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3 Institute of Food Research, BBSRG, Golney fane, NR4 7UA Norwich, Royaume Uni

Résumé - Le facteur sexuel de Lactococcus lactis 712 est un élément génétique cryptique qui per-
met I'échange d'information génétique entre cellules. Il est aussi capable de mobilité intra-cellulaire avec
une forme libre circulaire et des formes intégrées sur le plasmide lactose ou sur le chromosome. Cet
élément d'environ 50 kb a été cloné et presque entiérement séquencé. Plus de 80 % des phases
ouvertes de lecture ne présentent pas d'homologie significative avec des séquences déja connues. Les
homologies les plus fortes révélent: (i) une protéine d'agrégation homologue a celles présentes sur les
plasmides conjugatifs d'Enterococcus faecalis, (ii) une protéine homologue a TraD du facteur sexuel
F d'Escherichia coli et VirD4 du plasmide Ti d'Agrobacterium tumefaciens, deux protéines impliquées
dans le transport de I'ADN, (iii) une protéine tripliquée homologue a la protéine dupliquée associée a
la résistance au tellurium chez Alcaligenes sp. L'analyse de fragments clonés a partir des différentes
formes intracellulaires du facteur sexuel (circulaire libre ou linéaire intégré) nous a permis de caractériser
les événements d'intégration/excision  sur le chromosome. Une séquence de 24 pb, identique sur le site
chromosomique d'intégration (attB) et sur la forme circulaire du facteur sexuel (attP) est dupliquée aux
bornes de celui-ci lors de son intégration. Une partie de cette séquence (12 pb) est aussi impliquée dans
linversion de deux fragments d'ADN du facteur sexuel (flipl et 2). Le facteur sexuel a été marqué
par linsertion d'un géne de résistance a la tétracycline pour suivre sa fréquence de transfert, sa sta-
bilité et son spectre d'hdte. Sa fréquence de transfert est élevée au sein de l'espéce L lactis mais
indécelable vers d'autres espéces méme proches comme L garviae and L raffinolactis. La fréquence
de transfert du chromosome par mobilisation et I'orientation unidirectionnelle de ce transfert ont été déter-
minées.

conjugaison  lagrégation lintégration 1L laetis

Summary - Characterization of an original conjugative element: the sex factor of Lactocoeeus

laetis 712. The sex factor of Lactococcus lactis 712 is a 50 kb cryptic genetic element capable of
existing either as a free plasmid or integrated on the chromosome and allowing a cell-cell exchange of
genetic information. The sex factor was cloned from the L lactis 712 plasmid-free derivative MG 1363
and almost completely sequenced. Most (over 80%) of the open reading frames gave predicted amino
acid sequences that showed no significant homology ta current database sequences. The remaining
20% showed the following homologies: i) a sex factor aggregation protein showing high homology ta
its counterpart on an Enterococcus faecalis conjugative plasmid; ii) an unknown sex factor protein
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showing high homology ta the DNA transport proteins TraD from Fin Eseheriehia coli and VirD4 from
Ti in Agrobaelerium lumefaeiens; iii) three very similar pro teins encoded by a three sex factor genes
arranged in tandem showing high hom%gy ta the tellurium resistance proteins encoded by a two-copy
gene on an Alealigenes sp p/asmid. Sex factor integration/excision events were characterized using
c/loned DNA fragments derived from bath circuler and integrated forms of the sex factor. An identica/
24bp sequence was present on the cltculer sex factor form (altP) and at the chromosoma/ attach-
ment site (altS). This sequence was duplicated following sex factor integration. Twe/ve bp of this
sequence were a/sa invo/ved in the inversion of two DNA e/ements (flip 1and flip2) within the sex fac-
tor. The sex factor was marked with a tetracyc/ine resistance gene ta allow determination of its stability,
transfer frequency and hast range. The sex factor was high/y stable in MG 1363. ft transferred itself at
high frequency, but on/y within the L lactis species. There was no detectab/e transfer outside of this group,

which inc/luded ta the closely re/ated L garviae and L raffinolaelis.
taining erythromycin markers inserted at known map locations on the chromosome,

Using a serie of L laelis strains con-
it was shawn that

the sex factor promoted chromosoma/ transfer in MG 1363 and in the unre/ated strain L lactis subsp lae-

lis /L1403 in a unidirectiona/, po/arized manner.

conjugation  / aggregation / integration

INTRODUCTION

De nombreuses souches de L laetis sont
présentes dans les levains utilisés pour la
fabrication de fromages et de produits laitiers
fermentés. Depuis longtemps, des travaux
ont essayé d'isoler et de conserver les
souches composant ces levains et de carac-
tériser leurs propriétés spécifiques. Récem-
ment, a ces souches «naturelles » s'ajou-
tent des souches construites grace au génie
génétique. Cependant, la stabilité phénoty-
pigue de toutes ces souches et la maitrise
de la dissémination de linformation géné-
tiqgue modifiée dépendent du flux naturel
des genes au sein de la population bacté-
rienne. Ce flux est postulé faible, mais sa
mesure et les mécanismes qui le générent
sont encore en grande partie inconnus.

Les mécanismes déja connus de ces
échanges génétiques chez les bactéries sont
variés : le transfert de plasmides ou trans-
posons conjugatifs, la mobilisation du chro-
mosome et d'autre plasmides par ces élé-
ments, le rétrotransfert, la compétence
naturelle, la transduction par les phages,
etc. Leur mise en évidence a souvent été
liée avec un phénotype permettant une
sélection positive des souches réceptrices,
généralement la résistance a un antibiotique.

/L laetis

Chez L laetis ssp eremoris 712 (Gasson,
1983 ; Godon et al, 1992) un élément conju-
gatif baptisé «facteur sexuel .. a été décou-
vert sur des souches voisines dans deux
laboratoires en Angleterre ét aux Etats-Unis
(Gasson et Davies, 1980 ; Walsh et McKay,
1981). Sa co-intégration avec le plasmide
lactose permet le transfert a haute fréquence
de ce plasmide et confere aux bactéries un
phénotype d'agrégation constitutif. Il s'agit
d'un nouveau type d'élément génétique
cryptique qui s'autotransfére par conjugaison
et qui, par mobilisation, permet le transfert

d'autres informations génétiques qu'elles
soient chromosomiques ou extra-chromo-
somiques.

STRUCTURE

Le facteur sexuel de L laetis 712 est une
molécule d'environ 50 kb qui a été décrite
sous deux formes en équilibre au sein d'une
population: une forme circulaire libre
(Anderson et McKay, 1984) et une forme
intégrée dans le chromosome (Gasson et
al, 1992). La forme intégrée étant la plus
fréquente, elle représente environ 90 % des
copies de I'élément dans la population
(Pillidge et al, 1995).



Facteur sexuel de Lactococcus lactis 43

Le site d'attachement préférentiel du fac-
teur sexuel dans le chromosome a été
caractérisé a partir des séquences nucléo-
tidiques de fragments issus soit de la forme
circulaire libre, soit des zones d'intégration
dans le chromosome. Une séquence iden-
tique de 24 pb, présente sur le facteur
sexuel et sur le chromosome, est le point
de co-intégration des deux molécules cir-
culaires (figs 1 et 2) (Godon et al, 1995).

haute fréquence d'intégration/excision. En
revanche, la formation de co-intégrat fac-
teur sexuel: plasmide lactose est un évé-
nement dirigé par une séquence d'insertion
(1881) présente sur le plasmide lactose
(fig 1) (Anderson et McKay, 1984).

La localisation du facteur sexuel dans le
chromosome a été déterminée par gel en
champs pulsé grace a une sonde spécifique
du géne cluA. Ce site, proche du géne ilvD,
est probablement a l'opposé de l'origine de

Ces 24 pb sont dupliquées lors de linté-
gration et se retrouvent aux jonctions fac-
teur sexuel: chromosome. Ce type d'inté-
gration/excision  est proche de celui des
phages lambdoides. Nous ne savons pas
encore si la forme circulaire libre provient
de son maintien grice a un mécanisme
d'auto-réplication  (type plasmide) ou d'une

réplication du chromosome (fig 3) (Le Bour-
geois et al, 1995).

Bien qu'un clone curé du facteur sexuel
ait été isolé par hasard, cet élément semble
remarquablement stable: un facteur sexuel
portant un marqueur de résistance a la tétra-
cycline n'a pu étre perdu apres 200 géné-

plasmide L \
lactose \

+

e ey et | I RN

Fig 1. Différents états du facteur sexuel dans la cellule. Le facteur sexuel est représenté en trait plein,
le plasmide lactose en tirés et le chromosome en pointillés. Les triangles symbolisent I'emplacement

des séquences impliquées soit dans les mécanismes de recombinaison, avec en noir les séquences

d'insertion/excision (attB et attPJ, soit dans les mécanismes d'inversion avec en blanc et hachuré les
séquences d'inversion (flipl et 2 respectivement).

Forms of the sex factor in the cell. Full, dashed and dotted fines indicate respectively sex factor DNA,
lactose plasmid DNA and chromosomal DNA. Triangles show locations of sequences involved in
recombination events. Black, white and dashed triangles correspond respectively to integration/exci-

sion sequenes (attB and attP J, inversion sequence flipl and inversion sequence flip2.
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CTTTAGTATTTAGTCTATAATAGAACAATCTTATTTATACCTAGAATATG3CTGGGCGTTTCTACCTCGTACCGT attB
ACAGGTTAATAAAACCGTGGGAATATAATCTTATTTATACCTAGAATATGCAAAAAAAGCGTAATAACGGTATTT attp
GTAATCCCCATTGGCTGTAAAGTTGAAATCTAATTTATAATCGTAATTGCTATCGGTGTCTGGTAAGTCTTTTGA flipl
CGGGTTGTCTCGCCTACACCAGGCTTAATCATATTTATCGTTGTGTTAAATTCCTGAGCTAAATCCGTCACTTGT flip2
Fig 2. Séquences impliguées dans les mécanismes de recombinaison. Insertion/excision: attB est la

séquence cible sur le chromosome, attP est la séquence identique sur I'élément génétique (triangles
noirs sur les figures 1 et 4). Inversion: séquences d'inversion flipl (triangle blanc sur les figures 1 et
4) et flip2(triangle hachuré sur les figures 1 et 4). Les 24 pb conservées entre attB et attP sont indiquées
en gras; les 12 pb conservées entre les quatre séquences sont soulignées. L'orientation des séquences
fliplet flip2est inversée par rapport a la séquence de attP.

Sequences involved in recombination events. Integration/excision:  atté is the chromosomal target
sequence and allP is its sex factor counterpart (black triangles in figures land 4). Inversion: inversion
sequences flipl (white triangles in figure 1and 4) andflip2 (dashed triangles in figures 1and 4). Bold

sequences indicate the 24 bp conserved region between ailS and allP. Underlined sequences refers

to 12 bp that are conserved between al/ four sequences.

is opposite with attP sequence.

rations de culture sans pression de sélection
(Pillidge et al, 1995).

L'étude du site d'intégration
sexuel dans le chromosome a permis la
caractérisation  d'autres événements de
recombinaison sur le facteur sexuel. Deux
fragments d'ADN (flipl et 2), d'environ 10 kb
chacun, inversent leur orientation. Ces deux
fragments sont encadrés par deux
séquences  répétées inversées de 13
nucléotides (fig 2). Dans les deux cas, l'une
de ces séquences est incluse dans la
séquence de 24 pb qui constitue le point
d'attachement du facteur sexuel dans le
chromosome (figs 1 et 2). L'inversion de
flipl, observée par Anderson (Anderson et
McKay, 1984) a une fréquence de 2,5 %
par génération (Anderson et McKay, 1984),
supprime de fagon réversible I'agrégation
constitutive observée lors de la formation
du co-intégrat facteur sexuel: plasmide lac-
tose. Effectivement, I'une des bornes de
linversion est située a lintérieur du géne
codant pour la protéine d'agrégation CIuA et
l'inversion de fliplinactive ce géne (Godon
et al, 1995). Le rble de ces inversions fré-

du facteur

quentes, s'il ne s'agit pas d'événements
sans signification  biologique, demeure
inconnu.

The orientation offlipl andflip2 sequences

ANALYSE GENETIQUE

A partir de L /actis MG 1363, souche sans
plasmide issue de L /actis 712, lefacteur

sexuel a été entierement cloné et séquencé
a environ 90 %. Quarante-sept phases
ouvertes de lecture de plus de 100 acides
aminés ont été identifiées. Elles sont
regroupées en 17 unités de transcription

qui ont toutes la méme orientation (fig 4).
Les séquences codantes ont été compa-
rées aux séquences présentes dans les
banques de données. Seulement 20 % des
séquences protéiques déduites du facteur
sexuel présentent des homologies signifi-
catives. Parmi ces homologies, des génes
codant pour des protéines correspondant

a certaines fonctions attendues ont pu étre
identifiés comme ceux permettant I'agré-
gation (e/uA), le transfert d'ADN (traD) ou la
régulation génétiqgue (orf47). D'autres fonc-
tions attendues n'ont pu étre identifiés,

aucun géne codant pour une protéine

potentielle permettant la réplication, ['inté-
gration/excision  ou linversion du facteur
sexuel n'a été identifie. En revanche, des
génes présentant des homologies inatten-
dues ont été découverts : résistance a un
métal lourd (tellurium, génes te/ABC), matu-
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rase d'introns mitochondriaux de levure

(matR).

Le produit du géne cluA présente les dif-
férents modules qui caractérisent les pro-
téines de surface des bactéries a Gram posi-
tif: peptide signal hydrophobe dans la partie
N-terminale, hexapeptide conservé servant
d'ancrage dans la paroi (LPXTG) (Navarre
et Schneewind, 1994), région hydrophobe et

c
30 107 ClL56-"
36" 10-8
clsasa
9" 108
cLse2
65" 10-5
cLses
66 .105 /MO
Cls6:27
20,105
cLsess
14,105
Cl56:34

5" .10 thyA

6
cLsals
81,106 cis6-1 -0

31" 106 15.107

Fig 3. Mobilisation du chromosome par le fac-
teur sexuel. Le nom des clones, CL56-X, la fré-
guence de transfert et le site d'insertion sont indi-
qués sur la carte chromosomique de la souche
MG1363 (Le Bourgeois et al, 1995). Les posi-
tions de ilvDet thyA sont indiquées en référence.

L'unité utilisée pour les fréquences de transfert est
le nombre de cellules réceptrices devenues résis-
tantes a I'érytromycine sur le nombre de cellules
réceptrices totales. La taille des cercles est pro-
portionnelle a la fréquence, les cercles noirs, gris
foncés, gris clairs et blancs correspondent res-
pectivement aux fréquences de transfert de 10-5,
10-6,10-7 et 10-8.

Sex factor chromosomal  mobilisation.  Clone
names (CL56-x) and insertion sites teter ta the
chromosomal map of L lactis strain MG 1363 (Le
Bourgeois et al, 1995). The frequence of chro-
mosomal transfer (transconjugant cfus/recipient

cfus) at each site is indicated, along with the posi-
tions of ilvDand thyA for reference. The size of
each circle corresponds ta the transfer frequency:
black, dark-grey, light-grey and white circte, cor-
respond respectively ta 10-5, 10-6, 10-7and 10-6.

résidus chargés positivement dans la partie
C-terminale (fig 5). CluA est homologue a
deux familles de protéines d'agrégation déja
caractérisées (Godon et al, 1994). La pre-
miere comprend les protéines d'agrégation
liées aux phéromones sexuelles qui sont
impliquées dans la conjugaison chez Ente-
rococcus faecalis (Clewell, 1993). La
seconde comprend les protéines antigé-
nigues des streptocoques oraux qui per-
mettent I'adhésion aux cellules eucaryotes
(fig 5). La protéine CIuA joue un réle impor-
tant lors de la conjugaison. Son inactivation
entraine une diminution de 1000 fois de la
fréquence de transfert du facteur sexuel
(Pillidge et al, 1995).

TraD présente de I'homologie avec une
famille de protéines plasmidiques :TraK de
pSK41 chez Staphylococcus aureus, TraD
de F chez E coli, TraG de RP4 chez Pseu-
domonas et VirD4 de Ti chez Agrobacte-
rium tumefaciens (Frost et al, 1994). Ces
protéines jouent un rble dans le transport de
I'ADN, l'exportation se faisant soit vers une
bactérie receveuse pour TraK, TraD et
TraG soit vers une cellule végétale pour
VirD4. Ces homologies, parmi les rares
identifiées, permettent de relier le facteur
sexuel a d'autres systemes analogues et
d'identifier une fonction qui semble conser-
vée chez les eubactéries (Frost et al, 1994).
MatR est fortement homologue aux
séquences codantes de genes présents
sur certains introns mitochondriaux de
levure (groupe Il). Les protéines codées
par ces genes, appelées maturases, exci-
sent sur I'ARN messager leur propre
séquence codante. De tels génes ont déja
été identifiés chez des bactéries (Ferat et
Michel, 1993). Le géne codant pour MatR
mime un intron inséré au milieu de la phase
codante d'orf34. L'épissage de la séquence
codante de MatR se produit sur I'ARN mes-
sager du facteur sexuel d'une maniére simi-
laire a celle décrite sur I'ARN messager
mitochondrial de levure (Shearman et al,
1996).
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Fig 4. Carte génétique du facteur sexuel. Les phases ouvertes de lecture sont représentées en gris;
gris clair pour celles qui ne présentent pas d’homologie avec des séquences connues et gris foncé pour
les autres. L'échelle en kilobases est donnée sur la ligne supérieure; les fleches de la ligne inférieure
représentent les probables unités de transcription. Les triangles noirs, blancs et hachurés se réfe-
rent a la figure 1.

Sex factor genetic map. Grey boxes indicate open reading frames. Dark-grey boxes correspond to
open reading frames homologous to known protein sequences. The line at the top indicates scale in
kilobases. Arrows on the bottom indicate putative transcriptional units. Black, white and dashed triangles
refer to figure 1.
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Fig 5. Comparaison des séquences de cing protéines d'agrégation. Les protéines représentées par des
rectangles sont divisées en cing domaines communs. Les pourcentages correspondent a la compa-
raison entre chaque domaine des protéines entre lesquelles ils sont placés. La derniere ligne de pour-
centage compare la derniére protéine et la premiére. Les rectangles blancs correspondent a des
régions hydrophobes. Les rectangles gris correspondent a des régions assignables a aucun des cing
domaines. La taille des protéines est indiquée a la droite de chacune delles. E fae, Llac, Ssan et S mut
correspondent  respectivement & Enterococcus faecalis, Lactococcus lactis, Streptococcus —sanguis
et Streptococcus mutans.

Comparison between (ive aggregation proteins. Each protein is divided into boxed regions. These
regions belong to five defined domains, except the light-grey boxed regions which belong to no spe-
cified domain. Black boxes correspond to conserved domains in ail pro teins; white boxes correspond
to hydrophobie regions. The amine acid identity percentage Is indicated between each domain. The value
below the SpaP protein (*) indicates the percentage kientity between this and the Ascl0 protein.
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Trois mécanismes de résistance au tel-
lurium ont été caractérisés sur de grands
plasmides conjugatifs de bactéries a Gram
négatif. L'homologie entre leurs protéines
est faible (Walter et Taylor, 1992). En
revanche, il existe une homologie au niveau
organisation des génes et séquence pro-
téique entre le mécanisme de résistance
porté par le plasmide pMER610 isolé d'Alea-
tigenes sp (Jobling et Ritchie, 1988) et des
génes du facteur sexuel de L /actis.

Les génes dupliqués, terD et terE de
pPMER610, présentent entre eux une homo-
logie de 65%. Les genes homologues du
facteur sexuel sont présents en trois copies
contigués: te/A, te/B et te/CoLeur homolo-
gie au niveau protéique varie de 36 a 44 %
entre eux et de 38 a 55 % avec terD ou terE.
Les genes te/ABC sont suivis par un gene
codant pour une protéine hydrophobe pro-
bablement membranaire alors que les genes
te/DE sont précédés par un géne codant
pour une protéine de méme taille présen-
tant les mémes caractéristiques, bien que
non homologue. La fonction de ces génes
reste inconnue car L /actis est résistant a
de fortes concentrations de tellurium, indé-
pendamment de la présence du facteur
sexuel.

TRANSFERT PAR CONJUGAISON

Le facteur sexuel ne portant aucune résis-
tance sélectionnable, son évolution dans
une population n'était pas facilement mesu-
rable. Nous avons donc remplacé le gene
te/C par un géne de résistance a la tétra-
cycline (Pillidge et al, 1995).

Contrairement a d'autres éléments conju-
gatifs le spectre d'hdte du facteur sexuel
est trés étroit. En effet, le facteur sexuel
issu de L /actis ssp cremoris 712 se trans-
fere seulement vers les deux sous-espéeces
de L /actis ssp lactis et L /actis ssp cremoris.
Les tentatives pour transférer cet élément
vers L garviae, L raffino/actis, Streptococ-

cus thermophi/us, Lactobacillus casei, E fae-
catis, Bec(tus subtilis et E coti ont été infruc-
tueuses (Pillidge et al, 1995).

Le facteur sexuel s'autotransféere a une
fréquence assez élevée. Sur boite de Pétri,
qguand les souches réceptrices dépourvues
du facteur sexuel et les souches donneuses
sont isogéniques, une réceptrice sur 50
recoit le facteur sexuel (Pillidge et al, 1995).
En revanche, lorsque la souche réceptrice
posséde déja un facteur sexuel, la fré-
guence de transfert est réduite d'environ
dix fois. Les transferts entre souches non
isogéniques ou entre les deux sous-espéces
lactis et cremoris sont proches de 10-3.

La capacité du facteur sexuel a transfé-
rer le chromosome par mobilisation a été
mesurée grace a une collection de souches
dérivées de MG1363 utilisées pour la car-
tographie du chromosome de L /actis ssp
cremoris (Le Bourgeois et al, 1995). Ces
souches portent un marqueur de résistance
a I'érythromycine inséré a différents empla-
cements sur le chromosome. Selon I'empla-
cement du marqueur 10-Sa 10-9 des clones
receveurs subissent un transfert chromo-
somique (fig 3). Un effet polaire aux bornes
du facteur sexuel est clairement visible
(fig 3). Le transfert du chromosome vers
des souches appartenant a la sous-espece
lactis est aussi possible a des fréquences
comparables (Pillidge et al, 1995). D'autre
part, une souche de L /actis ssp /actis
IL1403 qui a acquis le facteur sexuel devient
capable de transférer son chromosome a
une souche isogénique toujours aux mémes
fréquences (Pillidge et al, 1995).

CONCLUSION

L'étude de ce facteur sexuel a permis de
mettre en évidence l'existence d'un flux
d'information génétique au sein des popu-
lations de lactocoques laitiers. Cependant,
les mesures en laboratoire ne reflétent pro-
bablement pas la mesure de ce flux au sein
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d'un levain pendant de nombreuses géné-
rations dans des états physiologiques dif-
férents.

La conjugaison est un mécanisme natu-
rel pour les transferts d'ADN; une meilleure
connaissance de ces mécanismes devrait
permettre leur maitrise et leur utilisation. De
plus, les organismes construits ou modifiés
par ce procédé naturel ne sont pas soumis
a la législation contraignante qui régit I'utili-
sation des organismes génétiquement modi-
fiés a des fins industrielles.

Le facteur sexuel ne peut étre classé
parmi les éléments génétigues mobiles déja
connus. Cet élément semble étre un patch-
work de différents éléments. Son méca-
nisme d'intégration/excision  rappelle celui
des phages lambdoides mais son existence
sous les formes circulaires et intégrées et
son mode de transfert le rapprochent des
transposons  conjugatifs de bactéries a
Gram positif (Clewell et Planagan, 1994)
et des plasmides intégratifs des Strepto-
myces (Hopwood et Kieser, 1994). Des
homologies de séquence existent avec
divers plasmides conjugatifs (résistance au
tellurium), avec différents mécanismes
d'exportation d'ADN ou avec les plasmides
conjugatifs dont le transfert est induit par
des phéromones chez E faecalis. Il est
encore trop t6t pour savoir si cet élément
original est un membre d'une nouvelle
famille d'éléments génétiques ou seule-
ment l'unique fruit du bricolage moléculaire
des lactocoques.
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