des différents éléments de l’intégron IntIOPS 

2.1. Caractérisation du gène de l’intégrase d’intégron IntIOPS 

Le gène intIOPS entier fait 972 pb. Il est en sens inverse dans l’intégron IntIOPS par rapport 

aux cassettes de gène, comme c’est le cas pour la majorité des intégrons étudiés à ce jour. 

Après un blastX contre la base de données nr, la séquence connue la plus proche de 

l’intégrase IntIOPS est l’intégrase d’une Oscillatoriales dont le génome a été séquencé 

(WP_009769460.1). Les 2 intégrases partagent 62% d’identité protéique, ce qui montre que 

IntOPS est une nouvelle intégrase d’intégron qui n’était pas connue jusqu’alors. 

Par ailleurs, la séquence obtenue de la séquence intIOPS présente des incertitudes au niveau 

de certaines positions. L’assemblage des séquences de fragments capturés ne permet pas de 

déterminer s’il s’agit de polymorphisme du gène intIOPS ou d’un biais d’expérimentation qui 

aurait pu intervenir notamment lors des différentes PCR ou lors du séquençage. 

2.2. Le site attI de l’intégron IntIOPS : attIOPS 

La région constante de l’intégron IntIOPS est bien conservée, hormis les quelques variations 

de séquences de intIOPS, jusqu’à un point se situant à 283 pb en aval du codon d’initiation 

du gène intIOPS. Ce point se situe au niveau d’un motif GTTRRRY, caractéristique du domaine 

R des sites attI (paragraphe 2.1.b ; Figure V-2). Il pourrait donc s’agir du site de recombinaison 

attI de IntIOPS et du point d’insertion des cassettes de gène. A l’exception du motif GTTRRRY, 

les sites attI sont très peu conservés et l’alignement du site putatif attIOPS et de 4 autres sites 

attI de référence ne montre pas d’autres motif partagé. 

 
Figure V-2 : Alignement des séquences des sites attIOPS V1, V2 et V3 de IntIOPS et des sites attI des 
intégrons de classe 1, 2 et 3 et de Vibrio cholerae. Les domaines DR1, DR2, L et R caractérisés chez attI1 sont 
représentés par les flèches horizontales. La flèche verticale rouge représente le point d’insertion dans attI1.  
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2.3. La région promotrice de l’intégron IntIOPS  

Une analyse in silico a permis de mettre à évidence une région pouvant correspondre au 

promoteur Pc des cassettes de gène (Figure V-3). Cette région est située en amont du site 

attI : la boite -10 putative est à 104 pb du point d’insertion des cassettes. Plusieurs motifs 

contenus dans cette région promotrice putative pourraient correspondre à des motifs de 

fixation de facteurs de régulation de l’expression : LexA, le régulateur transcriptionnel de la 

réponse SOS ; RpoH2, un facteur qui intervient dans la réponse au stress photooxydatif chez 

Azospirillum brasilense SP7 (Kumar et al., 2012) ; Fis, un facteur accessoire pour l’activation 

transcriptionnel du promoteur mar (pour multiple antibiotic resistance) chez E. coli (Martin 

and Rosner 1997) ; et Lrp, un facteur connu pour intervenir dans la régulation de la synthèse 

de la leucine mais également impliqué dans la biosynthèse d’autres acides aminés et dans 

leur dégradation, dans le transport de petites molécules, la synthèse de pili et dans d’autres 

fonctions cellulaires (Cho et al., 2008).  

 
Figure V-3 : Région située entre le début du gène intIOPS (en bleu) et le codon d’initiation de l’orf1 (en vert) 
de la région variable V1 caractérisée. En vert : la région promotrice prédite des cassettes de gène. La barre verte 
au-dessus de la séquence symbolise les motifs de fixation des différents facteurs de régulation. En bleu : la région 
promotrice prédite du gène intIOPS. La barre bleue foncée en pointillée située au niveau des régions -10 
correspond au site de fixation putatif de LexA. La barre bleue pleine en-dessous de la séquence symbolise les motifs 
de fixation de TyrR et PhoB. Les 2 boîtes - 10 sont représentées en rayé et se chevauchent partiellement. Les boîtes 
– 35 sont surlignées en couleur pleine. Le point d’insertion des cassettes de gène est symbolisé par la flèche rouge. 

Le promoteur de intIOPS pourrait être chevauchant à la région promotrice des cassettes de 

gène. La boite -10 se situerait à 167 pb du codon d’initiation de la traduction de intIOPS 

(Figure V-3). Cette région promotrice contient des sites de reconnaissance pour les facteurs 
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de transcription PhoB et TyrR. PhoB est un régulateur positif du régulon phosphate 

(Bachhawat et al., 2005) et TyrR peut-être un activateur ou un répresseur de la transcription 

(Pittard, Camakaris and Yang 2005). Le site de fixation du facteur LexA intervenant dans la 

réponse SOS pourrait également être présent. 

Tous ces résultats ne sont que des prédictions et mériteraient une étude plus approfondie de 

ces séquences. Enfin, seules des expérimentations in vitro pourraient permettre de tester et 

de s’assurer que ces différentes régions sont bien des régions promotrices ou régulatrices. 

2.4. Les premières cassettes associées à l’intégron IntOPS 

Au cours de l’assemblage des séquences de IntIOPS, il s’est avéré que 3 régions variables 

différentes pourraient être associées à l’intégron IntIOPS.  

La première région variable identifiée contient un cadre de lecture complet situé à 32 pb du 

motif GTTRRRY, nommé orf1 (Figure V-1), suivi d’une région de 139 pb puis d’un second cadre 

de lecture incomplet, orf2. Un blastX de la séquence contenant ces 2 cadres de lecture et la 

région les séparant a permis de ressortir une homologie avec un fragment du génome de la 

δ-proteobacteria NaphS2, bactérie sulfato-réductrice capable de dégrader le naphtalène 

(DiDonato et al., 2010). Le premier cadre de lecture orf1, d’une longueur de 213 pb, code une 

protéine partageant 61% d’identité protéique avec une protéine de cette souche, de fonction 

inconnue (WP_006425809.1). Le second cadre de lecture partiel orf2 (55 pb) correspondrait 

à l’extrémité N-terminale d’une transposase de NaphS2 (80% d’identité protéique avec le 

fragment correspondant de la transposase WP_006425804.1) voisine du premier ORF codant 

la protéine homologue de orf1. La séquence séparant les 2 ORFs de IntIOPS et celle séparant 

les 2 ORFs de NaphS2 font toutes les deux 139 pb et partagent 80% d’identité nucléique 

(Figure V-4). Aucune séquence palindromique caractéristique des sites de recombinaison attC 

n’a pu être clairement identifiée dans cette région (Figure V-4). 
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Figure V-4 : Alignement de la région variable V1 de IntIOPS et des séquences génomiques de la souche δ-
proteobacterium NaphS2. La boîte R du site attIOPS est surlignée en bleu clair et le point de recombinaison est 
symbolisé par la flèche verticale rouge. Les gènes codant la protéine de fonction inconnue WP_006425809.1 aligné 
avec l’orf1 de la région variable V1 de IntIOPS et la transposase WP_006425804.1 aligné avec l’orf2 sont surlignées 
respectivement en vert et bleu foncé. 

La seconde région variable identifiée contient un cadre de lecture putatif incomplet, nommé 

orf3 (Figure V-1), d’une longueur de 198 pb, dont le codon d’initiation ATG est situé à 70 pb 

du motif GTTRRRY. Après un blastX contre la base de données nr, aucune correspondance n’a 

été trouvée avec des séquences connues. 

La troisième région variable contient un autre cadre de lecture incomplet, nommé orf4 

(Figure V-1) d’une longueur de 273 pb et débutant 34 pb après le motif GTTRRRY. Le blastX 

contre la base de données nr a permis de mettre en évidence un motif conservé : il s’agit du 

domaine PRK11176 qui correspond à un domaine de transporteur de lipides ATP dépendant 

et/ou de perméase. 
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2.5. L’environnement génétique de IntIOPS 

Une séquence de 465 pb après le codon stop du gène intIOPS a pu être obtenue grâce aux 

assemblages (Figure V 1). Dans cette séquence, un putatif cadre de lecture incomplet de 387 

pb correspondant à 129 acides aminés a pu être caractérisé. Un blastX contre la base de 

données nr a montré qu’il pourrait correspondre à la partie C-terminale d’une transposase. 

Cette région présente 43% d’identité protéique avec l’extrémité C-terminale d’une 

transposase de Candidatus Magnetoglobus multicellularis str. Araruama (ETR70493.1) et 48% 

avec celle de la transposase d’une bactérie non isolée d’un environnement côtier 

(ABY56073.1). L’alignement des régions de ces 3 protéines montre plusieurs domaines bien 

conservés (Figure V-5). 

 
Figure V-5 : Alignement de la séquence codée par l'orf5 de IntIOPS avec la séquence de la région C-terminale 
de la transposase de Candidatus Magnetoglobus multicellularis str. Araruama (ETR70493.1) et de la transposase 
de pFosPlaG (ABY56073.1). 

3) Conclusion 

Si l’identification des premières cassettes de gène ne permet pas de conclure pour l’instant 

quant au rôle potentiellement adaptatif que pourrait jouer IntIOPS dans les communautés 

étudiées, cela aura permis toutefois de montrer que dans les communautés étudiées 

l’intégron porte différentes premières cassettes de gène. Il semblerait donc qu’il y ait des 

mouvements de cassettes au sein de cet intégron. Ainsi, il pourrait être actif face à une 

pollution pétrolière. L’identification de la région promotrice du gène intIOPS a permis de 

montrer la présence de sites de liaison pour des facteurs intervenant dans des réponses aux 

stress comme LexA tout comme cela a été montré pour d’autres intégrons (Guerin et al., 
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2009; Cambray et al., 2011). Si les prédictions sont justes, l’expression du gène intIOPS 

pourrait être également régulée par des systèmes de régulation intervenant dans le contrôle 

de l’expression de fonctions du métabolisme cellulaire. Des expériences d’expression in vitro 

pourraient être réalisées pour infirmer ou confirmer ces hypothèses.  

Par ailleurs, l’obtention de séquences situées en amont de l’intégron IntIOPS a permis de 

mettre en évidence la présence d’un gène possible codant une transposase. Il n’est pas rare 

de trouver ce type de gène à proximité des intégrons de manière générale, ce qui permet aux 

intégrons d’être mobiles. L’hypothèse de la mobilité et de la dispersion de IntIOPS au sein de 

la communauté bactérienne avait déjà été suggérée (Huang, 2010) pour expliquer les 

modifications de son abondance bien avant d’observer des modifications de la structure des 

communautés bactériennes face à une pollution pétrolière. La présence de cette putative 

transposase à proximité de l’intégron IntIOPS vient étayer cette hypothèse.  

Tous ces résultats encourageants représentent une grande avancée dans la caractérisation 

de l’intégron IntIOPS mais ils restent toutefois encore préliminaires. De nouvelles 

expérimentations de captures de gène devront être réalisées avec des sondes ciblant les 

nouvelles séquences identifiées de IntIOPS afin d’obtenir les séquences complètes des ORFs 

déjà obtenus et de découvrir de nouvelles séquences plus éloignées encore du gène intIOPS. 

Des expérimentations pour étudier les régions promotrices des cassettes de gène et du gène 

intIOPS doivent également être réalisées si l’on veut pouvoir comprendre comment leur 

expression est régulée. Enfin, il serait intéressant de tester l’activité de recombinaison de 

l’intégrase IntIOPS au niveau de son site attI associé pour prouver que des cassettes sont bien 

insérées à son niveau. 
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Grâce aux différentes études présentées dans cette thèse, environ 800 séquences 

d’intégrases différentes ont été obtenues à partir de différents sédiments d’eau douce et 

côtiers. La quasi-totalité de ces séquences étaient encore inconnues. Par ailleurs, une analyse 

des génomes présents dans les bases de données réalisées en février 2014 a permis 

d’identifier 674 séquences d’intégrases. Le grand nombre de nouvelles séquences 

découvertes nous a poussé à remettre en question la classification des intégrases selon le 

seuil de 98% d’identité protéique. Dans l’article Integron diversity in bacterial communities of 

freshwater sediments at different contamination levels (Abella et al., en révision), nous avons 

proposé un nouveau seuil à 80% d’identité protéique qui nous semble plus adapté pour la 

classification des intégrons environnementaux. Même en abaissant autant ce seuil, nos 

conclusions restent inchangées et ce seuil ne remet pas en question la classification des 

intégrons de classe 1, 2, 3 et 4.  

Nous avons pu confirmer par différentes études in situ et en microcosmes, en 

environnements d’eau douce et en milieux côtiers et avec différents types de polluants, que 

les contaminations du milieu impactent la diversité des intégrons de manière indépendante 

de la structure de la communauté bactérienne. En effet, nous avons pu observer en milieux 

naturels que la diversité des intégrases était plus faible dans les milieux les plus impactés. En 

microcosmes, la présence de polluant entraine une baisse, parfois très importante, de la 

diversité des intégrases mais également l’augmentation de l’abondance de nouvelles 

séquences particulières, de manière similaire aux travaux de Lionel Huang. Enfin, nous avons 

pu confirmer l’influence géographique sur la diversité des intégrases en montrant des 

diversités différentes entre des sites de même type (côtiers ou eau douce) mais éloignés 

géographiquement. 

En ce qui concerne la diversité des cassettes de gène, nous avons pu voir que le pool de 

cassettes répondait bien aux conditions environnementales. En effet, le pool de cassettes 

semble être impacté par le type de contaminants présents dans le milieu. Ceci appuie la 

notion d’écotypes de cassettes proposée auparavant (Koenig et al., 2008). Enfin, les banques 

de cassettes réalisées lors de cette thèse ont révélé des séquences fortement similaires à 

d’autres cassettes obtenues à partir de sites côtiers d’autres régions du monde. Ainsi, 
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contrairement à l’intégrase, il pourrait y avoir une distribution mondiale des cassettes de 

gène. 

Enfin, grâce à une méthode novatrice de capture de gène couplée à un séquençage avec la 

technologie Illumina, nous avons pu accéder aux séquences adjacentes du fragment du gène 

intIOPS obtenu lors de la thèse de Lionel Huang. L’intégralité du gène intIOPS a pu être 

caractérisée. Nous avons pu identifier 3 régions variables correspondant à 3 premières 

cassettes différentes. Ceci suggère que des mouvements de cassettes résultant de 

phénomènes d’insertion et d’excision ont pu intervenir au cours des incubations en 

mésocosmes et donc que l’intégron porteur du gène intIOPS pourrait être actif dans ces 

conditions. Enfin, un fragment d’un gène codant une transposase a pu être identifié en amont 

de l’intégron, venant renforcer l’hypothèse que cet intégron pourrait être mobile et se 

disséminer dans la communauté bactérienne. 

 

Ainsi, les études menées lors de cette thèse ont permis de conforter un grand nombre 

d’observations précédemment faites et ont apporté de nouveaux éléments qui viennent 

soutenir notre hypothèse principale que les intégrons environnementaux seraient impliqués 

dans l’adaptation des communautés bactériennes en réponse à la présence de contaminants 

dans les milieux non cliniques. Afin d’aller plus loin, les travaux présentés dans cette thèse 

doivent être approfondis. 

La méthode de séquençage Sanger nous a permis d’obtenir un grand nombre de séquences 

correspondant à un fragment du gène intI qui couvre l’ensemble des domaines impliqués 

dans l’activité de l’intégrase. Toutefois malgré l’effort de séquençage, cette méthode ne 

permet pas d’obtenir un bon recouvrement des banques tant la diversité des intégrases peut 

être importante dans certains échantillons. Or, afin de mieux comprendre comment la 

diversité des intégrases est influencée par les conditions environnementales, il est nécessaire 

d’obtenir des banques avec de bon taux de recouvrement. A ce jour, les méthodes de 

séquençage haut débit permettent l’obtention de données avec une profondeur 

suffisamment importante pour répondre à ce besoin. Actuellement, une méthode de 



 

Justine Abella                                                                                                                                         Conclusions générales 

145 

 

séquençage MiSeq du gène intI est en cours de développement au laboratoire et devrait 

permettre d’accéder à une plus grande diversité de l’intégrase dans des échantillons de la 

Seine (projet EC2CO DIVINT, 2015-2016). 

Cette thèse a permis de caractériser une partie de l’intégron porteur du gène intIOPS. De 

nouvelles expérimentations de capture de gène pourraient être réalisées avec la synthèse de 

nouvelles sondes ciblant les extrémités des nouvelles de séquences, dans le but d’obtenir 

l’intégralité des premiers cadres de lecture identifiés et de découvrir de nouvelles séquences 

plus éloignées du gène intIOPS. Ceci permettrait d’aller plus loin dans la caractérisation des 

fonctions portées par cet intégron. Par ailleurs, le séquençage haut-débit a permis de révéler 

une certaine variabilité dans la séquence de IntIOPS et dans la région du site attI associé. Le 

clonage et le séquençage de ces régions permettrait de savoir si cette variabilité de séquences 

est due à un biais induit par les étapes d’amplification ou de synthèse ou bien si différents 

variants du gène intIOPS existent bien et sont associés à différentes cassettes de gène. Enfin, 

une première analyse des régions promotrices du gène intIOPS et des cassettes de gène a été 

réalisée en utilisant différents outils en ligne. Les premières conclusions obtenues ont besoin 

d’être vérifiées et approfondies. Des expérimentations in vitro et in vivo s’avèrent 

indispensables afin de comprendre comment sont régulées les activités de recombinaison et 

d’expression des cassettes de gène dans cet intégron. Ces approches nécessitent en premier 

lieu de cloner la région promotrice située entre le gène intIOPS et la première cassette de 

gène. Dans un second temps, la technique de gel retard pourrait être utilisée pour vérifier la 

fixation des différents facteurs de régulation identifiés par l’analyse in silico sur les régions 

promotrices et d’une analyse par empreinte à la DNase par exemple pour localiser la position 

du site de fixation. Enfin, grâce à la construction d’un plasmide dans lequel aurait été insérée 

la région promotrice associée à un et/ou 2 gènes de rapporteurs, la régulation de l’expression 

de l’intégrase et/ou des cassettes de gène par différents facteurs transcriptionnels pourrait 

être testée. 

Cette thèse a permis de mettre en évidence des séquences d’intégrase d’intégron qui 

devenaient prédominantes en microcosmes d’eau douce face à une contamination par de 

l’arsenic, du benzo[a]pyrène ou du triméthoprime. Une mise au point de méthode de 
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quantification permettant le suivi de ces séquences dans les sédiments au cours du temps a 

été débutée mais n’a pas abouti. Il serait intéressant de poursuivre cette mise au point pour 

pouvoir confirmer que l’abondance de ces séquences augmente bien au cours du temps et 

de manière spécifique au contaminant. Par la suite, une caractérisation des séquences 

adjacentes grâce à la méthode de capture de gène développée pour intIOPS pourrait être 

réalisée afin de comprendre pourquoi l’abondance de ces intégrons augmentent et de 

déterminer si ces intégrons portent des fonctions adaptatives. 

Au cours de cette thèse, une méta-analyse a été débutée sur les séquences d’intégrase 

contenues dans les bases de données. Cette analyse a pour but de vérifier l’existence des 

différents groupes d’intégrase en fonction de leur origine, marine ou terrestre, identifiés dans 

de précédentes études mais avec un nombre restreint de séquences. De plus, cette étude 

cherche également à mettre en évidence d’éventuels motifs protéiques spécifiques de ces 

groupes, qui pourraient être des éléments à prendre en compte pour la classification des 

intégrons environnementaux. 

Cette méta-analyse pourrait être étendue à l’étude des sites de recombinaisons. En effet, le 

séquençage des cassettes de gène est rendu difficile par l’importante variabilité de séquence 

des sites attC et attI. Les amorces utilisées actuellement pour séquencer les cassettes en 

ciblant les sites attC ont été dessinées en 2001. Or aujourd’hui, avec le séquençage de 

nombreux génomes, un grand nombre de séquences de site attC est disponible et permettrait 

la création d’amorces ciblant une diversité de cassettes plus importante. La diversité du site 

attI a, quant à elle, été peu étudiée et les études se sont essentiellement limitées aux sites 

attI des intégrons de classe 1, 2 et 3 et de quelques intégrons chromosomiques. Or, une 

méthode plus directe pour pouvoir étudier les premières cassettes de gène dans un 

environnement donné, cassettes représentant les derniers évènements d’insertion et donc 

potentiellement adaptatives, serait de pouvoir les séquencer en ciblant d’une part le site attC 

en aval et d’autre part le site attI en amont de la cassette. Une méta-analyse des séquences 

de sites attI disponibles dans les bases de données permettrait d’approfondir nos 

connaissances sur la variabilité de ces séquences et pourrait permettre de dessiner un ou des 

couples d’amorces qui permettraient de séquencer la première cassette de gène. 
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Enfin, les différentes études réalisées sur le sujet ont montré que la diversité des cassettes 

de gène étaient très importantes dans l’environnement et que les protéines codées ont pour 

la grande majorité des fonctions encore inconnues. Afin de mieux comprendre le rôle des 

intégrons dans l’adaptation des bactéries dans l’environnement, il est primordial d’identifier 

les fonctions qu’ils portent et quel(s) avantage(s) elles peuvent apporter face aux conditions 

environnementales. Ainsi, au-delà de l’effort de séquençage réalisé, il faudrait également 

réaliser des études de protéomiques afin de caractériser les fonctions portées par les 

cassettes de gène. 
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RESUME 

Les intégrons sont des éléments génétiques bactériens.  Découverts récemment dans le contexte 
clinique, ils sont présents dans le génome d’un certain nombre de bactéries provenant 
d’environnements très variés. Ils sont composés d’un gène codant une intégrase et d’une succession 
de cassettes de gènes. L’activité de l’intégrase permet l’acquisition, la perte ou le réarrangement des 
cassettes. Par ailleurs un promoteur permet l’expression des cadres de lecture contenus dans les 
cassettes de gène. Ainsi les intégrons sont à la fois des réservoirs de gènes et des systèmes 
d'expression de ces gènes. Dans le contexte clinique, ils sont connus pour être impliqués dans 
l'adaptation des bactéries pathogènes. Ils sont en effet capables d'acquérir et de diffuser des gènes 
conférant un avantage sélectif face à la pression exercée par l’usage des antibiotiques et des biocides, 
et par ailleurs d’être mobilisés afin d’être transférés horizontalement. 

Quelques études ont porté sur les intégrons en dehors des environnements cliniques. Elles ont 
permis de caractériser de nombreuses cassettes de gènes, sans toutefois en atteindre toute la 
diversité, à partir de bactéries ou de communautés bactériennes issues d’environnements soumis à 
différents niveaux de contaminations. Cependant, la diversité de l'intégrase a été peu étudiée, car le 
plus souvent les études se sont limitées aux séquences d’intégrons cliniques. Ainsi, les intégrons 
environnementaux sont encore mal connus et mal caractérisés. Les objectifs de ma thèse étaient de 
caractériser la diversité des intégrons environnementaux, avec un focus particulier sur les intégrases, 
à partir d’environnements soumis à des contaminations chimiques variables, dans le but d’évaluer le 
rôle possible des intégrons dans l'adaptation des bactéries face à des perturbations 
environnementales. 

Au cours de ces travaux, environ 800 séquences d’intégrases différentes, pour la plupart encore 
inconnues, ont été obtenues à partir de différents sédiments d’eau douce et côtiers. Des études in 
situ et en microcosmes, d’environnements d’eau douce ou de milieux côtiers, et avec différents types 
et niveaux de polluants, ont permis de mettre en évidence un impact des contaminations du milieu 
sur la diversité des intégrons, sur l’intégrase comme sur les cassettes de gène, de manière 
indépendante à la structure de la communauté bactérienne. Enfin, lors de cette thèse a été réalisée 
la caractérisation d’un intégron potentiellement adaptatif face à une pollution pétrolière, porteur de 
la séquence intIOPS mise en évidence et nommée par Lionel Huang lors de sa thèse. 

Finalement, les résultats obtenus lors de cette thèse ont apporté de nouveaux éléments qui viennent 
soutenir notre hypothèse principale que les intégrons environnementaux seraient impliqués dans 
l’adaptation des communautés bactériennes en réponse à la présence de contaminants dans les 
milieux non cliniques. 
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Intégrons environnementaux, diversité, intégrase, cassettes de gène, contaminations chimiques, 
pollution pétrolière, contamination aux métaux 

 


