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BACTERIES MULTIRESISTANTES, PROCEDES D’OBTENTION ET UTILISATION.

L’invention concerne des bactéries présentant une ré-
siStance aux stress améliorée par rapport a la souche sau-
vage, caractérisées en ce qu’elles comportent au moins
une mutation dans un géne qui altére P'activité normale du-
dit géne, ce gene étant impliqué dans le transport d’élec-
tron, d’acides aminés, d’oligopeptides, du phosphate ou
dans le métabolisme de I'arginine et choisi parmi:

- les génes de la voie de biosynthése du GTP, pppGpp
ou ppGpp,

- les genes du clone SS80, R1.4, GInQ, de la carbamoyl
phosphate synthétase, GinH, Gind, R1.14, GInP, R1.20,
Rel, d’'un transporteur ABC hypothétique (R2.6), AhrC,
SupE, R2.15, R2.16, R2.17, d’'une protéine hypothétique
de B. subtilis (R2.20), pstB, tktA et trl1.
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La présente invention concerne des nouvelles souches de bactéries
lactiques présentant des résistances aux stress, le procédé d’obtention
desdites souches ainsi que leur utilisation notamment dans des procédés de
fermentation.

L’un des facteurs importants dans les procédés de fermentation est
la qualité de la croissance et de la survie des ferments bactériens, ainsi que la
survie bactérienne dans le produit final. Ainsi, les souches qui se sont
révélées croitre trés bien en laboratoire peuvent tout a fait se révéler
sensibles 4 des conditions de stress intervenant lors des fermentations
industrielles, par exemple par acidification du 'milieu (qui est une
conséquence naturelle de la croissance), augmentation de la température,
présence ou absence d’oxygéne, présence de sel (en particulier pour la
préparation des fromages) ou problémes liés au froid (durant le stockage).
Des taux de survie insuffisants des bactéries peuvent conduire a des
mauvaises fermentations et a un accroissement de la mortalité dans la
conservation des cultures ferments.

C’est pourquoi la présente invention a pour objet de nouvelles
souches bactériennes qui présentent une résistance accrue aux stress.

De facon générale, la croissance bactérienne dans les laboratoires
a été étudiée depuis des dizaines d’années et on sait que la courbe de
croissance des bactéries en laboratoire suit une courbe de croissance
sigmoide, ainsi, lors de I'inoculation d’un milieu frais, il y a une période de
latence pendant laquelle la bactérie se prépare a la croissance, suivie par
une multiplication cellulaire dans laquelle les cellules croissent de maniére
exponentielle jusqu’a ce que le milieu devienne une condition limitante pour
la croissance. C’est 4 ce point que les cellules rentrent dans ce qui est appelé
la phase stationnaire durant laquelle la multiplication est arrétée et le
métabolisme des cellules diminue. La survie durant ces trois phases de
croissance, c’est-a-dire les phases de latence, exponentielle et stationnaire,
peut varier de facon trés importante en fonction des conditions spécifiques
de croissance et du type de souche utilisée. Bien que les conditions de
laboratoire soient des conditions optimales pour la croissance, dans les
processus de fermentation industrielle on peut trouver des conditions qui
conduisent 2 la mort des bactéries. Ci-aprés on donne des exemples dans
lesquels la survie des bactéries lactiques dépend des conditions de croissance.
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1. L. lactis, comme d’autres bactéries lactiques, acidifient le milieu
durant leur croissance et sont capables de supporter les conditions acides
allant jusqu’a pH 4, pH qui est atteint durant la phase stationnaire. Toutefois,
si le milieu de culture est acidifié brutalement durant la phase exponentielle,
les cellules meurent rapidement. Les cellules peuvent étre adaptées a des bas
pH en les exposant tout d’abord a des pH intermédiaires, entre pH 5 et 6 par
exemple, avant de passer a des pH plus bas. Dans ce cas, on obtient une
meilleure survie.

2. Les cellules de L. lactis meurent si elles sont exposées a des
hautes températures (par exemple 55°C). Toutefois, si on les expose a des
températures intermédiaires (37°C) avant un choc thermique, on note une
meilleure survie des cellules.

3. L’oxygénation par agitation constitue une partie du processus
de fermentation, L. lactis est tolérant a ’oxygéne durant la croissance.
Néanmoins, les cellules oxygénées meurent plus rapidement lorsqu’elles
entrent dans la phase stationnaire.

4. Lors de la préparation du fromage durant la phase de maturation
on ajoute du sel. Les cellules en phase stationnaire sont plus résistantes au
traitement par le sel que dans la phase exponentielle.

Ces exemples montrent des conditions de stress qui peuvent
conduire 2 une survie trés faible de L. Jactis, méme si dans certains cas le taux
de survie peut étre augmenté par une préadaptation des cellules a ce stress.

L’existence d’un mécanisme de résistance au stress a été établie
dans toutes les bactéries examinées jusqu’a présent. Dans chaque cas, un
stress particulier conduit a I'induction de P’expression d’un ensemble de
génes qui aide la cellule a s’adapter au stress. Les différentes protéines qui
sont synthétisées en réponse au stress sont souvent fortement conservées. De
nombreux génes requis pour un stress particulier, par exemple
I’endommagement de I’ADN (induit par I'oxygéne ou les rayonnements
ultraviolets) ou le choc thermique, ont été identifiés dans L. lactis par
homologie avec les génes connus dans E. coli ou d’autres organismes. Les
génes du choc thermique (Heat shock genes) comprennent notamment dnaJ,
grpE-dnak, groELS et hfIB. Les génes a impliquer dans la réparation des
dommages causés par l’oxygéne comportent notamment recA et sodA.
Néanmoins, chaque espéce bactérienne présente une niche spécifique et doit
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par conséquent étre adaptée a son environnement particulier. Dans ces
conditions, la régulation des génes de réponse au stress doit étre différente
pour différents organismes.

Il existe un grand nombre d’informations concernant le contrdle
de réponse aux stress dans différentes bactéries. Essentiellement deux types
de contréle semblent exister : un type de contréle qui induit les génes en
réponse seulement a un stress spécifique, 'autre type de contréle résultant
en l’expression de nombreux génes qui vont protéger la cellule contre
différents types de stress. Dans les bactéries, le premier type de contrdle peut
se faire par l'intermédiaire d’activateurs ou de represseurs, tandis que le
second type de contréle peut étre effectué par les enzymes de transcription,
I’ARN polymérase (par les facteurs o).

Dans E. coli, le facteur o impliqué dans la réponse aux stress en
général, est os, le facteur o de la phase stationnaire. Dans B. subtilis, la
réponse aux stress générale semble étre un facteur oB. Dans L. lactis, aucun
facteur o de stress spécifique n’a pu étre isolé. Toutefois, il existe une
évidence physiologique d’une protection croisée lorsqu’on expose les cellules
A un stress déterminé. Par exemple en soumettant L. Jactis 4 une irradiation

on obtient un taux de survie amélioré en présence d’acide, d’éthanol, d’H,0;

ou d’un choc thermique. Les résultats montrent que le géne recA est
nécessaire pour une résistance compléte a I’oxygéne et a la chaleur. En outre,
conformément aux observations sur E. coli, les cellules en phase stationnaire
non adaptées de L. lactis sont plus résistantes aux stress que les cellules en
croissance exponentielle. Ces résultats suggérent qu’une réponse générale
aux stress est induite a la fois en cas d’insuffisance du milieu de croissance ou
lorsque les bactéries sont soumises a un stress particﬁlier. Jusqu’a présent,
rien n’était connu sur la régulation de ces systémes, ni sur les génes qui y
étaient impliqués.

La présente invention concerne la mise en évidence des génes
impliqués dans la résistance aux stress et dont la mutation conduit a une
augmentation de la résistance aux stress des bactéries correspondantes.

C’est pourquoi la présente invention concerne des bactéries
présentant une résistance aux stress améliorée par rapport a la souche
sauvage, caractérisées en ce qu’elles comportent au moins une mutation dans
un géne qui altére l’activité normale dudit géne, ce géne étant impliqué dans
le transport d’électron, d’acides aminés, d’oligopeptides, du phosphate ou
dans le métabolisme de I’arginine et choisi parmi :
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- les génes de la voie de biosynthése de la pppGpp ou de la ppGpp,

- les genes du clone SS80, R1.4, GInQ, de la carbamoyl phosphate synthétase,
GInH, GIn]J, R1.14, GInP, R1.20, Rel, d’un transporteur ABC hypothétique
(R2.6), AhrC, SupE, R2.15, R2.16, R2.17, d’une protéine hypothétique de B.
subtilis (R2.20), pstB, tktA et trll.

Avantageusement, le géne de la voie de biosynthése du GTP,
pppGpp ou ppGpp est choisi parmi deoB, hpt, guaA, relA/spoT, gppS.

Comme cela sera démontré dans I’exemple, une mutation introduite
dans ces génes conduit a 'augmentation de la résistance aux stress qui dans
la plupart des cas sera une résistance multiple.

I faut préciser que la terminologie employée “altération de
I’activité normale dudit géne” peut également comporter une diminution
voire une augmentation de 'activité du géne lorsque celui-ci conduit & une
amélioration de la résistance aux stress.

La mutation en cause pourra étre aussi bien une mutation par
insertion d’une séquence d’ADN, délétion d’une séquence d’ADN et/ou
mutation ponctuelle au moyen par exemple d’un agent mutagéne.

De préférence, les mutations seront obtenues par les techniques de
recombinaison génétique.

Dans le cas d’insertion d’une séquence d’ADN, on préférera tout
particuliérement l’introduction d’éléments génétiques mobiles tels que des
séquences d’insertion comme cela sera décrit dans I’exemple avec ISS1. _

Bien entendu, il est possible de prévoir d’autres techniques
assurant la mutation en cause, on pourra utiliser les systémes de mutation
connus de 'homme du métier ainsi que les insertions ou autres modifications
d’ADN obtenues par les techniques de recombinaisons homologues.

De préférence, lorsque I’ADN sera inséré, il s’agira d’un ADN
provenant de la méme espéce, ceci de facon a garder ’acceptabilité sur le
plan agro-alimentaire de la souche ainsi obtenue.

Parmi les bactéries multiples qui pourront bénéficier des
avantages de la présente invention, il faut citer tout particuliérement les
bactéries lactiques en particulier Lactobacillus et Lactococcus.

Comme cela sera montré dans l’exemple, on a pu insérer des
séquences d’ADN dans les génes qui ont été ensuite déterminés, les bactéries
ainsi obtenues présentent un accroissement de la résistance a certains stress
ou bien a un ensemble de conditions de stress. Il est possible d’envisager des
mutations multiples sur différents génes. Pour chaque probléme spécifique
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posé, il est préférable de composer un ensemble de bactéries mutées dans
différents génes et de sélectionner les mutants les plus appropriés pour les
conditions de stress qui sont susceptibles de survenir durant le procédé de
fermentation. .

Bien que P’on préfere utiliser les méthodes mettant en oeuvre les
ADN recombinants, il est également possible de prévoir de sélectionner des
mutants dans les mémes génes par des moyens traditionnels de mutations en
sélection en particulier lorsque 'on connait, comme cela sera décrit ci-apres,
les "voies métaboliques dans lesquelles sont impliqués les génes en cause et
que l'on aura les moyens d’agir directement sur ces voies métaboliques par
l'intermédiaire d’agents mutagénes appropriés.

La présente invention concerne également un procédé de
fermentation mettant en oeuvre une bactérie selon la présente invention et
en particulier les procédés de fermentation utilisant comme milieu de
fermentation le lait ou des sous-produits du lait. On peut également envisager
I’'utilisation de ces bactéries pour la production des ferments.

Parmi les fermentations qui peuvent bénéficier des bactéries selon
la présente invention, il faut citer en particulier les produits lactés
fermentés tels que les yaourts et produits équivalents ainsi que la
préparation des fromages.

Les bactéries conformes a la présente invention peuvent
également étre utilisées pour la conservation des produits alimentaires ou a
des fins probiotiques.

Il est important de rappeler que les génes décrits dans le cadre de
la présente invention ont pour un grand nombre d’entre eux été isolés chez
Lactococcus mais que leurs équivalents existent chez E. coli dans d’autres
souches. Dans ces conditions, la présente invention n’est nullement limitée a
des fermentations de type lactique mais peut également s’envisager pour
d’autres bactéries et d’autres types de fermentations.

La Figure 1 illustre le systéme de mutagéneése via le plasmide pGh :
ISS1.

La Figure 2 illustre lobtention de mutants dépourvus d’ADN
étranger.

La Figure 3 illustre le procédé d’identification du géne muté.

La Figure 4 représente la voie de biosynthése du GTP, pppGpp ou

ppGpp.
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La Figure 5 liste _les séquences des génes mutés, a ’origine de
la multirésistance, aux jonctions de l’insertion plasmidique, les
microorganismes concernés étant issus de ce que ’on a appelé la Sélection 1
dans I’exemple.

La Figure 6 liste les séquences des génes mutés, a l’origine
de la multirésistance, aux jonctions de l’insertion plasmidique, les
microorganismes concernés étant issus de ce que l’on a appelé la

Sélection 2 dans ’exemple.

La Figure 7 liste les séquences des génes mutés par mutagéneése
dirigée.

La Figure 8 liste les séquences des génes mutés, a l'origine d’une
résistance a l’acide supérieur a la souche parentale (données non montrées)

~aux jonctions de l'insertion plasmidique, les mutants étant issus de la

Sélection 1.

La Figure 1A représente une cellule de microorganisme avec son
chromosome, dans laquelle a été introduit par transformation le plasmide
pGh : ISS1 lequel contient le réplicon pG+host (Ts ori), un géne de résistance
a4 un antibiotique (AbR) et un élément mobile ISS1. A 30°C, le plasmide se
réplique dans la cellule du microorganisme.

La Figure 1B représente la population de cellules bactériennes
mutantes résultant de l’intégration du plasmide dans le chromosome
bactérien aprés duplication de P'ISSI. En effet, a 37°C, la replication
plasmidique est inactive et le plasmide est perdu sauf si la bactérie subit un
événement de transposition.

La Figure 2A représente la structure chromosomique d’un mutant
obtenu par transposition de I'ISSI dupliqué. Les éléments ISS1 encadrent le
plasmide pG+host. A 30°C, la replication du pG+host est activée et stimule la
recombinaison homologue entre les séquences ISS1 dupliquées.

La Figure 2B représente la recombinaison homologue ayant lieu
entre les deux séquences ISSI aboutissant a ’excision du plasmide pGh : ISS1
qui est ensuite perdu lorsque la souche est étalée a la température non
permissive de 37°C. Suite a I’événement de recombinaison, la souche mutée
contient seulement un exemplaire de I'ISSI qui est une séquence originaire

du microorganisme muté, lequel ne contient donc aucune trace d’ADN

étranger.
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La Figure 3 représente le clonage des jonctions entre I'ISS] et le
chromosome. Les sites de restriction HindIll et EcoR1 sont uniques dans la
structure transposée et se situent de part et d’autre du plasmide pG+host. La
digestion par HindIll de ’ADN chromosomique du mutant produit un
fragment constitué du pG+host et de la jonction droite ISS1 - chromosome.
Aprés circularisation, ce fragement s’établit comme un plasmide chez E. coli..
La jonction est alors séquencée au moyen d’amorces correspondant a la
séquence de I'ISSI ou a celle du pG+host. La jontion gauche ISSI -
chromosome est obtenue en appliquant la méme procédure aprés digestion
par EcoR1 de ’ADN chromosomique du mutant.

La Figure 5 liste les séquences des génes mutés telles qu’elles ont
pu étre déterminées conformément au protocole illustré par la Figure 3. Un
code en “R” a été donné pour identifier chaque géne concerné. Chaque
jonction séquencée a été comparée, en terme d’homologie, aux séquences de
microorganismes déja connues, et quand l'une d’entre elles a été identifiée,
elle a été mentionnée. NS signifie qu’aucune homologie significative avec un
géne déja connu n’a pu étre établie. La donnée numérique apparaissant
(pour chaque jonction identifiée), correspond a la probabilité qu’a la
séquence représentée de ne pas étre identique aux geénes déja connus
mentionnés.

La Figure 6 liste les séquences des génes mutés telles qu’elles ont
été déterminées conformément au protocole illustré par la Figure 3 (sauf
indications contraires).

La Figure 7 représente les séquences de fragment interne de
certains génes dont on avait déja déterminé la séquence des jonctions
conformément a la Figure 5. Le fragment interne du géne en question a été
amplifié par PCR puis séquencé sur les deux brins. Ces fragments ont ensuite
été utilisés pour inactiver, par recombinaison homologue, les génes
correspondants dans la souche sauvage de fagon a vérifier que les
phénotypes de multirésistance étaient bien dus a I'inactivation de ces génes.

La Figure 8 ne concerne que des génes dont I'inactivation a permis
de mettre en évidence au moins une résistance a l'acide des souches
concernées.

La présente invention sera mieux comprise au moyen de ’exemple
qui suit. Cet exemple n’est cependant qu’illustratif et ne limite aucunement

I’invention.
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EXEMPLE

Lactococcus lactis est une bactérie qui, a ’état sauvage, présente
les caractéristiques suivantes :

- sur un milieu a 30°C, que le pH soit de 7 ou de 5,5, elle présente une méme
efficacité d’étalement ;

- sur un milieu a 37°C, Defficacité d’étalement sur pH 7 est 104 fois
supérieure a celle obtenue sur pH §,5.

Deux groupes de mutants de Lactococcus lactis ont été sélectionnés.

Un groupe de mutants, appelé Sélection 1, est issu de la souche
sauvage MG1363 de Lactococcus lactis et est constitué de mutants présentant a
37°C une efficacité d’étalement sur un milieu a 37°C a pH 5,5 comprise entre 1
et 0,01 par rapport a ph 7. Une trentaine de mutants ont ainsi été isolés.

Un deuxiéme groupe de mutants, appelé Sélection 2, est issu de la
souche sauvage MG1363 de Lactococcus lactis préalablement mutée dans le
géne recA la rendant sensible a la température. Cette souche, appelée
VEL1122 est sensible a la tempéraute. On a constaté qu’a la température de
39,3°C (avec un pH du milieu d’environ 7 mais non déterminant) la souche
recA présentait une efficacité d’étalement inférieure a 10-8 quand la souche
sauvage MG1363 présentait une efficacité d’étalement de 1. On a sélectionné
des mutants a partir de la souche VEL1122 capables de croitre a une
température de 39,3°C. Une vingtaine de mutants ont ainsi été isolés.

Les mutants de la Sélection 1 et de la Sélection 2 ont été obtenus
aprés mutagénése par l'intermédiaire du plasmide thermosensible pGh : ISS1
(cf. référence 16). Ce plasmide se compose du réplicon pG+host (Ts ori), d’'un
géne de résistance 4 un antibiotique (dans le cas présent I’érythromycine) et
de I’élément mobile ISS1 (cf. Figure 1). Ce plasmide présente la particularité
de se répliquer dans les cellules a 30°C, mais pas a 37°C. Ce plasmide peut
s’intégrer dans le chromosome des bactéries via un événement de
transposition de I'ISS1. Lors de la transposition, la totalité du plasmide,
flanquée de part et d’autre de P'ISSI est intégrée dans le chromosome. Les
sites d’intégration du transposon sont aléatoires. Les bactéries ayant intégré
dans leur chromosome le plasmide pGh : ISSI conservent donc une résistance
a Iérythromycine a 37°C. Par conséquent, parmi les bactéries ayant subi la
susdite mutagénése, on sélectionne celles encore capables de croitre en
présence d’antibiotiques sur un milieu a 37°C. Ces bactéries ont subi un
événement de transposition qui génére des mutations aléatoires.

Par rapport au nombre de bactéries de départ contenant le pGh :
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ISSI , on obtient de 1 4 5 % de bactéries mutantes. A partir de cette population
de bactéries mutantes, des mutants plus résistants aux stress ont été
sélectionnés suivant les méthodes précédemment indiquées (Sélection 1 ou 2).

Les mutants résultant des Sélections 1 et 2 sont soumis & une
température de 30°C qui active la réplication du pG+host et stimule la
recombinaison homologue entre les séquences ISS1 dupliquées ce qui aboutit
a P’excision du plasmide pGh : ISS1. Les bactéries en question ne contiennent
donc, inséré dans leur chromosome, plus qu’un exemplaire de I'ISS1 (cf.
Figure 2).

Les bactéries Lactococcus lactis ainsi obtenues (mutants Sélection 1
ou Sélection 2), sont ensuite soumises a différentes conditions de stress a
I’égard desquelles leur résistance a été testée comparativement a celle de la
souche parentale soumise aux mémes conditions.

Chaque fois qu’il a été constaté qu’une souche présentait une
résistance supérieure a celle de la souche parentale, on a cherché a
identifier le géne responsable de cette résistance, c’est-a-dire le géne au
niveau duquel le plasmide pGh : ISSI s’était inséré. Les jonctions entre I'ISS1
et le chromosome ont donc été clonées puis séquencées. Puis, les séquences
ainsi déterminées ont été comparées aux séquences des banques de données
afin de rechercher le degré d’homologie qu’elles présentaient avec d’autres
génes connus issus des bactéries lactiques ou d’autres organismes (cf. Figure
3).

Les résultats de ces tests sont rassemblés dans le tableau I pour ce
qui concerne une partie des mutants issus de la Sélection 1 et dans le tableau
II pour ce qui concerne les mutants issus de la Sélection 2.

Les génes identifiés dans le tableau I correspondent a ceux listés
dans la Figure 5, & I’exception de R2.17 et de la jonction HindlIIl de R2.16.

Les génes identifiés dans le tableau II correspondent a ceux listés
dans la Figure 6.

Ces tableaux rassemblent des données calculées par rapport a la
mesure de la résistance 2 chacun des stress concernés de la souche parentale
qui sert donc de référence. En fonction des conditions imposées, on
remarquera que les mutants survivent jusqu’a environ 2 500 fois mieux que
la souche parentale correspondante. Ces résultats montrent que lesdits
mutants, c’est-a-dire les souches présentant une altération du geéne
concerné, sont potentiellement capables de survivre mieux dans les

conditions de stress des procédés industriels.
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REVENDICATIONS

1/ Bactéries présentant une résistance aux stress améliorée par
rapport a la souche sauvage, caractérisées en ce qu’elles comportent au
moins une mutation dans un géne qui altére I’activité normale dudit géne, ce
géne étant impliqué dans le transport d’électron, d’acides aminés,
d’oligopeptides, du phosphate ou dans le métabolisme de I’arginine et choisi
parmi :

- les génes de la voie de biosynthése de la pppGpp ou de la ppGpp,

- les génes du clone SS80, R1.4, GInQ, de la carbamoyl phosphate synthétase,
GInH, GlnJ, R1.14, GInP, R1.20, Rel, d’un transporteur ABC hypothétique
(R2.6), AhrC, SupE, R2.15, R2.16, R2.17, d’une protéine hypothétique de
B. subtilis (R2.20), pstB, tktA et tril. '

2/ Bactéries selon la revendication 1, caractérisées en ce que le
géne de la voie de synthése du GTP, pppGpp ou ppGpp est choisi parmi deoB,
hpt, guaA, relA/spoT, gppS.

3/ Bactéries selon la revendication 1 ou 2, caractérisées en ce que
la mutation provient de 'introduction ou de la délétion d’une séquence d’ADN
par voie recombinante dans ledit géne.

4/ Bactéries selon la revendication 1 ou 2, caractérisées en ce que

la mutation est induite par un agent mutagéne.
5/ Bactéries selon la revendication 3, caractérisées en ce que la

séquence d’ADN introduite comporte au moins un élément génétique mobile.
6/ Bactéries selon I'une des revendications 1 a 5, caractérisées en
ce que la séquence d’ADN introduite provient de la méme espéce bactérienne.
7/ Bactéries selon 'une des revendications 1 a 6, caractérisées en
ce que la mutation inactive ou modifie I’expression dudit géne.
8/ Bactéries selon l'une des revendications 1 a 7, caractérisées en
ce que la bactérie est une bactérie lactique.
‘ 9/ Bactéries selon la revendication 8, caractérisées en ce que la
bactérie lactique est choisie parmi Lactococcus, Lactobacillus.

10/ Procédé de préparation d’une bactérie présentant une
résistance-aux stress améliorée par rapport a la souche sauvage, caractérisé
en ce qu’il consiste 2 altérer par mutation un géne desdites bactéries, le géne
étant impliqué dans le transport d’électron, d’acides aminés, d’oligopeptides,

du phosphate ou dans le métabolisme de I'arginine et choisi parmi :
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- les génes de la voie de biosynthése du GTP, pppGpp ou ppGpp,

- les génes du clone SS80, R1.4, GInQ, de la carbamoyl phosphate synthétase,
GlnH, GInJ, R1.14, GInP, R1.20, Rel, d’un transporteur ABC hypothétique
(R2.6), AhrC, SupE, R2.15, R2.16, R2.17, d’une protéine hypothétique de
B. subtilis (R2.20), pstB, tktA et tril. '

11/ Procédé d’obtention de bactéries selon la revendication 10,
caractérisé en ce que l’altération consiste a insérer dans le gene visé le
plasmide pGh : ISS1, puis, de facon facultative, a exciser ledit plasmide.

12/ Procédé d’obtention de bactéries selon la revendication 10,
caractérisé en ce que l'altération du géne consiste a insérer dans le géne visé
une séquence d’ADN par recombinaison homologue.

13/ Procédé de fermentation, caractérisé en ce qu’il met en oeuvre,
sur le milieu a fermenter, des bactéries selon I'une des revendications 1 a 9.

14/ Procédé selon la revendication 13, caractérisé en ce que le
milieu a fermenter est du lait ou un dérivé du lait. -

15/ Utilisation de bactéries selon I'une des revendications 1 a 9, dans
des procédés de fermentation.

16/ Utilisation des bactéries selon ’'une des revendications 1 a 9,
dans des procédés de conservation de produits alimentaires.

17/ Utilisation des bactéries selon I'une des revendications 1 a 9, a

des fins probiotiques.
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R1.1

Jonction EcoRI : clone SSSO L. lactis (3c-14)
GCTATGAAGAAGAAAATTTTTATTGCTTTGATGGCCAGTGTAAGTTTATTTACATTGGCAGCTTGTGGTTCTGGAAATAAACAGGTC
ACAGCTGGTGGCTCAACTGCTTTGCAGCCAATGGTTGAACATGCTTCTATGTCATATATGAAGCAAAATCCTGATGAAATTATCATG
GTTCAAGGGGGCGGTTCTGGTGTTGGCTTGGCTCAAGTTGCTGCTGGTTCTTTTCAAATTGGTAATTCTGATATTTTTGGCGAAGAA
AAGTCAGGAATAGCGGTTGATAAAATTATTGACCAgAAAGTTGCTGTTATTGGTTT

Jonction Hind[II : clone SSSO L. /uctis (3¢-47)
TTCATAGCTTAATTATAACATAATGCCCCCTCAAAGGTCGYTTGATGACAGCGCTTCTTATGTAAATGTTGTTGTALATAATACGGG
AAAATGCTCAATTCTTAGAGAATGAGCAGCTTCCTGTCTTTAGGGAAAGAATATGATGATATAT TTAAAGCCCAATGCTCAGTAACT
CCTGTTTAAATCCACCGAGCATTGATTTTATAARAAAGTAGCTGAGCATAAAATTTTAATTTATGAAGAAGAAAATTTTTATTGCTG
TGAATGATGCGATTAGCCACTACT TCTTATACATAAT TAT TTTACTGACAAACTGATTTCTGTCGAAXTTGAATCAGCATCCGTCTT
ATTTTTTAGTAATATTTCCGGCAGCATCACG

R1.4

Jonction HindII : NS

AAACTTTGCAACAGAACCTTCCCCAGCCACTCGCGATAACACCTAACATATAACTGATAGTACCTTGTGTTTGAATAGTTCTATATA
CCTCCATACTTGTTTTCGGGAAAATTGGTATAAGGGGCCAAAAGTTTCACCCAAATAAATAACCAATTCCAATTTTTAAAAATACTC

R1.5

Jonction EcoRI : GInQ. £. coli (3.de-14)
GGgCACATCATCGTGGgc:CGTAACTTcCAAGcCTTCCGCGTTTATGGGTTAATTGGTTTAGTgTAC.-\TGATTGTTCTgCTCTTCTTG
ATGTGGGTTGGACGTCGTGTAGAAAAAAGA.-‘\TGAAATAATAAATAAGGAGAACATACTA:\CATGGGAATCAA’I‘ACTCAAATTGAAGT
CACTGATCTTCACAAATCTTTTGGAAAAAATGAAGT TCTAAAAGGAAT TACTACASAATTTGAAAAAGGGGATGTCOTATGTATTAT
CGGTCCC'I‘CAGGTTCTGGAAAATCGACTTTTCTgAGAGCTTgGAATGG'I'CTTG,:\.-\.-‘\CAGCTACTgCTGG’I‘GATATCATTATTGACGG
GAT'I‘TAATCTTGACTGATAAAAATACAAATCTCAATCTCGCCCGCCAAAAACGTTGGGA\TGGGCTTTCAACAATA‘I‘CAATCTTTqT
CCAAACAATGACTTGTTTTGGGAAAATTTTTACTTTATTGCCCCCAC

Jonction HindIII : GInQ. E. coli (6.6¢-34)

.TTTGACCTGTGTGGAGTAATTCAACAAGTCCGATAACTGAAACCAATGTTG?gTC’ TCAAAGTGATGATGAATTGGTTAGTCARG
CTAGGAATTGTGATTTTAATGGCTTGAGGCAAGATAACCTTACGCATTGAAGT GOTATGTCACACCAAGTGAACGSCTGGCTTCC
ATTTGTCCAGAAGGTACTGCTTGGACACCAGAACGRACGATTTCTGCGATA SAGASTTTAAGGTAAGGGCAATAACACTG
GCCGTAAATTCATTGAGTGGAGATTGATGACCAGgAA?GATTTG?AGARGG‘;nuuﬂ“ CIOTAGARSATAMAGATTGTTAACACT
AAACGCGGAATTGACCG

FIGURE 5
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Jonction EcoRI : NS

TAAAAAATAAACAGCCCCARATGGGGCTTTGTTTATTTCTGAATANAAGTTAATAAGTATTT
AAAGGAGGCGTGAGAAAGCGTCT TATTAGACT TAAGT TAGAAAATAGGTTATARATGATATA

CTCCAACAACAAATATTTGGAGTTTGACTGCTCCACACTTTAATTTQGGGACCCAgCCATCAA TGCATCAGCTAATTAATAGCAAT
GCAACAGGAGATGCAGCAATGAGAATTGGgAATTTGTCTGGAAGCTCAACAAGT

" Jonction Hind 0T : Carbamoyl-phosphate synthase. /3. caldolyticus (3.9¢-11)

TTTTATATTgGTGGTTGTAAAACTACGACTTgGCATCACCTTAAGAATgGCCGCAACTGTATCTAGCGAAGTAAA ~ZAGGAgTTCg
TCGGCTGATTGCTTCTTGTCGAATGCGGAAACCATCAGTGGCTGTTGTTAATGAAGCTCGCGTATCACCCATGGTA”;GACAACGGC
TTGAqCTCGCCCCTGACGAATATCTCAACAAGCGTTCCTCCACATCTTCTCCAgCAGCAAGTTTCTCCACTTCGCGCACATAAAGTC

COTTTTCTgTAAGAAAGGCTGCTGCTCCTGCGG

R1.8

Jonction EcoRI : GIlnH. E. coli (5.3¢-29)

CTTTAATGGCATATTTGATGACAGGT TCATCGTCCATTAAAGCATTGATAGAGCCGTTATTTAATGATGAGTACATGGTTGTTGCAT
CAGTAAATGTTTTTACAGTATAACCGTATTCTTTTGCGTGATCAT TAAGATAATCGAAAGAGGCAGTACCGTTTTTAGCCCCAAGTG
TTTTACCTTTTAGGTCTTTCCATGAT TTGATAGAATCATCGGTACTTGATGTAGCAATGGTTAAGTTAGATGAATAGTAAGGATTAC
CATAATCAAAAACTTGT TTACGGGCATCGGTAAT TGACATCCCTGACATCATTCCGTCAGCATGACCAGATTGAACAGAGTCAACAG
CTGCTTGGAAACCAATGAAATTCCATTTGAGT TTGAATCCTTGGTTCTTGGCGATGGCATTTAGTAAGTCAACGTCGATACCAGTGA
TTGTTTGTTGTCATTTTGAAATTCAAAAGGGGCAAAGCTATTATCTGAGGCAATGGTATAAACATCTTTTTTCGGTGTTTGCTTTTT
TAGAATTTGTTATTCCATATTTTTTCAAGATT '

Jonction HindIII : GlnJ. E. coli (4.2¢-7)
ATTAAACCAATCCCTGACGGTC&ATATGGATTTGCCGTTAAAAAAGGAAGCAATCCTGAACTGATTGAAATGTTTAATAATGGTTTA
GCTAATCTCCGTGCAAATGGTGAATATGATAAAATCATTGATAAATAT TTAGCTAGTGATACTAAAACCATTCAATCAAGTGCAAAA
GAAAATACTTCNTTTGGTATTTTGCAAAACAACTGGGAACAAATCGGACGCGGGTTGCTCGTTACACTTGAACTTGCTGTTCTCTCA
TTTATCCTANCAATGATTGTCGGAATTATCTTTGGACTCTTCTCTGTAGCTCCAAGCAAGATTCTTCGTANAATTGCACGAATTTAT
GTCGACCTTAANCGTNCAATTCCGCTTTTAGTGTTAANAATCTTTATCTTCTANGGGATTCCTAANCTTCTACAAATCATT

R1.14

- Jonction EcoRI : NS
TTCAGAGGGAAAAAT TGAATGATAATAGGCAAAAAATAT TG TTGATAAT TTATCTCCAAGCTCGTTTAACTTATCGTGSCATAATCT
TATATCAAGCTATCTAATCATGT T T TATCACTGCATTAAGATAATTATATCTCGCTTGAAATAGGGCGGATAGCAACTTTTTGTACC
AAAATATAGAATCCACTACTGTTCAGAACAAGAGCGAAAATARAAAGCGCAATGTGCGCGTGAAAGGAGAAATCGATAAGCTTGAAG
TTTCGGCAAGCTT TAAAAAAGAAGT CACTGAAARAACAATTGCTGAAAT TAACT TAGCAGTTTCTTATATTGAAGGACTGGTTGGAT
AGCTTTTCAAGTCTTATTgATGAAGGACT TATGGCAAACCCGATAACT TAAATGATAAAAAAGATTATCTTATGTT

Jonction HindIIl : NS
CCTCTGARCAATCTTCAACTTGQGGGTGTGATTCTGGATTA AT T TCTTAATCT T AARGCT3CAN S A CGAGGGGTCIZACCGACAS
TTETTGRCAACTATAAATCAgTCATTGAAGATRA;C

FIGURE 5 (suite)
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R1.16 ’

Jonction HindITI : GInP. E. coli (2.3¢-30)
GCCCCCGTGANAAATTTAAANNNNNCGGGGCCNGGGGACCCAANAAACAAANGNNACAGAATTTCCTAACCTTCTACAAATCATTAC
TGGTCATCAATCTCCACTCAATNAATTTACGGCCGGTGTTATTGCCCTTACCTTAAACTCTTCTGCTTATATCNTATAAATNNTTCG
TTCTGGTGTCCAAACANTACCTTCTGGACAAATGGAAGCCANCCGTTCACTTGGTGTGACATACCTAACTTCAATGCGTAAGGTTAT
CTTGCCTCAAGCCATTAAAATCACAATTCCTANCTTGATTAACCAATTCATCATCACTTTGAAAGATACAACATTGGTTTTATTTAT
CGGACTTGTTGAATTACTCCAAACAGGTCAAATCATCGTGGCCCGTAACTTCCAANCCTTCCGCGTNTATGGGTTAATTGGTTTANT
TTACATGATTGTNCTTCTCTTCTNGATGTGGGTTGGACGTCNTGTANAAAAAANAATGAAATAATAAATAANGAGAACATACTAACT

R1.17

Jonction .EcoRI : NS
TTTTTGACAATCCTAAACATCCACGTTTACAAGACT TTTTATCAAAAGTTTTAAATGCCTAATAATAAAAAAACACCTTACGGTGTT
TTTTTATTGAAATARATAAGAGATGACTTACTCTTATTTAATTAAAT TGCT TAAT TTTCCAARATGTTGCAACATCATTTTTAAGGE
ACGTAAGATTCCATAAGCCGATGCTGTCCCAGCCGCTARACCAGCTGCTCCAGCAATTCTTAATTTAAGAATATGTGCTTTTTGATT
CACTTCACTAGCAATAGAACGAT TAGCTATTGCT TTTTGCGT TG T TGAAAATGATGGCGTAGGAGGAGCTAACGGAGCTTTTTATCT
GATTTTCAGGCGATTGACTTGGGTCGG

Jonction HindIII : GInQ. E. coli (7¢-35)
GTCAGAACGTCTTCAGGGGTACCATCTTCTAGGATTACTCCACCATCAGTGAGAAT CACGCGATTGGCAACTTgACGAGCAACGCCC
ATgTCGTGAGTGACAATTAgCATTGTCATTCCTTCTTCAGCAAGTgGgTGgATACCCGgGGAGGACATCTCCGgCCATTTCAGGGTC
AAGCGCTGAGGTTGGCTCATCAAAGAGCATAACATCAGGATTCATTGCGAGGGCACGAGCACTCGCAACACGTTGTTTGTGTCCTCC
AGAAAGCATTCTGGCATCGCGTCTTTTTTgTCTgCCAAGgCATCTGTgTCGAGAAGCTGgATGGgTTCCACATGTGTATCATCTTgA
GATAGTTTCACATCTCAATTGGGGgATAAGTAATATTGTGGAAAACAGTCATGTGTGGGAAAAAGATTGATATGTTGGAGAGCACCA

R1.19

Jonction EcoRI : Hpt. L. lactis (Se-101)
ATCGTGTAGgTTTTTCATTTTACACTAAAATAGATTATCAGAAAATTTGCAACAGAACCATCTGGTTTAATTTCAACAATTCTTCCT
TCTGGTTTATCAAGAAGCGTAACAATTTTTACATTTGgTCCACGATGTTCCAAAAGTTL111lAGATALL11AAAGTGCGACCTGTG
TCGATAATATCT TCAACAATCAARAT TTCACGACCT T TAACCGCTGTATCAACGTCTAAAATCAATTTTACT TCACCAGAAGATTTT
GTTCCTCCGTGATAGCTTGATACGGTCATAAAAT CAGT TTCAAGATGACAATCAATATGTTTGATTAGT TCAGCTAAGAAAGGAACT
GACCCACGAAGAATTCCCAATTCCTGCAAGATAAGT TTGGAAGTTATCATGGTCATAACT TTCACGGGGAAGGTGGGACCTTTGGCA
ACTCAACCATGATTTCTTGTACAGGGAACCATATTTAATATCTTGCTTGT

Jonction HindI : Hpt. L. /actis (1.9¢-62)

AGCAGATTATTCAGGATTTACCATgCCAAATGAATTTGTTGTTGGCTTTGGTTTAGACTACGAAGgAAAACTACCGTgACCTCCCAT
ATGTTGGgGTTGTTGAAGCCTGAGGTTTATAGTAAATAATACATTGATTTAAGTAGGTTAAAAATTCTCTCAGACTAAAGTATGAAA
AAATCTCTGCCCAATACTTACTATTAGgAggCCAAAAGGAAATATGCTATAgCTAGGTATAGCTGTTATTGATTAGCTTGTCTCCTT

AT

R1.20

Jonction EcoRI : NS
TGTTgGGCTCACT TAGTTCAGGAAACATCGCAGGAGCAATGGATGAAGTCCCAGTTATCTCTTATGCTATGAAACAAGGTCAAGATT
TAGCTACAAACTTCCCTTCTATCTCTCTTTCAGGAGGTTATGGGTTTGCTGTGATGAAAGGCAANAACCANACGCTCGTGGATGGTT
TCAATAAAGCATTGACTGAAATGAAAT CANAT GGAGAT TATGATAANAT CCTGAAAAAATATGGAAT AACAACTTCTAAAAAAGCAA

FIGURE 5 (suite)
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CACCGAAAAANGATGTTTATACCATTGCCTCAGATAATAGCTTTGGCCCTTTTGAAT TTCAAAATGACAACAAACAATTCACTGGTT
CGACGTTGACTTACTAAATGCCATCGCCAAGAACCAAGGGATTCAAAACTCAAAT

R2.2

Jonction EcoRI : Rel. S. equisimilis (1.4¢-53)
CGGATAANTTACGGATAATTTGTCCCAATTGGGCCCACTTTAAAATTTGCNGGACAACCANMATCTCAACTCGGTCCCCTGTTTTTA
ATTGAACAGATAAAGGTTTCATACGTCCATTTACTTTAGCACCCGTCGCATGATCTCCAACTTTAGTGTGAATCGCATAAGCAAAGT
CAATTGGACCAGAGCCTCTAGGGAGTTCTTGGACTTCACCATTCGGAGTARAGACATAAATCTTGTCTGATAAGATATCTTCTTGAA
CTGCPTTAACAAAATCTTCGGCTGAGTCGCCTGCTTCTTCGCGCAATTCGACTAATTCATGAATCCAATTCAATGTTTCTGAGATTT
CATGAAACATCAACTTTTGATTTAATTCCTTGTTTGTAAGCCCAGTGAGCGGCAACCCCATATTCCGCAATTTGGTGCATTTCCCGC
GTTCTAATCTGGAATTCCTGCAGCCCGGGGGATCCACTAGTTCTAGAGCGGCCGCCACCGCGGTGGGATCCTCTAGASTCTAGGGAC
CTCTTTAGCTCCTTGGAAGCTGTCAGTANTATACCTAATAATTTATCTACATTCCCTTTAGTAACGTGTAACTTTCCAAATTTACAA
AAGCGACTCATANAATTATTTCCTCCCCGTTAAATAATAGATAACTAT TAAAAATAGACAATACTTGCTCATAANTTAACGGTACTT
AAATTGTTTACTTTGGCGTGTTTCATTGCTTGATGAAACTGATTTTTANTAAACANTTGAAGAAATTCTCGAT

Jonction HindIII : Rel. S. equisimilis (1.1e-9)

GAAAT TATTACCAGCTCAAGCTCTTTTGGACCAAGTCGTGACTGGATTAATTTAGTTAAACCAATAAGGCTCGAAACSAAATTAAGC
AATTCTTTAAAAACCAAGACAAAGAATTGTCGGTTAATAAAGGCCGTGAAATGTTGCAAGAAGCTTAACGGGCTCAAAAAAAAATGA
TAGGAATAATCTATCATCATAAAACAATCTAAATTTAGATTTGAAAAATACATAAACTATTAAATAGGAAATAATC
ACTAGGAAAGGATTAGTCCTCCCAAAACAACCACTTAGTAAGTCACCTATCAATATTGAGCGCAAACAACAGATAAATGTCTGCTTT
TATGTTTTTTANAACAGGCACTTTCTGAAT TCTTTATAAGGTAGGTAAT TTTAGCATAAATAAAAATTGACTAATTTANAAACTTAT
AAATTTCTAAAAATTATCTTTTTCAAAATATTCAACCATTGCATAGACTCCTACAAAAAATAGTAAAAAGAAAGTCCATGAATTGAT
AGCGTGTTTTCACCTCCCAAATGATGGTATGAAAAAGGGTTATTCCAAATAT TATCANTAATGATAATAAAATAGAATTTCTAGGAT
TGGTTTCCTTACGTTAATAATTCTAAAACTAAAAAANATAAAAACAGACT

R2.3

Jonction EcoRI : NS

GGTTTTTNNNNNNNNNTGACTTTATTTAGCTTAAGAGCCGAATGNTATAAACCTTGTATTTGATTTTNAAACTTTGCAACAGAACCC
TGAAAGTGATACATTTCTTTTCAAAAACTCCATTTGATTTCTCAATAAAAAATGTAAAATTTCCTACAAGATTTCCAGTAATGACAA
GCGCTAAGTCCTTTGAGTCATTTAAAATCTTTAACCAGCTATTGGAATTTAAAATATATTGTATCCCGGCTTCATCATTAAAAGTTA
GGATATGGGAAAATTGAAGCTTATCGATACCGTCGACCTCGAGGGGGGGCCCGGTACCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACG
CGCGCTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCT
TTCGCCAGGGGGATANACTGTAACATTCTCACGCATAAAATCCCCTTTCATTTTCTAATGTAAATCTATTACCTTATTATTAATTCA
ATTCGCTCATAATTAATCCTTTTTCTTATTACGCAAAATGGCCCGATTTAAGCACACCCTTTATTCCGTTAATGCGCCATGACAGCC
ATGATAATTACTAATACTAGGAAAAANTTAATAAATACGTAACCAACATGATTAACAATTATTANANGTCATCGTTCAAAATGGTAT
GCGTTTTTGACACATC

FIGURE 5 (suite)
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Jonction HindIX " GuaA. B. subtilis (2.4e-33
NCCCNGNGTTTCCTTCCCCCNNNCTNTNTGGGATGNNNNTCCTTTTANTAAAAANCCTNGTATGGGGCCCCNAAACTHAGCAACANA
ACCTGTTTGGCAATATTTCACAGTAAATACAGACGTGAAATCAGTCGGTGTCATGGGAGACCAACGGACATATGACTATACATTAGE
CATCCGTGCCATCACTTCAATTGATGGGATGACAGCNNACTTTGCCCAACTTCCTTGGGATCTTCTCCANAAAATCTCAAAACGTAT
CGTCAATGAGGTTGACCACGTCNACCGTATCGTCTACGATATTACGANCAAACCACCAGCAACTGTTGAGTGGCANTACCAATAAAA
AAACTGATAGCAACTTACTGTTANCNGNNTCNNCNGTNATNAAANATAAGAAAGCGTCAGTTNTAAACTGGCGCTTTTTGCTANCAA
GAAACNTGCCNGNATNTNNACAAAGGGAGGTAAGTNNCCNTACNAANT TAACATAGACAACCATTCCCTAAANGAAATATCNCTANT
CATTAGGTANANAAAGTNAAANATGAAAANCGCCATNNNTCNNTNTAACGCCCAANACTTHTATCTCACGTCTTGGTHATCCAATAC
CGGGGGATGANNAAANTAANCTTATCCTNTNCAAAAATGNANACTTNTTGAAACTCAACCCCN CGAGATGAATCCCCCCCCCCCCAA
CAAAGGGAAANATTCTNNANMACNGANAACTCCTATCCANACNANCTCTNGGGCCCGCCCCCCCTCCCANTNGCGGGGCTACCCE

R2.6

Jonction EcoRI : Hypothetical ABC transporter. B. subtilix (6.3¢-22)

TNNNNANNNNNNNNTNAAGGATCCTTTTTNTTTTTTTGGGCCCCTTGGGCCCCTTT TNAAAATCAGAGGCCCNTGCGGACCAACCTT
CAAANAACATTTACTTTGTTGTCGTTAATATTGACCCCTTCATAATTGATTTCACCAGTTACGCGCGCTCCATCAATCGTATCATTC
ATTCGATTTAATGCACGCAGATAAGTCGATTTACCAGAACCAGAAGGGCCAATAAGTGCAGTTATTTCATTTTTGGGAAATGACATT
GTCACACCATGAATTGCTTCTTTTGTTCCATTATAGAAAACACGCAAATCATTGGTTGATAATGCTATTTCTTCTTTCTCAGGCACC
ATAATTTTGCGCTGGAGTCCAGTCATATGTTTGTTTGCCATAATTATTCTTTCTGTTTAAACTTATAAGTTTTTCTTAATTTGAAAN
AGGTTAATTTCTTGGTGAAATTCCTGCAGCCCGGGGGGATCCACTAGT TCTAGAAGCGGCCGCCACCGCGGTGGGATCCTCTANAMG
TCTAGGGACCTCTTTAGCTCCTTGGGAANCTGTCAGTTANTATACCTAAATAATTTATCTACATTCCCTTTAGTAACGTGTAACTTT
CCAAATTTACAAAAGCGACTCATANAATTATTTCCTCCCGTTAAATAATANATAACTATTAAAAATAGACAATACTTGCTCATAANT
TAACGGTACTTAAAT TGTTTACTTTGGCGTGTTTCATTGCTTGATGAAACTGNATTTTTAATTAACCAGT TNACAANATTCCCCCAA
TTGAACCCTTTTTGAAANCAAAAC

Jonction HindOI : Hypothetical ABC transporter. 3. subtilis (5.6¢-56)
TNNNTNNNNNNNNNGTTAATGTCTATACGTCCTTAAGGGCCNNAGGGACNATATCCTTGTATTTGATTTCNTAAACTTTGCAACAGA
ACCCTTTGNAAGTTCGTAAGCAAATTGGGATGGTTTTTCAAAGACCCAATCCATTTCCTAAATCAATTTATGAAAATATTGCCTTCA
TTCATCGCCGCGATGGGGTGAGAGATAAGAAAAAATTGGACGAGATTGTTGAAACCTCACTGAAGCAAGCTGCTTTGTGGGAGCAAG
TCAAAGATAATCTTAATCARTCGGCTTTGGCTATGTCTGGCGGACAAGCACAGEGTTTGTGTATTGCACGTGCCTTGTCAGTAAAAC
CAGAAATTATCTTGATGGATGAACCGGCTTCTGCCCTTGACCCAATTTCAACAATGCAAATTGAAGAAACGATGATGGAACTTAAAG
AAAATTATACGATCATTATCGTGACTCACAATATGGCTCAAGCTTATCGATACCGTCGACCTCGAGGGGGGGCCCGGTACCCAATTC
GCCCTATAGTGAGTCGTATTACGCGCGCTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAA
TCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGGGGGATAGACTGTAACAT TCTCACGCCATAAAATCCCCTTTCATTTTCTAATGTTAA
TCTATTACC

R2.9

Jonction EcoRI : AhrC. B. subtilis (1.8e-18)
GCAGGAAATTAATCTTGAAGAAGATGAGCTTTTAGT TAATCGCCGTGAAAAAT TAAATAATATAAAAAATATTGCGGATTCTCTAAT
ACGGCATATTTAGCACTAGAAGATGAAGACAACGACTATTCAAGCCTGAATAATATTCGGACGACAATGACCGAATTGGATAGAATG
GCAATTTTGATAAGGATTATCAAGAACT TGCTGACAAAACT GCTGAAAGT TATTATATAT TAGAAGAAGT TGCCARTCAAAT TCAAC
ATCATGAG

Jonction HindIII : AhvC. B. subtilis (2¢-5)
TTCTGCTGCTTCAGTTTCTTCAGCCTGARATTGGAGAATGTCACTTCTSTS
TGTTGCCGAAGATTTTTAAAGTYgCAAATTTATTTGTGTAAT TATTTTT A
CGAAGATGACTTGTGGGATTCAT CAGCTCTTGACTGACATGT TGAGCATG:
TTAGgTTGCACATGTGGCCATTATTTCGACAGACAGAGCGACCAGTCGCARASTC!

e I S B 23

AT
T
22
G
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Jonction HindIII : supE. L. lactis ( 1.3¢-70)
TCTGTCAGTAATATGAACGTgACAAATTGGTTGAAAAATGCTATGATTGAGAAAGAAAAT TTTCAAAAATCAAAGATTANGCACTTA
ATAGAGCTTAAARAAACGATAAGGAGTTTGAGATGTCAAAGAAAAAAGATACAGAACT TGAAATCATTGATACAGCTGATGGAGTCT
ATCAAAAGTGGGAARAAAACAA

R2.14

Jonction EcoRI : GuaA. B.subtilis (1¢-28))
GgCTACGATATTACGAGCAAACCACCAGCAACTGTTGAGTGGCAATAGAAT AAAAAAACTGATAGCAACTTACTGTTATCAGT TTTT
ATTAAAAATAAGAAGCGTTAGTTTAAACTGGCGCTTTgTGGTAT CAAGAACATGCAAGATAT TAAGAAGGAGGTAAGTACATAATAC
ATAGACAACATCTCCTAAAGAATATCATAATATTAGGGAAAAGAGTAAAAATGAAAGCGCTATAGTTCTATTAACGCAATACTTAAT
ATTAGC

Jonction HindIIT : GuaA. B.subrilis (3¢-2)
TCGTAGACGATACGGTTGACGTNGTCACCTCATTGACGATACGTGTTGAGAT TTGTTGGAGAAGATCCCAAGGAAGTTGGGCAAAGT
TGCTGTCATCCCATCAATTGAAGTGATGGCACGGATGGCTAATGTATAGACATATGTCCGGTGGTCTCCCATGACACCGACTGATTC
ACGTCTGTATTTACTGTGAAATATTGNCAAACATCACGNACANGTCCTGAAGGAGCAATTTCTTCG

R2.15

Jonction EcoRI : NS
AATTNTATNTTATTNNNNGGGCCCNTTGGCCANNTTTAAAANANNATGNNANAACNTTGCAACAGAACCGTTGCTAAAATAGCGGGT
GTTAGTCCAGCAACTATCTACGTCTATTATAAAGATAAAGCTGATATGT TAAGTCAAATTTTGATTGGAGT TARAGATATTCTGGAT
GAAGGGCAAAAGGAAAT TATCCTCTCTGT TTCTGACCCACT TGAACAGT TCAAAAAAT TACTTAGACATCTTATTGACAAGTGGACA
ACTTATCCCAAACATGCTATCTTTATGCGGGCAGCCCT TGAAAATCCAAGTGAAATAGCTCCTCATGGTATTGCTTATTCAAATAAC
GGGCCGAGGTCATCGTCGCACT TTATGATCGTCTTCTTGACTCTGGTAAAAT TARACCTCTCTCCCAACATCTTCTAATCAGTTGGT
GCAGGCGGAATTATGAATAACT TACT TTACCATGCACAGATGGGTACCCAACCTGACGATGCTGAAATCCAACAAATGATTGAACTT
TCTGTTGATGCCATTAANAAAAACCTCTAAAAAT TTGATGTTGAACCCCAAAAGT TAGACTTTTTATCCAAGT TANAAATACTTGGT
TTTTTTATTTGTTCTTGAAACTCTTCCGATATTCAATCGGAGACAACCAGGATAGATTTTTCTTAATTCGGAA

Jonction HindII : NS

TNATGTTTATAT TAGCT TATGNGCCNGATTGATNATAAACCTTGTATTTGAT TTTTAAACT TTGCAACAGAAACCTTAGCAACCTTA
GCAATTGAAAGTCCGACCAATCCTACTTCCTTGGTCAGTTGAAAAACAGCTTGTGTGATTGLLLLLLLLLLALLLLLAICAALL111
CTCATACTTATATTTTAAGTAAATGAACAT TCATTTGTCAAGT CGCTTAGATTTTAGT TTCAGTAAAGTCARATT TTAGCAATATTT
AAGAGAAACTTACTATACTATAGTTATTCCAATAAAATTTTTCATAAAAGTTTACTCCTAAACAAAAAAAGAGCGGCTGGTTACCGC
TCATTTTTTTATTCTATTTCAACT TTTTTGTAGACTTGAAAGATTCATAAGATAAACAAAGAGTAGGATTGAAAAGCAACTTCCTAA
AGACTTGTCAAAAAGAATCCTAAACCTAGTGTACGCCAAAGTCCTATAAAAGT T TCTGGCGATAGGGCCAATTTTAAGGAAACACCA
ACAAATATTCTTCCTAGAACGACTTCTAAAAACAAGT CATAAATATAAAGAAGCATAAAGCTAAAAGAGAGAAAGGGAGTTAATTTT
CCATTTTCGTAAACAAGACAAGAT TATCCAAAGAAT TNATAAAATTAGGAGGGTACTCGTCACTGGTTTTTGCACCT

R2.16

Jonction EcoRI : NS
ACGTNTNTTTTTATTCATTNGGCCCTTAT TAATAAGACT TATNGANCAAAACT T TGCANCAGAAACCTTCTGATGASAAGTTCTAGT
CCAGAATCACTGACTGACAAAAARACTAGTTCAAGT TCGGAAATCAAAACGGACCAATCTGTCCCASCTTTTGATTTAGAAGAGTCA
GAAGGAAGTCCAACTACGAACACAAGTGTTAT TAATARAAT TACCGAAAGTAGAAAAGATACAGAAGAAAACAATAGCATCAGCTCA
ASGTAAAGT TGATTCTAATAAATCTACTACTGTAAATTCAGCAAAAGAAGT GGAT AAAAATCAACTAGT TGATGAASACCCACTARAA
AGAGTCGTCACCTGATAAGTCAGCTGTTTCGGGCAAGCAGCTTCCAGTTGCTCCAGCAAATAATCAGGGAGAGCAGTGATAALGCAG
CCAGTCCACAAAACATTTTACACATATTGCCTAATTTACCT\AAAANAATACGAT TAATAAAGTTGAGCCAGAGGATTCAAATTCAT

FIGURE 5 (suite)
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R2.20

Jonction EcoRI : Hypothetical protein of B. subtilis (1c-4))

CTGATTTAAAAGCAACTTCTTTgGgGGCAT CAATTAAATAAATAAGGTTTTTAT CGGAATCAAGTTCTGCAACATACTTTTGGTTAC
CAATAGTGATATATTGGTCATCACTTGCAT TTTTTAATATTTTTTTAATATCATCACGATTAAT TACTTTGTCATTCCCTTTAAAAA
TCATATCAATAAAGGGATTAAACCATTCAGGCTCGAAGGTTTCATTATTGAAACGAATGACTCCAATTGGCATATTATCCAAAGTAG
GATTAAGTGAATTTTCTGCTTCATCATTGAT TTTACGAATAAAATCTGACGGCGCAACTGATAATTTCGGGTTTGAGATAGTAAGA
TGAGCGTAATCACAATATTCAAAATCAACAAATAAACCAAGATTGACCAACGAGTTGCTGAAGCATGGACAACTATGGTTTCAATGT
TTGAACAATCAACCATTATGACAATAATAGCAAGCGG ’

Jonction HindITl : Hypothetical protein of B. subtilis (8.5¢-12)

ATAATTATGATGATGCAACTGAgTTGATTACTGATAGTGGTCGAQCAGCGATTAATAGTTTqATCGCATCATTTgTAGAAGAATTTG
CTGACAAGTATGGAATTTATCTCCGTCGAATAAGCAGCAGTCGACATTATTTCTCTGTGATTATCGTATTCTQGAAAAAATGATTAA
TGATAAATTCGCTGgTCTCAAAGAATTTAGAGAACTCACAGCTCAAAAAGAACTCCGGAGACACTCTCTgTCGGTGTGGgTTATGGG
TGGgATGATTCCCCggCCATCGGAAAAGTTGCCCgCAATgCCCTTGAGTTGgCTCAAGTACGCGGTGGTGC

FIGURE 5 (suite)
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tht A

jonction Hind//7

CACATTGCAGARCCATGACCAGCCGACAAGACAAAACGGTCACGATTTGACCATTTACGACTCGTTTGTGGGTTT
ACATTAAGAAACTTGCTCCAAAGTACATAAGCCATTGGGGCAGAGCCCATTGGAAGTCCAGGATGTCCTGAATTT
GCTTTGTGANTCGCATCTAATGATAGAGTACGAATCGTATTTACAGCCAATTGATCAGTAGTATCAAACATAAGA
TNTCTCCATATTTTTTATTTATACTCACATTATAACACAAGTTAGAAACGGTTTNCANTCTCTGAAATTAAAATC

Jonction EcoR/

AACAGAACCTGCAATGTTATATAGTTTGTTACACT TGGCAGGATATAATGTAACGACTSATGATTTAAAAGGTTT
CCGTCAATGGCAATCAAMAACACCAGGACATCCAGAAGT TAACCATACAGATGGTGTCGARGCAACAACAGGTCC
TTTGGGACAAGGAATTGCCAATGCTGT TGGAATGGCAATGGCTGAGGCACATTTAGCTGCACASTATAATAAACC
TGGTTTTGATATTGTTGACCATTATACT TATGCCTTAAATGGTGATGGTGAT TTANTGGAAGGTGTTTCACAAGA

guaA

Jonction Hind///

Séquence non oblenue

Jonction EcoR/
TTTCTGGGTCTGAAAGGCCAACAAGTTTGTCCATGAAACGTTTTTGAGCATCTACTTTGATGATAITAAGACCAN
ATTTTCCGCCCAATGTTTCCATGACTTGGTCAGCTTCGCCTTTACGAAGGAAACCGTGGTCAACAAAGATTGATG
TCAATTGGNCACCAATGGCACGTTGTAAAAGAACACCCACAACTGATGAATCTACACCGCCTGAAAGTCCAAGGA
GTAGTTTTTTGTCGCCAACTTTTTCACGAATATCTTTGATTTGCATATCAATGAAGTTTTCCATTGACCAGTTCC
CTTTGGCTCCACAGATGTTAAGCGCAAAGTTTCTGAGCATTTCTGTTCCGTGAACTGAATGACGAACTTCTGGGT
GAAAT

deoB

Séquence partielle
CCCCGTTTGCTTCTGTTCCT T TGTAAGAAT CATCAGCAATTGGTATTCCGNCAAGATTGNCAAAATGCTTTTTTA

GCCATAAATAGATTTTTCTTTCTAATTCTGTCAGTAAAATTGACTGACAGAAGCACTTTATTTTAAACTAATGCA
TCCAAGAATGAITCACCCGTTTGAGCTTTTTTAACAGAGAAGTTTTCAGCAATAGTTGCTGAAAIGTCANCAAAA
TGTCCCACAGGTAAAACTTTAGGTTCTTTAAATGATTTAGAGAAAATTACGAGTGGAATATATTCACGAGTATGG
TCAGTTCCTACGTATGAAGGGTCATTCCCGTGGTCAGCAGTAATCATCAACAAATCATCTTCTTTCATTGCATCA
ATGATTTCTGGCAAGCGACCGTCAAAGTCTTCAATTGL11LLLLbLAALLL1LAACATCGCGACGATGTCCATAT
TTCGCATCGAAATCAACTAAGTTTGTANAAGAAAATCCTTCAGTAAATTCAbxLLLLGTCALLbbxllAAGTAGA
CGATCAACCCCATCCATGTCATTATGGTTATGACCCATATCATATNTAACACCTACTGTGTNGAAAATATCTGAA
ATTTTTCCGACTGAGTAAGTATCAATCCCTGCCTTGTAAAGTNTTTCTAATACAGTTTCAGCAAATGGTGAGAGC
GCATAGTCACGANGTCCAICAGTCCGNTCAAANTTTCCGGNTTCTCCAACATAANGGCGAGCGATGATTCGGCCA
ATCATGATACCAGAACCTTCTAGGGTAATTGAACGAACATATTCACANATTTTATAAAGTTCTTCACGAGAAATA
ACATCTTCATGTGCAGCAATTTGTAAAACAGGGTCAGCTGAAGTATNAATAATCAACTCTCCAGTTTCCAATTGA
CGAGGGNCGAAATCTTCAATGACCGCTGTCCCAGAATAAGGTTTATTCGCTTCACGAATGATTTTACGACCAGAA
AATTCCTCAATTTTTTCAAGTAAA1LLLLLGGATALLLL1L1GGATAAGTTGGGAATGGCGTTTGAATATTCAAG
CCCATAATTTCCCAGTGCCCAGTCATTGTATCTTTACCTTTTGAAATTTCTTCAAGTTTTGTGACATAAGC

gppsS ou pnp

. Jonction Hind///
CCATAACGNACAACCACAGCTCCANTTGGTTGTGTNGCAACTTGCACCTGTNTCAACAGTTAAAGTTCGTCCTGC
AAATTCGATTGAAAATGTTTCTTTTGNCAATGTTATTCTCCTTGACTTGAAATGCTTAGAATTTTNTCTAACAGC
CCAGTCTCCTGCTTGTGAAT TATTTTCAGTCTACGTNTNTCTAAACAAAACTCAAATTGTCATCACTGATTATTG
TGACAGTAANT TTTTNTCTGATGAGTGATTNTCTTNTCTGNCAGTAAACTTTGTGTTGACAAATACATCTGTGTA

Jonction EcoR/

CGTTATGGAGATACAACAGT TTTGNCAGCTGC TACAATGGGTAAAATGGCTACAGGTGATTTCTTCCCACTACAA
GTGAATTATGAAGAAAAAATGTATGCTGCAGGAAAATTTCCAGGAGGTTTTAACAAACGTGAAGCGCGTCCTTCA
ACAGATGCGACTTTGACAGCTCGTTTGATTGACCGTCCAATTCGTCCAATGT TTGCCGAAGETTTTCGTAATGAA
GTGCAAGTAATCARTACTGTCCTTTCTTATGATGAARATGCGTCTGGTCGTGTGGCAGCTATGTTTGGGTTCANG

tri]

Jonction Hind///

TTTANTACTATTAGATAAATAAATATACACGAAGGAGAGACGATGATCACATTCTATHCAGCACCCTCTTGTACA
AGCTGTAAGAAAGCTAAGACATGGCTTTCATATCACCATATCCCATTTAACGAAAGARATCTCATCGCGGATCCT
TTATCACCCACAGAGATTAGCCAAATTT TACAAAAATGTGATGATGGTGTNGAAGGATTGATTTCAAGCAGANNG

FIGURE 6
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CGTTGTGTGAAAACTTTAGGTGT TGAT TGTGGAAGACAT TTCACT T TCACAAGCAATTAACATCATTTCTGAAAA
TCCACAAATTATGCGTCGNCCAGTAATCATGGACGAAAAACGT CTTCATGTAGGTTATAACGAAGAAGAAATTCG
TGCAT

Jonction EcoRJ

GTATTAAACATCAATGAT TGTACAATTATACCATATTTATAGACTTAAAAAAAGACCTTTTCAAAGTTTTTTCAC
AAATTTTTTCAAACAGCAAAAGTAAAAAAAGTCACCTAAAATAGN GGCTTTTTTTATCATCTTAAATATTATAAT
GTTGCTTTTTCAACATTGAAGGATAAACATTTTTNGNCTTCTGTAACTCTCGTTTTMHGGCTTCAATATCATCTG
TAATTTCAACAGAAAAGTTTTCAAAGATTGTTCGTGAT TCTTTGAAAATATATCCGCCONTTTTCAAATCTTGTT
CATCGNCAAATACTGCTAAATGATGTGACAATTTNT TGGAAAAAAGT AT TCANAARATAAGTHGGGATGTATTAN
_NTATNCATTGAGGGTATTGGCCTTC

psiB

Jonction Hind///
TTATAACATAATGCCCCCTCAAAGGTCGCTTGATGACAGCGTTCTTATGTAAATGTTTTGTAAATAATACGGGAA
AATGCTCAATTCTTAGAGAATGAGCAGCTTCCTGTCTTTAGGGAAAGAATATGATGATATATTTAAAGCCCAATG
CTCAGTAAACCCTGTTTAAGTCCACCGAGCATNGAT TTTATANAAAAGTAGCTGAGCATAAAATTTTAATTTATG
AAGAAGAAAATTTTTATTGCT TTGAATGATGCGATTAACCACTACTTCTTATACATAATTATTTTACTGACAAAC

Jonction EcoR/
TGTTATAATTAAGCTATGAAGAAGAAAATTTTTATTGCT TTGATGGCCAGTGTAAGTTTATTTACATTGGCAGET

TGTGGTTCTGGAAATAAACAGGTCACAGCTGGTGGCTCAACTGCTTTGCAGCCAATGGT TGAACATGCTTCTATG
TCATATATGAAGCAAAATCCTGATGAAATTATCATGGTTCAAGGGGGCGGTTCTGGTGTTGGCTTGGCTCAAGTT
GCTGCTGGTTCTTTTCAAAT TGGTAATTCTGATATTTNTGCCGAAGAAAAGT CAGGAATAGCGGNTGATAAAATT

FIGURE 6 (suite)
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Géne ahrC (inactivé dans Je mutant R2.9)

Séguence brin J
CAGCAGTIITGTCAGCAAGT] CITGATAATCCITATCAA AATTGCCAATICTATCCAATTICGG TATT
GLCGTCCGAATATTATTCAGGCTTGAATA (?'I'C(i'l'J'C'l'C'J'l'CA']'C'JTC'('I\(i'l'(:'(fl‘l\AATA')'G(:C(TI'A(TI'
TAGAGAATCCGCAATATTIIM ATATTATITAATIIVICA CGGCGATTAACTA AAAGCEICATTITCNT
CAAGATTAATITCTGOTGOGCTTCAAT TTCITCAGCCTGGAA AVTGGAGAATTICAAIIC TTGGGOE
AAATTCTIGTTICATT )Y 'J'G/\C(i/\/\TATI'CAATl'(i'l'l'(iG(:CGAAGA'}’J TITAAAGTTITCAAATTIA
TEITIIGTATTAT I ITAATGACT) CAAAATTTTCATCICCAA ACTCATCCAATAAACGAAGATC AT
TTGGGGATCATCAG)IC) TGACTGICGY .

Séquence brin 2 (complémentuire)
CrGGTCGCTCIGICTGTCGAAY TAATGGACAAATGGTCAAY ) AACAAGACTTCGTCAAATTGGAGA
ATTITIAGTAGACATICAY 'J'C.'AA(IA'I'UACAG'I'C/\AGAACT(M')'(MA']'CCCAAAAGTC.'ATC'I'I'( L
ATIGGATGAGTITGGAGATGAAAATT) TGAAGTCATTAATAATTA CAAAAATAAATITGAAAACTT
TAAAAATCTTCGGCAA CAA']']'GA'I'l'A'l'l'(!(i'l'('.AAAAAAA']'GA/\ CAAGGAATTIGCCCAAGA

Géne hpt (inactivé dans le mutant R1.19)

Stquence brin J
CrIAGGAATYCTTCGLGGGTCACGT TCCIITCTIAGCTGAAL TAATCAAACATATIGATTGYCATCIT
AAACTGATITTATGACCGTATCAAGCTATCA CGGAGGAACAAAATCTTICIGE GAAGTAAAATIGA
TEITAGACGTTGATACA GCGGTTAAAGGTCGTIGAAAY TITGAVIGTTGAAGATA TATCGACACAGG
7'(:(i(:/\(:'l'l'l‘AAAA'J‘A‘l'C'J‘AAAA GAACTIIIC IGAACATCOTGC iAGC:AAATG‘I'AAAAATl'(i'l'l'A(:( WG
TCITGATAAACCAGAAGGA AGAATTGTTGAAATTAAACCAGAITAY TCAGGATITACCATICCAAA
TGAAYTTGYTTGTIGGCTTTGGTITA GACTACGAGGAAAACTA CCOTAATCTICCARATGTCGGGGGG
GGATCCACTAGTICTATAGES GGCCGCCACCGUGTGGAGCITCCA GCIITIGTICCCITITAGIGAGG
G

Séquenee brin 2. (complémentaire)
CGA CATATUGAAGATTACGGTAGT ) TCTICETYAGTCTAAACCAAAC ICCAACAACAAATITATTIG
Gl\/\'I'C:C?'I'AAA'J'C:C'J‘GAA'J'AATCT( iGTl'!'AI\'I'I'!'CAA(!AA'!‘l'(?l‘l'CC’l'l'C‘-'J’GGTI'J ATCAAGAAGLGT
AACAAT 'l'l'l'l'A(IA'I'I'I'(i[I’lI:()AC:GA']'G'I']'CCAAAI\ GITCTIITAGATATITTAAA GTGCGACCTGTIGY
CGATAATATCIICAACAATCAA AATTTCACGACCTTTAACKY CTGTATCAACGTCTAAAATCAAY Y
'I'A(TI'J'C:AC:C:AGAA(i/\'n‘l'J‘(iTr(:c:‘r(:c:t;'rc:/\‘r/\(:(:'rrc:/\'m CGGTCATAAAATCAGY T CAAGATGA
CAAYCAATATGITIGATTAGTICAGCTAAGAAA GGAA CIGACCCGCGAAGAATTCC

FIGURE 7
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Géne rela (Inactivé dans Je mutant R2.2)

Séquence Lyin J

CICGAGGTCGACGE ATCGATAAGUTTGATATCGA ATTCCTGCAGCCCIGAATTAGTCGANTTGGE
GAAGA A(i(:A(;c;(:(;A(:‘r(:/\(;(:C(:A,\(:A1 TETGETTAAAGCAGTICAAGAAGATATC TATCAGACAAG
ATITTATGTCTITACTCCGAA TGGTGAAGTCCAAGAACTCCCTAGAGGETCTGO COAATIGACTIICG
CIrrATGCGA T CACACTAAAGTIGCAGAT CATGCGACGGGETGCTAAAGTAAATGGACG) ATGAA AC
(:'rrr/\'r("r(:'l'r(:AA‘r'mAAA,\(:A(:(;c:c:A(:(:(:Ac:'rr(:,\AA';":'A‘I'I ACCAGCTICAAGCICTITTIGCGACC
AAGTCGIGA CIGGATTAATITAGTTAA AACCAATAAGGCTCGAAACAAAATTA AGCAATTCITTAA
ANACCAAGACAAAGAATTGTCGE TAATAAAGGCC

Stquence brin 2. (compl(-mcn(nirc)
CACG(KKﬂWWW]1%ACCGACAA1TﬁFH(HTUWTKﬁTTWﬁﬂAAGAAWTG(”TAATFH(HWTCGACCC
TIATTGGITTTAACTAA A TTAATCEAGT CAGGACT ] GGTCCAAAAGAGCTTGAGCTGGTAATAATT Y
CA /\(:'l'(1(:(1’1'(:(3(:(71'(3'1'1‘I'I'J‘AA'J"! GAACAGATA AAGGTITCATACGTCCAT TACTITAGCACCCGT
CGCATUATCTCCAA(ﬂ??ﬂ(HUTEAAYCCCAVHAGCAAA(ﬂf%ATﬁGGACCAGA(KKHTN%CCGAG
31(ﬂWUGA(HUtACCAUWCGCA(WWAAGACAU%AA?(HWUYCTGATAAGAWW?TﬂWtT?GAACTGCT
11%ACAAAA77UTCGG(ﬁﬁA(ﬂ(IKIHTKﬂﬁlﬂﬁﬁGCQCAATUCCACﬂAA7WCAGGGCTGCAGGAAT
bl (.'(iA'l'A'l'(.'l\/\(;C'l'l'/\'l'( GATACCGICGA CCTeaa GG'G('IGG(i(:(:(.’(?(i'l'/\(:(:(:.’\ ATTCG

Génc guaA  (inactivé dans Jes mutants R2.3 ct R2.14)

Séquence brin |

TCCAGGAACTCCAGAAGTCCAAGATGU???CATCAGCCATGGTGACCGTGTAACAGC
TATTCCTGAAGGTTTCCACGTTGTCGGAACTTCACCAAACAGTCCATTTGCTGCCGT
TGAAAACACTGAACGCAATTTGTACGGCATCCAATTTCACCCAGAAGTTCGTCATTC
AGTTCACGGAACAGAAAUGCTCAGAAACTTTCCGCTTAACATCTCTGGBGCCAAAGS
GAACT GGTCF»ATGGAAAACTTCATTGATA’i‘GCA&A’l'CAMGATATTCGTGI’UW\F‘.CT
TCGCGACAAAAAAGTACTCCTTGGACTTTCAGGCGGTCTAGATTCATCACTTGTGGG
TGTTCTTTTACAACGTGCCATTCGTGACCAATTGACATCAATCTTTGTTGACCACGG
TTTCCTTCGTAAAGGGCGANTGANCCAAGTCATGGAAACATTCGGCGCAAAATTTCG
TCTTAATATCATCAAAGTAGATGGCTCAAAAACCTTTCATGGACAAACTTGTTGGGC
CTTTCACACCCACAAAC

Séquence brin 2 (complémentaire)

CGNGTNTGAATTCGAGAGNAGCTTCTTATTTWNTTTCTGT?%ANTCACCANGGACAC
GATTGGCAAGTNCTGGCCCTGGGANAGGTTGACGCCAAACNTTTTCNTCAGGCATTA
AAAGTTGTGTTCCAAGCGNACGAACTTCATNTTTGAAAAGTGTGTTCAATCGTTCAT
TCAATTGGNATTGCNTGTNTTCTGGhAGTCCACCAACATTATGCTNTGACTTAATMG
T?TNAGCTGTATCTGTTCCTGATTAANTGACATANGTGTAAAGTGTTCCTNGANCAA
GSAACTCAACTCCTNCTAAATTTGNNTGCTTCATC

FIGURE 7 (suite)
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R1.2

Jonction JindIM : DUp't. L. lactis (5.9¢-41)
/\TCGT!'GC;A/\TCATCCTCC']TATTATCAAA/\A/\CTATGT]‘GAAATTAA'l'GGGAGA'l'G'I'l'CG'J'I'AA'I'l'
AGTAAAGGAATGAAAAgAC'l'A'l'C'l'I'GAGAGA'!'AGG'I‘I'I'I'G'l'l'(3'I'A'1'C'l'l'l'/\l\ AATGACATTIGTIGCC
CTGAGGTI'/\C'I'C')TG"ITAAATAATTTCACAAC/\CAATCG'I']'I'I'I'A'J'I'CGCGC’I'I'ACATJ'A'I'GATAGA
ATAAAGTGTAACGTGATTITA SATTATGTGCA GATGITAGEGCCIGTGTTIAGACACICAAAGA CAY

RI1.6

Jonction Xigol}) : NS

TNNNNNNNTTA ANNNNNNNNTCAATGGNNTNTATNGGNTGTNCCTTITTAAAANNNGGCCCCTTTG
AANCCA'I'CANA/\AACNGGGCCCANAACCANTJ'J’CAG'I'AAGAATGGAATCTATAGATI'AACCCA'I'GC
GCCAGTCGAGCAAATCIATITGA CTACTAATGCTITAAAAATIGATAAAAATTAAAAAACGATTAT

TAATCG’H1‘11‘!TATC‘ITA'I‘AA‘J'GAA‘I'I'AAA'I'AA'J’I'CI‘I’GAI\‘ITGTJTCAAAC‘JCA'I’AOTCAGCAATG
GTICCITITTCTGCCCCAATATAGGCTGTITGAAGYCCTAAATCT 1A GCTGGCITTATATCATGITC
TAGTAAATCTCCAACCATYAAGGTTICACTAGCT ITAA AATTTNCCTIGITCAGITAAATITGTAAN

AGCACGCGCG'I'C’I‘GGT)TJ'AAA‘J'AGCC‘I'G'J'ITC'J‘CC'J'GAAAA'I'ATAAACTGGAAATAA'I']'C‘!‘I'CAA(:
ATTTGAACGCCGTAATTTCTCTCTITGTTTCAACA CGTCCACTATYACTTAATAGTGCAAGTTIGATT
’l‘l'l'l‘l‘!’GAAAGAT!’ITTCAAA'l']"lTGAATGAAG'l'l'GC‘I'CATCAGG’ITCTATCAACTCAAA‘I‘AA‘I'CTGT
TCAAAAAATT]'I‘J’GAAAAAAGCCCTAANATAAA']'J’CATCAA'I'C’I‘CCAAG]TCAAAATATTCGAAAA

'ITCAAGCGTTAA'l‘CC’l‘l'l'C'l‘l’C‘J'CTl'AAA(ZTCTI'CAMGG'l‘CA'i‘Cl'G'I'C'l'ﬂ’GAATGAAAC‘I'I'GC

donction Hindll) : NS

GGTTTTTNNNNNNNNNTGA CTTTATTTAGCTTAAGAGCCGAATGNTATAAACCTTGYAYTIGAT I
NAAACTITGCAACAGAACCC’]‘GAAAGTGATACA‘]T]'C']'l‘l'l'CAAAAA(2'1‘CCA17TGA’IT1‘C'1‘CAA'I'A
AAAAA’I'G‘]'AAAAﬂTCC]‘ACAAGAT]‘I'CCAG'I'AATGACAAGCGC‘I'AAG'J‘CC’ITI'GAGTCATTTAAA

ATCTT]'AACCAGC‘I‘A‘I‘I‘GGAA‘ITI‘AAAATATA’I'I‘G'J'A'J'CCCGGC’]'TCI\TCAT]‘AAAAG'I'I‘AGGATAT
GGGAAAATTGAAGCTTATCGATACE 1TCGACCTCGAGGGGGGRECCGGTACCCAATTCGCCCTATA
G'I'GAGTCG‘I'A'I'I'ACGCGCGCTCACTGGCCG‘I'CG]T]‘]‘ACAACG’I'CG’!‘GAC’I'GGUAAAAACCCTGGC

G'I'J'ACCCAAC’J'!‘AATCGCCTTGCAGCACA1'CCCCC’I'I’TCGCCAGGGGGA‘I'ANAC’]'G'I'AACA‘I']'CTCA
CGCATAAAATCCCCTTTCATTTTCTAATGTAAATCTATTACCTTATTAT A ATTCAATTICGCYCATAA
TTAAYCCITTITCTTATTACGCAAA ATGGCCCGATTTAAGCACACCCTTIATICCG T TAATGEGCCAT
GACAGCCATGATAATTAC']‘AA'I'AC'I'AGGAAAAAN‘]TAATAAA'I'ACG'I‘A/\CCAACATGATI'AACAA'I'
TATTANANGTCATCGITCAAAATGGTATGCG I TTITGACA CATC

FIGURE 8
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R1.9

Jonetion Hingl1} : Orotalc phosphoribosyliransfcrasc. B. subfilis (2.2¢-9)
TAATATETATCAGCAAACARCAACTICGCTGACAAAGATTTITTAACTTCTATCA GTAAATTATGgYT
GCCAAGTTICTTCATTINCIITGAATTIG I TCAGTAACTCTAGTTCTICI TIGG TGACATATCCTGTT
CIgTAGCAATITCAACAACTCAGAATAATGTGICAGTGTCGACAATGITGACATCGGCGTCAG
CAAATTTACTGCECGCTTICTICTAATLCATAAGTGAAAATGGCACCACA CCAgGGACATCAGCGCA
CACGITCTGGGGGCGEGAGUGCITCTAAGACAGACCCTCCAGTGGAAATCA :

R1.10

Jonction EeoRT : NS
CCCITICACCTTTINCGGGCCCNTGGGCENCTITTAAAAGACTTATCAGAAAAGNTGCAACAGAAC
CAAATITITTATTYICITINM CAGCAGATATCAGAGAAATTIIGATATITCAAACAGATAAATAATAAA
GCACCTACCAAGAAATATAAAGCTAATGAGGTYAATGTICCA ATTCCCAACAGGTGITCCAATACYY
GTACCCAAATCTGGAATAATCGAACCAATCACCAATATAAGA GCTAAAATGAACCATYITAACATA
TCTCITATITCTGCTCTATCTITACGAACCAAACGAATCGTATAGATAAAGAAGAAAGCTGCCAAA
ATAATIGCTAAGATACGAAGTTGAATAGGCATTACTTACTCYCCTITCCTAATAACGAGCTCGCAAT
AATCGCCAAAGATACGCTTATCATATAACTTATCCCTTITA CCATGTTAATACTTGAAACACCAGTT
GTCCGCTCAAACATITITACACCCACCTCTTTGACACGAATGTTCT TAGAGAA ‘AAATGCATGTAAC
TITCAGGITCTGGATATTGTCITGGGTATCICT TAACAAATIGCICAATCACTTTA CGGTTACCTGLCG
CGATAACCACTAGTAACATCT ) ICATIITA ATTTTTGAGGACATGTAAATGAGTIGAAGATAAAATT
CT]‘A‘ITCCCA'I‘ITGAQG. .

Joncfion Wingll) : NS
GITNCACNTTCATGGGCCICATGGCCCACTTCNATNTACTTNNNTTTANTA CCYGNGCAACAGCAAC
CAAAAATITAGTACAAGAGTIGTCCYTATIGAAAAAGAAGATTICCG ATAAAGATAAGGAAAATTA
AGAAATTATAAATACTAATAATAGAATAAGGTAGTAATGAATAAA GTCATCAAACATACITICGIC
ATATGTGCGTATATGCAATCICCOTATITAGAG GAAAGTATAAAATCAATTTTAGACCAAGGATCY
ATTAAAGAAGGAATATCAGAAGTGGTTITTATATACTTCTA CTICCTAATGATTATATAGAAAATATIT
GTCATAAATATAATATCAAAATATTTATIGGTGAAG CTGGAGGCATIGGAGCAGATTGGAATGGAG
CTITAGCGGCAGTICAAACTAAATATGCTACAATIGTTCATCNAGACG ATCTATATGATAAGAAAT
ATGGAGAAATGATAATTAATGATTTTGAGTCTCAAAAAL INCTCTAATATTGTTTITACTGACTATTA
TGAAATTGATGAATACICTAAACCTAGAAAAA GAAATATTAATTTAAAAATAAAAAGITTAGGATT
AAAACTAATGTCTTITIGGGAAAATAAAAAATATCNAAGAAGANTTTA CICITITGGTAATTNTATY
TGTTGCCCAGCTGITT

RI1.11

Jonciion EcoRRl : NS
TICYGATGAAAGTICTAGTCCAGAATCACTGACTGACAAAAAAACTAGTTCAAGTICGGAAATCAA
AACGGACCAATCTGTCCCAACTTITGE I TAGAAGAGTCAGAAGGAAGTCCAACTACGAACACAAG
TGTTATTAATAAAATYACCGAAAGTAGAAAAGATACAGAAGAAACAATAGCATCAGCICAAAGTA
AAGTTGATICTAATAAATCTACTACTGTAAATTCAGCAAAAGAAGTGGATAAAAATCAACTAGITG
ATGAAAACCCACTAAAAGAGTCGTCACCTGATAAGTCAGCTGTTICGGGCAAGCAGCITCCAGITG
CTCCAGCAAATAATCAGGAGAGCAGTGATAAAGCAGGCAGTCCACAAAAACATTITACACAATAT
GGCCTAAT

FIGURE 8 (suite)
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R1.13

Jonction EcoRl : NRAMI'S. Mouse (1.6¢-18)

CTTTCACGNCTCITCGGGCCCAGTNNCCACTITAAAAAGACT TATCNGANCAANTTNCAACAGAAC
NAGTTCGATTATTAGGAATAAATCCCTCAATAATTCCTTTCCAATCTGGATTGCGATAAAGCAACT TG
ATAAGCAAATATTGCTAGAATAACTAGAATCAAACAAATAACCAAGGCTICAATCTITACGGAAACC
AATTCTTGTCAGTAATAAAAGCAAAAAGACATCAAGGACTGTGATAAAAACAGCTAATATTAACGG
AATATTAAACAGAAGATATAAGGCAATAGCCGCACCGATGACTTCAGCAATATCAGTAGCCATGAT
TGCCAGTTCAGTTAAAATCCATNNTTNNNATACCCAGAGTCITGCIGGTGCGCGCCCTGATAGCCTG
AGCTAAATCCATCTGGCTGACAATICCTAATTTTGCIGACATAYACTGAAGGAGCATTGCAATCAGA
CYGGACATCAGAATAACCGAAATCAGTAAGTATIGAAAGTICTGCCCTCCAGTAATTGACGTTGAC
CAATTCCCAGGGTCCATGTNACCAACCGCGACCAGTGCACCTGGTCCTGAGTAAGTCAACAACATT

Jlouclion HindIMl : NRAMP). Mouse (2020)
TAATTGGGATNTTAGGNCCGATINAGAAGATATAAAECTIGNG I TTGAT T I TAAACTTTGCAACAG
AACCATCGAACTTTTGCTICCICACCAACAGTAGCOGGGGATGTCGCCTTIAACAGGCGCATTAGS
AATTATTGGUCGCTACS G'I’l'/\'l'GCCTCA'I‘AA’l'l‘1'A‘J'AT(ITI'CA’I‘l'(:'l’l'(:'l'A'lTl'CACAAAG']'AGAAAA
ATTAATCATCAAGATAAAAGTGATGTTGCCAGAGCAGTAAGATICICGACATGGGACTCTAATAYT
CAGCTGACAGICGCTIITGTTGTAAATTCTCITTTACTAATTATGGGTGTAGCGGTCTTTAAAACAG
GAGTAA'I’I'GATGA'!'CCG'I'C/ﬂ'l'(:’l'l‘l'GG’l’I'I‘A'l'/\CGA'!'GCA'I'I‘A‘]'C‘ TAACCCTTCGGT I TTAAGTTAT
GOYCTTCCTIGCANACGTTGCAAAAACGGGTGCACTTICAACCITATITGCCGIGGCICICCTIGET
CTGGACAAAACTCAACCATTACTGGAACTITAACAGGACAGGTTATIATGOAAGGATI AT TCCAT
ATTGAGAATGCCAATGITGGGCAANAAGGITGGTAACICGCCIGCTATCGGTAGTICCTGTCITGAT
TTGTGTCTCTATGACTAGAGGACAAACTTTCAAAAGCTCAACATGAAGCAATAAATAATTTGATGA
TAATTCTCAAGTTTTTCTAGCTTITGCCCTTCCTTTITCOATTATTCCATTGTITAATGCTCNCTAATN
CAAGGAANAAATNGGGTGC )

R1.15

doncfion BeoR1 : Hypothetical profein. L. stcarofl: crmopliilus (1.6c-46)

CCCCCAACTAGACTTCTTGCTGAGATTGACTCCG AGGGCTCTAGTITTIITTGTITTITACTITAATTA
ATTTACTGACGGGTECTGACATAACCGTICAGTA AAATTIETGITATTAAGAAAGTGTATCACATGAg
TCATATTGCICIETGTGAACCICG BATCCATTICAATACAGGAAATATTGCTCGTACCTGTGCAGCTA
CAAATACTGTTTTA CATgTGATTGAACCTT5Gs 11 1GAAATIICAGATAAACACCTCAAACG TG CT
GGICIGGA C’]'AT]'GCGATAAAGTAAI\TAT]'GTCTATCATAAAAA171'ACAAGAC]TTA7'GAA CIcA
ATTGCTGACGGAGGCCAACTTTATITGGYCA CTAAATTTGCAGAACACGTITATTCTGATGTEGACY
ATICTGATGATAAAAAAGACCACTA CTTCTEGTITGGGCCGTGAAGATACTGGACTACCTGAAGAAT
TTTGCACGAACACCOTGACGA ATCTATCCGTATCCCAATGAATGACGAA CACGTCCgCTCATTAAAY
CTTTCTTAACTGCGCATGCATGATCGTC) ‘ACGAAGCACTCAACCAACAAGACTCCTGCAGGCCCGG
GGGATCCACTAGTTCTITGAGCCGGC

FIGURE 8 (suite)
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R1.18

Jdongfion FcoRJ :NS
ATCAAAAGTTITAGATGCCTAATAATACAAAAACACCTIACGGTGYITTITTATTGAAATAAATAAG
AGATGACTTACTCTTATITACTTAAATTGGTTA

Jonction Jlindl1) : Mypothelical profein. B. subtilis (7¢-30)
TTGGNGGGGGNNTTGNNATNCCTTANTNNNTNTNNGGCCCCTAGTNNCAAGTTTGA ATATAAACCN
TGCTATTGGGACNT I TAAACTTITGCAACAGAACCGCTCAGGGTCATAA ACCACAAAGGCTICTITCLC
TGACATATTAGCAAAAGCCITCATIGCCACTGCTGCCCCTAAAGCGTCCATATC FGTAAATCGATGA
CCCACGATAAAAACGTCTTCTGACTCAGCAATGATI'G']'CCGAAGCGC/\C?'I'I'GI\GATAGCCCGTGCT
CTTGTTCTACTTTITTGAGTTCTACTTTCIGAATITCCCCCAAAATAAACTGGACGA GCCIGCGGTIGT
ATITICACGCAAAACAACCTGGTCACCACCGCGTACTTGAGCCA ACTCAAGGTTATICGAGGGCAAC
TTTTCCGATGGTAGGAAAATCAY TCCAACCATAAGCCACACCGATAGA AAGTGTCNACGCAAITC
TITITGAGCIGAAAGITCICTA AATTCTITGANAACAGCGAAT ITATCATTAATCATITIITCNA GA
ATACNATAATCACAGAAAAAATAATGGG - .

R2.1

Jonction EcoRl : NS
NNATGGTCCITTAGGATYCNTGGGGCCNAATTTTGTAAGACTTAGGGCENAATTING iGCCNCAGAA
ACCTTCTGANGCAAAGTTCTAGTCCAGAATCACYGACTGACAAAAAAA CTAGTICAAGTTCGGAAA
TCAAAACGGACCAATCYGTCCCAACTTITGATTTAGAAGAG TCAGAA GGAAGTCCAACTACGAACC
AAGTGTTATTAATAAAATTACCGAAAGTAGAAAAGATACAGAAGAAACA ATAGCATCAGCICAAA
GTAAAGTTOATTCTAATAAATCTACTACTGTAAATICAGCAAAAGAAGTG GATAAAAATCAACTAG
TIGATCAAAACCCACTAAAAGAGYCOTCACCTGATAAGTCAGCTGITCGG GCAAGCAGCITCCAG
TTGCTCCAGCAAATAATCAGGAGAGCAGTGATAAAGCAGCCAGTCCA CAAAACATTITACACATAT
TGCCTAATTTACCTAAAAAAAATACGATIAATAAAGTTGAGCCAGA GGATTCAAATTCATACTTAA
CAGAACAAAATCCGGCCCAGAATTTGAAAGAA ATICTGCCTATACTAAAAAACAGTCCGATAGATT
CAGCGAACATTGATCAAGGGAATAATTAAAAAA ATATTAAAGTCCAATAAAGANGYICAAAAGAG
TCAGTCACNACTTTCGAAAGATITACCGCYAGCTITA GATTCAGATAAAATCAGTAATGTTA

Jdonstion Bind11 : Dhir. L. lactis (100-43)
AGAACCACAGGAAAGATIGAAACAAATTAATATAATTGATATCATACCACTICT T TGCATITGTA
AAGGAAAAACTTAAATTTTTTTATAAAAAACAAAATAATTGATTAAAAGGTGTACGGAGAACTGAA
CTTGTCAAAGCGAAAATAGCAAAATTTIGCTATAATAGAAAAAGTAAAAATCA ATGANAGGGGTT
GCTATGATAATTGGAATATGGGCAGAANATGAGCAAGGACTTATCGGANAAGCTIGACAAA ATGCC
TTGGTCT]'I‘ACC‘I‘GO‘GAACAAAAACM'l‘l'l'AAAGNAAACAACCA']'(:NAATCAAGTGA‘I‘I'I‘I'GA‘I'G
GACGAAAAACCTITGCAAGGGAATGAAACAAACGTNTTTIGCCGGGGOANAAATAAGTATTATITT
AACTCCGTGACGAAACT]‘ATCAA'I'C‘I'G/\A/\A/\TGAAAAAAG'I'l‘C‘l'CATCATGCACAGCCC‘I'AAGGA
AAGTTCTGGATTGGTATTATAA '

FIGURE 8 (suite)
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Jonclion oeoRT : NS
Gg'l'l')'J'AGO'I'l'l'ATI'OA')'l'I'l'GA'I'GAT'J'GCTJ'GTCA/\T]'CA')'CGA'I'AATGAGCCT]TGGTI'AT;;GA/\A

CTAAAGTCAATCAATTTAATAAAGTIGAAACTICTATCITCGTIGT T ITGATG I TG I TAATGGCAGE
TICTGTTTETGGTTATCTGAATTITTATCTIGCTCGCAGCAATCGTITGCTCTAGTTGTGCTAATITATCG

ECCGCCACTITITAAAGGAATTGAGTATCATCII I TATg TACTECCATCTCICC T I Tgg GATTG TG GG T
AATATCGCTAATATICATG TG TIGACTGATITIATCAGTAATACC T TAGITGGACCACAGGCTTC
Jonction Hindl}) : NS

TGGGCCTIYATTTTANCITAAGAGGCCNAATGANGATNCNCCTIGTATTIGATI T INNAAACTITIGC
AACAGAACCCTAAAATCCATAAAGCCCCAGTTCCTTTIGAAAAAG TCTAAATTTGTCAGAGGAACAC
CACCATGATGTGCCGCTACCTTATAAAACGAATAAAGATAGAGATTATGCGGATTTCCITGCGGAA
GCAAGGCAGAACCCATATGACAAGCTGGAACAATTAAAGCTGCCCCAATATAAACTGATIIICGAT
TITYAATTTCTITAGYAATCGCTAAATAGAGCGG TAAAACCG TCAAAATIGTTAAATCGTITGTAAA
AAAAACGGCTAAAAAGAAAGGTANGTAGCGICGTAAATCGAACAAGCTGACGCGITCTI TG TACTTC
TTITGACTAAGGTCTGTCCCAAATACTGTAACAATCEIGTITCCITAAAACCACCAATIACAAGCAT
CAATCCYOAAACCGTAACAATGACATGATAATIGAAAAAACGAGTTGTCACTCCACCCAAACTA AT
GGCAATAATTGCAATAATAAACGAAATCAGAAAAAACT I TG ICCACTAGAAACCAGTITTTA ATGG

GCGTCCANAATITITIIIGGTATTCGCGCTGAGTANCTGAATGTICCACTACTTCTCCTAAACTAGCE +

ATNTAAAATTTYGGCACCCCNATAAATTATAACATCTAAAGAC

R2.13

Jonclion Hindl1] : NS .
CCCACNTTTTTNNNNNNNNNNGGGCONTTTTTINAAANNNNNGGGCCCATTINGAACCN CCTIGTA
TTTGANTTNCCNAACTTTGCAACAGNAACCCTAAAATCCATAAAGCCCCA GITCCITIGAAAAAGY
CTAAATTTGTCAGAGGAACACCACCATGATGTGCCOCTACCITATAAAACGAATAAA GATAGAGAT
TATGCGGATTTCCTTGCGGAAGCAAGGCAGAACCGATATGACAAGCTGGAAA CAATTAAAGCTIGCC
CCAATATAAACTGATTTTCGATTTITAATITCT TTAGTAATCG CTAAATAGAGCGGTAAAACCGICA
AAATTGITAAATCGYTTGTAAAAAAAACGGCTAAAAAGAAAGGTAA GTTAGCGYCGTAANTCGAA
ACAAGCTGACGCGTTGTINGTACTNCTITGGACTAAGGTCIGYCCCA AATACTYGTAACAATCCIGIT
TCCTTTAAAACCCCCCAATTACAACCATCAATCCTIGAAAACCGTA CCAATGAACTTGAATANTTIGG
AAAAAAANCCNANTTGGTCNCTCCCCCCCCCAAACTAANTGGCAATA ATTTGCANTTATTTAANCG
AATTCCNAAAAACTTTYGTCCCCCTAAAAACCCATTTTTITAATGGG CCGTCCCAAATTITTINGGG
TITTNCCCCCCCTGAANTTACCTGGAAATNTNCCCONT TACNTNGE CCTYAACCTANCCONTI I TAAA
ATYTTTGNCCCCCCCCAATTAATITITTINNCCCTCTTAAAANAC

FIGURE 8 (suite)
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Jonction ¥eolR1 : Deol3. B. sulilis (2.1¢-19)
NINNNNNNTNNNNNNNNNNAGNNNTCTTAGNCATATITTGGGCCCCTITGTGCCCCI I PAAAATAT
CAGAGAACNTTGCGGNACCAACCCATTTGTIGATGATTACTGCTGACCACGGGAATGACCCTICAT
ACGTAGGAACTGACCATACTCGTGAATATATICCACICGTAATIITCICTAAATCATITAAAGAACC
TAAAGTTTTACCTGTGGGACATTITGCTGACATITCAGCAACTATIGCTGAAAACTICTCTIGTTAAA
AAAGCTCAAACGGGTGAATCATICTIGGATGCATYAGT I TAAAATAAAGTGCITCTGTCAGTCAATT
TTACTGACAGAATTAGAAAGAAAAAATCTATITATGGGCTAAAAAAGCAT T TGCCAATCTIGCGG
GAATACCAA'l'l'GC'I'GNATGAA‘I‘I'CTI'ACAAAGGG/\ACAGNAAGCCA/\ACGGCGAA:\’)‘I'ITCAGCCA
GACYACTGTTATCTATIGCTATATGCAAGGYCG T ITGTTAAACCAGATCITACTITYGATCAAATG
GTTGAAATTGGACAAAAAGGTITGGAATAATAATCCAATGCCTAAAATGCAAAAATGGCTY I TCAA
AAAACTTTATCCAATGCAACTCAAAGGGTTTGAAAACGCYGGAAAAATTAAGITCTTAACITACTG
ACGAAAAA‘TI'CTGTCAG‘J'AAATI’I'GA']‘/\A‘ITATA'!'I‘AAA/\GAAAAGGAAA'I'!'AAAAATGCCAACAC
CACNTATCNAANC I‘CAAAAANGCGAAA‘I'CGCCNA‘]‘AAAA'!‘.{'CTCC'I'TACCANCAAA'l‘CCAC‘!'l'CCC
CCAAAATTTATC

* Jonction ind}1Y : Deoks. . subrilis (5.2c44)

TTTTCCCCCCCCCGGGGCCCCTTICINGGGANATAGGNCCGATTINAGAAGATATAAACCT TG INITIG
ATTTTTAAACTTIGCAACAGAACCAACAAATCATCTICT ITCATTGCATCAATGATTTCYGGCAAGE
GACCGTCAAAGTCTTCAATTGCTITYCCGTAACCTTCAACATCGCGA CGATGICCATATITCGCATC

GAAATCAACTAAGTITGTAAAAGAAAATCCTTCAGTAAATTCAGTTIICGTCATIGCTITAAGTANA
CGATCAACCCCATCCATGTCATTATGCTTATGACCCATATCATATITAACACCTA CYGTGTTGAAAA

TATCTOAAATTITTCCGACTGAGTAAGTAYCAATCCCTGCCI TGGTAAAGTYINTC TAATACAGTTIC
AGCAAATGGTGGAGGAGCGCATAGTCACGACGTCCATCAGTCCGITCAAAGTTTCCG GCTICICCA

ACATAAGGGGGGGAGCGAATGATICGGCCAATCATGATACCAG AACCTICTAGGGTTAATTGAACG
AACATATTCACAAATITTATAAAGTTCTTCACGAGAAAATAACATCITCATGTG CAGCAATTIGTTA
AAACAGGGTUNGCTGAAAGTINTAAATAATCAACTCICCANTTTTCCAA) TCGACGAGGGCCGAAAT
CTTCAATGACCGCTGTCCCAGAAATAAGGGTITATTCGCCITCNCGAAATGAT TITACGACCAAGAA
AATTCCCTCCATINTITCAAGTTAAATCTCTGGAYNTCCTNCCNGGAAAAGTTGGN

FIGURE 8 (suite)
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