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« La théorie, c'est quand on sait tout et que rien ne fonctionne.
La pratique, c'est quanc[ toutfonctionne et que personne ne sait
pourquoi.

Si la pratique et [a théorie sont réunies, rien ne fonctionne et on

ne saityasyourquoi. »

Albert Einstein
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MI3F en forward et les souches écrites en vert avec le couple d’amorces possédant 1’étiquette
MI3F en reverse. S.L. signifie Smart Ladder (marqueur de taille) ; C- et C+ les témoins

négatif et positif. Les marques rouges sont positionnées au niveau des bandes a séquencer.
Figure 30: Exemple de la voie métabolique compleéte pour la phototrophie via la

protéorhodopsine de P. angustum S14 en comparaison a celle de Photobacterium sp. SKA34,

une Gammaprotéobactérie (Gomez-Consarnau et al. 2007, informations supplémentaires).
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Figure 31 : Courbe de croissance a I’obscurité (ronds noirs reliés par une courbe noire) et a la
lumiére (ronds blancs reliés par une courbe en pointillés) de MOLA 455 sur 1’eau de mer
modifiée (2) (A) et détermination des taux maximaux de croissance a I’obscurité¢ (losanges
noirs) et a la lumiére (losanges blancs) (B). Les équations des droites de régression des LN du
nombre de cellules par ml obtenus en phase exponentielle de croissance y = 0,0166x + 14,735

(obscurité) et y = 0,0184x + 14,344 (lumiere) ont permis de les déterminer.

Figure 32 : Courbe de croissance a I’obscurité (ronds noirs reliés par une courbe noire) et a la
lumiére (ronds blancs reliés par une courbe en pointillés) de MOLA 814 sur I’eau de mer
d’Eguchi et al. (1996) (A) et détermination des taux maximaux de croissance a 1’obscurité
(losanges noirs) et a la lumiere (losanges blancs) (B). Les équations des droites de régression
des LN du nombre de cellules par ml obtenus en phase exponentielle de croissance y = 0,009x

+ 16,323 (obscurité) et y = 0,0088x + 16,69 (lumiere) ont permis de les déterminer.

Figure 33 : Courbe de croissance a I’obscurité (ronds noirs reliés par une courbe noire) et a la
lumiére (ronds blancs reliés par une courbe en pointillés) de MOLA 814 sur I’eau de mer
modifiée (2) (A) et détermination des taux maximaux de croissance a I’obscurité¢ (losanges
noirs) et a la lumiére (losanges blancs) (B). Les équations des droites de régression des LN du
nombre de cellules par ml obtenus en phase exponentielle de croissance y =0,018x + 16,316

(obscurité) et y = 0,0205x + 15,86 (lumiére) ont permis de les déterminer.

Hors article, Chapitre VI :

Figure 34 : Proposition de protocole expérimental pour évaluer les rendements en carbone

d’une souche bactérienne cultivable contenant la protéorhodopsine.

Hors article, Annexe :

Figure a : Relation entre le taux spécifique de croissance et la densité de la population d’une

culture en continue d’Aerobacter aerogenes a 1’équilibre en limitation de carbone (ronds

noirs) et en limitation d’azote (ronds blancs) (Contois, 1959).
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Figure b : Relation entre les réciproques des taux spécifiques de croissance (1/p) et les ratios
de la densité de population et de la concentration du substrat limitant Pe/ g_(glucose pour les
e

ronds noirs et ammonium pour les ronds blancs) de cultures en continue d’Aerobacter

aerogenes a I’équilibre (Contois, 1959).

Figure c¢: Représentation de la fonction d’inhibition d’Haldane (en rouge) par rapport au

modé¢le de Monod (en bleu).

Figure d : Représentation de courbe de croissance selon la fonction d’inhibition d’Haldane
(courbe rouge) selon le taux de dilution D choisi (ligne bleue). Les points d’équilibres sont

entourés d’un cercle vert.

Figure e : Evolution de la densité optique (ODgonm), et du POC (pg.ml™") en fonction du
temps lors d’une exposition a une intensité de lumiére moyenne (406 umol photon.m™.s™)
aprés une phase d’obscurité (rectangle gris) de 115 heures. Les losanges blancs et noirs
représentent les points de densité optique pour les réplicat 1 et 2 respectivement, les ronds

blancs et noirs, les mesures de POC pour les réplicat 1 et 2 respectivement.
Figure f : Evolution du pH au cours du temps pour les répliquas de cycles en chémostat.

Figure g : Evolution du pH ajusté avec une solution de soude a 0,25 M en fonction du temps

lors d’une exposition continue a 1’obscurité.

Figure h : Evolution de la densité optique (ODg20nm) €t du POC (ugC/ml) en fonction du
temps lors d’une exposition cyclique a une intensit¢ de lumi¢re moyenne (406 pmol
photon.m™.s™) aprés une phase d’obscurité (rectangle gris) de 120 heures en présence d’un
ajustement de pH par une solution de soude. Les losanges noirs et blancs représentent les
points de densité optique pour les réplicats 1 et 2 respectivement, les ronds noirs et blancs, les

mesures de POC pour les réplicats 1 et 2 respectivement.

Figure i : Evolution du débit en mlL.h" en fonction du temps en heures pour les répliquas 1

(courbe noire) et 2 (courbe en pointillés).
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Figure j : Graphiques confirmant I’hypothése de I’état quasi stationnaire au sein du chémostat
HI1. (A) Courbes de 1’évolution du taux de dilution (bleue) et du taux de croissance p simulé
(rouge) en fonction du temps. (B) Représentation des points de POC a I’équilibre (rond noirs)
suivant la simulation de 1’évolution de la biomasse (courbe noire) et des points de POC
expérimentaux (ronds bleus). (C) Courbe de I’évolution du substrat résiduel dans les

chémostats en fonction du temps.

Figure k: Graphiques confirmant I’hypothése de 1’état quasi stationnaire au sein du
chémostat H2. (A) Courbes de I’évolution du taux de dilution (bleue) et du taux de croissance
p simulé (rouge) en fonction du temps. (B) Représentation des points de POC a 1’équilibre
(rond noirs) suivant la simulation de I’évolution de la biomasse (courbe noire) et des points de
POC expérimentaux (ronds bleus). (C) Courbe de I’évolution du substrat résiduel dans les

chémostats en fonction du temps.

Figure 1 : Graphiques confirmant I’hypothése de 1’état quasi stationnaire au sein du chémostat
contréle H. (A) Courbes de I’évolution du taux de dilution (bleue) et du taux de croissance
simulé (rouge) en fonction du temps. (B) Représentation des points de POC a I’équilibre
(rond noirs) suivant la simulation de I’évolution de la biomasse (courbe noire) et des points de
POC expérimentaux (ronds bleus). (C) Courbe de I’évolution du substrat résiduel dans les

chémostats en fonction du temps.

Figure m: Graphiques confirmant I’hypothése de I’état quasi stationnaire au sein du
chémostat L1. (A) Courbes de I’évolution du taux de dilution (bleue) et du taux de croissance
p simulé (rouge) en fonction du temps. (B) Représentation des points de POC a 1’équilibre
(rond noirs) suivant la simulation de I’évolution de la biomasse (courbe noire) et des points de
POC expérimentaux (ronds bleus). (C) Courbe de I’évolution du substrat résiduel dans les

chémostats en fonction du temps.

Figure n: Graphiques confirmant I’hypothése de 1’état quasi stationnaire au sein du
chémostat L.2. (A) Courbes de I’évolution du taux de dilution (bleue) et du taux de croissance
p simulé (rouge) en fonction du temps. (B) Représentation des points de POC a 1’équilibre
(rond noirs) suivant la simulation de I’évolution de la biomasse (courbe noire) et des points de
POC expérimentaux (ronds bleus). (C) Courbe de I’évolution du substrat résiduel dans les

chémostats en fonction du temps.
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Figure o: Graphiques confirmant 1’hypothése de 1’état quasi stationnaire au sein du
chémostat contrdle L. (A) Courbes de I’évolution du taux de dilution (bleue) et du taux de
croissance p simulé (rouge) en fonction du temps. (B) Représentation des points de POC a
I’équilibre (rond noirs) suivant la simulation de 1’évolution de la biomasse (courbe noire) et
des points de POC expérimentaux (ronds bleus). (C) Courbe de 1’évolution du substrat

résiduel dans les chémostats en fonction du temps.
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LISTE DES TABLEAUX

Hors article, Chapitre I:

Tableau 1: Mesure de D’intensité lumineuse (quanta.cm™s") fournie selon le nombre de
néons allumés, a I’aide d’un luminométre (Biospherical Instrument Inc. QSL-100 quantum
solar irradiance meter). Le coefficient de conversion pour obtenir des pEinstein (umol de

photons par métre carré et par seconde) est 1 quanta.cm™.s” = 1,66.10"* pEinstein.

Hors article, Chapitre III:

Tableau 2: Description des expériences en co-limitation carbone-azote. Les signes +

signifient que le paramétre est mesuré et les signes — qu’il ne 1’est pas.

Hors article, Chapitre V :

Tableau 3 : Liste des amorces utilisées pour cette étude.

Tableau 4 : Conditions de PCR appliquées selon le géne a amplifier.

Tableau 5 : Liste des souches bactériennes testées. Les quantités d’ADN extrait ainsi que les
résultats de PCR et de séquencgage sont répertoriés dans ce tableau. Les signes +, ++ ou +++
représentent I’intensité de la bande visible sur gel d’agarose apres amplification du géne
codant pour I’ARNr16S. La couleur verte est utilisée pour signaler les échantillons ayant subit
une dilution au 100°™. Les numéros dans la colonne « PCR PR » représentent le nombre de
bandes coupées et purifiées sur le gel pour le séquencage. Le sigle NT signifie « Non
Testée », le signe — que le géne de la protéorhodopsine n’est pas présent. Les cases grisées

représentent une absence de résultat.

Tableau 6 : Conditions de croissance des deux souches étudiées pour la réalisation des

courbes de croissance.
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Tableau 7 : Les différents milieux de culture testés et les temps de croissance de chaque
souche. Les signes + représentent I’intensité du trouble observé et les signes — représentent les

milieux pour lesquels aucune croissance n’a pu étre observée.

Hors article, Chapitre VI :

Tableau 8 : Tableau récapitulatif des études réalisées en lien avec la protéorhodopsine. Le

code couleur est le suivant :

Fonction
Diversité-Abondance-Phylogénie
Chimie-Structure-Composition

Review
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LISTE DES ABREVIATIONS

aa : acide aminé

ADN : Acide DesoxyriboNucléotique

ADP : Adénosine Di Phosphate

ANR : Agence Nationale de Recherche

ARN - ARNm : Acide RiboNucléotique - Acide RiboNucléotique messager
Asp : Acide aspartique

ASW : Artificial Sea Water (en anglais)

ATP : Adénoside Tri Phosphate

ATPase : Adénoside Tri Phosphatase

BAC : Bacterial Artificial Chromosome (en anglais)

Bchl a : Bactériochlorophylle a

Bet : Bromure d’éthidium

Car : caroténoide

Chl : Chlorophylle

C:N:P : ration Carbone-Azote-Phosphate

CO; : Dioxyde de carbone

D : Taux de dilution

DAPI : 4',6'-diamidino-2-phénylindole

dNTP : desoxy Nucléotide Tri Phosphate

DO : Densité Optique

DOC : Carone Organique Dissout

E. coli : Escherichia coli

EDTA : Acide Ethyléne Diamine Tétraacétique

Fwd : Forward

GDPP : Global Distribution Database of Proteorhodopsin (en anglais)
GGPP synthase : Geranygéranyl Pyrophosphate synthase
Glu : Acide glutamique

H; : Dihydrogéne

HCI : Acide chloridrique
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HMS : Her Majesty’s Ship

LB : Lysogeny Broth (Luria-Bertani)

LN : Logarithme népérien

LNHM : Low Nutrient Heterotrophic Medium (en anglais)

LOMIC : Laboratoire d’Océanographie MICrobienne

m : Coefficient de maintenance

MB : Marine Broth

MOD : Matiere Organique Dissoute

MODR : Mati¢re Organique Dissoute Refractaire

MOLA : Microbial Observatory Laboratoire Arago est un site ayant mis en évidence une
variabilité haute fréquence représentative des échanges entre le plateau continental et le
courant Nord et se situant sur le flanc nord du canyon Lacaze-Duthiers a 19 milles de la
cote (42°27°205 N — 03°32°565 E, fond d’environ 600m).

NaOH : Hydroxide de sodium

P. angustum S14 : Photobacterium angustum S14

PAR : Photosynthetically Active Radiation (en anglais)

PAA : Phototrophes Aérobie Anoxygénique

PAnRA : Phototrophes Anaérobie Anoxygénique

pCO; : Pression partielle en dioxyde de carbone

PCP : Procaryote Contenant la Protéorhodopsine

PCR - PCRq : Polymerase Chain Reaction - Polymerase Chain Reaction quantitative (en
anglais)

pmf : Force Protons Motrice

POC : Carbone Organique Particulaire

POLA : Plateau Observatoire Laboratoire Arago

PON : Azote Organique Particulaire

pO: : Pression partielle en oxygene

PP : Pompe a Protons

ppm : Parties par million

PR : Protéorhodopsine

PRB : Protéorhodopsine Bleue

PRYV : Protéorhodopsine Verte

PS : Photosystéme

Rev : reverse
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RHOMEO : ProteoRHOdopsin-containing prokaryotes in Marine EnvirOnments
rpm : Rotation par minute

RS : Rhodopsine Sensorielle

SOLA : Station fixe Observatoire Laboratoire Arago

T°C : Température en degré Celsius

TAE : Tris-Acétate-EDTA

TB : Tryphone Broth

UV-A / UB-B : Ultra Violet A / Ultra Violet B

UVR : Radiation Ultra Violet

L - Mmax ¢ Taux de croissance — taux de croissance maximal
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Avant propos

AVANT PROPOS

Le terme d’océanographie (étude des mers et des océans de la plancte Terre) a été
introduit en 1584 et il est vraiment employ¢é depuis 1876 suite a la premiére grande expédition
maritime Challenger & bord de la corvette britannique HMS (Her Majesty’s Ship). Cette
campagne océanographique a permis de recueillir de nombreuses données sur la température,
la salinité¢ et la densité de l'eau de mer mais aussi de cataloguer plus de 4 000 espéces
animales inconnues. Elle a surtout montré 1’'importance fondamentale d’étudier ces vastes
¢tendues océaniques, représentant plus de 70 % de notre planéte. Depuis cette période, les
océanographes cherchent a appréhender le fonctionnement de 1’océan mondial en abordant
des domaines treés variés. Ils cherchent notamment a comprendre le fonctionnement des
grands cycles biogéochimiques et la mani¢re dont les océans répondent aux perturbations
environnementales de plus en plus importantes (naturelles et anthropiques). Ces travaux
intégrent les processus métaboliques d’une grande diversité¢ d’organismes (macro- et micro-

organismes).

Une des questions importantes posées dans le domaine de 1’écologie marine consiste a
¢tablir les liens existants entre I’identité, la biodiversité et les fonctions des organismes et
comment ces liens sont influencés par les perturbations de I’environnement. L’écologie
microbienne marine est une discipline trés jeune qui s’est fortement développée au cours des
deux dernicres décennies et qui s’intéresse a la nature de ces liens au sein des communautés
de micro-organismes. La difficulté¢ a cultiver les micro-organismes environnementaux — et
donc a les étudier — a longtemps été¢ un frein a 1’avancée des recherches dans ce domaine,
jusqu’a ce que les méthodes de biologie moléculaire, de séquengage massif et plus
généralement d’« omics » puissent apporter des outils capables de révéler la structure et les
fonctions des communautés naturelles sans avoir recours a des approches de mise en culture.
Les micro-organismes (présents a environ 10° cellules par millilitre d’eau de mer) ont montré
a maintes reprises le role majeur qu’ils jouent dans 1’équilibre et le fonctionnement des grands
cycles de la matieére. Les découvertes continuelles de nouvelles stratégies de survie, de
nouveaux métabolismes, de processus d’adaptation a des conditions extrémes rendent ce

domaine d’étude particuliérement passionnant.
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Avant propos

Le projet ANR (ProteoRHOdopsin-containing prokaryotes in Marine EnvirOnments
RHOMEO) dans lequel s’inscrit ce doctorat a pour objectif principal d’apporter de nouvelles
connaissances sur un groupe microbien particulier dont le métabolisme est encore mal connu
et controversé. 1l s’agit des procaryotes (Eubactérie, Archaea) contenant la protéorhodopsine
(PCP). La combinaison entre des études in situ de la dynamique spatiale et temporelle des
bactéries a protéorhodopsine a haute résolution phylogénétique et des études physiologiques
de micro-organismes en culture au laboratoire (projet de cette thése) est un réel atout pour
comprendre le role que jouent ces bactéries dans I’océan. La protéorhodopsine est une
protéine agissant comme une pompe a protons dépendant de la lumicre. Elle apporterait des
avantages aux micro-organismes la possédant et jouerait ainsi un role positif dans les
interactions entre les bactéries (compétition) occupant des milieux pauvres en nutriment et
dans lesquels la survie est un défi. L hypothése globale de ce projet de thése est qu’en
présence de lumicre, le carbone disponible dans le milieu pourrait étre utilisé de maniere plus
efficace par les PCPs puisqu’une partie de 1’énergie nécessaire au métabolisme cellulaire
serait apportée par I’énergie lumineuse supplémentaire qu’ils peuvent utiliser via ce
photosystéme. La synthése bibliographique suivant cet avant-propos fournit la définition des
¢léments clés (le carbone, nutriment essentiel a la croissance bactérienne et a la production de
biomasse ; la lumicre, source d’énergie supplémentaire pour les PCPs, la protéorhodopsine)
régissant ce projet de thése, les détails de la technique de culture utilisée pour exploiter ce

métabolisme (la culture en continu) et les objectifs précis de la these.
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Synthese bibliographique
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Chapitre I : Synthese bibliographique

CHAPITRE | : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1. Le cycle biogéochimique du carbone

La terre est une immense matrice a 1’équilibre régi en particulier par les cycles
biogéochimiques des principaux ¢éléments que sont le carbone, 1’azote, 1’hydrogene,
I’oxygene et le phosphore. Ces éléments sont essentiels a toutes les formes de vie. Parmi eux,
le carbone constitue I’essentiel de la matiére organique dissoute (MOD) et particulaire

présente dans les océans.

1.1 Utilisation microbienne du carbone dans les océans

La mati¢re organique présente dans 1’eau de mer est un mélange complexe de
composés organiques de compositions chimiques et de structures diverses. La MOD est la
forme de carbone organique dominante dans les océans (700 Gigatonnes). Longtemps
considérées comme des acteurs mineurs dans le fonctionnement des réseaux trophiques
océaniques (Steele, 1974), les bactéries marines ont été jugées comme une composante
majeure depuis qu’il a été démontré qu’elles participent directement aux flux de carbone et
d’énergie (Pomeroy, 1974). Une décennie plus tard, Azam et al., (1983) formulent le concept
de la boucle microbienne qui prend en compte différentes interactions écologiques (le
commensalisme, la compétition et la prédation). Dans la boucle microbienne, les bactéries
sont consommeées par certains flagellés, eux-mémes consommés par des flagéllés plus grands,
les protozoaires. Cette chaine permet la libération de substances utilisables par les bactéries.
Grace a leurs systémes enzymatiques propres et variés les bactéries dégradent et assimilent la
matiere organique. La boucle microbienne fournit ainsi des ressources aux consommateurs
primaires et la production primaire est soutenue par le phénoméne de reminéralisation

(Figure 1).
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Chapitre I : Synthese bibliographique

> Nutriments €
MOD |
Phytoplancton
- Flagéllés
Mésozooplancton g ,
Ciliés
Niveaux trophiques

supérieurs

Figure 1 : Représentation schématique des réseaux trophiques marins. En rouge, la boucle
microbienne ; en vert, la chaine trophique classique ; en noir, les voies de MOD et, en violet,

les voies de minéralisation.

Les bactéries hétérotrophes ont, par conséquent, une place essentielle dans le cycle
biogéochimique du carbone puisque qu’elles consomment parfois prés de la moitié du
carbone fixé par les producteurs primaires (Cole et al., 1988; Ducklow, 2000). De plus, le
carbone respiré par ces bactéries est recyclé en CO; et il participe a 1’augmentation de la
pression partielle en CO;, (pCO,) dans 1’océan. Si le role des bactéries hétérotrophes est tres
souvent appréhendé par 1’é¢tude de leur rdle dans le fonctionnement des cycles
biogéochimiques, celui des bactéries photohétérotrophes dans le cycle du carbone marin est
en revanche beaucoup plus complexe a étudier. La capacité de ces bactéries a utiliser la
lumicre pour fixer le carbone minéral pourrait réduire leurs besoins en carbone organique, ce
qui signifierait que leur contribution a la pression partielle de CO, serait moindre. Les
recherches en cours sur ces bactéries visent a mieux comprendre leur métabolisme et leur role
dans le cadre de la séquestration du carbone dans les océans, donc dans 1’équilibre des

échanges entre I’atmosphere et I’océan.
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Chapitre I : Synthese bibliographique

1.2 Les échanges de carbone entre ’atmosphére, les océans et la terre

Le CO, atmosphérique est rapidement échangé avec les océans et les écosystémes
terrestres (Kleypas et al., 1999). Il est maintenant bien établi que les océans sont le principal
puits de carbone avec un taux d’absorption de 30 % contre environ 20 % (selon la latitude) en
milieu terrestre (Veron et al., 2009). Le taux de carbone inorganique dans les océans est
50 fois celui de I’atmosphére. L’échange entre ces deux réservoirs atteint 90 Gigatonnes par
an dans les deux sens résultant en un équilibre rapide entre I’atmosphere et la surface de
I’océan (Falkowski, 2000). Toutefois, plus le CO, atmosphérique augmente et moins 1’océan
est efficace dans son rdéle d’absorption (Kleypas et al., 1999). La concentration en carbone
inorganique dissout dans I’océan résulte de I’action de deux procédés : la pompe de solubilité
et la pompe biologique (Sarmiento and Bender, 1994; Volk and Hoffert, 1985). Grace a la
pompe biologique, la concentration de CO, atmosphérique reste 150 a 200 parties par million
(ppm) plus basse qu’elle ne devrait I’étre si tout le phytoplancton océanique venait a
disparaitre (Laws, 2000). Plus récemment, un nouveau concept est venu se greffer a ces deux
pompes, celui de la pompe a carbone microbienne (Figure2). Elle conceptualise un
mécanisme de séquestration de la phase dissoute basée sur la formation, par les micro-
organismes, de matiére organique dissoute réfractaire (MODR) résistante a la décomposition
et a I’assimilation biologique et donc qui persiste dans la colonne d’eau (Jiao and Azam,
2010).

carbone
microbienne

Pool MODR

|

Figure 2 : Diagramme montrant la relation entre la pompe biologique et la pompe carbone

microbienne étroitement connectées dans le cycle du carbone marin (Jiao and Azam, 2010).
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Les écosystémes terrestres échangent également rapidement le CO; avec I’atmosphére mais il
n’existe pas de pompes physicochimiques. Le CO, est prélevé dans I’atmosphére par les
processus de photosynthése et stocké sous forme de matiére organique. Il retourne a
I’atmosphere via différentes voies respiratoires (respiration des plantes, respiration

hétérotrophe et perturbation de I’environnement comme des feux) (Falkowski, 2000).

1.3  Augmentation du CO; atmosphérique et conséquences

Depuis 200 ans, 1’activité humaine a fortement influencé le cycle global du carbone et
a déstabilisé I’équilibre des flux entre les différents réservoirs. Le CO, atmosphérique a
augmenté de 280 ppm environ pour atteindre un niveau a 387 ppm aujourd’hui (Veron et al.,
2009). Plusieurs conséquences écologiques en résultent comme 1’acidification des océans,
I’augmentation de la température des océans, la réduction du transport du CO, atmosphérique
de la surface vers les couches plus profondes de la colonne d’eau ou encore les changements
du niveau des océans (Joos, 1999). Bien que les avis quant aux importances de ces
conséquences soient parfois controversés (Maier-Reimer and Hasselmann, 1987; Sarmiento
and Quéré, 1996; Sarmiento et al., 1998), il est tout de méme évident que le CO, dissous
forme de 1’acide carbonique qui altére le ratio du tampon carbonate/bicarbonate qui régule le
pH. Cela engendre une acidification du milieu (Sabine et al., 2004; Feely et al., 2009; Royal
Society (Great Britain), 2005). 11 est utopique de croire qu’une baisse estimée a 0,3-0,4 unités
de pH (sachant que la diminution d’une unité de pH augmente de 10 ’acidité) sur le siecle a
venir (Feely et al., 2009) n’affectera pas des organismes parmi les poissons, les coraux, les
algues et les bactéries, donc 1’équilibre des réseaux trophiques et des écosystemes. Sans
compter les changements climatiques globaux (Houghton et al., 1996; Karl, 2003), la
température des surfaces océaniques est également affectée par 1’augmentation du CO,
atmosphérique (Levitus, 2000) ; or la température a un effet positif direct sur les taux de

croissance des organismes, dont les bactéries (Kirchman et al., 1995).

Pour I’ensemble de ces impacts écologiques, il est nécessaire de comprendre au mieux
les flux de carbone dans les océans. Le carbone est un nutriment souvent limitant dans les
océans et les autres sources d’énergie exploitables par les organismes, comme la lumiére, se

révelent d’une importance majeure pour la survie de certaines especes.
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2. La lumiére dans les océans

Jusqu’a environ 200 métres de profondeur, I’intensité de la lumiére est telle que la
production primaire photosynthétique domine les processus microbiens (zone euphotique).
Son intensité¢ diminue donc exponentiellement avec la distance depuis sa source (le soleil).
Cette perte est appelée 1’atténuation lumineuse. La propagation de la lumiere dans la colonne
d’eau est régie par deux processus : 1’absorption (qui implique la conversion de 1’énergie
¢lectromagnétique en chaleur ou en énergie chimique) et la diffusion (changement de

direction de I’énergie électromagnétique).

2.1 Variation de I’exposition lumineuse dans la colonne d’eau

Au-dela des actions physiques, la couverture nuageuse, la présence de glace ou de
neige a la surface de I’eau et méme les changements dans les angles du zénith solaire peuvent
jouer un rdle important dans I’intensité et la qualité de la source lumineuse disponible pour les
organismes marins. Deux types de variations sont répertoriées : les variations selon une
¢chelle spatiale (présence de particules, profondeur, latitude) et les variations selon une

¢échelle temporelle (cycles jour/nuit, saisons).

2.1.1 Variations spatiales de [’exposition lumineuse

L’intensité de la lumiére pénétrant dans les océans est un facteur trés important
influencant le réle que cette énergie peut jouer sur les métabolismes mais la qualité de cette
lumicre n’est pas a négliger. Le soleil produit un large spectre de radiations et selon leur
longueur d’onde et la profondeur (variation verticale) des organismes vivants, 1’exposition
varie, avec une pénétration parfois non négligeable des radiations ultraviolettes (UVR). En
effet, les longueurs d’ondes les plus courtes (UV-B) sont absorbées plus rapidement dans la
colonne d’eau que les longueurs d’onde plus grandes, notamment les UVA puis les
Radiations Photosynthétiquement Actives (PAR en anglais)-(Hargreaves, 2003). Donc la
surface océanique est exposée a I’ensemble du spectre (UV-A, UV-B et PAR) et les couches

les plus profondes de la zone photique sont seulement exposées aux PAR (Figure 3).
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Les UVR sont plus faibles également dans les régions polaires qu’a des latitudes plus
basses (variation latitudinale) mais la destruction de la couche d’ozone peut parfois
renforcer leur effet dans certaines de ces régions. D’ailleurs, de nombreuses études ont été
menées sur les effets des UVR sur 1’ Arctique et I’ Antarctique puisqu’elles sont les régions les
plus affectées par les effets collatéraux du réchauffement climatique (Johannessen, 1999;
Rothrock et al., 1999) et la destruction progressive de la couche d’ozone (Jones and Shanklin,
1995; Miiller et al., 1997). De plus, les organismes occupant ces eaux sont exposés a de
longues périodes de lumicre continue durant les étés polaires. Dans les eaux tropicales et
subtropicales, les organismes sont exposés a de trés fortes doses d’UVR du fait de la
stratification des masses d’eau. Enfin, les régions tempérées sont soumises au rythme de
saisons changeantes entrainant des eaux mélangées le long de la colonne d’eau en hiver et une
colonne plus stratifiée en été. Ainsi, les micro-organismes sont exposés a des conditions trés
différentes de lumiére selon leur localisation spaciale, latitudinale et le long de la colonne

d’eau.

280nm 320nm 400nm 700nm

UVA + UVB + PAR

UVA + PAR

Obscurité

Figure 3 : Pénétration de la lumiére dans la colonne d’eau selon la profondeur (modifié a

partir de Matallana-Surget Sabine, manuscrit de these 2009).
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2.1.2  Variations temporelles de |’exposition lumineuse

Tout au long d’une journée, les micro-organismes marins sont exposés a des
conditions de radiations variables allant de fortes intensités de lumiére a I’obscurité totale
(variation diurne). Les variations des parameétres biologiques dans les océans selon les
changements diurnes ont des conséquences directes sur les relations entre le soleil et les
organismes marins. Par exemple, le pic journalier dans la production primaire se produit
généralement vers le midi solaire et il pourrait controler la plupart des patterns cycliques chez
les brouteurs et les consommateurs de MOD selon certains auteurs (Gasol et al., 1998;
Hernédndez-Ledn et al.,, 2001; Shiah, 1999). Il a également ét¢ montré que les UVR
affecteraient directement les organismes au cours d’un cycle journalier. Par exemple, le géne
recA (responsable de la réparation du matériel génétique) a montré une surexpression a la fin
de la journée (Booth et al., 2001). Plus récemment et dans la méme optique, I’abondance
bactérienne, I’activité hétérotrophique bactérienne et le broutage par les flagellés ont révélé
des variations synchronisées avec des valeurs plus hautes la nuit par rapport aux mesures

effectuées en journée (Ruiz-Gonzalez et al., 2012b).

Parallelement aux variations journaliéres, les niveaux de radiations dans la colonne
d’eau ne sont pas les mémes selon les saisons (variation saisonniére). Ils augmentent durant
I’été, ce qui entralne une stratification plus prononcée de la colonne d’eau (thermocline) a
cause des températures plus chaudes et ainsi ’augmentation de 1’exposition lumineuse de la

couche superficielle due au confinement des organismes.

Les quelques études réalisées sur la réponse des communautés naturelles microbiennes
aux variations saisonni¢res du régime lumineux demeurent controversées. En effet, il a
initialement ét¢ montré que durant les périodes estivales, I’inhibition de la croissance du
phytoplancton par les UVR était moins forte (Gala and Giesy, 1991; Hobson and Hartley,
1983). Quelques années plus tard, il a été révélé que les communautés phytoplanctoniques
¢taient autant sensibles aux rayons lumineux 1’été que durant le printemps ou [’automne
(Furgal and Smith, 1997). 1l est aujourd’hui évident qu’il existe une saisonnalité dans la
réponse des bactéries aux rayonnements solaires qui ne varie pas seulement selon le niveau de

radiations et les caractéristiques spectrales mais aussi selon la composition taxonomique de la
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communauté et les antécédents historiques de la lumiére dans I’environnement étudié (Ruiz-

Gonzalez et al., 2012a).

2.2 Adaptation des micro-organismes marins a la lumiére

Bien que certaines souches bactériennes isolées aient révélé des sensibilités différentes
aux UVR ainsi que des capacités et des stratégies diverses de réparations aux dommages créés
a I’ADN (Agogue et al., 2005; Alonso-Saez et al., 2006; Arrieta et al., 2000; Joux et al., 1999;
Kataoka et al., 2009), il n’a pas encore été clairement montré que le bactérioplancton était

capable de s’adapter pleinement aux changements d’intensités lumineuses.

Certaines études suggerent I’absence de stratégie de photo-adaptation en soulignant le
fait que les bactéries pigmentées n’étaient pas plus résistantes aux radiations solaires que les
bactéries non pigmentées (Agogue et al., 2005) ou qu’il n’existe pas de corrélation entre les
profondeurs d’échantillonnage et les indices de survie des souches exposées en laboratoire
(Bailey et al., 1983), ou encore que les bactéries issues de la couche trés superficielle de la
colonne d’eau (microcouche de surface) sont plus sensibles aux UV-B que les bactéries
présentes sous la pynocline (Herndl et al., 1993). D’autres équipes scientifiques ont publié des
résultats contradictoires. Par exemple, dés 1980, il a été suggéré qu’une communauté
bactérienne hétérotrophe exposée a des UVR aurait une plus grande proportion de cellules
pigmentées bien que le nombre total de cellules soit plus faible (Thomson et al., 1980).
Toujours dans 1’optique de démontrer 1’existence d’une photo-adaptation du bactérioplancton,
il a été observé que les bactéries retrouvent une activité plus forte apres le premier jour
d’exposition aux radiations (Pakulski et al., 1998), mais aussi qu’elles sont plus sensibles aux
UVR au printemps qu’en été (Alonso-Saez et al., 2006) et que, contrairement a I’étude de
Bailey et al., (1983), les communautés bactériennes des eaux profondes sont plus sensibles
que celles des eaux de surface (Joux et al., 1999). Une plus faible réduction de la diversité
bactérienne et un potentiel de réparation plus important ont été observés au sein du
bactérioneuston comparativement au bactérioplancton (Santos et al., 2009). L’ensemble de
ces ¢tudes semble suggérer que 1’hypothése de la photo-adaptation des communautés
microbiennes marines est réaliste, mais trés variable selon la structure des communautés et

selon les échelles d’observation.
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3. La photohétérotrophie

3.1 Définition

La photohétérotrophie peut étre définie comme la capacité d’un organisme a utiliser a
la fois des molécules organiques et la lumiére comme source d’énergie. Ce type de mélange
mixotrophe constitue une stratégie d’adaptation non négligeable des micro-organismes dans
les écosystémes qu’ils colonisent. En effet, dans des environnements oligotrophes, lorsque les
ressources en carbone se font rares, les micro-organismes photohétérotrophes pourraient
basculer d’un métabolisme hétérotrophe a un métabolisme phototrophe (Kolber et al., 2001),
voire coupler les deux métabolismes. Cette capacité pourrait leur apporter un avantage certain
sur les micro-organismes capables uniquement d’hétérotrophie. Ce métabolisme particulier,
bien qu’encore mal compris, est retrouvé chez de nombreux organismes taxonomiquement

diversifiés et largement distribués dans les environnements aquatiques.

Trois grands groupes microbiens sont aujourd’hui répertoriés comme
photohétérotrophes. (1) Le premier groupe comprend les Cyanobactéries comme les especes
des genres Prochlorococcus et Synechococcus. Elles ont été qualifiées de photohétérotrophes
facultatifs. Longtemps connues pour le processus de photosynthése aérobie oxygénique,
durant lequel I’énergie lumineuse est capturée par des pigments transmembranaires et
convertie en énergie chimique sous forme de carbone réduit (Falkowski, 2000), certains
auteurs ont aussi démontré leur capacité a utiliser 'urée (Rippka et al., 2000), les acides
aminés (Chen et al., 1991; Paerl, 1991) et méme une activité d’aminopeptidase (Martinez and
Azam, 1993). Le role écologique de ces micro-organismes photoautotrophes est majeur en
particulier grace a leur forte implication dans la production bactérienne (Zubkov et al., 2003)
et I’assimilation du diméthylsulfopropionate (Malmstrom et al., 2005). (2) Le second groupe
se compose des bactéries phototrophes aérobies et anaérobies (bactéries pourpres et vertes)
anoxygéniques (PAA et PAnA respectivement). Elles sont caractérisées par la présence d’un
pigment collecteur de lumicre, la bactériochlorophylle bactériochlorophylle a (Bchl a)
(Yurkov and Beatty, 1998). Les bactéries contenant la Bchl a ont initialement été décrites
comme des micro-organismes nécessitant des conditions strictement anaérobies pour réaliser
la photosynthése (Pfennig, 1968). Puis Shiba and Simidu (1982), ont prouvé qu’une bactérie

aérobie stricte, Erythrobacter longus, produisait cet appareil photosynthétique en présence
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d’oxygene et de lumiére. Depuis, plusieurs études ont dévoilé la large distribution
taxonomique de ces micro-organismes bien que la plus grande partie des isolats soit restreinte
aux genres Roseobacter, Erythrobacter et a deux genres de Gammaprotéobactéries (Cho and
Giovannoni, 2004; Rathgeber et al., 2004). En plus d’étre phylogénétiquement variées, elles
sont aussi ubiquistes et abondantes dans différents océans du globe (Koblizek et al., 2007,
Kolber et al., 2001). La fonction de I’appareil photosynthétique anoxygénique est de
transformer 1’énergie lumineuse en un gradient de protons électrochimique a travers la
membrane mais sans production d’oxygeéne a la fin de la chaine de transport. Ce gradient
pourra ensuite €tre utilisé pour la production d’ATP, le transport actif de molécules, la
mobilité et autres procédés nécessitant de I’énergie (Eiler, 2006). (3) Le groupe le plus
récemment découvert (Béja et al., 2000) est celui des bactéries contenant la protéorhodopsine,

groupe d’intérét majeur qui constitue le support biologique de la these.

Assemblées, ces différentes formes de photohétérotrophie ont permis d’évaluer
conceptuellement un modele (Jiao et al., 2006) des flux énergétiques et du cycle du carbone

dirigés par la lumiere et par les différents photosystémes cités plus haut (Figure 4).

Lumiere

c
(]
2o Cycle du PR
PSI+II X carbone < PP
('S - \
marin ) \
/ organique réduis
Carbone
Organique carbone organique \
conservé
Voie 1 Voie 2 Voie 3

Figure 4 : Modeéle de la bio-utilisation de la lumiere et du carbone dans [’océan.
Chl = Chlorophylle, Bchl = Bactériochlorophylle, PR = Protéorhodopsine ; PP = Pompe a
protons ; PSI+II = Photosysteme I et Il (Modifiée a partir de Jiao et al., (2006)).
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3.2 La protéorhodopsine

C’est en 1971 que la premicére photoprotéine est découverte dans une souche
d’Archaea, Halobacterium halobium. Tout d’abord appelée membrane pourpre, (Oesterhelt
and Stoeckenius, 1971) ont décidé¢ de nommer ce photorécepteur bactériorhodopsine apres
avoir mis en avant les fortes similarités qu’il partageait avec les pigments visuels (les

rhodopsines).

3.2.1 Découverte et description de la protéorhodopsine

Il y a une dizaine d’année, la protéorhodopsine (PR) a ét¢ découverte par Béja et al.,
(2000) lors de I’analyse de séquence d’un fragment génomique de 130kb d’une
Gammaprotéobactérie marine non cultivable (SAR86). Le geéne de la protéorhodopsine code
pour un polypeptide de 249 acides aminés (aa). Comme les rhodopsines des Archaea, cette
protéine est constituée de sept hélices o transmembranaires qui forment une poche contenant
un chromophore rétinilien (Figure 5). Cette photo-protéine est spécialement congue pour
absorber les longueurs d’onde de lumiére qui sont présentes dans leur environnement proche
comme la lumiére verte dans les eaux de surface et la lumiére bleue dans des profondeurs plus
importantes de la colonne d’eau (Béja et al., 2001). Les résultats obtenus lors de ces études
indiquent également que la protéorhodopsine transloque des protons lors d’une exposition
lumineuse permettant de générer un potentiel de membrane. Elle fonctionne donc comme une

pompe a protons dépendant de la lumicre.
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Figure 5 : Structure secondaire de la protéorhodopsine (A) (Béja et al., 2000) et modele
moléculaire de la protéorhodopsine (B) (Friedrich et al., 2002).
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Un circuit énergétique potentiel de la protéorhodopsine (Figure 6) a été proposé par
DeLong et Béja (2010). Dans ce schéma conceptuel, la protéorhodopsine utilise la lumiére
pour transloquer des protons a travers la membrane cytoplasmique. Les protons
extracellulaires en exces créent une force proton motrice (pmf) et I’ATPase se sert de cette
pmf pour synthétiser de I’énergie sous forme d’Adénosine triphosphate (ATP) a partir d’ADP.
Pour étre fonctionnel, le photosystéme de la protéorhodopsine nécessite la présence de six
genes seulement (cinq codant pour les protéines de biosynthése de photo-pigments et un pour
une protéorhodopsine) : crtE (GGPP synthase putative), cr¢l (phytoéne dehydrogenase), crtB
(phytoéne synthase), crtY (lycopene cyclase) permettant ensemble de synthétiser le  caroténe
a partir de farnesyle diphosphate, blh (15,15’ B caroténe dioxygénase) qui coupe le [ caroténe
produisant deux molécules d’all-trans-retinale et idi (isopentenyle diphosphate d-isomérase)
(Martinez et al., 2007). Il s’aveére que méme sans le géne idi, le photosystéme fonctionne
correctement dans le cas des Gammaprotéobactéries (Goémez-Consarnau et al., 2007,
informations supplémentaires).

Le fonctionnement de la protéorhodopsine n’est pas simplement dirigé et contrélé par la
lumicre environnante mais il I’est également par le pH. En effet, & pH alcalin la PR est une
pompe libérant des protons a I’extérieur de la cellule mais, a pH acide, la direction de la

pompe serait inversée (Friedrich et al., 2002).

Figure 6 : Circuit énergétique potentiel de la protéorhodopsine (Adapté selon DeLong and
Béja, 2010).
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Plusieurs acides aminés constituant la protéorhodopsine ont montré leur role crucial dans son
fonctionnement. L’accepteur et le donneur de protons sont respectivement I’Asp97 et la
Glul08, respectivement homologues de I’Asp85 et de I’Asp96 dans la bactériorhodopsine
(Dioumaeyv et al., 2002). Le résidu d’acide aminé Asp97 joue un rdle fondamental dans la
direction du transport de ceux-ci selon son état de protonation (Friedrich et al. 2002). Une
mutation du donneur de protons n’entraine pas de changement significatif dans le spectre
d’absorption de la protéorhodopsine. En revanche, une mutation sur le résidu d’acide aminé a
la position 105 a complétement inter-converti le spectre d’absorption. Cet acide aminé est
I’¢lément clé responsable du « tuning » spectral chez les protéorhodopsines (Man et al.,
2003). Sa mutation engendre une déstabilisation de la structure et la perturbation du transport
de protons (Maiti et al., 2012). Il a également ét¢ montré que les interactions protéine-
chromophore dans la protéorhodopsine étaient dépendantes du type d’acide aminé présent a la
position 178 (Yamada et al., 2010). L’évaluation du spectre pH-dépendant a montré que la
neutralisation de la charge a la position 227 avait une influence remarquable sur les propriétés
interne de la protéine. La mutation n’engendre pas seulement une constante d’acidité (pka)

plus faible mais empéche également les réactions de reprotonation (Herz et al., 2012).

3.2.2 Classification et diversité

Les rhodopsines sont classées dans deux grands groupes distincts (Jiao et al., 2006) :

- le type I ou type microbien : ce sont des pompes a ions également subdivisées en deux
classes, les pompes a chlorides (halorhodopsine) qui transportent des ions Cl” vers 1’intérieur
de la cellule avec un maximum d’absorption & Amax de 570nm et les pompes a protons
(bactériorhodopsine, protéorhodopsine) qui transportent des H' vers I’extérieur de cellule ;

- le type II ou rhodopsine sensorielle (RS) : ce sont les récepteurs photosensibles dans les
yeux des animaux. Ce type est également divisé en deux groupes, les RS I (photo-axe pour la
lumiére orange) et RS II (photo-axe pour la lumiéere verte) que 1’on distingue par la séquence

de gene et les caractéristiques spectroscopiques.

Les protéorhodopsines peuvent également étre différenciées comme suit (Jiao et al.
2006) : protéorhodopsine verte (PRV), retrouvée majoritairement en surface océanique avec
une Amax de 527 nm ; protéorhodopsine bleue (PRB), retrouvée dans les eaux plus profondes

(75m) avec une Amaxde 490 nm et protéorhodopsine verte et bleue (PRVB) avec une Apyax de
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515 nm. L’acide aminé retrouvé en position 105 différencie ces sous-classes, une leucine pour
les PRV et une glutamine pour les PRB (Man et al., 2003). Mais trés récemment, il a été
souligné qu’il n’y avait pas de différences significatives entre les communautés de
protéorhodopsines trouvées a des profondeurs diverses sur un site de méme profil mais
qu’entre différents lieux géographiques, il y avait une différence significative (Bo, 2010). Les
protéorhodopsines se regrouperaient donc davantage selon leur situation géographique que

par la profondeur dans laquelle elles évoluent.

Peu de temps apres sa découverte, les études sur I’abondance, la diversité et la
distribution des communautés portant le geéne codant pour la protéorhodopsine se sont
multipliées. Sur la base de données génomiques, les protéorhodopsines sont présentes a une
fréquence allant de 13 % a 80 % chez les bactéries marines et les Archaea dans les eaux de
surface océanique (de La Torre et al., 2003; Moran and Miller, 2007). Sachant que le nombre
de cellules bactériennes par litre d’eau de mer peut approcher le billion, I’influence potentielle
des flux énergétiques basés sur la protéorhodopsine pourrait étre significative. En plus d’étre
trés abondant, le géne codant pour la protéorhodopsine a été retrouvé parmi une grande
variété taxonomique dont les Alphaproteobactéries (SAR11 et SAR92 par exemple) et les
Gammaproteobactéries (SAR86 par exemple) (Béja et al., 2000; Giovannoni et al., 2005;
Sabehi et al., 2004; Stingl et al., 2007) mais aussi les Betaproteobactéries (De la Torre et al.,
2003), les Bacteroidetes (Venter, 2004) et les Euryarchaeotes (Frigaard et al., 2006). Ces
recherches ont donc largement montré I’importante diversité taxonomique du géne de la

protéorhodopsine au sein de groupes écologiquement importants (Figure 7).

Il a également été montré que les bactéries contenant la protéorhodopsine sont
distribuées dans tous les océans du globe comme dans les eaux de surface de la baie de
Monterey (Béja et al., 2001), dans le Pacifique ouest, le long des cotes chinoises (Jiao et al.
2006), dans la mer Méditerranée et la mer des Sargasses (Sabehi et al., 2007), dans la mer du
Nord , dans la mer de glace Antarctique et la mer de Ross (Koh et al., 2010) et méme dans les
eaux douces, les eaux saumatres et la mer Baltique (Atamna-Ismaeel et al., 2008) et dans des

points chauds acides et situés dans les hauteurs des Andes (Bohorquez et al., 2012).

La large distribution géographique de ce geéne parmi une gamme de taxons

phylogénétiques trés divers démontre aisément le rdle significatif que tient Ila
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protéorhodopsine dans la physiologie des micro-organismes, 1’écologie des océans et les flux

d’énergie et de carbone dans la colonne d’eau.
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Figure 7 : Arbre phylogeénétique des représentants de protéorhodopsine. Les séquences
environnementales retrouvées a partir d’amplicons de PCR et de banques de BAC et de
fosmides ainsi que celles provenant du métagéenome de la mer des Sargasses (Venter et al.,

2004) sont écrites en blanc sur un fond noir. (Béja and Suzuki, 2008).

3.2.3 Les roles connus de la protéorhodopsine

Jusqu’a présent, les études réalisées sur les fonctions de cette photo-protéine et le lien
étroit qu’elle pourrait avoir avec la lumic¢re demeurent controversées. Elle n’a pas été associée
a ce jour a une fonction spécifique mais a divers roles dans la physiologie des souches testées.
Walter et al., (2007) ont démontré I’expression du géne de la protéorhodopsine d’une souche
de SARS86 dans Escherichia coli. Ils ont aussi montré que lorsque la respiration était inhibée,
cette souche d’E. coli devenait plus efficace a la lumicre. L’illumination de ces cellules crée
une pmf qui fait fonctionner le moteur flagellaire. Quand la lumiere est coupée, les cellules
protéorhodopsine” ralentissent considérablement et finissent par s’arréter de bouger. Une

autre étude a démontré un impact positif de la lumicre sur la croissance de Dokdonia

48



Chapitre I : Synthese bibliographique

MED134, une Flavobactérie marine. La croissance la plus stimulée était due a 1’illumination
par la lumiére blanche suivie de la lumiére verte, puis bleue et enfin rouge (Figure 8) avec une
surexpression des ARNm a la lumicre. Cette étude a conclu que la phototrophie via la
protéorhodopsine pouvait permettre a ces micro-organismes de maintenir une croissance nette
durant les périodes ou la concentration en mati¢re organique diminuait (Gémez-Consarnau et
al., 2007). L’illumination de clones contenant le géne codant pour la protéorhodopsine génére
une pmf qui conduit a la synthése d’ATP cellulaire. Des expériences de culture en milieu
riche et en milieu pauvre a la lumiére et a I’obscurité avec une souche de Vibrio AND4 et un
mutant sans protéorhodopsine ont suggéré que la protéorhodopsine pouvait augmenter la
survie durant des périodes de carence en eau de mer et que ceci était la conséquence directe
de leur capacité a utiliser I’énergie lumineuse via la protéorhodopsine (Gémez-Consarnau et
al., 2010). En 2011, Steindler et al., ont suggéré que la lumiere provoquerait des changements
importants dans la physiologie et I’expression du géne codant pour la protéorhodopsine de
Candidatus Pelagibacter ubique lorsqu’elle était limitée en carbone mais qu’elle fournissait
peu ou pas d’avantage dans la phase active de croissance sur des substrats de carbone
organique. Ces résultats les amenerent a conclure que la protéorhodopsine pourrait exercer
son impact seulement dans des conditions de limitation en carbone. La protéorhodopsine
aurait donc une fonction et un role dans la résistance aux stress largement commun aux
océans limités en carbone. Ils ont également formulé I’hypothése selon laquelle la fonction de

la protéorhodopsine serait de remplacer la respiration.

Des essais de photo-induction comparative réalisés récemment ont démontré une
surexpression du geéne codant pour la protéorhodopsine en présence de lumicre et une
photophosphorylation conduite par la protéorhodopsine chez des cellules sauvages de Vibrio
campbelli conduisant a une amélioration de la survie cellulaire durant le stress respiratoire. Il
est aussi souligné que RpoS1 (régulateur de la réponse au stress et de la phase stationnaire)
régulerait positivement I’expression de la protéorhodopsine et de la pigmentation (Wang Z. et

al., 2012).
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Figure 8 : Abondance bactérienne en fonction du temps a [’obscurité (courbe noire) et lors
d’une illumination a la lumiére blanche (ronds blancs sur courbe noire), a la lumiere verte
(courbe verte), a la lumiere bleue (courbe bleue) et a la lumiere rouge (courbe rouge)

(Gomez-Consarnau et al., 2007).

Cependant toutes les études publiées a ce jour n’ont pas confirmé I’avantage que
pourrait avoir une souche a posséder ce géne d’intérét majeur. En effet, des cultures de
SARI11 (Pelagibacter) avec croissance a la lumicére ou a 1’obscurité n’ont pas montré de
différence dans le taux de croissance ou le rendement cellulaire (Giovannoni et al., 2005). De
la méme manicre, I’étude sur un des groupes bactériens les plus abondants dans les océans,
les SAR92 (qui atteignent 10 % de la communauté bactérienne totale dans les eaux de
surface) a révélé que les souches testées n’amélioraient ni le rendement de croissance ni leur
taux de croissance. L hypothése soulevée est que bien qu’aucun supplément de carbone n’ait
¢été ajouté dans le milieu, les cellules se sont déja développées a leur taux maximal et donc
I’effet de la protéorhodopsine n’était pas visible (Stingl et al., 2007). Plus récemment, dans
son ¢étude sur Vibrio campbelii, Wang Z. et al., (2012), avance I’effet négatif de la lumicre
continue sur le long terme. Le déclin du nombre de cellules (Figure 9) pourrait étre dii au
stress d’une exposition continue pouvant conduire a ’accumulation d’effets néfastes sur les
composés cellulaires et/ou I’induction d’un phage lytique dirigé par le stress lumineux

puisque la souche contient quatre phages dans son génome.
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Figure 9 : Influence de la lumiere continue (blanc) et de [’obscurité (noir) sur la croissance
(densite optique a 600 nm et nombre de cellules) de Vibrio campbelii (souche sauvage, carrés

et mutant A Protéorhodopsine, ronds) (Wang Z et al., 2012).

Comme le suggerent Akram et al., (2013), les informations sur la fagon dont est
régulée I’expression du géne codant pour la protéorhodopsine dans les diverses souches
bactériennes le possédant demeurent fortement limitées. D’aprés leur étude, la surexpression
du gene a la lumiere dans la souche de Vibrio AND4 était surtout visible et significative en
phase stationnaire de croissance et non en phase exponentielle. Seule une autre souche,
Pelagibacter ubique, a démontré une meilleure survie a la lumiére lors d’une carence de
nutriments (Steindler et al., 2011). Deux souches aux stratégies de vie opposées (copiotrophe
pour Vibrio AND4 et oligotrophe pour Pelagibacter ubique) utilisent cependant la
protéorhodopsine pour augmenter leur capacité de survie en conditions extrémes. Ces auteurs
ont également suspecté que la limitation en nutriment jouerait un rdle plus important que la

lumiére dans la régulation de I’expression du géne.

D’aprés 1’étude d’Akram et al., (2013), ces différentes stratégies d’utilisation de la
protéorhodopsine seraient corrélées aux différentes caractéristiques génomiques des souches
bactériennes (génomes contenant un nombre variable de geénes fonctionnels comme ceux
impliqués dans la fixation du CO, ou encore génomes de taille variable). Ainsi, a la synthése
de nos connaissances actuelles sur cette voie de photohétérotrophie, il reste de nombreuses
choses a explorer et a interpréter pour comprendre parfaitement le role et la finalité de la

phototrophie via la protéorhodopsine dans les océans.
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3.3 Comparaison des gains énergétiques par la photohétérotrophie

Par rapport aux autres populations bactériennes, les bactéries mixotrophes et
particulierement les bactéries photohétérotrophes devraient tirer un avantage énergétique de
leur capacité métabolique. Le but in fine est de gagner de 1’énergie par la lumiére pour assurer
une part du métabolisme cellulaire. Il a été rendu compte que les différentes voies de
photohétérotrophie n’étaient pas toutes égales face au gain et au colt énergétique
qu’engendrent les photosystemes. En effet, la complexité des deux grands types de
photosystémes des bactéries photohétérotrophes (Figure 10) ne peut qu’engendrer des
différences de cotits énergétiques pour leur bon fonctionnement. Bien que 1’hypothése d’une
meilleure efficacité chez les bactéries phototrophes aérobies par rapport aux bactéries
contenant la protéorhodopsine ait déja été posée, la quantité exacte d’énergie gagnée par ces
voies restait mal connue et peu explorée jusqu’a 1’étude de (Kirchman and Hanson, 2013).
D’aprés cette étude, bien que le colit énergétique soit estimé 10 fois plus important pour les
bactéries phototrophes aérobie (8,29.10"® KJ contre 8,20.10™" pour les bactéries contenant la
protéorhodopsine), la phototrophie fournirait 30 fois plus d’énergie nette aux bactéries

phototrophes aérobies qu’aux bactéries contenant la protéorhodopsine.

Light Light

% K cytce 4H'

Figure 10 : Différence des photosystémes récoltant la lumiere chez les bactéries contenant la
protéorhodopsine (A) et les bactéries phototrophes aérobies anoxygéniques (B) (Kirchman
and Hanson, 2013). BChla = Bactériochlorophylle a ; car = caroténoide

Les bactéries a protéorhodopsine ont besoin d’un grand nombre de molécules de
protéorhodopsine par cellule et d’une forte intensité de lumiére (>700umol de photons.m™.s™)

pour que I’énergie apportée dépasse le colt de « maintenance ». Le réle des PRB dans la
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production d’énergie a été trés questionné puisque leur cycle de réaction photochimique est
similaire a celui des rhodopsines sensorielles soit environ 10 fois plus lent que celui des PRV
(Wang et al., 2003), mais il reste impliqué dans la génération d’énergie (Sabehi et al., 2004).
Kirchman and Hanson, (2013) concluent en précisant que le géne de la PR est ubiquiste et
abondant, probablement parce que seulement peu de génes sont nécessaires pour cette forme
de phototrophie. Cependant les bactéries contenant la protéorhodopsine fournissent bien de
I’énergie grace a la lumicre mais, a priori, trop faiblement pour qu’elle soit traduite de
maniére visible en termes d’abondance cellulaire, ou simplement parce qu’elle n’est pas
convertie en biomasse (Riedel et al., 2013). Le peu d’énergie apportée par la phototrophie via
la protéorhodopsine pour le métabolisme cellulaire dans les océans est donc souvent rapporté.
Toutefois, des recherches plus appliquées s’intéressent malgré tout au potentiel
photohétérotrophe de ces souches et les recherches menées restent particuliérement
importante pour la compréhension de ces processus. L’introduction de ces pompes a protons
dépendant de la lumiere comme la protéorhodopsine dans des organismes spécialisés pourrait
fournir une voie relativement simple pour augmenter 1’efficacité de conversion de 1’énergie
solaire en carburant (Walter et al., 2010). Il a également ét¢ montré que la production d’H,
¢était améliorée par la co-expression de la protéorhodopsine et de la [NiFe]-hydrogénase chez
un recombinant d’E. coli par une voie dépendante de I’intensité¢ lumineuse. Ces résultats
démontrent qu’E. coli pourrait étre utilisée comme cellule productrice de biohydrogéne
(alternative prometteuse aux combustibles) par I’introduction de la protéorhodopsine (Kim et

al., 2012).

Pour étudier la physiologie et le fonctionnement de ces PCPs, le passage par les
techniques de culture en laboratoire est essentiel et incontournable. Il est en effet important de
pouvoir étudier le comportement d’une souche spécifique en conditions controlées afin de
mieux comprendre ces processus et leur régulation, puis de valider les hypothéses issues de
ces ¢tudes au sein de communautés plus complexes. Deux grandes techniques de culture sont
aujourd’hui connues et utilisées, les culture en batch (systéme fermé) permettant des
expériences testant la réponse d’une population dans un contexte expérimental souvent simple
et cela sur des périodes courtes, et les cultures continues (syst¢tme ouvert) pour des
expériences plus longues et complexes sur des cellules dont le taux de croissance et les

parametres de culture sont parfaitement controlés.
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4. La culture continue

4.1 Principe du chémostat

La culture continue est une technique de microbiologie classique dont le principe a été
décrit et mis au point il y a plus de soixante ans par Monod, (1950) et Novick and Szilard,
(1950) pour cultiver en systéme ouvert une population bactérienne. Le principe repose sur
I’obtention d’un état d’équilibre (Figure 11A) permettant de stabiliser durant une longue
période une population bactérienne issue d’une souche pure ou d’une communauté entiére par
rapport a une culture en batch (systéme fermé) dans laquelle la population bactérienne décline
une fois que les nutriments sont consommés (Figure 11B). Ce dispositif permet, a I’aide d’un
systtme de flux, d’apporter d’une part un milieu de culture connu et de manicre stable,
constante, parfaitement contrdlée et reproductible et, d’autre part, d’évacuer le milieu usagé,
les bactéries et les débris cellulaires. Il est utilisé pour la production de biomasse, 1’extraction
et la dégradation de certains polluants dans un milieu liquide, la production de substances
organiques résultant de 1’activité métabolique ou I’étude de procédés physiologiques et
métaboliques de micro-organismes dans un milieu spécifique. Il est alors possible, d’apres les
variations de I’élément nutritif limitant, de quantifier ’influence de ce dernier sur la
population cultivée. En d’autres termes, le chémostat est un systéme contrdlé¢ dans lequel il
est possible de quantifier précisément la réponse d’un organisme dans un contexte

expérimental reproductible.

Pour atteindre 1’état d’équilibre ou de quasi-équilibre, il est nécessaire de renouveler
au moins entre 4 et 10 fois le volume du chémostat pour laisser un assez grand nombre de
générations se développer. En effet, il y a peu de chance d’atteindre cet état en début
d’expérience :

- si le taux de croissance p est inférieur au taux de dilution D, la concentration
cellulaire va doucement diminuer et entrainer le lavage du chémostat ;

- si le taux de croissance p est supérieur au taux de dilution D, la concentration
cellulaire va augmenter ;

- A I’équilibre, le taux de croissance p est égal au taux de dilution D.
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Figure 11 : Représentation schématique des phases de la croissance bactérienne en culture

continue (A) et en culture en batch (B), adaptée de Pearson Education (2004).

4.2 Avantage par rapport aux cultures en batch

Pour obtenir des informations physiologiques ou fonctionnelles significatives et
reproductibles, une population cellulaire doit idéalement croitre dans des conditions définies,
constantes et des paramétres physico-chimiques parfaitement contr6lés. Répondre a une telle
question par de simples cultures en systéme fermé (culture en batch) s’avére délicat et
difficilement interprétable car la population bactérienne consomme rapidement les nutriments
avant d’entrer en phase de déclin (Figure 11B). Ce type d’approche fut assez critiqué a ses
débuts par un manque d’approches rigoureuses et de compréhension théorique. Par ailleurs,
les premiers chémostats étaient parfois difficilement utilisés car souvent difficiles a maintenir
en conditions stériles durant de longues périodes. Les risques de mutation au sein de la
population étudiée (Warner ef al., 1954a et 1954b) ont aussi été évoqués mais il a rapidement
¢t¢ montré que ces hypothéses n’étaient pas fondées (Herbert et al., 1956). L’avantage
principal des systémes en culture continue est qu’ils permettent de travailler dans un milieu
environnemental constant et contrdlé.

Utiliser ce type d’outil incontournable en microbiologie permet d’éviter les effets du
stress et d’une croissance hétérogéne pouvant masquer les variations physiologiques. Par

exemple, dans leur étude sur ’analyse du protéome de Saccharomyces cerevisiae, Kolkman et
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al., (2005) affirment que les effets collatéraux comme les variations continuelles du taux
spécifique de croissance, la répression des catabolites carbone et I’accumulation de substrats
toxiques observés en culture en batch disparaissaient lors des expériences en culture continue.
Les résultats obtenus en chémostat permettaient des réponses biologiques beaucoup plus
spécifiques non biaisées par des modifications non spécifiques du milieu réactionnel. Les
résultats avancés par Futcher et al., (1999) concernant la surexpression de protéines heat-
shock d’une levure croissant en batch ont finalement été critiqués et associés a une anomalie
du systéme de culture (Hoskisson, 2005). Des résultats controversés entre les deux techniques
ont également fait I’objet d’une étude sur la croissance des bactéries marines (Goldman and
Dennett, 2000). En effet, ces auteurs ont relaté que les variations de ratio C:N du substrat testé
impactaient différemment les C:N bactériens de la communauté microbienne marine

lorsqu’elle était cultivée en batch ou en chémostat.

Un autre avantage non négligeable de la culture continue est la forte reproductibilité
des expériences. Par exemple, une comparaison de la reproductibilité d’expériences entre
laboratoires a été réalisée et il a ét¢ montré que les chémostats offraient un controle des
conditions de culture plus rigoureux que celui obtenu en batch (Piper et al., 2002). La
robustesse de cette technique de culture est également soulignée lors de la réponse du
transcriptome de Saccharomyces cerevisiae aux changements de source de carbone,
robustesse qui n’avait pu étre remarquée lors d’'une méme étude a partir de cultures ayant crii
en batch (Daran-Lapujade et al., 2004). De plus, dans 1’ére post-génomique, le chémostat
reste un dispositif d’actualité par sa sensibilité et son pouvoir sélectif entre especes,

permettant de distinguer deux mutants fonctionnellement proches (Hoskisson, 2005).

5. Objectifs de la these

Les travaux précédemment cités ont apporté des informations importantes dans la
compréhension de la dynamique et de la composition des populations bactériennes a
protéorhodopsine. Toutefois de nombreuses questions subsistent, notamment en ce qui
concerne les effets de la lumiere sur le métabolisme du carbone des bactéries marines
contenant la protéorhodopsine. Ce travail de thése vise a étudier I’avantage que ce type de
métabolisme apporte aux micro-organismes a protéorhodopsine par rapport a ceux n’ayant

pas cette protéine. Pour répondre a cette question, il a fallu mesurer I’efficacité d’utilisation
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du carbone organique disponible lorsque la souche bactérienne étudiée était exposée a la
lumiére et comparer cette efficacité en phase d’obscurité. Pour comprendre pourquoi certaines
¢tudes réalisées sur cette thématique ne trouvaient aucun avantage chez les souches possédant
ce géne, plusieurs conditions ont été testées (différents ratio C:N:P, différents milieux de
culture et différentes sources d’azote) en utilisant la technique de la culture continue. Des
analyses d’abondance bactérienne (cytométrie en flux), des mesures de 1’expression du géne
codant pour la protéorhodopsine (PCR quantitative), des analyses de carbone particulaire et
d’azote particulaire (POC et PON) ont été réalisées sur une population de Photobacterium
angustum S14 en état d’équilibre tout au long des cycles en chémostat et dans diverses
conditions d’exposition lumineuse. En utilisant la culture continue, les taux de croissance sont
faibles et contrdlés, permettant a la souche bactérienne d’utiliser cette source d’énergie

supplémentaire lorsqu’elle est capable de le faire.

La théorie énonce qu’en 1’absence de lumicre, les bactéries hétérotrophes utilisent le
carbone organique disponible comme source de carbone et d’énergie. Elles peuvent ainsi
produire de la biomasse et d’autre part de 1’énergie sous forme d’ATP. La respiration est un
procédé biologique durant lequel les substrats organiques sont oxydés pour libérer de
I’énergie. Cela entraine un flux d’¢électrons le long des systémes de transports associés a la
membrane a partir d’un donneur jusqu’a un accepteur d’électrons. Pour la respiration aérobie
des bactéries, I’accepteur final d’électrons est une molécule d’oxygene. Donc ce phénomene
leur permettra également de produire de I’ATP mais engendrera aussi, par I’oxydation, la
formation de CO; et donc le relargage d’une grande quantité¢ de ce gaz a effet de serre. Le
CO, libéré entrera dans les échanges de carbone avec I’atmosphere (Figure 12). En présence
de lumicre, I’hypothése voudrait que les bactéries photohétérotrophes soient capables
d’utiliser la lumi¢re comme source d’énergie supplémentaire via la protéorhodopsine. Ainsi le
carbone disponible pourrait étre utilisé de maniére plus efficace puisqu’une partie de I’ATP
nécessaire serait produite par 1’énergie lumineuse. Pour les mémes raisons, les processus de
respiration seraient également diminués et donc une plus faible quantit¢é de CO, serait
dégagée (Figure 12). C’est cette hypothese générale que ce projet de thése a permis de tester.

Travailler avec une souche pure d’une espece a protéorhodopsine nous a semblé étre le
contexte le plus adapté pour étudier ce métabolisme, éliminant ainsi toutes les interactions
complexes entre espeéces au sein d’une communauté. La souche Photobacterium angustum

S14 a été choisie en fonction de plusieurs criteres :
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(1) elle a un taux de croissance maximal trés élevé et des conditions optimales de

croissance faciles a mettre en ceuvre (cf. Chapitre III) ;

(2) cette souche est bien connue puisque son génome est enticrement séquencé
(5,1 Méga paires de bases avec 4 558 genes et un contenu en GC de 39,6 %) (Cavicchioli &
Kjelleberg, 2006) ;

(3) cette souche était disponible dans la souchothéque du laboratoire. Photobacterium
angustum S14 est une Gammaprotéobactérie marine copiotrophe appartenant a la famille des
Vibrionaceae. Elle est adaptée a une croissance rapide dans des environnements riches et est
connue pour sa forte résistance aux UVB (Matallana-Surget et al., 2009) et sa grande capacité
a résister dans des conditions de stress telle la carence en nutriments (Marouga and
Kjelleberg, 1996; Ostling et al., 1996, 1995; Srinivasan et al., 1998). Les membres du genre
Vibrio sont parmi les plus étudi€s de la zone photique a cause de leur distribution globale, leur
facilit¢ a étre isolés, leur abondance, leur tracabilité génétique et leur métabolisme
hétérotrophe versatile (Thompson et al., 2004). L’ensemble de ces critéres répondait

parfaitement aux objectifs fixés.

Au cours de cette theése, plusieurs questions scientifiques d’ordre méthodologique et

¢cologiques ont pu étre abordées :

- sur un plan plus technique, comment utiliser au mieux le dispositif de culture,
comprendre la théorie sur les modeles régissant les dynamiques des chémostats

(Chapitre II) ;

- sur un plan physiologique, quelles sont les conditions optimales de croissance de
Photobacterium angustum S14 et quel est ’effet de la lumiére sur 1’efficacité
d’utilisation du carbone dans des conditions non optimales (co-limitation et source

d’azote difficilement assimilable) (Chapitre III) ;

- sur un plan écologique, quels sont les effets de la lumicre sur I’efficacité¢ d’utilisation

du carbone y compris en condition de stress (Chapitre IV) ;
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- Sur le plan génomique, possédons nous des souches candidates pour élargir les
connaissances a des groupes bactériens écologiquement significatifs (description de

nouveaux génomes et test de la croissance de ces souches) (Chapitre V) ;

- le manuscrit se termine par une discussion générale et des perspectives pour mieux

comprendre le métabolisme des photohétérotrophes dans les océans (Chapitre VI).

o lumiere | N

Carbone = source d'énergie Carbone et lumiere = source d’énergie
HETEROTROPHIE N PHOTOHETEROTROPHIE 4

HYPOTHESE

co,

Co, ENERGIE

Figure 12: Schéma représentant [’hypotheése écologique avantageuse de la

photohétérotrophie (a droite) par rapport a I’hétérotrophie (a gauche).
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CHAPITRE 1I
Les chémostats, théorie et

outils utilisés
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CHAPITRE Il : LES CHEMOSTATS, THEORIE ET OUTILS UTILISES

1. La théorie des chémostats

Classiquement, le modéle de Monod (Monod, 1950) dirige la théorie des chémostats
et s’applique comme suit dans le contexte d’une souche unique et d’un seul substrat

limitant, avec une efficacité de croissance notée Y:

Le taux de renouvellement du milieu, encore appelé taux de dilution D est donné par la

relation :

Ou:
- Q est le débit volumique de milieu de culture qui s’écoule dans et hors du chémostat

-V est le volume réactionnel du chémostat.

Les dynamiques de biomasse et de concentration en substrat sont décrites comme suit :

ds_ u®X Q

a_ Y Vv (Sin_s)

La concentration en substrat S est déterminée par 1’utilisation bactérienne -pu(S) X avec le

rendement de conversion Y, la quantité de substrat fournie par le milieu de culture frais % Sin

et la perte de substrat par le flux de sortie — % (S).

Et

dX—(gx Qy
dar M 14

La biomasse X dépend de la croissance bactérienne p(S) X et de la perte de biomasse due au

flux sortant — % (X).
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Ou:
- Sest la concentration en substrat limitant dans le chémostat en mol.l”
- Siy est ’apport en concentration de substrat en mol.l™
- (S) est le taux de croissance de la souche bactérienne fonction de la concentration
en substrat en h™'
- X est la biomasse en mol.1"
- Qestlefluxen Lh™

- Vest le volume de la culture en 1.

Lorsque que 1’état stationnaire est atteint (Figure 13), la biomasse et la concentration en

substrat sont stables et les équations ci-dessus sont nulles, on obtient le systéme:

X Q
- Y +V(Sin_s)
Ozu(S)X—%X

0=

On peut alors écrire comme suit I’équilibre dans le chémostat :

Xe = Y(Sin - Se)

n(Se) = %

Ou:
- Xe et S¢ représentent la biomasse et la concentration de substrat dans la culture a
I’équilibre

- 1 (Se) est le taux de croissance a I’équilibre

Le modéle de Monod admet donc (i) que la concentration de substrat a I’équilibre Se
est directement controlée par le flux pour un p(S) donné, (ii) que le taux de croissance est égal
au taux de dilution (Figure 13) et, (iii) que la biomasse X, est déterminée par Sip et Se, eux
méme dépendant du flux. La quantité de substrat résiduel varie selon ’affinité de la souche
pour le substrat. Pour une affinité trés forte (Figure 13B), il approche de zéro et devient

négligeable, on a alors une biomasse a I’équilibre déterminée principalement par Siy.
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u(s) u(s)

M max H max

u(S,) =D u(s.)=D

S

>

S S S S

e e

Figure 13 : Taux de croissance en fonction de la concentration en substrat selon le modeéle de

Monod pour une souche a faible (4) et haute (B) affinité pour le substrat limitant.

Le modele de Monod suppose également que la fonction de croissance spécifique p(.) est une

fonction croissante de le concentration en substrat S, selon la loi dite de Monod :

l'lmaxS
Ks+S°

u(s) =

Ou:
- Wmax €st le taux de croissance maximal ;

- Ksest la constante d’affinité de la souche étudiée pour le substrat.

Ainsi, la concentration en substrat a 1’équilibre S, croit avec le débit Q imposé. Par

conséquent, le modele de Monod présente la propriété suivante :

La valeur a I’équilibre de la concentration en biomasse X, décroit avec le débit Q.

Or il s’avere que cette propriété n’a pas été observée sur les données expérimentales obtenues
durant cette thése. C’est pourquoi on s’est intéressé a d’autres modeles de la littérature,

extensions du modéle de Monod.
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Le modele de Monod est un modéle trés simple dans lequel la croissance cellulaire ne
dépend que du taux d’assimilation du substrat. Cependant, les cellules peuvent connaitre
différents états physiologiques selon leur stade de croissance et la croissance est davantage
déterminée par les voies métaboliques intrinséques que par les facteurs extérieurs (Postgate &
Calcott, 1990). D’autres paramétres tels que les oscillations dans la densité numérique des
cellules pendant la croissance (Lemesle and Gouzé, 2007), I’efficacité de croissance variable
(Arino et al., 2003). la croissance densité dépendante ou ratio dépendant (Arditi and Saiah,
1992; Lobry et al., 2006; Ruan et al., 2007) régie par exemple par le modele de Contois
(Contois, 1959) (cf. annexe A), la maintenance énergétique (Pirt, 1982, 1965), I’inhibition de
la croissance (Grivet, 2001; Wolkowicz and Lu, 1992; Xiu et al., 1998) régie notamment par
le modele d’Haldane (Andrews, 1968) (cf. annexe B), la compétition (Freedman and
Yuantong, 1993; Hardin, 1960; Pavlou, 2006; Ruan et al., 2003) et la notion de « proie-
prédateur » (pour les paires bactérie-virus) régie par le modele de Lokta Volterra (Lotka,
1978; Volterra, 1928) ont donc été inclus aux équations du systéme afin de palier a la
simplicité de ce premier modele n’expliquant pas toujours les interactions et les observations
obtenues en chémostat. L’énumération de ces modeles et de ces parameétres est non exhaustive
et ne seront pas plus développés ici mais il est primordial de les aborder et de les envisager
lors de la mise en place d’expériences en chémostat et avant I’interprétation des résultats
obtenus. Toutes ces extensions concernent pour la plupart la modélisation des régimes hors
équilibre. Parmi ces modeles, le modéle de Pirt propose une explication simple et adaptée au
contexte d’une biomasse a 1’équilibre qui n’est pas nécessairement décroissante en fonction

du débit imposé, invalidant ainsi le modele classique de Monod.

Lors de ce projet de thése et aux vues des observations réalisées au fil des cycles en
chémostats, 1’application de ce modele semblait plus appropriée et a été explorée. Le
parametre de maintenance énergétique appliqué dans le modéle de Pirt a permis de mieux

comprendre les résultats.
Lorsqu’un substrat est la source de carbone et d’énergie pour un microorganisme, il
est difficile d’estimer la part de carbone assimilée et celle dissimulée pour fournir de

I’énergie. Une des manicre de le faire est décrite comme suit :

AS: ASC + ASE
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Ou :
- Agest le substrat total utilisé
- AS; est la part de substrat utilisée pour fournir du carbone a la cellule

- ASg est la part de substrat utilisée pour fournir de I’énergie

Si on divise cette balance de substrat par la quantité de biomasse produite Ay on obtient :

Qui peut aussi étre écrit comme ceci:

1 1 N 1
Y Y. Y
Ou:
- Y, Y et Yg sont le rendement, le rendement de carbone et le rendement d’énergie
respectivement.

I1 est depuis longtemps bien établi que les microorganismes nécessitent de 1’énergie
pour la croissance d’une part, et pour la maintenance cellulaire d’autre part. La maintenance
cellulaire comprend entre autre le renouvellement du matériel cellulaire, le travail osmotique
et la mobilit¢ cellulaire. Le modéle de Pirt (1965) met en relation les besoins en
maintenance, le rendement de croissance et le taux de croissance. Le modele énonce que
I’énergie totale consommeée est supposée contribuer a la croissance et a la maintenance et que
la perte d’ATP peut étre distinguée de I’énergie de maintenance. Cette relation est décrite

comme suit :

Yer = Ay /ASg = Ay/ (ASg + ASy)

Ou:
- Ygr est le rendement total énergétique,
- ASg est la source d’énergie totale consommée,

- ASg est la ration d’énergie pour la croissance,
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- ASy est la ration d’énergie pour la maintenance.

Quand I’énergie de maintenance est nulle, on a ASy; = 0 et on obtient le vrai rendement de
croissance Ygg qui représente la valeur maximale possible du rendement de croissance a partir

de la source d’énergie :

Yec = Ax /ASq
D’ou:

1 1 ASy

=—+
YET YEG AX

Le modele de Pirt dicte donc que si le taux de croissance cellulaire augmente, la proportion
d’énergie dédiée a la maintenance diminue. La balance pour ['utilisation de la source

d’énergie est décrite comme suit:

Taux total de consommation =

Taux de consommation pour la croissance
+

Taux de consommation pour la maintenance

Il est supposé que pour une quantit¢é de biomasse donnée x, la source d’énergie est

consommeée a un taux constant pour la maintenance donné par :

ASM = mx
Si:
- Ax: U X
- m est une constante appelée coefficient de maintenance.
On a donc :
X
z_= + mXx
Yer Y

Ou : p est le taux spécifique de croissance.
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Et finalement :
1 _ 1 N m
Yer YEe 2

A partir de cette derni¢re équation, la droite mettant en relation 1/Y et 1/u peut étre tracée
(Figure 14A). En considérant que m est une constante, la pente de la droite de régression
donne la valeur de m et I’intersection avec 1’axe des ordonnées donne la valeur de 1/Yg; et
donc la valeur du «vrai rendement » quand m=0. Alternativement, la droite mettant en
relation directement p et le quotient métabolique pour la source d’énergie qg peut étre tracée

en suivant cette équation :

!
g = o—+m
S 7

o . 1 . .
Ainsi, la pente de la droite donne et donc par extension le « vrai rendement» et
EG

I’intersection avec I’axe des ordonnées révele la valeur de m (Figure 14B).

/Y, 3

¥ en 7

0 Y O u

Figure 14 : Meéthode graphique pour calculer la maintenance énergétique et le « vrai

rendement » (Pirt, 1975).

Ces deux méthodes d’estimation du parametre m sont théoriquement équivalentes, mais d’un
point de vue pratique, elles peuvent différer par leur sensibilité par rapport aux imprécisions
ou bruits de mesures (puisque le passage d’une formule a D’autre s’effectue par une

transformation non linéaire).
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Notons que la considération d’un terme de maintenance m dans le modéele initial de Monod

revient a corriger ce modele de la fagon suivante :

X Q
Y + V (Sin - S)

Ozu(S)X—%X

Ainsi, les équilibres de ce systéme sont toujours caractérisés par I’équation :

w(Se) = %

Mais pour la détermination de X, on obtient :

X, = YEG(Sin_ Se)

° 1+m YEg
i (Se)

Par conséquent, X, n’est pas nécessairement une fonction décroissante de S,, contrairement

au modele de Monod (Figure 15). En effet, pour S, petit on peut écrire :

Y£6Sin
Yee
i (Se)

Xe~

1+m

Expression croissante en S, alors que si S, est grand, on a :

Xe~YEG (Sin - Se)

Comme dans le modéle de Monod (i.e. X décroissant en fonction de S,).
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05~

0-8 10

Figure 15 : Concentration de biomasse a l’état stationnaire en fonction du taux de dilution
quand il y a un besoin en maintenance pour une croissance limitée par le substrat avec uy
(taux de croissance maximal spécifique) = 1 h™ ; Ks = 0,005 g.I" ; s, (concentration en
substrat dans le milieu frais) = 1 g.I' ; Ygg = 0,5 g biomasse (g de substrat ') et m = 0,08
(g.biomasse.h) ' (Pirt, 1975).

La relation linéaire entre qg et p a été confirmée par Hempfling and Mainzer, (1975) et
Stouthamer (1977). Mais le mode¢le est toutefois questionné surtout lorsque les conditions de
croissance offrent suffisamment d’énergie a la culture microbienne étudiée (Neijssel and
Tempest, 1976). De plus, (Tempest, 1978) suggere que la pente de la droite de régression de
qe en fonction de p n’a pas d’homologue physiologique dans des environnements naturels.
Du coup, Pirt propose une légere modification de son modele en ajoutant un nouvel élément
(Pirt, 1982) permettant des analyses en condition de limitation d’énergie et de condition
énergétique suffisante. En plus du coefficient de maintenance énergétique précedent m, il
ajoute le terme de maintenance énergétique dépendante du taux de croissance m’.
L’hypothése est que le terme de maintenance énergétique inclut une portion qui diminue
quand le taux de croissance spécifique p augmente. Ainsi, les besoins énergétiques sont

donnés par I’équation suivante :

4= o +m+m'(1-ky
Ye
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Ou :
- qest le taux spécifique d’utilisation du substrat,
- m'(1 — kp) est le taux de croissance dépendant de la maintenance énergétique et
m’ est sa valeur quand u=0,

- m est la maintenance énergétique constante (modéle non modifié).

Il est également supposé que la maintenance €nergétique chute jusqu’a 0 quand le taux de

croissance spécifique u est égal au taux de croissance maximal observé p'y, et donc que k =

1 . y o 194 : " , :
> Ce qui permet d’apres 1’équation précédente d’obtenir :
m

Ayant connaissance de ces divers parametres, I’analyse de données en chémostats devient
plus facile et apporte des apergus nouveaux encore jamais explorés en écologie microbienne

comme évaluer quantitativement le stress apporté a une culture bactérienne.

2. Les photobioréacteurs utilisés

L’ensemble des plans d’expériences a été structuré autour de 2 photobioréacteurs
(Figure 17A) disponibles au sein de la plateforme BIO2MAR. L’appareil est constitué de trois
réservoirs reliés entre eux. Le premier contient des nutriments supposés étre en abondance
excepté un parmi eux (le carbone durant cette thése), nommé substrat limitant a densité S. Un
débit Qi, (provenant du premier réservoir) alimente le chémostat (deuxiéme réservoir) dans
lequel interagissent et se mélangent la (ou les) biomasse(s) X (d’une ou de différentes especes
de microorganismes a densit¢ Xi) avec les nutriments. De plus, le substrat limitant doit
posséder une concentration d’alimentation constante S, > 0. Le deuxieéme réservoir (chambre
interne) est parfaitement mélangé¢ ; afin de garantir un milieu homogene et par conséquent
aucune variation spatiale dans la concentration du substrat limitant et la distribution des
cellules. Par ailleurs, I’hypothése d’homogénéité assure que les organismes et le substrat sont
¢vacués du chémostat par action du flot au méme taux D. Le troisiéme réservoir regoit les

déchets du chémostat avec un débit Qo (Figure 16). Un équilibre au sein de la chambre
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interne est obtenu puisque le nombre de cellules formées par la croissance de la culture est

directement contrebalancé par le nombre de cellules éliminées.

Qin
Q out
2
R%)
g
/—'\
39 S
= >
S £ Culture 3
© 1 bactérienne
\M Déchets

Figure 16 : Représentation schématique des trois réservoirs constituant le dispositif matériel

utilisé pour la culture continue au cours de la these.

Ces photobioréacteurs (Labfors Lux 3 Infors) sont semi automatisés et permettent le
contrdle et le suivi de nombreux parameétres indispensable au bon déroulement d’une culture
continue (pH, température, agitation, aération, pression partielle en oxygeéne (pO;)) a ’aide
d’un logiciel permettant le suivi de I’ensemble des paramétres sous forme de graphiques et de

tableaux numériques (IRIS Version 5).

En effet, ’homogénéisation de la culture est importante pour que les diverses réactions
se déroulant au sein du photobioréacteur aient lieu. Des systémes d’agitation et d’aération du
milieu sont a mettre en place pour favoriser le mélange. Ici, un agitateur central possédant
deux hélices permet une agitation continue dont le rpm (rotation par minute) peut étre choisi
et modifi¢ a tout moment de I’expérience. L aération est controlée a I’aide d’une pompe a air
comprimé (KNF Neuberger) stérilisée par passage a travers un filtre 0,2 um avant I’entrée
dans la chambre en verre contenant la culture bactérienne. Le débit d’air entraine un bullage

du milieu améliorant ’homogénéisation. Il est réglé pour saturer le milieu en oxygeéne et
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éviter une limitation supplémentaire de la culture. Une sonde (Mettler Toledo) mesurant en
continu la pression partielle en oxygeéne a I’intérieur de la chambre en verre et reliée a un
ordinateur permet de le controler. Cependant, ces systemes peuvent aussi fragiliser le matériel
biologique. L’ensemble des éléments au sein d’un photobioréacteur doit étre mélangé afin de
favoriser I’acces a la lumiere et les transferts liquide-liquide et gaz-liquide, de limiter les
phénomenes de photolimitation et de photoinhibition et d’éviter I’encrassement des parois
(biofilm). L hydrodynamique (turbulence, bulles...) est un facteur potentiellement stressant
pour la croissance des cellules. Elle peut perturber voire modifier 1’état physiologique
cellulaire au-dela d’un certain seuil. Cela peut se traduire par I’excrétion de polysaccharides,
par Dl’altération physique de la cellule pouvant aller jusqu’a sa destruction. Il est a noter
¢galement que le bullage peut provoquer des perturbations de 1’état physiologique des cellules
et de la croissance. Différents facteurs peuvent en étre responsables : les forts cisaillements au
niveau de 'injecteur de gaz, I’entrainement des cellules par flottation et I’éclatement des

bulles a la surface. En conséquence, un compromis hydrodynamique est a rechercher.

La température doit étre maintenue constante afin d’optimiser la croissance cellulaire
et ne pas modifier le taux de croissance. La chambre en verre contenant une double enveloppe
permettant la circulation d’eau a I’aide d’un systéme de tuyaux reliés a un cryostat assure ce
maintien. La stabilité est vérifiée a 1’aide d’une sonde et les données sont collectées en temps
réel. Le pH est également un élément important et dirigeant la croissance microbienne. Il est
possible de maintenir un pH constant et parfaitement défini par un ajout de NaOH ou de HCl
totalement contr6lé et automatis¢, en indiquant au niveau du logiciel le point de réglage
désiré. Ainsi a chaque variation de pH, deux pompes spéciales ajoutent la solution basique ou
acide selon les besoins. Les mesures en temps réel sont effectuées grace a une sonde (Mettler

Toledo) plongeant dans la culture.
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Console de controle
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Figure 17 : Photographie d’un photobioréacteur Labfors Lux 3 (Infors) disponible au

laboratoire (A) et de la double enveloppe contenant les néons d’éclairage (B).

La particularité¢ d’un photobioréacteur tient, en plus des besoins habituels et communs
a tous les bioréacteurs, a la nécessité de fournir une énergie photonique aux microorganismes
a cultiver (ici, les bactéries contenant la protéorhodopsine). Cet apport est incontournable
pour la réalisation de la phototrophie. D’un point de vue technologique, I’enceinte du systéme
doit donc étre transparente et étre concue de fagon a fournir une intensité lumineuse
suffisante, mais non létale, pour les microorganismes. L’intensité lumineuse fournit avec ces
photobioréacteurs est également contrélable. Une double enveloppe entourant la chambre en

verre contient 16 néons entourant la chambre en verre (Figure 17B). Le choix d’allumer un ou
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plusieurs néons permet un réglage de I’intensité (Tableau 1). Grace au logiciel, il est possible
¢galement de facon automatique d’allumer ou d’éteindre les néons a intervalles réguliers. La
simulation de cycles jour/nuit ou d’expositions par flashes rapides de lumieére est donc

facilement réalisable.

Nombre de néon Mesure Intensité de lumiere pE
1 1,35E+16 224
2 2,45E+16 407
3 3,60E+16 598
4 4,50E+16 747
5 540E+16 896
6 6,60E+16 1096
7 7,50E+16 1245
8 8,50E+16 1411
9 1,00E+17 1660
10 1,10E+17 1826
11 1,25E+17 2075
12 1,35E+17 2241
13 1,50E+17
14 1,55E+17
15 1,65E+17
16 1,80E+17

Tableau 1: Mesure de ['intensité lumineuse (quanta.cm™.s”) fournit selon le nombre de
néons allumés a l’aide d’un luminométre (Biospherical Instrument Inc. QSL-100 quantum
solar irradiance meter). Le coefficient de conversion pour obtenir des uEinstein (umol de

photons par métre’ et par seconde) est 1 quanta.cm™.s” = 1,66.10"7 uEinstein.
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CHAPITRE 1ll: CONDITIONS DE CROISSANCE ET TESTS
EXPERIMENTAUX EN CULTURE CONTINUE SUR Photobacterium

angustum S14.

Elément de contexte :

Ce chapitre porte sur une phase de développement méthodologique qui s’est révélée
essentielle avant d’entreprendre des expériences en conditions contrélées qui soient
reproductibles. Les bioréacteurs ont été mis en place pour la premiere fois dans le cadre du
projet RHOMEO et une mise au point technique a di étre réalisée pendant plusieurs mois
pour définir les conditions d’utilisation, mettre en place des protocoles d’utilisation et
maitriser les conditions de culture. Dans ce chapitre, nous exposons les différentes
expérimentations qui ont permis de définir le taux et le pH de croissance maximal, I’effet de
la concentration en carbone sur le taux de croissance et les effets de diverses intensités de

lumiére sur 1’abondance bactérienne et sur ’efficacité d’utilisation du carbone.

1. Matériels et Méthodes

Souche bactérienne.

La souche P. angustum S14 (Vibrio sp. S14) a été isolée en juin 1981 des eaux de
surface (1 metre de profondeur) sur la Baie Botany, Australie (Humphrey et al., 1983). Son
génome a précédemment été séquencé et interprété (Lauro et al., 2009). 11 est disponible sous
le numéro d’accés GenBank Acc. No. AAOJ00000000.

Conditions de culture.

Culture en batch : dans le but d’obtenir le taux maximal de croissance de P. angustum

S14 et de choisir le meilleur débit pour les expériences en chémostat, la courbe de croissance
a été réalisée en eau de mer artificielle (Berges et al., 2001), a I’obscurité et a 25°C avec une
agitation de 110 rotations par minute (rpm) (Infors shaker, Infors HT, Botmingen,

Switzerland).
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Le pH optimum de croissance a 1’obscurité a ét¢ déterminé en eau de mer artificielle (Eguchi
et al., 1996) avec une gamme allant de 5.5 a 10. Les expériences ont été réalisées en dupliqua
pour chaque valeur de pH et en microplaque de 24 puits (Evergreen Scientific, LA) incubées a
25°C avec une agitation de 110 rpm.

Dans les mémes conditions que celles utilisées pour le pH, la concentration en carbone
(glucose) permettant une croissance optimale a été déterminée. Les expériences ont été faites
a I’obscurité et a la lumiére (350 pmol photons. m™. s™) avec une gamme allant de 10 & 1000
mg.1" en triplicat pour chaque concentration de glucose. Les expériences ont été faites en
microplaque de 24 puits (Evergreen Scientific, LA) a 25°C avec une agitation de 110 rpm.

Pour chaque expérience, la croissance a été estimée par mesure de la densité optique a 620nm.

Culture continue : la culture continue de P. angustum S14 a été effectuée dans de 1’eau

de mer artificielle (avec du glucose comme seule source de carbone (0.540 g.I'', 3 mM) et en
utilisant un photobioreacteur Labfors Lux 3 (Infors HT, Botmingen, Switzerland).
L’utilisation de ce milieu de culture engendre une co-limitation carbone azote avec un ratio
C:N:P de 216:26:1. Les parametres physiques dans le bioréacteur étaient prédéfinis et
contrlés. La température a été régulée a 25°C et une source d’aération a été continuellement
fournie. L’agitation a été réglée a 300 rpm grace a un agitateur central. Des néons de 14 Watt
ont été utilisés comme source de lumicre et ont procuré plusieurs intensités (Biospherical
Instruments Inc. QSL-100, San Diego, USA, tableau 1) selon les expériences réalisées
(Tableau 2). Une exposition continue ou en cycles lumicre-obscurité ont été appliqués a la
culture (Tableau 2). Le bioréacteur contenait un litre d’eau de mer artificielle (pour un
volume maximal d’environ 41 dans la chambre interne du bioréacteur). Avant 1’inoculation de
la bactérie dans le bioréacteur, une pré-culture a été réalisée dans le méme milieu de culture a
25°C et a I’obscurité (Infors shaker, Infors HT, Botmingen, Switzerland). Le photobioréacteur
contenant 1 1 d’eau de mer artificielle a été inoculé¢ avec 10 ml de la pré-culture en phase
stationnaire de croissance. Les pompes d’entrée de milieu frais et de sortie ont été mises en

marche quand la biomasse était suffisante (environ 0,500). Le taux de dilution était de 0,1.

Cytométrie en flux.

Le nombre de cellules a été évalué en triplicat par cytométrie en flux avec un

cytométre FACSCalibur (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) équipé d’un laser Argon
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refroidit par air (488 nm, 15 nM). Les échantillons sont conservés a -80°C apres fixation avec
une solution de glutaraldéhyde (Grade II, 25 % Sigma-Aldrich) a une concentration finale de
1 %. Apres fixation, ils sont congelés immédiatement dans 1’azote liquide et conservés a -
80°C. Avant analyse, ils sont décongelés, dilués 100 fois dans de I’eau de mer artificielle
stérile. Les cellules contenues dans 1 ml d’échantillon dilué ont ét¢ marquées pendant 15
minutes par du SYBR green I (1:4000 concentration finale), marqueur de I’ADN et de ’ARN
(Molecular Probes) puis incubées a température ambiante et a 1’obscurité totale (Lebaron et

al., 1998).

Microscopie.

Les biovolumes des cellules bactériennes ont été déterminés par un marquage au
DAPI (Sigma Aldrich, France). Les échantillons testés ont été dilués 100 fois, marqués 8
minutes 4 I’obscurité avec une concentration finale de DAPI de 2,5 pg.ml™ et filtrés sur un
filtre noir 0,2 pm de 25mm de diamétre (Nucleopore Track Etch Membrane,Whatman)
superpos¢ sur un Absorbant Pads du méme diamétre (Millipore). Les échantillons ainsi
préparés ont été observés sur un microscope (Olympus AX70, Provis) a I’objectif x100 sous
huile & immersion. Un comptage et des mesures manuelles, a partir des micrographies

digitales, ont ensuite été réalisés.

Détermination du Carbone Organique Particulaire.

Les échantillons pour les mesures de carbone organique particulaire (POC) ont été
prélevés en triplicats a différents moments stratégiques des expériences (en phase de lumicre
et d’obscurité). Cette analyse permet de déterminer la biomasse bactérienne. Un volume de 5
ml de culture est filtré sur filtre GF/F de 25 mm de diamétre (Whatman, USA), pré-traité a
450°C et conservé dans du papier aluminium. Avant d’ajouter les filtres retenant les
bactéries, les tubes en verre ont été rincés a I’eau et stérilisés a 450°C pendant 4 heures. Puis,
les tubes en verre contenant les filtres ont été séchés a 60°C pendant au moins 24 heures.
Apres cela, les tubes ont été traités par fumigation dans de 1’acide chloridrique concentré
pendant 8 heures et & nouveau séchés a 60°C pendant au moins 8 heures. Les analyses de
POC ont ét¢ menées a 1’aide du Carlo Erba analyzer selon la méthode de Dumas (Jacobs,

2006). Chaque filtre est individuellement plié¢ et emball¢ dans des disques en métal de 28 mm
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de diametre (Santis) et transformé en petit culots. Chaque échantillon a été mesuré en triplicat.
Tous les 18-20 échantillons, un standard de concentration CHN (Carbon Hydrogen Nitrogen
en anglais) connue est mesuré¢. Un filtre blanc sert de témoin et il est traité et analysé de la
méme maniere que les filtres d’échantillons. La valeur obtenue pour les blancs a été soustraite

aux valeurs de concentration en carbone obtenues.

Plan d’expériences.

Un ensemble de 5 expériences en chémostats a été réalisé en faisant varier 1’intensité
de la lumicere et le temps d’exposition (tableau 2). Le ratio C:N:P de I’eau de mer artificielle
utilisée pour les cycles en chémostat (Berges et al., 2001), était de 216:26:1 contre 54:28:1

pour les tests d’optimum de croissance (Eguchi et al., 1996).

Intensité
Temps
Numéro de Type Abondance Ratio
d’exposition | Fer POC
d’expérience | lumiére | d’exposition bactérienne C:N
en heures
en pE
1 2241 continu 40 oui + - -
2 406-747 | continu 100-30 | non + + -
3 406 continu 65 non + +
4 224 continu 65 non + +
5 + +

+| +| +

406 Cycles12h | 9 cycles | non

Tableau 2 : Description des expériences en co-limitation carbone-azote. Les signes +

signifient que le parametre est mesuré et les signes — qu’il ne [’est pas.

2. Résultats

Optimum de croissance en batch.

La courbe de croissance a été réalisée par lecture de la densité optique (OD) a 620 nm.

La phase exponentielle de croissance a débuté aprés 12.5 heures pour atteindre un plateau (la
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phase stationnaire de croissance) apreés 20 heures de croissance correspondant a une OD
d’environ 0.650 (Figure 18A). La transformation en logarithme népérien (In) des valeurs
d’OD obtenues pendant la phase exponentielle de croissance (Figure 18B) permet 1’obtention
du taux maximal de croissance lmax donné par la pente de la droite de régression. Dans ces
conditions (Glucose a 540 mg.l'1 ; NaNO; comme source d’azote ; ratio C:N:P de 216:26:1 ; a
25°C ; agitation & 110 rpm et a 1’obscurité), le pma de P. angustum S14 est de 0,2013 h™'.
Cette information a permis de choisir un taux de dilution adéquate pour les cycles en
chémostat afin d’assurer un maintien de la population. La valeur a ét¢ fixée a 0,1 soit un débit

de 100 mL.h™".

0D (620nm) o
Time in hours
0,7 0
06 10 15 20
0,5 -0,5
0,4
03 1
0,2
-1,5

0,1

0

0 5 10 15 20 2 2 B
A
time in hours LN (0D)

Figure 18 : Courbe de croissance a l’obscurité de P. angustum S14 dans une eau de mer
artificielle (Berges et al., 2001), (A) et calcul du taux maximum de croissance (B). L’ équation
de la droite de régression y = 0,2013 x -4,2839 des LN des valeurs de DO durant la phase

exponentielle de croissance permet de déterminer le Uy

Le pH optimum de croissance a été évalu¢ a I’aide d’un milieu de culture plus adapté
pour la souche bactérienne. La source d’azote était de ’ammonium et le ratio C:N:P de
58:26:1. Pour le déterminer deux paramétres ont été estimés : la ODgponm maximale (Figure
19A) et le pmax le plus élevé (Figure 19B). Les courbes de croissances (données non
montrées) ont été réalisées a des pH variant entre 5.5 et 10. Certaines données incohérentes
ont ét¢ ¢éliminées (pH 7 et 8,5 pour la ODgronm maximale et pH 7 ; 7,5 et 8,5 pour le pmax)-

Pour les deux parameétres, les valeurs les plus élevées ont été obtenues pour une valeur de pH
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de 8-9 (Figure 19 A et B). Le pH optimum de croissance de P. angustum S14 dans ces

conditions a donc été estimé a 8.

0,4
0,3 -
£
20,2 -
(@)
0 T T T T T T T
pH
5,5 6 65 7,5 8 9 9,5 10
0,4
0,3
T
=0,2 -
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=3
" I I I I
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5,5 6 6,5 8 9 9,5 10 PH

Figure 19 : Détermination du pH optimum de croissance de P. angustum S14 selon la densité

optique (A) et le taux de croissance maximal (B).

Les taux de croissance les plus élevés avec ce méme milieu de culture et a différentes
concentrations de glucose ont été déterminés a la lumiére et a 1’obscurité. A faible
concentration de glucose (30 et 50 mg.l"), les pma Obtenus a la lumiére ont été plus
importants que ceux obtenus a ’obscurité. Mais a partir de 100 mg.I" de glucose, cette

différence s’est estompée voire méme s’est inversée pour la trés forte concentration testée
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(1000 mg.l'l) (Figure 20). La lumiere, a l’intensité testée, a révélé un effet positif en
améliorant le taux de croissance maximal de P. angustum S14 a faible concentration de
carbone, c’est-a-dire lorsque le milieu est pauvre en carbone. Par contre a la concentration de
glucose utilisée pour les expériences en chémostat (500 mg.I™"), la lumiére n’avait aucun effet

sur le taux de croissance de la souche.

0,6

%
o 8 . '

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
glucose concentration mg/I

Figure 20 : Taux de croissance maximal de P.angustum S14 selon la concentration en

glucose a ’obscurité (rond noir) et a la lumiere (rond blanc).

Expériences en chémostats co-limités azote-carbone.

En lumiére continue :

La premicre expérience en chémostat a été réalisée pendant une période courte de
moins de 6 jours. Une phase approchant les 110 heures d’obscurité a été nécessaire pour
stabiliser la culture et obtenir un état de quasi équilibre, visible par un nombre de cellules
constant et une pO, stable (Figure 21). A ce moment, une intensité lumineuse de 2241 umol
de photons.m™.s™ a été appliquée pendant environ 40 heures (Figure 21). Aprés 10 heures
d’exposition, 1’abondance bactérienne a augmenté de 16,8 % et atteint une valeur maximale
(1,46.10° cellules par ml) mais la concentration en cellules a ensuite chuté jusqu’au lavage du
chémostat, entrainant inévitablement une pO, plus importante (Figure 21). Dans ces

conditions, la lumicre a eu un effet positif sur I’abondance bactérienne a court terme mais sur
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une plus longue période, un parameétre a été néfaste au maintien de la population. Deux
hypothéses ont pu étre émises suite a cette observation : (1) I’effet d’une photo-inhibition
apres un temps d’exposition prolongé et (2) la présence de virus (le génome de P. angustum
S14 contenant de nombreux prophages) qui pourraient étre activés par la lumicre et lyser la
population bactérienne. La recherche de virus en microscopie, réalisée sur deux
prélevements (avant lumiere et quelques heures apres exposition) s’est avérée négative et a
permis d’exclure la deuxiéme hypothése (données non montrées). L’ hypotheése de la photo-

inhibition en présence d’une trop forte intensité de lumicre s’est révélée étre la plus probable.
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Figure 21 : Evolution de ’abondance bactérienne (cellules/ml) et de la pO, (%) en fonction
du temps lors d’une exposition d une forte intensité de lumiére (2241 umol photon.m™.s™) et
d’une intensité plus faible (896 umol photon.m™.s™') aprés une phase d’obscurité (rectangle
gris) de 110 heures. Les losanges gris représentent les points de cytométrie et la courbe,

[’évolution de la pO..

Pour tester cette hypothése, 1’intensité de la lumiere a été¢ diminuée (expérience 2 a 4,
tableau 2). Une intensité de 406 pmol photon.m™.s™ a été imposée sur la population de P.
angustum S14 stabilisée (nombre de cellules par ml et pO, constants, Figure 22, 23A et 23B).
L’abondance bactérienne a montré la méme évolution que précédemment sur un des deux
réplicats réalisés (Figure 22) avec une augmentation du nombre de cellules de 20,5 % apres
10 heures d’exposition lumineuse suivi d’une brutale diminution alors que dans le deuxi¢me

réplicat, ’abondance cellulaire est restée stable a la lumiére avant de diminuer (Figure 23A).
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La chute de I’abondance cellulaire a pu étre maitrisée par une phase d’obscurité mais la
seconde phase d’exposition a 747 pmol photon.m™.s™ a enclenché presque immédiatement la
perte de la population (Figure 22). Par contre, une intensité encore plus faible (224 pmol
photon.m™.s™") n’a pas mis en avant d’augmentation de I’abondance bactérienne mais permet

un maintien de la population méme aprés 80 heures d’exposition a la lumiére (Figure 24A).
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Figure 22 : Evolution de [’abondance bactérienne (cellules/ml), de la pO (%) et du POC
(ugC/ml) en fonction du temps lors d’une exposition a une intensité de lumiere moyenne (406
umol photon.m™.s™) aprés une phase d’obscurité (rectangle gris) de 60 heures. Aprés une
bréve autre phase d’obscurité, une intensité plus forte (747 umol photon.m™.s™") a été
appliquée. Les losanges gris représentent les points de cytométrie, les ronds noirs, les

mesures de POC et la courbe, I’évolution de la pO..

Les résultats des mesures de POC ont révélé des profils aléatoires et difficilement
interprétables. En effet, la concentration de carbone particulaire a augmenté au fil du temps,
que ce soit en phase d’obscurité ou de lumiére, alors que le nombre de cellules n’est pas plus
important (Figure 22). Ces résultats nous ont conduit a formuler deux hypothéses: (1)
I’augmentation du POC est due a une augmentation du biovolume cellulaire et (2) les
variations de POC sont liées a un probléme technique (lors de la préparation des échantillons

ou lors des mesures a proprement parlé¢). Une mesure des biovolumes cellulaires réalisée en
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microscopie (données non montrées) montre que les biovolumes sont relativement constants
au cours du temps. La premicre hypothése n’est donc pas valide et les variations de POC
n’ont pas été expliquées. Toutefois, une meilleure efficacité d’utilisation du carbone a pu étre
envisagée pour le deuxiéme réplicat (Figure 23A) puisque la concentration en carbone
particulaire est plus importante a la lumicre (excepté pour un point au-dela de 150 heures) que
la mesure effectuée a 1I’obscurité et que les ratios C:N ont considérablement augmenté avec le
temps d’exposition (Figure 22C). Cela n’est plus du tout visible avec une intensité plus faible

(Figure 24A et 24C).
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Figure 23 : Evolution de [’abondance bactérienne (cellules/ml), du POC (ug C/ml) (A) ; les
losanges gris et les ronds noirs représentent les mesures de cytométrie et de POC
respectivement ; de la pO2 (%) (B) et du ratio C:N (C) en fonction du temps lors d’une
exposition a une intensité de lumiére moyenne (406 umol photon.m™.s™') en continue apreés

une phase d’obscurité (rectangle gris) de 120 heures.

La durée de I’exposition lumineuse n’est donc pas a l'origine du lavage des
chémostats mais des intensités plus fortes ont un effet 1étal sur les cellules. Inversement,
I’exposition a des intensités plus faibles supprime 1’effet escompté de la lumiére sur

I’abondance bactérienne mais réduit ’efficacité d’utilisation du carbone. Un moyen pour
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tenter d’observer ces mémes effets tout en conservant plus longuement la population
bactérienne et en se rapprochant encore plus des conditions naturelles était d’exposer
cycliquement a la lumiére (avec I’intensité la plus faible montrant un effet, soit 406 pmol

photon.m™.s™) 1a population.

2,E+08 120
1,E+08 [
, . . I 100
1,E+08 ] I [t 7] o I gl
» J @ i | T3 T H [: J L ] I
. J | \ . ° 80
1,E+08 1 |
E I'g ° £
= 8,E+07 60 S
[7} oo
© =
6,E+07 <]
40 =
4,E+07
20
2,E+07
A
0,E+00 0
0 50 100  Timein hours 150 200

50 Timein hours 150 200 s

100

100 120 140 160 180 200 220
Time in hours

Figure 24 : Evolution de |’abondance bactérienne (cellules/ml), du POC (ug C/ml) (A) ; les
losanges gris et les ronds noirs représentent les mesures de cytométrie et de POC
respectivement ; de la pO2 (%) (B) et du ratio C:N (C) en fonction du temps lors d’une
exposition @ une faible intensité de lumiére (224 umol photon.m™.s™) en continue aprés une

phase d’obscurite (rectangle gris) de 120 heures.

En exposition cyclique 12h-12h :

Les résultats obtenus (sachant qu’une contamination est survenue apres le cycle 4) ont
permis de suggérer qu’avec une exposition cyclique et a cette intensit¢ de lumiére, la
population bactérienne se maintenait tout au long du cycle en chémostat (soit pendant environ

300 heures) (Figure 25A). Les profils observés avant contamination n’ont cependant pas
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permis d’affirmer un effet positif de la lumiére sur la physiologie de la souche étudiée, ni en
terme d’abondance cellulaire, ni en terme d’efficacité d’utilisation du carbone (mesure de

POC) ni sur les ratio C:N calculés (Figure 25A et 25B), les profils étant trés variables.
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Figure 25: Evolution de |’abondance bactérienne (cellules/ml) et du POC (ug C/ml) (4) ; les
losanges gris et les ronds noirs représentent les mesures de cytométrie et de POC
respectivement ; du ratio C:N (B) en fonction du temps lors d’une exposition a une intensité
de lumiére moyenne (406 umol photon.m™.s™) en cycle 12h lumiére — 12h obscurité. Les

rectangles gris et blancs représentent les phases de lumiere et d’obscurité respectivement.

3. Conclusions

Le premier volet de ce projet de thése a permis de déterminer les conditions optimales
de croissance de P. angustum S14 et d’obtenir des résultats préliminaires sur les effets de la

lumicre sur 1’abondance cellulaire et sur 1’utilisation du carbone organique par la population
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bactérienne. L’ensemble des expériences réalisées a permis d’appréhender la technique de

culture continue et de maitriser les outils.

Etude physiologique

En testant des expositions allant de 206 pE a 2241pE en lumiére continue, une valeur
de 406 uUE s’est révélée suffisante pour observer des réponses cellulaires et éviter les
phénoménes de photoinhibition. Au fil des expériences, le choix d’une exposition cyclique
s’est impos¢ car une lumiere de moyenne intensité suffit pour générer un effet négatif ou
parfois létal sur la population bactérienne, conduisant a un lavage des chémostats.

L’eau de mer artificielle utilisée pour les cycles en chémostat (Berges et al., 2001), n’était pas
la plus appropriée pour la croissance bactérienne puisque la source d’azote (Nitrate, NaNOs)
devant étre réduite avant son incorporation demande a la cellule bactérienne une part
d’énergie plus importante pour é&tre assimilée. Elle procure ainsi un « stress
supplémentaire » a la souche. Le ratio C:N:P du milieu était de 426:26:1. La croissance était
donc co-limitée stoechiométriquement par le carbone et par 1’azote. En 1’absence de données
préliminaires, plusieurs intensités de lumiére ont été testées.

Les concentrations en carbone organique particulaire étaient, a cette intensité lumineuse,
significativement plus importante a la lumicére comparativement aux concentrations de
carbone organique particulaire obtenues lors des phases d’obscurité. Cela a permis de
suggérer une meilleure efficacité de I’utilisation du carbone par P. angustum S14 dans ces
conditions.

Une seconde eau de mer artificielle (Eguchi et al., 1996) a été par la suite utilisée. La source
d’azote a été remplacée par de I'ammonium (NHj) et le ratio C:N:P modifié. Ces
modifications ont apporté a la souche bactérienne de meilleures conditions de croissance et
seule une limitation en carbone a été imposée pour les cycles en chémostat suivant. Le taux
maximal de croissance avec 500 mg.I"' (concentration la plus proche de celle utilisée pour les
cycles en chémostat) de glucose a été estimé a 0,45 h™' et la lumiére ne I’a pas modifié. Les
effets observés avec la premiere eau de mer artificielle n’ont pas été observés dans ces
nouvelles conditions (Annexe C). Le temps d’exposition n’a pas engendré le lavage du
chémostat mais les effets sur I’abondance bactérienne et sur I’utilisation du carbone n’ont pas

¢été observés (Annexe C).
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Les effets positifs de la lumicre sur I’abondance bactérienne et I’efficacité d’utilisation
du carbone ont donc seulement été observés dans des conditions non optimales a la croissance
de P. angustum S14 (forte et moyenne intensité en co-limitation carbone-azote) alors qu’en
améliorant ces conditions (une source d’azote plus facilement assimilable et une limitation
unique par le carbone), les avantages n’ont plus été visibles. Par contre, les effets négatifs
(chute et perte de la population bactérienne) ont pu étre évités. L’ensemble de ces résultats
nous a permis de formuler I’hypothése que la protéorhodopsine serait utilisée par la souche

bactérienne selon ses besoins et les conditions environnantes.

Optimisation technique de la culture continue.

Le premier probléme rencontré lors de la mise en route du dispositif fiit les grandes
variations du volume au sein de la chambre de culture (expérience 1 et 2, Tableau 2). Au
départ, les pompes fournies et reliées aux chémostats ont été utilisées. Le réglage de celles-ci
se faisait par un calibrage en pourcentage de la pompe d’entrée et de sortie. En testant
plusieurs pourcentages et en mesurant le volume émit par les pompes sur un temps donné, le
débit désiré pouvait étre obtenu, en théorie. Nous avons observé des variations de débit entre
les pompes pour un méme réglage et dans le temps pour une pompe donnée, ce qui a nécessité
des calibrations indépendantes pour chaque pompe afin d’obtenir exactement le méme débit
en entrée et en sortie. La variabilité au cours du temps des volumes délivrés étant toujours trés
importante, une pompe péristaltique indépendante (Masterflex, Cole-Parmer Instrument

Company, 1-100 RPM) a été ajoutée au dispositif afin de garantir une meilleure stabilité.

Le suivi en temps réel de la pO, a permis de constater que la quantité¢ d’oxygene au
sein du chémostat diminuait dangereusement et limitait peut étre davantage la croissance de la
souche que le substrat (carbone) choisi (Figure 20, Figure 21, Figure 22B et Figure 23B). Le
calibrage de la sonde a oxygene s’est fait en deux étapes pour calibrer le 0 % et le 100 %.
Pour éliminer le maximum d’oxygene, un mélange d’acide acétique pur et de bicarbonate de
soude a été inséré dans un flacon bouché, laissant uniquement une ouverture pour y insérer la
sonde. L’ oxygene était dégradé a I'intérieur du flacon et le 0% pouvait étre obtenu. Le 100%
était obtenu en laissant la sonde mesurer une valeur a 1’air libre. Deux modifications ont été

apportées au niveau de ’aération :
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- la premicre fut d’augmenter la quantité d’air comprimé stérile envoyé pour
saturer le milieu en oxygene, mais bien qu’en utilisant un débit d’air important, la courbe

donnée par les mesures en temps réel montrait une diminution constante ;

- la seconde fut donc de changer le calibrage du 100 % en plongeant la sonde
dans le milieu de culture frais, aprés une agitation et une aération maximale d’une heure.
Avec ces deux nouveaux changements, la pO, restait bien a son maximum méme durant la

période de croissance en batch avant le début du cycle en chémostat.

Le dernier probléme rencontré lors de cycles en chémostats a été la difficult¢ de
maintenir la pureté de la culture. Le plus grand risque de contamination provenait du moment
ou le réservoir 1 (milieu de culture frais) devait étre changé. Nous avons utilisé trois systemes
différents pour le renouvelement du milieu. Tout d’abord, une bouteille en pyrex (Duran)
autoclavable de 5 litres était utilisée. Lorsqu’elle était vide, la bouteille était ouverte, la
stérilité « maintenue » a ’aide d’un bec benzéne. A 1’aide d’une autre bouteille pleine de
milieu autoclavé, elle était de nouveau remplie. La fréquence soutenue du changement de
milieu et I’environnement de la salle amenaient a des contaminations réguli¢res. Une autre
tentative visant a remplacer les bouteilles et a transférer les bouchons n’a pas donné de
meilleurs résultats (Figure 26A). Finalement, des bidons de 20 litres ont été installés
permettant de réduire la fréquence des changements, mais générant des contraintes de
stérilisation (six heures d’autoclavage). Une fois le réservoir presque vide, il était rempli a
I’aide d’une pompe péristaltique a I’aide d’un tuyau sortant du bouchon (Figure 26B) fermé
par une pince et plongé dans de 1’éthanol 70° qui était connecté a un autre tuyau stérile
¢émanant du nouveau réservoir plein au moment de remplir. Avec ce dernier systéme, les
contaminations ont été beaucoup plus rares mais le risque reste important et il faut étre tres

attentif et prudent durant cette étape délicate.

Choix des conditions de croissance pour les prochaines expériences

L’ensemble de ces mises au point a permis de sélectionner les conditions optimales

pour obtenir des expériences en cultures continues et ainsi tester 1’hypothése centrale de ce

travail de thése.
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Chapitre 111 : Conditions de croissance et tests expérimentaux en culture continue...

Dans le chapitre suivant, les conditions choisies ont été les suivantes :

- Débit avoisinant les 100 mLh™, bien que légérement variable, I’état de quasi
équilibre est valable (cf. chapitre V) ;

- Intensité lumineuse cyclique (12-12) de 406 pmol photon.m™.s™;

- Saturation en oxygene ;

- Limitation par le carbone avec un C:N:P de 54:28:1 (Eguchi et al., 1996);

- Concentration de glucose a 540 mg.I"' et 108 mg.I" ;

- pHnon ajusté ;

- Réservoir de 20 litres contenant 1’eau de mer artificielle stérile.

Tuyau e
plongeant dans

la bouteille
‘WM .

Figure 26 : Photographie des bouchons utilisés pour le réservoir 1 du dispositif de culture

continue pour la bouteille de 5 litres (A) et le bidon de 20 litres (B).
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CHAPITRE IV

Effet d’une exposition
cyclique a la lumiere sur le
meétabolisme du carbone de

Photobacterium angustum
S$14 en limitation de glucose

(540 mg/l et 108 mg/l)
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CHAPITRE IV: EFFET D’UNE EXPOSITION CYCLIQUE A LA LUMIERE
SUR LE METABOLISME DU CARBONE DE Photobacterium angustum
S14 EN LIMITATION DE GLUCOSE.

1. Résumé du chapitre

Les procaryotes contenant la protéorhodopsine sont des micro-organismes largement
distribués et répartis parmi de nombreux taxons bactériens. Ils sont capables d’utiliser la
lumiére comme source d’énergie supplémentaire grace a cette protéine fonctionnant comme
une pompe a protons. Leur importance dans les écosystémes marins et leur capacité a générer
de ’ATP ont permis de suggérer qu’ils puissent jouer un role important dans les flux de
matiere et d’énergie dans les océans. Actuellement, seule une étude en culture fermée a mis
en évidence un avantage de croissance pour les bactéries ayant un potentiel phototrophe via la
protéorhodopsine. Ce travail vise a étudier les effets de la lumiére sur les rendements en
carbone de P. angustum S14, une Gammaprotéobactérie contenant la protéorhodopsine, en
utilisant des expériences en culture continue. Des expositions cycliques (12h-12h) lumiere-
obscurité ont été utilisées dans deux conditions de substrat différentes : (1) avec une plus forte
concentration de glucose et (2) avec une plus faible concentration de glucose, engendrant un
pH acide et neutre respectivement. Nous observons un rendement de carbone plus important
lorsque les concentrations de substrats sont faibles par comparaison aux hautes concentrations
en carbone. Cela refléte une activité physiologique de P. angustum S14 qui est plus adaptée a
un pH neutre. Un effet des cycles lumiére-obscurité avantageux et significatif a été observé
par rapport a une population uniquement exposée a 1’obscurité totale mais également durant
les périodes de lumiere par rapport a celle d’obscurité pendant les phases de cycles elles
mémes, mais uniquement lorsque les concentrations en substrat sont élevées. Les rendements
en carbone mesurés ont été utilisés pour estimer le coefficient de maintenance énergétique
selon le modele de Pirt. Cela a permis d’obtenir une donnée chiffrée du stress imposée a la
population bactérienne. Il apparait que la réponse a la lumiére par P. angustum S14 soit plus

influencée par la balance énergétique que par les concentrations en substrats.
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2. Introduction

De nombreux micro-organismes contiennent la protéorhodopsine (Campbell et al.,
2007; Rusch et al., 2007; Sabehi et al., 2004) et sont capables de photohétérotrophie c’est-a-
dire de passer d’un métabolisme hétérotrophe a un métabolisme phototrophe. La
protéorhodopsine est une protéine transmembranaire connu pour fonctionner comme une
pompe a protons dépendante de la lumicre (Béja et al.,, 2000). L’énergie lumineuse est
transformée en potentiel de gradient chimique utilisé pour la synthése d’ATP. Les rdles
attribués a cette protéine dans les écosystémes marins sont trés controversés et mal compris.
Seulement une souche bactérienne contenant la protéorhodopsine (Dokdonia sp. MED 134) a
révélé une amélioration de croissance lors d’une exposition lumineuse (Gémez-Consarnau et
al., 2010; Gonzalez et al., 2011; Kimura et al., 2011). Cependant, tous les parameétres n’ont
pas été pris en compte lors des études physiologiques réalisées jusqu’a aujourd’hui, et parmi
eux, la maintenance énergétique, un paramétre qui pourrait étre indispensable pour
appréhender les comportements bactériens étudiés. La maintenance énergétique est connue
pour étre scindée en deux, une part de 1’énergie disponible est consacrée a la production de
biomasse et I’autre partie au maintien cellulaire. Si la part d’énergie dédiée au maintien est
faible, autrement dit, si la bactérie est dans des conditions optimales de croissance, la
biomasse produite pourra étre importante. En revanche, si la cellule nécessite d’utiliser
beaucoup d’énergie pour survivre, en condition de stress par exemple, il sera plus difficile
pour elle de produire de la biomasse. En culture continue, le modele de Pirt (1975) est dérivé
de celui de Monod (Monod, 1950) et prend en compte ce parametre de maintenance
énergétique. Ce modele a été appliqué aux expériences présentées dans ce chapitre puisque le
modele classique de Monod n’expliquait pas correctement les données obtenues (la biomasse
augmentait avec le débit alors que le modele de Monod implique que seule la concentration
en substrat controle la biomasse). Aucun des concepts présentés ici (les chémostats et le
modele de Pirt) n’est nouveau mais, la connexion et 1’association des deux n’ont encore
jamais été explorées. Deux grandes séries d’expériences ont été valorisées dans D’article
scientifique suivant. La premiere comprend des dupliquas des chémostats et leur témoin
négatif dans lesquels la concentration de substrat entrant est forte, la biomasse importante et
le pH acide. La seconde comprend également des dupliquas des chémostats et leur témoin
négatif dans lesquels la concentration en substrat est plus faible, la biomasse également et le

pH neutre. Le pH neutre a été obtenu par la réduction de la biomasse (I’ajustement du pH par
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un ajout de soude a également été testé, Annexe D). Nous imposons donc des stress différents
a la souche bactérienne. Le point méthodologique original est qu’ici, a I’inverse des
chémostats classiques, le taux de dilution n’était pas parfaitement stable donc 1’état de parfait
équilibre inexistant. Cependant, les variations étaient suffisamment faibles et lentes pour
assurer un état quasi stationnaire se déplacant d’un équilibre a un autre (Annexe E). Ainsi, de
nombreux points différents de taux de croissance et de rendement ont pu étre obtenus et le
stress, dans lequel la population bactérienne était soumise, a pu étre comparé et estimé par le
calcul numérique de la maintenance énergétique. Cet article permet de répondre aux questions
suivantes : (1) Quelles sont les différences en rendements carbone dans des conditions
d’obscurité et de lumiere sur une population de P. angustum S14 ? (2) Le stress imposé a la
population bactérienne engendre t-il des changements dans le métabolisme ? (3) La lumiére a
t-elle un effet sur I’efficacité¢ d’utilisation du carbone ? Il permet également d’explorer de
nouvelles idées quant au métabolisme cellulaire. Les bactéries ont elles un comportement
dépendant du carbone organique disponible ou est — ce que 1’élément déterminant est leur

besoin énergétique ?

3. Article1

Light-driven increase in C yield is linked to maintenance in the

proteorhodopsin-containing Photobacterium angustum S14.

Submitted in ISME in December 2013
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Abstract

Proteorhodopsin-containing prokaryotes (PCPs) are photoheterotrophic microorganisms
containing transmembrane light-driven proton pumps called proteorhodopsins (PRs). Due to
the prevalence of these organisms in the upper water column of the World’s Ocean, and their
potential for ATP generation, PCPs have been suggested to significantly influence energy and
matter flows in the biosphere. To date, evidence for the significance of PCP light-driven
metabolism has been obtained by comparing growth in batch culture, under light versus dark
conditions, and it appears that responses to light are linked to unfavorable conditions, which
so far have not been well parameterized. We studied light responses to carbon yields of the
PCP Photobacterium angustum S14 using chemostat conditions and light-dark cycles. We
observed significant effects of light-dark cycles as well as significant differences between
samples after 12 h illumination versus 12 h darkness only under higher substrate levels
leading to higher cell counts (c.a. 5-10 « 10® cells » mI™") and lower pH. Responses of yield to
changes in growth rate were used to estimate Pirt’s maintenance coefficient and to assign for
the first time a metric for these so-called unfavorable conditions that might be useful to
evaluate energetic budgets and the potential for light-driven metabolism by PCPs. It appears
that light responses by Photobacterium angustum S14 are linked to energetic balance rather

than to substrate concentrations.

Keywords: Carbon yield / Photobacterium angustum / photoheterotrophy / Pirt model /

proteorhodopsin.
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Introduction

Proteorhodopsin-containing  prokaryotes (PCPs) are  photoheterotrophic
microorganisms containing transmembrane proton pumps called proteorhodopsins (PRs).
These organisms were discovered over a decade ago when a metagenomic fragment
belonging to the gammaproteobacterial SAR86-cluster was shown to contain a gene with
homology to the bacteriorhodopsins found in Archaea (Beja et al 2000). The opsins in PR
were shown to contain seven-transmembrane a-helices and to require the chromophore retinal
for their light-driven proton pump activity (Beja et al 2000). In the presence of photons the
covalently bound retinal molecule isomerizes and changes the opsin conformation, resulting
in a proton translocation from the inside to the outside of the cell. This proton-pump activity
generates a proton motive force (pmyf) across the cell membrane, which has been postulated to
lead to ATP generation by PCPs. In fact, light-driven ATP production via PR has been shown
in recombinant E. coli cells to power general cellular functions like trans-membrane nutrient
transport or flagellar rotation (Martinez et al 2007, Walter et al 2007). Although PR-based
ATP generation has not been directly measured in the environment, PRs have been shown to
be widely distributed (e.g. Beja et al 2001, de la Torre et al 2003, Rusch et al 2007), PR-
coding genes are expressed in the environment (Lami et al 2009) as well as in pure culture
(e.g. Akram et al 2013, Feng et al 2013, Giovannoni et al 2005, Gomez-Consarnau et al
2007a, Riedel et al 2010), and PR-based ATP generation has been hypothesized to have
possible effects in growth rates (Fuhrman et al 2008, Gomez-Consarnau et al 2007a), carbon
metabolism (Fuhrman et al 2008, Gonzalez et al 2008), transport (Fuhrman et al 2008), as
well as starvation survival (Akram et al 2013, Gomez-Consarnau et al 2010, Steindler et al

2011) among others.

Since their discovery, a number of studies have widened our knowledge regarding
PCPs. Genomic and metagenomic studies, including large insert cloning, shotgun sequencing
and single-cell genomics indicate that PR-coding genes are present in a wide taxonomic
spectrum of microorganisms, particularly among environmentally abundant planktonic
prokaryotes like the alphaproteobacterial clades SARI11 (Cand. Pelagibacter ubique;
Giovannoni et al 2005) and SAR116 (Cand. Puniceispirillum marinus; Oh et al 2010), the
gammaproteobacterial clades SAR86 and SAR92 (Beja et al 2000, Sabehi et al 2004, Stingl et
al 2007a), the marine actinobacterial clade OM1 (Cand. Actinomarinidae; Ghai et al 2013),
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and the marine Euryarcheota (Frigaard et al 2006). PR-coding genes were also found in a
number of strains belonging to groups frequently isolated from seawater such as the families
Vibrionaceae (Akram et al 2013, Gomez-Consarnau et al 2010, Wang et al 2012) and
Flavobacteriaceae (e.g. Gomez-Consarnau et al 2007b, Gonzalez et al 2008, Riedel et al
2010). More significantly a number of studies mostly using real-time PCR or genomic data
(as PRs are difficult to detect directly) has shown that PCPs might represent a large
proportion of the total bacterioplankton of the upper water column (e.g. Campbell et al 2008,
Riedel et al 2010, Rusch et al 2007). These high abundances, combined with the potential
roles of PR based ATP generation suggest that these organisms might have a significant

impact on the ecology and biogeochemistry of marine systems.

Despite this relatively large amount of knowledge acquired for a group of bacteria
discovered just over a decade ago, it is also remarkable that the significance of PR-based
phototrophy in the ecology and biogeochemistry of the oceans remains poorly understood. Of
primary significance, hypothesized effects of PR to global biogeochemistry, such as light
stimulation of growth and carbon yield remain controversial, since experiments with different
strains are non-concordant. So far, light stimulation of growth and yields under favorable
conditions has only been shown for the flavobacterial strain Dokdonia sp. MED134 (Gomez-
Consarnau et al 2010, Gonzalez et al 2011, Kimura et al 2011), and this strain appears to
represent the exception, since in all other strains tested so far, either light stimulation on
growth was not observed [e.g., SAR11 (Giovannoni et al 2005), SAR92 (Stingl et al 2007b),
Polaribacter sp. MED152 (Gonzalez et al 2008) and Dokdonia sp. PRO95 (Riedel et al 2010,
Riedel et al 2013)], or effects of light exposure were only observed under unfavorable
conditions, such as an enhanced survival after prolonged nutrient limitation in Vibrio sp.
AND4 (Gomez-Consarnau et al 2010), respiratory stress in Vibrio campbellii BAA-1116
(Wang et al 2012) or under ionic stress in Psychroflexus torquis (Feng et al 2013). However it

is worth to note that all these experiments were performed in batch cultures.

Combined, these studies led Feng and coworkers (Feng et al 2013) to hypothesize that
“PR may be an important provider of light-derived energy under stress conditions” and to
suggest that “PR may have a broader effect when marine prokaryotes encounter pH,
temperature or other kinds of stress conditions” due to a “diversion of energy from growth

and biosynthesis to maintenance and survival functions.” In support of this hypotheses we
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report in this study that increases in carbon yields by the PR-containing bacterium P.
angustum S14 grown in chemostats under light-dark cycles were observed at conditions
leading to higher maintenance energy levels, possibly caused by low pH. Since the
experiments were performed in chemostats we were able to estimate maintenance energy
levels and apply a theoretical framework to parameterize these unfavorable conditions. These
results suggest that rather than responding to substrate limitation (or availability) or to
specific “stress” factors, PR-containing organisms might respond to the energetic balance of

the cells.

Materials and methods

Bacterial strain and growth conditions

The PR-containing strain Photobacterium angustum S14 (formerly Vibrio sp. S14)
was isolated in June 1981 from surface waters (1 m depth) of Botany Bay, New South Wales,
Australia (Humphrey et al 1983). Its genome has been sequenced (Lauro et al 2009) and
contains the entire PR-opsin and retinal biosynthetic pathway. This strain has been widely
used as a model marine bacterium, as a copiotroph (Lauro et al 2009, Williams et al 2009)

and as a model for UV resistance studies (Matallana-Surget et al 2009).

Prior to all inoculations, the strain was pre-cultured in the dark at 25°C and 110 rpm in
50 ml of same medium as that used for chemostat growth. Inoculation of the chemostats
occurred at approximately after 8 hours, when pre-cultures reached an optical density at 620
nm (ODgonm) of about 0.7 (“high” substrate condition) and 0.4 (“low” substrate condition),

measured with a model 1200 spectrophotometer (Fisher Bioblock, France).

Chemostat Experiments

Changes in Y (ratio of POC 1" / C in glucose I in the inflow medium) of P. angustum
S14 were tested at two substrate concentrations. “High” substrate medium was prepared in
artificial seawater (ASW, Eguchi et al 1996) using glucose (3 mM) as the sole carbon source,
and NH4CI (9.35 mM) and NaH,PO4 (0.33 mM) as sources of N and P yielding a final molar

C:N:P ratio of 54:28:1 to assure stoichiometric carbon limitation. For the “low” substrate
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medium, glucose, NH4Cl and NaH,PO, were diluted 5-fold. All chemostat experiments were
performed in Labfors Lux 3 photobioreactors (Infors HT, Switzerland). Inflow was controlled
with an external peristaltic pump (Masterflex, USA) to provide fresh media. Outflow was
controlled by the bioreactor’s peristaltic pump and placing the outflow at a height to keep the
chemostat at a constant 1 liter volume. Temperature of the bioreactor was set to 25°C,
aeration was provided by a vacuum pump/compressor (KNF Neuberger, Germany) with a rate
of 250 ml per minute and was set at 300 rpm with a mechanical stirrer, leading to oxygen
saturation above 90% in all vessels. Fluorescent bulbs (14 W Grolux, FSWT5-GRO,
Sylvania, UK) were used as light sources giving a light intensity (Photosynthetic Active
Radiation) of 406.7 pE * m™« s™' measured in the media prior to inoculation with a model

QSL irradiance meter (Biospherical Instrument Inc., USA).

Based on preliminary experiments that showed P. angustum S14 was inhibited by
continuous illumination under certain media formulations, we measured carbon yields in
duplicate vessels using 12 h light: 12 h dark cycles and comparing yields in a single control
run in continuous darkness. 10 ml of the pre-culture were transferred into the bioreactor and
the strain was grown in batch mode to an ODgyonm Of about 0.4 (“high” substrate condition)
and to an ODgonm of about 0.15 (“low” substrate condition) measured as described above, at
which time the feed and outflow pumps were started. For all experiments the target dilution
rate was of 0.1 1 « h”' corresponding to about a quarter of the maximum growth rate of P.
angustum S14 in the “high” substrate medium. Oxygen saturation, temperature and pH were
followed using built-in sensors of the bioreactor (Infors HT, Switzerland). Once ODgpnm Was
stabilized (c.a. between 90 and 110 h), triplicate samples for particulate organic carbon
(POC), particulate organic nitrogen (PON) and cell counts were collected (these samples were
considered as equivalent to those in the dark control), and at this stage the light was turned on.
For the following six 12 h light : 12 h dark cycles, triplicate samples for ODg20nm and cell
counts were taken about every 4 h and samples for POC every 12 h (near the end of the light
or dark phases). Sampling was stopped for the following five cycles and sampling was
restarted at the same regime from cycles 12 and 13. ODg2omm, cell counts and POC sampling
for the dark only controls were taken at times equivalent to those taken in the treatments.
Actual dilution rates were estimated by measuring the volume of outflow integrated over

about 24 h.
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Batch Experiments

In order to obtain growth characteristics of P. angustum S14 in batch and in conditions
equivalent to those used in the chemostat experiment, we performed duplicate growth curves
in the light (407 pE » m™+ s™) and in the dark using the “high” substrate medium and the
same parameters used in the chemostat experiments. Growth was estimated from ODgonm

measurements as above.

The optimum pH for growth was tested in duplicate using the ‘“high” substrate
medium to which buffers MES (Sigma-Aldrich; for pH 5.5-6.5), HEPES (Sigma-Aldrich; for
pH 7.0-8.0) or AMPSO (Sigma-Aldrich; for pH 8.5-10.0) were added at 2.0 mg/ml. pH was
adjusted to a 5.5-10.0 range using 25% (v/v) concentrated HCI or 1 N NaOH. Growth was
followed in 24 well plates (Evergreen Scientific, USA) incubated at 25°C in the dark at 100
rpm. ODgyonn Mmeasurements were obtained using a Paradigm™ Multi-mode Detection

Platform (Molecular Devices, USA).

POC and PON measurements

Particular organic carbon (POC) and particular organic nitrogen (PON) were measured
from triplicate samples taken as follows: a volume of 5 ml (“high” substrate experiments) and
10 ml (“low” substrate experiments) were filtered through glass fiber filters (GF/F, Whatman,
UK), which were finally placed in glass vials, dried for 8 h, and acidified with concentrated
HCI for at least 8 h and dried. All used filters as well as glass vials had been pre-combusted at
450°C for at least 12 h. The CHN content was measured with a Series II 2400 CHNS/O
Analyzer (Perkin-Elmer, USA) using a modification of the Dumas method (Jacobs 1965).
Final POC and PON values were subject to an outlier analysis where any of the triplicate
samples whose value was higher than 2-fold or lower than !4 of the standard deviation of the
remaining two samples was considered as an outlier. These values were removed from the

analysis.
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FACS and optical density measurements

Triplicate 2 ml samples were fixed with 1% glutaraldehyde (Sigma-Aldrich, USA), flash
frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C. For cell counting samples were diluted 100 fold
and stained for 15 min with a 1:400 dilution of SYBR green I (Molecular Probes, USA). Cell
counts were measured in triplicate by flow cytometry using a FACSCalibur flow cytometer
(Becton Dickinson, USA) equipped with an air-cooled argon laser (488nm, 15nM) as
previously described (Van Wambeke et al 2011).

Final ODgyonm measurements (shown in all figures, except for Figure 1) were taken in
triplicate in 96 well microplates from the same fixed samples using a Paradigm™ Multi-mode

Detection Platform (Molecular Devices).

Glucose measurements

Residual glucose in the medium was measured in triplicate filtrate samples (of the filters
used for POC) using a Glucose Assay kit (Sigma-Aldrich) adapted to a 48 well-microplate

M Multi-mode Platform (Molecular

format with ODsgun measured using a Paradigm’
Devices). Since, as expected, all measurements from experimental Vessels H1 were in the
micromolar range, thus negligible compared to the concentration of the inflow medium, a
subset of samples were measured in triplicate (dark and light samples in cycle 13, and the last

sample for the controls) for the remaining experiments.

Data analyses

Statistical analyses were performed using the R (http://www.r-project.org) software
environment. Estimation of values of the maintenance coefficient, as well as the modeling
used to evaluate quasi steady state conditions was scripted and ran using scilab
(https://www.scilab.org/). Details of these analyses are presented in the supplementary

methods.
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Results

Theoretical Framework

The experimental design was based on relatively simple arguments and theoretical
framework. The idea was that in the exponential phase of batch cultures, when growth rates
(n) are estimated, substrate concentrations are not in limiting supply thus less likely to elicit
light responses by PR-containing bacteria. In addition, when estimating the significance of
PR-containing bacteria to carbon biogeochemistry, measurements of carbon yield (Y) rather
than growth rates might represent a more relevant measure. Therefore, we studied carbon
yields of strain P. angustum S14, using carbon-limiting media in photobioreactors set in
chemostat mode at specific dilution rates (D) and compared dark conditions and illuminated
conditions. According to the classic chemostat equations (Monod 1950), at steady state, and if
the concentration of the limiting substrate in the vessel is negligible in comparison to the
concentration in the inflow, the cellular biomass in the chemostat is expected to be a product
of the concentration in the inflow medium and the yield (Y) on the limiting substrate. Thus to
a certain extent, biomass is independent of changes in D. Thus we hypothesized that when the
chemostat was illuminated some ATP could to be supplied to cells by PR-based phototrophy,
leading to less respiration and to more carbon available for biosynthesis. In this case Y should
increase and the expectation would be that under illuminated conditions more biomass would

be present in the chemostat.

Batch experiments

In order to evaluate the effect of light on growth of P. angustum S14 in batch and
estimate growth parameters in the media to be used in chemostats, batch experiments were
run in photobioreactors with the same medium, substrate, agitation and aeration as those used
in chemostat experiments at “high” (i.e. 3 mM glucose) substrate levels. In these conditions
P. angustum S14 grew at a rate of approximately 0.4 h™' and the growth rates were not
significantly different (ANCOVA p =0.71) between illuminated (0.442+ 0.047) and dark
(0.468+0.047) conditions (Figure 1).
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Figure 1: Growth in batch of P. angustum S14 in photobioreactor experiments using “high
substrate additions. Duplicates growth in dark (black curves) and in the light (406 uE sm™

-1
sec”, grey curves).

Chemostat experiments: “high” substrate levels

The first set of chemostats were run on what we called “high” substrate levels. The
progression of biomass in two replicate chemostats (Vessel Hl and Vessel H2) under 12 h
light and 12 h dark cycles, and in a control chemostat kept in the dark (Control H), is shown
in Figure 2. We observed that after about 80 h, the ODgonm and cell counts (Supp. Fig. S1)
were relatively stable (within £ 0.5X of average values) except in Vessel H1 where ODg2onm
and cell counts increased with a corresponding decrease in pH at ca. 140 h, a time
corresponding to a new batch of medium being used (Supp. Fig. S1; arrow). The pH was low
in all vessels (c.a. 5.0-6.0) when compared to the optimum pH for growth of P. angustum S14
(pH 8.0-9.0; data not shown) reflecting the relatively high cell counts (ca. 0.5-1.0 *10° cells
ml™"). Throughout 13 light-dark cycles all parameters were relatively stable in both replicates
as well as in the control. We observed nonetheless a slight increase in particulate organic
carbon (POC) throughout the entire experiment for Vessel H1, as well as more marked
increases after 12 h illumination, particularly during cycles 12 and 13 in Vessel H1 and

during early cycles in Vessel H2 (Figure 2).
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Figure 2: Effect of cyclic 12 h illumination and 12 h darkness the biomass of P.
angustum S14 grown in chemostats under “high” substrate conditions. Grey and white
vertical bars represent dark and light periods respectively for treatment chemostats, onto
which data from the dark-only control were plotted based on sampling time. White squares,
grey squares and black squares represent ODgsonm values for Vessel HI, Vessel H2 and
Control H respectively. Open circles with dotted lines, grey circles with grey lines and black

circles with black lines represent POC values for Vessel HI, Vessel H2 and Control H,

respectively.

Clear decreases on C:N ratios after 12 h of illumination — driven by larger increases in
PON relative to increases in POC (Supp. Figure S2 — were observed in both vessels, and these
variations were not observed in the control chemostat (Figure 3). Assuming each light-dark
cycle as a replicate measure, after cycle 4 this decrease was very significant (ANOVA p
<0.001) for Vessel H1 and significant (p=0.022) for Vessel H2. Glucose concentrations in all
measured samples were in the micromolar range (about 1:1000 than that of the inflow media),

and thus it was assumed to be zero in subsequent calculations.

One remarkable observation was that the average POC values, and thus Y (expressed
in % hereafter), were significantly higher (ANOVA p<0.001) in the dark control
(121.26+4.84 mg + 1), than either of the treatment Vessels [101.07+0.62 (H1) and
104.15+3.34 (H2) mg » I''] and this difference existed even when only comparing values prior

to the start of light-dark cycles (Figure 2). Apart from the obvious difference in light regimes
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between the treatment vessels and the control, we observed during experiments that the
dilution rates could not have been maintained perfectly constant (Supp. Figure S3). Variations
in dilution led the chemostat to a sequence of quasi-steady states that allowed measurements
under different dilutions. Under Monod’s model (Monod 1950) the higher dilution rate in the
control should not have led to a higher Y (we recall in the Supplementary Methods that
Monod’s model predicts that POC values at equilibrium should decrease with an increase in
dilution rates, which was not observed, likely invalidating the use of the classical Monod’s
model to explain our results). On the other hand, an increase in Y with p is expected under the
alternative Pirt Model. This model is a slight extension of the Monod-s model, simply adding
a maintenance term (maintenance coefficient, m; Pirt 1965). For large values of the dilution
rate, the maintenance consumption is negligible compared to the total growth, which explains
why Monod’s model is often used in biotechnology or industrial microbiology without this
maintenance term. In our study it appears that dilution rate was sufficiently small so that the
maintenance has to be considered. Pirt’s model has been part of a recent review on microbial

energetics (Hoehler and Jorgensen 2013) and the choice of this model appeared as a good

alternative to Monod’s model, to explain our results.
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Figure 3: Effect of cyclic 12 h illumination and 12 h darkness on the C:N ratio of P.
angustum S14 cells grown in chemostats under “high” substrate conditions. Vertical bars are

as in Figure 2. White circles, grey circles and black circles represent C:N ratios for Vessel

HI, Vessel H2 and Control H, respectively.
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We used Pirt’s theoretical framework (Supplementary Methods) and estimated m
values from a regression line between 1/Y and 1/p, assuming the system was at steady state
(i.e. u=D). To evaluate the maintenance coefficient under different conditions, regressions
parameters were calculated for Y values measured in continuous darkness (in both replicates
and in the control; Rpp), Y values measured after 12 h illumination (Rrc) and Y values
measured after 12 h darkness (Rpc). Since D was measured at different times at a lower
frequency than Y, three regressions lines were calculated using three different values of D
[prior (Rpp-p, Rrcr ,Ricp), after the Y measurement (Rpp.a, Rica ,Rica), and using
interpolated D values (Rpp.i, Rica,Rica)]. The results (Figure 4) show that m was higher
(0.142+0.020 h™") when Y was measured in continuous darkness (Figure 4A) than both when
Y was measured after 12 h illumination (m=0,005+0.036 h'; Figure 4B) or after 12 h
darkness (m=0.007+0.040 h™'; Figure 4C), suggesting that light dark cycles might have led to

a decrease of the maintenance coefficient of P. angustum S14.

While the observed variations in dilution rates allowed us to compare values of Y for
different values of D at the different times in a single experiment, the chemostats had to be in
steady state or quasi-steady state at each of the measurement points in order for this strategy
to be valid to estimate parameters of Pirt’s model. The assumption that the chemostats were at
quasi steady state was confirmed by a goodness of fit of measured values to a numerical
integration of the Pirt model, using parameters measured either in the chemostats or in batch

experiments (Supp. Methods).

Since we observed an effect of varying dilution on yields, in order to test whether
light-dark cycles led to differences in carbon yields without the confounding effect of varying
dilution rates, we estimated expected yields (Ygsr) from interpolated D values using
regression Rppy (black diamonds in Figure 4A). These values were then subtracted from the
measured Y values (Yops) yielding an anomaly (Yoss-Ygsr) that allowed a comparison of
yields under light and dark conditions, again independent of variations in D (Figure 5). It is
clear that this anomaly was significantly lower for samples taken in continuous darkness
(0.23£3.71) than for samples taken after 12 h illumination or after 12 h darkness (ANOVA;
post hoc Tukey’s test; p<0.001). Yoss-Yest was not significantly different between samples
taken after 12 h of illumination and those taken after 12 h of darkness based on the ANOVA

post-hoc Tukey test (p=0.10), but a pairwise t-test found that the mean for samples taken after
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12 h of illumination (6.91+4.21) was significantly higher (p=0.043) than for those taken after
12 h of darkness (5.05+3.14).

15
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8 9 10 11 12 13 14 15

1/u (h)

Figure 4: Relationship between carbon yields (Y) and growth rate of P. angustum S14
grown in chemostats under “high” substrate conditions used to estimate Pirt’s maintenance
coefficient. Growth rates were estimates from integrated dilution rates measured prior (grey
diamonds, grey regression lines) or after (open diamonds, dotted regression lines) Y samples
were taken, or using interpolated values (black diamonds, black regression lines). A) Cells
kept in continuous darkness until sampling. B) Cells sampled after 12 h of illumination (406
UE +m? «sec”!). C) Cells sampled after 12 h darkness.
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Finally photoinhibition such as that observed in V. campellii BAA-1116 (Wang et al
2012) could be suggested as an alternative explanation to the observed lower values of yields
in illuminated chemostats compared to those in the control, but this seems unlikely since 1)
lower POC (thus Y) were observed previous to the first cycle, 2) POC (thus Y) increased or
stayed relatively stable after 13 cycles, while a decrease would be expected under
photoinhibition 3) the anomaly Yogs-Yrst was always higher in illuminated chemostats when
compared to the control and 4) inhibition of growth rates would have led to relatively higher

residual substrate at steady state than we observed.

15
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_10 1 1 1 1 1 1 1 1
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Figure 5: Effect of cyclic 12 h illumination (406 uE » m™ * sec”') and 12 h darkness on
the carbon yield of P. angustum S14 grown in chemostats under “high” substrate conditions.
The Yops-Yesr anomaly corresponds to Y values corrected for the effect on Y of varying
dilution rates. Dark bars: Cells kept in continuous darkness until sampling. Light bars: Cells
sampled after 12 h of illumination. Grey Bars: Cells sampled after 12 h darkness. The
asterisk corresponds samples from Vessel HI and Vessel H2, prior to the start of light dark

cycles.
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Chemostat experiments: “low” substrate levels

A second set of experiments were run at what we called “low” substrate levels (600
uM glucose, same C:N:P ratio). As for the “high” substrate levels experiments, two replicate
chemostats under 12-12 cycles (Vessel L1 and Vessel L2) and a dark control chemostat
(Vessel L) were performed. Contrary to our expectation, we did not observe the same effects
of light on carbon yields and stoichiometry of P. angustum S14 under a lower level of
substrate addition. ODgyonm values were more scattered compared to the “high” substrate,
particularly for the illuminated bioreactors, but this was the case even before the light was
turned on at (Supp. Figure S4) and throughout the cycles a very slight decrease in ODg20nm,
also reflected in a decrease POC values was observed. C:N ratios showed a steady decrease
after illumination arriving at a value of about 3.4 in illuminated bioreactors, but there were no
clear light-dark variations as those observed in the “high” substrate experiments (Supp. Fig
S5). pH levels were much higher (Supp. Fig S6) than those in “high” substrate experiments
(Supp Fig S1), very likely due to the lower cells numbers (Supp. Fig S6). Lower cell numbers
and higher pH might partly explain the significantly higher Y values in the “low” substrate
experiments (mean of controls and treatments 62.01£2.73) compared to “high” substrate

experiments (mean of controls and treatments 49.96+5.02; ANOVA p<0.001).

We calculated the maintenance coefficient in the same way as in the “high” substrate
experiments (Supp. Figure S7), and m values were low, as Y appears to be nearly independent
of u for the dark samples (m=0.019+0.007 h™") as well as samples collected after 12 h
illumination (m=0.011+0.001 h™') or after 12 h darkness (m=-0.018+0.008 h'). For
comparison sake we calculated the anomaly (Yogs-Ygst) shown in Figure 6. Except for one
value, all values from Vessels L1 and L2 were negative and Yogss-Ygsr calculated from
Vessels L1 and L2 were significantly different to those in Control L shown by an ANOVA
(p<0.001) and a pairwise t-test (p=<0.001).
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Figure 6: Effect of cyclic 12 h illumination and 12 h darkness on the carbon yield of P.
angustum S14 grown in chémostats under “low” substrate conditions. The Yops-Yesr anomaly
corresponds to Y values corrected for the effects of dilution rates on Y. Back bars: Cells kept
in continuous darkness until sampling. White bars: Cells sampled after 12 h of illumination.
Grey Bars: Cells sampled after 12 h darkness. The asterisk corresponds samples from Vessel

L1 and Vessel L2, prior to the start of light dark cycles.

Discussion

As previously shown for the other members of the family Vibrionaceae (Akram et al
2013, Gomez-Consarnau et al 2010, Wang et al 2012), P. angustum S14 shows no responses
to light under “normal” batch growth, and this is becoming the norm for these organisms,
whereas the picture is more complicated for the Flavobacteriaceae even when the same genus
is considered (Gomez-Consarnau et al 2007b, Riedel et al 2013). The reasons for this
discrepancy remain elusive and thus the examination of another strain with a sequenced
genome such as P. angustum S14 will provide additional data to studies of comparative

genomics targeting this question.
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In addition, our initial working model assumed that P. angustum S14 cells would
respond to substrate limitation in chemostats and modify their metabolism to use light as a
supplementary energy source. This assumption did not appear to hold for this PCP. This is in
contrast to recent studies that measured carbon yields of the anoxygenic aerobic
photoheterotroph Erythrobacter sp. NAP1 using chemostats (Hauruseu and Koblizek 2012)
which observed quite large differences in yield under illuminated conditions (dark and light
cycles). It appears that, at least for P. angustum S14, responses in Y to light are not solely
dependent on carbon limitation. While it might be argued that the 3 mM of glucose is a high
concentration relative to environmental conditions, the fact that residual glucose in the
bioreactors were measured in micromolar concentrations, and that the C:N ratios were low,

indicates that these cells were very likely carbon limited.

A number of responses to light (or to dark-light cycling) were observed in the “high”
substrate bioreactor experiments that either did not occur, or were different to the “low”
substrate bioreactor experiments. First we observed significant increases of the Yops-YEest
anomaly (c.a. 6.0 %) after light-dark cycles compared to full darkness, which were not
observed in the “low” substrate experiments. This anomaly represents an increase in yield of
about 15% relative to the Ygst values calculated from dilution rates. However, since dilutions
and yields were clearly higher in dark controls, and the slopes of the regression in Figure 4A
were strongly influenced by pre-cycle values of Vessels H1 and H2, these values should be
viewed conservatively. Second, in several cycles, we observed higher Yops-Ygst after 12 h of
illumination compared to the previous or subsequent 12 h in darkness, and the differences
between Yops-Ygst after 12 h illumination or after 12 h darkness were significant, albeit only
for the t-test. Again these differences were not observed in the “low” substrate experiment.
Third, the very clear and significant decreases in C:N with illumination indicates a change in
the physiology of P. angustum S14 with light, possibly leading to an increase in protein

content relative to other cellular biomolecules with light.

It is clear that most of P. angustum S14 responses to light or light-dark cycles
happened only under higher substrate levels that yielded higher biomass and led to lower pH
levels. While we cannot unequivocally attribute these responses to pH or any specific factor,
both the higher Y values in “high” substrate bioreactor experiments, as well as estimates of m

from dark controls and pre-cycle samples, point to a higher cost of maintenance in these
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bioreactors compared to those in the “low” substrate additions, and in agreement with the
suggestions by Feng and coworkers based on an analysis of several previous studies, that PR
(thus light) can have an effect in conditions leading to “diversion of energy from growth and

biosynthesis to maintenance and survival functions” (Feng et al 2013).

We did not directly measure the expression of the PR-opsin or of genes involved in
the retinal biosynthetic pathway and thus we cannot assign these effects to PR proton
pumping, but this remains as one of the most parsimonious explanations. The light levels used
in our experiments were high compared to most of the previous experiments (Akram et al
2013, Feng et al 2013, Giovannoni et al 2005, Gomez-Consarnau et al 2007a, Gomez-
Consarnau et al 2010, Kimura et al 2011, Riedel et al 2013, Wang et al 2012), and were
chosen based on preliminary experiments (albeit with a different media and continuous light)
showing that lower light levels (224 pmol of photons » m™+ s™') did not elicit responses that
were observed at 406.7 pEe m™+ s, Assuming that PR activity is mediating the observed
light responses by P. angustum S14, a bacterium isolated from surface waters, responses
under these light levels is not unexpected. Based on the presence of a glutamine at spectral
tuning position 105 (EBAC31A08 numbering) in the PR-encoding sequence of P. angustum
S14, it is predicted to be mainly a blue-absorbing PR. Blue-absorbing PRs retrieved from the
Ocean surface were shown to have faster photocycles indicative of adaptation to higher
irradiances (Sabehi et al 2005), even though this is not true for blue-absorbing PRs retrieved

from deeper in the water column (e.g. Beja et al 2001, Wang et al 2003).

If confirmed in other PCPs, the relationship between the maintenance coefficient and
light responses by P. angustum S14 could be used to evaluate whether light is actually
playing a role in PCP metabolism in the environment, based on measurements of the
maintenance coefficient of naturally occurring bacterioplankton under different light
conditions. To date, few studies have attempted to estimate maintenance costs of
bacterioplankton assemblages (Cajal-Medrano and Maske 1999, Cajal-Medrano and Maske
2005). In these studies measurements were made for entire communities, using much lower
dilution rates and levels of carbon addition complicating comparisons to our data. In the latter
study (Cajal-Medrano and Maske 2005) measured m values (0.33) were higher than those we
measured for P. angustum S14 and assuming these values are the same for PCPs and non-

PCPs, light-driven metabolism could contribute to fulfill maintenance requirements of PCPs
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in the environment. The combination of molecular identification using probes and possible
single cell estimates of respiration in dark versus light conditions could provide better

estimates of the contribution of light specifically to PCP metabolism in the future.

Finally our results suggest that responses to light by P. angustum S14 do not appear to
depend on substrate levels, but rather on the overall energetic balance of the cells, and thus
again assuming these responses are caused by PR activity, biochemical mechanisms sensing
energy levels rather than substrate levels might be involved in the regulation of production
and/or activity of PR-opsin together with its cofactor retinal. Future transcriptomic or
proteomic studies with P. angustum S14 should lead to a better understanding of this

regulation.
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Supplementary methods

Chemostat modeling and numerical simulation.

The classical chemostat model (1) describes the time evolution of a population of
microorganisms and of a single limiting resource in continuous culture or in the so-called

“chémostat” experimental device:

dx

i u(s)x — Dx
ds u(s)x
=TTy + D(Sin — S)

where x and s describe respectively the concentrations of biomass and of the limiting
substrate. D is the dilution rate and s;, the input concentration of substrate. The strain is
characterized by its specific growth rate u(.) and the yield coefficient Y. Monod has proposed

to use the Michaelis-Menten growth function for (. ):

ﬂmaxs

Ks +s

u(s) =

where U, 1S the maximal growth rate and K the affinity constant. The mathematical
analysis of this model predicts that for a dilution rate D less than u(s;,), the system reaches

asymptotically a steady-state (x*, s*) given by the following equations:

u(s*) =D
x*=Y(spn— ")

(For dilution rates D larger than u(s;,), the system goes to the wash-out of the biomass). One
can immediately deduce from these equations that s* is increasing with D, which implies that
x" has to decrease with D.

Pirt (2) proposed to extend the Monod model adding a maintenance term mx that is

subtracted from the substrate compartment:
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dx

i u(s)x — Dx

ds u(s)x

Frini + D(sjp, —s) —mx

where m is a maintenance parameter. One can notice that steady states (x*, s*) are still
defined by the equation u(s*) = D for the substrate concentration at steady state, but now x*

is given by a different equation:

S; S
x*=y-2 %
1+m5

As already noticed by Pirt, x* is no longer a monotonic function of D:
* A~ Sin

— for small values of D, one has x* = ¥ which is increasing with respect to D,

— for large values of D (provided that D less than u(s;,)), one has x* = Y(s;, —s*), as
in the Monod model, that is x* is decreasing with respect to D.

The ability of this model to describe a biomass at steady state x* that increases with the
dilution rate has led test the adequacy of the model to our dataset by using the variations in
dilution rate and measured POC. We have first assumed that s* is negligible compared to s;,
(assumption that has was validated with all measurements of s), which implies that one can

write:

=

IR
S| 3
+
< =

0
S

. 1 . . . .
from which parameters m and;have been estimated with a linear regression between the

Si

inverse of the carbon yield =7 and the inverse of the dilution rate D(t;), observed at various
12

x(t;)

times t;. Notice that one can write equivalently:
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which amounts to have a linear regression between the consumption D(ti)g and the
in

dilution rate D(t;) at various times t;. In practice, these two regressions are not equivalent in
the determination of the parameters m and Y, because of noise and imperfection, and we have
chosen the one that provided the smallest residue of the least square adjustment.

Nevertheless, some precautions have been necessary to justify the consideration of the model

at steady state:

— In the chémostat experiments, the time varying feature of the dilution rate did not
fulfill the hypothesis of the classical chémostat, for which D is constant trough the
experiment. Consequently, we have checked that these variations were sufficiently
slow to validate a quasi steady state approximation of the model (this amounts to
consider that at each time t; of measurement of the biomass, the system is really about
a steady state).

— The measurement of the time varying dilution rate was not available on line, but
between successive times f;_;,;, the exact volume AV(fj_l,fj) extracted from the

chémostat has been measured, providing an estimation of the dilution rate at time £;:

5 AV (ti_q,t:)
Destim(tj) = e

b=t

Notice that the times f; were different from the measurement times t;. So one has also to
estimate D at times t;.

The assumption of quasi-state has been checked through numerical simulations: provided a
time history of the dilution rate D(.), we have checked on the simulations of the model that
u(s(t;)) = D(t;) and x(t;) = x*(t;) at each measurement time t;. Prior knowledge of the

function u(.) and of the parameters of the model was thus necessary:

— the parameters [, 4, and K, of the function u(.) were estimated from experiments in
batch culture,

— the value of s;,, was known,

— the parameter Y and m have been estimated under the steady state and the linear
regressions described previously,

— the initial condition (x(0), s(0)) was known.
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We have also checked that the choice of estimators of the dilution rate for any time (that is
necessary for running the model simulations) does not impact significantly the results. For
any time t, we first find the index jsuch thatf;_; <t < {;, and consider the three

possible estimations:

Dessim@ = D(§-1) + 207 (e - 5,.,)
or
Deseim (t) = min (D (£-,), D(E;))
or
Deseim (t) = max (D(£-1), D(£))
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Figure S1. Effect of cyclic 12 h illumination and 12 h darkness on the cell numbers of P.
angustum S14, and vessel pH in chémostats under “high” substrate conditions. Grey and
white vertical bars represent dark and light periods respectively for treatment chémostats,
onto which data from the dark-only control were plotted based on sampling times. White
diamonds, grey diamonds and black diamonds represent cell counts values for Vessel HI,
Vessel H2 and Control H respectively. Light grey, dark grey and black lines represent pH

values for Vessel HI, Vessel H2 and Control H, respectively. The arrow indicates a time

when a new batch of medium was used.
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Figure S2. Growth of P. angustum at different pH levels in the "high" substrate medium. The

multimodal response is likely a response to the different buffers used for 5.5-6.5, 7.0-8.0 and
8.5-10.0 ranges.
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Figure S3. Effect of cyclic 12 h illumination and 12 h darkness on POC and PON in P.
angustum S14 cultures grown in chemostats under “high” substrate conditions. Verticals
bars are as in Figure S1. White circles, grey circles and black circles represent POC values
for Vessel HI, Vessel H2 and control H respectively. White triangles, grey triangles and black
triangles represent PON values for Vessel HI, Vessel H2 and control H, respectively.
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Figure §4. Measured flow rates of chemostats. Vertical bars are as in Figure SI1. A) “high”

substrate conditions. B) “low” substrate conditions.
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Figure S5. Effect of cyclic 12 h illumination and 12 h darkness on the biomass of P.
angustum S14 grown in chémostats under “low” substrate conditions. Vertical bars are as in
Figure S1. White squares, grey squares and black squares represent OD620nm values for

Vessel L1, Vessel L2 and Control H respectively. White circles, grey circles and black circles
represent POC values for Vessel L1, Vessel L2 and Control H, respectively.
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Figure S6. Effect of cyclic 12 h illumination and 12 h darkness on the C:N ratio of P.
angustum cells S14 grown in chémostats under “low” substrate conditions. Vertical bars are

as in Figure S1. White circles, grey circles and black circles represent C:N ratios for Vessel
L1, Vessel L2 and Control L, respectively.
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Figure S7. Effect of cyclic 12 h illumination and 12 h darkness on the cell numbers of P.
angustum S14 and vessel pH in chémostats with “low” substrate conditions. Vertical bars are
as in Figure S1. White diamonds, grey diamonds and black diamonds represent cell counts
values for Vessel L1, Vessel L2 and Control H respectively. Light grey, dark grey and black
lines represent pH values for Vessel L1, Vessel L2 and Control L, respectively.

127



Chapitre 1V : Effet d 'une exposition cyclique a la lumiere sur le métabolisme du carbone...

1Y P U

1/Y

1/Y

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
1/u(h)

Figure S8: Relationship between carbon yields (Y) and growth rate of P. angustum S14
grown in chémostats under “low” substrate conditions used to estimate Pirt’s maintenance
coefficient. Growth rates were estimates from integrated dilution rates measured prior (grey
diamonds, grey regression lines) or after (open diamonds, dotted regression lines) Y samples
were taken, or using interpolated values (black diamonds, black regression lines). A) Cells
kept in continuous darkness until sampling. B) Cells sampled after 12 h of illumination. C)
Cells sampled after 12 h darkness.
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CHAPITRE V : DESCRIPTION DE NOUVEAUX GENOMES

1. Introduction

Les résultats précédemment obtenus avec P. angustum S14 nous ont permis de
formuler I’hypothése que les PCPs utiliseraient la protéorhodopsine dans des conditions de
stress durant lesquelles le taux de maintenance énergétique (estimée par le modele de Pirt,
1975) est important. Mais, dans les mémes conditions de culture, lorsque des cycles lumiére-
obscurit¢ ont été¢ appliqués, la maintenance énergétique a été significativement moins
importante, suggérant que la lumiere serait un facteur favorable pour aider a supporter le
stress imposé. De plus, le rendement de croissance serait plus efficace a la lumiére et
¢galement dans des conditions de culture plus optimales. Cette démarche permettant de
« quantifier » le stress pourrait étre un élément clé pour comprendre le métabolisme
photohétérotrophe. Pour généraliser ces observations a d’autres PCPs, il est primordial de
mener le méme type d’étude sur d’autres especes d’intérét écologique. Certaines souches de la
collection MOLA (Microbial Observatory Laboratoire Arago, Figure 27) ont été
présélectionnées pour les prochaines études. Ainsi, aprés un criblage du geéne codant pour la
protéorhodopsine et un séquengage du géne codant pour ’ARNr 16S et du geéne d’intérét,

plusieurs souches candidates ont été identifiées.
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Figure 27 : Le site d’observation du laboratoire ARAGO et ses trois stations de prélevements

(SOLA, POLA et MOLA).
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Dans ce chapitre, il est présenté deux souches candidates pour répondre a ces attentes,
MOLA 455 et MOLA 814. MOLA 455 est une SAR92 (groupe phylogénétique de bactéries
marines oligotrophes) appartenant au grand groupe des Gammaprotéobactéries, un des
groupes les plus communs du plancton marin et comprenant le plus grand nombre de
représentants cultivés. Elle a été isolée des eaux de surface de la baie de Banyuls
(Méditerranée, France). MOLA 814 est une bactérie psychrophile qui appartient au groupe
des Betaprotéobactéries, un large groupe trés hétérogéne (environ 75 genres) présent en
majorité dans les estuaires mais également dans les océans. Ce groupe taxonomique est moins
bien connu dans les écosystémes marins. Elle a été isolée au large de la mer de Beaufort
(Figure 28) a 3 meétres de profondeur (latitude : 71°40,294 et longitude : 130°43,674, Projet
MALINA, 2009). Leurs génomes ont été¢ entierement séquencés et des tests de croissance

préliminaires ont été réalisés afin d’entreprendre des expérimentations en culture continue.

Sachs Hardour

Tukloyaktuk

Figure 28 : Station de prélevements du projet MALINA, la souche MOLA 814 a été prélevée

sur la station 240.
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2. Criblage de souches de la collection MOLA

2.1 Matériels et méthodes

Extraction des ADNs.

Quarante neuf souches bactériennes issues de la collection MOLA ont été cultivées
dans du Marine Broth (Difco™ Marine Broth 2216, Becton Dickinson and Company) a 25°C
sous une agitation de 110 rpm (Infors shaker, Infors HT, Botmingen, Switzerland). Les culots
bactériens issus de 8 ml de culture ont été obtenus par centrifugation pendant 15 minutes a
5000 g (Sigma 2-16KC, Fisher Bioblock Scientific). Les ADNs totaux de ces 49 souches
bactériennes (Tableau 5) ont été extraits avec un kit commercialis€ selon les
recommandations du fournisseur (DNeasy Blood & Tissues kit, QIAGEN). La quantité
d’ADN extrait a été mesurée en pgml' a 1’aide d’un spectrophotométre (Nanovue™
UV/Visible Spectrophotometers, Version 4.0, GE Healthcare). Les ADNs ont été conservés a
-20°C.

Amplification par PCR.

Le geéne codant pour I’ARNr 16S (utilisé ici pour confirmer I’identification des
souches) a été amplifié par le couple d’amorces 1492R et 27F (Lane et al. 1991) (Tableau 3)
dans une solution réactionnelle contenant 0,4 pl de chacune des amorces a 10 uM, 1 uL de
tampon, 1 pl de MgCl, a 25 mM, 0,4 pl de INTP (Eurogentec) a 20 uM et 0,05 pl d’enzyme
Platinium taq DNA polymerase (Fisher Scientific) dans un volume de 10 pl final. Les
conditions d’amplification sont décrites dans le Tableau 4. Les produits de PCR obtenus ont
été visualisés sur gel d’agarose 1 % (masse/volume) dans du tampon TAE (Tris-Acétate 2
mM, EDTA 100 mM) 0,75 % (Pronadisa). Les échantillons ont ét¢ déposés en présence d’un
tampon de charge (glycérol 30 %, bleu de bromophénol 0,25 %). Un marqueur de taille Smart
Ladder (Eurogentec) a été déposé pour déterminer la taille des produits de PCR. La migration
(100 Volts, 30 minutes) s’est faite en présence de Bet (Bromure d’éthydium) a 0,5 pg.ml’

dans le gel afin de visualiser les produits de PCR sous lumiére UV.
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Amorces Séquence (5°-3°) Géne cible T°C Référence

d’hybridation

1492R ACCTTGTTACGACTT 16S 50 Lane et al. 1991
27F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 16S 50 Lane et al. 1991
GWAIYP-MI3F  GTAAAACGACGGCCAGGGR PR 52 Modifié d’ Atamna-
rev TADATNGCCCANCC Ismaeel et al. 2009
RYIDWL fwd MGNTAYATHGAYTGGYT PR 52 Atamna-Ismaeel et
al. 2009
RYIDWL-MI13F GTAAAACGACGGCCAGM PR 52 Modifié d’ Atamna-
fwd GNTAYATHGAYTGGYT Ismaeel et al. 2009
GWAIYP rev GGRTADATNGCCCANCC PR 52 Atamna-Ismaeel et
al. 2009
SAR92 RP fwd TTGAASGCGATCKTGT PR des 56 Cette étude
SAR92
SAR92 PR rev AGCTACTGTTGCTGCC PR des 56 Cette étude
SAR92

Tableau 3 : Liste des amorces utilisées pour cette étude.

Le geéne codant pour la protéorhodopsine (PR) a été amplifi¢ avec plusieurs couples
d’amorces (GWAIYP-MI13F rev / RYIDWL fwd et GWAIYP rev / RYIDWL-M13F fwd).
Chaque couple comprenait une amorce avec une étiquette M13 a son extrémité (Tableau 4)
nécessaire pour les réactions de séquencage. L’amplification a été réalisée dans une solution
réactionnelle contenant 0,4 pl de chacune des amorces a 10 uM, 1 pL de tampon, 1 pul de
MgCl; a 25 mM, 0,4 ul de ANTP (Eurogentec) a 20 uM et 0,05 pl d’enzyme Platinium taq
DNA polymerase (Fisher Scientific) dans un volume de 10 pl final. Pour MOLA 455, un
autre couple d’amorce (SAR92 PR / RP) a été utilisé¢ pour amplifier plus spécifiquement le
geéne appartenant a ce groupe (Tableau 4). Ces amorces ont été dessinées par alignement de
I’ensemble des séquences du géne présent chez les SAR92 connu jusqu’a 2011. La solution
réactionnelle utilisée a été la méme (a I’exception des amorces) que celle décrite ci-dessus.
Les conditions d’amplification sont décrites dans le Tableau 4. Les produits de PCR obtenus
ont été visualisés sur gel d’agarose 2 % (masse/volume) dans du tampon TAE modifié (Tris 2
mM, Acétate 0,9 mM, EDTA 1,25 mM) 0,75 %. Les échantillons ont été déposés en présence
d’un tampon de charge (glycérol 30 %, bleu de bromophénol 0,25 %). Un marqueur de taille
Smart Ladder (Eurogentec) a été déposé pour déterminer la taille des produits de PCR. La

migration (100 Volts, 45 minutes) s’est faite en présence de Bet (Bromure d’éthydium) a 0,5
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pg.ml™” dans le gel afin de visualiser les produits de PCR sous lumiére UV. Les bandes

visibles entre 300 et 350 paires de bases ont été€ coupées afin d’étre purifiées et s€quencées.

Etape ARNr 16S PR (M13F sur rev) PR (M13F sur fwd) PR (SAR92)
Dénaturation 3 min a 94°C 4 min a 94°C 4 min a 94°C 4 min a 94°C
initiale

Cycles 35 cycles 40 cycles 40 cycles 40 cycles

d’amplification 30 sec 4 94°C 1 min 4 92°C 1 min 4 92°C 1 min 4 92°C

30 sec a 50°C 1 min a 52°C 1 min a 52°C 1 min a 56°C

2 min & 72°C 1 min a 72°C 1 min a 72°C 1 min a 72°C

Elongation finale 10 min a 72°C 10 min & 72°C 10 min a 72°C 10 min a 72°C

Tableau 4 : Conditions de PCR appliquées selon le gene a amplifier.
Séquencage et identification.

Apres purification (QIAquick PCR Purification kit, Qiagen), les produits obtenus par
les réactions de PCR (géne codant pour I’ARNr 16S et/ou géne codant pour la
protéorhodopsine) ont été préparés pour le séquengage avec un kit commercial (Agencourt”
CleanSEQ, Agencourt Bioscience Corporation). La réaction de PCR pour le séquencage a été
réalisée avec 1 pl de produit de PCR a tester dans un volume final réactionnel de 10 pl
contenant 1,75 pl de Big Dye Terminator 5X sequencing buffer, 0,5 pl de BDT (enzyme et
ddNTPs avec les fluorochromes) et 1 ul d’amorce (907 reverse 5°-
CCGTCAATTCCTTTGAGTTT - 3°, (Muyzer and Smalla, 1998), pour le géne codant pour
I’ARNr16S et M13F forward 5° - GTAAAACGACGGCCAG - 3’ pour le géne codant pour la
protéorhodopsine). Quarante cycles de séquencage (10 secondes a 95°C, 5 secondes a 50°C et
2-3 minutes a 55°C) ont été réalisés sur les échantillons. La lecture de séquences a été réalisée

a I’aide du 3130xI Genetic Analyser (Applied Biosystems, HITACHI).

Les séquences obtenues ont ét¢ éditées visuellement a I’aide du logiciel gap4 de
Staden (Bonfield et al., 1995). Les séquences d’ARNr 16S ont été identifiées par
comparaison avec la base n¢ de Genbank en utilisant le program blastn en ligne du site NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). Les séquences provenant des amplifications avec des

amorces spécifique du gene codant pour la protéorhodopsine ont été identifiées par
comparaison avec la base nr de Genbank en utilisant le program blastx en ligne du site NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast).
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2.2 Résultats

Sur I’ensemble des souches testées, 4 n’ont pas pu étre amplifiées par PCR et ont été
exclues de la suite de 1’étude. Sur les 45 restantes, le séquengage du gene codant pour I’ ARNr
16S a permis de confirmer 1’identité de 34 souches (Tableau 5).

Lors du criblage du géne codant pour la protéorhodopsine, 15 souches sur 21 testées ont
révélées une ou plusieurs bandes se situant a la bonne longueur de fragment sur gel d’agarose
(Figure 29). Toutes les bandes coupées ont été séquencées et seulement une (MOLA 455) a
exprimé le gene codant pour la protéorhodopsine (Tableau 5).

Lors d’une étude précédente, le méme protocole a été réalisé sur un ensemble de 84 souches
isolées d’une méme campagne (MALINA). Les résultats obtenus ont permis de trouver le
gene codant pour la protéorhodopsine dans deux des souches testées (MOLA 814 et MOLA

815) (données non montrées, Kerdraon, stage de Master 2, 2010).

MOLA MOLA MOLA MOLA o «_*_
SL. 286 286 394 304 EM17 EM17 EF136 EF13 O~ C1 SL.

400 pb
200 pb

Figure 29 : Exemple d’un gel d’agarose apres migration électrophorétique des produits de
PCR ciblant le gene codant pour la protéorhodopsine obtenus pour quatre souches MOLA.
Les souches écrites en jaune ont été testées avec le couples d’amorces possédant |’étiquette
MI3F en forward et les souches écrites en vert avec le couple d’amorces possédant
[’étiquette MI3F en reverse. S.L. signifie Smart Ladder (marqueur de taille) ; C- et C+ les
témoins négatif et positif. Les marques rouges sont positionnées au niveau des bandes a

séquencer.
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Nom Quantité d'ADN pg/ml | PCR 16S Confirmation Identité PCR PR|Séquencage PR
MOLA 7 108 +++ Oui 3 -
MOLA 85 65,5 ++ Oui 2 -
MOLA 97 98,5 ++ Oui 2
MOLA 99 155 + Oui 0
MOLA 104 53 ++ Oui 0
MOLA 108 143,5 +++ Oui 2 -
MOLA 118 369 + Oui 1
MOLA 130 139 + Oui 3 -
MOLA 132 60 ++ Oui -
MOLA 141 30 + Oui 1
MOLA 143 80 + Oui 0
MOLA 145 74 + Oui 1 NT
MOLA 146 200 + Non NT NT
MOLA 225 92,5 + Oui 2 -
MOLA 256 149 ++ Oui 1 NT
MOLA 286 1245 ++ Oui 2 -
MOLA 288 29,5 ++ Oui 3 -
MOLA 302 120,5 +++ Non NT NT
MOLA 327 90,5 + Non NT NT
MOLA 394 41,5 +++ Oui 0
MOLA 397 48 - NT NT
MOLA 411 144,5 +++ Non NT NT
MOLA 453 76 ++ Oui 2 -
MOLA 454 226 - NT NT
MOLA 455 105 ++ Oui 1 +
MOLA 500 551,5 ++ Non NT NT
MOLA 501 390,5 ++ Oui NT NT
MOLA 502 409,5 ++ Oui NT NT
MOLA 503 2384 ++ Oui NT NT
MOLA 504 297,5 + NT NT
MOLA 505 418 ++ Non NT NT
MOLA 506 289,5 ++ Oui NT NT
MOLA 507 124 - NT NT
MOLA 508 846 ++ Oui NT NT
MOLA 511 163,5 + Non NT NT
MOLA 512 175,5 + Non NT NT
MOLA 513 321 ++ Oui NT NT
MOLA 515 249,5 ++ Oui NT NT
MOLA 540 141,5 ++ Non NT NT
MOLA 541 56,5 - NT NT
MOLA 845 93 + Oui NT NT
MOLA 862_G08 82,5 + Oui NT NT
MOLA 880_A11 50,5 ++ Oui NT NT
MOLA 888_A12 118,5 + Oui NT NT
E2M+119 551 ++ Oui NT NT
EB_-3_ 14-907R 151,5 +++ Oui 0
EF_-3- 13b-907_R 94,5 +++ Oui 2 -
EM-3_17 31 +++ Oui 0
LMdA(-2)6 33 +++ Non NT NT

Tableau 5 : Liste des souches bactériennes testées. Les quantités d’ADN extraites ainsi que
les resultats de PCR et de séquengage sont répertoriés dans ce tableau. Les signes +, ++ ou
+++ représentent l'intensité de la bande visible sur gel d’agarose apres amplification du
gene codant pour I’ARNri6S. La couleur verte est utilisée pour signaler les échantillons
ayant subit une dilution au 100°™. Les numéros dans la colonne « PCR PR » représentent le
nombre de bandes coupées et purifiées sur le gel pour le séquencage. Le sigle NT signifie
« Non Testée », le signe — que le gene de la protéorhodopsine n’est pas présent. Les cases

grisées représentent une absence de résultat.
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2.3 Conclusion

Plus d’une centaine de souches bactériennes ont été testées lors de cette étude. Parmi
elles, le geéne codant pour la protéorhodopsine a été détecté seulement sur trois souches :
MOLA 455, MOLA 814 et MOLA 815. Deux d’entre elles ont été sélectionnées pour valider
I’hypothése posée dans le chapitre précédent. Les souches MOLA 814 et 815 étant tres
proches phylogénétiquement, seule la souche MOLA 814 a été retenue. Pour réaliser des
expériences en chemostats et tester leur potentiel photohétérotrophe, il est nécessaire
d’obtenir des informations plus précises sur les souches étudiées. Les génomes de ces deux
souches ont donc été séquencés. Cette étape a permis de vérifier quel type de
protéorhodopsine était présent dans le génome et si la voie métabolique nécessaire a la

phototrophie via la protéorhodopsine était compléte et donc possible (Figure 30).

s —IDEDIDEDIDT -

PR crte crtl crtB crty blh
skasa —Dl 4 4 4

—i 100 AA
Figure 30: Exemple de la voie métabolique complete pour la phototrophie via la

protéorhodopsine de P. angustum S14 en comparaison a celle de Photobacterium sp. SKA34,

une Gammaprotéobactérie (Gomez-Consarnau et al. 2007, informations supplémentaires).

De plus, le taux de croissance maximal des souches doit étre déterminé afin de choisir le taux
de dilution adéquat pour conserver la population en culture continue. Les courbes de
croissance doivent donc étre réalisées en batch a la lumiere et a I’obscurité dans un milieu de
culture adapté. Cette information permet de savoir si la lumiére a un effet sur le taux de

croissance de la souche et/ou sur la biomasse produite.
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3. Description de génomes

Dans ce paragraphe, les génomes des deux souches sélectionnées, MOLA 455 et
MOLA 814, sont décrits dans deux articles indépendants publiés dans Genome

Announcement :

ARTICLE 2:

Draft genome sequence of the gammaproteobacterial strain MOLA45S a
representative of a ubiquitous proteorhodopsin-producing group in the

ocean.

Genome Announcement, 2013 (Proof en fin de section)

ARTICLE 3:

Genome sequence of strain MOLAS814, a proteorhodopsin-containing

representative of the Betaproteobacteria common in the Ocean.

Genome Announcement, 2013
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Genome Announcement

Abstract

Strain MOLA455 is a marine gammaproteobacterium isolated from the bay of Banyuls-sur-
Mer, France. Here we present its genome sequence and annotation. Genome analysis revealed
the presence of genes associated to a possibly photoheterotrophic lifestyle that uses a

proteorhodopsin protein.

Main Text

Strain MOLA455 was isolated from a coastal water sample taken from a depth of 3 m
at station SOLA located 0.5 miles offshore in the bay of Banyuls-sur-Mer, France
(42°29.300°N, 3°08.700°E). This strain belongs to the ubiquitous gammaproteobacterial
SAR92 group. Its 16S rRNA was found to be 99% identical to an OTU shown to be very

abundant among surface ocean water around the world (1).

For whole genome sequencing the strain was cultivated in Marine Broth 2216 medium
(BD, Difco, Sparks, MD) at 25°C for 2 weeks. A previous published was used for genomic
DNA isolation (2), except that all used volumes were divided by two. The library for whole
genome sequencing was prepared using the TruSeq DNA PCR-Free Sample Preparation Kit
(Illumina, San Diego, CA) with 550 bp insert sizes following the manufacturer’s protocol.
The genomic DNA was fragmented using the nebulization technique and the Covaris S2
system (Covaris, Woburn, MA). Overhangs were converted into blunt ends. Additionally A-
bases were added to the 3’-end of the blunt phosphorylated DNA fragments, followed by
purification and multiple indexed adapter ligation. The quality of the prepared library was
checked by using qPCR (Kapa library quantification kit, Kapa Biosystems, Woburn, MA) as
well as on an Agilent Bioanalyzer high-sensitivity (HS) chip (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA) performed according to the manufacturer’s instructions. For paired-end genome
sequencing a MiSeq System (Illumina) was used resulting in 2,640,464 reads, whereas

2,365,483 of them were finally converted to fastq format and de novo assembled with Velvet
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1.2.07 (3). The fastq-mcf tool of ea-utils (http://code.google.com/p/ea-utils) was used to

control the sequencing data for general quality features. The resulting 4 scaffolds of the
genome with a 161x average coverage were annotated by using Prokka 1.7 (4).The sequenced
draft genome of strain MOLAA455 consists of 4 contigs, totaling 2,605,026 bp in size and has
a GC content of 50.02 %. It was found to encode 2,331 coding sequences, 3 rRNAs and 35
tRNAs.

Genome analysis revealed the presence of a green-light-absorbing proteorhodopsin-
encoding sequence (PR) of 229 amino acid residues (5,6,7). It shows sequence features
suggestive of proton pump activity from the inside to the outside of the bacterial cell leading
to a proton motive force (pmf) across the cell membrane (5,7,8). In addition all genes

associated to a retinal-producing pathway were detected (8,9,10).

BLAST analysis (11) showed highest PR protein sequence identity to the PR sequence
of the marine gammaproteobacterium HTCC2207, which was reported to reach up to 10% of
the total bacterioplankton in surface waters close to the coast of Oregon, USA (12). The
presence of a PR gene sequence together with gene sequences putatively associated in the
retinal biosynthetic pathway in the genome sequence of strain MOLA455 suggests a putative

photoheterotrophic lifestyle by generating energy from light.

Nucleotide sequence accession number(s)

The Whole Genome Shotgun project has been deposited at DDBJ/EMBL/GenBank
unter the accession AZIN00000000. The version described in this paper is version

AZIN01000000.
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Slruin MOLA455 was isolated from a coastal water sample
taken from a depth of 3 m at station SOMLIT Observatory
Laboratoire Arago (SOLA}, located 0.5 mi offshore in the bay of
Banyuls-sur-Mer, France (42°29.300'N 3°08.700°E). This strain
belongs to the ubiquitous gammaproteobacterial SAR92 group.
Its 16S rRNA was found to be 99% identical to an operational
taxonomic unit (OTU) shown to be very abundant in surface
ocean water around the world (1).

For whole-genome sequencing, the strain was cultivated in
Marine Broth 2216 medium (BD, Difco, Sparks, MD) at 25°C for
2 weeks. The cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) method
was used for genomic DNA isolation (2}, except that all used vol-
umes were divided by two. The library for whole-genome se-
quencing was prepared using the TruSeq DNA PCR-free sample
preparation kit (Illumina, San Diego, CA), with 550-bp insert
sizes, according to the manufacturer’s protocol. The genomic
DNA was fragmented using the Covaris S2 system (Covaris,
Woburn, MA}. Overhangs were converted into blunt ends. Addi-
tionally, Adf7ses were added to the 3" end of the blunt phosphor-
ylated DNA Tragments, followed by purification and multiple in-
dexed adapter ligation. The quality of the prepared library was
checked by using quantitative PCR (qPCR) (Kapa library quanti-
fication kit, Kapa Biosystems, Woburn, MA), as well as on an
Agilent Bioanalyzer high-sensitivity (HS) chip (Agilent Technol-
ogies, Santa Clara, CA), performed according to the manufactur-
er’s instructions. For paired-end genome sequencing, a MiSeq
System (lllumina) was used, resulting in 2,640,464 rea
2,365,483 of which were finally converted to fastq format and
novo assembled with Velvet 1.2.07 (3). The fastg-mcf tool of ca-
utils (http://code.google.com/p/ea-utils) was used to control the
sequencing data for general quality features. The resulting 4 scaf-
folds of the genome, with 161X average coverage, were annotated
using Prokka 1.7 (http://www.vichioinformatics.com/software
.prokka.shtml).

The sequenced draft genome of strain MOLA455 consists of 4

January/February 2014 Volume 2 Issue 1 201203-13
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contigs, totaling 2,605,026 bp in size, and it has a G+ C content of
50.02%. It was found to encode 2,331 coding sequences, 3 rRNAs,
and 35 tRNAs.

Genome analysis revealed the presence of a green-light-
absorbing  proteorhodopsin-encoding  sequence  (PR)  of
229 amino acid residues (4-6). It shows sequence features sugges-
tive of proton pump activity from the inside tgghitsidgg]e bacte-
rial cell, leading to a proton motive force ([;ll%' across the cell
membrane (4, 6, 7). In addition, genes associated with a retinal-
producing pathway were detected (7-9)

BLAST analysis (10) showed the highest PR protein sequence
identity to the PR sequence of the marine gammaproteobacterium
HTCC 2207, which was reported to reach up to 10% of the total
bacterioplankton in surface waters close to the coast of Oregon
(11). The presence of a PR gene sequence, together with gene
sequences putatively associated with retinal biosynthesis in the
genome sequence of strain MOLA455, suggest a putative photo-
heterotrophic lifestyle that generates energy from light.

Nucleotide sequence accession numbers. The whole-genome
shotgun project has been deposited at DDBJ/EMBL/GenBank un-
der the accession no. AZIN00000000. The version described in
this paper is version AZIN01000000.
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Strain MOLA814 is a marine betaproteobacterium that was isolated from seawater in the Beaufort Sea. Here, we present its ge-
nome sequence and annotation. Genome analysis revealed the presence of a proteorhodopsin-encoding sequence together with
its retinal-producing pathway, indicating that this strain might generate energy by using light.
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arine strain MOLA814 was isolated from a depth of 3 m in

the Canadian Beaufort Sea (71°40.294'N, 130°43.674'W).
This strain belongs to the Betaproteobacteria, and its 16S rRNA
sequence is 98% identical to that of strain OTU126, which is de-
scribed as the 40th most abundant operational taxonomic unit
(OTU) among >45,000 sequences from surface ocean planktonic
prokaryotes (1).

The genomic DNA of strain MOLA814 was extracted using the
cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) protocol (2). Library
preparation for whole-genome sequencing was performed using
the TruSeq DNA PCR-free sample preparation kit (Illumina, San
Diego, CA) with 550-bp insert sizes, according to the manufactur-
er’s protocol. Genomic DNA was shared using a Covaris S2 system
(Covaris, Woburn, MA) and subjected to end repair, purification,
and ligation of the fragments with multiple indexed adapters for
library preparation. Quality control of the prepared library was
validated using quantitative PCR (qPCR) (Kapa library quantifi-
cation kit; Kapa Biosystems, Woburn, MA) and an Agilent Bio-
analyzer high-sensitivity (HS) chip (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA) according to the manufacturers’ instructions. Genome
sequencing was performed to 250 cycles in both directions in a
MiSeq system (Ilumina), which generated 2,446,022 total reads
(611.5 Mbp). DNA-Seq reads were converted to Fastq format and
de novo assembled with Velvet 1.2.07 (3). The sequencing data
were controlled for general quality features using the FastqMcf
tool of ea-utils (http://code.google.com/p/ea-utils). The resulting
3 scaffolds with 87X average coverage of the genome were anno-
tated using Prokka 1.7 (4).

The draft genome sequence of strain MOLA814 is 2,859,706 bp
in size, contains 2,683 coding sequences, 3 rRNAs, and 39 tRNAs,
and has a G+C content of 53.6%.

Interestingly, the genome analysis of strain MOLA814 revealed
the presence of a proteorhodopsin-encoding gene sequence (PR)
and a putative retinal-producing biosynthetic pathway (5-7). The
PR-encoding sequence codes for a green light-absorbing PR-
opsin (8, 9) of 263 amino acid residues with the typical features
necessary for proton pump activity, like Asp97 and Glu108 resi-

November/December 2013 Volume 1 Issue 6 e01062-13
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dues (eBAC31A08 numbering). These act as proton acceptor and
donor in the retinylidene Schiff base transfer during the PR pho-
tocycle. BLAST analysis (10) revealed high PR protein sequence
identities to the PR sequences of representatives belonging to the
alphaproteobacterial SAR116 clade, like “Candidatus Puniceispi-
rillum marinum” IMCC1322 (11).

The presence of a PR-encoding sequence together with its
retinal-producing pathway in the genome sequence indicates a
putative photoheterotrophic lifestyle. In addition, the genome se-
quence of strain MOLA814 provides a good opportunity for
studying the physiological and ecological functions of a com-
monly occurring marine betaproteobacterium living in ocean wa-
ters.

Nucleotide sequence accession numbers. The whole-genome
shotgun project has been deposited at DDBJ/EMBL/GenBank un-
der the accession no. AYMWO00000000. The version described in
this paper is version AYMW01000000.
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4. Courbes de croissance

4.1 Mateériels et Méthodes

Souches bactériennes

MOLA 455 est une Gammaprotéobactérie a protéorhodopsine verte dont le génome a
été entierement séquencé (Courties et al. 2013 (article 2), in prep). Elle a été isolée a la station
MOLA (Mer méditerranée, Banyuls-sur-mer, France). MOLA 814 est une Betaprotéobactérie
a protéorhodopsine verte dont le génome a été enticrement séquencé (Courties et al. 2013

(article 3), in prep). Elle a été isolée au large de la mer de Beaufort (projet MALINA).

Milieux de culture et conditions de culture

La croissance a été testée sur différents milieux de culture (Tableau 7) pour déterminer
le plus adapté pour réaliser les courbes de croissance :

- le milieu Marine Broth (Difco™ Marine Broth 2216, Becton Dickinson and
Company) qui est un milieu riche composé de multiples sources de carbone. Ce méme milieu
a également été préparé a 10 % de marine broth final ;

- le milieu R,B a 10 % contenant, pour 1 litre final (250 ml d’eau ultra pure et 750 ml
d’eau de mer filtrée sur 0,2 pm), 0,05 g d’extrait de levure (Sigma-aldrich), 0,05 g de bacto
Peptone (Becton, Dickinson and company), 0,05 g d’acide casamine (Becton, Dickinson and
company), 0,05 g de glucose (Sigma-aldrich), 0,05 g d’amidon (Sigma-aldrich), 0,03 g de
sodium pyruvate (Sigma-aldrich), 0,03 g de potassium diphosphate (Sigma-aldrich), 0,005 g
de sulfate de magnésium (Sigma-aldrich) ;

- une eau de mer artificielle additionnée de 3mM glucose comme seule source de
carbone (Eguchi et al., 1996) ;

- deux eaux de mer artificielles (Eguchi et al., 1996) modifiées. Les sels sont utilisés et
additionnés de (1) 1% de Marine Broth (Difco'™ Marine Broth 2216, Becton Dickinson and
Company) pour la premicre. Une salinité de 35 a été mesurée a 1’aide d’un réfractometre
(HAND Refractometer S/Mill, ATAGO). Pour la deuxiéme eau de mer artificielle (2), les
mémes sels sont additionnés de 10% de Marine Broth (Difco™ Marine Broth 2216, Becton

Dickinson and Company). Le milieu est ensuite dilué¢ a 87,5% pour obtenir une salinité de 35.
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8 ml de chaque milieu décrit ci-dessus ont été inoculés avec un clone (issus d’une
gélose de Marine Agar) de MOLA 455 et MOLA 814 et incubé a 25°C sous agitation a 110
rpm pour MOLA 455 (Infors shaker, Infors HT, Botmingen, Switzerland) et a 15°C dans une
armoire thermorégulatrice (AQUA LYTIC) en statique pour MOLA 814 et a I’obscurité.

Conditions de croissance

Les courbes de croissance de chaque souche ont été réalisées dans de I’eau de mer
artificielle modifiée (2) et également dans de 1’eau de mer artificielle (Eguchi et al., 1996)
avec 3mM de glucose comme seule source de carbone pour MOLA 814. Les conditions de
culture sont exposées dans le tableau 6. Des intensités de lumiere différentes ont été utilisées
pour les deux souches puisque les étuves permettant les températures de croissance ne
disposaient pas des mémes néons lumineux. La croissance a été estimée par suivi de

I’abondance bactérienne en cytomeétrie en flux.
y

MOLA 455 MOLA 814
Température °C 25 15
Intensité de lumiere pE 44,82 182,6
Obscurité Oui Oui
Agitation Non Non
Sels + 8,75% MB (2) Oui Oui
Eau de mer (Eguchi et al., 1996) Non Oui

Tableau 6 : Conditions de croissance des deux souches étudiées pour la réalisation des

courbes de croissance.

Cytométrie en flux

Le nombre de cellules a été évalué par cytométrie en flux avec un cytometre
FACSCalibur (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) équipé d’un laser Argon refroidit par
air (488nm, 15nM). Les échantillons sont conservés a -80°C apres fixation avec une solution
de glutaraldéhyde (Grade II, 25% Sigma-aldrich) a une concentration finale de 1%. Apres

fixation, ils sont congelés immédiatement dans ’azote liquide et conservés a -80°C. Les
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cellules contenues dans 1ml d’échantillon sont marquées pendant 15 minutes par du SYBR
green [ (1:4000 concentration finale), marqueur de ’ADN et de I’ARN (Molecular Probes)

puis incubées a température ambiante et a I’obscurité totale (Lebaron et al., 1998).

4.2 Résultats

Des tests de croissance préliminaires ont été réalisés sur différents milieux de cultures
(Tableau 7) afin de trouver un milieu permettant une croissance optimale des souches et qui
soit facilement utilisable pour des expériences en culture continue. Les deux souches se sont
rapidement développées sur Marine Broth. Cependant ce milieu est trés riche et peu adapté a
la réalisation de chémostats car il contient de multiples sources de carbone rendant les
interprétations plus complexes. MOLA 455 a montré une croissance uniquement dans ’eau
de mer modifiée (2) avec une production de biomasse trés faible (Tableau 7). C’est donc sur

ce milieu de culture que la courbe de croissance a été réalisée (Figure 31A).

MOLA 455 MOLA 814
petites colonies beiges petites colonies roses
Marine Agar
brillantes et plates brillantes et bombées
Marine Broth +++ (6jours) +++ (6jours)

Marine Broth 10% +/- ( 15 jours) Formation
(] -

de filaments
R2B 10% - -

+ (20 jours) Formation
Eau de mer + glucose (Eguchi et al. 1996) -
de filaments
Sels eau de mer + 1% MB (1) - -

Sels eau de mer + 8,75% MB (2) +/- (9 jours) +/- (9 jours)

Tableau 7 : Les différents milieux de culture testés et les temps de croissance de chaque
souche. Les signes + représentent [’intensité du trouble observé et les signes — représentent

les milieux pour lesquels aucune croissance n’a pu étre observée.
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Figure 31 : Courbe de croissance a I’obscurité (ronds noirs reliés par une courbe noire) et a
la lumieére (ronds blancs reliés par une courbe en pointillés) de MOLA 455 sur [’eau de mer
modifiée (2) (A) et détermination des taux maximaux de croissance a [’obscurité (losanges
noirs) et a la lumiere (losanges blancs) (B). Les équations des droites de régression des LN
du nombre de cellules par ml obtenus en phase exponentielle de croissance y = 0,0166x +

14,735 (obscurité) et y = 0,0184x + 14,344 (lumiére) ont permis de les déterminer.

Aucune différence n’a été observée entre les deux conditions testées ni en terme de biomasse
ni en terme de taux de croissance maximal ni sur la phase de latence mais I’intensité¢ de la
lumiére était trés faible (44,82 umol de photons. m™. sec™). Les taux maximaux de croissance
de MOLA 455 sur ce milieu de culture sont 0,0166 h™ soit 0,398 jour'1 a I’obscurité contre
0,0184 h™' soit 0,4416 jour & la lumiére (Figure 31B).

La couleur des colonies formées par MOLA 814 sur Marine Agar suggére la présence
d’un pigment. MOLA 814, bien qu’entrainant des contraintes de température pour sa
croissance a ¢été plus facilement cultivable que MOLA 455. Une croissance avec une
production de biomasse plus ou moins importante, selon les milieux de culture, a été observée
sur plusieurs des milieux testés (Tableau 5). Deux courbes de croissance ont donc été
réalisées a la lumiére et a 1’obscurité sur 1’eau de mer additionnée de glucose comme seule

source de carbone (Eguchi et al., 1996) et sur I’eau de mer modifiée (2) (Figure 32A et 33A).

157




Chapitre

V' : Descriptions de nouveaux génomes

1,20E+08

Cells.ml?

1,00E+08 -

8,00E+07

6,00E+07 -

4,00E+07 1

2,00E+07 -

0,00E+00 (J - - - - T T

0 50 100 150 200 250 300

Time (h)

350

LN Cells.ml?

18,4 1

17,6

17,4

18,2 1

18 1

17,8 1

50

100 150

Time (h)

200

250 300

Figure 32 : Courbe de croissance a I’obscurité (ronds noirs reliés par une courbe noire) et a

la lumiére (ronds blancs reliés par une courbe en pointillés) de MOLA 814 sur [’eau de mer

d’Eguchi et al. (1996) (A) et détermination des taux maximaux de croissance a l’obscurité

(losanges noirs) et a la lumiere (losanges blancs) (B). Les équations des droites de régression

des LN du nombre de cellules par ml obtenus en phase exponentielle de croissance y = 0,009x

+ 16,323 (obscurité) et y = 0,0088x + 16,69 (lumiere) ont permis de les déterminer.
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Figure 33 : Courbe de croissance a I’obscurité (ronds noirs reliés par une courbe noire) et a

la lumiére (ronds blancs reliés par une courbe en pointillés) de MOLA 814 sur [’eau de mer

modifiée (2) (A) et détermination des taux maximaux de croissance a [’obscurité (losanges

noirs) et a la lumiere (losanges blancs) (B). Les équations des droites de régression des LN

du nombre de cellules par ml obtenus en phase exponentielle de croissance y =0,018x +

16,316 (obscurité) et y = 0,0205x + 15,86 (lumiere) ont permis de les déterminer.
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Les courbes de croissance de MOLA 814 a I’obscurité et a la lumiére n’ont pas montré de
différence significative sur les deux milieux de culture testés a 1’exception d’une abondance
cellulaire 1égérement plus importante a la lumiére durant la phase stationnaire sur 1’eau de
mer modifiée (2) (Figure 32A et 33A). Les taux de croissance maximaux ont été beaucoup
plus faibles sur le milieu de culture contenant uniquement du glucose comme source de
carbone (Eguchi et al., 1996) avec des valeurs de 0,009 h™' soit 0,216 jour” (obscurité) et
0,0088 h™' soit 0,2112 jour™ (lumiére) contre 0,018 h™' soit 0,432 jour™ (obscurité) et 0,0205
h' soit 0,492 jour' (lumiére) sur I’eau de mer modifiée (2) (Figure 32B et 33B). Sur ce
dernier milieu de culture, bien que le milieu Marine Broth soit trés dilué, les sources de
carbone disponibles sont diverses et nombreuses, ce qui pourrait expliquer les différences
observées sur les taux de croissance. Par contre la phase de latence a été plus longue avec de

I’eau de mer modifiée (2).

Il faut donc environ 12 jours aux deux souches MOLA 455 et MOLA 814 pour
atteindre la phase stationnaire. Ces courbes de croissance sont des tests préliminaires et il sera
important une fois le milieu sélectionné de réaliser les courbes de croissance en batch mais
dans la chambre interne des chémostats dans les mémes conditions que les expériences en

culture continue a réaliser (agitation, aération, température, lumicre).

5. Conclusion

Dans ce chapitre, deux souches appartenant a la collection MOLA ont été
sélectionnées aprés le criblage du geéne codant pour la protéorhodopsine chez un grand
nombre de souches afin d’évaluer leur potentiel phototrophe. Le séquengage complet de leur
génome a permis de montrer qu’elles possédaient toutes les deux des protéorhodopsines
vertes. Cependant ces deux souches sont issues d’environnements différents. MOLA 814
provient des eaux de surface de la mer de Beaufort qui est une partie de I’océan Arctique. Elle
a ¢été isolée a partir de prélevements issus de la campagne MALINA (2009). Durant cette
période, le site d’étude comportait une haute concentration de glace, la température moyenne
¢tait de 2,6 °C, la salinité de 26,3 et la concentration en carbone organique dissout (DOC) de
86,7 uM (Ortega-Retuerta et al., 2013). MOLA 455 est issus de la mer Méditerranée pour
laquelle la température et la salinit¢é moyenne sont beaucoup plus importantes. Les intéréts

d’étudier comparativement les rendements en carbone a I’obscurité et la lumiére de ces deux
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souches lors d’expériences de culture en continue sont: (1) d’élargir a des taxons
¢cologiquement tres significatifs 1’hypothése formulée suite aux expériences réalisées sur P.
angustum S14, et (2) de savoir si des souches codant pour le méme type de protéorhodopsine
(verte) mais issues d’environnements marins différents réagissent a la lumiére de la méme
facon ou pas lorsqu’elles sont cultivés dans un méme milieu de culture. L’enjeu sous-jacent
est d’obtenir des informations d’aspect qualitatif sur les roles de la protéorhodopsine, sont-ils
prédéfinis par la séquence et I’histoire environnementale de la souche bactérienne ? En
d’autres termes, les avantages apportés par la présence de la protéorhodopsine sont-ils
différents selon I’environnement dans lequel les PCPs évoluent ? Les conditions imposées en
laboratoire dirigent-elles totalement les réponses a la lumiere ? Des différences dans la

séquence du geéne engendrent-elles des rdles différents et donc des avantages différents ?
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CHAPITRE VI : DISCUSSIONS GENERALES ET PERSPECTIVES

En raison de leur importance en terme d’abondance, de diversité taxonomique et de
dispersion globale, les bactéries marines contenant la protéorhodopsine ont pris une place
importante dans I’étude des microorganismes marins. Ce métabolisme photohétérotrophe leur
permet d’utiliser le carbone organique disponible mais également la lumiére comme source
d’énergie. En théorie, cette compétence pourrait apporter a ces micro-organismes un avantage
en matic¢re de croissance et une meilleure compétitivité vis-a-vis des bactéries hétérotrophes
strictes qui vivent souvent dans des environnements pauvres en nutriments. L’implication de
ce large groupe de micro-organismes au sein des flux de carbone et d’énergie dans 1’océan est
de plus en plus considérée. Cependant, les rdles attribués a la protéorhodopsine sont toujours
trés controversés et a ce jour, une seule souche cultivable contenant la protéine a montré un
avantage de croissance a la lumiére par rapport a I’obscurité (Gémez-Consarnau et al. 2007).
D’autres fonctions (Tableau 8) ont été attribuées a la protéorhodopsine (Walter et al. 2007,
Lami et al. 2009; Gomez-Consarnau et al. 2010; Kimura et al. 2011; Steindler et al. 2011; Z.
Wang et al. 2012; Feng et al. 2013; Akram et al. 2013) mais son role dans le métabolisme et
I’efficacité d’utilisation du carbone, bien que sous-entendu dans les hypothéses émises dans la
littérature, reste mal compris et a priori spécifique aux souches étudiées et aux conditions de

culture.

Dans ce travail de thése, nous avons essay¢ d’apporter des éléments de réponses au
paradoxe des effets de la lumicre sur [Defficacit¢ d’utilisation du carbone d’une
Gammaproteobactérie contenant la protéorhodopsine (Photobacterium angustum S14). La
réponse attendue a cette question n’est pas seulement d’ordre physiologique mais elle a
¢galement une portée écologique. Toutefois, il n’était pas possible d’aborder cette question
sans régler au préalable quelques difficultés méthodologiques puisque la mise en culture de
ce type de bactéries induit souvent des conditions difficiles a maitriser en laboratoire. Dans la
premicre partie de ce travail de thése, nous avons mis au point une technique de culture
continue permettant d’étudier, sur une échelle de temps plus importante, le comportement
d’une population bactérienne stable en condition d’éclairement. Cette technique de culture,
relativement ancienne, permet de s’affranchir des inconvénients des techniques de culture en
systemes fermés. La théorie des chémostats est classiquement régit par le modele de Monod

(Monod 1950). Ce mod¢le simple a été complété par d’autres paramétres primordiaux a
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considérer dans la croissance bactérienne comme la maintenance énergétique (Pirt 1965).
Apres avoir déterminé les optimums de croissance de la souche bactérienne, nous 1’avons
cultivé dans des conditions mal adaptées a sa croissance afin de laisser émerger plus
facilement les avantages que la lumicre pourrait apporter a la population. Cette technique de
culture couplée a D’analyse de parametres évaluant [’utilisation du carbone (POC),
I’expression du géne codant pour la protéorhodopsine (PCR quantitative) et 1’abondance
bactérienne (cytométrie en flux) doit favoriser 1’étude du role de la protéorhodopsine dans
I’utilisation du carbone disponible et des avantages qu’elles devraient apporter aux micro-
organismes.

Dans la deuxiéme partie de ces travaux, le modele de Pirt (1975) a été associé aux résultats
obtenus avec des populations microbiennes soumises a deux conditions de culture en
chémostat engendrant des conditions de stress différentes (pH acide et pH neutre, forte et
faible densité cellulaire). L’objectif était d’apporter de nouvelles connaissances sur le
métabolisme photohétérotrophe en déterminant les rendements en carbone dans deux
conditions expérimentales et en les comparant aux rendements théoriques obtenus en simulant
le mod¢le de Pirt, tout en prenant en compte le taux de maintenance énergétique de la souche.
Cette approche a donné de nouvelles informations quant aux effets de la lumiere sur ces
populations bactériennes. Estimer ce parameétre de maintenance est de toute évidence une
¢tape essentielle pour mieux comprendre les stratégies de survie employées par les
communautés bactériennes dans |’environnement naturel. Pour élargir ces nouvelles
découvertes, d’autres souches de plus grande importance écologique (une SAR92 et une
Betaprotéobactérie) ont ¢été sélectionnées et testées préliminairement pour de futures

expériences en culture continues.

Dans ce contexte écologique, I’objectif de cette discussion est de montrer les éléments
de réponses que ce travail de thése apporte a ces problématiques. Le fil conducteur de cette
discussion sera construit autour des deux questions formulées dans ce manuscrit: (1) De
nouvelles connaissances sur le métabolisme photohétérotrophe peuvent-elles émerger grace a
une approche méthodologique originale ? (2) Quelles conditions environnementales régulent

le comportement phototrophes des PCPs ?
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Date Auteurs Souche Lumiére SO'I"_—ce de carbone Résultats principaux
Milieu de culture
Gammaprotéobactérie non cultivée Découverte de la PR
gooy Béja et al. (SAR 86) Jaune Mise en évidence de la translocation de protons par un suivi de pH
Communautés des eaux de surface 0,35 g PR par litre d'eau de mer
2001 Béja et al. de la baie de Monterey, de I'Antarctique, 2,4.10* molécules de PR par cellule de SAR 86
de la station HOT et SAR 86 Réle in situ de la PR significatif
Deux types de PR : les PR bleues (490nm) en profondeur et les PR vertes (525nm) en surface
2002 Friedrich et al. Hoéte E. coli Role crucial de I'acide aminé Asp 97 dans la direction du transport de protons
. N . L'Accepteur et le donneur de protons sont I'Asp 97 et le Glu 108 respectivement
2002 Dioumaeyv et al. Héte E. coli ! . " P A
Mise en évidence d'un photocycle régulier avec un transport de protons a des pH > 7
Hoéte E. coli Deux formes de PR : une alcaline pour laquelle I'Asp 97 n'est pas protonnée
2003 Man et al. Communautés de la mer Méditerranée une acide pour laquelle I'Asp 97 est protonnée
et de la mer Rouge Le résidu d'aa a la position 105 est responsable du tunning spectral
Communautés de la baie de Montery Haute conservation du géne
2003 de la Torre et al. Communautés de I'Antarctique Ubiquité et abondance du géne
Communautés du Pacifique Nord Présent dans une variété de divers taxa bactériens marins dont les Alpha et les Bétaprotéobactéries
75 séquences de PR provenant de:
2004 Bielawski et al. Pacifique Nord Centre et Est, Adaptation a différentes intensités de lumiére dans I'environnement marin par un processus d'évolution Darwinienne
Océans du Sud, Mer Méditerranée Les propriétés de sensibilité a la lumiére des PR dérivent d’'un attachement covalent du rétinal a une lysine (232)
Mer Rouge
. 743 séquence de type PR et 1164 séquence d'ARNr ont été détectés.
2 Venter et al. Séquengage Shotgun mer de Sargasse Plus de 782 nouveaux photorecepteurs de types rhodopsines ont été identifiés
SAR 11 HTCC1062 14 h lumiére a 24, 250 et LNHM + 1 pM rétine
2005 Giovannoni et al. 680 UE + Eau de mer filtrée Aucune différence dans le taux de croissance ou le rendement cellulaire de cultures qui avaient cr a la lumiére ou a I'obscurité
(Pelagibacter ubique) 10 h obscurité (large de Newport, Oregon)
2006 Frigaard et al. [Fehantillons eau dgan\;lvz';iau nord de Oahu, Transfert latéral du géne probable entre bactéries planctoniques et Euryarchaota
Rappel sur la classification des rhodopsines et la découverte de la PR
2006 Jiao et al. Distribution naturelle et diversité génétique de la PR dans la mer
Rappels sur les caractéristiques spectrales et I'importance écologique
Banque fosmide HOT_10m Expression hétérologue de six genes seulement qui génére un photosysteme PR complétement fonctionnel engendrant une
2007 Martinez et al. (ALOHA station, Océan d'Hawaii) 500-650 pE Agar LB + L-arabinose (0,02%) |photophosphorylation chez des E.coli recombinant expose a la lumiere
Hoéte E. coli L' illumination des cellules PR+ génére une pmf qui conduit a la synthése d’ATP cellulaire
Flavobactéries (Dokdonia sp. MED134, Eau de mer du Nord mélangée |Croissance de Dokdonia sp. MED134 stimulée par la lumiére verte > bleue > rouge
2007 | Gémez-Consarnau et al Polaribacter sp. MED 152 180 uE a de I'eau de mer vieillie de I Surexpression des ARNm de Dokdonia sp. MED134 a la lumiére
. L. blandensis MED217) Atlantique Nord
ASW + peptone + extrait de levure
lumiére rouge 0,09 mW/cm? LB et TB + kanamycine L'illumination de ces cellules crée une pmf qui fait fonctionner le moteur flagellaire. Si la lumiére est coupée, les cellules PR+
2007 Walter et al. Hoéte E. coli avec PR d'une SAR 86 ralentissent considérablement allant parfois jusqu'a un arrét total.
lumiére verte 160 mW/cm? LB et TB + chloramphénicole
La lumiére n’améliore ni le rendement de croissance ni le taux de croissance de la souche testée
2007 Stingl et al. SAR 92 12 h lumiére a 1.4’0 HE LNHM Hypothése : Bien qu'aucu_n §upplémen\ de carbone n’a été ajouté dans le milieu, les cellules ont déja cri a leur pnax et donc
12 h obscurité I'effet de la PR n'est pas visible
Communautés de la mer de Sargasse En mer Méditerranée, les pigments verts ont été retrouvés a la surface et le pourcentage des bleus augmente avec la profondeur
2007 Sabehi et al. En mer de Sargasse, toutes les PRs étaient bleues
Communautés de la mer Méditerranée Présence également d’un pattern saisonnier
2007 McCarren et al. 16 fragments de génomes Coévolution et transfert latéral du géne probable
contenant la PR
PR existe dans différents environnements aquatiques distincts allant des lacs d’eau claire aux tourbiéres et a la mer Baltique
2008 | Atamna-Ismaeel et al. Echantillons naturels Ces génes sont dispersés mondialement et peuvent codés pour des capacités fonctionnelles uniques capable de compétition
positive dans une large gamme d’environnements d’eau douce
. Maximum d’expression de la PR de SAR86 en profondeur
2l Béja & Suzuki SAR 86 et SAR 11 Variation de I'expression PR de SAR11 en fonction de la profondeur et le cycle jour- nuit.
Communautés des eaux cotiéres 830 uE Forte surexpression du géne de la PR a une exposition lumineuse chez les deux populations bactériennes, plus marquée en
2009 Lami et al. du Delaware Lumiére continue Eau de mer cycle
SAR 11, Flavobactéries Cycles 12 h-12 h Corrélation avec I'abondance du géne, ce qui indique une nette croissance des deux souches étudiées dans cette condition
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Date Auteurs Souche Lumiére Som_:rce de carbone Résultats principaux
Milieu de culture
Echantillon mer Chukchi L'abondance de la PR diminue en hiver
2009 Cottrell & Kirchman Echantillon mer de Beaufort Pas de shift de communautés hiver/été
Eté et hiver Génes trouvés en Arctique sont différents de ceux trouvés a des latitudes plus basses
Les PCPs sont de bons compétiteurs avec les hétérotrophes stricts en hiver mais ils ne sont pas "meilleurs” en été
Vibrio sp. AND4 133 - 150 pE Zobell (peptone et La PR peut augmenter la survie durant des périodes de famine en eau de mer. Ceci est la conséquence directe d’acquérir de
2010 |Goémez-Consarnau et al. Hote E. coli Continue ou cycles 16h -8h extrait de levure) I'énergie lumineuse captée potentiellement par la PR
Eau de mer Skagerrak Utilisation d’'un mutant knowckout de PR
Communautés de la mer Ross Les séquences ont été générées a partir de cellules métaboliquement actives et suggérent que le géne de la PR est fonctionnel
2010 Koh et al. (Antarctique) dans la mer de glace
PR bleues et vertes ont été détectées
Echantillons du Pacifique Comparaison de séquences avec la GDDP (Global Distribution Database of Proteorhodopsin)
2010 Wei et al. Echantillons de I'Atlantique Les microorganismes contenant la PR peuvent étre groupés en deux types : généralisés et spécifiques du lieu
Echantillons de I'Océan Indien La communauté PR se regroupe selon la situation géographique et non selon la profondeur
Schéma du circuit énergétique potentiel de la PR
2010 Delong & Béja Bénéfice de la PR : produire de 'ATP a partir d'un gradient de protons généré par la lumiére, mobilité flagellaire, transport de
solutés a l'intérieur ou a I'extérieur de la cellule peut étre fait par la pmf
ASW filtrée + peptone ou Le photosystéme global PR de cette bactérie est surexprimé en présence de lumiére
. - . extrait de levure Surexpression de certains génes codant pour des transporteurs
2ol Kimura et al. Flavobactérie Dokdonia sp. MED134 150 pE DOC : 0,14 ou 0,39 mM de C Induction de génes codant pour des voies métaboliques comme la glycolyse, le cycle du Phosphate et le cycle de Krebbs
La lumiére a causé des changements importants dans la physiologie et I'expression du géne de Candidatus P. ubique qui sont
Candidatus Pelagibacter ubique 250-300 uE (respiration) cycles ASW filtrée + pyruvate, limitées en carbone mais fournit peu ou pas d’avantage dans la phase active de croissance sur des substrats de carbone organique
2011 Steindler et al. (SAR 11) 70 uE (mesure ATP) shift 5 min| oxaloacétate, taurine, betaine, La PR exerce son impact seulement dans des conditions de limitation en carbone
80 PE (assimilation sucres) glycine, méthionine PR aurait donc une fonction et un réle dans la résistance aux stress largement commun aux océans limités en carbone
Surexpression du géne de la PR en présence de lumiére et photophosphorylation conduit par la PR dans les cellules sauvages
2012 Wang et al. Vibrio Campbellii 42 pyE milieu ATCC qui résulte en 'amélioration de la survie cellulaire durant le stress respiratoire
Echantillons des Andes Similarité des séquences étudiées avec les séquences de PR marines et des eaux douces
2012 Bohorquez et al. (zone chaude et acide) Contiennent des résidus indicatifs d'une activité de pompe a protons et de protéines qui absorbent la lumiére verte
PR pourrait contribuer au métabolisme cellulaire dans ces habitats
2012 Marti . Echantillons des lacs Mendota, Au moins 10-23% du bactérioplancton d'eaux douces sont des photohétérotrophes parmi lesquels les PCP sont la fraction dominante]
artinez-Garcia et al. . . . - . " . N O N
Damariscotta, Sparkling, trout Bog Mise en évidence d'un transfert horizontal inter-phyla du géne et de la recombinaison du géne de la PR
Les AAPs gagnent plus d’énergie par la phototrophie que le font les bactéries a PR
Les bactéries a PR ont besoins d’'un haut nombre de molécules de PR par cellule et d’'une forte intensité de lumiére (>700pE) pour
2012 Kirchman que I'énergie fournit dépasse le cout de « maintenance »
Le géne de la PR est ubiquiste et abondant probablement parce que seulement deux génes sont nécessaires pour cette forme de
phototrophie
Polaribacter sp. MED152 (PR+), Les bactéroidetes contenant la PR partagent deux caractéristiques : un petit génome et un grand nombre de génes impliqués dans
Dokdonia sp. MED134 (PR+), la fixation du CO2
2013 | Fernandez-Goémez et al. L. blandensis MED217 (PR-), Il n'y a pas de différences significative dans le nombre de domaines sensibles a la lumiére entre les PR+ et les PR- mais différents
G. forsetii KT0803 (PR-) pattern emmergent
Les différentes bactéries PR + utilisent la lumiére en suivant des stratégies différentes
Diminution du pH externe lors d'une exposition lumineuse
2013 Feng et al. Psychroflexus torquis 3,7 et 27,7 pE MB avec sels : 17,5; 35; L:abondar_me bactérienne est directement influen_cée par !a sa_llinité et par‘l'exp_osition Iumineuse_
52,5et70 g/l L'expression du géne codant pour la PR est pas influencée ni par la lumiére ni par la concentration en sels
Conclusion : La lumiére fournit une source d'énergie pour les PCP dans des conditions de stress autre que la famine
Zobell (peptone et extrait L'expression du géne montre un pic a l'intersection de la phase exponentielle avec la phase stationnaire de croissance
2013 Akram et al. Vibrio sp. AND4 157 uE de levure) La phototrophie apporte un avantage de survie aux cellules en phase stationnaire de croissance seulement (expliqué par la
Zobtel dilué 1X, 30X et 100X surexpression juste avant cette phase)
La souche exprime les génes codant pour la PR et pour une xanthorhodopsine
MB pur ou dilué (concentration |Mise en évidence d'une translocation de protons induit par la lumiére mais pas d'avantage de croissance
2013 Riedel et al. Dokdonia sp. PRO95 95 pE cycle naturel de sels consgrv_és) Hypo_thésg : le contexte génomigue des différentes bactéries pourrait avoir un rdle important dans la définition des conséquences
Eau de mer artificielle physiologiques de la phototrophie par la PR
+ 0,14 mMde C Les conditions de stress ou de famine pourraient étre nécessaires pour observer les effets physiologiques de I'acquisition d'énergie
induite par la lumiére
Echantillons des eaux cotiéres L'expression du gene codant pour la PR des SAR 11 était 2,5 fois plus haute la journée mais le géne codant pour 'ARNr 16S restait
2013 Lami & Kirchman du Delaware constant. DONC : la croissance n'est pas affectée par la lumiére du soleil
(Submitted) printemps/été/automne Hypothése : la lumiére affecte I'expression du géne de la PR mais il n'y a pas assez d'énergie fournit pour avantager la croissance
SAR 11 bactérienne dans les eaux marines
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1. De nouvelles connaissances sur le métabolisme
photohétérotrophe peuvent-elles émerger griace a une approche

méthodologique originale ?

Nos résultats semblent confirmer de nombreuses autres études sur les PCPs
(Giovannoni et al. 2005; Stingl et al. 2007; Steindler et al. 2011; Riedel et al. 2013) pour
lesquelles les courbes de croissance (biomasse et taux de croissance) en batch et en milieu
riche, a la lumiére et a I’obscurité, n’ont pas montré de différence significative. Malgré cela, il
est pourtant évident que la protéorhodopsine est active a la lumiére. Cette activité se traduit
essentiellement par une translocation de protons a la lumiére ou la surexpression du gene
codant pour la protéine (Giovannoni et al. 2005; Stingl et al. 2007; Riedel et al. 2013). 11 est
bien établit que le carbone fourni a la bactérie lui permet de produire de la biomasse. Les
résultats obtenus ici et ceux décrit dans la littérature montrent que malgré la présence d’une
source d’énergie supplémentaire et utilisable (la lumiére) par la bactérie, la biomasse finale
n’est pas plus importante. La technique de culture utilisée et/ou les conditions de croissance
testées ne semblent toutefois pas étre adaptées pour renseigner sur la fonction de la
protéorhodopsine durant son activité. En effet, dans un milieu pauvre et en période de famine
importante, lors de la phase stationnaire de croissance, la survie de Vibrio sp. AND4 a été
largement avantagée par la lumiere. L’abondance cellulaire s’est révélée étre bien plus forte
qu’a Dobscurité alors qu’en milieu riche, aucune différence de densité optique n’a été
observée (Akram et al. 2013). Durant le processus de croissance, une bactérie passe par de
nombreux états physiologiques différents. Il est difficile, sinon impossible, de s’affranchir de
ces effets lors de culture en systetme fermé et de savoir si le résultat observé est dii au
parametre modifié ou a I’état physiologique dans lequel se trouve la bactérie. La culture
continue est une technique trés performante pour réaliser des études physiologiques. Elle
permet de maintenir I’ensemble des parameétres physico-chimiques constants et de contrdler
les variations physiologiques de la souche en stabilisant la densité de la population
bactérienne. La limitation en substratest imposée non plus en phase stationnaire de
croissance seule mais lors d’une « phase active et durable de croissance ». Si les
expériences réalisées par Akram et al. (2013) avaient été effectuées en « phase active et
durable de croissance » dans des chemostats fortement limités en carbone, les résultats
obtenus auraient-ils été différents ? Ou est-ce que réellement les effets de la lumicre ne sont

visibles que dans cet état physiologique ? Lors d’une étude sur des SAR92 contenant la
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protéorhodopsine, des cultures en batch et a la lumicre ont été réalisées (Stingl et al. 2007),
mais aucun avantage de croissance n’a, une fois de plus, pl étre démontré. L hypothése que
les cellules atteignent rapidement leur taux maximal de croissance, masquant les effets
possibles de la protéorhodopsine sur la croissance a la lumiére a été formulée par les auteurs
(Tableau 8). Une méme expérience réalisée en culture continue aurait pa révéler des résultats
différents et modifier I’hypotheése formulée par Stingl et al. (2007) puisque a I’inverse des
cultures en systéme ferm¢, en culture continue, le taux de croissance est imposé a la
population bactérienne. En effet, cette technique de culture permet de conserver un taux de
croissance choisi tout au long de 1’expérience grace a un taux de dilution stable et continu

dans la chambre interne du chémostat.

D’apres les résultats obtenus par Akram (2013) et par Steindler (2011) les effets de la
lumicre sur la survie des populations bactériennes sont avantageux et uniquement visibles en
phase stationnaire de croissance, ce qui signifie en période de carence nutritive et en présence
d’une importante densité bactérienne. Il nous a semblé nécéssaire, avant d’initier des
expériences cherchant a comprendre le réle de la protéorhodospine, de déterminer les
optimums de croissance de la souche d’intérét afin de mieux induire une carence nutritive. La
croissance de P. angustum S14 sur un milieu riche et la détermination de la concentration
idéale en substrat (& I"obscurité et a la lumiére) ont permis de révéler un taux maximal de
croissance (0,46 h™' avec 500 mg.I" de glucose) qui n’était pas modifié par la présence d’une
source de lumicre. Cette information permet de savoir que les effets observés, lors des
expérimentations en chémostats, sont dus a une modification physiologique et non a un
changement du taux de croissance. Les premiéres expériences en chémostats limitaient la
souche en carbone et le milieu de culture utilisé contenait du nitrate, une source d’azote
difficilement assimilable (Berges et al. 2001). Les résultats ont montré une augmentation de
I’abondance bactérienne aprés un court temps d’exposition a une lumiére de forte et de
moyenne intensité. En utilisant par la suite un milieu contenant de I’ammonium (Eguchi et al.
1996), une source d’azote plus facilement assimilable par la bactérie, 1’effet avantageux sur
I’abondance bactérienne a la lumicre n’a plus été observé. Ces résultats suggerent qu’imposer
une carence en carbone a la population microbienne semble étre un parametre primordial mais
insuffisant pour observer une amélioration dans le rendement de croissance. C’est
probablement la raison pour laquelle les études réalisées sur des cultures de Dokdonia sp.

PRO95 dans une eau de mer artificielle pauvre en nutriments (Riedel et al. 2013) et des
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cultures de Vibrio campbellii dans un milieu minimum (Wang et al. 2012) n’ont pas montré

d’avantage de croissance a la lumiére par rapport a I’obscurité.

L'utilisation de la culture continue a donc permis de démontrer les avantages
potentiels de la photohétérotrophie en phase active de croissance, ce qui n'avait pas été le cas
avec les techniques utilisées jusqu'a ce jour, a l'exception de la souche Dokdonia sp. MED
134 (Gémez-Consarnau et al. 2007; Kimura et al. 2011). Utiliser cet outil semble étre une
voie intéressante pour percer les énigmes persistant sur le role, les fonctions et la place que
prennent les micro-organismes possédant la protéorhodopsine dans I’environnement naturel et
en particulier dans les flux de carbone et d’énergie. Il semblerait qu’en utilisant une approche
expérimentale différente (Figure 33), la capacité phototrophe des PCPs pourrait étre étudiée
plus facilement. Elle permettrait d’apporter des informations supplémentaires et plus réalistes

sur les avantages que ce groupe de micro-organismes posséde en présence de lumicre.

2. Quelles conditions environnementales régulent le

comportement phototrophe des PCPs ?

Comme le souligne Feng et al. (2013) dans son étude, le stress par carence nutritive
n’est pas le seul moyen d’étudier le role de la protéorhodopsine et de déterminer quels sont les
effets de la lumicre sur les PCPs. En effet, des cellules de Psychroflexus torquis répondent
plus intensément a la lumiére sous pression osmotique. Ces résultats et ceux obtenus lors de
ce travail de these suggerent qu’il est important d’étudier I’importance et les effets conjugués
des conditions et de I’environnement de culture pour mieux comprendre 1’activité et le role de
la protéorhodopsine. D’un point de vue plus écologique, les conditions environnementales
dirigent-elles le comportement phototrophe des PCPs ?

Dans les résultats obtenus au cours de ces travaux de thése, le rendement en carbone était plus
important lorsque la croissance bactérienne était seulement limitée par le carbone. Mais ce
rendement n’a pas été augmenté en présence de lumiere. Par contre, dés qu’un stress pH a été
ajouté, les cycles lumicre-obscurité ont induit une forte augmentation du rendement en
carbone par rapport au rendement obtenu a 1’obscurité totale et continue. Cette observation
permet de confirmer I’hypothése formulée par Feng et al. (2013). Une carence nutritive seule
ne permet pas de révéler les effets positifs de la lumicre. La bascule métabolique via un

métabolisme phototrophe pourrait étre induite en cultivant la souche dans des conditions
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cumulant au moins deux stress (limitation en carbone et pH défavorable ou limitation en
carbone et stress osmotique par exemple). Dans de telles conditions de culture, les souches
¢tudiées par Giovannoni et al. (2005) ou encore par Stingl et al. (2007) auraient peut étre

laissé apparaitre plus aisément leur potentiel phototrophe en terme de rendement.
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Figure 34 : Proposition de protocole expérimental pour évaluer les rendements en carbone

d’une souche bactérienne cultivable contenant la protéorhodopsine.
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De plus, la technique de culture continue permettant de maintenir la population de P.
angustum S14 en état de quasi-équilibre et le modele de Pirt ont permis de « quantifier » cet
¢tat de stress en déterminant pour la premicre fois le taux de maintenance énergétique.
Lorsque la souche est dans une situation nécessitant une grande part d’énergie pour survivre,
appliquer une source lumineuse lui permet de réduire considérablement son taux de
maintenance et également d’améliorer son rendement en carbone pendant le période de cycles
lumicre-obscurité par rapport a 1’obscurité totale et ceci également durant les 12 heures de
lumiére au sein méme des cycles. Finalement, la capacité phototrophe d’une souche semble
étre utile dans des moments trés défavorables a la croissance bactérienne. Ce métabolisme
parait étre davantage régulé par la balance énergétique que par les concentrations en carbone
organique. L hypothése que la phototrophie ne fournirait pas assez d’énergie pour assurer la
maintenance énergétique des PCPs a été récemment formulée (Kirchman & Hanson 2013).
Les résultats obtenus ici semblent suggérer le contraire. Bien que la phototrophie fournisse un
bénéfice énergétique 30 fois plus faible aux PCPs qu’a leurs homologues photohétrotrophes,
les PAAs (Kirchman & Hanson 2013), nos résultats montrent que 1’énergie synthétisée via la
protéorhodopsine permet a la cellule d’améliorer son rendement en carbone en réduisant
considérablement les colits de maintenance en présence de lumiére et dans les conditions de
stress testées. Finalement, 1’hypothése la plus probable serait que le budget énergétique
nécessaire au fonctionement de la protéorhodopsine soit trop important dans les conditions de
culture testées jusqu’ici en laboratoire, et non que 1’énergie fournit par la phototrophie via la

protéorhodopsine est trop faible pour apporter des avantages de croissance.

Dans un contexte plus écologique, il est également intéressant de se demander si en
milieu naturel les PCPs sont suffisamment « stressés » pour utiliser et tirer avantage de leur
capacité phototrophe. En dehors de la limitation par le carbone présente dans de nombreuses
régions océaniques, les PCPs sont confrontés a la présence des autres groupes microbiens et
particulierement aux hétérotrophes strictes. Si nous considérons que la compétition est une
source de stress supplémentaire, il est probable que dans I’environnement, ’activité de la
protéorhodopsine soit un avantage de survie mais également énergétique non négligeable.
Lami et al. (2013, submitted) partage I’opinion de Kirchman & Hanson (2013) et avance
I’hypothéese que la lumiére affecte I’expression du gene codant pour la protéorhodopsine de la
communauté de SAR 11 étudiée mais que 1’énergie fournit est insuffisante pour avantager la

croissance bactérienne dans les eaux marines. Cette étude a été menée en utilisant la

172



Chapitre VI : Discussions générales et perspectives

technique de PCRq sur divers échantillons environnementaux issus des eaux coticres du
Delaware. Afin de confirmer cette hypothéese, des études de cultures continues dans 1’eau de
mer environnante contenant les communautés naturelles devraient étre réalisées. Ce type
d’expérience permettrait de comprendre pourquoi ces micro-organismes surexpriment le gene
codant pour la protéorhodopsine a la lumiére. L’expression plus intense d’un géne dans une
condition (lumiére) par rapport & une autre (obscurité) n’est probablement pas le fait du
hasard et les micro-organismes y trouvent inévitablement un intérét. Lami et al. (2009)
suggerent également que les PCPs expriment le géne codant pour la protéorhodopsine
différemment selon les conditions environnementales et probablement selon leur statut
physiologique et la disponibilité des nutriments. Bien que les résultats et les hypothéses
avancées par ces études semblent défendre ’incapacité des PCPs & améliorer leur croissance
en milieu naturel grace a leur capacité phototrophe, les résultats obtenus durant ce travail de
these suggerent plutdt qu’ils I'utilisent et en tirent un avantage dans certaines conditions. Le
taux de maintenance in situ n’est un parametre mesurable actuellement mais prendre en
compte I’ensemble des paramétres physico-chimiques caractérisant 1’environnement des
communautés étudiées permettrait d’appréhender une part des stress auxquels les micro-
organismes doivent faire face. Comparer différents écosystemes marins, leurs communautés
bactériennes et estimer par la suite les taux de maintenance énergétique par des
expérimentations en chémostats permettrait peut-étre de répondre plus précisément a cette
problématique. Cela permettrait finalement de savoir si les conditions dans lesquelles
évoluent les communautés sont a ’origine de I’utilisation par les PCPs de leur capacité

phototrophe en parall¢le de leur métabolisme hétérotrophe.

3. Perspectives

L’intérét pour le métabolisme photohétérotrophe dans les écosystémes marins a
considérablement augmenté¢ depuis une quinzaine d’années, date a laquelle la présence de
photo-protéines chez les bactéries a ét¢ détectée (Béja et al. 2000). Cependant, les énigmes et
les incompréhensions concernant les avantages d’un tel métabolisme et le role de la
protéorhodopsine dans les flux de carbone et d’énergie persistent. Les résultats obtenus en
laboratoire demeurent variés et controversés. Le role de la protéorhodopsine semble éEtre
souche et milieu dépendants. Bien que nous apportons un ¢lément clé a la compréhension du

métabolisme photohétérotrophe dans ce travail et des informations importantes sur les effets
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de la lumiére sur le métabolisme du carbone des bactéries marines contenant la

protéorhodopsine, de nombreuses voies restent encore a explorer :

1. La priorité serait de réaliser exactement les mémes expériences en cultures
continues que celles précédemment effectuées (Chapitre I'V) mais cette fois avec un mutant de
P. angustum S14 knock-out protéorhodopsine APr. Si le mutant ne montre pas les mémes
avantages que ceux constatés chez la souche sauvage, ceci permettrait de confirmer ’effet

positif de la protéorhodopsine.

2. Utiliser une source de carbone plus complexe et impliquant ’intervention de
transporteurs pourrait apporter des éléments de réponses quant aux conditions de stress
nécessaires pour révéler les avantages de la capacité phototrophe des PCPs. En effet, si le
carbone est limitant et oblige la souche bactérienne a dépenser une part d’énergie importante
pour produire sa biomasse a cause des difficultés a assimiler le sucre, la lumiére pourrait
certainement avantager les micro-organismes photohétérotrophes sans qu’un autre stress

physico-chimique, comme une acidification du milieu ou une importante salinité, soit ajouté.

3. Réaliser des expériences en culture continue avec P. angustum S14 et une
souche hétérotrophe stricte mettrait les deux micro-organismes en compétition pour la source
de carbone disponible. La lumicre apporterait certainement un avantage pour la survie et le
maintien de P. angustum S14. Elle pourrait nécessiter de moins de carbone avec la source
d’énergie supplémentaire qu’elle seule serait capable d’utiliser. Cette approche permettrait de

tester ’hypothese du « stress par la compétition » discutée plus haut.

4. Une voie qui n’a pas été explorée au cours de ces travaux de these est d’utiliser
des méthodes de protéomique et de métagénomique. Ces approches permettraient d’apporter
de nouvelles informations sur le métabolisme photohétérotrophe en analysant les autres genes
potentiellement impliqués dans le fonctionnement de la protéorhodopsine et de déterminer
dans quelle proportion la protéine est surexprimée a la lumicre. Cibler d’autres protéines
candidates qui pourraient étre associées apporterait également un apercu plus large sur la voie
phototrophe conduite par la protéorhodopsine. Cette approche semble étre trés intéressante
puisque il a été¢ admis que les analyses de transcriptomique n’étaient pas le reflet exact des

analyses de protéomique (Hegde et al. 2003). Des prélevements réguliers sur des cultures en
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chémostats dans des phases d’obscurité et de lumiére permettraient une analyse différentielle

au niveau des genes et des protéines.

5. Finalement, apres les tests préliminaires de croissance réalisés sur deux
souches photohétérotrophes contenant la protéorhodopsine (Chapitre V), il serait intéressant
de réaliser des expériences en chémostats avec et sans stress supplémentaire a celui de la
limitation en carbone. L’intérét de ces expériences serait d’¢largir a des groupes
taxonomiques écologiquement significatifs I’hypothése émise suite aux résultats obtenus avec
P. angustum S14. Les courbes de croissance devront avant tout étre de nouveau réalisées dans
la chambre interne des photobioréacteurs dans les conditions de lumiére, agitation, aération,
température identiques a celles qui seront utilisées pour les expériences de culture continue.
Cela permettra de s’assurer que la lumiére n’affecte pas le taux de croissance et de conclure,
apres les expériences en chémostats, a un changement dans le rendement en carbone et non a

un changement du taux de croissance.
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Annexe A : La loi de Contois (Chapitre II)

Annexe B : La loi d’Haldane (Chapitre 1)

Annexe C : Effet de la lumiére sur le métabolisme du carbone et sur I’abondance bactérienne

d’une population de P. angustum S14 avec une exposition lumineuse continue de 406 pE

(Chapitre III).
Annexe D : Effet de la lumiére sur le métabolisme du carbone et sur la densité optique d’une
population de P. angustum S14 avec une exposition lumineuse en cycle 12h-12h (406 pE)

lors d’un ajustement de pH par une solution de soude (Chapitre IV).

Annexe E : Vérification de 1’état de quasi-équilibre dans les chémostats (Chapitre IV).
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Annexe A : LA LOI DE CONTOIS (1959)

Dans son article « Kinetics of bacterial growth : relationship between population
density and specific growth rate of continuous cultures » Contois (1959) montre, par une série
d’expériences en culture continue de Aerobacter aerogenes, que le taux spécifique de
croissance i ne dépend pas que de la concentration en substrat limitant S mais aussi de la
densité de population P. Plus la densité de la population augmente, plus 1’accés au substrat est

limité. La croissance est alors ralentie et le taux de croissance diminue (Figure a).
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Figure a : Relation entre le taux spécifique de croissance et la densité de la population d’une
culture en continue d’ Aerobacter aerogenes a l’équilibre en limitation de carbone (ronds

noirs) et en limitation d’azote (ronds blancs) (Contois, 1959).

Le modéle de Contois est donc dérivé comme suit :

_ MmaxS
nSP) =P rs

Ou : pmax et K sont des paramétres de croissance constants dans des conditions définies.

Dans le modele de Monod I’affinité Ks est constante. Contois explique que cette affinité
devrait dépendre de la densité de la population : Ks=Ks (P) et il propose la dépendance la plus
simple. Une relation linéaire Ks (P) = KP. Donc K est homogeéne a un rapport de

concentration.
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La fonction de croissance spécifique est aussi un cas de ratio-dépendance car on peut

I’écrire comme fonction du ratio S/P :

Le graphique reliant les points de 1/u en fonction des ratios % (la densité de population a

I’équilibre vs la concentration de substrat limitant a 1’équilibre) atteste de cette relation

(Figure b).
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Figure b : Relation entre les réciproques des taux spécifiques de croissance (1/u) et les ratios
de la densité de population et de la concentration du substrat limitant Pe/ s (Glucose pour les
e

ronds noirs et ammonium pour les ronds blancs) de cultures en continue d’Aerobacter

aerogenes a [’équilibre (Contois, 1959).
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Annexe B : LA LOI D’HALDANE (1968)

Le modele classique de Monod ne peut pas étre valide pour certains substrats avec
lesquels la croissance est limitée a faible concentration et du fait qu’ils sont inhibiteurs pour
I’organisme a haute concentration. Dans son article « A mathematical model for the
continuous culture of microorganisms utilizing inhibitory substrates », Andrews (1968)
propose un nouveau modele dont la particularité est d’utiliser une fonction d’inhibition
relative a la concentration en substrat et au taux spécifique de croissance (Haldane, 1930).

Cette fonction d’inhibition peut s’exprimer comme suit (Figure c) :

Umax 3
w(s) = —mS
Ks+ S+ K

Ou:
- pestle taux spécifique de croissance,
- Wmax est le taux maximal de croissance en absence d’inhibition,
- S est la concentration en substrat limitant,
- Ksest la constante d’affinité
- K| est la constante d’inhibition, numériquement égale a la concentration de substrat la
plus haute pour laquelle le taux de croissance spécifique (n) est égale a la moitié¢ du

taux maximal de croissance en absence d’inhibition ([max)-

La vitesse de croissance chute pour les grandes concentrations de substrat. De plus,

plusieurs équilibres sont possibles et il y a par conséquent des instabilités (Figure d).

Bien que ce modele soit plus fréquemment utilisé dans 1’industrie pour le traitement
de certains déchets industriels par exemple, il peut étre utilisé dans certaines expériences plus
fondamentales puisque méme le glucose peut inhiber la croissance si il est présent a des

concentrations suffisamment hautes.
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Figure c : Représentation de la fonction d’inhibition d’Haldane (en rouge) par rapport au

modele de Monod (en bleu).
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Figure d : Représentation de courbe de croissance selon la fonction d’inhibition d’Haladane
(courbe rouge) selon le taux de dilution D choisi (ligne bleue). Les points d’équilibres sont

entoures d’un cercle vert.
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Annexe C : Effet de la lumiére sur le métabolisme du carbone et sur
I’abondance bactérienne d’une population de P. angustum S14 avec une

exposition lumineuse continue de 406 pnE.

Apres les expériences réalisées avec une eau de mer artificielle additionnée de glucose
(3mM) peu appropriée a la croissance bactérienne (Berges et al., 2001) des duplicats de cycles
en chémostat ont été réalisés avec une eau de mer plus adaptée (Eguchi et al., 1996). Des
mesures de densité cellulaire (ODg2onm) €t de POC ont été effectuées a 1’obscurité (pour le
POC, seulement une fois que la population était stabilisée) et comparées a celles effectuées
durant la période d’exposition lumineuse. L’état stationnaire est obtenu au bout de 80 heures
(pres de 8 renouvellements en milieu de culture de la chambre interne du chémostat). Ni la
densité cellulaire ni la concentration en POC n’ont montrées d’augmentation significative en
période d’exposition a la lumiére. La densité optique est restée stable tout au long du cycle et
’efficacité d’utilisation du carbone n’a pas été améliorée dans ces conditions expérimentales,

il semblerait méme que la lumicre ait eu un effet négatif sur elle pour I’'un des deux répliqua

(Figure e).
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Figure e : Evolution de la densité optique (ODgszonm), et du POC (ug.ml”) en fonction du
temps lors d’une exposition @ une intensité de lumiére moyenne (406 umol photon.m™.s™)
apres une phase d’obscurité (rectangle gris) de 115 heures. Les losanges blancs et noirs
représentent les points de densité optique pour les réplicat 1 et 2 respectivement, les ronds

blancs et noirs, les mesures de POC pour les réplicat 1 et 2 respectivement.
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L’évolution du pH au cours du cycle expérimental (Figure f) se stabilise durant la période a
I’obscurité apres une forte acidification due a la croissance cellulaire. Cependant il reste acide
malgré un milieu de culture tamponné. Cela est probablement di a la forte concentration
cellulaire dans la culture. Apres une courte période d’illumination, le pH a 1égérement baissé
(~ -0,2). L’hypothese formulée a été que la protéorhodopsine, sous 1’effet de la lumiére, a
engendré la libération de protons dans le milieu extracellulaire mais que ses effets n’ont pas

été remarqués sur les analyses réalisées. Deux raisons peuvent expliquer cette observation :

- la protéine ne permet pas d’améliorer I’efficacité d’utilisation du carbone,
- la technique utilisée posséde des biais de mesures plus importants que le

changement physiologique et métabolique existant.
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Figure [ : Evolution du pH au cours du temps pour les répliquas de cycles en chéemostat.
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Annexe D : Effet de la lumiére sur le métabolisme du carbone et sur la
densité optique d’une population de P. angustum S14 avec une exposition
lumineuse en cycle 12h-12h (406 pE) lors d’un ajustement de pH par une

solution de soude.

L’article numéro 1 (Chapitre V) a été produit avec deux grands jeux d’expériences :
(1) des cycles en chémostat avec un « haut niveau » de substrat et donc une biomasse
importante engendrant un pH acide et (2) des cycles en chémostat avec un « faible niveau »
de substrat et une biomasse moins dense conservant un pH neutre. Initialement, des
expériences en chémostat, avec un ajustement de pH grace a une solution de soude, ont été
réalisées pour obtenir un pH neutre. Ainsi, en conservant une méme biomasse, un pH neutre a
pu étre obtenu. Une expérience préliminaire a tout d’abord été entreprise afin d’évaluer la
quantit¢ de soude nécessaire pour conserver le pH désiré et de choisir une solution
suffisamment concentrée pour que le volume de soude ajouté soit négligeable par rapport au
volume de milieu frais distribué (Figure g). Une solution de NaOH a 0,25 M a ét¢é testée pour
que le pH soit ajusté automatiquement a 8. En moyenne, 11 mL.h" de solution de NaOH ont
été utilisés pour ajuster convenablement le pH. Ce volume étant négligeable par rapport au
débit d’entrée du milieu de culture, ce dispositif d’ajustement a été conservé pour 1’expérience

suivante.
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Figure g : Evolution du pH ajusté avec une solution de soude a 0,25 M en fonction du temps

lors d’une exposition continue a [’obscurite.
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L’expérience incluant I’exposition cyclique a la lumicre a été réalisée en dupliquas
dans les mémes conditions que les expériences avec un « haut niveau » de substrat (Chapitre
IV). Comme précédemment, la densité optique s’est stabilisée aprés environ 120 heures
d’exposition a ’obscurité (Figure h). Les cycles 12h lumiére — 12h obscurité ont alors été
enclenchés. Un des répliqua a révélé une biomasse toujours plus importante que celle
observée pour le second. Cette différence a pu étre expliquée par la différence de débit entre

les deux chémostats avec une moyenne de 101,09 + 7,17 mLh™ pour le premier et une de

seulement 88,67 + 5,05 mlL.h! pour le second.
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Figure h : Evolution de la densité optique (ODgyonm) et du POC (ugC/ml) en fonction du
temps lors d’une exposition cyclique a une intensité de lumiére moyenne (406 umol photon.m’
? 57) aprés une phase d’obscurité (rectangle gris) de 120 heures en présence d’un ajustement
de pH par une solution de soude. Les losanges noirs et blancs représentent les points de

densité optique pour les réplicats 1 et 2 respectivement, les ronds noirs et blancs, les mesures

de POC pour les réplicats 1 et 2 respectivement.

A la différence des expériences réalisées dans les mémes conditions mais a pH acide, aucun
pattern n’a pu étre déduit des mesures de POC effectuées au cours du temps (Figure h). Ces
résultats ont permis de se poser une nouvelle question : est-ce réellement le pH ou simplement
la fagon dont le pH est ajusté qui inhibe les effets observés auparavant ? En d’autres termes,
’ajout régulier d’une solution de soude modifie t-il le métabolisme de la souche et empéche t-
il la protéorhodopsine de fonctionner ? Il a donc été décidé de réaliser une nouvelle fois ces
expériences en diminuant la quantité de carbone distribuée (de 3 a 0,6 M de glucose). Le pH a

ainsi pu étre ajusté sans ajout supplémentaire d’une solution car le tampon du milieu utilisé
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¢tait suffisamment efficace pour une quantit¢ de biomasse bien moins importante. Ces

dernieres expériences ont constituées la deuxiéme partie de 1’article numéro 1 (Chapitre IV).
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Figure i : Evolution du débit en ml.h™ en fonction du temps en heures pour les répliquas 1

(courbe noire) et 2 (courbe en pointillés).
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Annexe E : Vérification de I’état de quasi-équilibre dans les chémostats.

Les débits des expériences en chémostat n’ont pas été stables durant les cycles mais
aprés simulation du modele de Pirt (1975) sur nos données (logiciel Scilab, version 5.4.1),
nous avons pu comparer les résultats obtenus en simulation et ceux obtenus en expériences.
Les courbes obtenues (Figures j, k et | pour les expériences en haute concentration de carbone
et Figures m, n, o pour les expériences en faible concentration de carbone), nous ont permis
de confirmer I’hypothése de 1’état quasi stationnaire du modele tout au long des diverses

expériences.

Les courbes représentées sur 1’ensemble des panneaux A des 6 figures comparent
I’évolution des taux de dilution mesurés (courbes bleues) durant les expériences avec les taux
de croissance simulés (courbes rouges). Les deux courbes se superposent pratiquement
parfaitement, démontrant 1’état de quasi équilibre pour la variable de concentration en
substrat. L unique moment pour lequel il y a une frappante différence entre les deux courbes
est lorsque la lumiere est allumée pour la premicre fois aprés un long moment d’obscurité
dans les traitements avec une forte concentration de glucose (traduisant un changement brutal
dans les conditions ayant une conséquence théorique sur le taux de croissance de la souche
bactérienne) mais trés rapidement, la courbe des taux de croissance simulée se réajuste sur

[’autre.

Sur les panneaux B des 6 figures, nous pouvons observés que les POC mesurés sont
toujours trés proches des points de POC a I’équilibre simulés par le modele de Pirt,
confirmant une nouvelle fois I’état quasi stationnaire des chémostats étudiés pour la variable

de concentration en biomasse.

Finalement, les panneaux C des 6 figures représentent 1’évolution du substrat résiduel
restant dans les chémostats, totalement négligeable par rapport au substrat d’entrée (216
pgml” et 43 pgml’ pour les chémostats a forte et faible concentration de substrat
respectivement). Cette information nous permet de valider 'utilisation du modele de Pirt sur
les données expérimentales obtenues dans le chapitre IV de ce travail de thése, ou nous

négligeons la concentration en substrat résiduel devant la concentration en entrée.
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Figure j: Graphiques confirmant [’hypothese de [’état quasi stationnaire au sein du
chemostat HI. (A) Courbes de [’évolution du taux de dilution (bleue) et du taux de croissance
u simulé (rouge) en fonction du temps. (B) Représentation des points de POC a [’équilibre
(rond noirs) suivant la simulation de [’évolution de la biomasse (courbe noire) et des points

de POC expérimentaux (ronds bleus). (C) Courbe de I’évolution du substrat résiduel dans les

chémostats en fonction du temps.
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Figure k: Graphiques confirmant [’hypothése de [’état quasi stationnaire au sein du
chemostat H2. (A) Courbes de [’évolution du taux de dilution (bleue) et du taux de croissance
u simulé (rouge) en fonction du temps. (B) Représentation des points de POC a [’équilibre
(rond noirs) suivant la simulation de [’évolution de la biomasse (courbe noire) et des points

de POC expérimentaux (ronds bleus). (C) Courbe de I’évolution du substrat résiduel dans les

chémostats en fonction du temps.
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Figure [: Graphiques confirmant [’hypothese de [’état quasi stationnaire au sein du
chémostat controle H. (A) Courbes de 1’évolution du taux de dilution (bleue) et du taux de
croissance u simulé (rouge) en fonction du temps. (B) Représentation des points de POC a
[’équilibre (rond noirs) suivant la simulation de I’évolution de la biomasse (courbe noire) et

des points de POC expérimentaux (ronds bleus). (C) Courbe de [’évolution du substrat

résiduel dans les chémostats en fonction du temps.
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Figure m : Graphiques confirmant [’hypothése de [’état quasi stationnaire au sein du
chémostat L1. (A) Courbes de [’évolution du taux de dilution (bleue) et du taux de croissance
u simulé (rouge) en fonction du temps. (B) Représentation des points de POC a [’équilibre
(rond noirs) suivant la simulation de [’évolution de la biomasse (courbe noire) et des points

de POC expérimentaux (ronds bleus). (C) Courbe de I’évolution du substrat résiduel dans les

chémostats en fonction du temps.
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Figure n: Graphiques confirmant [’hypothése de [’état quasi stationnaire au sein du
chémostat L2. (A) Courbes de [’évolution du taux de dilution (bleue) et du taux de croissance
u simulé (rouge) en fonction du temps. (B) Représentation des points de POC a [’équilibre
(rond noirs) suivant la simulation de [’évolution de la biomasse (courbe noire) et des points

de POC expérimentaux (ronds bleus). (C) Courbe de I’évolution du substrat résiduel dans les

chémostats en fonction du temps.
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Figure o : Graphiques confirmant [’hypothése de [’état quasi stationnaire au sein du
chémostat controle L. (A) Courbes de [’évolution du taux de dilution (bleue) et du taux de
croissance u simulé (rouge) en fonction du temps. (B) Représentation des points de POC a
[’équilibre (rond noirs) suivant la simulation de I’évolution de la biomasse (courbe noire) et
des points de POC expérimentaux (ronds bleus). (C) Courbe de [’évolution du substrat
résiduel dans les chémostats en fonction du

temps
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