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©AYant-proposª 
ViYre dans les grands fonds : une question d¶adaptation ? 

La Yie est largement rependue sur Terre, \ compris dans les niches pcologiques o� rqgnent 

des paramqtres ph\sico-chimiques les plus e[traYagants et e[trrmes : absence d¶o[\gqne, 

tempprature, pH, osmolaritp, teneur en eau, pression« La qualification d¶un biotope 

d¶e[trrme est dpformpe par notre propre perception, puisqu¶il s¶agit premiqrement d¶une 

Yision trqs anthropocentrpe : © des milieu[ hostiles j l¶homme et o� toute Yie humaine 

semble impossible ª. Cependant tout biotope dpfini par une Yaleur faible ou forte d¶au 

minimum un paramqtre majeur influenoant les c\cles Yitau[ peut rtre agrpp de ce 

qualificatif (Gargaud et al., 2007). 

La dpcouYerte du microbiologiste ampricain Thomas Brock en 1969, d¶un microorganisme 

TheUPXV aTXaWicXV, se dpYeloppant dans les sources chaudes (50-90�C) du parc de 

YelloZstone au[ Etats Unis, jusqu¶alors considprpes comme stpriles, ont bala\p les idpes 

reoues. Dqs lors les milieu[ e[trrmes de la planqte allaient faire l¶objet de nombreuses 

inYestigations« Les sources h\drothermales ocpaniques profondes, rpgions ponctuelles de 

fortes actiYitps Yolcaniques, situpes dans les grands fonds, font partie de ces endroits a 

SUiRUi hostiles ; du fait des conditions de tempprature, de pression h\drostatique et de la 

composition du fluide ano[ique rpduit qui pmane de ces pdifices.  

En dppit de ces contraintes les cheminpes h\drothermales sont considprpes comme de 

Ypritables oasis de Yie. Le terme d¶e[trrmophile qualifie ces espqces posspdant la 

particularitp de se dpYelopper dans des conditions flirtant aYec les limites de la Yie. Ces 

dpcouYertes ont fait reculer les limites ph\siques et chimiques connues de la Vie sur Terre, 

et ont aussi conduit j rpYiser les h\pothqses de la Yie de t\pe Terrestre sur d¶autres 

planqtes du s\stqme solaire : l¶e[obiologie. L¶intprrt d¶ptudier les enYironnements profonds 

et les espqces associpes, est de rendre compte de la Yaste biodiYersitp qu¶ils abritent, des 

mpcanismes mis en °uYre par ces organismes pour s¶adapter (Yoies mptaboliques et 

molpcules originales) et Yaloriser j terme les recherches fondamentales par des 

applications innoYantes en biotechnologie. La biotechnologie des e[trrmophiles a pour 

objectif de rechercher et d¶e[ploiter ces ressources naturelles de biomolpcules, comme les 

en]\mes, les biopol\mqres, les mptabolites secondaires. 

Le projet de thqse Yise j plucider les bases des signatures molpculaires de l¶adaptation au[ 

fortes pressions h\drostatiques, che] le modqle archpen TheUPRcRccXV baURShiOXV. Cette 

archpe fait l'objet d'ptude depuis une di]aine d¶annpes au LM2E et pour laquelle un outil 

gpnptique a ptp dpYeloppp au laboratoire (Thiel et al., 2014), qui serYira de support 

biologique. Un Yolume important de la biosphqre est soumis au[ hautes pressions 

h\drostatiques, et pourtant l¶impact de ce paramqtre sur l¶adaptation et la ph\siologie des 

organismes reste encore peu ptudip. 
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Introduction 
 

I. La découverte de la biosphère profonde 

I.a. Les abysses, un environnement aux conditions extrêmes 
 

LeV ab\VVeV, dX gUec ancien ab\VVRV © VanV fRnd, d¶Xne SURfRndeXU immenVe ª, dpVignenW leV 

fRndV RcpaniTXeV TXi V¶pWendenW j deV SURfRndeXUV imSUeVViRnnanWeV de SlXV de 2000 mqWUeV. 

Ce cRmSaUWimenW ab\VVal d¶Xne SURfRndeXU mR\enne de 3800 mqWUeV, UecRXYUe 80% de la 

VXSeUficie deV fRndV maUinV, ce TXi UeSUpVenWe SlXV de 65% de la VXUface de © nRWUe SlanqWe 

bleXe ª (Fang and Ba]\linVki, 2008)(JannaVch and Ta\lRU, 1984; OgeU and JebbaU, 2010) 

(figure 1). 

 

FigXUe 1: CoXpe WUanVYeUVale VchpmaWiTXe de la bioVphqUe pUofonde 

(MichoXd, 2014; OgeU and JebbaU, 2010) 
LeV ligneV UoXgeV eW bleXeV UepUpVenWenW la WemppUaWXUe eW la pUeVVion limiWe poXU la Yie. 

 

A de WelleV SURfRndeXUV leV SaUamqWUeV Sh\VicR-chimiTXeV VRnW diffpUenWV de ceX[ cRnnXV en 

VXUface eW aSSaUaiVVenW cRmme cRnWUaignanWV. LeV gUandV fRndV VRnW caUacWpUiVpV SaU Xne 

absence de lumière, VachanW TXe celle-ci ne SpnqWUe TXe danV la cRXche VXSpUieXUe de la 
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cRlRnne d¶eaX, la ShRWRV\nWhqVe eVW dRnc limiWpe j Xne cenWaine de mqWUeV de SURfRndeXU 

(VanUeXVel eW al., 2010). © A YingW mqWUeV de SURfRndeXU, il n¶\ a SlXV d¶agiWaWiRn VXSeUficielle. 

LeV cRXleXUV V¶eVWRmSenW SeX j SeX. A 200 m Uqgne encRUe Xne YagXe claUWp cUpSXVcXlaiUe. 

MaiV j 300 m, c¶eVW la nXiW pWeUnelle- UaSSRUWe le WpmRignage d¶Xne SlRngpe j bRUd d¶Xn 

VXbmeUVibleª. 

 LeV fRndV RcpaniTXeV VRnW deV milieX[ oligotrophes (JannaVch and Ta\lRU, 1984), R� VeXl 1% 

dX caUbRne de la SURdXcWiRn SUimaiUe ShRWRV\nWhpWiTXe de VXUface \ eVW UeWURXYp VRXV fRUme 

SaUWicXlaiUe (neige maUine). En ce TXi cRnceUne leV températures, elleV VRnW faibleV maiV 

UelaWiYemenW cRnVWanWeV aYec Xne VWabiliVaWiRn de 2�C j 3000 m, eW Xne RVcillaWiRn enWUe 0,5 eW 

1�C SRXU deV SURfRndeXUV de 5000 m, j l¶e[ceSWiRn de la mpdiWpUannpe  (13�C) eW de la meU 

URXge (22�C).  

Enfin l¶Xn deV SaUamqWUeV Sh\ViTXeV majeXUV eVW la fRUWe pression hydrostatique, dpfinie 

cRmme la fRUce e[eUcpe SaU Xne cRlRnne liTXide VXU Xne VXUface, eW aXgmenWanW de 10 MPa 

(mpgaSaVcal) WRXV leV kilRmqWUeV (10 MPa.Km-1) danV la cRlRnne d¶eaX eW de 20-30 MPa.Km-1 

aX niYeaX deV URcheV eW VpdimenWV. La fRVVe deV MaUianneV, TXi dpWienW acWXellemenW le UecRUd 

de SURfRndeXU VRXV la meU, 11 km de SURfRndeXU, eVW ainVi VRXmiVe j Xne SUeVViRn de 110 MPa 

VRiW 1 WRnne SaU cm2. PRXU dRnneU Xn e[emSle de cRmSaUaiVRn imagpe cela pTXiYaXW j © Xne 

YRiWXUe VXU l¶Rngle d¶Xn SRXce ª. 

 

AinVi, dX faiW de ceV cRndiWiRnV WUqV plRignpeV deV biRWRSeV de VXUface, l¶image aVVRcipe j ceV 

enYiURnnemenWV SURfRndV a SendanW lRngWemSV pWp celle d¶Xn dpVeUW, dpSRXUYX de WRXWe fRUme 

de Yie. En WpmRigne l¶h\SRWhqVe fRUmXlpe en 1841 SaU le naWXUaliVWe anglaiV FRUbeV (AndeUVRn 

and Rice, 2006). PendanW Xne camSagne de dUagage en meU Egpe, il UpaliVe deV SUplqYemenWV 

j deV SURfRndeXUV cURiVVanWeV, eW UemaUTXe Xne diminXWiRn dX nRmbUe d¶animaX[ en fRncWiRn 

de la SURfRndeXU. La cRXUbe WhpRUiTXe TXi dpcRXle de ceV RbVeUYaWiRnV, lXi mRnWUe TXe WRXWe 

Yie diVSaUaiWUaiW aX-delj de 550 m. 

La UpaliWp eVW SRXUWanW WRXW aXWUe, maiV il faXdUa aWWendUe leV SUemiqUeV e[SlRUaWiRnV 

RcpanRgUaShiTXeV SRXU dpmRnWUeU TXe la Yie e[iVWe en WRXW SRinW de la SlanqWe. DqV 1860, la 
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dpcRXYeUWe de cRUaX[ j SlXV de 1800 m de SURfRndeXU SaU AlShRnVe Milne EdZaUdV UemeW en 

TXeVWiRn leV dpcRXYeUWeV de FRUbeV. En 1864 le SaVWeXU nRUYpgien SaUV UemRnWe aX niYeaX d¶Xn 

FjRUdV, 2 fRVVileV. LeV dpcRXYeUWeV V¶enchainenW de 1872 j 1876, leV anglaiV j bRUd dX ChallengeU 

SaUcRXUenW WRXWeV leV meUV dX glRbe eW WURXYenW de la Yie jXVTX¶j 5500 m de SURfRndeXUV. Le 

naYiUe danRiV GalaWhea, UaSSRUWe de VRn e[SpdiWiRn de 1950 j 1952, 115 eVSqceV aX-delj de 

6000 m ; nRWammenW aX niYeaX de la fRVVe deV MaUianneV j 10900 m de SURfRndeXU, R� deV 

animaX[ inYeUWpbUpV, deV VpdimenWV eW deV bacWpUieV VRnW UemRnWpV j bRUd. AinVi SendanW SUqV 

de 100 anV, deV UecheUcheV RnW pWp menpeV SRXU VaYRiU Vi la Yie e[iVWaiW j WRXWe SURfRndeXU ; eW 

encRUe aXjRXUd¶hXi leV camSagneV RcpanRgUaShiTXeV cRnWinXenW d¶e[SlRUeU la UicheVVe deV 

gUandV fRndV.  

La biRVShqUe SURfRnde eVW acWXellemenW cRnVidpUpe cRmme le SlXV YaVWe pcRV\VWqme de la TeUUe 

(CRlZell and D¶HRndW, 2013; Kallme\eU eW al., 2012). CeW pcRV\VWqme immenVe, abUiWe Xne 

gUande diYeUViWp d¶eVSqceV maiV en faible TXanWiWp, aYec Xne biRmaVVe de l¶RUdUe de TXelTXeV 

milligUammeV de maWiqUe RUganiTXe SaU m2  (CaUiR, 2013). 

L¶hRmRgpnpiWp TXaVi SaUfaiWe deV gUandV fRndV eVW WRXW de mrme j nXanceU ; en effeW deV ]RneV 

chaXdeV, anR[iTXeV eW chaUgpeV de maWiqUeV RUganiTXeV UpdXiWeV : leV VRXUceV h\dURWheUmaleV, 

YiennenW SRncWXeU ceW enYiURnnemenW. CeV pcRV\VWqmeV cRmSle[eV, cRnVidpUpV cRmme l¶Xn deV 

SlXV VSecWacXlaiUeV de la TeUUe, VRnW de YpUiWableV RaViV de Yie, caUacWpUiVpV SaU Xne faible 

biRdiYeUViWp eW aX cRnWUaiUe Xne fRUWe biRmaVVe de 10 j 100 kg SaU m2 (CRUliVV eW al., 1979; PUieXU 

and MaUWeinVVRn, 1998). 

 

I.b. La découverte des sources hydrothermales océaniques profondes 

En 1977, deV gpRlRgXeV ampUicainV embaUTXpV j bRUd dX VRXV-maUin Alvin, dpcRXYUenW aX laUge 

deV vleV GaliSagRV j SlXV de 2600 m de SURfRndeXU Xne fRUWe acWiYiWp YRlcaniTXe, deV pdificeV 

h\dURWheUmaX[ aX[ allXUeV de cheminpeV, d¶R� pmane Xn flXide chaXd. CeWWe e[SlRUaWiRn 

maUTXe  la dpcRXYeUWe de la SUemiqUe VRXUce h\dURWheUmale acWiYe (CRUliVV eW al., 1979; 

LRnVdale, 1977) (figure 2). DeV camSagneV XlWpUieXUeV RnW SeUmiV la dpcRXYeUWe de nRmbUeX[ 

ViWeV, diVSeUVpV j diffpUenWV endURiWV dX glRbe aYec deV SURfRndeXUV allanW de 700 m j Xn SeX 
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SlXV de 4000 m. La fRVVe deV CawmanV dpcRXYeUWe en 2009, abUiWe le ViWe Beebe, ViWXp j 4960 

m de SURfRndeXU (CRnnell\ eW al., 2012). LeV cheminpeV h\dURWheUmaleV Ve fRUmenW aX niYeaX : 

deV ]RneV j fRUWe acWiYiWp WecWRniTXe, deV dRUValeV mpdiR-RcpaniTXeV (AWlanWiTXe, PacifiTXe 

OUienWal, Ocpan Indien), SUqV deV ]RneV de VXbdXcWiRn, aX niYeaX deV BaVVinV aUUiqUe-aUcV dX 

PacifiTXe RccidenWal (figure 2). Ce VRnW deV UpgiRnV SRncWXelleV de fRUWeV acWiYiWpV WecWRniTXeV, 

TXi fUagiliVenW la cUR�We RcpaniTXe eW cUpenW deV fiVVXUeV SaU leVTXelleV SpnqWUe l¶eaX de meU. 

Celle-ci Ve UpchaXffe j SUR[imiWp de la chambUe magmaWiTXe, VRXV l¶effeW de la WemSpUaWXUe eW 

de la SUeVViRn, le flXide V¶acidifie eW diVVRXW deV cRnVWiWXanWV de la URche mqUe (baValWe, 

SpUidRWiWe, gabbURV). Ce flXide acide d¶Xne WemSpUaWXUe aYRiVinanW leV 350�C UemRnWe jXVTX¶aX 

SlancheU RcpaniTXe. LeV pdificeV Ve fRUmenW alRUV SaU cRnWacW dX flXide aYec l¶eaX de meU d¶Xne 

WemSpUaWXUe SURche de 2�C, ce TXi enWUaine la SUpciSiWaWiRn deV minpUaX[ TXi V¶accXmXlenW 

aXWRXU deV VRUWieV de flXideV (Cann eW al., 1999) (figure 3). 

 

 

FigXUe 2: LocaliVaWion deV ViWeV h\dUoWheUmaX[ 

 (FloUeV and Re\Venbach, 2011) 

LeV ViWeV h\dUoWheUmaX[ VonW localiVpV aX niYeaX deV UideV mpdio-ocpaniTXeV (AWlanWiTXe, PacifiTXe 
OUienWal, Ocpan Indien). LeV poinWV UepUpVenWenW leV ]oneV e[ploUpeV. 
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FigXUe 3: RepUpVenWaWion VchpmaWiTXe d'Xne VoXUce h\dUoWheUmale 

(FloUeV and Re\Venbach, 2011) 

 
CeV habiWaWV VRXmiV j l¶abVence WRWale de lXmiqUe, j deV SUeVViRnV pleYpeV, j de fRUWV gUadienWV 

de WemSpUaWXUe, eW j la SUpVence d¶plpmenWV WR[iTXeV (mpWaX[ lRXUdV, mpWhane, VXlfXUe«) (GRld, 

1992) (figure 3 et 4), VemblenW j SUemiqUe YXe inadaSWpV j l¶pmeUgence de la Yie (PUieXU and 

MaUWeinVVRn, 1998). Un pcRV\VWqme lX[XUianW eVW SRXUWanW SUpVenW aX niYeaX de ceV cheminpeV. 

La VXUYie de ceW pcRV\VWqme UeSRVe VXU le flXide h\dURWheUmal TXi eVW Xne VRXUce d¶pneUgie eW 

de nXWUimenWV, eW VXU la SUpVence de micURRUganiVmeV, TXi cRnVWiWXenW la baVe de la chavne 

alimenWaiUe danV ceW enYiURnnemenW. L¶pneUgie npceVVaiUe aX dpYelRSSemenW ne SURYienW SaV 

de la ShRWRV\nWhqVe, celle-ci n¶pWanW SaV UpaliVable dX faiW de l¶abVence de lXmiqUe, le UpVeaX 

WURShiTXe dpSend de la SURdXcWiRn SUimaiUe deV bacWpUieV. A la Slace de la lXmiqUe c¶eVW Xne 

UpacWiRn chimiTXe TXi fRXUniW l¶pneUgie SUimaiUe npceVVaiUe j leXUV mpWabRliVmeV. En effeW leV 

flXideV VRnW chaUgpV en mpWaX[ lRXUdV (feU, ]inc, manganqVe, SlRmb, cXiYUe) eW en plpmenWV 

UpdXiWV (H2S, CO2, H2) (JannaVch and Ta\lRU, 1984; MaUWin eW al., 2008). CeV cRmSRVpV 

chimiTXeV UpdXiWV UeSUpVenWenW deV VRXUceV d¶pneUgie, deV acceSWeXUV eW dRnneXUV d¶plecWURnV 
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SRXU leV micURRUganiVmeV. Ce ShpnRmqne SRUWe le nRm de chimiRV\nWhqVe (GRme]-Sae] eW al., 

2017). 

 

FigXUe 4: PhoWogUaphie d'Xn fXmeXU noiU 

 (FloUeV eW al., 2012)   

DeX[ cheminpeV VonW YiVibleV danV le fond, ceWWe phoWo a pWp pUiVe paU le ROV JaVon II aX niYeaX de 
l¶ © EaVWeUn LaX SpUeading CenWeU ª (WoodV Hole OceanogUaphic InVWiWXWion). 

 
EWXdieU ceV enYiURnnemenWV SURfRndV eW leV eVSqceV aVVRcipeV, SeUmeW de UendUe cRmSWe de la 

YaVWe biRdiYeUViWp TX¶ilV abUiWenW, ainVi TXe leV mpcaniVmeV miV en °XYUe SaU ceV RUganiVmeV 

SRXU V¶adaSWeU. 

La haute pression hydrostatique (HPH) cRnVWiWXe le SUinciSal SaUamqWUe Sh\ViTXe TXi 

inflXence l¶acWiYiWp mpWabRliTXe eW le c\cle de Yie deV RUganiVmeV maUinV SURfRndV. Cela nRXV 

amqne j nRXV inWpUeVVeU j ce SaUamqWUe Sh\ViTXe majeXU TX¶eVW la SUeVViRn h\dURVWaWiTXe ; TXi 

malgUp le faiW TXe l¶eVVenWiel dX YRlXme de la biRVShqUe WeUUeVWUe VRiW VRXmiV j deV SUeVViRnV 

pleYpeV, UeVWe l¶Xn deV SaUamqWUeV le mRinV pWXdip. NRXV dpcUiURnV danV la SaUWie VXiYanWe, ce 

TX¶eVW la SUeVViRn h\dURVWaWiTXe, la diYeUViWp deV micURRUganiVmeV Sip]RShileV (dX gUec Sie]R : 

SUeVVeU RX VeUUeU ; Shile : dX gUec ShilR (© ami, TXi aime ª)), leV effeWV de la SUeVViRn VXU leV 

RUganiVmeV TXi \ VRnW VRXmiV ainVi TXe leV VWUaWpgieV d¶adaSWaWiRn miVeV en Slace SaU ceUWainV 

micURRUganiVmeV SRXU \ faiUe face. 
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I.c. La pression: le paramètre physique majeur des grands fonds 
 

La piézophysiologie dpVigne l¶pWXde de l¶adaSWaWiRn deV RUganiVmeV YiYanWV aX[ haXWeV 

SUeVViRnV h\dURVWaWiTXeV (Abe and KaWR, 1999). Elle cRnViVWe en l¶pWXde deV UpSRnVeV 

Sh\ViRlRgiTXeV miVeV en Slace SaU leV cellXleV SRXU cURvWUe VRXV SUeVViRn eW la miVe en pYidence 

deV plpmenWV cUiWiTXeV SRXU la YiabiliWp cellXlaiUe. La SUeVViRn h\dURVWaWiTXe cRnVWiWXe l¶Xn deV 

SUinciSaX[ SaUamqWUeV Sh\ViTXeV TXi inflXence l¶pYRlXWiRn, eW la diVWUibXWiRn deV 

macURRUganiVmeV eW deV micURRUganiVmeV danV leV milieX[ RcpaniTXeV SURfRndV (SRmeUR, 

1990; Ya\anRV, 1986). La dpcRXYeUWe d¶RUganiVmeV Sip]RShileV danV leV enYiURnnemenWV j 

haXWeV SUeVViRnV WelV TXe leV aTXifqUeV SURfRndV, leV UpVeUYRiUV de SpWURleV RX encRUe leV VRXUceV 

h\dURWheUmaleV SURfRndeV, a VRXleYp deV inWeUURgaWiRnV VXU la caSaciWp d¶adaSWaWiRn eW la 

facXlWp de VXUYie de ceV eVSqceV. 

Le WeUme de Sip]RShile a pWp XWiliVp SRXU la SUemiqUe fRiV SaU Ya\anRV en 1995 (Ya\anRV, 1995). 

Un RUganiVme Sip]RShile SeXW rWUe dpfini cRmme Xn RUganiVme dRnW l¶RSWimXm de cURiVVance 

Ve WURXYe j Xne SUeVViRn VXSpUieXUe j la SUeVViRn aWmRVShpUiTXe (0,1 MPa) (BaUWleWW, 1992), 

d¶aSUqV la dpfiniWiRn de ZRbell eW MRUiWa en 1957 (ZRbell and MRUiWa, 1957). En fRncWiRn deV 

RSWima de SUeVViRn de cURiVVance deV micURRUganiVmeV, Rn dpfiniW leV piézosensibles TXi 

VXSSRUWenW Xne aXgmenWaWiRn de SUeVViRn faible jXVTX¶j 20 MPa, VachanW TXe le WaX[ de 

cURiVVance diminXe aYec l¶aXgmenWaWiRn de SUeVViRn. LeV piézotolérants TXi Ve dpYelRSSenW 

jXVTX¶j 40 MPa, aYec Xne cURiVVance inchangpe TX¶ilV VRienW j ceWWe SUeVViRn RX j SUeVViRn 

aWmRVShpUiTXe. Enfin leV piézophiles TXanW j eX[ RnW beVRin de haXWeV SUeVViRnV SRXU cURvWUe 

de maniqUe RSWimale. DeV piézophiles obligatoires ou stricts e[iVWenW pgalemenW, 

incaSableV de Ve dpYelRSSeU j SUeVViRn aWmRVShpUiTXe eW faibleV SUeVViRnV (figure 5) (Daniel 

eW al., 2006). 
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FigXUe 5: EYolXWion de la denViWp cellXlaiUe deV micUooUganiVmeV en foncWion de la pUeVVion 

(Zeng eW al., 2009) 

 

DanV leV RcpanV, la SUeVViRn h\dURVWaWiTXe aXgmenWe de 10 MPa WRXV leV 10 mqWUeV. La SUeVViRn 

eVW dpfinie cRmme la fRUce e[eUcpe VXU Xne VXUface, la SUeVViRn h\dURVWaWiTXe, cRUUeVSRnd dRnc 

j la fRUce e[eUcpe SaU l¶eaX VXU Xn cRUSV immeUgp ; celle-ci  V¶e[eUce VelRn le SUinciSe de Le 

ChkWelieU de 1884 (admin, 2013).  SelRn ce SUinciSe : © lRUVTXe leV mRdificaWiRnV e[WpUieXUeV 

aSSRUWpeV j Xn V\VWqme Sh\VicR-chimiTXe en pTXilibUe SURYRTXenW Xne pYRlXWiRn YeUV Xn 

nRXYel pWaW d¶pTXilibUe, l¶pYRlXWiRn V¶RSSRVe aX[ SeUWXUbaWiRnV TXi l¶RnW engendUpe eW en mRdqUe 

l¶effeW. ª LeV mRdificaWiRnV SeXYenW rWUe Xne YaUiaWiRn de cRncenWUaWiRn, WemSpUaWXUe RX 

SUeVViRn. Si le YRlXme dX V\VWqme eVW aXgmenWp, la SUeVViRn diminXe RU VelRn le SUinciSe 

pYRTXp la SUeVViRn dRiW UeVWeU cRnVWanWe. Le V\VWqme UpagiW dRnc en faYRUiVanW la UpacWiRn TXi 

SURdXiW le SlXV de mRleV de ga]. LeV effeWV de fRUWeV SUeVViRnV h\dURVWaWiTXeV VXU Xne UpacWiRn 

Sh\VicR-chimiTXe j l¶pTXilibUe VRnW dRnc gRXYeUnpV SaU la YaUiaWiRn de YRlXme dX V\VWqme VXU 

leTXel la SUeVViRn V¶e[eUce RX ¨V.   
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II. Les microorganismes adaptés à la vie sous pression 

LeV biRWRSeV de la biRVShqUe SURfRnde RligRWURShe, eW caUacWpUiVpV SaU leV haXWeV SUeVViRnV 

h\dURVWaWiTXeV, UeSUpVenWeUaienW 70% dX nRmbUe WRWal de cellXleV VXU TeUUe. MaiV VeXlemenW 

Xne cinTXanWaine d¶eVSqceV diWeV Sip]RShileV eW Sip]RWRlpUanWeV (adaSWpeV aX[ haXWeV SUeVViRnV 

h\dURVWaWiTXeV) RnW pWp iVRlpeV (33 bacWpUieV eW 16 aUchpeV). PRXU la majRUiWp d¶enWUe elleV, il 

V¶agiW de bacWpUieV SV\chURShileV hpWpURWURSheV. SeXlemenW WUqV SeX de VRXcheV VRnW 

Sip]RShileV VWUicWeV ; VXU leV 15 VRXcheV Sip]RShileV RbligaWRiUeV iVRlpeV, 14 VRnW deV bacWpUieV eW 

Xne VeXle aUchpe Pyrococcus yayanosii CH1 (Zeng eW al., 2009). Ce nRmbUe limiWp de 

Sip]RShileV iVRlpV jXVTX¶j mainWenanW SeXW V¶e[SliTXeU SaU le faiW TXe UemRnWeU deV pchanWillRnV 

SUeVVXUiVpV, leV mainWeniU, SXiV leV cXlWiYeU, eVW cRmSliTXp eW cR�WeX[. AXVVi VeXlemenW 

TXelTXeV SURWRW\SeV de biRUpacWeXUV haXWeV SUeVViRnV eW haXWeV WemSpUaWXUeV indiVSenVableV 

SRXU leXU pWXde, VRnW dpYelRSSpV.  

 

II.a. Les débuts de la microbiologie abyssale 
 

LeV UecheUcheV VXU la micURbiRlRgie ab\VVale RnW cRmmencp danV leV annpeV 1884 aYec leV 

camSagneV RcpanRgUaShiTXeV dX TaliVman eW dX TUaYailleXU menpeV SaU leV cheUcheXUV 

fUanoaiV RegnaUd eW CeUWeV. IlV pmeWWenW l¶h\SRWhqVe de la SUpVence de bacWpUieV j SlXV de 5000 

m de SURfRndeXU (Minic eW al., 2006), eW cRllecWe deV bacWpUieV jXVTX¶j 8200 m. C¶eVW pgalemenW 

Xn deV SUemieUV j faiUe deV e[SpUimenWaWiRnV VXU l¶inflXence de la SUeVViRn VXU deV bacWpUieV 

(MeeUVman and McMillan, 2014). MaiV leV dpcRXYeUWeV Ve VRnW YpUiWablemenW accenWXpeV aYec 

l¶aYqnemenW deV nRXYelleV WechnRlRgieV (naYiUeV RcpanRgUaShiTXeV, VXbmeUVibleV ROV 

(RemRWel\ OSeUaWed XndeUZaWeU Vehicle)«) eW la mXlWiSlicaWiRn de camSagneV 

RcpanRgUaShiTXeV, Wel TXe l¶e[SpdiWiRn DaniVh GalaWhea © RRXnd Whe ZRUld ª en 1950-1952. 

AinVi dXUanW la dpcennie VXiYanWe, leV SiRnnieUV de la micURbiRlRgie maUine : ClaXde ZRBell, 

RichaUd MRUiWa, HRlgeU JannaVch RnW dpmRnWUp Xne acWiYiWp micURbienne UalenWie eW l¶abVence 

de bacWpUieV adaSWpeV libUeV aX[ cRndiWiRnV ab\VValeV. DqV 1949, ZRBell eW MRUiWa V¶inWpUeVVenW 

j l¶pWXde de l¶effeW de la SUeVViRn VXU leV micURRUganiVmeV, ilV iVRlenW j SaUWiU de 1957, deV 
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micURRUganiVmeV VRXV SUeVViRn VXU deV pchanWillRnV SURYenanW de VpdimenWV SURfRndV, eW ce j 

l¶aide d¶incXbaWeXUV SUeVViRnV en WiWaniXm (ZRbell and MRUiWa, 1957). En dpSiW de leXUV effRUWV, 

ilV iVRleURnW Xn micURRUganiVme Sie]RWRlpUanW eW nRn Sip]RShile. ZRBell emSlR\e le WeUme de 

baURShilie, en RbVeUYanW la denViWp cellXlaiUe en fRncWiRn deV YaUiaWiRnV de SUeVViRn, celle-ci 

n¶pWanW SaV la mrme j SUeVViRn aWmRVShpUiTXe TXe SRXU deV SUeVViRnV SlXV pleYpeV. MalgUp ceV 

dpcRXYeUWeV, le VceSWiciVme Uqgne VXU l¶e[iVWence de micURRUganiVmeV © aimanW ª la SUeVViRn. Il 

faXdUa ainVi aWWendUe 1979 SRXU TXe le dpbaW VRiW clRV, aYec l¶iVRlemenW dX SUemieU 

micURRUganiVme Sip]RShile RbligaWRiUe SaU Ya\anRV eW VRn pTXiSe (Ya\anRV eW al., 1979). IlV 

VRnW leV SUemieUV j RbWeniU eW j mainWeniU en cXlWXUe SXUe Xn Sip]RShile, TXi aSUqV idenWificaWiRn 

Ve UpYpleUa rWUe Psychromonas sp CNTP3. PaU la VXiWe Ya\anRV cRnWinXeUa leV pWXdeV VXU la 

SUeVViRn aYec nRWammenW la dpcRXYeUWe de la VRXche Sip]RShile RbligaWRiUe Codwellia sp MT41 

(Ya\anRV eW al., 1981) RX encRUe leV SUemiqUeV pWXdeV VXU l¶inflXence deV haXWeV SUeVViRnV 

h\dURVWaWiTXeV VXU leV liSideV eW leV SURWpineV (DeLRng and Ya\anRV, 1985; Ya\anRV, 1986).  

AinVi danV leV annpeV 1970, de nRmbUeX[ WUaYaX[ de RRbeUW SchZaU], RiWa CRlZell, JRd\ 

Deming, AUiVWideV Ya\anRV RX encRUe leV pTXiSeV jaSRnaiVeV dX SURfeVVeXU HRUikRVhi, RnW 

SeUmiV de mieX[ cRmSUendUe la Yie danV leV fRndV RcpaniTXeV eW de dpmRnWUeU l¶e[iVWence de 

bacWpUieV Sip]RShileV.  

CeV SUemieUV micURRUganiVmeV pWXdipV pWaienW deV bacWpUieV SV\chURShileV hpWpURWURSheV, maiV 

la dpcRXYeUWe deV VRXUceV h\dURWheUmaleV en 1977 allaiW cRnVWiWXeU Xn YpUiWable WRXUnanW SRXU 

leV UecheUcheV VXU la micURbiRlRgie ab\VVale. 

DqV lRUV, deV micURRUganiVmeV h\SeUWheUmRShileV (>90�C) anapURbieV VWUicWV RnW SX rWUe iVRlpV 

de ceV pcRV\VWqmeV SaUWicXlieUV. NRmbUe d¶enWUe eX[ aSSaUWiennenW aX dRmaine deV aUchpeV, 

SlXV SaUWicXliqUemenW j l¶RUdUe deV Thermococcales. LeV e[SpUienceV menpeV VRXV SUeVViRn VXU 

celleV-ci  RnW SeUmiV de UendUe cRmSWe dX caUacWqUe Sip]RWRlpUanW YRiU Sip]RShile deV VRXcheV, 

en effeW SRXU ceV deUniqUeV, la cURiVVance eVW WRlpUpe YRiU ampliRUpe SaU leV haXWeV SUeVViRnV. 
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II.b. Diversité des procaryotes psychro-piézophiles 
 

La SlXSaUW deV SV\chUR-Sip]RShileV RnW pWp iVRlpV enWUe 2500 m eW 11 000 m,  aX niYeaX de 

l¶enVemble deV RcpanV SURfRndV eW deV SUemiqUeV cRXcheV de VpdimenWV. IVVXV d¶Xn 

enYiURnnemenW fURid eW RligRWURShe, leXU WemSpUaWXUe RSWimale ne dpSaVVe SaV leV 15�C (MRUiWa, 

1975) eW VRnW dpfiniV SaU Xne gamme de SUeVViRn WUqV laUge (tableau 1)(LaXUR eW al., 2007). La 

majRUiWp de ceV SV\chUR-Sip]RShileV aSSaUWienW j la claVVe deV Gamma-proteobacteria, aYec 

deV UeSUpVenWanWV danV leV cinT genUeV TXe cRmSUend ce gURXSe : Shewanella, Photobacterium 

(NRgi eW al., 1998), Colwellia (Ya\anRV eW al., 1981), Moritella (XX eW al., 2003) eW 

Psychromonas (NRgi eW al., 2002). LeV Shewanella VRnW leV SlXV nRmbUeXVeV j aYRiU pWp iVRlpeV, 

cinT Moritella RnW pWp iVRlpeV eW TXaWUe SRXU leV Psychromonas eW Colwellia. Le genUe 

Photobacterium cRmSUend WURiV VRXcheV Sip]RShileV mRdpUpeV, dRnW la VRXche SS9 de P. 

profundum, mRdqle bacWpUien de l¶pWXde de la Sip]RShilie (mpcaniVmeV de UpgXlaWiRn de la 

SUeVViRn, adaSWaWiRn deV membUaneV aX[ HPH, pWXdeV gpnRmiTXeV eW caUacWpUiVaWiRn 

Sh\lRgpnpWiTXeV)(VannieU, 2012). 

DeV e[ceSWiRnV VRnW j nRWeU aYec l¶iVRlemenW d¶Xne VRXche Sip]RShile PRT1 aSSaUWenanW j la 

famille deV Rhodobacterales (fRVVe de PXeUWR RicR, 8350 m de SURfRndeXU), leV deX[ aXWUeV 

VRnW deV bacWpUieV j GUam SRViWif aSSaUWenanW aX[ FiUmicXWeV (FRVVe AlpRXWienneV en AlaVka, 

2500 m de SURfRndeXU). 

(D¶apUqV CaUio, 2013; VannieU, 2012) 

TableaX 1: LeV pip]ophileV pV\chUophileV iVolpV 

Nom Nature de 
l’échantillon 

Lieu de 
prélèvement 

Profondeur Optimum de 
pression 

Références 

Carnobacteriu
m AT1Ϯ 

Eau de mer Fosse Aleutian ϮϱϬϬ mètres ϭϱ MPa 
Piézophile 

Lauro eƚ al͘, 
ϮϬϬϲ 

Carnobacteriu
m ATϳ 

Eau de mer Fosse Aleutian ϮϱϬϬ mètres ϭϱ Mpa 
Piézophile 

Lauro eƚ al͘, 
ϮϬϬϲ 

Colwellia 
hadaliensis 
BNL-1 

 
- 

Fosse du Japon ϲϮϳϴ mètres ϵϯ MPa à ϭϬΣC 
ϳϰ MPa à ϮΣC 
Piézophile 
stricte 

Deming eƚ 
al͘,ϭϵϴϴ 

Colwellia 
piezophila 

Sédiments Fosse du Japon ϲϮϳϴ mètres ϲϬϮ MPa à ϭϬΣC 
Piézophile 
stricte 

Nogi eƚ al͘, 
ϮϬϬϰ 

Colwellia sp. 
KTϮϳ 

Amphipode Fosse Kermadec ϵϴϱϲ mètres Piézophile Lauro eƚ al͘, 
ϮϬϬϲ 

Colwellia sp. Amphipode Fosse des ϭϬϰϳϲ mètres ϭϬϬ MPa Yayanos eƚ al͘, 
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MTϰ1 Mariannes Piézophile 
stricte 

ϭϵϴϭ ; Delong 
et al., ϭϵϵϳ 

Moritella 
abyssi 

Sédiments Sierra leone, 
Océan 
Atlantique 
tropical Est 

Ϯϴϭϱ mètres ϯϬ MPa ϭϬΣC 
ϭϵ MPa ϲΣC 
Piézophile 

Xu eƚ al͘, ϮϬϬϯ 

Moritella 
japonica DSK1 

Sédiments Fosse du Japon ϲϯϱϲ mètres ϱϬ MPa 
Piézophile 

Lauro eƚ al͘, 
ϮϬϬϲ 

Moritella PEϯϲ  Océan Pacifique  ϰϭ MPa 
Piézophile 

Yayanos eƚ al͘, 
ϭϵϴϭ Delong et 
al., ϭϵϵϳ 

Moritella 
profunda 

Sédiments Sierra leone, 
Océan 
Atlantique 
tropical Est 

Ϯϴϭϱ mètres ϮϮ MPa ϲΣC 
Piézophile 

Xu eƚ al͘, ϮϬϬϯ 

Moritella 
yayanosii 
DBϮ1MT-ϱ 

Sédiments Fosse des 
Mariannes 

ϭϬϴϵϴ mètres ϴϬ MPa 
Piézophile 
stricte 

Kato eƚ al͘, 
ϭϵϵϴ ; Nogi et 
Kato, ϭϵϵϵ 

Photobacteriu
m profundum 
DSJϰ 

Sédiments Fosse de Ryuku ϱϭϭϬ mètres ϭϬ MPa 
Piézophile 

Nogi eƚ al͘, 
ϭϵϵϴ 

Photobacteriu
m profundum 
SSϵ 

Amphipode Fosse de Sulu Ϯϱϱϭ mètres Ϯϴ MPa 
Piézophile 

Delong , ϭϵϴϲ 
Delong eƚ al͘, 
ϭϵϵϳ 

Psychromonas 
kaikoae 

Sédiments Fosse du Japon ϳϰϯϰ mètres ϱϬ MPa 
Piézophile 
stricte 

Nogi eƚ al͘, 
ϮϬϬϮ 

Psychromonas 
profunda 

Sédiments Océan 
Atlantique 

ϮϳϳϬ mètres ϭϱ-ϮϬ MPa à 
ϲΣC 
Ϯϱ MPa à ϭϬΣC 
Piézophile 

Xu eƚ al͕͘ ϮϬϬϯ 

Psychromonas 
sp͘ CNPTϯ 

Eau de mer Océan Pacifique ϱϲϳϮ mètres ϱϮ MPa 
Piézophile 

Delong eƚ al͘, 
ϭϵϵϳ ; Yayanos 
eƚ al͕͘ ϭϵϳϵ 

Psychromonas 
sp͘ HS11 

Sédiments Côtes Hawaï ϱϴϬϬ mètres  
- 

Delong et 
Yayanos, ϭϵϴϲ 

Shewanella 
benthica 
DBϲ101 

Eau de mer Fosse de Ryuku Ϯϰϴϱ mètres 
;ϱϭϭϬͿ 

ϱϬ MPa 
Piézophile 

Kato eƚ al͕͘ ϭϵϵϱ 

Shewanella 
benthica 
DBϱϱ01 

Eau de mer Baie de Suruga Ϯϰϴϱ  mètres ϲϬ MPa 
Piézophile 

Kato eƚ al͕͘ ϭϵϵϱ 

Shewanella 
benthica 
DBϲϵ0ϲ 

Eau de mer Fosse du Japon ϲϮϲϵ mètres ϲϬ MPa 
Piézophile 

Kato eƚ al͕͘ ϭϵϵϱ 

Shewanella 
benthica 
DBϲϳ0ϱ 

Eau de mer Fosse du Japon ϲϯϱϲ mètres ϲϬ MPa 
Piézophile 

Kato eƚ al͕͘ ϭϵϵϱ 

Shewanella 
benthica 
DB1ϳϮF/R 

Eau de mer Fosse Izu-Bonin ϲϰϵϵ mètres ϲϬ-ϳϬ MPa 
Piézophile 

Kato eƚ al͕͘ ϭϵϵϲ 

Shewanella 
benthica 
DBϮ1MT-Ϯ 

Sédiments Fosse des 
Mariannes 

ϭϬϴϵϴ mètres ϳϬ MPa 
Piézophile 
stricte 

Kato eƚ al͕͘ ϭϵϵϴ 

Shewanella Amphipode Fosse Kermadec ϵϴϱϲ mètres  Lauro eƚ al͕͘ 
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benthica KTϮϳ - ϮϬϬϲ 
Shewanella 
benthica KTϵϵ 

Amphipode Fosse Kermadec ϵϴϱϲ mètres ϵϴ MPa 
Piézophile 

Lauro eƚ al͕͘ 
ϮϬϬϲ 

Shewanella 
benthica PTϰϴ 

Amphipode Fosse des 
Philippines 

ϲϭϲϯ mètres ϲϮ MPa 
Piézophile 

Delong et 
Yayanos, ϭϵϴϲ 

Shewanella 
benthica PTϵϵ 

Amphipode Fosse des 
Philippines 

ϴϲϬϬ mètres ϲϮ MPa 
Piézophile 

Delong et 
Yayanos, ϭϵϴϲ 

Shewanella 
benthica PTϲϰ 

 
- 

Pacifique du 
Nord 

 
- 

ϵϬ MPa 
Piézophile 

Delong et 
Yayanos, ϭϵϴϲ 

Shewanella 
benthica DSS1Ϯ 

Sédiments Fosse de Ryuku ϱϭϭϬ mètres ϯϬ MPa 
Piézophile 

Nogi eƚ al͕͘ 
ϭϵϵϴ 

 

II.c. Diversité des procaryotes des sources hydrothermales profondes 
 

La dpcRXYeUWe deV VRXUceV h\dURWheUmaleV a UpYRlXWiRnnp leV UecheUcheV aVVRcipeV j la 

micURbiRlRgie ab\VVale. LeV camSagneV RcpanRgUaShiTXeV SaVVpeV eW encRUe acWXelleV 

SeUmeWWenW l¶e[SlRUaWiRn de nRXYeaX[ ViWeV VXU l¶enVemble deV RcpanV, eW de UendUe cRmSWe de 

la biRdiYeUViWp micURbienne aVVRcipe. CeV enYiURnnemenWV TXi jalRnnenW leV RcpanV VRnW deV 

UpgiRnV chaXdeV, ainVi de nRmbUeX[ micURRUganiVmeV WheUmRShileV (RSWimXm de cURiVVance 

cRmSUiV enWUe 45�C eW 70�C) YRiU h\SeUWheUmRShileV (RSWimXm de cURiVVance VXSpUieXU j 80�C) 

RnW SX rWUe iVRlpV eW cXlWiYpV en labRUaWRiUe (HXbeU eW al., 2002; MiURVhnichenkR and BRnch-

OVmRlRYVka\a, 2006; Re\Venbach eW al., 2006; WagneU and Wiegel, 2008). La majRUiWp deV 

SURcaU\RWeV dpcRXYeUWV VRnW deV aUchpeV h\SeUWheUmRShileV aX[ mpWabRliVmeV WUqV YaUipV 

(mpWhanRgqne liWhRWURShe, VXlfaWRUpdXcWUice, RUganRWURShe). QXelTXeV bacWpUieV RnW 

pgalemenW pWp iVRlpeV aX niYeaX de ceV VRXUceV h\dURWheUmaleV (tableau 2). AYec la 

WemSpUaWXUe, la SUeVViRn eVW pgalemenW Xn SaUamqWUe caUacWpUiVWiTXe de ceV cheminpeV, Xn 

nRmbUe limiWp de Sip]R-(h\SeU)-WheUmRShileV a pWp dpcRXYeUW. PRXU la majRUiWp, ce VRnW deV 

aUchpeV TXi RnW pWp iVRlpeV aX niYeaX deV ViWeV ; eW ceV aUchpeV Sip]R-(h\SeU)-WheUmRShileV 

aSSaUWiennenW en gUande SaUWie j l¶RUdUe deV Thermococcales (aYec WURiV genUeV Thermococcus, 

Pyrococcus, Palaeococcus) (GRdfUR\ eW al., 1996; GRn]ile] eW al., 1995; MaUWeinVVRn eW al., 

1999a; Takai and HRUikRVhi, 2000) (tableau 2) : 

 

Thermoccocus barophilus eVW Xne aUchpe iVRlpe j 3550 m de SURfRndeXU VXU la Uide mpdiR-

AWlanWiTXe. ViggR MaUWeinVVRn eW VRn pTXiSe RnW SX iVRleU ce micURRUganiVme anapURbie VWUicW, 
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Ve dpYelRSSanW j SUeVViRn aWmRVShpUiTXe j 85�C. Sa cXlWXUe VRXV SUeVViRn h\dURVWaWiTXe Ve 

WUadXiW SaU Xne aXgmenWaWiRn de la WemSpUaWXUe ma[imale de cURiVVance ainVi TXe dX WaX[ de 

cURiVVance, VRn RSWimXm de SUeVViRn Ve ViWXe j 40 MPa (MaUWeinVVRn eW al., 1997, 1999a). De 

SlXV deV anal\VeV de SURWpRmiTXe, RnW SeUmiV de UpYpleU lRUV deV cXlWXUeV j SUeVViRn 

aWmRVShpUiTXe, l¶e[SUeVViRn d¶Xne SURWpine de VWUeVV, WUadXiVanW VRn caUacWqUe Sip]RShile. 

En 2002, j SaUWiU d¶Xn pchanWillRn h\dURWheUmal de la dRUVale PacifiTXe OUienWale j 2600 m de 

SURfRndeXU, la bacWpUie Marinitoga pie]ophila eVW iVRlpe (Alain eW al., 2002). CeWWe VRXche Ve 

UpYqle aYRiU Xn RSWimXm de SUeVViRn j 40 MPa alRUV TX¶elle SURYienW dµXne SURfRndeXU R� la 

SUeVViRn eVW de 26 MPa. CRmme SRXU le caV SUpcpdenW la SUeVViRn h\dURVWaWiTXe aXgmenWe la 

YiWeVVe de cURiVVance ; eW lRUVTXe la SUeVViRn diminXe la mRUShRlRgie eVW alWpUpe, aYec la 

fRUmaWiRn de filamenWV bacWpUienV dX faiW TXe leV cellXleV ne Ve diYiVenW SlXV maiV V¶allRngenW. 

Ce TXi UaSSelle leV RbVeUYaWiRnV faiWeV VXU Escherichia coli SaU SaWRVhi IVhii eW VRn pTXiSe, maiV 

danV le VenV inYeUVe, l¶aXgmenWaWiRn de SUeVViRn enWUainaiW Xne mRdificaWiRn de la mRUShRlRgie 

de la bacWpUie, TXi en cRndiWiRn de VWUeVV dpYelRSSaiW ceV lRngV filamenWV (IVhii eW al., 2004). 

En 2007, lRUV d¶Xne camSagne RcpanRgUaShiTXe FUancR-UXVVe, le ROV victor dX Pourquoi pas ? 

dpcRXYUe VXU la dRUVale mpdiR-AWlanWiTXe j SlXV de 4100 m, le ViWe h\dURWheUmal AVhad]e. Jean 

LRXiV BiUUien eW Zeng Xiang iVRlenW j SaUWiU d¶Xn fUagmenW de cheminpe Pyrococcus yayanosii, 

SUemiqUe Sip]RShile RbligaWRiUe, celle-ci pWanW incaSable de Ve dpYelRSSeU SRXU deV SUeVViRnV 

infpUieXUeV j 20 MPa (BiUUien eW al., 2011). 

PlXV UpcemmenW deX[ nRXYelleV eVSqceV Sip]RShileV RnW pWp iVRlpeV j SaUWiU de VpdimenWV 

maUinV SURfRndV h\dURWheUmaX[ de l¶Ocpan PacifiTXe : Palaeococcus pacificus (Zeng eW al., 

2013) eW Kosmotoga pacifica (L¶HaUidRn eW al., 2014). Thermococcus pie]ophilus eVW Xne 

aUchpe iVRlpe aX niYeaX de la fRVVe deV CawmanV (gRlfe dX Me[iTXe), VXU le ViWe Beebe j 4964 

mqWUeV de SURfRndeXU. CeWWe VRXche Sip]RShile, SRVVqde la SlXV laUge gamme de SUeVViRn de 

cURiVVance. AYec deV RSWima de WemSpUaWXUe eW de SUeVViRn, UeVSecWiYemenW de 75�C eW 50 MPa, 

elle a la caSaciWp de Ve dpYelRSSeU de la SUeVViRn aWmRVShpUiTXe jXVTX¶aX mRinV 120 MPa 

(DalmaVVR eW al., 2016). 



 

15 

(D'apUqV CaUio, 2013; VannieU, 2012) 

TableaX 2: LeV pip]ophileV WheUmophileV eW h\peUWheUmophileV iVolpV 

Nom Nature de 
l’échantillon 

Lieu de 
prélèvement 

Profondeur Optimum 
de pression 

 références 

Kosmotoga 
pacifica SLHLJ1T ͕ 
bactérie 

Sédiment 
hydrothermal 

Océan 
Pacifique Est 

Ϯϴϵϭ 
mètres 

ϯϬ MPa à 
ϳϬΣC 

Thermophile L’Haridon 
eƚ al͕͘ ϮϬϭϰ 

Marinitoga 
pieǌophila͕ 
bactérie 

Cheminée 
hydrothermal
e 

Ride 
Pacifique Est 

ϮϲϯϬ 
mètres 

ϰϬ MPa à 
ϲϱΣC 
Piézophile 

Thermophile Alain eƚ 
al͕͘ϮϬϬϴ 

Methanocaldoco
ccus jannaschii͕ 
archée 

Cheminée 
hydrothermal
e 

Ride 
Pacifique Est 

ϮϲϬϬ 
mètres 

ϳϱ MPa à 
ϴϲΣC 

Thermophile Jones eƚ 
al͘,ϭϵϴϯ ; 
Miller eƚ 
al͘, ϭϵϴϴ 

Methanococcus 
kandleri ϭϭϲ͕  
archée 

Fluide 
fumeur noire 

Site Kairei Ϯϰϭϱ-ϮϰϲϬ 
mètres 

ϰϬ MPa à 
ϭϬϱΣC 

Hyperthermo
phile 

Takai eƚ al͕͘ 
ϮϬϬϰ 

Paleococcus 
ferrophilus, 
archée 

Cheminée 
hydrothermal
e 

Arc 
Ogasawara-
Bonin 

ϭϯϯϴ 
mètres 

ϯϬ MPa Thermophile Takai et al., 
ϮϬϬϬ 

Paleococcus 
pacificus 
DYϮ0ϯϰ1T, 
archée 

Cheminée 
hydrothermal
e 

Océan 
Pacifique Est 

Ϯϳϯϳ 
mètres 

ϯϬ MPa Hyperthermo
phile 

Zeng eƚ al͕͘ 
ϮϬϭϯ 

Pieǌobacter 
thermophilus 
ϭϬϴ, bactérie 

Cheminée 
hydrothermal
e 

Site TAG 
;MARͿ 

ϯϲϲϬ 
mètres 

ϯϲ MPa Thermophile Takai eƚ al͕͘ 
ϮϬϬϵ 

Pyrococcus 
abyssi GEϱ, 
archée 

fluide Bassin Nord 
Fidji 

ϮϬϬϬ 
mètres 

Ϭ,ϭ MPa Hyperthermo
phile 

Erauso eƚ 
al͕͘ ϭϵϵϯ 

Pyrococcus 
yayanosii 
CHϭ,archée 

Cheminée 
hydrothermal
e 

Site Ashadze 
;MARͿ 

ϰϭϬϬ 
mètres 

ϱϮ MPa Hyperthermo
phile 

Zeng et al., 
ϮϬϬϴ 

Thermococcus 
barophilus MP, 
archée 

Cheminée 
hydrothermal
e 

Site Snakepit 
;MARͿ 

ϯϱϱϬ 
mètres 

ϰϬ MPa Hyperthermo
phile 

Marteinsso
n eƚ al͕͘ 
ϭϵϵϵ 

Thioprofundum 
lithotrophica, 
bactérie 

Cheminée 
hydrothermal
e 

Site TAG 
;MARͿ 

ϯϲϲϬ 
mètres 

ϭϲ MPa Thermophile Takai eƚ al͕͘ 
ϮϬϬϵ 

Thermococcus 
pieǌophilus ϭϬϲ͕ 
archée 

Echantillons 
hydrotherma
ux 

Fosse des 
Caïmans 

ϰϵϲϰ 
mètres 

ϱϬ MPa à 
ϳϱΣC 

Hyperthermo
phile 

Dalmasso 
eƚ al͕͘ ϮϬϭϲ 

 

En dpSiW de ceV dpcRXYeUWeV, leV Sip]RShileV dpcUiWV j ce jRXU, UeVWe SRXU la majRUiWp deV 

bacWpUieV SV\chURShileV hpWpURWURSheV. LeV Sip]RShileV TXi RnW VX V¶accRmmRdeU eW SRXU 

ceUWainV faiUe de la SUeVViRn Xn caUacWqUe RbligaWRiUe de dpYelRSSemenW, RnW dRnc d� V¶adaSWeU, 

meWWUe en Slace deV mpcaniVmeV de VXUYie aX[ haXWeV SUeVViRnV, ce TXi nRXV amqne j nRXV 

inWeUURgeU VXU ce SaUamqWUe Sh\ViTXe deV gUandV fRndV : la SUeVViRn h\dURVWaWiTXe eW VRn 

imSacW VXU leV RUganiVmeV YiYanWV. D¶aSUqV Ya\anRV leV bacWpUieV deV SURfRndeXUV RnW acTXiV 
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SaU deV SURceVVXV pYRlXWifV deV caUacWpUiVWiTXeV diffpUenWeV deV micURRUganiVmeV YiYanWV j 

SUeVViRn aWmRVShpUiTXe (Ya\anRV eW al., 1979). 

 

III. La pression hydrostatique et ses effets 

III.a. Les effets de la pression sur les cellules 
 

La gamme de SUeVViRn j laTXelle VRnW VRXmiV leV RUganiVmeV VXU TeUUe V¶pWend de 0 j 200 MPa. 

La SUeVViRn ne mRdifie SaV leV liaiVRnV cRYalenWeV maiV agiW VXU la cRnfRUmaWiRn eW leV VWUXcWXUeV 

fRUmpeV SaU leV liaiVRnV faibleV, VeXleV leV fRncWiRnV cellXlaiUeV eW le mpWabRliVme VRnW dRnc 

affecWpV. DqV 1914, PeUc\ WilliamV BUidgman, Sh\Vicien ampUicain, dpmRnWUe l¶effeW deV HPH 

VXU leV VWUXcWXUeV biRlRgiTXeV, en dpcUiYanW la cRagXlaWiRn de l¶albXmen de l¶°Xf SaU la SUeVViRn 

(BUidgman, 1914; CaUiR, 2013). Il RbVeUYe Xne cRagXlaWiRn deV SURWpineV dX blanc d¶°Xf VRXV 

l¶effeW de la SUeVViRn dRnnanW j celXi-ci Xn aVSecW d¶°Xf cXiW. DeSXiV leV SURgUqV d¶pTXiSemenW 

eW l¶inWpUrW de la SUeVViRn danV diffpUenWV dRmaineV RnW SeUmiV d¶en aSSUendUe daYanWage VXU 

l¶effeW deV haXWeV SUeVViRnV VXU © le caUacWqUe VWUXcWXUal eW la d\namiTXe deV mRlpcXleV 

biRlRgiTXeVª. 

LeV bacWpUieV nRn Sip]RWRlpUanWeV, Ve WURXYenW en ViWXaWiRn de VWUeVV j deV SUeVViRnV WURS 

imSRUWanWeV, WURS lRin de leXU RSWimXm de cURiVVance. LeV effeWV de la SUeVViRn h\dURVWaWiTXe 

RnW pWp laUgemenW pWXdipV che] leV eVSqceV mpVRShileV mRdqleV en micURbiRlRgie cRmme la 

bacWpUie Escherichia coli RX encRUe la leYXUe Saccharomyces cerevisiae (Abe and KaWR, 1999; 

BaUWleWW, 2002). SRXmiVe j la SUeVViRn, la membUane SaU e[emSle UpagiW de faoRn Vemblable j 

Xn VWUeVV aX fURid. Elle Ve Uigidifie, ce TXi imSacWe de nRmbUeXVeV UpacWiRnV dpSendanWeV de la 

flXidiWp membUanaiUe, eW mRdifie l¶hRmpRVWaVie de la cellXle (diminXWiRn de la flXidiWp 

membUanaiUe, imSeUmpabiliWp aX[ iRnV eW aXWUeV mRlpcXleV, diminXWiRn deV pchangeV 

npceVVaiUeV aX bRn fRncWiRnnemenW de la cellXle) (MacDRnald, 1984). La membUane n¶eVW SaV 

la VeXle VWUXcWXUe biRlRgiTXe imSacWpe (fRUmaWiRn de SURWpineV nRn dpnaWXUpeV maiV dpSlipeV, 

la fRUmaWiRn de mRnRmqUeV, deV SURblqmeV danV la WUadXcWiRn deV SURWpineV, RX encRUe danV 

la mRbiliWp«) (OgeU and JebbaU, 2010) (figure 6). L¶enVemble deV mRdificaWiRnV engendUpeV 
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SaU la SUeVViRn VXU leV cRnVWiWXanWV cellXlaiUeV faiW TXe VRXmiV j de haXWeV SUeVViRnV, leV 

RUganiVmeV SeUdenW ceUWaineV de leXUV fRncWiRnV, SRXYanW meneU j la mRUW de la cellXle (WeU\, 

2000). 

  

 

FigXUe 6: LeV effeWV de la pUeVVion VXU la cellXle 

 (OgeU and JebbaU, 2010) 

 

III.a.1. Influence de la pression sur les acides nucléiques  
LeV HPH VWabiliVenW leV SRnWV h\dURgqneV eW figenW leV inWeUacWiRnV, en aXgmenWanW la VWUXcWXUe 

dRXble bUin YiV-j-YiV de la VWUXcWXUe VimSle bUin SRXU Xne mrme WemSpUaWXUe. La cRnVpTXence 

de ceV changemenWV, eVW Xne VWabiliWp de l¶ADN aXgmenWpe SaU l¶aXgmenWaWiRn de SUeVViRn, eW 

la difficXlWp de la WUanViWiRn de la fRUme dRXble bUin YeUV la fRUme VimSle bUin, npceVVaiUe SRXU 

ceUWaineV fRncWiRnV cellXlaiUeV WelV TXe la UpSlicaWiRn, la WUanVcUiSWiRn eW la WUadXcWiRn 

(MacgUegRU, 1998, 2002). La SlXSaUW deV fRncWiRnV eVW inhibpe j de haXWeV SUeVViRnV 

h\dURVWaWiTXeV, SaU e[emSle la VWUXcWXUe de la dRXble hplice de l¶ADN a Xne SUeVViRn inhibiWUice 

de 1000 MPa (Abe, 2007). 
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III.a.2. Influence de la pression sur la membrane cellulaire  
La membUane cellXlaiUe cRnVWiWXpe d¶Xne bicRXche liSidiTXe, abUiWanW SURWpineV eW VXcUeV, eVW 

la VWUXcWXUe biRlRgiTXe la SlXV VenVible j la SUeVViRn. L¶hRmpRVWaVie de ceWWe membUane eVW 

indiVSenVable SRXU aVVXUeU leV fRncWiRnV biRchimiTXeV nRUmaleV eW YiWaleV SRXU leV RUganiVmeV. 

DanV leV cRndiWiRnV Sh\ViRlRgiTXeV RSWimaleV leV membUaneV VRnW RUganiVpeV eW liTXideV. Une 

aXgmenWaWiRn de WemSpUaWXUe RX diminXWiRn de SUeVViRn enWUaine Xne aXgmenWaWiRn deV 

mRXYemenWV liSidiTXeV cRndXiVanW j Xn dpVRUdUe membUanaiUe. AX cRnWUaiUe Xne diminXWiRn 

de la WemSpUaWXUe RX aXgmenWaWiRn de la SUeVViRn VRnW j l¶RUigine d¶Xne diminXWiRn deV 

mRXYemenWV liSidiTXeV, ce TXi enWUaine Xne UigidificaWiRn de la membUane (WUanViWiRn 

liTXide/gel) (OgeU and CaUiR, 2013). CeWWe WUanViWiRn n¶eVW SaV immpdiaWe eW il SeXW SeUdXUeU 

danV la membUane deV mplangeV liTXide/gel. LeV liSideV V¶adaSWenW j la cRmSUeVViRn en 

changeanW de cRnfRUmaWiRn, l¶aXgmenWaWiRn de la SUeVViRn a dRnc deV UpSeUcXVViRnV VXU la 

membUane, eW Ve WUadXiW SaU Xne SeUWe de flXidiWp membUanaiUe. La membUane deYenanW 

UaSidemenW imSeUmpable j l¶eaX eW aX[ aXWUeV mRlpcXleV, leV pchangeV ainVi TXe leV inWeUacWiRnV 

liSideV/SURWpineV SRXUWanW npceVVaiUeV aX bRn fRncWiRnnemenW de la membUane ne VRnW SlXV 

SRVVibleV (WinWeU and JeZRUUek, 2009). La mRbiliWp, la diYiViRn cellXlaiUe VRnW inhibpeV SRXU 

deV SUeVViRnV de 10 eW 20 MPa (Abe, 2007). 

CeSendanW deV changemenWV de la cRmSRViWiRn liSidiTXe danV leV membUaneV en UpSRnVe j Xn 

VWUeVV (WemSpUaWXUe, SUeVViRn, SH) VRnW SRVVibleV, eW SRUWenW le nRm d¶adaSWaWiRn 

hRmpRYiVTXeXVe (SinenVk\, 1974).  

Che] leV bacWpUieV, ce ShpnRmqne a pWp pWXdip, eW a dpmRnWUp Xne mRdificaWiRn dX nRmbUe 

d¶inVaWXUaWiRnV en ciV VanV la chavne liSidiTXe, RX encRUe Xne aXgmenWaWiRn RX diminXWiRn danV 

leV SURSRUWiRnV en acideV gUaV, danV la lRngXeXU de leXUV chavneV, eW Xne mRdificaWiRn de la 

SURSRUWiRn deV diffpUenWeV WrWeV SRlaiUeV. La VRXche mRdqle SS9 dRnW l¶pWXde deV effeWV de la 

SUeVViRn, a SeUmiV de meWWUe en pYidence Xne accXmXlaWiRn dX ShRVShaWid\lchRline (PC) eW dX 

ShRVShaWid\lgl\cpURl (PG) j la Slace deV ShRVShaWid\lpWhanRlamineV (PE), ce TXi cRUUeVSRnd j 

Xn SaVVage de liSideV VaWXUpV j inVaWXUpV (YanR eW al., 1997). L¶adaSWaWiRn hRmpRYiVTXeXVe 

e[iVWeUaiW aXVVi che] leV aUchpeV, eW ceci SaU l¶incRUSRUaWiRn d¶anneaX[ c\clRSenWaneV danV leV 
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chaineV iVRSUenRwdeV RX SaU mRdificaWiRn dX UaSSRUW enWUe liSideV dipWheUV eW WpWUapWheUV 

(figure 7) (OgeU and CaUiR, 2013). CeV UpSRnVeV VRnW diffpUenWeV de celleV deV deX[ aXWUeV 

dRmaineV dX YiYanW, R� leV mRdificaWiRnV inWeUYiennenW SUinciSalemenW VXU la lRngXeXU eW la 

VaWXUaWiRn deV chavneV liSidiTXeV.  

 

FigXUe 7: AdapWaWion deV lipideV aUchpenV aX[ condiWionV enYiUonnemenWaleV che] M. jannaVchii 

(OgeU and CaUio, 2013)  
A) QXand la WemppUaWXUe eW le pH aXgmenWenW eW TXe la pUeVVion diminXe, la cellXle accXmXle deV 
anneaX[ c\clopenWaneV danV leV chaineV iVopUenowdeV. B) DanV leV mrmeV condiWionV, le UappoUW 

lipideV WpWUa/di pWheUV diminXe. 
 

III.a.3. Influence de la pression sur les protéines  

LeV SURWpineV, eW SlXV SaUWicXliqUemenW leV SURWpineV mXlWimpUiTXeV, cRnVWiWXenW leV 

macURmRlpcXleV de la cellXle leV SlXV VenVibleV j la SUeVViRn. De la mrme maniqUe TXe leV 

liSideV, leV SURWpineV adaSWenW leXU YRlXme VXiWe j la cRmSUeVViRn, enWUainanW ainVi deV 

changemenWV de cRnfRUmaWiRn, deV SURblqmeV d¶encRmbUemenW eW d¶h\dUaWaWiRn. LeV SURWpineV 

ne VRnW SaV YpUiWablemenW dpnaWXUpeV SaU la SUeVViRn, ceSendanW leV mRdificaWiRnV VRnW 

VXffiVanWeV SRXU affecWeU la VWabiliWp, l¶aVVRciaWiRn en mXlWimqUeV, eW le bRn fRncWiRnnemenW deV 
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ViWeV caWal\WiTXeV deV en]\meV. Le bRn fRncWiRnnemenW deV SURWpineV eVW dRnc alWpUp SaU la 

cRmSUeVViRn (Baln\ eW al., 2002; NRUWhURS, 2002). La SlXSaUW deV SURWpineV pWXdipeV ne VRnW 

SaV dpnaWXUpeV j deV SUeVViRnV h\dURVWaWiTXeV enWUe 0 eW 110 MPa, R� leV micURRUganiVmeV VRnW 

caSableV de cURvWUe maiV SlXW{W j deV SUeVViRnV SlXV fRUWeV de l¶RUdUe de 300 MPa (PeUUeWW and 

ZhRX, 2002). L¶acWiYiWp de ceUWaineV SURWpineV SeXW mrme rWUe acWiYpe VRXV ceUWaineV SUeVViRnV, 

c¶eVW SaU e[emSle le caV d¶Xne SURWpaVe de la Sip]RShile Methanocaldococcus jannashii, TXi 

accURiW la YiWeVVe de la UpacWiRn TX¶elle caWal\Ve j 50 MPa eW 125�C (MichelV and ClaUk, 1997). 

Une SeSWidaVe de Pyrococcus horikoshii UeVWe VWable jXVTX¶j 300 MPa enWUe 25 eW 90�C ; eW j 

Xne acWiYiWp ma[imale j 180 MPa SRXU Xne WemSpUaWXUe de 50�C (RRVenbaXm eW al., 2012). OU 

P. horikoshii ne Ve dpYelRSSe TXe jXVTX¶j 40 MPa (Zeng eW al., 2009), ce TXi cRnfiUme TXe leV 

effeWV deV HPH VXU leV SURWpineV Ve YRienW SRXU deV SUeVViRnV WUqV imSRUWanWeV eW VRXYenW aX-

delj deV cRndiWiRnV Sh\ViRlRgiTXeV deV micURRUganiVmeV.  

III.a.4. Influence de la pression sur la traduction  
La WUadXcWiRn eVW le SURceVVXV cellXlaiUe le SlXV VenVible j la SUeVViRn. NRWammenW SXiVTXe leV 

UibRVRmeV Ve diVVRcienW in vitro VRXV haXWeV SUeVViRnV (GURVV eW al., 1993). LeV UibRVRmeV 

aVVRcipV j de l¶ARNm RX de l¶ARNW VRnW VWableV VRXV haXWeV SUeVViRnV jXVTX¶j 100 MPa, aX 

cRnWUaiUe leV UibRVRmeV nRn chaUgpV cRmmencenW j Ve diVVRcieU dqV 60 MPa. L¶aVVimilaWiRn deV 

acideV aminpV eVW pgalemenW VenVible aX[ haXWeV SUeVViRnV. Mrme Vi leV UibRVRmeV ne VRnW SaV 

affecWpV j de faibleV SUeVViRnV, il eVW npceVVaiUe TXe l¶aSSURYiViRnnemenW en acideV aminpV (aa) 

VRiW VXffiVanW, SRXU TXe la V\nWhqVe SURWpiTXe aiW lieX. CRmme la membUane SlaVmiTXe eVW l¶Xne 

deV SUemiqUeV VWUXcWXUeV affecWpeV SaU la SUeVViRn, le WUanVSRUW deV acideV aminpV ne Ve faiW SaV 

cRUUecWemenW. LeV haXWeV SUeVViRnV RnW dRnc Wendance j limiWeU le WUanVSRUW eW l¶aVVimilaWiRn 

deV acideV aminpV. 

III.a.5. Influence de la pression sur le pH intracellulaire  
Le SH c\WRSlaVmiTXe RX YacXRlaiUe dRiW rWUe UpgXlp SRXU TXe leV acWiYiWpV en]\maWiTXeV 

fRncWiRnnenW nRUmalemenW. OU leV haXWeV SUeVViRnV RnW Wendance j abaiVVeU le SH ; il a pWp 

mRnWUp che] la leYXUe S. cerevisae, TXe de 40 j 60 MPa, le SH diminXe de 0,3 XniWpV, ce TXi a 

SRXU cRnVpTXence la diminXWiRn de ceUWaineV acWiYiWpV (Abe and HRUikRVhi, 1998) (figure 8), 
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c¶eVW le caV de la ShRVShRfUXcWRkinaVe, en]\me inWeUYenanW danV la gl\cRl\Ve. 

 

FigXUe 8: LeV effeWV deV HPH VXU le mpWaboliVme de S. ceUeYiVae eW acidificaWion de la YacXole 

(Abe and HoUikoVhi, 1998)  

RepUpVenWaWion dX modqle pUopoVp poXU e[pliTXeU leV pYpnemenWV cellXlaiUeV VoXV pUeVVionV 
h\dUoVWaWiTXeV. L¶h\dUaWaWion eW la diVVociaWion dX CO2 VoXV haXWeV pUeVVionV condXiVenU j 

l¶accXmXlaWion de pUoWonV danV le c\WoplaVme. PoXU mainWeniU Xn pH c\WoplaVmiTXe, leV YacXoleV 
deV leYXUeV YonW VeUYiU poXU UeWeniU leV pUoWonV poXU deV haXWeV pUeVVionV h\dUoVWaWiTXeV. 

 

III.b. Les adaptations aux HPH chez les piézophiles 
 

CeSendanW deV micURRUganiVmeV, leV Sip]RShileV dpfiniV SUpcpdemmenW, ne VRnW SaV affecWpV eW 

aX cRnWUaiUe VRnW caSableV de Ve dpYelRSSeU VRXV SUeVViRn. LeV VWUaWpgieV adRSWpeV SaU leV 

micURRUganiVmeV, SRXU V¶adaSWeU aX[ YaUiaWiRnV de SUeVViRn ne VRnW SaV encRUe cRmSlpWemenW 

dpfinieV. CeSendanW WURiV mpcaniVmeV VRnW SURSRVpV cRnceUnanW l¶adaSWaWiRn j la SUeVViRn : 

ajXVWemenW deV gqneV e[SUimpV SRXU cRmSenVeU la SeUWe de l¶acWiYiWp biRlRgiTXe (CamSanaUR 

eW al., 2005), l¶e[SUeVViRn de gqneV VSpcifiTXeV aX[ HPH eW l¶adaSWaWiRn VWUXcWXUale deV 

biRmRlpcXleV SRXU faiUe face aX[ HPH (KaWR, 1999; SRmeUR, 1992). 

III.b.1. Gènes régulés par la pression  
L¶pWXde d¶Xn enVemble de gqneV © Sip]RShileV ª a pWp UendXe SRVVible VXiWe aX[ aYancpeV danV 

la deVcUiSWiRn  deV gpnRmeV de Sip]RShileV diWeV YUaieV cRmme Photobacterium profundum, 

Pyrococcus yayanosii, RX encRUe Shewanella benthica. BaUWleWW eW VRn pTXiSe RnW pWXdip leV 
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mpcaniVmeV d¶adaSWaWiRn j la SUeVViRn che] Photobacterium profundum SS9 (Chi and BaUWleWW, 

1993; SimRnaWR eW al., 2006) ; bacWpUie Sip]RShile mRdpUpe d¶RUigine ab\VVale (gamme de 

SUeVViRn enWUe 0,1 MPa eW 90 MPa, aYec Xn RSWimXm j 28 MPa) (Bidle and BaUWleWW, 1999; Chi 

and BaUWleWW, 1993). DeV changemenWV de SUeVViRn SendanW la cXlWXUe enWUainenW deV 

changemenWV danV l¶e[SUeVViRn deV gqneV ompH eW ompL (OXWeU membUane SURWein High/LRZ 

SUeVVXUe), TXi cRdenW SRXU deV SURWpineV membUanaiUeV. La SURWpine OmSH de la membUane 

e[WeUne eVW SlXV e[SUimpe j 28 MPa (SUeVViRn RSWimale de cURiVVance de SS9), WandiV TXe OmSL 

de la membUane e[WeUne eVW SUpfpUenWiellemenW e[SUimpe j 0,1 MPa (Bidle and BaUWleWW, 1999; 

Welch and BaUWleWW, 1998). CeV gqneV VRnW UpgXlpV SaU deV SURWpineV WUanV-membUanaiUeV 

TR[R/TR[S (Welch and BaUWleWW, 1998) (figure 9). La UpgXlaWiRn SaU TR[R/TR[S Ve faiW en 

fRncWiRn deV YaUiaWiRnV, TXi Ve manifeVWenW danV l¶enYiURnnemenW (WemSpUaWXUe, ValiniWp, SH) 

che] deV eVSqceV dX genUe Photobacterium RX Vibrio (MilleU eW MekalanRV, 1988). DanV le caV 

de P. profundum SS9, c¶eVW la SUeVViRn TXi a ce U{le de dpclencheXU enYiURnnemenWal, SXiVTXe 

TR[R eW TR[S VeUaienW imSliTXpeV danV la SeUceSWiRn de la SUeVViRn. En effeW leV niYeaX[ 

d¶e[SUeVViRn de la SURWpine TR[R che] la bacWpUie diminXenW j Xne SUeVViRn pleYpe eW le mXWanW 

TR[R ne SURdXiW SaV d¶OmSL maiV mainWienW Xn niYeaX d¶OmSH pleYp, ce TXi VXggqUe TXe TR[R 

eVW npceVVaiUe SRXU acWiYeU OmSL eW UpSUimeU OmSH. 
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FigXUe 9: RepUpVenWaWion VchpmaWiTXe dX V\VWqme To[R/S che] P. pUofXndXm SS9  

(PaUVon eW Heal, 2002) 

A baVVe pUeVVion, le V\VWqme To[R/S acWif, acWiYe le gqne ompL eW UppUime ompH, WandiV TXe VoXV 
HPH, le comple[e To[R/S eVW VoXV foUme de monomqUe ce TXi mqYe la UppUeVVion dX gqne ompH eW 

n¶acWiYe plXV le gqne ompL. 
 
 
TRXjRXUV che] ceWWe bacWpUie SS9, Xn V\VWqme flagellaiUe RUiginal a pWp miV en pYidence, RU la 

mRbiliWp flagellaiUe eVW Xn SURceVVXV cellXlaiUe VenVible j la SUeVViRn. Le gpnRme de la VRXche 

cRnWienW deX[ gURXSeV de gqneV flagellaiUeV : Xn gURXSe de gqneV cRdanW SRXU deV flagelleV 

SRlaiUeV (PF) eW Xn aXWUe gURXSe de gqneV cRdanW deV flagelleV laWpUaX[ (PL). LeV mXWanWV de 

dplpWiRn SRXU leV gqneV cRdanW SRXU leV flagelleV SRlaiUeV SUpVenWenW deV SURblqmeV de mRbiliWp 

en WRXWe ciUcRnVWance,  leV mXWanWV de dplpWiRn deV gqneV cRdanW SRXU leV flagelleV laWpUaX[ 

TXanW j eX[ ne VRnW dpfecWifV TXe VRXV deV cRndiWiRnV de haXWe SUeVViRn RX de haXWe YiVcRViWp. 

Ce V\VWqme flagellaiUe (laWpUal) SeUmeWWUaiW d¶aVVXUeU la mRbiliWp SRXU deV SUeVViRnV allanW de 

30 MPa j 150 MPa (ElRe eW al., 2008). Ce V\VWqme adaSWaWif Vemble rWUe cRmmXn j SlXVieXUV 

gamma-SURWpRbacWpUieV, eW eVW UeWURXYp nRWammenW che] la VRXche Sip]RWRlpUanWe Shewallena 

pie]otolerans WP3 (Wang eW al., 2008) maiV le mpcaniVme UeVSRnVable de ceWWe adaSWaWiRn aX[ 

haXWeV SUeVViRnV UeVWe encRUe SeX cRnnX. 
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Shewanella benthica DB6705 eW Shewanella violacea DSS12  VRnW deV VRXcheV alWpUpeV SaU la 

SUeVViRn (KaWR and Ha\aVhi, 1999; Tamegai eW al., 1997). CeV deX[ VRXcheV cRmme de 

nRmbUeX[ micURRUganiVmeV mRdifienW leXU V\VWqme UeVSiUaWRiUe de faoRn j UpSRndUe aX[ VWUeVV 

enYiURnnemenWaX[. Che] leV Shewanella, deX[ V\VWqmeV UeVSiUaWRiUeV VRnW SUpVenWV eW 

fRncWiRnnenW VelRn leV haXWeV eW baVVeV SUeVViRnV (KaWR and Ha\aVhi, 1999). PRXU pWXdieU la 

UpgXlaWiRn dX V\VWqme UeVSiUaWRiUe VRXV SUeVViRn, leV c\WRchURmeV de W\Se c eW Xne TXinRl 

R[\daVe WeUminale RnW pWp SXUifipV che] Xne VRXche de Shewanella benthica DB172F (QXUeVhi 

eW al., 1998). DeX[ c\WRchURmeV C RnW pWp SXUifipV (Xne membUanaiUe c-551 eW Xne c\WRVRliTXe 

c-552). LeV pWXdeV RnW mRnWUp TXe la TXinRl R[\daVe eVW XniTXemenW indXiWe lRUV de SUeVViRnV 

pleYpeV. Il a pgalemenW pWp RbVeUYp TXe la c-551 eVW e[SUimp j 0,1 MPa eW 60 MPa, maiV la c-552 

ne l¶eVW TX¶j 0,1 MPa. KaWR a mRnWUp en 1998 (KaWR eW al., 1998), TX¶il e[iVWaiW deX[ W\SeV de 

V\VWqmeV UeVSiUaWRiUeV, l¶Xn fRncWiRnnanW j 60 MPa cRmSRVp de deX[ cRmSle[eV R� la TXinRl 

R[\daVe eVW acceSWeXU WeUminal d¶plecWURnV eW l¶aXWUe fRncWiRnnanW j 0,1 MPa R� le c\WRchURme 

C R[\daVe eVW l¶acceSWeXU WeUminal d¶plecWURnV. L¶h\SRWhqVe pmiVe eVW TX¶j 0,1 MPa, le V\VWqme 

UeVSiUaWRiUe fRncWiRnne j 3 cRmSle[eV alRUV TX¶j 60 MPa la chavne UeVSiUaWRiUe eVW SlXV 

cRmSacWe, VeXl deX[ cRmSRVanWV fRncWiRnnenW (figure 10). 
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FigXUe 10: FoncWionnemenW dX V\VWqme UeVpiUaWoiUe de SheZanella benWhica j 0,1 eW 60 MPa 

(MichoXd, 2014) (KaWo eW al., 1998; OgeU and JebbaU, 2010) 

Q- : TXinone, QH2 :TXinol, C-551 :c\WochUome C-551, C-552 : c\WochUome C-552 

 

III.b.2 Adaptations structurales des biomolécules  
LeV lipides membranaires VRnW WUqV VenVibleV aX[ effeWV de la SUeVViRn TXi UendenW la 

membUane mRinV flXide. LeV micURRUganiVmeV deV gUandV fRndV mainWiennenW la 

fRncWiRnnaliWp de leXU membUane, en mRdXlanW la cRmSRViWiRn de leXUV liSideV membUanaiUeV 

VelRn leV cRndiWiRnV enYiURnnemenWaleV aX[TXelleV ilV VRnW cRnWUainWV. Ce V\VWqme Ve nRmme 

l¶adaSWaWiRn hRmpRYiVTXeXVe (OgeU and CaUiR, 2013; SinenVk\, 1974). Un gUand nRmbUe de 

Sip]RShileV ne SURdXiVenW SaV jXVWe Xn WaX[ pleYp d¶acideV gUaV mRnRinVaWXUpV danV leXUV 

liSideV cRmme Rn SRXUUaiW le SenVeU. DelRng eW Ya\anRV RnW RbVeUYp Xne cRUUplaWiRn SRViWiYe 

enWUe le nRmbUe d¶acide gUaV mRnR eW SRl\inVaWXUpV danV leV membUaneV (Allen eW al., 1999).  

Che] la bacWpUie P. profundum SS9, la SURSRUWiRn d¶acideV gUaV mRnR eW SRl\ inVaWXUpV 

aXgmenWe aYec la SUeVViRn h\dURVWaWiTXe (Allen eW al., 1999; BaUWleWW, 2002). DeV pWXdeV RnW 
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mRnWUp TXe la SURSRUWiRn d¶eVWeU ShRVShaWid\lgl\cpURl (PG) aXgmenWe aYec la SUeVViRn 

h\dURVWaWiTXe SRXU Xne VRXche iVRlpe dX VpdimenW. LeV PGV VemblenW jRXeU Xn U{le danV la 

VWUXcWXUaWiRn de la membUane en UpSRnVe j Xne cURiVVance VRXV SUeVViRn (MangelVdRUf eW al., 

2005). 

La SUpVence danV la membUane de ceUWainV acideV gUaV SRl\inVaWXUpV : AG Rmpga-3 

SRl\inVaWXUpV (PUFAV : SRl\ XnVaWXUaWed faWW\ acid) WelV TXe l¶EPA (Acide icRVaSenWapnRwTXe 

C20 :5 ǔ-3) RX le DHA (Acide dRcRVahe[apnRwTXe C22 :6 ǔ-3) aXUaienW Xn U{le danV le 

mainWien de le mainWienW d¶Xne membUane fRncWiRnnelle, nRWammenW la flXidiWp (DeLRng and 

Ya\anRV, 1985; KaWR and Ha\aVhi, 1999; NRgi eW al., 2002; O. WiUVen eW al., 1986). On UemaUTXe 

Xne aXgmenWaWiRn de PUFAV en fRncWiRn de la SURfRndeXU che] leV eVSqceV Sip]RShileV 

(DeLRng and Ya\anRV, 1985), maiV leXU U{le UeVWe encRUe inceUWain, eW leXU XWiliWp eW SUpVence 

Vemble YaUiable en fRncWiRn deV VRXcheV. Che] Thermococcus barophilus, Xn nRXYeaX mRdqle 

de membUane a pWp miV en pYidence; celXi-ci SeUmeW d¶adaSWeU la flXidiWp membUanaiUe, SaU Xne 

UpgXlaWiRn dX UaWiR di/WpWUapWheUV, cRmbinpe j la mRdXlaWiRn dX degUqV d¶inVaWXUaWiRn VXU leV 

l\cRSqneV (CaUiR eW al., 2013). LeV l\cRSqneV VRnW deV WpWUaWeUSqneV de la famille deV 

caURWpnRwdeV. LeV l\cRSqneV VRnW pgalemenW UeWURXYpV che] Xne aXWUe Thermococcales deV 

VRXUceV h\dURWheUmaleV SURfRndeV Thermococcus hydrothermalis (LaWWXaWi eW al., 1998).  

 

CeUWainV micURRUganiVmeV adaSWpV j de fRUWeV WeneXUV en Vel RX aX[ haXWeV WemSpUaWXUeV, RnW 

la caSaciWp de SURdXiUe deV solutés compatibles (Yance\, 2005). CeV mRlpcXleV de baV SRidV 

mRlpcXlaiUeV (VXcUeV, acideV aminpV) V¶accXmXlenW danV leV cellXleV SRXU mainWeniU Xne 

SUeVViRn RVmRWiTXe VWable danV le bXW de mainWeniU le YRlXme cellXlaiUe VXiWe aX VWUeVV (Valin, 

WheUmiTXe RX dX SH)(BURZn, 1976; Yance\, 2005). CeUWaineV de ceV mRlpcXleV SeUmeWWUaienW 

aXVVi de SURWpgeU la cellXle face aX[ UadicaX[ libUeV RX dpUiYpV UpacWifV de l¶R[\gqne (caSaciWp 

adVRUbanWe), RX encRUe de VWabiliVeU leV VWUXcWXUeV de ceUWaineV macURmRlpcXleV (leV SURWpineV 

SaU e[emSle). En ce TXi cRnceUne le VWUeVV engendUp SaU la SUeVViRn, SeX d¶pWXdeV Ve VRnW 

SenchpeV VXU l¶adaSWaWiRn SaU deV VRlXWpV cRmSaWibleV. CeSendanW il VembleUaiW TXe deV 

Sip]Rl\WeV, dpfinieV cRmme deV © mRlpcXleV UeWURXYpeV che] deV RUganiVmeV YiYanWV danV leV 
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gUandV fRndV, leXU SeUmeWWanW de faiUe face aX[ haXWeV SUeVViRnV ª e[iVWenW (MaUWin eW al., 2002). 

NRWammenW ceX[-ci  leXU SeUmeWWUaienW de mainWeniU Xn YRlXme cellXlaiUe eW Xne SUeVViRn de 

WXUgeVcence VXffiVanWe. L¶pWXde VeUYanW de UpfpUence eVW celle UpaliVpe che] SS9 ; TXi a mRnWUp 

TXe la VRXche accXmXle dX glXWamaWe, de la gl\cine bpWawne j 0,1 MPa, eW aX cRnWUaiUe deV 

RligRmqUeV dX ǃ h\dUR[\bXW\UaWe j 28 MPa (MaUWin eW al., 2002). Che] Thermococcus 

barophilus, le mannRV\lgl\cpUaWe VeUaiW accXmXlp j haXWe WemSpUaWXUe eW j haXWe ValiniWp, ceWWe 

aXgmenWaWiRn eVW inYeUVemenW SURSRUWiRnnelle j l¶aXgmenWaWiRn de la SUeVViRn. OU le 

mannRV\lgl\cpUaWe inWeUYiendUaiW danV l¶pTXilibUe RVmRWiTXe, le UpWabliVVemenW de la 

WXUgeVcence eW cRmme chaSeURnne mRlpcXlaiUe SRXU aideU leV SURWpineV j Ve UeSlieU (CaUiR, 

2013). LeV Sip]Rl\WeV RnW SeXW-rWUe Xne imSRUWance che] leV eVSqceV YiYanW VRXV SUeVViRn. 

 

III.b.3. Régulation du stress pression  

LeV effeWV de la SUeVViRn h\dURVWaWiTXe RnW pWp laUgemenW pWXdipV che] leV eVSqceV mpVRShileV 

cRmme E. coli eW S. cerevisiae, SRXU TXi l¶e[SUeVViRn de SURWpine de VWUeVV SRXU deV 

aXgmenWaWiRnV de SUeVViRn a pWp miVe en pYidence. Un ShpnRmqne VimilaiUe eVW pWXdip che] leV 

Sip]RShileV, deV gqneV de UpSRnVe aX VWUeVV VRnW VXUe[SUimpV SRXU deV SUeVViRnV de 0,1 MPa. 

PaU e[emSle che] la VRXche P. profundum SS9, Xne SUeVViRn de 0,1 MPa cRnVWiWXe Xn VWUeVV, 

enWUainanW la VXUe[SUeVViRn de 4 gqneV (hptG, dnaK, dnaJ et groEL), TXi cRdenW SRXU deV 

SURWpine chaSeURnneV de UpSRnVe aX VWUeVV (CamSanaUR eW al., 2005).  

En dpSiW dX faiW TXe deV micURRUganiVmeV Sip]RShileV aienW pWp dpcRXYeUWV, WUqV SeX d¶pWXdeV 

Ve VRnW inWpUeVVpeV j la UpViVWance de ceV micURRUganiVmeV aX[ HPH. QXelTXeV pWXdeV RnW 

ceSendanW cRmmencp j dRnneU deV UpVXlWaWV TXanW aX[ mpcaniVmeV d¶adaSWaWiRn de 

Sip]RShileV ; c¶eVW SaU e[emSle le caV SRXU Desulfovibrio hydrothermalis (AmUani eW al., 2014), 

T. barophilus (VannieU eW al., 2015) , Desulfovibrio hydrothermalis (PUadel eW al., 2013), P. 

yayanosii (MichRXd and JebbaU, 2016) RX encRUe che] Thermococcus pie]ophilus (DalmaVVR, 

2016). LeV SUemiqUeV cRnclXViRnV VeUaienW TX¶il n¶e[iVWe SaV d¶en]\meV RX de gqneV VSpcifiTXeV 

dpYelRSSpV SRXU YiYUe VRXV haXWeV SUeVViRnV, maiV celleV-ci VeUaienW SlXV en faYeXU d¶Xn 

changemenW dX mpWabRliVme SRXU V¶adaSWeU aX[ YaUiaWiRnV de SUeVViRnV.  
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CeV pWXdeV RnW SeUmiV de mRnWUeU TXe deV YaUiaWiRnV de SUeVViRn che] leV aUchpeV Sip]RShileV 

RnW Xn imSacW VXU la flXidiWp membUanaiUe, VXU la cRmSRViWiRn/leV inVaWXUaWiRnV deV liSideV de 

celle-ci (CaUiR eW al., 2015; OgeU and CaUiR, 2013). ElleV, enWUainenW deV mRdificaWiRnV deV YRieV 

mpWabRliTXeV anapURbieV (h\dURgpnaVeV/VXlfh\dURgpnaVeV), deV changemenWV de 

WUanVSRUWeXUV membUanaiUeV nRWammenW aX niYeaX deV acideV aminpV, deV inacWiYaWiRnV de 

ceUWaineV YRieV de V\nWhqVe WURS cR�WeXVeV en pneUgie en cRndiWiRn de VWUeVV (WU\SWRShane) eW 

deV UpgXlaWiRnV fineV danV la SURdXcWiRn eW la cRnYeUViRn d¶pneUgie (MaUWine] eW al., 2016), ainVi 

TXe le U{le de VRlXWpV cRmSaWibleV (imSRUW RX V\nWhqVe) danV l¶adaSWaWiRn aX[ fRUWeV SUeVViRnV 

(CaUiR eW al., 2015). 

 

Che] D. pie]ophilus C1TLV30 iVRlpe j 1700 mqWUeV en mpdiWpUannpe, leV pWXdeV RnW  mRnWUp 

TXe le WUanVSRUW deV acideV aminpV eVW affecWp SaU la SUeVViRn, ainVi TXe l¶acWiYiWp VXlfaWR-

UpdXcWUice TXi eVW diminXpe SRXU de fRUWeV SUeVViRnV (PUadel eW al., 2013). Che] Xne aXWUe 

VXlfaWR UpdXcWUice D. hydrothermalis iVRlpe de la dRUVale EVW PacifiTXe j 2600 m de SURfRndeXU, 

Xne anal\Ve dX WUanVcUiSWRme (RNA-VeT) a pWp UpaliVpe (26-10-0,1 MPa). 65 gqneV RnW Xne 

e[SUeVViRn diffpUenWe VRXV SUeVViRn, nRWammenW ce TXi cRdenW SRXU : leV acideV aminpV 

aURmaWiTXeV, ceX[ imSliTXpV danV le mpWabRliVme pneUgpWiTXe, ceX[ de la WUadXcWiRn eW leV 

gqneV VanV fRncWiRnV cRnnXeV. En ce TXi cRnceUne leV acideV aminpV, Xne accXmXlaWiRn de 

glXWamaWe eW la biRV\nWhqVe de ceV acideV aminpV RnW pWp miVeV en pYidence VRXV SUeVViRn. DeV 

UpVXlWaWV VimilaiUeV RnW pWp mRnWUpV che] la bacWpUie Sip]RShile P. profundum SS9, ainVi TXe 

che] S. violacea, R� le gqne de la glXWamine V\nWhaVe eVW SRViWiYemenW UpgXlp VRXV SUeVViRn. 

L¶pWXde a pgalemenW miV en pYidence TXe leV gqneV imSliTXpV danV le mpWabRliVme pneUgpWiTXe 

VRnW imSacWpV SaU la SUeVViRn ; cela YaXW aXVVi SRXU P. profondum eW S. violacea, R� la 

c\WRchURme R[\daVe C WeUminal eW la TXinRl R[\daVe RnW Xne e[SUeVViRn diffpUenWe dpSendanWe 

de la SUeVViRn (Ohke eW al., 2013; Tamegai eW al., 2012). Le niYeaX d¶ATP aXgmenWe aYec la 

SUeVViRn, ce TXi VXggqUe TXe la VRXche mRdXle VRn mpWabRliVme pneUgpWiTXe en fRncWiRn de la 

SUeVViRn.  
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Che] SS9 leV pWXdeV WUanVcUiSWRmiTXeV RnW mRnWUp TXe le SaVVage de 28 MPa j 0,1 MPa 

enWUaine la VXUe[SUeVViRn de nRmbUeX[ gqneV, cRdanW SRXU la SlXSaUW SRXU deV WUanVSRUWeXUV 

RX en]\meV dX mpWabRliVme (CamSanaUR eW al., 2005). 

 

Che] Pyrococcus yayanosii, deV pWXdeV cRmSaUaWiYeV RnW pWp UpaliVpeV enWUe P. yayanosii aYec 

Xne Sip]RVenVible P. furiosus. CeWWe VRXche a pWp chRiVie caU elle eVW Sh\ViRlRgiTXemenW SURche 

de P. yayanosii (WemSpUaWXUe RSWimale, SH, ValiniWp«) maiV leV RSWima de SUeVViRn VRnW 

diffpUenWV. CeWWe pWXde aYaiW SRXU bXW de WURXYeU deV SRWenWielV  maUTXeXUV de la  Sip]RShilie. 

LeV UpVXlWaWV WendenW j aSSX\eU l¶h\SRWhqVe TXe P. yayanosii a fRUWemenW adaSWp VRn gpnRme 

aX[ cRndiWiRnV de SUeVViRnV aX[TXelleV elle eVW VRXmiVe ; nRWammenW aX niYeaX de la 

biRV\nWhqVe deV acideV aminpV, dX mpWabRliVme pneUgpWiTXe (h\dURgpnaVeV/fRUmaWe). TURiV 

SUinciSaleV fRncWiRnV VRnW cRnceUnpeV: la mRbiliWp SaU l¶inWeUmpdiaiUe de l¶aUchellXm, la 

WUadXcWiRn aX niYeaX de la VRXV XniWp 50S deV UibRVRmeV eW deV WUanVSRUWeXUV, eW aX niYeaX de 

la cRnVeUYaWiRn de l¶pneUgie. 

 P. yayanosii SRVVqde deV h\dURgpnaVeV : Mbh (MembUane bRXnd h\dURgenaVe) (PYCH-

11230-360), Mb[ (MembUane bRXnd R[\dRUedXcWaVe) (PYCH-11410-530), SHI 

(SXlfh\dURgenVae I) (PYCH-03370-4F00), SHII (SXlfh\dURgenaVe II) (PYCH-0010-40), 

dpWeUminpV SaU hRmRlRgie de VpTXenceV aYec  celleV de P. furiosus. 

Mbh eVW VRXV-e[SUimpe SaU la SUeVViRn (80 MPa), Mb[ eVW TXanW j elle VXU-e[SUimpe SaU la 

SUeVViRn ainVi TXe NVU (NAD(P)H linked VXlfXU UedXcWaVe) eW SdR (SURWein diVXlfide 

R[\dRUedXcWaVe). SHI eW SHII VRnW VRXV-e[SUimpeV j haXWeV eW faibleV SUeVViRnV (20 eW 80 MPa).  

 

Che] l¶aUchpe T. barophilus, Xne SURWpine de VWUeVV (P60) eVW indXiWe SaU leV baVVeV SUeVViRnV 

(MaUWeinVVRn eW al., 1999b, 1999a). De SlXV deV pWXdeV RnW pWp menpeV SRXU mRnWUeU l¶effeW deV 

haXWeV SUeVViRnV VXU la VWabiliWp dX SURWpRme de T. barophilus. Il a ainVi pWp dpmRnWUp TXe T. 

barophilus UeVVenW leV baVVeV SUeVViRnV cRmme Xn VWUeVV. Elle accXmXle deV mRlpcXleV de 

VWUeVV en cRndiWiRn de faible SUeVViRn h\dURVWaWiTXe; ce TXi WpmRigne d¶Xne adaSWaWiRn dX  

SURWpRme aX[ HPH (CaUiR, 2013). 
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L¶adaSWaWiRn de T. barophilus aX[ HPH a pgalemenW pWp pWXdipe SaU cRmSaUaiVRn deV 

WUanVcUiSWRmeV aYec le micURRUganiVme Sip]RVenVible le SlXV SURche j VaYRiU T. kodakarensis. 

La UpgXlaWiRn deV gqneV a pWp cRmSaUpe j SUeVViRn aWmRVShpUiTXe, cRnVidpUpe cRmme Xne 

baVVe SUeVViRn; j 40 MPa, VRiW la SUeVViRn RSWimale de cURiVVance de T. barophilus eW VRXV haXWe 

SUeVViRn, 70 MPa. LeV SUeVViRnV de 40 eW 70 MPa SeUmeWWenW d¶pWXdieU la UpSRnVe deV gqneV 

face j Xne cRndiWiRn de VWUeVV, la SUeVViRn aWmRVShpUiTXe TXanW  j elle SeUmeW de YRiU leV gqneV 

UpgXlpV SaU Xne aXgmenWaWiRn de SUeVViRn. 

L¶pWXde a UpYplp la mRdificaWiRn glRbale de l¶e[SUeVViRn de 378 gqneV lRUV de la YaUiaWiRn de la 

SUeVViRn aSSliTXpe. PaUmi ceV 378 gqneV, 178 VXbiVVenW Xne UpgXlaWiRn SRViWiYe. CeX[-ci VRnW 

imSliTXpV danV la SURdXcWiRn eW la cRnYeUViRn d¶pneUgie, danV le WUanVSRUW, eW le mpWabRliVme 

d¶iRnV inRUganiTXeV eW glXcideV. 156 gqneV VRnW UpgXlpV de faoRn npgaWiYe. CeX[-lj cRdenW deV 

SURWpineV inWeUYenanW danV le WUanVSRUW/le mpWabRliVme deV acideV aminpV eW deV nXclpRWideV. 

DeV gqneV VRnW acWiYpV RX UpSUimpV, le niYeaX d¶e[SUeVViRn aXgmenWe RX diminXe en fRncWiRn 

de l¶aXgmenWaWiRn de la SUeVViRn. 

LeV effeWV VRnW SUinciSalemenW RbVeUYpV aX niYeaX de la biRV\nWhqVe eW dX WUanVSRUW deV acideV 

aminpV TXi VRnW inhibpV j HPH, de WUqV nRmbUeX[ WUanVSRUWeXUV eW SURWpineV membUanaiUeV 

VRnW TXanW j eX[ VXU-e[SUimpV, deX[ gqneV imSliTXpV danV la mRbiliWp cellXlaiUe VemblenW rWUe 

VXUe[SUimpV che] T. barophilus j SUeVViRn RSWimale SRXU la VRXche eW deV pWXdeV 

micURVcRSiTXeV RnW mRnWUp Xn nRmbUe de flagelleV SlXV imSRUWanW j 40 MPa TX¶j  0,1MPa eW 

70 MPa. La mRbiliWp de T. barophilus Vemble rWUe fRncWiRn de la SUeVViRn RSWimale de la VRXche 

VRiW 40 MPa. De SlXV, 33 SURWpineV h\SRWhpWiTXeV, VSpcifiTXeV de T. barophilus VRnW UpgXlpeV 

SaU leV YaUiaWiRnV de SUeVViRn eW dRnc SRWenWiellemenW imSliTXpeV danV l¶adaSWaWiRn aX[ HPH. 

En ce TXi cRnceUne Xn ceUWain nRmbUe d¶h\dURgpnaVeV eW de TXinRne, ce TXi nRXV inWpUeVVe 

danV la VXiWe de l¶pWXde, elleV VRnW VXUe[SUimpeV en cRndiWiRn de VWUeVV SUeVViRn (VannieU, 2012). 

LRUVTXe la VRXche eVW cXlWiYpe en deVVRXV RX aX-deVVXV de la SUeVViRn RSWimale, il n¶\ a SaV de 

UpgXlaWiRn de gqneV cRdanW deV SURWpineV de VWUeVV maiV Xn changemenW glRbal dX mpWabRliVme, 

affecWanW la SURdXcWiRn d¶pneUgie eW le mpWabRliVme. CRncUqWemenW, face j deV haXWeV SUeVViRnV, 

la cellXle a beVRin de SlXV d¶pneUgie. Elle UpdXiW la dpSenVe d¶pneUgie en UpgXlanW npgaWiYemenW 
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deV gqneV cRdanW deV YRieV de biRV\nWhqVe cR�WeXVeV en pneUgie, SaU e[emSle en faYRUiVanW le 

Uec\clage de l¶hiVWidine RX en XWiliVanW la YRie dX GTP aX lieX de l¶hiVWidine SRXU la V\nWhqVe de 

VeV nXclpRWideV. En SaUallqle elle UpgXle SRViWiYemenW deV gqneV cRdanW SaU e[emSle deV 

hydrogénases eW deV sulfhydrogénases. 

LeV gqneV cRdanW SRXU leV h\dURgpnaVeV membUanaiUeV Mbh, Mbh-CRdh RnW Xne fRUWe 

e[SUeVViRn j 0,1 MPa eW 70 MPa, il en eVW de mrme SRXU leV h\dURgpnaVeV c\WRVRliTXeV SHI 

(TERMP_00067) eW SHII (TERMP_00070), TXi VRnW VXU-e[SUimpeV SaU le VWUeVV indXiW j 0 ,1 

MPa eW 70 MPa.  

CeV SUemiqUeV cRnVWaWaWiRnV che] T. barophilus nRXV amqne j nRXV inWeUURgeU VXU leV 

h\dURgpnaVeV eW le U{le TX¶elleV RnW danV VRn adaSWaWiRn j la SUeVViRn. AinVi danV la SURchaine 

SaUWie nRXV YeUURnV, ce TX¶eVW Xne h\dURgpnaVe, TXel eVW leXU U{le eW cRmmenW fRncWiRnne ce 

mpWabRliVme de l¶h\dURgqne che] leV Thermococcales. 

 

IV. Métabolisme de l’hydrogène 

IV.a. Les hydrogénases 

LeV h\dURgpnaVeV VRnW deV mpWallRen]\meV, TXi caWal\VenW la SURdXcWiRn eW la cRnVRmmaWiRn 

de la mRlpcXle d¶h\dURgqne VelRn la UpacWiRn UpYeUVible VXiYanWe: 2H+ + 2e- ↔ H2 (AdamV, 1990; 

VignaiV and CRlbeaX, 2004). DqV 1900 deV RUganiVmeV caSableV d¶R[\deU l¶h\dURgqne RnW pWp 

dpcRXYeUWV; cRmme Bacillus pantotrophus iVRlp SaU KaVeUeU en 1906. En 1930, l¶acWiYiWp deV 

h\dURgpnaVeV a pWp dpcRXYeUWe SaU SWeShenVen eW SWickland (SWeShenVRn and SWickland, 1931; 

ThaXeU eW al., 2010; WX and MandUand, 1993). L¶enVemble de ceV en]\meV VRnW caSableV de 

caWal\VeU la UpacWiRn danV leV deX[ VenV in vitro, maiV in vivo elleV SUiYilpgienW le SlXV VRXYenW 

VRiW la SURdXcWiRn, VRiW l¶R[\daWiRn, de l¶h\dURgqne VXiYanW leV beVRinV de l¶RUganiVme. LeV 

SUemiqUeV h\dURgpnaVeV RnW pWp pWXdipeV che] leV SURcaU\RWeV apURbieV eW anapURbieV, bacWpUieV 

eW aUchpeV (BRZien and Schlegel, 1981). PaU la VXiWe deV h\dURgqnaVeV de W\Se (Fe-Fe) 

e[clXViYemenW RnW pWp miVe en pYidence che] deV eXcaU\RWeV ; cRnnXeV VRXV le nRm 

d¶h\dURgpnRVRme che] leV SURWR]RaiUeV eW de chlRURSlaVWeV che] leV algXeV YeUWeV (GaffURn and 

RXbin, 1942).  
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LeV h\dURgpnaVeV RnW Xn U{le cenWUal danV le mpWabRliVme pneUgpWiTXe de la SlXSaUW deV 

micURRUganiVmeV SURdXiVanW de l¶h\dURgqne. LeV bacWpUieV XWiliVenW leV h\dURgpnaVeV SRXU 

caWal\VeU la SURdXcWiRn d¶h\dURgqne RX la UpdXcWiRn de SURWRnV aX cRXUV d¶Xn SURceVVXV 

feUmenWaWif cRXSlp j l¶R[\daWiRn de VXbVWUaWV caUbRnpV (AdamV, 1990; VignaiV and BillRXd, 

2007; VignaiV and CRlbeaX, 2004). 

La claVVificaWiRn deV h\dURgpnaVeV a d¶abRUd cRnViVWp j idenWifieU leV dRnneXUV eW acceSWeXUV 

d¶plecWURnV : NAD (h\dURgpnaVeV de la claVVe EC1.12.1.12), c\WRchURmeV (claVVe 1.12.2.1), 

cRen]\meV F420 (claVVe 1.12.99.1) RX feUUedR[ineV (claVVe 1.18.99.1). PXiV VRRUdRXZ, en 1992, 

cRmSaUe leV plpmenWV de VpTXenceV cRnVeUYpV deV UpgiRnV de fi[aWiRn dX nickel de 16 

h\dURgpnaVeV eW cUpenW ainVi deV VRXV-gURXSeV. WX eW MandUand en 1993, fRnW Xne 

claVVificaWiRn SlXV fine TXi UeSRVe VXU la VpTXence en acideV aminpV de 30 h\dURgpnaVeV 

bacWpUienneV (WX and MandUand, 1993). Une cenWaine d¶h\dURgpnaVeV VRnW dpVRUmaiV 

caUacWpUiVpeV gpnpWiTXemenW eW/RX biRchimiTXemenW. Une claVVificaWiRn en cRmSaUanW la 

naWXUe de leXU ViWe caWal\WiTXe a SeUmiV de diffpUencieU WURiV claVVeV Sh\lRgpnpWiTXemenW 

diVWincWeV. En effeW leV h\dURgpnaVeV SeXYenW rWUe UpSaUWieV en WURiV claVVeV (VignaiV and 

CRlbeaX, 2004; VignaiV eW al., 2001), en Ve baVanW VXU la naWXUe mpWalliTXe de leXU ViWe acWif : leV 

(Ni-Fe)-h\dURgpnaVeV, (Fe-Fe)-h\dURgpnaVeV RX encRUe leV h\dURgpnaVeV © VanV mpWaX[ ª 

(figure 11). 

 

IV.a.1. (Ni-Fe)-hydrogénases 

LeV (Ni-Fe)-h\dURgpnaVeV eW (NiFeSe)-h\dURgpnaVeV VRnW leV SlXV cRnnXeV eW leV majRUiWaiUeV, 

SUpVenWeV che] leV aUchpeV eW bacWpUieV. ElleV SRVVqdenW Xn aWRme de nickel eW dX feU danV leXU 

ViWe acWif. CeUWaineV d¶enWUe elleV, cRnWiennenW Xn aWRme de nickel chplaWp SaU Xn aWRme de 

VplpniXm VRXV la fRUme de VplpnRc\VWpine (He eW al., 1989). In vivo, elleV fRncWiRnnenW 

SUinciSalemenW danV le VenV de la cRnVRmmaWiRn d¶h\dURgqne. ElleV VRnW SRXU la SlXSaUW 

mXlWimpUiTXeV RX hpWpURdimpUiTXeV. ElleV VRnW cRnVWiWXpeV d¶Xne gUande VRXV-XniWp alSha eW 

Xne SeWiWe VRXV-XniWp bpWa, diffpUenWeV VXU le Slan immXnRlRgiTXe (KRYacV eW al., 1989). CeV 

h\dURgpnaVeV RnW pWp UeWURXYpeV che] leV SURWpRbacWpUieV, c\anRbacWpUieV RX aUchpeV 
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mpWhanRgqneV eW Thermococcales. 

ElleV VRnW UeWURXYpeV VRXV fRUme c\WRSlaVmiTXe, SpUiSlaVmiTXe eW/RX membUanaiUe. Il e[iVWe 

TXaWUe gURXSeV : les hydrogénases (Ni-Fe) consommatrices d’hydrogène, ceV en]\meV 

UpaliVenW l¶R[\daWiRn de l¶h\dURgqne, leV plecWURnV de l¶h\dURgqne VRnW WUanVfpUpV aX 

c\WRchURme lip j Xn cRmSle[e membUanaiUe de la chavne UeVSiUaWRiUe effecWXanW la 

WUanVlRcaWiRn WUanVmembUanaiUe deV SURWRnV. ElleV VRnW UeWURXYpeV che] leV SURWpRbacWpUieV 

UpdXcWUiceV dX fXmaUaWe RX d¶R[\danWV inRUganiTXeV, danV leV SURWpRbacWpUieV fi[aWUiceV 

d¶a]RWe, che] leV micURRUganiVmeV anapURbieV VXlfR-UpdXcWeXUV. CeV h\dURgpnaVeV nickel-feU 

VRnW pgalemenW WURXYpeV che] deV aUchpeV mpWhanRgqneV VRXV fRUme membUanaiUe (VignaiV 

and CRlbeaX, 2004; WX and MandUand, 1993). Les hydrogénases (Ni-Fe)-senseurs 

d’hydrogène et utilisant l’hydrogène comme substrat, leV h\dURgpnaVeV 

cRnVRmmaWUiceV d¶h\dURgqne VRnW UeWURXYpeV che] ceUWaineV SURWpRbacWpUieV fi[aWUiceV d¶a]RWe 

eW che] ceUWaineV c\anRbacWpUieV (O[elfelW eW al., 1998; VignaiV eW al., 2000). Les 

hydrogénases (Ni-Fe)-cytoplasmiques hétéromultimériques réversibles VRnW deV 

en]\meV caSableV de lieU deV cRfacWeXUV VRlXbleV cRmme le F420, NAD+, NADP+ eW fRncWiRnnenW 

de faoRn UpYeUVible (VignaiV and CRlbeaX, 2004). ElleV VRnW UeWURXYpeV che] leV bacWpUieV 

h\SeUWheUmRShileV, che] leV aUchpeV anapURbieV mpWhanRgqneV WelleV TXe Methanosarcina 

ma]ei (BaXmeU eW al., 2000), Methanococcus voltae, Methanocaldococcus jannaschii eW, 

Thermococcales cRmme Pyrococcus furiosus, Thermococcus litoralis eW che] ceUWaineV 

c\anRbacWpUieV (SchmiW] eW al., 1995; SchneideU and Schlegel, 1976). Enfin les hydrogénases 

(Ni-Fe)-membranaires productrices d’hydrogène, elleV aVVRcienW l¶R[\daWiRn d¶Xn 

gURXSe caUbRn\le de cRmSRVpV RUganiTXeV j Xn caUbRne (CO, fRUmiaWe, acpWaWe) j la UpdXcWiRn 

de SURWRnV de l¶eaX, SRXU SURdXiUe de l¶h\dURgqne. CeV en]\meV VRnW UeWURXYpeV che] ceUWaineV 

aUchpeV cRmme Methanosarcina barkeri (MeXeU eW al., 1999, 2002), Methanobaxterium 

thermoautotrophicum (TeUVWeegen and HeddeUich, 1999) RX encRUe Pyrococcus furiosus 

(SaSUa eW al., 2000; SilYa eW al., 2000). 
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IV.a.2. (Fe-Fe)-hydrogénases 

LeV (Fe-Fe)-h\dURgpnaVeV, n¶RnW SaV de nickel danV leXU ViWe acWif maiV XniTXemenW  Xn aWRme 

de feU. ElleV VRnW UeWRXYpeV che] leV micURRUganiVmeV feUmenWaWifV anapURbieV VWUicWV 

SURdXiVanW de l¶h\dURgqne. CRnWUaiUemenW aX[ SUpcpdenWeV in vivo, elleV fRncWiRnnenW 

SUpfpUenWiellemenW danV le VenV de la SURdXcWiRn d¶h\dURgqne. La feUUedR[ine, flaYRdR[ine, 

c\WRchURme UpdXiW VRnW deV dRnneXUV d¶plecWURnV Sh\ViRlRgiTXeV. ElleV VRnW mRnRmpUiTXeV, eW 

fRnW 60 kDa, eW WUqV VenVibleV j l¶R[\gqne. CeV h\dURgpnaVeV RnW pWp dpcRXYeUWeV che] deV 

bacWpUieV anapURbieV eW eXcaU\RWeV maiV aXcXne che] leV aUchpeV. ElleV RnW pWp SXUifipeV che] 

deV bacWpUieV (AdamV, 1990) eW deV eXcaU\RWeV (AkhmanRYa eW al., 1998; HRUneU eW al., 2000) : 

deV bacWpUieV feUmenWaWiYeV anapURbieV VWUicWeV (Clostridia, Megasphaera elsdenii) (PeWeUV eW 

al., 1998), che] ceUWaineV bacWpUieV h\SeUWheUmRShileV Thermotoga maritima, che] deV 

bacWpUieV UpdXcWUiceV de VXlfaWeV Desulfovibrio, che] deV eXcaU\RWeV cRmme deV algXeV YeUWeV 

(C. reinhardtii) eW deV SURWR]RaiUeV (Trichomonas vaginalis) (AdamV, 1990). LeV h\dURgpnaVeV 

deV bacWpUieV anapURbieV eW deV algXeV YeUWeV (HaSSe and NabeU, 1993) VRnW mRnRmpUiTXeV eW 

ViWXpeV danV le c\WRSlaVme, celleV deV bacWpUieV UpdXcWUiceV dX VXlfaWe VRnW dimpUiTXeV eW 

SpUiSlaVmiTXeV. 

 

IV.a.3. Hydrogénases sans métaux 

Enfin leV h\dURgpnaVeV VanV mpWaX[ RnW pWp dpcRXYeUWeV SRXU la SUemiqUe fRiV SaU ThaXeU eW 

VRn pTXiSe en 1990, che] Methanothermobacter thermoautotrophium (Shima and ThaXeU, 

2007). IniWialemenW aSSelpeV h\dURgpnaVeV VanV mpWaX[, elleV VRnW deYenXeV leV h\dURgpnaVeV 

VanV cenWUe feU-VRXfUe en 2004 VXiWe j la dpcRXYeUWe de la SUpVence d¶Xn aWRme de feU danV 

l¶en]\me (ZiUngibl eW al., 1992) ; elleV SRVVqdenW Xn cRfacWeXU RUganiTXe cRnWenanW Xn aWRme 

de feU SRXU ViWe caWal\WiTXe (L\Rn eW al., 2004). ElleV VRnW hRmRdimpUiTXeV, de 38 kDa eW 

minRUiWaiUeV. 
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FigXUe 11: SWUXcWXUe deV  ViWeV caWal\WiTXeV deV h\dUogpnaVeV 

(Shima and ThaXeU, 2007) 

 

LeV bacWpUieV SRVVqdenW majRUiWaiUemenW leV deX[ SUemiqUeV claVVeV d¶h\dURgpnaVeV, WandiV 

TXe leV (Ni-Fe) eW leV (Fe)-h\dURgpnaVeV Ve UeWURXYenW daYanWage che] leV aUchpeV, aXcXne 

h\dURgpnaVe de W\Se (Fe-Fe) n¶a pWp miVe en pYidence che] leV aUchpeV (ThaXeU eW al., 2010). 

LeV aUchpeV anapURbieV TXi YiYenW danV leV enYiURnnemenWV e[WUrmeV SRVVqdenW VRXYenW 

SlXVieXUV (Ni-Fe)-h\dURgpnaVeV. DanV ceV enYiURnnemenWV le mpWabRliVme de l¶h\dURgqne a Xn 

U{le eVVenWiel. 

 

IV.b. Le métabolisme de l’hydrogène chez les The�m�c�ccale� 

IV.b.1. Les hydrogénases des The�m�c�ccale� 

LeV Thermococcales VRnW deV EXU\aUchpeV, UegURXSanW leV Thermococcus, Pyrococcus eW 

Palaeococcus. Ce VRnW deV h\SeUWheUmRShileV, aYec Xne cURiVVance SRXYanW Ve UpaliVeU j deV 

WemSpUaWXUeV de 100�C, hpWpURWURSheV eW anapURbieV. ElleV XWiliVenW deV VXbVWUaWV SURWpiniTXeV 

aYec la UpdXcWiRn dX VRXfUe plpmenWaiUe fRUmanW dX VXlfXUe d¶h\dURgqne (H2S). En abVence de 

VRXfUe ceV RUganiVmeV SeXYenW cURvWUe en SUpVence de S\UXYaWe eW caUbRh\dUaWe. DanV le 
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mpWabRliVme, l¶h\dURgqne SURdXiW, eVW le UpVXlWaW d¶XWiliVaWiRn de SURWRnV cRmme acceSWeXUV 

d¶plecWURnV eW VXggqUe la SUpVence d¶h\dURgpnaVeV danV ceV RUganiVmeV (Kanai eW al., 2011).  

Che] leV Thermococcales, la gl\cRl\Ve Ve dpURXle VelRn Xne YeUViRn mRdifipe de la YRie 

d¶Embden-Me\eUhRf danV laTXelle leV en]\meV gl\cRl\WiTXeV claVViTXeV VRnW UemSlacpeV SaU 

Xne en]\me lipe j la feUUedR[ine. La feUUedR[ine eVW l¶acceSWeXU d¶plecWURnV SRXU WRXWeV leV 

pWaSeV R[\daWiYeV de la YRie gl\cRl\WiTXe che] ceV micURRUganiVmeV eW le dRnneXU d¶plecWURnV 

SRXU la SURdXcWiRn de l¶ H2  (Yan deU ORVW eW al., 1998). 

La SUemiqUe h\dURgpnaVe dpcRXYeUWe che] leV Thermococcales eVW Xne (Ni-Fe)-h\dURgpnaVe 

c\WRVRliTXe de Pyrococcus furiosus (Hyh-I; SHI) (BU\anW and AdamV, 1989); c¶eVW Xne en]\me 

NADPH-dpSendanWe cRmSRVpe de TXaWUe VRXV XniWpV (hpWpURWpWUamqUe cRdp SaU 4 gqneV 

(PF0891-PF0894)(Ma and AdamV, 2001). Elle inWeUYienW danV la UpdXcWiRn dX VRXfUe, d¶R� 

l¶aSSellaWiRn VXlfh\dURgpnaVe (Ma eW al., 1993). SHI R[\de l¶h\dURgqne eW UpdXiW le NADP+ 

(UpgpnqUe le NADPH SRXU la SURdXcWiRn d¶H2 SaU Mbh), elle SeXW aXVVi UpdXiUe deV SURWRnV 

SRXU fRUmeU de l¶h\dURgqne en XWiliVanW NADPH cRmme dRnneXU d¶plecWURn (Yan HaaVWeU eW al., 

2005; Ma eW al., 1994).  

PlXV WaUd Xne deX[iqme h\dURgpnaVe a pWp WURXYpe danV le c\WRSlaVme de Pyrococcus furiosus 

(Ma eW al., 2000). Hyh-II (SHII) (PF1329-PF1332) eVW Xne en]\me hRmRlRgXe de H\h-I 

(Kanai eW al., 2011; Ma and AdamV, 2001; Ma eW al., 2000). LeV deX[ H\hV VRnW WUqV VimilaiUeV, 

en ce TXi cRnceUne leXU aVSecW mRlpcXlaiUe eW leXUV acWiYiWpV en]\maWiTXeV, j l¶e[ceSWiRn TXe 

H\h-II Vemble mRinV acWiYe TXe H\h-I. Pyrococcus furiosus XWiliVe l¶h\dURgqne cRmme Xn 

mpWabRliWe, ceV deX[ en]\meV H\h-V aXUaienW SRXU U{le d¶plimineU leV e[cpdenWV UpdXcWeXUV 

VRXV fRUme d¶h\dURgqne.  

DanV leV annpeV 2000, Xne aXWUe (Ni-Fe)-h\dURgpnaVe a pWp dpcRXYeUWe, ceWWe fRiV ci danV la 

membUane SlaVmiTXe de Pyrococcus furiosus, eW aSSelpe Mbh (McTeUnan eW al., 2014; SchXW 

eW al., 2013a). DeX[ SURWpineV MbhL eW Mbhk RnW pWp idenWifipeV, leV gqneV cRdanW SRXU ceV deX[ 

SRl\SeSWideV fRUmenW Xn VeXl RSpURn (l¶RSpURn mbh : mbhABCDEFGHIJKLMN). Le SURdXiW 

deV hXiW SUemieUV gqneV (mbhABCDEFGH) a Xne fRUWe VimilaUiWp de VWUXcWXUe aYec leV VRXV 
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XniWpV mXlWimpUiTXeV deV WUanVSRUWeXUV Na+/H+, eW RnW V�UemenW Xn U{le danV le SaVVage deV 

iRnV H+ eW Na+ j WUaYeUV la membUane. LeV gqneV (mbhIJKLMN) cRdenW TXanW j eX[ deV 

SURWpineV TXi RnW Xne fRUWe VimilaUiWp de VpTXence aYec deV VRXV-XniWpV de la membUane deV 

Ech h\dURgpnaVeV de la VRXche Methanosarcina barkeri (K�nkel eW al., 1998; MeXeU eW al., 

1999) eW l¶h\dURgpnaVe CO-indXiWe (CRR) de la VRXche Rhodospirillum rubum (FR[ eW al., 1996). 

PaU la VXiWe deV pWXdeV VXU la membUane de P. furiosus RnW SeUmiV de mRnWUeU deV fRncWiRnV de 

Mbh; la SUpVenWanW cRmme Xne SRmSe j iRnV, gpnpUanW Xne fRUce SURWRn-mRWUice, UpdXiVanW 

leV SURWRnV eW gpnpUanW ainVi de l¶h\dURgqne, en XWiliVanW Xne feUUedR[ine de faible SRWenWiel. La 

fRUce SURWRn-mRWUice gpnpUpe eVW XWiliVpe SRXU la V\nWhqVe d¶ATP cRndXiWe SaU le cRmSle[e ATP 

V\nWhaVe lip j la membUane (SaSUa eW al., 2003). Ce TXi SeUmeW de cRnclXUe VXU le U{le de 

cRnVeUYaWiRn d¶pneUgie de l¶h\dURgpnaVe Mbh. 

En SlXV de ceV WURiV h\dURgpnaVeV, le gpnRme de Pyrococcus furiosus cRnWienW Xn WURiViqme 

W\Se de (Ni-Fe)-h\dURgenaVe (SilYa eW al., 2000). L¶RSpURn mbx (mbxABCDFGHH¶MJKLN) a 

Xne VWUXcWXUe VimilaiUe j celXi de l¶RSpURn mbh. CeSendanW le faiW TXe Mbx aiW Xne acWiYiWp 

h\dURgpnaVe eVW inceUWain. Sa fRncWiRn eVW analRgXe j celle de Mbh, en XWiliVanW la feUUedR[ine 

cRmme acceSWeXU d¶plecWURnV eW cRnVeUYe l¶pneUgie en fRUmanW Xn gUadienW d¶iRnV (BUidgeU eW 

al., 2011; SchXW eW al., 2007; SilYa eW al., 2000). 

 

LeV WURiV W\SeV d¶h\dURgpnaVeV (Ni-Fe) de P. furiosus  (H\hV, Mbh eW Mb[) eW RnW pWp miVeV en 

pYidence danV d¶aXWUe gpnRmeV de Thermococcales, cRmme che] P. horikoshii (KaZaUaba\aVi 

eW al., 1998), P. abyssi (CRhen eW al., 2003), Thermococcus kodakarensis (FXkXi eW al., 2005), 

Thermococcus onnurineus (Lee eW al., 2008), Thermococcus sibiricus (MaUdanRY eW al., 2009), 

Thermococcus gammatolerans (ZiYanRYic eW al., 2009). Mbh eW Mb[ VRnW SUpVenWeV che] 

WRXWeV leV eVSqceV de Thermococcales, leV h\dURgpnaVeV H\hV pgalemenW VaXf che] T. 

gammatolerans (tableau 3). La SUpVence de ceV h\dURgpnaVeV VXggpUenW dX caUacWqUe 

fRndamenWal de leXU U{le danV le mpWabRliVme deV Thermococcales. 

D¶aXWUeV W\SeV d¶h\dURgpnaVeV (Ni-Fe) aSSaUWenanW aX[ h\dURgpnaVeV-4 de E. coli RnW pWp 

WURXYpeV che] P. abyssi, T. onnurineus eW T. gammatolerans.  
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TableaX 3: LeV h\dUogpnaVeV che] leV TheUmococcaleV 

 

IV.b.2. Rôle des différentes hydrogénases 

DeV pWXdeV RnW pWp UpaliVpeV VXU leV h\dURgpnaVeV deV Thermococcales ; danV le bXW de mieX[ 

cRmSUendUe le U{le de chaTXe h\dURgpnaVe ; deV maniSXlaWiRnV gpnpWiTXeV, aYec la cUpaWiRn de 

mXWanWV de dplpWiRn RnW nRWammenW pWp enWUeSUiVeV. 

Che] T. NRGDNDUHQVLV, leV WURiV h\dURgpnaVeV VRnW UeWURXYpeV : (H\h) (TK2072 j TK2069) 

TXi cRUUeVSRnd aX H\h-I de P. furiosus ; Mbh (TK2080 j TK2093) eW Mb[ (TK1226 j TK1214). 

LeV SUemieUV WeVWV danV deV milieX[ de cXlWXUe (MA-YT cRmSlpmenWp aYec dX S\UXYaWe, RX 

malWRde[WUine RX VRXfUe) faYRUiVanW la SURdXcWiRn de H2 RX celle de H2S RnW SeUmiV de mRnWUeU 

SaU WeVWeUn BlRW, TXe MbhL eW H\hL VRnW SlXV e[SUimpeV danV leV cRndiWiRnV R� la SURdXcWiRn 

d¶ H2 eVW faYRUiVpe eW j l¶inYeUVe Mb[L eVW VXUe[SUimpe TXand la SURdXcWiRn d¶H2S TXi eVW 

faYRUiVpe (Kanai eW al., 2011).  

DeV mXWanWV de dplpWiRnV RnW pWp cRnVWUXiWV, WRXW d¶abRUd le mXWanW PHY1, mXWanW ¨H\h. LeV 

caUacWpUiVaWiRnV Sh\ViRlRgiTXeV de ce mXWanW RnW SeUmiV de mRnWUeU TXe le gqne n¶eVW SaV 

eVVenWiel j la cURiVVance, n¶eVW SaV UeVSRnVable de la SURdXcWiRn d¶h\dURgqne cRmme cela aYaiW 

pWp aYancp (Ma eW al., 1993, 1994), eW jRXeUaiW Xn U{le danV la SURdXcWiRn d¶alanine, en SlXV dX 

Uec\clage de l¶H2 SRXU la V\nWhqVe de  NADPH.  

DeX[ aXWUeV mXWanWV MHD1 (¨mbhJKL) eW MXD1 (¨mbxJKL) RnW pWp cRnVWUXiWV, afin de 
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cRmSUendUe le U{le de ceV deX[ aXWUeV h\dURgpnaVeV. L¶pWXde Sh\ViRlRgiTXe dX mXWanW MHD1 

a mRnWUp Xne diminXWiRn de cURiVVance danV deV cRndiWiRnV de cXlWXUe aYec S\UXYaWe eW aYec 

malWRde[WUine, ceV deX[ VXbVWUaWV faYRUiVenW la SURdXcWiRn d¶H2, eW SeUmeW de cRnclXUe dX U{le 

de ceWWe h\dURgpnaVe danV la SURdXcWiRn d¶h\dURgqne. PRXU le mXWanW MXD1, leV pWXdeV 

Sh\ViRlRgiTXeV SeUmeWWenW de cRnclXUe VXU VRn fRncWiRnnemenW en SUpVence de VRXfUe eW  danV 

VRn imSlicaWiRn danV la gpnpUaWiRn d¶H2S. L¶pWXde a SeUmiV de diVWingXeU le U{le de ceV WURiV 

(NI-Fe)-h\dURgpnaVeV che] T. kodakarensis (Kanai eW al., 2011).  

CeV anal\VeV gpnpWiTXeV cRURbRUenW aYec leV pWXdeV UpaliVpeV che] P. furiosus (LiSVcRmb eW al., 

2011) . 

DeV mXWanWV de dplpWiRn RnW pgalemenW pWp cRnVWUXiWV che] P\URFRFFXV IXULRVXV. TRXW 

d¶abRUd deV dplpWiRnV de SHI eW de SHII (mXWanW SHI eW mXWanW SHII), cRmme che] T. 

kodakarensis, ceV deX[ h\dURgpnaVeV c\WRSlaVmiTXeV ne VRnW SaV indiVSenVableV j la 

cURiVVance deV cellXleV (LiSVcRmb eW al., 2011).  

PaU la VXiWe deV anal\VeV de cURiVVance eW biRchimiTXeV RnW pWp UpaliVpeV VXU leV mXWanW SHI, 

SHII eW le dRXble mXWanW SHI /SHII  (SchXW eW al., 2012).  

 L¶acWiYiWp deV h\dURgpnaVeV eVW VXiYie SaU la UpdXcWiRn dX mpWh\lYiRlRgqne, TXi en SUpVence 

d¶H2 SeUmeW de VXiYUe SaU cRlRUaWiRn la cRnVRmmaWiRn de l¶H2. Il n¶\ a SaV de diffpUence 

d¶acWiYiWp che] le mXWanW SHII, l¶acWiYiWp eVW SlXV faible SRXU le mXWanW SHI eW SaV de dpWecWiRn 

SRXU le dRXble mXWanW SHI/SHII. SHI eVW dRnc UeVSRnVable de la majRUiWp de l¶acWiYiWp R[\danWe 

de ceV h\dURgpnaVeV c\WRVRliTXeV eW cRnfiUme TXe la SURdXcWiRn d¶h\dURgqne eVW VXUWRXW 

aVVRcipe aX[ membUaneV (Mbh) (SchXW eW al., 2012). 

La dplpWiRn de l¶XniWp mbhL de Mbh, VeXl RX en cRmbinanW aYec deV dplpWiRnV de SHI eW /RX 

SHII a mRnWUp, TX¶il n¶\ a SaV de cURiVVance en abVence de VRXfUe. MaiV TXand la SUpVence de 

VRXfUe eVW VXffiVanWe, aXcXn dpfaXW de cURiVVance n¶eVW RbVeUYp. Il n¶\ a SaV de SURdXcWiRn d¶H2 

dpWecWable TXand mbhL eVW dplpWpe. CeV UpVXlWaWV cRnfiUmenW TXe Mbh eVW la VeXle en]\me j 

SURdXiUe de l¶h\dURgqne eW TX¶il n¶e[iVWe SaV d¶alWeUnaWiYe en abVence de VRXfUe. Un baV niYeaX 

de SHI ne SeXW SaV cRmSenVeU l¶abVence de Mbh SRXU SeUmeWWUe la cURiVVance dX mXWanW mbhL 

en abVence de VRXfUe (SchXW eW al., 2012). shI SeXW rWUe dplpWpe che] Pyrococcus furiosus; VanV 
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SURblqme de cURiVVance SRXU la VRXche. SHI n¶eVW dRnc SaV Xne en]\me eVVenWielle.  

 

Si l¶Rn UpVXme leV diffpUenWeV infRUmaWiRnV : L¶en]\me UeVSRnVable de la SURdXcWiRn de l¶H2 eVW 

Xn cRmSle[e h\dURgpnaVe lip j la membUane, aSSelp Mbh (McTeUnan eW al., 2014). Mbh gpnqUe 

de l¶h\dURgqne mRlpcXlaiUe eW XWiliVe l¶pneUgie de ceWWe UpacWiRn e[eUgRniTXe SRXU cUpeU Xn 

gUadienW de SURWRnV de SaUW eW d¶aXWUe de la membUane. EnVXiWe le SRmSage deV iRnV H+ Ve faiW 

YeUV l¶inWpUieXU de la cellXle SaU l¶ATP V\nWhaVe (SaSUa eW al., 2003), SeUmeWWanW ainVi la V\nWhqVe 

d¶ATP eW dRnc la SURdXcWiRn d¶pneUgie. CeWWe en]\me fRncWiRnne en abVence de VRXfUe. Il ne 

Vemble SaV e[iVWeU d¶aXWUeV YRieV mpWabRliTXeV SXiVTXe leV mXWanWV de dplpWiRn de Mbh 

enWUainenW la mRUW cellXlaiUe (ChRX eW al., 2007; SakXUaba eW al., 2004). 

La feUUedR[ine eVW le VeXl acceSWeXU d¶plecWURnV SRXU l¶R[\daWiRn deV glXcideV. PaU cRnVpTXenW, 

Xn mpcaniVme de SURdXcWiRn de NADPH eVW pgalemenW npceVVaiUe SRXU SURdXiUe deV 

pTXiYalenWV UpdXcWeXUV SRXU la biRV\nWhqVe. AinVi, deX[ VXlfh\dURgpnaVeV c\WRVRliTXeV 

aSSelpeV SHI eW SHII VRnW UeWURXYpeV che] leV Thermococcales (BU\anW and AdamV, 1989; Ma 

eW al., 2000). CelleV-ci SeUmeWWenW de fRXUniU dX NADPH en XWiliVanW l¶h\dURgqne cRmme 

dRnneXU d¶plecWURnV. 

Le gpnRme deV Thermococcales cRnWienW pgalemenW Xn cRmSle[e d¶R[\dRUpdXcWaVeV lip j la 

membUane nRmmp Mb[, TXi SUpVenWe Xne VimilaUiWp de VpTXence pleYpe aYec Mbh (hRmRlRgXe 

de Mbh) (SilYa eW al., 2000). Mb[ UpdXiW NADP aYec la feUUedR[ine cRmme dRnneXU d¶plecWURnV 

eW SeUmeW la cRnVeUYaWiRn d¶pneUgie en SRmSanW deV iRnV H+ RX Na+. CeWWe en]\me fRncWiRnne 

en SUpVence de VRXfUe  (SchXW eW al., 2007)(figure 12). 
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FigXUe 12: MpWaboliVme deV h\dUogpnaVeV 

(SanWangelo eW al., 2008) 

Le WUanVfeUW d¶plecWUonV de l¶h\dUogpnaVe Mbh (en jaXne), gpnpUe de l¶H2. L¶acWiYiWp de Mbh pUodXiW 
aXVVi Xn gUadienW de pUoWonV XWiliVp poXU la pUodXcWion d¶ATP. LeV h\dUogpnaVeV c\WoplaVmiTXeV (en 
bleX claiU) conVXmenW l¶H2 eW gpnpUenW dX NADPH. Mb[  (en YeUW) pUend le UelaiV de Mbh, TXand dX 
VoXfUe eVW pUpVenW. Le UpgXlaWeXU WUanVcUipWionnel Uedo[ SXUR (en UoXge), VoXV Va foUme UpdXiWe 

acWiYe l¶oppUon Mbh.  
 
 
IV.b.3. Influence du soufre dans le métabolisme 

Le VRXfUe eVW Xn facWeXU imSRUWanW danV la cRmSUphenViRn dX mpWabRliVme deV 

h\dURgpnaVeV (SchichR eW al., 1993); en effeW che] SlXVieXUV Thermococcales, leXUV en]\meV 

VRnW UpgXlpeV en fRncWiRn de la SUpVence RX de l¶abVence de VRXfUe danV le milieX de cXlWXUe 

(AdamV eW al., 2001). AinVi deV pWXdeV gpnpWiTXeV eW Sh\ViRlRgiTXeV che] T. kodakarensis RnW 

mRnWUp TXe Mbh eVW eVVenWielle j la cURiVVance en abVence de VRXfUe, ainVi TXe che] P. furiosus. 

LeV VXlfh\dURgpnaVeV SHI eW SHII RnW pgalemenW pWp dpmRnWUpeV cRmme VRXV-e[SUimpeV en 

SUpVence de VRXfUe, maiV VXUe[SUimpeV lRUVTX¶il n¶\ a SaV de VRXfUe danV le milieX (AdamV eW 

al., 2001; SchXW eW al., 2007). A l¶RSSRVp, le cRmSle[e Mb[ eVW imSliTXp danV la UpdXcWiRn dX 

VRXfUe, SXiVTXe la dplpWiRn dX cRmSle[e imSacWe npgaWiYemenW la cURiVVance de P. furiosus en 
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SUpVence de VRXfUe (BUigdeU eW al., 2011). LeV mrmeV RbVeUYaWiRnV RnW pWp faiWeV che] T. 

onnurineus eW ceWWe eVSqce SRVVqde aXVVi Xne h\dURgpnaVe Mbh-CRdh SeUmeWWanW l¶R[\daWiRn 

dX mRnR[\de de caUbRne (CO) SRXU la SURdXcWiRn d¶H2 (Lee eW al., 2008). Il Vemble dRnc Ve 

SURdXiUe en SUpVence de VRXfUe Xn ShpnRmqne de VRXV-UpgXlaWiRn deV h\dURgpnaVeV (SHI, 

SHII, Mbh) eW aX cRnWUaiUe Xne UpgXlaWiRn SRViWiYe deV gqneV imSliTXpV danV la UpdXcWiRn dX 

VRXfUe. LeV UpVXlWaWV illXVWUenW TXe Mbh eW Mb[, VRnW deX[ cRmSle[eV analRgXeV dRnW la 

fRncWiRn eVW de UpR[\deU la feUUedR[ine UpdXiWe SURdXiW dX mpWabRliVme pneUgpWiTXe 

UeVSecWiYemenW en abVence eW SUpVence de VRXfUe. En SUpVence de VRXfUe, Xn VhifW mpWabRliTXe 

Ve SURdXiW, il \ a XWiliVaWiRn de VRXfUe plpmenWaiUe cRmme acceSWeXU d¶plecWURnV, maiV TXand le 

VRXfUe n¶eVW SlXV diVSRnible, il \ a Xne diminXWiRn de l¶e[SUeVViRn deV 3 RSpURnV deV 

h\dURgpnaVeV Mbh, SHI, SHII, eW Xne aXgmenWaWiRn de Mb[ eW NVU (NADPH VXlfXU UedXcWaVe). 

 

IV.b.4. Le régulateur transcriptionnel SurR 

Un UpgXlaWeXU WUanVcUiSWiRnnel UedR[ a pWp caUacWpUiVp SRXU la SUemiqUe fRiV che] P. furiosus 

(LiSVcRmb eW al., 2009; SchXW eW al., 2012, 2013a). Ce UpgXlaWeXU SRUWe le nRm de SurR (SXlfXU 

UeVSRnVe UegXlaWRU) (LiSVcRmb eW al., 2017; Yang eW al., 2010), c¶eVW Xne SURWpine cRmSRVpe de 

232 acideV aminpV (lRcXV PF0095) ; c¶eVW Xn hRmRdimqUe, chaTXe mRnRmqUe pWanW cRmSRVp 

de 3 dRmaineV diVWincWV. SXUR eVW Xne SURWpine hplice/WRXU/hplice, aYec Xn mRWif C[[C, c¶eVW Xn 

cRmmXWaWeXU UedR[ cRnWU{lanW VRn degUp d¶affiniWp j l¶ADN. AinVi TXand SXUR eVW VRXV fRUme 

UpdXiWe, il eVW caSable de Ve lieU j l¶ADN, aX cRnWUaiUe VRXV fRUme R[\dpe (VRXV Va fRUme diVXlfide, 

c¶eVW-j-diUe la fRUmaWiRn dX SRnW diVXlfXUe enWUe 2 c\VWpineV dX mRWif C[[C), SXUR ne SeXW 

V¶aWWacheU j l¶ADN (figure 13). 

SXUR inWeUYiendUaiW danV la UpgXlaWiRn deV h\dURgpnaVeV, che] Pyrococcus furiosus, il aSSaUaiW 

cRmme cRnVeUYp che] leV Thermococcales, eW il ne Vemble SaV e[iVWeU de SURcheV hRmRlRgXeV 

che] d¶aXWUeV eVSqceV (SchXW eW al., 2013a). 

DanV VRn pWaW UpdXiW, SXUR acWiYe la WUanVcUiSWiRn de gqneV TXi cRdenW SRXU leV h\dURgpnaVeV 

VRlXbleV H\h I eW II, eW Mbh, ainVi TXe de nRmbUeX[ aXWUeV gqneV imSliTXpV danV le 

mpWabRliVme de l¶h\dURgqne (SchXW eW al., 2007). AX mrme mRmenW SXUR UpSUime l¶e[SUeVViRn 
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de gqneV imSliTXpV danV la UpdXcWiRn dX VRXfUe : NVU (NADPH VXlfXU UedXcWaVe), Mb[, SdR 

(SURWein diVXlfide R[\dRUedXcWaVe) (BUidgeU eW al., 2011).  

Ce changemenW d¶pWaW dX UpgXlaWeXU eVW VRXV la dpSendance dX VRXfUe, en effeW in vitro le VRXfUe 

inacWiYeUaiW SXUR Yia l¶R[\daWiRn dX mRWif C[[C. Cela VeUaiW SRVViblemenW d� aX faiW TXe SXUR 

eVW SUiYp de SURWRnV caU le VRXfUe Ve UpdXiW eW emSrche indiUecWemenW SXUR de Ve UpdXiUe. 

L¶R[\daWiRn deV UpVidXV c\VWpineV enWUaine Xn changemenW de cRnfRUmaWiRn danV le dRmaine 

d¶aWWachemenW j l¶ADN (Yang eW al., 2010). 

AX niYeaX deV UpgiRnV SURmRWUiceV; ceci enWUaine Xne mRdificaWiRn de la UpgXlaWiRn (acWiYaWiRn 

RX UeSUeVViRn) deV gqneV cibleV dX UpgXlaWeXU SXUR (LiSVcRmb eW al., 2017).  

QXand dX VRXfUe eVW ajRXWp aX milieX de cXlWXUe SRXU P. furiosus, Xn changemenW UaSide Ve 

SURdXiW, eW Xne diminXWiRn de la SURdXcWiRn d¶H2 eVW RbVeUYpe, eW aX cRnWUaiUe danV le mrme 

WemSV, de l¶H2S eVW SURdXiW. Ce changemenW eVW bUef, SXiVTX¶il a lieX en Xne di]aine de minXWeV. 

AX niYeaX WUanVcUiSWiRnnel, la UpSRnVe aX VRXfUe, enWUaine Xne diminXWiRn © dUamaWiTXe ª de 

l¶e[SUeVViRn deV WURiV h\dURgpnaVeV (SchXW eW al., 2007). TandiV TXe l¶R[\dRUpdXcWaVe Mb[, 

SUend la Slace de Mbh, eW eVW j l¶RUigine de la SURdXcWiRn d¶H2S, SRVViblemenW en lien aYec Xn 

aXWUe cRmSle[e NVU (BUidgeU eW al., 2011). 

Ce ShpnRmqne de UpSRnVe aX VRXfUe, n¶eVW SaV Xn caV XniTXe de P. furiosus ; SXiVTXe le mrme 

ShpnRmqne eVW RbVeUYp che] T. kodakarensis, VXU Xn milieX S\UXYaWe eW SaU ajRXW de VRXfUe  

(JlgeU eW al., 2014). 
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FigXUe 13: Le UpgXlaWeXU WUanVcUipWionnel SXUR 

(LipVcomb eW al., 2009; Yang eW al., 2010) 
En abVence de VoXfUe, SXUR eVW danV Xn pWaW UpdXiW (SXURUed), il Ve lie aloUV j l¶ADN eW dpclenche la 
WUanVcUipWion : acWiYaWion deV h\dUogpnaVeV pUodXcWUiceV d¶H2 pUobablemenW en UecUXWanW l¶appaUeil 
de WUanVcUipWion baVal dX pUomoWeXU, eW UppUime leV gqneV de la UpponVe aX VoXfUe. MaiV TXand dX 

VoXfUe eVW diVponible, leV cellXleV paVVenW de la pUodXcWion d¶H2 j l¶H2S, en UaiVon de la dpVacWiYaWion 
de SXUR (SXURo[) dX faiW d¶Xne o[\daWion dX UpgXlaWeXU paU le VoXfUe oX deV pol\VXlfXUeV de la 

cellXle. 
 

DeV mXWanWV de dplpWiRn RnW pWp enWUeSUiV che] T. kodakarensis (TKVXUR, TK1086), la dplpWiRn 

de ce gqne SXUR a enWUainp Xne diminXWiRn de la cURiVVance de T. kodakarensis en abVence de 

VRXfUe alRUV TXe la cURiVVance en SUpVence de VRXfUe, UeVWe inchangpe  (SanWangelR eW al., 2011). 

AYec le dpYelRSSemenW de la gpnpWiTXe che] P. furiosus (LiSVcRmb eW al., 2011), deV mXWanWV 

de surR RnW pWp cRnVWUXiW afin de cRmSUendUe la UpgXlaWiRn de l¶e[SUeVViRn deV gqneV VRXV VRn 

cRnWU{le.  

La mXWaWiRn de surR a Xn effeW VXU la SURdXcWiRn d¶h\dURgqne. SanV VRXfUe Rn RbVeUYe TXe leV 

VRXcheV dplpWpeV SUpVenWenW Xne cURiVVance mRdpUpe eW Xne diminXWiRn de la SURdXcWiRn d¶H2, 

V�UemenW dXe j Xne SeUWe d¶acWiYaWiRn de Mbh SaU SXUR.  



 

45 

 
IV.c. Les hydrogénases chez The�m�c�cc�� ba���hil�� 

T. barophilus SRVVqde deV RUWhRlRgXeV deV h\dURgpnaVeV eW deV R[\dRUpdXcWaVeV 

membUanaiUeV, UeVSecWiYemenW aSSelpV Mbh (MembUane-bRXnd h\dURgenaVe) eW Mb[ 

(MembUane-bRXnd R[\dRUedXcWaVe) (VannieU eW al., 2011). Elle SRVVqde 7  cRmSle[eV 

h\dURgpnaVeV diffpUenWV : Mb[, Mbh, H\g 4-1, H\g 4-II, H\g 4-III, SXlFI eW SXlFII. 

CRmme T. onnurineus eW T. gammatolerans ; T. barophilus SRVVqde la YRie de la 

caUbRR[\dRWURShie.  

LeV gqneV cRdanW VeSW VRXV XniWpV Mb[ VRnW SUpVenWeV VXU le gpnRme de la VRXche MP dRnW 

ceUWaineV VRnW cRdpeV SaU SlXVieXUV gqneV (VannieU eW al., 2011). LeV gqneV cRdanW 9 VRXV XniWpV 

mbh VRnW SUpVenWeV VXU le gpnRme de T. barophilus  (VannieU eW al., 2011).   

D¶aXWUeV h\dURgpnaVeV VRnW UeWURXYpeV : Xne VRXV XniWp H de l¶h\dURgpnaVe IV (H\DH) cRdpe 

SaU TERMP_01147, Xne Ni-Fe h\dURgpnaVe de W\Se III (H\h 3) cRdpe SaU la TERMP_01148 eW 

Xne VRXV XniWp B de l¶h\dURgpnaVe IV (H\hDB). CeV Ni-Fe VeUYiUaienW aX Uec\clage de 

l¶h\dURgqne eW UpdXiUaiW le NADPH (Ma and AdamV, 2001; SilYa eW al., 2000).  

DeV gqneV cRdanW SRXU deV hRmRlRgXeV aX[ SURWpineV de bacWpUieV RnW pWp UeWURXYpeV : HypA, 

HypC, HypD, HypE et HypF, elleV VRnW imSliTXpeV danV l¶inVeUWiRn d¶Xn cenWUe Ni-Fe 

h\dURgpnaVeV. 

LeV pWXdeV WUanVcUiSWRmiTXeV che] T. barophilus, RnW mRnWUpV TXe ceUWainV gqneV en UaSSRUW 

aYec la SURdXcWiRn eW la cRnYeUViRn d¶pneUgie VRnW VXUe[SUimpV VXiWe j deV YaUiaWiRnV de 

SUeVViRn, cRmme la VRXche eVW Sip]RShile cela SeXW V¶e[SliTXeU SaU le faiW de la npceVViWp d¶Xn 

aSSRUW accUX d¶pneUgie SRXU Ve dpYelRSSeU VRXV SUeVViRn. PRXU deV SUeVViRnV TXi cRnVWiWXenW 

Xn VWUeVV SRXU la VRXche, VRiW 0,1 MPa eW 70 MPa, leV gqneV deV h\dURgpnaVeV eW deV TXinRneV 

VRnW VXUe[SUimpV. LeV gqneV cRdanW SRXU leV h\dURgpnaVeV membUanaiUeV Mbh eW Mbh-CRdh 

VRnW VXUe[SUimpV, ainVi TXe ceX[ cRdanW SRXU leV h\dURgpnaVeV c\WRVRliTXeV SHI eW SHII 

cRmme nRXV SRXYRnV le YRiU danV le WableaX (d¶aSUqV leV UpVXlWaWV RbWenXV SaU PaXline VannieU) 

(tableau 4). Le gqne cRdanW SRXU le UpgXlaWeXU SXUR TXanW j lXi, a Xne e[SUeVViRn inchangpe 

en fRncWiRn de la SUeVViRn (tableau 4). 
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TableaX 4:E[pUeVVion deV gqneV codanW poXU leV h\dUogpnaVeV de T. baUophilXV, en foncWion deV 
YaUiaWionV de pUeVVion  

 Nom du gène Fonction Moyene d’expression 
     Ϭ,ϭMPa ϰϬMPa ϳϬMPa 

SHI 

TERMPͺϬϬϬϲϳ 
sulfhydrogenase II subunit 
b ϴϬϵ ϯϮϲ ϱϮϲ 

TERMPͺϬϬϬϲϴ 
sulfhydrogenase II subunit 
g Ϯ ϭϮϱ ϭ Ϭϯϯ Ϯ ϮϮϴ 

TERMPͺϬϬϬϲϵ 
sulfhydrogenase II subunit 
d ϳϭϯ ϯϰϳ ϳϭϭ 

TERMPͺϬϬϬϳϬ 
sulfhydrogenase II subunit 
a ϭ ϯϮϱ ϳϭϵ ϭ ϯϯϱ 

SHII 

TERMPͺϬϬϱϯϲ 
sulfhydrogenase II subunit 
a ϱ ϴϵϮ ϵϰϬ ϴ ϳϱϮ 

TERMPͺϬϬϱϯϳ 
sulfhydrogenase II subunit 
d ϱ ϴϴϲ ϵϬϭ ϵ ϰϲϮ 

TERMPͺϬϬϱϯϴ 
sulfhydrogenase II subunit 
g ϴ ϲϵϱ Ϯ ϬϬϭ ϭϭ ϴϵϮ 

TERMPͺϬϬϱϯϵ 
sulfhydrogenase II subunit 
b ϲ ϳϵϳ ϭ ϲϲϱ ϭϬ ϯϮϱ 

Mbh-Codh 

TERMPͺϬϭϭϰϲ 
NADH-ubiquinone oxidore-
ductase subunit B ϳϳϮ ϮϬϭ Ϯ ϯϯϵ 

TERMPͺϬϭϭϰϳ 
hydrogenase-ϰ component 
H ϯϳϬ ϵϰ ϭ ϯϵϰ 

TERMPͺϬϭϭϰϴ 
Ni-Fe-hydrogenase III large 
subunit ϭ ϲϬϰ ϱϱϭ ϰ ϵϴϬ 

TERMPͺϬϭϭϰϵ hypothetical protein ϲϱϰ ϮϮϱ Ϯ ϲϭϮ 

TERMPͺϬϭϭϱϬ 
hydrogenase-ϰ component 
B ϲϵϵ ϯϬϬ Ϯ ϲϵϳ 

Mbh 

TERMPͺϬϭϰϳϭ 
NADH-quinone oxidore-
ductase subunit I Ϯ ϵϭϭ ϭ ϲϯϲ ϯ ϴϱϵ 

TERMPͺϬϭϰϳϮ hypothetical protein ϳϵϬ ϯϳϬ ϭ ϭϮϯ 

TERMPͺϬϭϰϳϯ 
NADH-ubiquinone oxidore-
ductase subunit Ϯ ϰϱϬ ϭ Ϯϲϰ Ϯ ϵϴϴ 

TERMPͺϬϭϰϳϰ 

membrane bound hydro-
genase beta ;NADH dehy-
drogenaseͿ Ϯ ϭϳϴ ϭ ϮϰϬ ϯ ϭϴϮ 

TERMPͺϬϭϰϳϱ 
NADH-ubiquinone oxidore-
ductase subunit B ϭ ϱϳϲ ϴϴϵ Ϯ ϯϬϭ 

TERMPͺϬϭϰϳϲ hypothetical protein ϳϲϰ ϯϱϭ ϭ ϯϳϰ 

TERMPͺϬϭϰϳϳ 
Na;нͿ H;нͿ antiporter subu-
nit D ϳϱϬ ϭϴϳ ϭ ϯϭϲ 

TERMPͺϬϭϰϳϴ hypothetical protein ϵϳϴ Ϯϳϵ ϭ ϰϮϳ 

TERMPͺϬϭϰϳϵ 
Naн/Hн antiporter MnhB 
subunit-like protein ϭ ϬϮϳ Ϯϯϭ ϭ ϯϵϵ 

TERMPͺϬϭϰϴϬ 
membrane bound hydro-
genase MbhE-like subunit Ϯ ϱϳϱ ϱϭϱ ϯ ϭϴϬ 

TERMPͺϬϭϰϴϭ hypothetical protein ϭ ϲϮϭ ϭϴϬ ϭ ϴϬϲ 

TERMPͺϬϭϰϴϮ 
membrane bound hydro-
genase MbhC-like subunit Ϯ ϲϱϬ ϯϲϯ Ϯ ϴϴϮ 

TERMPͺϬϭϰϴϯ 
multiple resistance and pH 
regulation protein ϭ ϰϲϰ ϭϬϬ ϭ Ϯϳϲ 

TERMPͺϬϭϰϴϰ 
membrane bound hydro-
genase MbhA-like subunit ϳϮϴ ϭϳ ϱϭϱ 

TERMPͺϬϭϰϴϱ 
Fe-hydrogenase subunit 
beta ϳ ϭϮϳ ϰ ϯϵϱ ϵ ϲϮϯ 

TERMPͺϬϭϰϴϲ 
membrane bound hydro-
genase MbhM-like subunit ϲ ϰϵϰ ϯ ϯϳϰ ϵ ϴϮϮ 
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TERMPͺϬϭϰϴϳ 

membrane bound hydro-
genase NiFe-hydrogenase 
large subunit Ϯ ϲ ϳϭϴ ϯ ϳϰϯ ϵ ϲϵϯ 

TERMPͺϬϭϰϴϴ 

energy-conserving NiFe-hy-
drogenase ;ferredoxinͿ 
subunit beta ϲ ϯϰϮ ϯ ϭϰϬ ϴ ϳϭϳ 

TERMPͺϬϭϰϴϵ 

membrane bound hydro-
genase NiFe-hydrogenase 
small subunit ϭϬ ϭϰϲ ϲ ϰϱϭ ϭϮ ϮϬϬ 

TERMPͺϬϭϰϵϬ 
membrane bound hydro-
genase MbhI-like subunit ϵ ϮϬϱ ϱ ϵϴϮ ϭϭ ϲϲϵ 

TERMPͺϬϭϰϵϭ 
membrane bound hydro-
genase MbhH-like subunit ϵ ϬϰϬ ϱ ϵϬϬ ϭϭ ϯϭϯ 

TERMPͺϬϭϰϵϮ 
membrane bound hydro-
genase MbhG-like subunit ϵ ϱϭϴ ϲ ϲϭϭ ϭϭ ϳϯϳ 

TERMPͺϬϭϰϵϯ 
membrane bound hydro-
genase MbhF-like subunit ϳ ϮϬϯ ϰ ϱϵϱ ϴ ϰϯϲ 

TERMPͺϬϭϰϵϰ 
membrane bound hydro-
genase MbhE-like subunit ϲ ϲϲϭ ϯ ϰϲϱ ϳ ϴϭϵ 

TERMPͺϬϭϰϵϱ hypothetical protein ϵ ϳϭϭ ϲ ϭϮϭ ϭϬ ϲϵϯ 

TERMPͺϬϭϰϵϲ 
membrane bound hydro-
genase MbhC-like subunit ϳ ϲϬϯ ϰ ϵϬϵ ϴ ϵϰϲ 

TERMPͺϬϭϰϵϳ 
membrane bound hydro-
genase MbhB-like subunit ϭϭ ϱϳϲ ϴ ϳϵϳ ϭϮ ϲϵϭ 

TERMPͺϬϭϰϵϴ 
membrane bound hydro-
genase MbhA-like subunit ϱ ϯϭϵ ϯ ϬϰϮ ϲ ϭϮϮ 

SurR TERMPͺϬϬϲϱϲ heat shock regulator ϳ ϰϯϯ ϳ ϭϳϲ ϱ ϵϮϬ 

Mbx 

TERMPͺϬϬϴϱϯ 
NADH-ubiquinone oxidore-
ductase subunit I ϭϮ ϭϮϭ ϭϯ ϬϬϮ ϭϮ ϵϵϴ 

TERMPͺϬϬϴϱϰ 
NADH-ubiquinone oxidore-
ductase subunit D ϭϬ ϲϮϰ ϭϭ ϰϱϮ ϭϭ ϭϭϯ 

TERMPͺϬϬϴϱϱ 
NADH-ubiquinone oxidore-
ductase subunit C ϳ ϵϬϯ ϵ ϭϮϳ ϴ ϭϰϯ 

TERMPͺϬϬϴϱϲ 
NADH-ubiquinone oxidore-
ductase subunit B ϭϯ ϮϮϰ ϭϰ ϯϴϰ ϭϯ ϲϭϮ 

TERMPͺϬϬϴϱϳ 
NADH-ubiquinone oxidore-
ductase subunit H ϴ ϲϮϯ ϵ ϵϰϱ ϴ ϵϭϲ 

TERMPͺϬϬϴϱϴ 
NADH-ubiquinone oxidore-
ductase subunit M ϵ ϯϯϰ ϭϭ ϭϰϴ ϭϬ Ϭϱϯ 

TERMPͺϬϬϴϱϵ 
PH adaptation potassium 
efflux system protein ϵ ϬϯϬ ϭϬ ϳϴϮ ϭϬ ϱϰϬ 

TERMPͺϬϬϴϲϬ hypothetical protein ϴ ϰϱϯ ϭϬ ϬϬϯ ϵ ϵϬϱ 

TERMPͺϬϬϴϲϭ 
Na;нͿ H;нͿ antiporter subu-
nit B ϳ ϮϬϳ ϴ ϱϰϰ ϴ ϲϰϱ 

TERMPͺϬϬϴϲϮ hypothetical protein ϯ ϴϱϭ ϰ ϴϳϯ ϱ ϱϬϯ 

TERMPͺϬϬϴϲϯ 
Na;нͿ H;нͿ antiporter subu-
nit G ϵ ϵϱϵ ϭϭ ϭϮϳ ϭϭ ϴϵϮ 

TERMPͺϬϬϴϲϰ 
Na;нͿ H;нͿ antiporter subu-
nit F ϰ ϲϯϮ ϱ ϯϲϵ ϲ ϱϯϴ 

TERMPͺϬϬϴϲϱ 
Na;нͿ H;нͿ antiporter subu-
nit E ϭϬ ϵϲϴ ϭϬ ϵϲϯ ϭϯ Ϭϭϭ 

 

Afin de mieX[ cRmSUendUe ce mpWabRliVme de l¶h\dURgqne che] T. barophilus, le U{le de ceV 

h\dURgpnaVeV eW leXU imSlicaWiRn danV l¶adaSWaWiRn j la SUeVViRn, il a pWp npceVVaiUe j l¶inVWaU 

deV WUaYaX[ UpaliVpV che] T. kodakarensis (SanWangelR eW al., 2011) RX encRUe che] P. furiosus 
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(BUidgeU eW al., 2011; LiSVcRmb eW al., 2017) de UecRXUiU j la gpnpWiTXe. Un RXWil de gpnpWiTXe 

inYeUVe (Thiel eW al., 2014) TXe nRXV dpWailleURnV SaU la VXiWe a SeUmiV l¶RbWenWiRn deV mXWanWV 

de dplpWiRnV deV gqneV cRdanW ceV h\dURgpnaVeV eW la cRmSUphenViRn de ce mpWabRliVme che] 

ceWWe VRXche Sip]RShile. DanV la SURchaine SaUWie nRXV abRUdeURnV le dpYelRSSemenW eW 

l¶inWpUrW de la gpnpWiTXe deV aUchpeV, eW nRXV WeUmineURnV SaU Xne SUpVenWaWiRn de l¶RXWil 

gpnpWiTXe XWiliVp aX labRUaWRiUe. 

 

V. Etudes physiologiques par des approches de génétiques   

La biRlRgie mRlpcXlaiUe UegURXSe Xn enVemble de WechniTXeV, XWiliVpeV SRXU leV anal\VeV 

biRlRgiTXeV deV RUganiVmeV YiYanWV eW la cRmSUphenViRn deV mpcaniVmeV de la cellXle j 

l¶pchelle deV mRlpcXleV ; idenWifieU la fRncWiRn eW/RX  UpYpleU le caUacWqUe eVVenWiel d¶Xn gqne. 

LeV aUchpeV SRVVqdenW deV SURSUipWpV XniTXeV, lipeV j leXU caSaciWp j Ve dpYelRSSeU danV deV 

enYiURnnemenWV e[WUrmeV (SH, ValiniWp, WemSpUaWXUe, SUeVViRn h\dURVWaWiTXe«)(JaUUell eW al., 

2011). CeV SURSUipWpV VRnW biRlRgiTXemenW eW biRchimiTXemenW inWpUeVVanWeV, eW fRnW deV 

aUchpeV Xne deV SlXV imSRUWanWeV UeVVRXUce SRXU deV aSSlicaWiRnV biRWechnRlRgiTXeV eW 

indXVWUielleV. MaiV ceV UeVVRXUceV UeVWenW encRUe difficileV j YalRUiVeU, eW ce malgUp l¶qUe de la 

gpnRmiTXe, de la gpnpWiTXe eW de la biRlRgie V\nWhpWiTXe. La SXblicaWiRn dX gpnRme de 

Methanocaldococcus jannaschii en 1996 (BXlW eW al., 1996), a maUTXp le dpbXW de la gpnRmiTXe 

deV aUchpeV eW a nRWammenW SeUmiV d¶enYiVageU de nRmbUeXVeV SeUVSecWiYeV. LeV gpnRmeV deV 

aUchpeV VRnW annRWpV SRXU la majRUiWp SaU leV cRnnaiVVanceV deV SURceVVXV che] leV eXcaU\RWeV 

eW bacWpUieV (VXSSRViWiRn, WUanVfeUW, analRgie), ce TXi enWUaine Xn fRUW WaX[ de gqneV SRXU TXi 

leV fRncWiRnV biRchimiTXeV ne VRnW SaV aVVignpeV (fRncWiRnV nRn cRnnXeV) ; le WaX[ de gqneV de 

fRncWiRnV cRnnXeV n¶e[cqde SaV 60% che] ceUWaineV familleV cRmme leV Thermococcales. 

L¶e[SlRUaWiRn de la Sh\ViRlRgie deV aUchpeV UeVWe limiWpe SaU le faiW dX manTXe de cRnnaiVVanceV 

VXU ce WURiViqme dRmaine dX YiYanW. En SaUWicXlieU che] leV eVSqceV diWeV e[WUrmRShileV dRnW 

leV cRndiWiRnV e[WUrmeV de cURiVVance, emSrchenW RX UendenW SlXV difficile la miVe en Slace RX 

encRUe l¶XWiliVaWiRn d¶RXWilV gpnpWiTXeV, XWiliVpV de maniqUe SlXV URXWiniqUe che] deV eVSqceV 

mpVRShileV ; eW Uend leV maUTXeXUV de VplecWiRn cRXUammenW XWiliVpV danV d¶aXWUe caV, 
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inefficaceV ici (AlleUV and MeYaUech, 2005). Si l¶Rn V¶inWpUeVVe SlXV SUpciVpmenW aX[ SURcaU\RWeV 

Sip]RShileV h\SeUWheUmRShileV nRWammenW de W\Se aUchpe, la cRmSUphenViRn deV mpcaniVmeV 

imSliTXpV danV l¶adaSWaWiRn, eVW acWXellemenW limiWpe SaU le manTXe d¶RXWilV gpnpWiTXeV 

diVSRnibleV. 

Afin de mieX[ cRmSUendUe la gpnpWiTXe che] leV aUchpeV eW l¶inWpUrW de dpYelRSSeU deV RXWilV 

gpnpWiTXeV che] ceV micURRUganiVmeV, nRXV UedpfiniURnV SlXV lRin ce TX¶eVW Xne aUchpe, leV 

inWpUrWV de mieX[ leV cRnnavWUe eW leV RXWilV gpnpWiTXeV TXi RnW pmeUgpV.  

 

V.a. La découverte du troisième domaine du vivant 

La biRdiYeUViWp WeUUeVWUe a faiW l¶RbjeW d¶Xne YRlRnWp cRnVWanWe de claVVificaWiRn ; WUqV UaSidemenW 

leV RbVeUYaWiRnV macURVcRSiTXeV diVWingXenW leV eVSqceV animaleV deV YpgpWaX[. Le 

dpYelRSSemenW de la micURVcRSie aX 17qme Viqcle a enVXiWe SeUmiV de dpfiniU leV RUganiVmeV Xni 

eW SlXUicellXlaiUeV, SXiV de diVWingXeU leV cellXleV SUpVenWanW Xn nR\aX (eXcaU\RWe) de celle TXi 

n¶en RnW SaV (SURcaU\RWe). MaiV en 1970 Xne dpcRXYeUWe Ya bRXleYeUVeU leV idpeV UeoXeV, en 

SUpVenWanW le WURiViqme dRmaine dX YiYanW : leV aUchpeV. 

C¶eVW en cRmSaUanW leV VpTXenceV de l¶ARNU, mRlpcXle eVVenWielle j la lecWXUe dX cRde 

gpnpWiTXe, TXe CaUl WReVe, Ya SURSRVeU ceWWe h\SRWhqVe. Il baVe VeV anal\VeV Sh\lRgpnpWiTXeV 

VXU Xn caUacWqUe XniYeUVel facilemenW idenWifiable : leV acideV nXclpiTXeV de la SeWiWe VRXV XniWp 

deV UibRVRmeV (WReVe and FR[, 1977), en UpaliVanW Xn dpcRXSage en]\maWiTXe WUqV SUpciV de 

ceW ARNU. Il dpmRnWUe TXe deX[ eVSqceV eXcaU\RWeV SUpVenWenW deV mRWifV WUqV VimilaiUeV eW 

VRnW dRnc SURcheV Sh\lRgpnpWiTXemenW, de mrme SRXU deX[ bacWpUieV cRmSaUpeV enVemble. 

La WhpRUie de la diVWincWiRn enWUe SURcaU\RWe eW eXcaU\RWe Ya danV Xn SUemieU WemSV rWUe 

UenfRUcpe en UpaliVanW TXe leV mRWifV deV bacWpUieV eW eXcaU\RWeV VRnW diffpUenWV. MaiV l¶pWXde 

d¶Xne bacWpUie cRnnXe SRXU VRn mpWabRliVme RUiginal : anapURbie VWUicWe, SURdXcWUice de 

mpWhane ; Ya UpYRlXWiRnneU ceWWe claVVificaWiRn. Il UpaliVe VRn pWXde VXU ceWWe mpWhanRgqne, eW 

cRmme SUpYX deV diffpUenceV VRnW nRWableV aYec leV eXcaU\RWeV, maiV cRnWUe WRXWe aWWenWe, deV 

diffpUenceV VRnW pgalemenW RbVeUYpeV aYec leV aXWUeV bacWpUieV. CeWWe VRXche cRnVWiWXeUaiW dRnc 

Xn gURXSe j SaUW, TX¶il aSSelleUa danV Xn SUemieU WemSV : © leV aUchpRbacWpUieV ª (WReVe eW al., 
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1978). Ce WeUme faiW UpfpUence aX caUacWqUe a priori ancien deV mpWhanRgqneV, dX faiW TXe leXUV 

cRndiWiRnV de Yie, VemblenW SURcheV de celleV TXi UpgnaienW VXU la TeUUe SUimiWiYe. PaU la VXiWe 

de nRmbUeXVeV VRXcheV TXi VemblaienW rWUe deV bacWpUieV Ve VRnW UpYplpeV rWUe deV 

aUchpRbacWeUia : halRShileV (MagUXm eW al., 1978), WheUmRShileV (WReVe eW al., 1990)« La 

nRmenclaWXUe a pYRlXp SXiVTXe le WeUme bacWeUia SRUWaiW j cRnfXViRn, leV aUchpRbacWeUia VRnW 

ainVi deYenXeV leV aUchaea. En 1980 la cRmmXnaXWp VcienWifiTXe a admiV l¶e[iVWence de ce 

WURiViqme gURXSe dX YiYanW (figure 14). 

LeV aUchpeV UeVVemblenW mRUShRlRgiTXemenW aX[ bacWpUieV, SaU leXU Waille, leXU fRUme, leXU 

mRde de diYiViRn, la fRUmaWiRn de biRfilmV ; maiV VRnW SlXV SURche aX niYeaX mRlpcXlaiUe eW 

biRchimiTXe deV eXcaU\RWeV nRWammenW aX niYeaX deV mpcaniVmeV infRUmaWiRnnelV 

(UpSlicaWiRn de l¶ADN SaU e[emSle) ; ceSendanW deV caUacWqUeV XniTXeV nRn UeWURXYpV aX Vein 

deV deX[ aXWUeV gURXSeV en fRnW Xn gURXSe diVWincWV (la SUpVence d¶pWheUV d¶acide gUaV eW nRn 

d¶eVWeUV, liSideV j deX[ WrWeV TXi fRUmenW Xne mRnRcRXche liSidiTXe) (FaUkaV eW al., 2013). 

LeV aUchpeV VRnW RmniSUpVenWeV VXU TeUUe. ElleV VRnW caSableV de Ve dpYelRSSeU danV deV 

endURiWV inhabiWXelV, aYec deV cRndiWiRnV  e[WUrmeV de SUeVViRn, de ValiniWp, de WemSpUaWXUe, de 

SH RX la cRmbinaiVRn de SlXVieXUV de ceV SaUamqWUeV (FaUkaV eW al., 2013). Mrme Vi WRXWeV leV 

aUchpeV ne VRnW SaV e[WUrmRShileV, j l¶inVWaU deV aUchpeV mpVRShileV YiYanW danV deV maUaiV, 

eaX[ XVpeV, RX encRUe leV VRlV« ceSendanW Xn gUand nRmbUe de UecheUcheV VRnW menpeV VXU leV 

eVSqceV pYRlXanW danV deV cRndiWiRnV fliUWanW aYec leV limiWeV de la Yie. L¶inWpUrW eVW dRXble, 

meWWUe en lXmiqUe le U{le deV aUchpeV danV ceV enYiURnnemenWV, eW l¶XWiliWp  de leXUV en]\meV 

WheUmRVWableV SRXU leV aSSlicaWiRnV indXVWUielleV. 
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FigXUe 14: LeV WUoiV domaineV dX YiYanW 

 (FoUWeUUe, 2015) 

L¶aUbUe XniYeUVel dX YiYanW o� appaUaiVVenW leV WUoiV gUandV domaineV : AUchpeV, BacWpUieV eW 
EXcaU\oWeV. 

 
V.b. Les intérets des archées 
  
L¶pWXde deV aUchpeV a SlXVieXUV inWpUrWV, WRXW d¶abRUd la TXeVWiRn deV origines de la vie, 

SXiVTXe la dpcRXYeUWe deV aUchpeV a UemiV en caXVe le cRnceSW TXe leV bacWpUieV RnW pWp leV 

SiRnniqUeV eW, RnW dRnnp naiVVance aX[ eXcaU\RWeV. La cRmSaUaiVRn deV 3 dRmaineV dX YiYanW 

(EXkaU\a, BacWeUia, AUchaea) SeUmeW d¶pWabliU Xn SRUWUaiW-URbRW de LUCA, TXi n¶eVW SaV la 

SUemiqUe cellXle maiV le deUnieU ancrWUe cRmmXn XniYeUVel (LaVW UniYeUVal CRmmRn AnceVWRU), 

a\anW dRnnp naiVVance j l¶enVemble deV rWUeV YiYanWV acWXelV. MaiV l¶RUigine de chaTXe Uqgne j 

SaUWiU de LUCA n¶eVW SaV encRUe WRWalemenW dpfinie. DeX[ VcpnaUii RnW pWp SURSRVpV : le SUemieU 

TXi SURSRVe TXe deX[ lignpeV RnW pmeUgp de LUCA, l¶Xne a dRnnp leV bacWpUieV eW l¶aXWUe leV 

aUchpeV eW eXcaU\RWeV (h\SRWhqVe de WReVe) eW d¶aXWUeV VXggqUenW TXe leV eXcaU\RWeV RnW 

pmeUgpV deV aUchpeV (h\SRWhqVe eRc\We)(Da CXnha eW al., 2017; Lake, 2015). 

Un aXWUe inWpUrW, eVW leXU ressemblance moléculaire (réplication, transcription et 

traduction) avec les eucaryotes. DanV ce caV, leV aUchpeV VRnW deV mRdqleV biRlRgiTXeV 
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SlXV adaSWpV TXe leV bacWpUieV. Mrme Vi le cRnWUaiUe a pWp admiV SendanW lRngWemSV, aYec la 

miVe en pYidence de l¶XniYeUValiWp dX cRde gpnpWiTXe eW deV mpcaniVmeV de baVeV de la 

WUadXcWiRn, WUanVcUiSWiRn eW UpSlicaWiRn. E. coli a pWp l¶RUganiVme mRdqle, SeUmeWWanW d¶pWXdieU 

leV mpcaniVmeV mRlpcXlaiUeV infRUmaWiRnnelV eW d¶e[WUaSRleU leV UpVXlWaWV aX[ eXcaU\RWeV. Si 

ceUWaineV cRnclXViRnV Ve VRnW aYpUpeV e[acWeV, danV leV annpeV 1970 de nRmbUeXVeV diffpUenceV 

RnW pWp miVeV en pYidence enWUe la biRlRgie mRlpcXlaiUe deV eXcaU\RWeV eW deV bacWpUieV. La 

biRlRgie mRlpcXlaiUe deV aUchpeV eVW WUqV SURche de celle deV eXcaU\RWeV, nRWammenW en ce TXi 

cRnceUne la UpSlicaWiRn de l¶ADN. PaU e[emSle l¶en]\me SSR11, a\anW SRXU fRncWiRn la 

fRUmaWiRn de caVVXUeV deV dRXbleV bUinV de l¶ADN afin de dpclencheU la UecRmbinaiVRn 

mpiRWiTXe, a d¶abRUd pWp dpcRXYeUWe eW caUacWpUiVpe che] leV aUchpeV, eVW aXVVi pgalemenW 

SUpVenWe che] leV eXcaU\RWeV. Cela a pgalemenW pWp le caV SRXU de nRmbUeXVeV SURWpineV de la 

UpSlicaWiRn, eWc (FaUkaV eW al., 2013; LXR and WaVVeUfallen, 2001) . 

En SlXV de leXU SUR[imiWp Sh\lRgpnpWiTXe aYec leV eXcaU\RWeV, leV aUchpeV SRVVqdenW pgalemenW 

deV enzymes inédites, dX faiW nRWammenW de la diYeUViWp de leXUV lieX[ de Yie. PaU e[emSle 

SRXU la WechniTXe de la PCR ; l¶XWiliVaWiRn de la SfX de P. furiosus (Kim eW al., 2008). De 

nRmbUeXVeV aXWUeV en]\meV UpViVWanWeV SURdXiWeV SaU deV aUchpeV h\SeUWheUmRShileV eW 

acidRShileV SRXUUaienW rWUe e[SlRiWpeV SRXU l¶indXVWUie RX danV leV biRWechnRlRgieV. CeV 

en]\meV npceVViWanW de fRUWeV WemSpUaWXUeV eW deV SH acideV SeXYenW rWUe XWiliVpeV danV deV 

SURcpdpV indXVWUielV, R� leV en]\meV claVViTXeV ne SRXUUaienW SaV fRncWiRnneU. C¶eVW SaU 

e[emSle le caV SRXU la WUanVfRUmaWiRn de l¶amidRn en VXcUeS SaU leV am\laVeV. LeV en]\meV 

iVVXeV d¶aUchpeV, VRnW en Sleine pmeUgence eW inWpUeVVenW leV indXVWUielV, SaU e[emSle leV 

eVWpUaVeV SRXU l¶indXVWUie dX SaSieU, leV liSaVeV RX SURWpaVeV SRXU leV dpWeUgenWV, danV 

l¶indXVWUie dX We[Wile TXi eVVaie de limiWeU leV WUaiWemenWV chimiTXeV. TRXjRXUV danV Xn VRXci de 

UeVSecW de l¶enYiURnnemenW, eW j l¶heXUe deV pneUgieV UenRXYelableV, ceV dpUiYpV inWpUeVVenW le 

VecWeXU de l¶pneUgie : la UecheUche de biR-caUbXUanWV, de ga] naWXUelV cRmme le biR-h\dURgqne 

(FaUkaV eW al., 2013). 

LeV aUchpeV VRnW pgalemenW deV acteurs écologiques intéressants, imSliTXpV danV leV 

gUandV c\cleV biRgpRchimiTXeV cRmme leV SURceVVXV de niWUificaWiRn, le c\cle de l¶a]RWe, le c\cle 
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dX caUbRne. De SlXV elleV inWeUagiVVenW aYec d¶aXWUeV RUganiVmeV (V\mbiRVeV). Il eVW pgalemenW 

j nRWeU TX¶j ce jRXU, TX¶aXcXne deV aUchpeV dpcUiWeV n¶eVW SaWhRgqne (ReeYe and SchleSeU, 2011). 

 

Afin de cRmSUendUe la biRchimie, la Sh\ViRlRgie , leV mpcaniVmeV de WUanVcUiSWiRn/WUadXcWiRn 

RX encRUe d¶adaSWaWiRnV (Waege eW al., 2010) eW leV SRWenWielV inWpUrWV biRWechnRlRgiTXeV, deV 

aSSURcheV gpnpWiTXeV VRnW cRXUammenW UpaliVpeV. CeSendanW leV V\VWqmeV VRnW mRinV cRnnXV 

che] leV aUchpeV TXe che] leV deX[ aXWUeV dRmaineV dX YiYanW (eXcaU\RWeV eW bacWpUieV). Le 

dpYelRSSemenW de la gpnpWiTXe che] leV aUchpeV dRiW faiUe face j de nRmbUeX[ dpfiV en WeUmeV 

de cXlWXUe en labRUaWRiUe, de dpYelRSSemenW de VWUaWpgieV gpnpWiTXeV VSpcifiTXeV eW de 

mpWhRdeV de cUiblageV (FaUkaV eW al., 2013). 

 
V.c. Les transferts génétiques chez les archées 

 
DeV mpWhRdeV de gpnpWiTXeV RnW pWp enWUeSUiVeV che] leV TXaWUe gURXSeV d¶aUchpeV (RRWheU and 

MeWcalf, 2005) : mpWhanRgqneV (Methanococcus eW Methanosarcina) (TXmbXla and WhiWman, 

1999), HalRShileV (Halobacterium salinarum eW Haloferax volcanii) (SRSSa, 2006), 

Thermococcales (T. kodakarensis, T. onnurineus eW T. barophilus eW che] P. furiosus eW P. 

abyssi) RX encRUe che] leV Sulfolobales (Sulfolobus solfataricus eW SXlfRlRbXV acidocaldarius) 

(BeUkneU and LiSSV, 2008; WagneU eW al., 2009) (LXR and WaVVeUfallen, 2001). 

LeV maniSXlaWiRnV Ve fRnW daYanWage che] leV EXU\aUchpeV (MpWhanRgqneV, HalRaUchpeV eW 

Thermococcales) TXe che] leV CUenaUchpeV (Sulfolobales). PRXU ceUWaineV leV mRdificaWiRnV 

gpnpWiTXeV ne VRnW SaV SRVVibleV, eW ceX[ en dpSiW deV infRUmaWiRnV SRWenWielleV en WeUme de 

Sh\ViRlRgie, d¶RUganiVaWiRn dX gpnRme eW de l¶imSRUWance enYiURnnemenWale. C¶eVW le caV SRXU 

deV cUenaUchpeV, nRWammenW deV eVSqceV Pyrobaculum eW Thermoproteus, ainVi TXe leV 

eXU\aUchpeV deV genUeV Archaeoglobus eW Thermoplasma; ceV TXaWUe eVSqceV VRnW 

gpnpWiTXemenW inacceVVibleV (FaUkaV eW al., 2013). 

LeV maniSXlaWiRnV gpnpWiTXeV VRnW cRXUammenW XWiliVpeV SRXU dpWeUmineU le U{le 

Sh\ViRlRgiTXe deV gqneV, dplpWeU RX aX cRnWUaiUe VXU-e[SUimeU Xn gqne enWUaine Xne UpSRnVe 

diffpUenWe, Xn changemenW de ShpnRW\Se. LeV WechniTXeV de gpnpWiTXe Ve VRnW miVeV en Slace 
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che] deV aUchpeV mRdqleV SRXU pWXdieU nRWammenW la WUadXcWiRn, RX encRUe la UpSlicaWiRn eW 

UpSaUaWiRn de l¶ADN, maiV aXVVi leV diYiViRnV cellXlaiUeV, leV SURceVVXV lipV j l¶ARN, ceUWainV 

aVSecWV dX mpWabRliVme«(AWRmi eW al., 2012) 

 

LeV aSSURcheV gpnpWiTXeV aSSliTXpeV aX[ EXU\aUchpeV RnW SeUmiV d¶idenWifieU eW de mieX[ 

caUacWpUiVeU leV gqneV imSliTXpV danV la mpWhanRgpnqVe (GXVV eW al., 2005) eW danV la fi[aWiRn 

dX caUbRne inRUganiTXe (Waege eW al., 2010), dpcU\SWeU leV mpcaniVmeV d¶adaSWaWiRn deV 

SURWpineV halRShileV aX[ fRUWeV cRncenWUaWiRnV en SRWaVViXm danV leXU c\WRSlaVme (HXWcheRn 

eW al., 2005). Che] T. kodakarensis, la gpnpWiTXe a SeUmiV d¶pWXdieU ceUWainV aVSecWV  

Sh\ViRlRgiTXeV cRmme la WUanVcUiSWiRn, la UpSlicaWiRn de l¶ADN, le mpWabRliVme en gpnpUal. LeV 

e[SpUienceV de gpnpWiTXe che] leV MpWhanRgqneV Ve VRnW daYanWage cRncenWUpeV VXU leV YRieV 

de la mpWhanRgpnqVe, maiV aXVVi deV pWXdeV de biRlRgie mRlpcXlaiUe eW de Sh\ViRlRgie deV 

aUchpeV (WUanVcUiSWiRn, RVmRUpgXlaWiRn, pWXde de SURWpineV de VWUXcWXUe). LeV chamSV 

d¶e[SlRUaWiRn VRnW dpSendanWV deV VRXcheV pWXdipeV.  

PRXU leV CUenaUchpeV, deV diVSRViWifV gpnpWiTXeV RnW pWp dpYelRSSpV che] leV Sulfolobales (She 

eW al., 2009). LeV mXWanWV de dplpWiRn RnW SeUmiV de YRiU le U{le deV gqneV cdv (fRUmaWiRn de 

YpVicXleV) danV la diYiViRn cellXlaiUe (SamVRn eW al., 2008), leV UpSRnVeV aX VWUeVV R[\daWif 

(MaaW\ eW al., 2009), leV UpgXlaWeXUV de la WUanVcUiSWiRn (PeeWeUV eW al., 2009; ScheleUW eW al., 

2006; Zheng eW al., 2012), la fRUmaWiRn de SiliV (FU|lV eW al., 2008; S]aby eW al., 2007).  

 

LeV WUanVfeUWV gpnpWiTXeV UpaliVpV che] leV aUchpeV VRnW limiWpV, eW SRXUWanW leV pchangeV 

gpnpWiTXeV VRnW fUpTXenWV che] ceV micURRUganiVmeV (figure 15 et tableau 5). De nRmbUeX[ 

SlaVmideV, YiUXV, VpTXenceV d¶inVeUWiRn, WUanVSRVRnV eW aXWUeV plpmenWV gpnpWiTXeV RX encRUe 

leV plpmenWV CRISPR, VRnW SUpVenWV che] leV aUchpeV. LeV CRISPR, SaU e[emSle, VRnW UeWURXYpV 

SUaWiTXemenW danV WRXV leV gpnRmeV d¶aUchpeV, cRnWUe 40% che] leV bacWpUieV. LeV halRShileV 

eW leV sulfolobales VRnW cRnnXV SRXU aYRiU Xne abRndance eW Xne diYeUViWp imSRUWanWe de YiUXV 

eW d¶plpmenWV e[WUa-chURmRVRmiTXeV. Che] leV TheUmRShileV SaU e[emSle, Rn SeXW ciWeU la 

SaUWicXle YiUale SSV1 de sulfolobus shibatei. La SURdXcWiRn de ceWWe SaUWicXle YiUale eVW indXiWe 
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SaU leV UadiaWiRnV UV (MaUWin eW al., 1984) eW VRn gpnRme j la SaUWicXlaUiWp de Ve VXU-enURXleU 

SRVWiYemenW aXVVi bien danV leV cellXleV de Sulfolobus TXe danV leV SaUWicXleV YiUaleV elleV-

mrme (Nadal eW al., 1986). DeV SlaVmideV RnW pWp UeWRXYpV danV deV VRXcheV cRXYUanW WRXWeV 

leV bUancheV gpnpWiTXeV deV aUchpeV (BURZn eW al., 1989). Che] leV aUchpeV halRShileV de 

nRmbUeX[ SlaVmideV eW bacWpUiRShageV RnW pWp iVRlpV. Le SlaVmide PHH1 de Halobacterium 

halobium cRnWienW l¶infRUmaWiRn gpnpWiTXe de la fRUmaWiRn deV YacXRleV j ga] (WeidingeU eW al., 

1979) eW le SlaVmide SL cRnfqUe l¶immXniWp cRnWUe l¶infecWiRn SaU le Shage ĭH de ceWWe mrme 

VRXche (Schnabel, 1984). Le SlaVmide SHV2 (6 ,35 Kb) de H. volcanii (ChaUlebRiV eW al., 1987), 

le SlaVmide SGRB-1 (1,7 Kb) de H. halobium XWiliVp SRXU WeVWeU l¶effeW de dURgXeV agiVVanW aX 

niYeaX de la WRSRlRgie de l¶ADN (FRUWeUUe eW al., 1989) eW le bacWeUiRShage ĭH de H. halobium 

(GURSS eW al., 1989), VRnW SaUmi leV mieX[ caUacWpUiVeU. QXelTXeV VRXcheV de MpWhanRgqneV 

hpbeUgenW deV SlaVmideV RX d¶aXWUeV W\SeV d¶plpmenWV e[WUachURmRVRmiTXeV. Le SlaVmide 

PME2001 (4,5 Kb) de Mb. thermoautotrophicum Marburg fXW le SUemieU j rWUe miV en 

pYidence (Meile eW al., 1983). D¶aXWUeV SlaVmideV de SeWiWeV WailleV RnW pWp idenWifipV che] deV 

mpWhanRgqneV PURB500 (8,7 Kb) iVRlpV j SaUWiU d¶Xne VRXche mpVRShile maUine dX genUe 

Methanococcus (WRRd eW al., 1985) eW le SlaVmide SC2A (5,1 Kb) iVRlp de Methanosarcina 

acetivorans (SRZeUV and GXnValXV, 1988). 
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FigXUe 15: LeV WUanVfeUWV gpnpWiTXeV che] leV aUchpeV 

 (WagneU eW al., 2017) 

DiffpUenWV mpcaniVmeV de WUanVfeUW d'ADN onW pWp dpcUiWV che] leV aUchpeV. CeX[-ci inclXenW 
l'abVoUpWion de l'ADN paU WUanVfoUmaWion che] leV membUeV deV EXU\aUchaeoWa  (a), le WUanVpoUW de 

YpVicXleV membUanaiUeV conWenanW Xn plaVmide oX Xn ADN YiUal che] deV membUeV deV 
TheUmococcaleV (b), le WUanVfeUW eW l'incoUpoUaWion d'ADN paU WUanVdXcWion (c ), le WUanVfeUW de 
plaVmideV conjXgaWifV enWUe leV membUeV deV SXlfolobaceae (d), le WUanVfeUW bidiUecWionnel eW 

l'incoUpoUaWion d'ADN gpnomiTXe eW plaVmidiTXe paU fXVion cellXlaiUe enWUe leV haloaUchaea (e), eW 
l'pchange bidiUecWionnel d'ADN chUomoVomiTXe che] leV cUenaUcheoWa. dX V\VWqme d'ADN (f). 

 
(PoVVoW, 1990) (FaUkaV eW al., 2013) 

TableaX 5: E[emple de YecWeXUV pUpVenWV che] ceUWaineV aUchpeV 

Souche Nom de 
l’élément 

référence 

Plasmides 
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MeƚhanococcƵs sp͘ Cϱ PURBϱϬϬ Wood eƚ al͕͘ ϭϵϴϱ 
Gardner eƚ al͘, ϭϵϵϵ 

MeƚhanococcƵs 
jannaschii 

PURBϴϬϬ Zhao eƚ al͕͘ ϭϵϴϴ 

MeƚhanococcƵs 
jannaschii 

PURBϴϬϭ Zhao eƚ al͘, ϭϵϴϴ 

MeƚhanococcƵs sp͘ AG 
ϴϲ 

PURBϵϬϬ Zhao eƚ al͘, ϭϵϴϴ 

MeƚhanobacƚeriƵm 
ƚhermoaƵƚoƚrophicƵm 
MarbƵrg 

PURBϮϬϬϭ Meile eƚ al͕͘ ϭϵϴϯ 

MeƚhanolobƵs ǀolcanii pMPϭ Thomm eƚ al͕͘ ϭϵϴϯ 

Meƚhanosarcina 
aceƚiǀorans sp͘ ϮA 

pCϮA Sowers et Gunsalus, 
ϭϵϴϴ 
Metcalf eƚ al͕͘ ϭϵϵϳ 

Haloferaǆ ǀolcanii pKVϮ Lam eƚ al͕͘ ϭϵϴϵ 

pHKϮ Holmes eƚ al͕͘ ϭϵϵϰ ; 
Holmes eƚ al͕͘ ϭϵϵϭ 

pHVϭ/ϰ oriC Norais eƚ al͕͘ ϮϬϬϳ 

oriC Norais eƚ al͕͘ ϮϬϬϳ 

HalobacƚeriƵm 
salinarƵm 

pHHϭ Blaseio eƚ al͕͘ ϭϵϵϬ 

pGRBϭ Krebs eƚ al͕͘ ϭϵϵϭ 

pNRCϭϬϬ Ng eƚ al͕͘ ϭϵϵϯ 

oriC et orcϳ Berquist eƚ al͕͘ ϮϬϬϯ 

SƵlfolobƵs solfaƚaricƵs SSVϭ Cannio eƚ al͕͘ϭϵϵϴ ; 
Jonuscheit eƚ al͕͘ 
ϮϬϬϯ ; Soopa eƚ al͕͘ 
ϮϬϬϲ 

pSSVx Aucelli eƚ al͕͘ ϮϬϬϲ 

oriC Contursi et al., ϮϬϬϰ 

SƵlfolobƵs 
acidocaldaricƵs 

pRNϭ Berkner eƚ al͕͘ ϮϬϬϳ 

SƵlfolobƵs islandicƵs pRNϮ Deng eƚ al͕͘ ϮϬϬϵ 

ThermococcƵs 
koadakarensis 

pTNϭ Santangelo eƚ al͕͘ 
ϮϬϬϴ 

PǇrococcƵs fƵriosƵs pGTϱ Wage eƚ al͕͘ ϮϬϭϬ 

oriC Farkas eƚ al͕͘ ϮϬϭϭ 

PǇrococcƵs abǇssi pGTϱ Lucas eƚ al͕͘ ϮϬϭϭ 

VLP (Virus Like Particle) 
MeƚhanococcƵs ǀolƚae 
sp͘ Aϯ 

PURBϲϬϬ/VLP Wood eƚ al͕͘ ϭϵϴϵ 

MeƚhanococcƵs ǀolƚae 
PS 

VTA Bertani, ϭϵϴϵ 

Phages 
Meƚhanobacƚer smiƚhii PG Bertani et Baresi, 

ϭϵϴϲ 
MeƚhanobacƚeriƵm 
ƚhermoaƵƚhoƚrophicƵm 
MarbƵrg 

Mϭ Meile eƚ al͕͘ ϭϵϴϵ 

MeƚhanococcƵs sp͘ Noǀ͘  aucun Zillig eƚ al͘ ϭϵϴϴb 

 

DiffpUenWeV WechniTXeV de gpnpWiTXe VRnW XWiliVpeV, maiV l¶pWaSe SUinciSale eW cRmmXne UeVWe la 
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dpliYUance de l¶ADN e[Rgqne. La dpcRXYeUWe dX SUemieU SlaVmide aUchpen cRnVWiWXe la 

SUemiqUe pWaSe de dpYelRSSemenW d¶RXWil gpnpWiTXe che] leV aUchpeV (FaUkaV eW al., 2013). 

LeV deX[ SUemieUV V\VWqmeV gpnpWiTXeV dpYelRSSpV che] leV aUchpeV RnW pWp miV en Slace che] 

Xne halRShile (Haloarcula hispanica) eW Xne mpWhanRgqne (Methanosarcina acetivorans).  

La dpliYUance d¶ADN che] leV aUchpeV SaU diffpUenWeV mpWhRdeV Ve baVe VXU l¶plecWURSRUaWiRn, la 

WUanVfRUmaWiRn chimiTXe, la WUanVfRUmaWiRn SaU VShpURSlaVWe, liSRVRme RX cRnjXgaiVRn aYec 

E.coli. CeV mpWhRdeV VRnW cRXUammenW XWiliVpeV (AlleUV and MeYaUech, 2005; DRdVZRUWh eW al., 

2010; GXVchinVka\a eW al., 2016) (tableau 6). 

(FaUkaV eW al., 2013) 

TableaX 6: MpWhodeV de dpliYUance de l'ADN che] ceUWaineV aUchpeV 

 

 

V.c.1. La transformation 

La transformation eVW la caSaciWp deV bacWpUieV j acTXpUiU Xn fUagmenW d¶ADN d¶RUigine 

e[WpUieXU, l¶e[RgenRWe. CelXi-ci eVW le SlXV VRXYenW d¶RUigine SlaVmidiTXe RX chURmRVRmiTXe ; 

SURYenanW d¶aXWUeV bacWpUieV RX d¶aXWUeV RUganiVmeV YiYanWV, TXi aXUaienW de l¶ADN danV le 

milieX (tableau 7). On diVWingXe deX[ W\SeV de WUanVfRUmaWiRn : la transformation 

artificielle, R� l¶Rn faiW UenWUeU de l¶ADN (ciUcXlaiUe RX linpaiUe) de fRUce danV la cellXle. 

CeUWaineV bacWpUieV SRVVqdenW la caSaciWp de SUendUe de l¶ADN dX milieX e[WpUieXU, c¶eVW la 



 

59 

compétence naturelle, maiV WRXWeV leV bacWpUieV ne VRnW SaV caSableV de le faiUe. Une 

VRi[anWaine de bacWpUieV VRnW naWXUellemenW cRmSpWenWeV, aXcXne cRmSpWence n¶a pWp miVe en 

pYidence che] deV bacWpUieV Ve dpYelRSSanW j deV WemSpUaWXUeV SURcheV de 90�C (Han eW al., 

2014). CeSendanW ceWWe caSaciWp eVW UeWURXYpe che] deV aUchpeV h\SeUWheUmRShileV. CeUWaineV 

mpWhanRgqneV cRmme M. voltae P5, Methanobacter thermoautotrophicum Marburg, RX 

encRUe deV Thermococcales cRmme T. kodakarensis RX encRUe P. furiosus COM1, VRnW 

naWXUellemenW cRmSpWenWeV, ce TXi faciliWe leV maniSXlaWiRnV maiV cela UeVWe limiWp (LiSVcRmb 

eW al., 2011). LeV aUchpeV halRShileV VRnW leV SUemiqUeV j rWUe maniSXlpeV gpnpWiTXemenW aSUqV 

la dpcRXYeUWe de la WechniTXe de WUanVfRUmaWiRn (dX faiW de la faciliWp de la maniSXlaWiRn eW de 

leXU bRnne YiWeVVe de cURiVVance) (ChaUlebRiV eW al., 1987; Cline and DRRliWWle, 1987) eW SRXU TXi 

leV V\VWqmeV gpnpWiTXeV VRnW leV SlXV VRShiVWiTXpV (Leigh eW al., 2011). LeV mpWhanRgqneV RnW 

Xne cRmSRViWiRn Valine WUqV SURche deV c\WRSlaVmeV bacWpUienV, ce TXi a UendX SRVVible le 

dpYelRSSemenW de leXU gpnpWiTXe en V¶inVSiUanW diUecWemenW deV WechniTXeV eW mpWhRdeV 

SUpe[iVWanWeV che] leV bacWpUieV.  

Une WUanVfRUmaWiRn a pWp RbWenXe che] Methanococcus voltae, Methanobacterium, Haloferax 

volcanii, SaU de l¶ADN gpnRmiTXe libUe eW che] Halobacterium eW H. volcanii SaU de l¶ADN 

SlaVmidiTXe. DRRliWWle eW VRn pTXiSe en 1987, RnW UpXVVi j meWWUe aX SRinW Xne mpWhRde de 

WUanVfRUmaWiRn SRXU leV aUchpeV halRShileV. La WUanVfRUmaWiRn RX la WUanVfecWiRn de H. 

halobium eW H. volcanii, VRXV fRUme de VShpURSlaVWeV (ChaUlebRiV eW al., 1987; Cline and 

DRRliWWle, 1987; Cline eW al., 1989). CeWWe maiWUiVe dX WUanVfeUW de maWpUiel gpnpWiTXe che] leV 

halRShileV a SeUmiV de cRnVWUXiUe eW d¶inWURdXiUe che] H. volcanii, Xn YecWeXU naYeWWe dRnW la 

VplecWiRn de WUanVfeUW eVW baVpe VXU la UpViVWance j la mpYinRline, Xn inhibiWeXU de la 3-h\dUR[\-

3-mpWh\lglXWaUaWeCRA (HMG-CRA), TXi eVW Xne en]\me inWeUYenanW danV la YRie dX 

meYalRnaWe (Lam and DRRliWWle, 1989). En 1987, BeUWani eW VRn pTXiSe SXblie SRXU la SUemiqUe 

fRiV l¶RbWenWiRn d¶aUchpeV UecRmbinanWeV mpWhanRgqneV ; aSUqV WUanVfRUmaWiRn SaU de gUandV 

fUagmenWV d¶ADN gpnRmiTXe. CeWWe WUanVfRUmaWiRn de M. voltae, dpmRnWUpe SaU deV mXWanWV 

d¶aX[RWURShie HiV- (VanV HiVWidine) eW PXU- (VanV PXUine), ne faiW aSSel j aXcXn WUaiWemenW 

SUpalable deV cellXleV, elleV VRnW VimSlemenW miVeV en cRnWacW aYec de l¶ADN de W\Se VaXYage, 
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en milieX liTXide (BeUWani and BaUeVi, 1987). En 1988, WRUUell dpmRnWUe TX¶Xne aXWUe VRXche 

mpWhanRgqne M. thermoautotrophicum, SeXW aXVVi rWUe WUanVfRUmpe (WRUUell eW al., 1988). 

CeWWe WUanVfRUmaWiRn a pWp miVe en pYidence en XWiliVanW deV fUagmenWV d¶ADN de haXWV SRidV 

mRlpcXlaiUeV dX mXWanW UpViVWanW aX 5-flXRURRXUacile. LeV fUpTXenceV de WUanVfRUmaWiRn de ceV 

deX[ aUchpeV mpWhanRgqneV VRnW faibleV. 

 PRXU aXgmenWeU le nRmbUe d¶eVSqceV mRdqleV, TXi ne VRnW SaV naWXUellemenW cRmSpWenWeV, 

deV mpWhRdeV Sh\ViTXeV eW chimiTXeV RnW pWp SenVpeV. PlXVieXUV V\VWqmeV de WUanVfRUmaWiRn 

UeSRVanW VXU deV plpmenWV gpnpWiTXeV naWXUelV RnW pWp dpYelRSSpV XWiliVanW deV WUanVSRVRnV, 

SlaVmideV cU\SWiTXeV RX encRUe deV YiUXV SRXU dpliYUeU l¶ADN, c¶eVW le caV che] ceUWaineV 

Sulfolobales. Che] beaXcRXS de mpWhanRgqneV eW d¶halRShileV, l¶inWURdXcWiRn de l¶ADN UeSRVe 

VXU Xne WUanVfRUmaWiRn mpdipe SaU Xn liSRVRme ; Xn VShpURSlaVWe eVW gpnpUp eW SeUmeW la 

WUanVfRUmaWiRn SaU deV SURWRcRleV XWiliVanW deV SRl\pWh\lqne gl\cRl (PEG) RX deV liSRVRmeV. 

L¶plecWURSRUaWiRn eVW Xne aXWUe mpWhRde VRXYenW UeTXiVe che] leV Sulfolobales apURbieV RX 

encRUe che] deV Thermococcales anapURbieV, Xn WUaiWemenW chimiTXe eVW VRXYenW npceVVaiUe 

SRXU aVVXUeU la WUanVfRUmaWiRn. 

(Leigh eW al., 2011; LXo and WaVVeUfallen, 2001) 

TableaX 7: E[emple de V\VWqme de WUanVfoUmaWion che] leV TXaWUe gUoXpeV d'aUchpeV 

Mécanisme : transformation 

Organisme ADN impliqué Marqueur;sͿ Méthode Référence 
Sulfolobales 
S͘ solfaƚaricƵs PRNϭ et PRNϮ  Electroporation x Zillig eƚ al͘, 

ϭϵϵϰ  
x Schelper eƚ al͘, 

ϭϵϵϱ  
x Prangishvili eƚ 

al͘, ϭϵϵϴ 
S͘ solfaƚaricƵs 
PHϭ 

pNOBϴ, 
dérivé de 
PRNϭ 

lacS Electroporation x Elferink eƚ al͘, 
ϭϵϵϲ  

x Zillig eƚ al͘, ϭϵϵϲ 

S͘ acidocalƚaricƵs pGTϱ et son 
dérivé pCSVϭ 
dérivé pGTϱ 

 
 
ADH-alcohol 
deshydrogenase 

CaClϮ et heat 
shock 
Electroporation 

x Aaggard eƚ al͘, 
ϭϵϵϲ 

x Aravalli et Gar-
ret, ϭϵϵϳ 

pCVϭ et pAG ϱ-FOA Electroporation x Aagaard eƚ al͘, 
ϭϵϵϲ  

x Aravilli et Ga-
rett, ϭϵϵϳ 

pCmalLacS ϱ-FOA Electroporation Berkner eƚ al͘,ϮϬϭϬ 
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S͘ solfaƚaricƵs Phage SSVϭ  Infection, 
Electroporation 

Schleper eƚ al͘, ϭϵϵϮ 

S͘ solfaƚaricƵs Gθ 
oƵ 
S͘ solfaƚaricƵs 
PBLϮϬϮϱ 

 pEXSs Hydromycin B 
resistance 

Electroporation Cannio eƚ al͘, ϭϵϵϴ 

Dérivé de 
SSVϭ 

 Electroporation Stedman eƚ al͘, ϭϵϵϵ 

pKSDMϰϴ lacS Electroporation Stedman eƚ al͘, ϭϵϵϵ 

pMSS lacS Electroporation Aucelli eƚ al͘, ϮϬϬϲ 

pJlacS lacS Electroporation Berkner eƚ al͘, ϮϬϬϳ 

pMJϬϱϬϯ lacS Electroporation Jonuscheit eƚ al͘, ϮϬϬϯ 

S͘ islandicƵs 
άϯϮϮS 

PRNϮ Uracil, ϱ-FOA Electroporation Deng eƚ al͕͘ ϮϬϬϵ 

Méthanogènes 
M͘ ǀolƚae ADN 

génomique 
Auxotrophie 
;purine, 
histidineͿ ou 
Auxotrophie 
;HSCom, 
histidine, 
purineͿ, BES 
résistance, 
puromycine 
résistance 

Transformation 
naturelle ou 
Electroporation 

x Bertani et Ba-
resi, ϭϵϴϳ 

x Micheletti eƚ al͘, 
ϭϵϵϭ 

 

Mipϭ Puromycine 
résistance 

Transformation 
naturelle ou 
protoplaste ou 
électroporation 

x Gernhardt eƚ al͘, 
ϭϵϵϬ  

x Patel et al͘, ϭϵϵϰ 

M͘ maripƵladis pKASϭϬϮ Puromycine 
résistance 

Transformation 
naturelle ou 
PEG-mediated 
transformation 

x Sandbeck et 
Leigh, ϭϵϵϭ  

x Tumbula et al., 
ϭϵϵϰ 

 pDLTϰϰ Puromycine 
résitance 

PEG-mediated 
transformation 

Tumbula eƚ al͘, ϭϵϵϳ 

Meƚhanosarcina 
sp͘ 

pWNϯϬϳ Puromycine 
résistance 

Liposome- 
mediated 
transformation 

Metcalf eƚ al͘, ϭϵϵϳ 

Thermococcales 
ThermococcƵs 
kodakarensis 

pLCϳϬ Simvastine, ϱ-
FOA, ϲ-MP 

Transformation Santangelo eƚ al͘, ϮϬϬϴ a, 
b 

PǇrococcƵs 
abǇssi 

pYSϮ  PEG mediated 
transformation 

Lucas eƚ al͘, ϮϬϬϮ 

PǇrococcƵs 
fƵriosƵs 

pYSϯ Simvastatine Transformation Waege eƚ al͘, ϮϬϭϬ 

ThermococcƵs 
barophilƵs 

 Simvastatine, ϱ-
FOA 

Transformation Thiel eƚ al͘, ϮϬϭϰ 

Halophiles 
H͘ salinarƵm pGRBϭ Mevinolin, 

novobiocin, 
uracil, ϱ-FOA 

PEG-mediated 
transformation 

x Blaseio et Pfei-
fer, ϭϵϵϬ  

x Krebs eƚ al., 
ϭϵϵϭ  

x Dassarma, ϭϵϵϱ   pHHϭ Mevinolin, 
novobiocin, 

PEG-mediated 
transformation 
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uracil, ϱ-FOA x Berquist eƚ al., 
ϮϬϬϲ  pNRC Mevinolin, 

novobiocin, 
uracil, ϱ-FOA 

PEG-mediated 
transformation 

H͘ ǀolcanii pHKϮ Mevinolin, 
novobiocin, 
uracil, leucine, 
thymidine, 
tryptophane, ϱ-
FOA 

PEG-mediated 
transformation 

x Lam et Doolittle, 
ϭϵϴϵ  

x Holmes eƚ al͘, 
ϭϵϵϰ  

x Allers eƚ al͘, 
ϮϬϬϰ  

x Allers et Meva-
rech, ϮϬϬϱ  

x Norais eƚ al͘, 
ϮϬϬϳ 

 pHVϮ Mevinolin, 
novobiocin, 
uracil, leucine, 
thymidine, 
tryptophane, ϱ-
FOA 

PEG-mediated 
transformation 

 pHVϭ/ϰ Mevinolin, 
novobiocin, 
uracil, leucine, 
thymidine, 
tryptophane, ϱ-
FOA 

PEG-mediated 
transformation 

 

CRmme pYRTXp SUpcpdemmenW de nRmbUeXVeV aUchpeV SRVVqdenW deV plpmenWV 

e[WUachURmRVRmiTXeV, e.g ShageV, YiUXV eW SlaVmideV (tableau 5), ainVi beaXcRXS de YecWeXUV  

d¶aUchpeV VRnW dpUiYpV de SlaVmideV endRgqneV. 

LeV YecWeXUV cRnVWUXiWV ne VRnW SaV caSableV de UpSlicaWiRn aXWRnRme ; eW SRXU la SlXSaUW deV 

RXWilV gpnpWiTXeV XWiliVpV, leV YecWeXUV SlaVmidiTXeV SRUWenW Xn RX deX[ maUTXeXUV de VplecWiRn, 

en SlXV deV UpgiRnV d¶hRmRlRgieV SRXU V¶inWpgUeU aX lRcXV dpViUpV (figure 16). En ce TXi 

cRnceUne leV maUTXeXUV de VplecWiRn che] leV halRShileV, Sulfolobales eW Thermococcales, ilV 

VRnW VRXYenW baVpV VXU l¶aX[RWURShie/la SURWRWURShie j l¶XUacile eW la VenVibiliWp j l¶acide 5-

flXRRURWiTXe (FaUkaV eW al., 2013). 
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FigXUe 16: MpWhode de diVUXpWion de gqne 

(FaUkaV eW al., 2013) 

a) Un pYpnemenW de doXble UecombinaiVon enWUe Xn plaVmide eW Xn chUomoVome, aYec Xn maUTXeXU 
de VplecWion j la place dX gqne cible. b) Une Vimple UecombinaiVon eVW poVVible, aYec de l¶ADN 

linpaiUe, en plXV deV ViWeV de UecombinaiVon (maXYe) peXYenW rWUe XWiliVpV poXU la conWUe VplecWion 
(e[ciVion dX maUTXeXU). c) EYpnemenW de doXble UecombinaiVon, o� le maUTXeXU eVW inWpgUp ainVi 

TXe la Upgion d¶homologie dX gqne j dplpWeU. La conWUe VplecWion peUmeW de VplecWionneU la 
VXpUeVVion VanV le maUTXeXU. d) Un pYpnemenW de Vimple UecombinaiVon peUmeW l¶inWpgUaWion dX 

plaVmide, ce TXi gpnqUe Xne Xne foUme inWeUmpdiaiUe. La conWUe VplecWion peUmeW d¶obWeniU Xn foUme 
mXWpe aYec e[ciVion dX maUTXeXU eW dX gqne cible oX la foUme VaXYage. e)ToXWeV ceV VWUaWpgieV 

poXUUaienW V¶adapWeU aYec Xn pUomoWeXU VZap oX pchange allpliTXe. La VplecWion gpnqUe Xne foUme 
inWeUmpdiaiUe aYec le plaVmide inWpgUp danV le chUomoVome. La conWUe VplecWion peUmeW de UeVWaXUeU 

VoiW la foUme VaXYage oX la foUme gpnpWiTXemenW modifipe 
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V.c.2. La conjugaison 

La cRnjXgaiVRn bacWpUienne eVW Xn mpcaniVme TXi npceVViWe deX[ bacWpUieV TXi YRnW Ve meWWUe 

en cRnWacW diUecW, Sh\ViTXe eW WemSRUaiUe, pWabliU Xn SRnW enWUe elleV SRXU WUanVfpUeU dX 

maWpUiel gpnpWiTXe. La cRnjXgaiVRn a pWp miVe en pYidence SRXU la SUemiqUe fRiV SaU deX[ 

VcienWifiTXeV en 1946 LedeUbeUg eW TaWXm (LedeUbeUg and TaWXm, 1946). 

DeV WUanVfeUWV RnW pWp UpaliVpV SaU conjugaison che] deV HalRShileV RX encRUe che] deV 

Sulfolobales (tableau 8). Che] la VRXche H. volcani, Xne cRnjXgaiVRn naWXUelle a pWp RbVeUYpe 

(MeYaUech and WeUc]beUgeU, 1985). Elle eVW diffpUenWe de la cRnjXgaiVRn cRnnXe che] leV 

bacWpUieV caU leV deX[ SaUenWV SeXYenW rWUe j la fRiV dRnneXU eW UeceYeXU, eW ce WUanVfeUW 

gpnpWiTXe bidiUecWiRnnel eVW pgalemenW diffpUenW de la fXViRn cellXlaiUe che] leV eXcaU\RWeV caU 

il n¶imSliTXe SaV la fXViRn deV cellXleV. DeV SRnWV c\WRSlaVmiTXeV, SaU l¶inWeUmpdiaiUe deVTXelV 

le maWpUiel gpnpWiTXe SaVVeUaiW d¶Xne VRXche j l¶aXWUe aYaienW j l¶pSRTXe pWaiW RbVeUYp en 

micURVcRSie plecWURniTXe j bala\age (RRVenVhine eW al., 1989). CeV mrmeV aXWeXUV pWaienW 

pgalemenW SaUYenXV j UpaliVeU la fXViRn de SURWRSlaVWeV che] H. volcanii. Elle eVW diffpUenWe de 

la cRnjXgaiVRn cRnnXe che] leV Sulfolobus, deV SlaVmideV cRnjXgaWifV RnW pgalemenW  pWp iVRlpV 

en SaUWicXlieU le SlaVmide PNOB8 (45 KSb) (SchleSeU eW al., 1995; She eW al., 1998; Zillig eW al., 

1998) .  

La cRnjXgaiVRn a pWp enWUeSUiVe enWUe diffpUenWeV VRXcheV eW pgalemenW enWUe diffpUenWV 

dRmaineV : bacWpUie-aUchpe, enWUe la bacWpUie E. coli eW deV Methanococci (Methanococcus 

maripuladis). Ce SURceVVXV eVW VRXYenW mRinV efficace maiV SlXV UaSide. L¶efficaciWp de ceWWe 

cRnjXgaiVRn inWeUdRmaine eVW de 0,2 j 2 [10-6 SaU cellXle UeYeUVe. Le SURceVVXV UeTXieUW leV 

fRncWiRnV RUiT eW leV gqneV tra SRUWpeV SaU le SlaVmide dX dRnneXU (PRVVRW, 1990).  

Che] Mb. thermoautotrophicum eW Ms. barkei, deV mpWhRdeV SRXU SUpSaUeU leV SURWRSlaVWeV 

aYaienW pWp dpcUiWeV maiV aXcXne UpgpnpUaWiRn de la SaURi de ceV bacWpUieV n¶a pWp RbWenXe 

(KieneU eW al., 1987).  
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 (LXo and WaVVeUfallen, 2001)  

TableaX 8: E[empleV de mpcaniVmeV de conjXgaiVon che] leV SXlfolobaleV 

Mécanisme : conjugaison  
Organisme ADN impliqué Marqueur;sͿ Méthode Référence 

Sulfolobales 
SƵlfolobƵs sp͘ Plasmide 

conjugatif 
  x Schleper eƚ al͘, 

ϭϵϵϱ 
x Prangishvili eƚ al͘, 

ϭϵϵϴ 
S͘ 
acidocaldaricƵs 

Vecteur 
d’intégration 
basé sur de 
l’ADNr mobile 

  x Aagaard eƚ al͘, 
ϭϵϵϱ 

x Aagaard eƚ al͘, 
ϭϵϵϱ 

ADN génomique Auxotrophie  x Grognan eƚ al͘, 
ϭϵϵϲ 

x Schmidt eƚ al͘, 
ϭϵϵϵ 

 

V.c.3. La transduction 

La WUanVdXcWiRn eVW le deUnieU mpcaniVme SeUmeWWanW l¶aSSRUW de diYeUVificaWiRn gpnpWiTXe. 

LedeUbeUg a dRnnp VRn nRm j ce mpcaniVme en 1951, TXi faiW aSSel j Xn aXWUe W\Se d¶agenW 

infecWieX[, nRWammenW leV YiUXV. IlV YRnW WUanVfpUeU dX maWpUiel gpnpWiTXe d¶Xne bacWpUie j Xne 

aXWUe. 

Che] le genUe Methanococcus, la transduction a pWp dpcUiWe, che] M. voltae nRWammenW. G. 

BeUWani a idenWifip en 1989, Xn plpmenW filWUable che] ceWWe VRXche (PRVVRW, 1990). CeWWe 

SaUWicXle iVRmpWUiTXe de 40 nm de diamqWUe, UpViVWanW j la DNaVe, aSSelp VTA (VRlWae WUanVfeUW 

agenW) SRUWeXVe d¶Xn fUagmenW d¶ADN de 4400 Sb VXVceSWible d¶rWUe WUanVdXiW che] deV VRXV 

clRneV de ceW RUganiVme.  

 

V.d. Les défis de la génétique des archées 

De nRmbUeXVeV baUUiqUeV WechnRlRgiTXeV dX faiW deV cRndiWiRnV de Yie SaUWicXliqUeV deV aUchpeV 

cRnVWiWXenW Xn fUein j ceV pWXdeV eW j l¶pmeUgence d¶RXWilV gpnpWiTXeV (figure 17). ChaTXe 

gURXSe SUpVenWe deV aYanWageV eW deV dpVaYanWageV, en SlXV de la difficXlWp cRmmXne de cXlWXUe 

deV aUchpeV en labRUaWRiUe. 
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FigXUe 17: LeV challengeV j VXUpaVVeU poXU pWXdieU leV aUchpeV 

(FaUkaV eW al., 2013) 

AUbUe ph\logpnpWiTXe deV aUchpeV, aYec leV diffpUenWV Wa[onV eW Xne deVcUipWion de leXUV pUincipaleV 
caUacWpUiVWiTXeV. 

 
LeV Thermococcales eW sulfolobaleV VRnW h\SeUWheUmRShileV, il eVW dRnc npceVVaiUe d¶pWabliU deV 

milieX[ de VplecWiRn adaSWpV aX[ haXWeV WemSpUaWXUeV, SlXV de 70�C. De SlXV en ce TXi cRnceUne 

leV Sulfolobales, leV WechniTXeV dRiYenW WeniU cRmSWe dX faible SH. PRXU leV MpWhanRgqneV eW 

leV Thermococcales c¶eVW l¶R[\gqne TXi cRnVWiWXe Xn plpmenW WR[iTXe, pWanW dRnnp TXe ceX[ VRnW 

deV VRXcheV anapURbieV (FaUkaV eW al., 2013). 

Un aXWUe challenge eVW de WURXYeU deV maUTXeXUV de VplecWiRn eW de cRnWUe-VplecWiRn, SRXU 

YpUifieU le UpVXlWaW de la maniSXlaWiRn gpnpWiTXe. LeV anWibiRWiTXeV RnW SRXU cibleV leV 

UibRVRmeV bacWpUienV RX la machineUie inWeUYenanW danV la V\nWhqVe de la membUane cellXlaiUe 

(CammaUanR eW al., 1985; PRVVRW eW al., 1988). Le SURblqme eVW TXe leV aUchpeV VRnW SRXU la 

SlXSaUW UpViVWanWeV aX[ anWibiRWiTXeV XWiliVpV en URXWine che] leV bacWpUieV. La WheUmRVWabiliWp 

eW la YRlaWiliWp deV cRmSRVpV dRiYenW pgalemenW rWUe SUiVeV en cRmSWe (AWRmi eW al., 2012; NRll 
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and VaUgaV, 1997). 

Un deV mR\enV de VplecWiRn cRnViVWe aX dpYelRSSemenW de maUTXeXUV d¶aX[RWURShie 

cRUUeVSRndanW j deV VRXcheV aX[RWURShiTXeV TXi VeURnW cRmSlpmenWpeV SaU WUanVfRUmaWiRn 

(leXcine, WU\SWRShane, Th\midine, agmaWine) (AlleUV eW al., 2004; OUWenbeUg eW al., 2000; 

SanWangelR eW al., 2010) ((tableau 9). L¶XUacile eW le 5-FRA VRnW XWiliVpV cRmme maUTXeXUV de 

VplecWiRn/cRnWUe-VplecWiRn che] de nRmbUeXVeV HalRShileV. Che] leV MpWhanRgqneV, deV 

mpWhRdeV de VplecWiRn eW cRnWUe-VplecWiRn VRnW dpYelRSSpeV en XWiliVanW aX[RWURShie/ 

SURWRWURShie de l¶HiVWidine, XWiliVanW le gqne hisA cRmme maUTXeXU, RX en XWiliVanW le 6-

a]aXUacil eW 8-a]ah\SR[anWhine che] la VRXche M. maripaludis. Che] Sulfolobus, 

l¶pWabliVVemenW de mpWhRde de maniSXlaWiRn gpnpWiTXe XWiliVe WRXjRXUV deV maUTXeXUV de 

VplecWiRn, la cURiVVance VXU lacWRVe SaU e[emSle SRXU S. solfataricus aYec Xne VRXche dplpWpe 

dX gqne lacS ; cRdanW SRXU la ǃ-galacWRVidaVe. La VplecWiRn SeXW aXVVi Ve faiUe SaU UpViVWance j 

l¶h\gURm\cine B, bXWanRl RX l¶alcRRl ben]\l Yia le gqne de l¶alcRRl dpVh\dURgpnaVe RX SlXV 

cRmmXnpmenW SaU aX[RWURShie j l¶XUac\l. Che] leV Thermococcales cRmme T. kodakarensis, 

TXelTXeV maUTXeXUV SURWRWURShiTXeV VRnW XWiliVpV cRmme l¶aUginine/ciWUXlline, le WU\SWRShane, 

l¶agmaWine RX l¶XUacile (AWRmi eW al., 2012). 

 

Une aXWUe VRlXWiRn eVW d¶XWiliVeU deV anWibiRWiTXeV acWifV cRnWUe la cellXle (tableau 9). PRXU leV 

MpWhanRgqneV, la VplecWiRn Ve faiW Yia diffpUenWV anWibiRWiTXeV cRmme la SXURm\cine eW VeV 

dpUiYpV aYec le gqne (pac) de la bacWpUie Streptomyces alboniger (GeUnhaUdW eW al., 1990), la 

npRm\cine RX l¶acide SVeXdRmRniTXe. QXelTXeV aUchpeV V\nWhpWiVenW deV liSideV dpUiYpV 

iVRSURSanRwdeV, XWiliVanW la YRie dX mpYalRnaWe, eW leV VWaWineV (mpYinRline, SimYaVWaWine). La 

mpYinRline a WRXW d¶abRUd pWp XWiliVpe che] leV halRaUchpeV (Lam and DRRliWWle, 1989; Peck eW 

al., 2000). AXjRXUd¶hXi ceV cRmSRVpV VRnW cRXUammenW XWiliVpV SRXU leV Thermococcales (T. 

kodakarensis, P. furiosus) (MaWVXmi eW al., 2007; Waege eW al., 2010), Sulfolobales. La 

MpYinRline eW SimYaVWaWine inhibenW la cRen]\me A (HMG-CRA) UpdXcWaVe (SUemiqUe pWaSe de 

la biRV\nWhqVe deV liSideV che] leV aUchpeV, elle inhibe aXVVi la V\nWhqVe deV VWpURlV che] leV 

eXcaU\RWeV). La nRYRbiRcine inhibe la DNA g\UaVe, Xne dURgXe XWile SRXU la VplecWiRn deV 
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halRShileV (AWRmi eW al., 2012). 

(AWomi eW al., 2012) 

TableaX 9: E[empleV de mpWhodeV de VplecWion eW conWUe-VplecWion efficaceV che] leV aUchpeV 

 

 

V.e. L’outil génétique développé chez The�m�c�ccc��  ba���hil�� 

LeV gqneV cRnVWiWXenW Xne VRXUce d¶infRUmaWiRn, il eVW dRnc npceVVaiUe d¶aYRiU deV RXWilV 

gpnpWiTXeV SRXU leV caUacWpUiVeU eW pWXdieU leXUV fRncWiRnV cellXlaiUeV eW Sh\ViRlRgiTXeV. PaUmi 

ceV RXWilV, la gpnpWiTXe inYeUVe SeUmeW de meVXUeU leV effeWV de la dplpWiRn d¶Xn RX SlXVieXUV 

gqneV VXU la Sh\ViRlRgie de l¶RUganiVme. DplpWeU deV gqneV a SeUmiV SlXVieXUV pWXdeV : U{leV de 

facWeXUV de WUanVcUiSWiRn, SURWpineV imSliTXpeV danV l¶iniWiaWiRn de la UpSlicaWiRn, l¶plRngaWiRn 

de l¶ADN, en]\meV mpWabRliTXeV, leV h\dURgpnaVeV, eW en]\meV imSliTXpeV danV la 

mpWhanRgpnqVe, leV pWXdeV VXU leV SURWpineV deV hiVWRneV eW de la chURmaWine, UecRmbinaiVRn 

eW UpSaUaWiRn de l¶ADN, aVVemblage eW mRbiliWp deV flagelleV, mRdificaWiRn de la VXUface 

cellXlaiUe, mRdificaWiRn deV ARNW«(LXR and WaVVeUfallen, 2001) 

DeSXiV 2013, le LM2E diVSRVe d¶Xn V\VWqme gpnpWiTXe SRXU VRn RUganiVme mRdqle T. 
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barophilus MP (Thiel eW al., 2014).  

CeW RXWil SeUmeW de dplpWeU Xn RX SlXVieXUV gqneV cibleV SaU UecRmbinaiVRn hRmRlRgXe j l¶aide 

d¶Xn SlaVmide inWpgUaWif (nRn UpSlicaWif) eW SeXW rWUe XWiliVp SRXU l¶pWXde deV gqneV d¶adaSWaWiRn 

aX[ HPH. T. barophilus eVW Xn bRn RUganiVme mRdqle SRXU deV aSSURcheV de gpnpWiTXe, dX 

faiW de ceV nRmbUeXVeV SURSUipWpV eW aYanWageV : Va caSaciWp j Ve dpYelRSSeU j SUeVViRn 

aWmRVShpUiTXe, le faiW TX¶elle VRiW cXlWiYable aX labRUaWRiUe, eW TXe VRn gpnRme VRiW enWiqUemenW 

VpTXencp (VannieU eW al., 2011).   

La miVe en Slace de ceW RXWil a pWp inVSiUpe SaU leV UecheUcheV en gpnpWiTXe menpeV che] T. 

kodakarensis (AWRmi eW al., 2004; MRUikaZa eW al., 1994) (Hileman and SanWangelR, 2012; SaWR 

eW al., 2003). 

Le SUinciSe de l¶RXWil gpnpWiTXe eVW celXi de la dRXble UecRmbinaiVRn hRmRlRgXe : Xne SUemiqUe 

UecRmbinaiVRn SeUmeW l¶inWpgUaWiRn dX SlaVmide danV le gpnRme de T. barophilus, eW la 

deX[iqme, l¶e[ciViRn de celXi-ci (figure 18) (Thiel eW al., 2014). 

Le SlaVmide inWpgUaWif cRmSUend leV maUTXeXUV de VplecWiRn VXiYanWV : le gqne hmgpf cRdanW 

SRXU la HMG-CRA (SanWangelR eW al., 2008) aSSRUWanW la UpViVWance j l¶anWibiRWiTXe 

SimYaVWaWine TXi eVW XWiliVp cRmme maUTXeXU de VplecWiRn SRViWif lRUV de la SUemiqUe 

UecRmbinaiVRn ; le gqne pyrF (YRie de l¶aX[RWURShie j l¶XUacile) TXi eVW UeVSRnVable d¶Xne 

VenVibiliWp aX 5-FOA (acide flXRRURWiTXe) eW TXi VeUW de maUTXeXU de VplecWiRn npgaWif SRXU le 

deX[iqme pYpnemenW de UecRmbinaiVRn. Ce SlaVmide SRUWe pgalemenW Xne UpgiRn iVVXe de la 

fXViRn deV deX[ UpgiRnV d¶ADN TXi encadUenW le gqne cible TXe l¶Rn VRXhaiWe dplpWeU. A la fin 

deV deX[ © cURVVing RYeU ª, deX[ SRVVibiliWpV de cRnfigXUaWiRn VRnW SRVVibleV : (1) la fRUme ne 

SRVVpdanW SlXV le gqne cible, eW (2) la cRnfigXUaWiRn VaXYage. TRXWeV leV deX[ VRnW SimYaVWaWine 

VenVible eW 5-FOA UpViVWanW. Bien TXe l¶RXWil aiW SeUmiV la dplpWiRn de SlXVieXUV gqneV, le 

SURblqme majeXU UpVide danV la faible VenVibiliWp de la VRXche aX 5-FOA aSSRUWp SaU le gqne 

pyrF, TXi enWUaine Xne abVence de cRnWUe VplecWiRn ; Ve manifeVWanW SaU l¶aSSaUiWiRn d¶Xne 

WURiViqme cRnfigXUaWiRn j la fin de la VecRnde pWaSe de UecRmbinaiVRn : deV VRXcheV 

dRXblemenW UpViVWanWeV, SXiVTX¶elleV SRVVqdenW le SlaVmide danV leXU gpnRme. ElleV VRnW 

aSSelpeV © faX[ SRViWifV ª, eW leXU RUigine UeVWe j ce jRXU nRn plXcidpe. 
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FigXUe 18: Schpma dX pUincipe de l'oXWil gpnpWiTXe che] T. baUophilXV 

(Thiel eW al., 2014) 

SimU : SimYaVWaWine UpViVWanW, SimV : SimYaVWaWine VenVible, 5-FoAU : 5-FoA UpViVWanW, 5-FoAV : 5-Foa 
VenVible, RH : Upgion d¶homologie, P\UF : gqne de VplecWion aX 5-FoA, hmgpf : gqne de VplecWion j la 

SimYaVWaWine, GC : gqne cible, C.O : cUoVVing oYeU 
 
 

VI. Objectifs de la thèse 

AX labRUaWRiUe, l¶aUchpe T. barophilus eVW Xn mRdqle pWXdip deSXiV Xne di]aine d¶annpeV, 

nRWammenW afin de cRmSUendUe l¶adaSWaWiRn de la VRXche aX[ haXWeV SUeVViRnV h\dURVWaWiTXeV.  

DeV pWXdeV WUanVcUiSWRmiTXeV RnW UpcemmenW mRnWUp Xne VXU-e[SUeVViRn de ceUWainV gqneV 

cRUUplpe j deV YaUiaWiRnV de SUeVViRn,  nRWammenW leV h\dURgpnaVeV (VannieU eW al., 2015). Ce 

TXi VXSSRVe Xne SRVVible imSlicaWiRn de ceV h\dURgpnaVeV danV l¶adaSWaWiRn de T. barophilus 

aX[ HPH. 

Afin d¶pWXdieU ceV h\dURgpnaVeV, de cRmSUendUe leXU fRncWiRnnemenW, eW leXU U{le danV le 

mpcaniVme adaSWaWif de T. barophilus VRXV SUeVViRn, deV mXWanWV de dplpWiRn RnW pWp cRnVWUXiWV. 

PRXU cela Xn RXWil gpnpWiTXe SUpcpdemmenW dpcUiW, a pWp dpYelRSSp aX labRUaWRiUe. Bien TXe 

l¶RXWil aiW pWp XWiliVp SRXU deV e[SpUienceV de dplpWiRn deV gqneV, celXi-ci SUpVenWe Xn dpfaXW de 

VenVibiliWp dX  maUTXeXU de cRnWUe-VplecWiRn. 
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Le SUemieU RbjecWif de la WhqVe a dRnc pWp de WUaYailleU VXU l¶ampliRUaWiRn de l¶RXWil gpnpWiTXe, 

danV le bXW de diminXeU ceV faX[ SRViWifV lipV aX 5-FRA.  

Un nRXYeaX V\VWqme de cRnWUe-VplecWiRn a dRnc pWp SenVp eW dpYelRSSp, en XWiliVanW Xn nRXYeaX 

maUTXeXU : la 6-mpWh\lSXUine (6-MP). LeV UpVXlWaWV de ceWWe SUemiqUe pWXde VRnW SUpVenWpV 

danV le chaSiWUe 1.  

T. barophilus, cXlWiYpe j deV SUeVViRnV infpUieXUeV eW VXSpUieXUeV (0,1 eW 70 MPa) j Va SUeVViRn 

RSWimale, VXU-e[SUime deV clXVWeUV de gqneV cRdanW SRXU leV h\dURgpnaVeV membUanaiUeV eW 

c\WRSlaVmiTXeV, eW ceci en SUpVence de VRXfUe. Le facWeXU VRXfUe dRiW rWUe SUiV en cRmSWe eW a 

VRn imSRUWance, SXiTX¶il inWeUYienW danV le mpWabRliVme deV h\dURgpnaVeV. SRn abVence 

faYRUiVe celleV TXi SURdXiVenW de l¶H2, Va SUpVence celleV imSliTXpeV danV la SURdXcWiRn de l¶H2S. 

DanV ceV pWXdeV WUanVcUiSWRmiTXeV, le VRXfUe SRXUWanW SUpVenW danV le milieX de cXlWXUe, ne 

Vemble SaV aYRiU d¶effeW VXU l¶e[SUeVViRn deV h\dURgqnaVeV, SXiVTXe en cRndiWiRn de VWUeVV 

SUeVViRn, mrme leV h\dURgpnaVeV TXi ne deYUaienW SaV rWUe acWiYpe en Va SUpVence, VRnW VXU-

e[SUimpeV.  

AinVi Xne fRiV l¶RXWil ampliRUp, nRXV aYRnV SX l¶XWiliVeU afin de UpSRndUe j nRV SURblpmaWiTXeV : 

cRmmenW fRncWiRnne le mpWabRliVme de l¶h\dURgqne che] T. barophilus ? Le fRncWiRnnemenW 

eW le U{le deV h\dURgpnaVeV VRnW-ilV idenWiTXeV aX[ h\dURgpnaVeV deV aXWUeV Thermococcales ? 

QXel eVW l¶imSRUWance dX VRXfUe danV ce mpWabRliVme ? LeV h\dURgpnaVeV RnW-elleV Xn U{le danV 

l¶adaSWaWiRn de T. barophilus aX[ HPH ?  

NRXV aYRnV dRnc cRnVWUXiWV leV mXWanWV h\dURgpnaVeV. LeV UpVXlWaWV de l¶RbWenWiRn deV mXWanWV 

de dplpWiRn VRnW SUpVenWpV danV la SUemiqUe SaUWie dX chaSiWUe 2.  

Une fRiV leV SUinciSaX[ mXWanWV RbWenXV, nRXV aYRnV enWUeSUiV Xne caUacWpUiVaWiRn de ceX[-ci 

afin de YpUifieU le fRncWiRnnemenW de la VRXche VanV ceV gqneV. DeX[ aSSURcheV RnW pWp chRiVieV: 

WRXW d¶abRUd, deV cXlWXUeV VRXV SUeVViRn danV deV incXbaWeXUV de haXWeV SUeVViRnV eW haXWeV 

WemSpUaWXUeV (0,1, 40 eW 70 MPa) j la fRiV en SUpVence eW en abVence de VRXfUe. Ce TXi nRXV a 

SeUmiV de YRiU leV effeWV de la dplpWiRn de gqneV VXU la cURiVVance de T. barophilus, eW d¶pWXdieU 

le facWeXU VRXfUe, maiV pgalemenW le facWeXU SUeVViRn,  la cRmbinaiVRn de ceV deX[ facWeXUV, eW 

leXU inflXence VXU le mpWabRliVme deV h\dURgpnaVeV che] T. barophilus.  DanV Xn deX[iqme 
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WemSV WRXjRXUV danV le bXW de caUacWpUiVeU ceV mXWanWV, de cRmSUendUe le U{le eW le 

fRncWiRnnemenW deV gqneV, deV dRVageV de l¶h\dURgqne RnW pWp UpaliVpV SaU chURmaWRgUaShie en 

ShaVe ga]eXVe. LeV UpVXlWaWV de ceV maniSXlaWiRnV VRnW SUpVenWpV danV la VecRnde  SaUWie dX 

chaSiWUe 2.  
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Mate riel et Me thodes 
 

I. Outil génétique 

I.a.  Matériel biologique 

TKHUPRFRFFXV EDURSKLOXV MP (T.b) eVW Xne aUchpe iVRlpe d¶Xn fUagmenW de cheminpe 

h\dURWheUmale dX ViWe SnakeSiW (39.827170� ; 75.454690�), j Xne SURfRndeXU de 3550 m, VXU 

la Uide mpdiR-AWlanWiTXe lRUV de la camSagne MAR93 (MaUWeinVVRn eW al., 1999a). CeX[ VRnW 

deV cRTXeV de 0,8-2 �m de diamqWUe mRbileV, aYec SRXU RSWimXm de cURiVVance Xne 

WemSpUaWXUe de 85�C, Xne SUeVViRn de 40 MPa, Xn SH de 7 eW Xne cRncenWUaWiRn en Vel aX[ 

alenWRXUV de 20-30 g/L. 

La VRXche W\Se de T. barophilus MP VaXYage a SeUmiV j l¶aide de l¶RXWil gpnpWiTXe (Thiel eW al., 

2014) de cRnVWUXiUe Xn ceUWain nRmbUe de mXWanWV (tableau 10).  La liVWe de ceV mXWanWV eVW 

SUpVenWpe danV le WableaX ci-deVVRXV.  

La VRXche XWiliVpe aX cRXUV de ceWWe WhqVe eVW T. barophilus ¨TERMP_00517 TXi dpUiYe de la 

VRXche VaXYage. Le gqne TERMP_00517 eVW hRmRlRgXe aX gqne TK0064 TXi cRde SRXU 

l¶h\SR[anWhine WUanVfeUaVe UeVSRnVable de la VenVibiliWp aX 6-MP che] T. kodakarensis 

(SanWangelR eW al., 2012). CeWWe deUniqUe cRUUeVSRnd j la VRXche T. barophilus WUanVfRUmpe SaU 

dplpWiRn dX gqne ¨TERMP_00517, TXi SUpVenWe 80% d¶analRgie aYec le gqne TK0064 (gqne de 

VenVibiliWp j la 6-MP). NRXV dpcUiURnV ceWWe VRXche eW VRn XWiliVaWiRn lRUV de la SaUWie VXU 

l¶ampliRUaWiRn de l¶RXWil gpnpWiTXe. 

 

TableaX 10: TableaX UpcapiWXlaWif deV VoXcheV de l'pWXde 

Souche Souche parent Génotype Région(s) 

génomique(s) 

délétée(s) 

Chapitre de 

référence 
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ThermococcƵs 

barophilƵs MP    

UBOCC-M-ϯϮϬϯ 

 Wild type  Amélioration de 

l’outil génétique 

TbѐTERMPͺϬϬϱϭϳ 

UBOCC-M-ϯϯϬϬ 

ThermococcƵs 

barophilƵs MP 

T.b muté Simple mutant   

ѐTKϬϲϲϰ 

ѐTERMPͺϬϬϱϭϳ           

Amélioration de 

l’outil génétique 

TbѐTERMPͺϬϬϱϭϳ н 

pUPHϭ                 

UBOCC-M-ϯϯϬϭ 

ThermococcƵs 

barophilƵs MP 

T.b muté Simple mutant 

TKϬϲϲϰ 

ѐTERMPͺϬϬϱϭϳ           

Amélioration de 

l’outil génétique 

TbѐTERMPͺϬϬϱϭϳ 

ѐMbh                     

ThermococcƵs 

barophilƵs MP 

T.b muté Simple mutant 

ѐTERMPͺϬϭϰϳϭ 

to 

ѐTERMPͺϬϭϰϵϴ 

Utilisation de 

l’outil génétique 

TbѐTERMPͺϬϬϱϭϳ 

ѐCo-Mbh                       

ThermococcƵs 

barophilƵs MP 

T.b muté Simple mutant 

ѐTERMPͺϬϭϭϰϲ 

to 

ѐTERMPͺϬϭϭϱϬ 

Utilisation de 

l’outil génétique н 

caractérisation des 

mutants 

TbѐTERMPͺϬϬϱϭϳ 

ѐMbx                    

ThermococcƵs 

barophilƵs MP 

T.b muté Simple mutant 

ѐTERMPͺϬϬϴϱϯ 

to 

ѐTERMPͺϬϬϴϲϱ   

Utilisation de 

l’outil génétique н 

caractérisation des 

mutants 
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TbѐTERMPͺϬϬϱϭϳ 

ѐSHI  

ThermococcƵs 

barophilƵs MP 

T.b muté Simple mutant 

ѐTERMPͺϬϬϬϲϳ 

to 

ѐTERMPͺϬϬϬϳϬ  

Utilisation de 

l’outil génétique н 

caractérisation des 

mutants 

TbѐTERMPͺϬϬϱϭϳ 

ѐSHII                     

ThermococcƵs 

barophilƵs MP 

T.b muté Simple mutant 

ѐTERMPͺϬϬϱϯϲ 

to 

ѐTERMPͺϬϬϱϯϵ 

Utilisation de 

l’outil génétique н 

caractérisation des 

mutants 

TbѐTERMPͺϬϬϱϭϳ 

ѐSurR                    

ThermococcƵs 

barophilƵs MP 

T.b muté Simple mutant  

ѐTERMPͺϬϬϲϱϲ 

Utilisation de 

l’outil génétique 

TbѐTERMPͺϬϬϱϭϳ 

ѐMbh/ ѐCo-Mbh  

TbѐTERMPͺϬϬϱϭϳ 

ѐMbh 

ѐCo-Mbh 

T.b muté Double mutant 

ѐTERMPͺϬϭϰϳϭ à 

ѐTERMPͺϬϭϰϵϴ 

ѐTERMPͺϬϭϭϰϲ à 

ѐTERMPͺϬϭϭϱϬ 

Utilisation de 

l’outil génétique 

 

TKHUPRFRFFXV NRGDNDUHQVLV (T.k), eVW Xne aUchpe iVRlpe d¶pchanWillRn iVVX d¶Xn VRlfaWaUe 

de VXUface VXU l¶vle KRdaUa aX laUge dX JaSRn. IniWialemenW dpcUiWe cRmme aSSaUWenanW aX genUe 

Pyrococcus (MRUikaZa eW al., 1994), deV pWXdeV UpaliVpeV en 2004 RnW SeUmiV Xne Ue -

claVVificaWiRn de la VRXche danV le genUe Thermococcus (AWRmi eW al., 2004). CeWWe aUchpe 

h\SeUWheUmRShile a Xn RSWimXm de cURiVVance j 85�C, j Xn SH de 6,5 eW j faible SUeVViRn 
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h\dURVWaWiTXe. (UBOCC-3205). 

 

La VRXche d’EVFKHULFKLD FROL DH5α (SWUaWagene) a pWp XWiliVpe SRXU la cUpaWiRn deV 

SlaVmideV. Ce VRnW deV cellXleV cRmSpWenWeV TXi RnW dRnc la caSaciWp d¶inWpgUeU leV SlaVmideV. 

 

I.b. Milieu de culture 
 

I.b.1. Milieu TRM  

Le milieX de cXlWXUe SUinciSalemenW XWiliVp lRUV de ceWWe pWXde eVW le milieu TRM 

(Thermococcales Rich MediXm) (Zeng eW al., 2009). Sa cRmSRViWiRn SRXU 1 L d¶eaX 

dpminpUaliVpe eVW de  23 g de NaCl, 5 g de MgCl2, 3,3 g de PIPES, 4 g de TU\SWRne, 1 g d¶e[WUaiW 

de leYXUe, 0,7 g de KCl, 0,5 g de (NH4)2SO4, 0,05 g de NaBU, 0,01 g de SUCl2, 2 gRXWWeV de 

RpVa]XUine 1% TXi eVW l¶indicaWeXU cRlRUp SRXU YpUifieU l¶abVence d¶R[\gqne,  le SH eVW ajXVWp j 

6,6-6,7. 

Le milieX de cXlWXUe eVW enVXiWe WUanVfpUp danV Xn flacRn SchRWW de 1L, eW aXWRclaYp 20 mn j 

121�C. ASUqV UefURidiVVemenW dX milieX, 1 ml deV cRmSRVpV VXiYanWV eVW  ajRXWp VWpUilemenW : 

K2HPO4 5%, KH2PO4 5%, CaCL2, 2H2O 2%, Na2WO4 (10 mM), FeCl3 .6H2O (25 mM). 

Le milieX eVW UpSaUWi danV deV fiRleV PpnicillineV VWpUileV de 50 RX 100 mL, le VRXfUe plpmenWaiUe 

T\ndalliVp eVW UajRXWp (2g/L). LeV fiRleV VRnW feUmpeV heUmpWiTXemenW (bRXchRnV VWpUileV) SXiV 

deV YideV-ga] VRnW UpaliVpV j l¶aide d¶Xne UamSe j ga]. LRUV de ceWWe pWaSe l¶R[\gqne eVW UemSlacp 

SaU Xn ga] ineUWe, le dia]RWe N2. EnVXiWe la ShaVe liTXide eVW UpdXiWe SaU le Na2S 5% (0,1% en 

cRncenWUaWiRn finale) afin d¶plimineU l¶R[\gqne SUpVenW. 

ASUqV WUanVfRUmaWiRn, leV WUanVfRUmanWV VRnW pWalpV VXU milieX TRM VRlide. La VRlidificaWiRn 

dX milieX Ve faiW SaU l¶ajRXW de Ph\Wagel (Sigma) j Xne cRncenWUaWiRn de 10 g/L de milieX. 

LRUV de la WUanVfRUmaWiRn, le milieX TRM eVW VXSSlpmenWp SaU diffpUenWeV VXbVWanceV : la 

SimYaVWaWine j 2,5 �g/mL (Sigma) (milieX VRlide eW liTXide), TXi eVW Xn inhibiWeXU de l¶en]\me 

HMG-CRA caWal\VanW la SUemiqUe pWaSe de biRV\nWhqVe deV liSideV che] leV aUchpeV, de 
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l¶anWibiRWiTXe 6-MP RX 6-mpWh\lSXUine (Sigma) TXi VeUa dpcUiW SaU la VXiWe (XWiliVp de 0 j 250 

�M  danV le milieX de cXlWXUe liTXide RX VRlide) RX le 5-FOA j 8 mg/mL  (EXURmede[) (milieX 

VRlide XniTXemenW). 

 

I.b.2. Milieu LB 

DeV VRXcheV d¶E. coli DH5Į, VRnW XWiliVpeV SRXU leV maniSXlaWiRnV de l¶ADN eW ceV cXlWXUeV VRnW 

UpaliVpeV VXU milieX LB (liTXide RX VRlide) j 37�C. La SUpVence dX SlaVmide eVW YpUifipe SaU 

l¶ajRXW de 100 �g/mL d¶AmSicilline eW d¶IPTG danV le milieX.  La cRmSRViWiRn dX milieX LB 

(LXUia-BeUWani) (BeUWani, 1951) SRXU 1 L d¶eaX dpminpUaliVpe eVW de 5 g d¶e[WUaiW de leYXUe, 10 g 

de WU\SWRne, 10 g de NaCl. PRXU Xn milieX de LB gplRVp de l¶agaU bacWpUiRlRgiTXe eVW UajRXWp j 

haXWeXU de 1%. 

 

I.c. Construction des plasmides 
 

I.c.1. pUPH  

Ce SlaVmide eVW cRnVWUXiW SaU digeVWiRn/ligaWiRn. Le SlaVmide (SlaVmide SUFH (Thiel eW al., 

2014) eW l¶inVeUW (TK0664) VRnW digpUpV SaU leV en]\meV de UeVWUicWiRn XhRI (ViWeV de UeVWUicWiRn : 

C/TCGAG ; GAGCT/C ; 2H j 37�C) eW SmaI (SiWeV de UeVWUicWiRn : CCC/GGG ; GGG/CCC ; j 

25�C VXU la nXiW).  

ASUqV chaTXe pWaSe de digeVWiRn, Xne YpUificaWiRn VXU gel d¶agaURVe 0,9% eW Xne SXUificaWiRn VXU 

cRlRnne afin d¶plimineU leV WamSRnV UeVSecWifV deV deX[ en]\meV VRnW  UpaliVpeV. 

La ligaWiRn deV SURdXiWV digpUpV (SlaVmide eW inVeUW) eVW effecWXpe j WemSpUaWXUe ambianWe VXU 

la nXiW (T4, DNA ligaVe, SURmega). Le SlaVmide RbWenX eVW nRmmp SUPH1. 

L¶pWaSe VXiYanWe eVW la WUanVfRUmaWiRn SaU chRc WheUmiTXe d¶E. coli (DH5Į cRmSpWenWeV 

cRnVeUYpeV j -80�C) SaU SUPH1 : Xne incXbaWiRn de 30 min j 4�C (glace), SXiV Xne indXcWiRn 

de 5 min j 37�C, eW Xne incXbaWiRn de 10 min j 4�C. PXiV 1 mL de LB liTXide eVW ajRXWp danV 

chaTXe WXbe, VXiYi d¶Xne incXbaWiRn de ceX[-ci 1 h j 37�C, VXiYi d¶Xne cenWUifXgaWiRn de 5 min 

j 5000 g. Le cXlRW cellXlaiUe RbWenX eVW UeVXVSendX danV 100 ǋL de LB SXiV 50 ǋL eVW dpSRVp 
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VXU deV milieX[ LB VRlideV cRmSlpmenWpV en AmSicilline eW IPTG (100 �g/mL). LeV bRvWeV VRnW 

enVXiWe incXbpeV j 37�C SendanW la nXiW. 

Le lendemain, 10 cRlRnieV/bRvWeV VRnW VWUipeV VXU milieX LB agaU cRmSlpmenWp aYec de 

l¶AmSicilline (AmSi) eW de l¶IPTG (100 �g/mL), SXiV incXbp j 37�C SendanW la nXiW. 

PRXU leV cinT SUemiqUeV cRlRnieV VplecWiRnnpeV, Xne PCR eVW UpaliVpe diUecWemenW VXU cRlRnie : 

SRXU chacXne deV VWUieV, le bkWRnneW en bRiV XWiliVp eVW SlRngp danV Xn WXbe PCR cRnWenanW 100 

�L d¶eaX VWpUile. EnVXiWe, leV WXbeV PCR VRnW SlacpV j 95�C SendanW 10 min (WheUmRc\cleXU) 

afin de l\VeU leV cellXleV. LeV WXbeV VRnW  SUpSaUpV VelRn le SURWRcRle VXiYanW : 5 �L de cRlRnieV, 

33,5 �L d¶eaX, 10 �L de WamSRn gRTaT 5X,  1 �L de dNTP (10 mM), 0,5 �L d¶amRUceV VenV 

TK0664, 0,5 �L d¶amRUceV anWiVenV TK0664 (TK0664 XS: AAA AAA CTC GAG CCC  GTC  CA 

AGC TAC CAC TCC C (20 �M); TK0664 dR: AAA AAA CCC GGC TTC AAA ACC CAG CCA AAC 

AAC ACC C (20�M)) eW 0,5 �L de gRTaT (5 U/�L). LeV WXbeV VRnW  hRmRgpnpiVpV eW Xne PCR 

eVW UpaliVpe (WheUmRc\cleXU : 94�C 5 min (30 c\cleV), 94�C 40 Vec, 52�C 40 Vec, 72�C 2 min, 

72�C 5 min, 4�C). LeV SURdXiWV PCR VRnW UpYplpV VXU gel d¶plecWURShRUqVe 0,9%, SRXU YpUifieU 

TXe l¶inVeUW TK0664 eVW bien SUpVenW danV le SlaVmide cRnVWUXiW. La migUaWiRn V¶eVW faiWe j 90 V 

SendanW 30 min. 

ASUqV YpUificaWiRn de la SUpVence RX l¶abVence dX SlaVmide danV nRV cRlRnieV SaU PCR, Xne VWUie 

cRnWenanW bien nRWUe SlaVmide d¶inWpUrW eVW XWiliVpe SRXU enVemenceU 5 mL de LB + AmSicilline 

(100 �g/mL). ASUqV incXbaWiRn j 37�C VRXV agiWaWiRn j 250 RPM SendanW la nXiW, Xne 

e[WUacWiRn SlaVmidiTXe eVW UpaliVpe, eW leV WXbeV cRnWenanW leV cXlWXUeV d¶E. coli aYec le SlaVmide 

j e[WUaiUe VRnW cenWUifXgpV 6 min j 6000 [g. Le cXlRW cellXlaiUe eVW UeVXVSendX aYec 250 �L de 

VRlXWiRn de UeVXVSenViRn eW WUanfpUpV danV Xn eSSendRUf. EnVXiWe en XWiliVanW le kiW d¶e[WUacWiRn 

SlaVmidiTXe (kiW, geneJET, TheUmRFiVcheU), le SlaVmide SUPH1 eVW e[WUaiW, en XWiliVanW le 

SURWRcRle  VXiYanW : danV chaTXe WXbe 250 �L de VRlXWiRn de l\Ve VRnW  ajRXWpV, leV WXbeV VRnW  

mplangpV SaU inYeUViRn deV WXbeV 5 j 6 fRiV. 350 �L de VRlXWiRn de neXWUaliVaWiRn VRnW  ajRXWpV, 

leV WXbeV VRnW mplangpV SaU inYeUViRnV UpSpWpeV dX WXbe 4-6 fRiV. LeV WXbeV VRnW enVXiWe 

cenWUifXgpV 5 min j 12000 g. Le VXUnageanW eVW WUanVfpUp danV Xne cRlRnne (kiW, geneJET, 
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TheUmRFiVheU). LeV cRlRnneV VRnW cenWUifXgpV 1 min j 12000 g, SXiV deX[ laYageV aYec 500 �L 

de WamSRn de laYage VRnW UpaliVpV (cenWUifXgaWiRn 1 min, 12000 g). LeV cRlRnneV RnW enVXiWe pWp 

cenWUifXgpeV j Yide SRXU enleYeU WRXWe WUace d¶pWhanRl (3 min, 12000 g). PXiV la cRlRnne eVW 

Slacpe danV Xn WXbe SURSUe, 100 �L d¶eaX VWpUile VRnW ajRXWpV eW aSUqV 2 min, Xne cenWUifXgaWiRn 

de 2 min j 12000 g a pWp UpaliVpe. LeV SUpSaUaWiRnV VRnW YpUifipeV VXU Xn gel d¶agaURVe j 0,9%. 

LeV WXbeV cRnWenanW le SlaVmide VRnW cRnVeUYpV j -20�C. 

 

I.c.2 Liste des plasmides construits 

La dplpWiRn de gqneV aYec l¶RXWil gpnpWiTXe SUpcpdemmenW dpcUiW npceVViWe l¶XWiliVaWiRn dX 

SlaVmide SUPH danV leTXel VRnW inVpUpeV leV UpgiRnV flanTXanWeV dX gqne cible. PRXU cela, danV 

Xn SUemieU WemSV, deX[ PCR RnW pWp UpaliVpeV afin d¶amSlifieU leV UpgiRnV flanTXanWeV danV le 

gpnRme de T. barophilus. La cRmSRViWiRn dX mi[ PCR, SRXU chaTXe pchanWillRn, eVW la VXiYanWe : 

41,5 �L d¶eaX, 5 �L de WamSRn 10X, 1 �L de dNTP (10 mM), 0,5 �L d¶amRUce VenV (20 mM), 0,5 

�L d¶amRUce anWiVenV (20 mM), 0,5 �L de TaT PFU (5 U/mL) eW 1 �L d¶ADN maWUice. Le 

SURgUamme d¶amSlificaWiRn XWiliVp eVW 5 min j 94�C, SXiV 30 c\cleV cRmSUenanW 1 min j 94�C, 

1min j 55�C, 2 min 30 j 72�C SXiV 72�C SendanW 7 min eW 4�C en WemSpUaWXUe finale (tableau 

11). 

TableaX 11: LiVWe deV amoUceV 

Hydrogénases Séquence (ϱ’-ϯ’) Tm (°C) 
CoͺMbh ͺϭUp AAAAAAGGTACCCAACTTCCGGGCTTTTTGCT

GAGTAA 
ϲϭ 

CoͺMbh ͺϭDo TTTGGGTGAACAGCAGAGCCAGTTTTTTCTTT
TGATGAAATTTGTTATTC ϲϬ 

CoͺMbh ͺϮUp AGAAAAAACTGGCTCTGCTGTTCACCCAAATT
TTTCTTAATTTGTCTTG ϲϬ 

CoͺMbhͺϮDo AAAAAAAGATCTCACGAAATGAAAAGCTTGC
GGAGGAAA ϲϭ 

MbhͺϭUp AAAAAAGGTACCATAAGAATCTTGCCATAAGG
GC ϱϱ 

MbhͺϭDo CAAATCAAGAGATGAGGTGAGAAAACTTTCC
GCTTTAAGTTTCTTTTTATAATAA ϱϰ 

MbhͺϮUp TTATTATAAAAAGAAACTTAAAGCGGAAAGTT
TTCTCACCTCATCTCTTGATTTG ϱϯ 

MbhͺϮDo AAAAAAAGATCTTTTCTGCAAGCTCAATAGCT
TC ϱϰ 

SHIͺϭUp AAAAAAGGTACCGGCCTCTCTGGAGTTGGAA
CCCTCT ϲϱ 

SHIͺϭDo GAGAAATTTTGAATAGACGGGATCATCACCCG
AAAGATTGCTTCTC 

ϲϬ 

SHIͺϮUp ATCTTTCGGGTGATGATCCCGTCTATTCAAAAT
TTCTCTATCTATTTTTGTTAAATC 

ϱϳ 

SHIͺϮDo AAAAAAAGATCTTCCATTTTGTTCTCGAGCATT ϱϵ 
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AAAGCAACAA 
SHIIͺϭUp AAAAAAGGTACCCCCAATAAAATAAGCTCATTT

ATGGCAGCG 
ϲϭ 

SHIIͺϭDo GGGGAGGGGATCTCTATTCTCTTTTCTAAATTT
TATCTCTGGTGGTTTTATGA ϱϴ 

SHIIͺϮUp TTTAGAAAAGAGAATAGAGATCCCCTCCCCAT
GAACATCAT ϲϯ 

SHIIͺϮDo AAAAAAAGATCTAAAGACATTTTCGAGCTCCT
CATACCC ϲϭ 

MbxͺϭUpͺKpnI AAAAAAggtaccACGTCAACATTTATGAAGTAA
AACGCTATCCT ϲϭ 

MbxͺϭDO CTTGGAGGGTTGGTATTATCTTTTTCTCTTTTCT
TAGGCTTTTCTTACATGAGAAAAA ϲϬ 

MbxͺϮUp AAGAGAAAAAGATAATACCAACCCTCCAAGAG
TTTAAACTTGAAAG ϲϬ 

MbxͺϮDoͺBamHI AAAAAAGGATCCGGGAAAGATTGAGCATTAC
TTTGATGAATATCCT ϲϬ 

T.bѐTERMPͺϬϬϱϭϳ Séquence ;ϱ’-ϯ’Ϳ Tm;ΣCͿ 
ϲMPbͺϭUp AAAAAACGTACCAAGAAAACCGGAGTTTTAG

TGAATACACC 
ϱϴ.ϰ 

ϲMPbͺϭDo TCTCATGGAAACATTTAAATGGTTGTGGTATCT
TGGACAAGAAGAAAA 

ϱϵ.ϱ 

ϲMPbͺϮUp TTGTCCAAGATACCACAACCATTTAAATGTTTC
CATGAGAAAAATGAAATGCAAAAA 

ϲϬ.ϯ 

ϲMPbͺϮDo AAAAAAAGATCTCTCGCTCTAAAGGAGCTTTC
AACA 

ϱϲ.Ϭ 

 

ASUqV ceWWe pWaSe, 2 fUagmenWV d¶enYiURn 1 kb RnW pWp RbWenXV. CeX[-ci RnW pWp XWiliVpV cRmme 

maWUice SRXU Xne VecRnde PCR aYec cRmme amRUceV SaU e[emSle Mb[_1US_KSnI eW 

Mb[_2DR_BamHI. Le mi[ PCR pWaiW cRmSRVp de 40,5�L d¶eaX, 5 �L de WamSRn 10[, 1 �L de 

dNTP (10 mM), 0,5 �L de chaTXe amRUce (20 �M), 0,5 �L de TaT PFU (5 U/mL) eW 1 �L deV 

deX[ SURdXiWV PCR SUpcpdenWV, aYec Xn SURgUamme PCR pTXiYalenW aX SUpcpdenW maiV aYec 

Xne plRngaWiRn j 72�C SendanW 4 min 30. La Waille dX SURdXiW PCR a pWp YpUifipe SaU migUaWiRn 

VXU gel d¶agaURVe 0,9%. 

Le fUagmenW d¶ADN cRUUeVSRndanW j l¶inVeUW a enVXiWe pWp e[WUaiW eW SXUifip j SaUWiU dX gel 

d¶plecWURShRUqVe VXU cRlRnne aYec le kiW Gel e[WUacWiRn TheUmR ScienWific. 

Le fUagmenW cRUUeVSRndanW j la fXViRn deV UpgiRnV flanTXanWeV dX gqne j dplpWeU a pWp inVpUp 

danV le SlaVmide SUPH SaU digeVWiRn/ligaWiRn. Le SlaVmide eW l¶inVeUW RnW pWp digpUp SaU leV 

en]\meV de UeVWUicWiRn KSnI eW BamHI (3h j 37�C). Une YpUificaWiRn VXU gel d¶agaURVe eW Xne 

SXUificaWiRn VXU cRlRnne, SeUmeWWanW l¶pliminaWiRn deV WamSRnV UeVSecWifV deV deX[ en]\meV, 

RnW pWp UpaliVpeV aSUqV chaTXe pWaSe de digeVWiRn. La ligaWiRn deV SURdXiWV de digeVWiRn 

(SlaVmide eW inVeUW) a pWp UpaliVpe SendanW 3h j WemSpUaWXUe ambianWe eW SeUmiV l¶RbWenWiRn dX 

SlaVmide SP¨(gqne j dplpWeU). LeV SlaVmideV RnW pWp WUanVfRUmpV danV  E. coli cRmme pYRTXp 
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SUpcpdemmenW SXiV danV T. barophilus (figure 19). 

 

FigXUe 19: Schpma UpcapiWXlaWif de l'pWape d'obWenWion deV YecWeXUV plaVmidiTXeV 

 
I.d. Transformation dans The�m�c�cc�� ba���hil�� 
 

I.d.1. Etape de transformation 

PRXU la WUanVfRUmaWiRn, leV cellXleV RnW pWp inRcXlpeV j 1% en milieX TRM aYec VRXfUe SendanW 

16h j 85�C eW j SUeVViRn aWmRVShpUiTXe; SXiV le lendemain Xn aliTXRW de 0,6 mL de la cXlWXUe 

de nXiW a pWp WUanVfpUp danV 30 mL de TRM VanV VRXfUe eW incXbp 6 h j 85�C j SUeVViRn 

aWmRVShpUiTXe. LeV cellXleV RnW enVXiWe pWp cenWUifXgpeV (8000 g, 8 min) eW cRncenWUpeV danV 

600 �L de TRM VRXfUp SXiV SlacpeV VXU glace SendanW 30 min, en enceinWe anpURbie (enceinWe 

de W\Se COY, LabRUaWRU\ SURdXcW). Un aliTXRW de 25 �L cRnWenanW 4 j 5 �g d¶ADN SlaVmidiTXe 
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a pWp ajRXWp j 200 �L dX cRncenWUkW de cellXleV, eW le mplange a pWp incXbp 1 h VXU glace. Un chRc 

WheUmiTXe a pWp aSSliTXp SendanW 10 min j 85�C, VXiYi SaU Xne incXbaWiRn VXU glace SendanW 

10 min. 225 �L deV cellXleV WUanVfRUmpeV RnW pWp inRcXlpV danV 20 mL de TRM VRXfUp VXiYi 

d¶Xne incXbaWiRn de 18 h j 85�C. 

 

I.d.2. Sélection des mutants 

ASUqV incXbaWiRn, leV cellXleV RnW pWp cenWUifXgpeV j 8000 g SendanW 8 min. En enceinWe 

anapURbie, le VXUnageanW a pWp pliminp eW le cXlRW UeVXVSendX danV le VXUnageanW UeVWanW, VRiW 

enYiURn 100 �L. Un iVRlemenW SaU la mpWhRde deV cadUanV a pWp UpaliVp aYec ceWWe VXVSenViRn 

VXU milieX VRlide de TRM aYec dX VRXfUe cRllRwdal (0,5 g/L) cRnWenanW de la SimYaVWaWine j Xne 

cRncenWUaWiRn finale de 2,5 �g/mL. La VRlidificaWiRn dX milieX a pWp UpaliVpe aYec dX Ph\Wagel 

(Sigma) j Xne cRncenWUaWiRn de 10 g/L SXiV leV bRvWeV RnW pWp incXbpeV 5 jRXUV j 85�C, en jaUUe 

anapURbie. 

 

ASUqV incXbaWiRn, 2 j 3 cRlRnieV RnW pWp inRcXlpeV chacXne danV 20 mL de TRM VRXfUp 

addiWiRnnp de 2,5 �g/mL de SimYaVWaWine (10 �L). LeV fiRleV RnW pWp incXbpeV SendanW 16 h j 

85�C. CeV cXlWXUeV RnW enVXiWe pWp XWiliVpeV SRXU inRcXleU, j 1%, 2 fiRleV de 20 mL de milieX 

TRM VRXfUp + SimYaVWaWine, l¶Xne SRXU l¶e[WUacWiRn d¶ADN gpnRmiTXe, eW la VecRnde SRXU la 

deX[iqme pWaSe de VplecWiRn. CeV enVemencemenWV RnW pWp incXbpV 16 h j 85�C. 

 

PRXU l¶pWaSe de VplecWiRn VXU 6-MP, leV cXlWXUeV de nXiW RnW pWp cenWUifXgpeV SXiV, en enceinWe 

anapURbie, le VXUnageanW a pWp pliminp eW le cXlRW UeVXVSendX danV le UeVWe dX VXUnageanW 

(enYiURn 100 �L). CeWWe  VXVSenViRn a enVXiWe pWp XWiliVpe SRXU UpaliVeU Xn iVRlemenW SaU la 

mpWhRde deV cadUanV VXU milieX TRM VRlide aYec VRXfUe cRllRwdal (0,5 g/L) eW 6-MP j Xne 

cRncenWUaWiRn finale de 100 �M. CRmme SUpcpdemmenW, le milieX a pWp VRlidifip aYec dX 

Ph\Wagel (Sigma) j Xne cRncenWUaWiRn de 10 g/L, eW leV bRvWeV RnW pWp incXbpeV 5 jRXUV j 85�C. 

De nRXYeaX, 2 j 3 cRlRnieV RnW pWp UeSiTXpeV chacXne danV 20 mL de TRM VRXfUp en enceinWe 

anapURbie eW incXbpeV 16h j 85�C. PXiV Xne fiRle de 20 mL de TRM VRXfUp a pWp inRcXlpe j 1% 
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aYec ceWWe cXlWXUe eW incXbpe 16h j 85�C SRXU UpaliVeU enVXiWe l¶e[WUacWiRn d¶ADN gpnRmiTXe. 

 

I.d.3. Extraction/purification de l’ADN génomique et vérification des mutants 

Une e[WUacWiRn de l¶ADN gpnRmiTXe (KiW GenejeW, TheUmRFiVheU) a pWp UpaliVpe VXU leV 

inWeUmpdiaiUeV, enWUe leV deX[ pWaSeV de VplecWiRn SRXU YpUifieU l¶inWpgUaWiRn dX SlaVmide; eW VXU 

leV cellXleV RbWenXeV j l¶pWaSe finale SRXU YpUifieU l¶RbWenWiRn deV mXWanWV. PRXU cela, leV cellXleV 

RnW pWp inRcXlpeV j 1% danV dX TRM aYec dX VRXfUe eW incXbpeV 16h j 85�C. ASUqV incXbaWiRn, 

leV cellXleV RnW pWp cenWUifXgpeV (8000 g, 8 min), eW le cXlRW a pWp UeSUiV danV 300 �L de TE (TUiV 

HCl 100 mM, SH 8, 50 mM NaCl, 50 mM EDTA, SH 8), 40 �L de SDS 10% (dRdpc\lVXlfaWe de 

VRdiXm), 40�L de VaUkRV\l 10% eW 20 �L de SURWpinaVe K (20 mg/mL). LeV WXbeV RnW pWp incXbpV 

1h j 55�C. PXiV 200 �L de WamSRn de l\Ve eW 20 �L de RNaVe (50 mg/mL) RnW pWp ajRXWpV eW leV 

pchanWillRnV RnW pWp laiVVpV j WemSpUaWXUe ambianWe SendanW 5 min. Le mplange a enVXiWe pWp 

YeUVp danV Xne cRlRnne de SXUificaWiRn eW cenWUifXgp 1 min j 6000g. 500 �L dX WamSRn de 

laYage I RnW pWp ajRXWpV VXiYi d¶Xne cenWUifXgaWiRn 1 min 8000 [g. ASUqV pliminaWiRn de l¶plXanW, 

500 �L dX WamSRn de laYage II RnW pWp ajRXWpV eW leV WXbeV RnW pWp cenWUifXgpV 1 min j 12000g. 

L¶plXanW a pWp jeWp eW Xne nRXYelle cenWUifXgaWiRn j Yide 3 min j 12000 g a pWp UpaliVpe SRXU 

plimineU leV WUaceV d¶pWhanRl. La cRlRnne a enVXiWe pWp Slacpe danV Xn WXbe de 1,5 mL, 200 �L 

d¶eaX VWpUile RnW pWp ajRXWpV eW le WXbe cenWUifXgp 1 min j 8000 g. Enfin, la cRlRnne a pWp pliminpe 

eW leV pchanWillRnV RnW pWp cRnVeUYpV j 4�C, aYanW la UpaliVaWiRn deV PCR de YpUificaWiRn 

d¶RbWenWiRn deV mXWanWV. 

 

La PCR j la fin de la SUemiqUe VplecWiRn SeUmeW de YpUifieU l¶inWpgUaWiRn dX SlaVmide, en 

XWiliVanW leV amRUceV de YpUificaWiRn dX gqne Tk0064 (TK0664 XS: AAA AAA CTC GAG CCC  

GTC  CA AGC TAC CAC TCC C (20 �M); TK0664 dR: AAA AAA CCC GGC TTC AAA ACC CAG 

CCA AAC AAC ACC C (20�M)). 

La PCR j la fin de la deX[iqme WUanVfRUmaWiRn SeUmeW de YpUifieU TXe le mXWanW a bien pWp 

RbWenX gUkce j Xne diffpUence de la Waille deV amSlicRnV SRXU la fRUme VaXYage eW mXWpe, SaU 

l¶XWiliVaWiRn d¶amRUceV VSpcifiTXeV deV UpgiRnV hRmRlRgXeV SeUmeWWanW la dRXble 
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UecRmbinaiVRn SlaVmidiTXe (figure 20) (tableau 12). La cRmSRViWiRn dX mi[ PCR eVW la 

VXiYanWe, SRXU chaTXe pchanWillRn : 40,5 �L d¶eaX, 5 �L de WamSRn (5X GUeen GRTaT ReacWiOn 

BXffeU, PURmega), 1 �L de dNTP (10 mM), 0,5 �L de chaTXe amRUce VenV eW anWiVenV (20 �M), 

0,5 �L de TaT SRl\mpUaVe (5 U/mL) (GRTaT DNA PRl\meUaVe, PURmega) eW 2 �L d¶ADN maWUice. 

Le SURgUamme d¶amSlificaWiRn XWiliVp eVW le VXiYanW : 95�C SendanW 5 min, 30 c\cleV 

cRmSUenanW 40V j 95�C, 40 V j 53�C, 2min30 j 72�C, SXiV 7 min j 72�C eW 4�C SRXU la 

WemSpUaWXUe finale. LeV SURdXiWV d¶amSlificaWiRn RnW enVXiWe pWp RbVeUYpV aSUqV plecWURShRUqVe 

VXU gel d¶agaURVe j 0,9%, cRnWenanW dX bURmXUe d¶pWhidiXm j Xne cRncenWUaiRn finale de 0,5 

mg/mL (WamSRn de migUaWiRn : TUiV 40 mM, SH 8, acpWaWe 40 mM, EDTA 1 mM, SH 8, TAE 

1X). La migUaWiRn a pWp UpaliVpe j 90 V SendanW 30 min, aYec deX[ maUTXeXUV de Waille : 1-kb 

laddeU eW 100 bS-laddeU (PURmega). 

 
FigXUe 20: PUincipe de la PCR de YpUificaWion de l'obWenWion deV mXWanWV 

 
TableaX 12: SpTXence deV amoUceV XWiliVpeV poXU la YpUificaWion deV mXWanWV 

Nom Séquence ;ϱ’-ϯ’Ϳ Tm ;ΣCͿ 
Hydrogénases 

CoͺMbhͺUp ATGTAAATGTCCAGCAGGTAAGCCCA ϱϳ 
Co-MbhͺDo CAAGGTTTATTTGAGACTTTCTGTTTGATAC

TC 
ϲϭ 

MbhͺUp GAGGTGCATGTTCTGTGCCCTATGT ϱϰ 
MbhͺDo CATTTTAAAAAGTGCAATATACTGTGAAGA

ACT 
ϱϰ 

SHIͺUp GATTAATCCCTGGAGCTAATTTTTCTTTACG ϲϬ 
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SHIͺDo CGGGAATTAATGATTCATATATTAACAGTAC
AG 

ϲϬ 

SHIIͺUp CCGGGCTAAATTTTTCACTTAGAATG ϱϳ 
SHIIͺDo CAATGAACATCATTTGTCCTTCGCCAC ϱϳ 
MbxͺUp CTTCATATACCTGCACCTCAGCGT ϲϬ 
MbxͺDo GGCTGTAACTTCTGTGGCCAGA ϲϬ 

T.bѐTERMPͺϬϬϱϭϳ 
ϲMPbͺUp ACCTCAGACATCTCTGCTGCTTG ϲϬ 
ϲMPbͺDo GCCCCGATAAGTGCTGAAAGATACA ϲϬ 

 

LeV mXWanWV RnW pgalemenW pWp YpUifipV SaU VpTXanoage (mpWhRde de SangeU), le VpTXanoage a 

pWp UpaliVp SaU la VRcipWp Beckman CRXlWeU GenRmicV (UK). 

 

I.d.4. Réalisation de stries sur TRM complémenté en Simvastatine  

ASUqV RbWenWiRn de cRlRnieV VXU milieX de VplecWiRn cRnWenanW le 6-MP, deV VWUieV VRnW UpaliVpeV 

VXU milieX TRM, VRXfUe cRllRwdal (0,5 g/L), cRmSlpmenWp en  SimYaVWaWine (2,5 �g/mL) eW 

milieX TRM VanV anWibiRWiTXe. Ceci danV le bXW de YpUifieU TXe l¶Rn a bien eX la dRXble 

UecRmbinaiVRn eW TXe le SlaVmide aSSRUWanW la UpViVWance j la SimYaVWaWine a bien diVSaUX. LeV 

bRvWeV VWUipeV VRnW SlacpeV danV deV jaUUeV anapURbieV eW incXbpeV j 85�C SendanW 5 j (figure 

21). 

ASUqV leV 5 j d¶incXbaWiRn leV cRlRnieV TXi Ve VRnW dpYelRSSpeV XniTXemenW VXU TRM VRnW  

UeSiTXpeV danV 30 mL de TRM cRmSlpmenWp en VRXfUe, eW SlacpeV j 85�C SendanW Xne nXiW. 

EnVXiWe deV e[WUacWiRnV d¶ADN gpnRmiTXe (KiW GenejeW, TheUmRFiVheU) VXiYi d¶Xne PCR aYec 

leV amRUceV deV gqneV j dplpWeU (tableau 12) VRnW  UpaliVpeV afin de YpUifieU Vi la dplpWiRn a bien 

eX lieX (mrme mpWhRde TXe SUpcpdemmenW danV la SaUWie I.d.3. Extraction/purification de 

l’ADN génomique et vérification des mutantsȌ 
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FigXUe 21: Schpma UpcapiWXlaWif de la WUanVfoUmaWion che] T. baUophilXV 
EncadUp YeUW : pWapeV UpaliVpeV danV l¶enceinWe anapUobie, EncadUp bleX : pWapeV de biologie 

molpcXlaiUe, encadUp UoXge : pWapeV de VcUeening deV mXWanWV VXU TRM eW TRM + Sim (aYec la 
mpWhode de conWUe-VplecWion aYec le 6-MP, ceWWe pWape n¶eVW plXV indiVpenVable) 

 
 
I.e. Tests de croissance en milieu liquide 

DeV WeVWV de cURiVVance en milieX TRM liTXide VRnW  enWUeSUiV afin de  YpUifieU la VenVibiliWp aX 

6-MP deV VRXcheV T. kodakarensis, T. barophilus, T. barophilus inWeUmpdiaiUe (SUPH1 

inWpgUp), T. barophilus mXWp (TERMP_00517 dplpWp) eW T. barophilus mXWp inWeUmpdiaiUe 

(TERMP_00517 dplpWp eW SUPH1 inWpgUp). LeV cRncenWUaWiRnV XWiliVpeV RnW pWp chRiVieV danV 

Xn SUemieU WemSV en Ve UpfpUanW aX[ WUaYaX[ de la SXblicaWiRn de SanWangelR (SanWangelR eW al., 

2010), VelRn leVTXelV la cRncenWUaWiRn inhibiWUice de 6-MP en milieX VRlide che] T. 

kodakarensis eVW de 10 �M. 

A SaUWiU de SUp-cXlWXUeV deV VRXcheV j pWXdieU incXbpeV WRXWe la nXiW j 85�C en  milieX TRM, 

deV fiRleV cRnWenanW le milieX TRM (10 mL)  eW leV diffpUenWeV cRncenWUaWiRnV de 6-MP WeVWpeV 
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(0 �g/�L (WpmRin), 50 �g/�L, 100 �g/�L, 250 �g/�L) VRnW enVemencpeV j 0,1% (WUiSlicaW). LeV 

fiRleV inRcXlpeV VRnW SlacpeV j l¶pWXYe 85�C, le VXiYi de cURiVVance Ya Ve faiUe j diffpUenWV WemSV 

(W0h, W3h, W6h, W9h, W12h) en SUpleYanW j chaTXe fRiV 450 �L de milieX TXi VeURnW ajRXWpV aX 50 

�L de SURdXiW de fi[aWiRn PFA 5% (PaUafRUmaldph\de). L¶pWaSe de fi[aWiRn cRUUeVSRndanW j 

l¶aUUrW de la cURiVVance eVW indiVSenVable, le dpnRmbUemenW Ve faiVanW SaU c\WRmqWUie de flX[ 

(C\flRZ SSace SaUWec). La c\WRmqWUie de flX[ eVW Xne WechniTXe TXi SeUmeW nRWammenW de faiUe 

dpfileU deV SaUWicXleV j gUande YiWeVVe danV le faiVceaX d¶Xn laVeU, afin  de leV dpnRmbUeU. Le 

maUTXage deV cellXleV SRXU ceWWe aSSURche de cRmSWage Ve faiW aX S\beUgUeen (inWeUcalanW de 

l¶ADN a\anW la caSaciWp de flXRUeVceU VRXV UV). DeV dilXWiRnV VRnW UpaliVpeV TXand cela eVW 

npceVVaiUe (dilXWiRn en caVcade jXVTX¶aX milliqme : 990 �L d¶eaX Valp, 10 �L de cellXleV fi[peV, 

1 �L de S\beUgUeen). 

 

II. Caractérisation des mutants hydrogénases 

II.a. Suivi de croissance des mutants hydrogènases sous pression 
 

II.a.1. Préparation des seringues 

LeV cRXUbeV de cURiVVance VRnW UpaliVpeV en WUiSlica d¶pchanWillRn. PRXU UpaliVeU leV cinpWiTXeV 

SUeVViRnV, le labRUaWRiUe diVSRVe de 5 incXbaWeXUV haXWeV SUeVViRnV eW haXWeV WemSpUaWXUeV. DeV 

SUpcXlWXUeV deV mXWanWV eW WpmRinV VRnW SUpSaUpV, 20 mL de TRM inRcXlp SaU 0,2 mL de 

cXlWXUe incXbpe j 85�C VXU la nXiW. Le lendemain Xne cXlWXUe fUaiche eVW SUpSaUpe j SaUWiU de 

TRM inRcXlp j 10% SaU la cXlWXUe de la Yeille, leV VeUingXeV VRnW SUpSaUpeV j SaUWiU de ceWWe 

cXlWXUe fUaiche TXi cRUUeVSRnd aX WemSV W0h. PUpalablemenW leV VeUingXeV VRnW SlanWpeV danV 

deV fiRleV feUmpeV heUmpWiTXemenW eW flXVhpeV j la UamSe j ga], de faoRn j enleYeU l¶R[\gqne. 

LeV VeUingXeV VRnW SUpSaUpeV VWpUilemenW j SUR[imiWp de la flamme en cRndiWiRn VWpUile, eW 

feUmpeV heUmpWiTXemenW SaU Xn bRXchRn en SURS\lqne. LeV VeUingXeV VRnW SlacpeV danV deV 

incXbaWeXUV SUeVViRn SRXU deV SUeVViRnV de 0,1, 40 RX 70 MPa, eW Xne WemSpUaWXUe de 85�C, 

SendanW 12 h. Un VXiYi eVW UpaliVp SaU fi[aWiRn deV cellXleV danV deV WXbeV de SaUafRUmaldph\de 

2% (50 �L de SaUafRUmaldph\de SRXU 450 �L de cXlWXUe). LeV WXbeV VRnW anal\VpV aX c\WRmqWUe 
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de flX[ (dilXWiRn aX di[iqme danV Xne VRlXWiRn de NaCl 20 g/L). 

 

II.a.Ϯ. Mise en pression des incubateurs 

Le LM2E SRVVqde cinT incXbaWeXUV haXWeV SUeVViRnV eW haXWeV WemSpUaWXUeV (figure 22), ilV 

VRnW en acieU inR[\dable eW VRnW enWRXUpV d¶Xne pWXYe haXWe WemSpUaWXUe (TRS IndXVWUie). Le 

V\VWqme de cRnWU{le de la WemSpUaWXUe eVW aXWRmaWiVp SaU Xn bRvWieU plecWURniTXe WandiV TXe le 

V\VWqme de cRnWU{le de la SUeVViRn eVW manXel gUkce j Xne YalYe de VRUWie. 

PRXU leXU XWiliVaWiRn, Xn jRinW WRUiTXe eVW Slacp danV la gRUge de l¶incXbaWeXU. Un V\VWqme de 

flRWWeXU eVW XWiliVp SRXU leV VeUingXeV de 2,5 mL cRnWenanW leV cXlWXUeV, de faoRn j leV UpcXSpUeU 

SlXV facilemenW. 

De l¶eaX dpiRniVpe eVW XWiliVpe SRXU UemSliU leV incXbaWeXUV ; en faiVanW bien aWWenWiRn TXe de 

l¶eaX ne cRXle SaV danV le fRXU. 

Le cRXYeUcle de l¶incXbaWeXU eVW SRViWiRnnp cRUUecWemenW eW YiVVp aYec leV 6 pcURXV j l¶aide d¶Xne 

clp d\namRmpWUiTXe eW de la Wige mpWalliTXe de mainWien. 

L¶incXbaWeXU feUmp eVW deVcendX dRXcemenW danV le fRXU en le mainWenanW aX niYeaX de la 

Yanne de l¶incXbaWeXU eW SaV aX niYeaX dX manRmqWUe. 

Le bRiWieU plecWUiTXe eVW miV VRXV WenViRn, eW leV UpglageV de la WemSpUaWXUe de cRnVigneV VRnW 

UpaliVpV aX niYeaX dX UpgXlaWeXU mavWUe. 

LeV incXbaWeXUV VRnW enVXiWe miV VRXV SUeVViRn, SRXU cela Xne SRmSe manXelle eVW  cRnnecWpe 

j la Yanne de l¶incXbaWeXU (YpUifieU le niYeaX d¶eaX de la SRmSe). La SRmSe eVW acWiRnnpe 

dRXcemenW aYec le leYieU (en SUenanW aSSXi VXU le UpVeUYRiU d¶eaX eW nRn VXU le manRmqWUe) de 

faoRn j faiUe mRnWeU la SUeVViRn en VXUYeillanW le manRmqWUe de l¶incXbaWeXU. 

AYec le chaXffage la SUeVViRn Ya aXgmenWeU d¶enYiURn 1 MPa SRXU 1�C, il eVW npceVVaiUe 

d¶anWiciSeU ceWWe aXgmenWaWiRn. 

Le URbineW Yanne de l¶incXbaWeXU eVW enVXiWe feUmpe. La SRmSe eVW dpcRnnecWpe de l¶incXbaWeXU. 

Le bRXWRn chaXffage dX bRiWieU plecWUiTXe eVW acWiRnnp. La mRnWpe en SUeVViRn eVW VXUYeillpe, eW 

Vi npceVVaiUe deV diminXWiRnV de SUeVViRn VRnW UpaliVpeV en RXYUanW la Yanne de l¶incXbaWeXU. 

Une fRiV le VXiYi cinpWiTXe WeUminp, leV incXbaWeXUV VRnW dpSUeVVXUiVpV SURgUeVViYemenW eW 
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RXYeUWV. Le chaXffage eVW pWeinW, l¶incXbaWeXU eVW VRXleYp aX niYeaX de la Yanne eW dpSRVp VXU 

Xne clp SlaWe. La Yanne de l¶incXbaWeXU eVW RXYeUWe WUqV dRXcemenW SRXU cRnWU{leU la deVcenWe 

de SUeVViRn. L¶incXbaWeXU eVW RXYeUW aYec la clp d\namRmpWUiTXe eW la Wige de mainWien en 

dpYiVVanW leV 6 pcURXV. La SaUWie VXSpUieXUe de l¶incXbaWeXU eVW VRUWie eW SRViWiRnnpe en pTXilibUe 

VXU Xn WiUanW fileWp. Le bRvWieU plecWUiTXe eVW miV hRUV WenViRn. LeV VeUingXeV VRnW UeWiUpeV en 

faiVanW aWWenWiRn j l¶eaX chaXde. EnVXiWe l¶incXbaWeXU eVW SRViWiRnnp VXU leV 6 WiUanWV fileWpV. 

 

FigXUe 22: IncXbaWeXUV haXWeV pUeVVionV/haXWeV WemppUaWXUeV (Top IndXVWUie) 

 

II.a.ϯ. Dénombrement cellulaire  

Le dpnRmbUemenW deV cellXleV a pWp UpaliVp SaU c\WRmpWUie de flX[ (C\flRZ SSace, PaUWec). CeW 

aSSaUeil eVW Xn diVSRViWif SeUmeWWanW nRWammenW de UpaliVeU deV cRmSWageV cellXlaiUeV SaU 

dpWecWiRn deV cellXleV aYec Xn laVeU. Le maUTXage deV cellXleV a pWp UpaliVp aYec Xn agenW 

inWeUcalanW de l¶ADN, TXi flXRUeVce VRXV UV, le SYBR GUeen (PURmega). PRXU l¶anal\Ve leV 

pchanWillRnV RnW pWp dilXpV aX 1/10qme danV Xne VRlXWiRn de H20 + NaCl (20 g/L) eW 1 �L de SYBR 

GUeen a pWp ajRXWp. PaUallqlemenW, leV cellXleV RnW pWp dpnRmbUpeV SaU cRmSWage aX micURVcRSe 
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en cellXle de THOMA, VanV dilXWiRn (figure 23). 

 

FigXUe 23: Schpma UpcapiWXlaWif deV pWapeV de VXiYi de cUoiVVance VoXV pUeVVion 

 
II.a.ϰ. Contraintes liées à la pression  

La cXlWXUe VRXV haXWeV SUeVViRnV indXiW de nRmbUeXVeV cRnWUainWeV WechniTXeV. En effeW leV 

incXbaWeXUV haXWeV SUeVViRnV XWiliVpV ne SeUmeWWenW SaV de UpaliVeU leV cXlWXUeV danV leV mrmeV 

cRndiWiRnV TXe SRXU Xne incXbaWiRn en pWXYe j SUeVViRn aWmRVShpUiTXe. 

TRXW d¶abRUd, leV cXlWXUeV dRiYenW rWUe UpaliVpeV en VeUingXe SXiVTXe c¶eVW l¶acWiRn dX SiVWRn de 

ceWWe deUniqUe TXi SeUmeW l¶plpYaWiRn de la SUeVViRn danV le milieX. Ce mRde de cXlWXUe n¶eVW 

ceSendanW SaV idpal SRXU leV micURRUganiVmeV anapURbieV RbligaWRiUeV cRmme T. barophilus 

SXiVTXe deV pchangeV de ga] RnW lieX j WUaYeUV la SaURi en SlaVWiTXe deV VeUingXeV eW aX niYeaX 

dX SiVWRn. Il \ a dRnc deV UiVTXeV d¶R[\gpnaWiRn dX milieX SendanW l¶incXbaWiRn. Ce W\Se 

d¶pchange eVW ceSendanW npceVVaiUe SRXU plimineU leV ga] WR[iTXeV, cRmme l¶ H2S SURdXiWV SaU 

leV micURRUganiVmeV SendanW la cXlWXUe. 
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EnVXiWe il eVW imSRVVible de UpaliVeU Xn SUplqYemenW en cRXUV d¶incXbaWiRn. En effeW Xne pWaSe 

de dpSUeVVXUiVaWiRn eVW npceVVaiUe SRXU UpcXSpUeU leV VeUingXeV eW effecWXeU Xn SUplqYemenW. 

LeV cellXleV ne SeXYenW SaV rWUe j nRXYeaX miVeV VRXV SUeVViRn eW incXbpeV SaU la VXiWe, SRXU la 

UpaliVaWiRn d¶Xn VXiYi de cURiVVance SaU e[emSle, SXiVTXe la dpSUeVVXUiVaWiRn a Xn imSacW VXU 

leV cellXleV. PRXU UpaliVeU deV cinpWiTXeV de cURiVVance, il eVW dRnc npceVVaiUe d¶XWiliVeU Xn 

incXbaWeXU diffpUenW SRXU chaTXe WemSV de SUplqYemenW, ce TXi imSliTXe TXe leV diffpUenWV 

SRinWV de la cinpWiTXe cRUUeVSRndenW j deV cellXleV TXi n¶RnW SaV pWp incXbpeV e[acWemenW danV 

leV mrmeV cRndiWiRnV SXiVTXe l¶incXbaWeXU pWaiW diffpUenW. 

 Enfin le nRmbUe de VeUingXeV SaU incXbaWeXU en mrme WemSV eVW limiWp j caXVe de la VWUXcWXUe 

dX c\lindUe d¶Xn diamqWUe de 5 cm eW de 50 cm de SURfRndeXU de la chambUe d¶incXbaWiRn. AinVi 

VeXleV 6 VeUingXeV de 1 mL RX de 2,5 mL RX 2 VeUingXeV de 20 mL SeXYenW rWUe incXbpeV danV 

Xn mrme UpacWeXU. De SlXV le labRUaWRiUe diVSRVe XniTXemenW de 5 incXbaWeXUV. Cela limiWe 

dRnc le nRmbUe d¶eVVaiV eW de UpSlicaV UpaliVableV SRXU Xne mrme e[SpUience. 

 

Un nRXYel RXWil h\SeUbaUe a pWp dpYelRSSp aX LM2E, en cRllabRUaWiRn aYec l¶indXVWUiel HP 

V\VWemV (figure 24). Un biUpacWeXU d¶Xn YRlXme de 350 mL, VXSSRUWanW Xne SUeVViRn 

ma[imale de 1200 baU eW Xne WemSpUaWXUe de 100�C, eW fRncWiRnne en anapURbie. Il eVW dRWp 

d¶Xne chambUe d¶RbVeUYaWiRn in situ chambUe d¶incXbaWiRn, eW SeUmeW de faiUe deV cXlWXUeV en 

cRnWinX VRXV SUeVViRn eW de SUpleYeU diUecWemenW leV cXlWXUeV. Le V\VWqme eVW encRUe en ShaVe 

d¶RSWimiVaWiRn. Une fRiV l¶aSSaUeil RSWimiVp il SeUmeWWUaiW de SallieU aX[ TXelTXeV 

incRnYpnienWV deV incXbaWeXUV TRS indXVWUie eW faciliWeU leV cXlWXUeV VRXV haXWeV SUeVViRnV 

UpaliVpeV aX LM2E. 
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FigXUe 24: BioUpacWeXU HP V\VWemV 

 

II.b.  Mesures d’hydrogène 

II.b.1. Préparation des fioles  

DeV fiRleV de SUpcXlWXUe dX WpmRin eW deV diffpUenWV mXWanWV VRnW SUpSaUpeV aYec RX VanV VRXfUe. 

LeV fiRleV cRnWiennenW 20 mL de TRM, VRnW UpdXiWeV SaU flXVh d¶a]RWe eW SRXU la ShaVe liTXide 

SaU dX Na2S 10% (1%). Le lendemain deX[ VpUieV de fiRleV VRnW inRcXlpeV, Xn WUiSlicaW VeUYiUa 

aX VXiYi de cURiVVance cellXlaiUe (85�C SendanW 72 h, aYec deV SUplpYemenW WRXWeV leV 3 h jXVTX¶j 

12 h SXiV WRXWeV leV 24 h jXVTX¶j 72 h), 450 �L VRnW SUplpYpeV eW fi[peV danV 50 �L de 

glXWaUaldph\de. LeV cRmSWageV Ve feURnW SaU c\WRmpWUie de flX[. L¶aXWUe WUiSlicaW VRnW deV fiRleV 

de 20 mL de TRM, aYec RX VanV VRXfUe VelRn la cRndiWiRn WeVWpe, SUpSaUpe de la mrme faoRn j 

l¶e[ceSWiRn de la SUeVViRn danV la fiRle, TXi dRiW rWUe cRnWU{lpe SRXU rWUe j la fRiV VXffiVanWe SRXU 

rWUe dpWecWpe aX micUR-GC, eW j la fRiV SaV WURS pleYpe SRXU ne SaV l¶endRmmageU. La SUeVViRn 

danV la fiRle dRiW Ve ViWXeU enWUe 1000 eW 2000 MBAR. 
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II.b.Ϯ. Mesures au micro-GC  

Le labRUaWRiUe diVSRVe d¶Xn micURchURmaWRgUaShe en ShaVe ga]eXVe (micUR-GC, MTI M200, 

AgilenW) (figure 25). C¶eVW Xne WechniTXe de chimie anal\WiTXe SeUmeWWanW la dpWecWiRn eW la 

TXanWificaWiRn de cRmSRVpV SUpVenWV danV Xn pchanWillRn ga]eX[. Un chURmaWRgUaShe SeXW rWUe 

dpcUiW cRmme cRmSRVp de 3 XniWpV fRncWiRnnelleV de baVe inWeUcRnnecWpeV SaU deV caSillaiUeV 

aVVXUanW le WUanVSRUW dX ga] le lRng dX V\VWqme. LeV XniWpV SeUmeWWenW l¶injection d¶Xne 

TXanWiWp dRnnpe d¶pchanWillRn, la séparation deV eVSqceV chimiTXeV SUpVenWeV eW la 

détection en aYal dX V\VWqme. Le micUR-GC eVW pTXiSp de deX[ YRieV eW de deX[ dpWecWeXUV j 

cRndXcWiYiWp WheUmiTXe TCD (SRA inVWUXmenWV, MaUc\l EWRile, FUance) cRXSlp j Xn caSWeXU de 

SUeVViRn. LeV YRieV A eW B VRnW cRmSRVpeV de cRlRnneV chaXffpeV j 100�C eW 80�C SRXU 

leVTXelleV leV ga] YecWeXUV VRnW l¶aUgRn eW l¶hpliXm. Le ga] YecWeXU XWiliVp danV ceWWe anal\Ve, eVW 

l¶aUgRn. CelXi-ci SeUmeW de SRXVVeU leV cRmSRVpV SUpVenWV danV la ShaVe ga]eXVe YeUV le 

dpWecWeXU.  Le WemSV d¶injecWiRn eVW de 30 V SRXU Xn WemSV d¶anal\Ve de 160 V (Jean PieUUe 

DRnYal, REM/GM). Le lRgiciel de SilRWage eW d¶acTXiViWiRn eVW SOPRANE (SRA inVWUXmenWV). 

 

 

FigXUe 25: MeVXUeV aX micUo-GC 
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Re sultats 
Chapitre I : Amélioration de l’outil génétique 

I.a. Contexte de l’étude 

Bien TXe l¶RXWil dpYelRSSp aX labRUaWRiUe aiW SeUmiV l¶RbWenWiRn de mXWanWV (Thiel eW al., 2014), 

l¶aSSaUiWiRn j la fin de la VecRnde pWaSe de UecRmbinaiVRn d¶Xne WURiViqme fRUme, aSSelpe © faX[ 

SRViWifV ª, SURbablemenW d� j Xn manTXe d¶efficaciWp de l¶anWibiRWiTXe de cRnWUe- VplecWiRn, 

SRVe SURblqme. CeV faX[ SRViWifV cRUUeVSRndenW j Xne dRXble UpViVWance (SimU eW 5-FRAU), alRUV 

TXe la SeUWe dX SlaVmide lRUV dX deX[iqme pYpnemenW de UecRmbinaiVRn, faiW TXe leV VRXcheV 

deYUaienW rWUe SimV eW FRAU. DanV le bXW de diminXeU ce WaX[ de faX[ SRViWifV (60-90%) eW de 

V¶abVRXdUe de l¶pWaSe de VcUeening de ceV faX[ SRViWifV, TXi eVW Xne pWaSe chURnRShage (5 jRXUV); 

Xn nRXYeaX V\VWqme de cRnWUe-VplecWiRn a pWp SenVp en XWiliVanW Xn aXWUe maUTXeXU : la 6-

mpWh\lSXUine RX 6-MP. La 6-MP eVW Xn analRgXe deV SXUineV, TXi emSrche la fRUmaWiRn d¶acide 

gXan\liTXe j SaUWiU de l¶acide adpn\liTXe, ce TXi diminXe l¶incRUSRUaWiRn d¶adpnine danV l¶acide 

UibRnXclpiTXe, inhibanW ainVi la V\nWhqVe dX UibRVRme (LallieU, 1965; MilleU and KemSneU, 

1963). Che] T. kodakarensis, la 6-MP eVW cRnnXe cRmme inhibiWeXU de cURiVVance efficace, lip 

j la SUpVence dX gqne TK0664 (SanWangelR eW al., 2010). Ce gqne cRde SRXU l¶h\SR[anWhine 

gXanine ShRVShRUibRV\l WUanVfeUaVe. D¶R� nRWUe chRi[ danV ceWWe pWXde de UemSlaceU le gqne 

pyrF SaU le gqne TK0664 danV le YecWeXU naYeWWe eW de WeVWeU l¶efficaciWp de la 6-MP VXU la 

cURiVVance de SlXVieXUV VRXcheV de T. barophilus. NRXV nRXV VRmmeV demandeU cRmmenW 

UpagiVVeU la VRXche face j la 6-MP (VenVible RX nRn) ? Si elle eVW VenVible, cRmmenW la UendUe 

nRn VenVible ? Le nRXYeaX  mR\en de cRnWUe-VplecWiRn eVW ±il SlXV efficace ? L¶RXWil VeUa-W-il 

XWiliVable en URXWine ? 

I.b. Tests de sensibilité de TǤ ba���hil�� MP sauvage à la 6-MP 

DanV Xn SUemieU WemSV, deV cinpWiTXeV de cURiVVance RnW pWp UpaliVpeV j diffpUenWeV 

cRncenWUaWiRnV de 6-MP ; afin de YpUifieU la VenVibiliWp de nRWUe mRdqle d¶pWXde T. barophilus j 

la 6-mpWh\lSXUine. LeV cinpWiTXeV RnW pWp UpaliVpeV VXU 12 h SRXU la VRXche T. barophilus MP eW 
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cRmSaUpeV j celleV de la VRXche T. kodakarensis KOD1 (SRVVpdanW le gqne TK0664) VenVible j 

ceWWe dURgXe.  

 

FigXUe 26: TeVWV de VenVibiliWp j la 6-MP deV VoXcheV T. kodakaUenViV eW T. baUophilXV 

CoXUbeV de cUoiVVance: T. kodakaUenViV KOD1 (A); eW de T. baUophilXV MP (B). LeV VoXcheV onW pWp 
cXlWiYpeV j 85 �C eW 0.1 MPa danV dX TRM conWenanW diffpUenWeV concenWUaWionV de  6-MP: 0 �M (�), 
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10 �M (▲), 50 �M (î), 100 �M (�) and 250 �M(y) 

 

LeV WeVWV de cURiVVance RnW pWp UpaliVpV danV dX milieX TRM cRmSlpmenWp aYec diffpUenWeV 

cRncenWUaWiRnV de 6-MP allanW de 0 j 250 �M de 6-MP (figure 26-B). La cURiVVance de T. 

barophilus eVW WUqV SeX imSacWpe j 10 �M. DqV 50 �M de 6-MP, Xn effeW inhibiWeXU eVW YiVible 

aYec Xn aUUrW de la cURiVVance de 3 h j 12 h maiV Xne UeSUiVe j SaUWiU de 24 h (dRnnpeV nRn 

mRnWUpeV). Le mrme effeW eVW RbVeUYp SRXU deV cRncenWUaWiRnV de 6-MP SlXV imSRUWanWe (100 

eW 250 �M).  

PRXU T. kodakarensis KOD1, la cURiVVance VanV 6-MP danV le milieX VeUW de WpmRin, eW SeUmeW 

d¶aSSUpcieU l¶allXUe de la cRXUbe de cURiVVance de T.  kodakarensis, aYec VeV diffpUenWeV ShaVeV 

(laWence, e[SRnenWielle, VWaWiRnnaiUe) (figure 26-A). PRXU Xne cRncenWUaWiRn de 50 �M de 6-

MP ajRXWpe danV le milieX, Xne denViWp cellXlaiUe SlXV faible eVW alRUV RbVeUYpe en cRmSaUaiVRn 

aYec le WpmRin. CeSendanW j SaUWiU dX WemSV W10h la cURiVVance UeSUend. A deV cRncenWUaWiRnV 

de 100 eW 250 �M de 6-MP, Xn aUUrW de cURiVVance cellXlaiUe eVW RbVeUYp, la denViWp cellXlaiUe 

eVW inchangpe eW faible leV 6 SUemiqUeV heXUeV ; maiV cRmme SUpcpdemmenW Xne UeSUiVe de 

cURiVVance eVW RbVeUYpe j W 10h. La mRlpcXle agiW eW Vemble dRVe dpSendanW. En effeW la 

cURiVVance de T. kodakarensis eVW SlXV faible SlXV la cRncenWUaWiRn en 6-MP ajRXWpe danV le 

milieX de cXlWXUe eVW imSRUWanWe. La VRXche T. kodakarensis eVW dRnc bien VenVible j la 6-MP, 

maiV l¶anWibiRWiTXe TXi blRTXe la cURiVVance cellXlaiUe danV Xn SUemieU WemSV ne Vemble SlXV 

agiU j SaUWiU d¶Xn ceUWain mRmenW. 

 

NRXV VaYRnV TXe la VenVibiliWp j la 6-MP de la VRXche T. kodakarensis eVW lipe aX gqne TK0664 

TXi cRde SRXU l¶h\SR[anWhine gXanine ShRVShRUibRV\lWUanVfeUaVe. 

T. barophilus n¶eVW SaV aXVVi VenVible j la 6-mpWh\lSXUine, mrme Vi le VpTXenoage dX gpnRme 

de la VRXche a miV en pYidence le gqne TERMP_00517 cRdanW cRmme TK0664 SRXU 

l¶h\SR[anWhine gXanine ShRVShRV\lWUanVfeUaVe (VannieU eW al., 2011). Le gqne TK0664 SRVVqde 

214 aa alRUV TXe TERMP_00517 en SRVVqde 215 aa, il e[iVWe enWUe eX[ 80,5% d¶idenWiWp eW 90,2% 

de VpTXence SURWpiTXe VimilaiUe, il eVW dRnc SRVVible TXe ce gqne TERMP_00517 dRnne ceWWe 
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UelaWiYe VenVibiliWp j T. barophilus. PRXU TXe la cRnWUe-VplecWiRn fRncWiRnne de maniqUe 

RSWimale, il faXW Xne VRXche nRn VenVible j la 6-MP ; c¶eVW SRXUTXRi la dplpWiRn dX gqne a pWp 

UpaliVpe. Une SUemiqUe pWaSe de cRnVWUXcWiRn dX SlaVmide SRUWanW le gqne TK0664 a pWp UpaliVp 

(SUPH), SXiV la WUanVfRUmaWiRn de T. barophilus  SaU ce SlaVmide SRUWanW en SlXV leV UpgiRnV 

hRmRlRgieV dX gqne j dplpWeU (gqne TERMP_00517). LeV T. barophilus mXWp (¨TERMP_00517) 

eW T. barophilus mXWp inWeUmpdiaiUe (¨TERMP_00517 ::SUPH-1) SeUmeWWURnW de cRnclXUe 

TXanW j l¶imSacW dX gqne TERMP_00517 VXU le 6-MP. 

I.c. Construction de TǤ ba���hil�� σTERMP̸ͶͶͻͷͽ 

La cRnVWUXcWiRn dX SlaVmide SUPH1 (figure 27) a pWp RbWenXe, celXi-ci cRnWienW bien le gqne 

de VenVibiliWp j la 6-MP de T. kodakarensis : Tk0664 (cRnW{le SaU PCR de YpUificaWiRn), le gqne 

HMG-CRA eW leV UpgiRnV d¶hRmRlRgieV deV UpgiRnV flanTXanWeV dX gqne j dplpWeU, ici TERMP-

00517. La WUanVfRUmaWiRn de T. barophilus ZW SaU celXi-ci a dRnc SX rWUe enWUeSUiVe (figure 

28). 

Ce SUemieU WUaYail a cRnViVWp j RbWeniU leV VRXcheV T. barophilus mXWp eW T. barophilus mXWp 

inWeUmpdiaiUe (cRnVWUXcWiRn T. barophilus mXWp ¨TERMP_00517 WUanVfRUmp SaU SUPH1). T. 

barophilus mXWp (¨TERMP_00517) RbWenX lRUV de la deX[iqme pWaSe de VplecWiRn ne SRVVqde 

SlXV le SlaVmide, la dplpWiRn dX gqne hRmRlRgXe j Tk0664 de T. barophilus : TERMP_00517 a 

eX lieX; ce TXi a SeUmiV de YRiU Vi le faiW d¶enleYeU ce gqne a deV UpSeUcXVViRnV VXU la cURiVVance 

en SUpVence de 6-MP. Enfin la cRnVWUXcWiRn Tb mXWp (¨TERMP_00517)  inWeUmpdiaiUe R� le 

SlaVmide  SUPH1 a pWp inWpgUp danV le chURmRVRme,  SeUmeW de YRiU l¶effeW de TK0664 VeXl. 
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FigXUe 27: ConVWUXcWion dX plaVmide pUPH 

CRQVWUXFWLRQ GX SODVPLGH S8PH. LHV  DPRUFHV ;KRI-6MPKB8S HWSPDI-6MPKBDR RQW pWp XWLOLVpHV SRXU 
DPSOLILHU TK0664 GX JpQRPH GH T. NRGDNDUHQVLV KOD1. PXLV, TK0664 HW OH  YHFWHXU S8FH RQW pWp GLJpUp SDU 
SPDI (S) HW ;KRI (;) HW, DSUqV O¶pWDSH GH SXULILFDWLRQ VXU JHO, LO \ D HX XQH pWDSH GH OLJDWLRQ GX SODPLGH S8PH 
R� S\UF D pWp UHPSODFp SDU TK0664. LHV VLWHV GH UHVWULFWLRQ BDPHI (B) HW KSQI (K) RQW pWp FRQVHUYHV SRXU 
SHUPHWWUH GH FORQHU OHV UpJLRQV KRPRORJXHV GDQV S8PH. 
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FigXUe 28: Schpma e[plicaWif de l'oXWil gpnpWiTXe amplioUp 

E[emple de la dplpWion dX gqne TERMP_00517. Le plaVmide  pUPH-1 a pWp conVWUXiW paU ligaWion deV 
UpgionV flanTXanWeV en amonW eW en aYal dX gqne TERMP_00517 danV  pUPHeW XWiliVp poXU 

WUanVfoUmeU T. baUophilXV MP. ApUqV le pUemieU pYpnemenW de UecombinaiVon (pop-in), leV cellXleV 
conWenanW le plaVmide inWpgUp onW pWp VplecWionnp VXU Xn milieX aYec de la SimYaVWaWine (inW). La 

pUemiqUe paiUe d¶amoUceV 1 a pWp XWiliVe poXU YeUifieU l¶inWpgUaWion dX plaVmide j ceWWe pWape. 
EnVXiWe leV cellXleV inWeUmpdiaiUeV onW pWp pWalpeV VXU Xn milieX complpmenWp en 6-MP poXU 

peUmeWWUe le deX[iqme pYpnelmenW de UecombinaiVon (pop- oXW), coUUeVpondanW j l¶e[ciVion dX 
plaVmide. EnWUainanW ainVi deX[ foUmeV poVVibleV la dplpWion dX gqne oX le gpnoW\pe WT, dppendanW 

dX ViWe de UecombinaiVon. LeV amoUceV 2 eW 3 onW pWp XWiliVpeV poXU YalideU leV mXWanWV obWenXV. 

I.d. Résultats de la transformation de TǤ ba���hil�� MP par le plasmide pUPH1 

A la fin de la WUanVfRUmaWiRn une première sélection SRViWiYe SaU la SimYaVWaWine a lieX, 

ainVi Xn pWalemenW VXU milieX TRM cRmSlpmenWp en SimYaVWaWine eVW UpaliVp. A ceWWe pWaSe Vi 

leV VRXcheV RnW inWpgUp le SlaVmide ; elles doivent être Simvastatine résistantes et 6MP 

sensibles (figure 28). DeV cRlRnieV (enYiURn Xne WUenWaine) RnW pWp RbWenXeV aSUqV leV 5 jRXUV 

d¶incXbaWiRn eW RnW pWp UemiV Xne nXiW en cXlWXUe liTXide. LeV gelV de YpUificaWiRn (figure 29-

A) effecWXpV j la VXiWe deV e[WUacWiRnV d¶ADN gpnRmiTXeV eW de la PCR aYec leV amRUceV de 

TK0664, j SaUWiU de ceV cRlRnieV RnW mRnWUp TXe le SlaVmide aYaiW bien pWp inWpgUp danV le 

chURmRVRme deV WUanVfRUmanWV; Xne bande eVW RbVeUYpe j 819 Sb, ce TXi cRUUeVSRnd bien j la 

Waille dX gqne TK0664 (819 Sb). LeV mXWanWV T. barophilus inWeUmpdiaiUeV RnW bien pWp RbWenXV  

eW RnW pWp XWiliVpV SRXU leV pWXdeV de cinpWiTXe afin de YRiU Vi le gqne aSSRUWp j T. barophilus ZW 

cRnfqUe Xne VenVibiliWp aX 6-MP. 
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ASUqV la  SUemiqUe VplecWiRn, 50 �L deV cXlWXUeV liTXideV RnW pWp enVemencpV VXU Xn milieX TRM 

VRlide cRmSlpmenWp SaU 100 �M de 6-MP. LeV pWalemenWV VXU 6-MP TXi cRUUeVSRndenW j la 

deuxième étape de la sélection eW TXi UemSlacenW l¶XWiliVaWiRn dX 5-FOA, RnW pWp cRnclXanWV, 

aYec Xn nRmbUe de clRneV RbWenXV imSRUWanWV (100 cRlRnieV). En effeW leV VRXcheV TXi SRXVVenW 

j ceWWe pWaSe VXU 6-MP VRnW 6-MP résistante ce TXi YienW d¶rWUe dpmRnWUp eW nRUmalemenW 

Simvastatine sensible ; SXiVTX¶elleV RnW nRUmalemenW SeUdX le SlaVmide. 

 

Afin de YpUifieU TXe le SlaVmide eVW bien abVenW eW TXe le gqne TERMP_00517 a bien pWp dplpWp, 

des stries RnW pWp UpaliVpeV VXU TRM eW TRM/Sim. DeV cRlRnieV RnW pWp RbWenXeV VXU TRM eW 

TRM/Sim, ceX[ VRnW dRnc deV faX[ SRViWifV (30%), elleV VRnW UpViVWanWeV j le SimYaVWaWine alRUV 

TX¶Xne fRiV le SlaVmide SeUdX elle deYUaiW UedeYeniU VenVible j la SimYaVWaWine cRmme elleV ne 

SRVVqdenW SlXV le gqne HMG-CoA. On ne V¶inWpUeVVe TX¶aX[ cRlRnieV V¶pWanW dpYelRSSpeV VXU 

TRM eW SaV VXU SimYaVWaWine (70%). MaiV aSUqV  YpUificaWiRn, deV ADN gpnRmiTXeV enWUeSUiVeV 

SRXU YpUifieU Vi Rn RbWienW la fRUme VaXYage SRVVpdanW WRXjRXUV le gqne cible, RX aX cRnWUaiUe la 

fRUme dplpWpe aWWendXe, leV PCR UpaliVpeV aYec leV amRUceV dX gqne TK0664 n¶RnW SaV mRnWUp 

d¶amSlificaWiRn de celXi-ci SRXU la VRXche WUanVfRUmpe RbWenXe (aXcXne bande n¶eVW YiVXaliVpe 

j 819 Sb) eW SaU cRnWUe  le UpVXlWaW de la YpUificaWiRn aYec leV amRUceV dX gqne TERMP_00517 

RnW UpYplp Xne bande j 1000 Sb eW VanV amSlificaWiRn UeVSecWiYemenW SRXU leV deX[ SaiUeV 

d¶amRUceV XWiliVpeV SRXU la YpUificaWiRn, (figure 29-B) SRXU la VRXche WUanVfRUmpe, ce TXi 

cRUUeVSRnd j la Waille deV UpgiRnV d¶hRmRlRgieV XWiliVpeV SRXU dplpWeU le gqne ; ce TXi indiTXe 

TXe le gqne a bien pWp dplpWp. SinRn la Waille dX fUagmenW amSlifip aXUaiW pWp de  1693 Sb eW de 

250 Sb UeVSecWiYemenW SRXU leV deX[ SaiUeV d¶amRUceV; ce TXe nRXV aYRnV SX RbWeniU aYec le 

WpmRin SRViWif de T. barophilus ZW TXi SRVVqde le gqne TERMP_0051 7 (figure 29-B). 

La VRXche T. barophilus WUanVfRUmpe ne SRVVpdanW SlXV le gqne TERMP_00517 a bien pWp 

RbWenXe, leV cinpWiTXeV de cURiVVance RnW dRnc SX rWUe enWUeSUiVeV VXU ceWWe VRXche afin de 

YpUifieU Va VenVibiliWp j la 6-MP. De SlXV elle SRXUUa rWUe XWiliVpe SRXU leV dplpWiRnV de gqneV 

d¶adaSWaWiRn aX[ haXWeV SUeVViRnV h\dURVWaWiTXeV VanV cUaindUe Xne inWeUfpUence dX gqne 
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hRmRlRgXe j TK0664. 

 

FigXUe 29: Gel de YpUificaWion de la WUanVfoUmaWion 

MLJUDWLRQ VXU JHO GHV SURGXLWV PCR GHV VRXFKHV PXWDQWHV FRQVWUXLWHV. (A) APSOLILFDWLRQ GX JqQH TK0664 
UpDOLVp DYHF OHV DPRUFHV ;KRI-6MPKB8S HW SPDI-6MPKBDR (PULPHU SDLU 1, FLJXUH 29-A) SRXU YHULILHU OH 
JpQRW\SH GH S8PH DSUqV LQWHJUDWLRQ GDQV OH JpQRPH GH T. EDURSKLOXV  (LQW, 819ES). (B) L¶DPSOLILFDWLRQ GX JqQH 
TERMB00517 D pWp UpDOLVp DYHF OHV DPHUFHV GH YpULILFDWLRQ 9HULI-¨6MPBB8S HW9HULI-¨6MPBBDR (SXLWV1 HW 3) 
HW GHV DPRUFHV 6MPBBYHULIB<MB8S DQG 6MPBBYHULIB<MBDR (SXLWV 2 HW 4). 

 

 

I.e.Tests de sensibilité des souches mutées 
 Le mrme SURWRcRle TXe SRXU leV SUemieUV WeVWV de VenVibiliWp aX 6-MP,  a pWp effecWXp VXU leV 

deX[ mXWanWV RbWenXV : T. barophilus ¨TERMP_00517 eW  ¨TERMP_00517 ::SUPH-1.  

Une cXlWXUe danV dX TRM cRmSlpmenWp aYec deV cRncenWUaWiRnV de 0 j 250 �M de 6-MP. 

T. barophilus mXWpe a pWp RbWenXe VXiWe aX VecRnd VcUeening SaU le 6-MP, ceV VRXcheV ne 

SRVVqdenW SlXV le SlaVmide, elleV ne VRnW dRnc SlXV VenVibleV j la 6-MP, de SlXV VXiWe j la 

WUanVfRUmaWiRn SaU le SlaVmide SUPH1, elleV ne SRVVqdenW SlXV le gqne hRmRlRgXe j 

TK0664 :TERMP_00517 celXi-ci a\anW pWp dplpWp. Ce TXi SeUmeW de YRiU Vi ce gqne a Xne 

inflXence VXU la cURiVVance en SUpVence de 6-MP. 
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FigXUe 30: TeVWV de VenVibiliWp deV mXWanWV obWenXV 

CoXUbeV de cUoiVVance: T. baUophilXV ¨TERMP_00517 (A); and T. baUophilXV ¨TERMP_00517::pUPH-
1 (B). LeV VoXcheV VonW cXlWiYpeV j 85 �C eW 0.1 MPa danV dX TRM ConWenanW diffpUenWeV 

concenWUaWion de 6-MP: 0 �M (�),10 �M (▲), 50 �M (î), 100 �M (�) and 250 �M(y). 
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La cURiVVance n¶eVW SaV inflXencpe SaU la 6-MP. LeV UpVXlWaWV VRnW diffpUenWV de ceX[ RbWenXV 

aYec la VRXche T. barophilus ZW (figure 30-A) TXi elle SRVVqde le gqne TERMP_00517, R� Xn 

SeWiW effeW dRVe pWaiW RbVeUYp, la denViWp cellXlaiUe pWaiW SlXV faible en fRncWiRn de la 

cRncenWUaWiRn de 6-MP ajRXWpe aX milieX de cXlWXUe. AinVi le gqne TERMP_00517 indXiUaiW Xne 

lpgqUe VenVibiliWp j la 6-MP. LeV WUaYaX[ j YeniU de dplpWiRn deV gqneV d¶adaSWaWiRn aX[ haXWeV 

SUeVViRnV h\dURVWaWiTXeV, VeURnW  dRnc UpaliVpV aYec ceWWe VRXche T. barophilus mXWpe UendXe 

inVenVible j la 6-MP. 

T. barophilus mXWp inWeUmpdiaiUe eVW RbWenX SaU WUanVfRUmaWiRn de T. barophilus mXWp SaU 

SUPH1. La VRXche ne SRVVqde SlXV le gqne TERMP_00517, maiV j la fin de la SUemiqUe 

UecRmbinaiVRn, elle SRVVqde le gqne Tk0664 (inWpgUaWiRn dX SlaVmide). T. barophilus mXWpe 

inWeUmpdiaiUe eVW dRnc UendX VenVible j la 6-MP. AXcXne cURiVVance n¶eVW RbVeUYpe SRXU leV 

fRUWeV cRncenWUaWiRnV de 6-MP ajRXWpeV danV le milieX (50 �M, 100 �M eW 250 �M), SRXU 10 �M 

de 6-MP le SURfil de cURiVVance eVW diffpUenW. MalgUp le faiW TXe le gqne TERMP_00517 ne VRiW 

SlXV SUpVenW la VenVibiliWp Vemble SlXV imSRUWanWe TX¶en SUpVence de ce gqne. PRXUWanW ce gqne 

TXi eVW Xn hRmRlRgXe de Tk0664 aYaiW mRnWUp d¶aSUqV leV UpVXlWaWV SUpcpdenWV Xn ceUWain effeW 

de VenVibiliWp de la VRXche j la 6-MP (effeW dRVe lRUV de la cinpWiTXe de T. barophilus ZW) (figure 

26-b).  

 

I.f. Efficacité du nouveau marqueur de sélection 

A la fin deV deX[ pWaSeV de UecRmbinaiVRn, deX[ SRVVibiliWpV VRnW j enYiVageU, la fRUme VaXYage, 

R�  la mXWaWiRn n¶a SaV eX lieX, RX la VRXche dplpWpe VanV le gqne d¶inWpUrW. DeV PCR  VRnW 

UpaliVpeV afin de YpUifieU TXe le gqne a bien pWp dplpWp. OU aYec la VplecWiRn aX 5-FRA, Xne 

WURiViqme fRUme aSSelpe  faX[ SRViWifV eVW SRVVible. CeWWe fRUme cRnWienW WRXjRXUV le SlaVmide, 

eW eVW dRnc dRXblemenW UpViVWanWe, il eVW dRnc npceVVaiUe de YpUifieU l¶abVence dX SlaVmide danV 

le gpnRme. Une deUniqUe pWaSe pWaiW dRnc UpaliVpe aYec l¶ancienne mpWhRde, Xn VcUeening VXU 

TRM eW TRM cRmSlpmenWp SaU de la SimYaVWaWine. LeV VRXcheV TXi ne cRnWiennenW SlXV le 

SlaVmide VRnW VenVibleV j la SimYaVWaWine, elleV ne Ve dpYelRSSenW TXe VXU le TRM nRn 

cRmlpmenWp. SeXlV leV faX[ SRViWifV Ve dpYelRSSenW VXU leV deX[ milieX[.  
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NRXV aYRnV dRnc afin de YalideU RX nRn, l¶efficaciWp de la nRXYelle mpWhRde, cRmSaUp leV WaX[ 

de FP RbWenXV: aYec le 5-FRA VXU leV 726 clRneV WeVWpV, 625 VRnW deV faX[ SRViWifV. LeV SUemiqUeV 

maniSXlaWiRnV dpcUiWeV SUpcpdemmenW (RbWenWiRn de T.b¨TERMP_00517) RnW dRnnp Xn WaX[ 

de faX[ SRVWifV de 37%. AYec leV cRnVWUXcWiRnV UpaliVpeV aYec le nRXYel RXWil (¨TERMP_00517 

eW 6-MP) VXU 326 clRneV WeVWpV, aXcXn FP ne VRnW RbWenXV.  

 

I.g. Conclusion de l’étude 

L¶RbjecWif de ceWWe pWXde pWaiW de WURXYeU Xne alWeUnaWiYe aX maUTXeXU de cRnWUe VplecWiRn 5-FRA 

TXi SUpVenWaiW de nRmbUeX[ dpVaYanWage VXU le Slan SUaWiTXe : fRUWe cRncenWUaWiRn danV le 

milieX (0,8%), nRn VRlXbiliWp danV le milieX j WemSpUaWXUe ambianWe, diminXWiRn dX SH Xne 

fRiV celXi-ci diVVRXW danV le milieX, VanV RXblieU nRWUe incRnYpnienW majeXU danV la cRnWUe 

VplecWiRn le fRUW WaX[ de faX[ SRViWifV (Sim UpViVWanW eW 5-FRA UpViVWanW). 

TRXW d¶abRUd leV WUanVfRUmaWiRnV VXU T. barophilus SaU le SlaVmide SUPH-1, SRUWanW le gqne de 

VenVibiliWp j la 6-MP : TK0664, RnW SeUmiV de UenWUe VenVible j la 6-MP la VRXche,  SXiVTXe VeXl 

Xne lpgqUe VenVibiliWp aYaiW pWp miVe en pYidence VXU la VRXche WT lRUV deV SUemieUV WeVWV de 

VenVibiliWp. CeWWe VenVibiliWp a SX rWUe miVe en pYidence SaU le VXiYi de cURiVVance effecWXpe aYec 

diffpUenWeV cRncenWUaWiRnV de 6-MP.  

AinVi SRXU la VXiWe deV maniSXlaWiRnV VXU T. barophilus, la 6-MP SeXW rWUe XWiliVpe cRmme 

maUTXeXU de cRnWUe-VplecWiRn. 

CeV cinpWiTXeV eW la cUpaWiRn dX mXWanW T. barophilus ¨TERMP_00517 RnW pgalemenW SeUmiV 

de VXSSRVeU l¶imSlicaWiRn dX gqne TERMP_00517 (hRmRlRgXe de TK0664 che] T. barophilus) 

danV la VenVibiliWp de la VRXche aX 6-MP. PXiVTXe Xne fRiV dplpWp, T. barophilus deYienW 

cRmSlpWemenW inVenVible j la 6-MP eW ce SeX imSRUWe la dRVe d¶anWibiRWiTXe SUpVenWe danV le 

milieX. AinVi SRXU leV pWXdeV j YeniU, la VRXche de T. barophilus mXWp (T. barophilus 

¨TERMP_00517) VeUa XWiliVpe SRXU pYiWeU WRXWe inWeUfpUence de ce gqne lRUV de la cRnWUe-

VplecWiRn. 
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Enfin en ce TXi cRnceUne l¶efficaciWp de ceWWe nRXYelle mpWhRde, j la fin deV pYpnemenWV de 

VplecWiRn SaU la SimYaVWaWine SXiV SaU la 6-MP, le WaX[ de faX[ SRViWifV n¶eVW TXe de 37% cRnWUe 

60-90% RbWenX SaU le 5-FRA. L¶RbjecWif SUemieU eVW dRnc UemSli SXiVTXe le WaX[ de faX[ SRViWif 

eVW neWWemenW diminXp. 

L¶RXWil eVW acWXellemenW XWiliVp en URXWine aX labRUaWRiUe. CelXi-ci eVW XWiliVp danV d¶aXWUeV 

SURjeWV, nRWammenW SRXU l¶ANR CASPAR, dRnW le bXW eVW de dpcU\SWeU le U{le Sh\ViRlRgiTXe de 

deX[ UibRnXclpaVeV majeXUeV de W\Se ǃ-CASP, aCPSF1 eW aRNaVeJ cRnVeUYpV che] leV aUchpeV, 

en WUaYaillanW VXU deX[ mRdqleV P. abyssi eW T. barophilus.  

La dplpWiRn deV gqneV d¶adaSWaWiRn aX[ haXWeV SUeVViRnV h\dURVWaWiTXeV. LeV dplpWiRnV de 

clXVWeUV de gqneV j effecWXeU Ve VRnW aSSX\eU VXU leV UpVXlWaWV de WUanVcUiSWRmiTXe de PaXline 

VannieU lRUV de Va WhqVe (VannieU, 2012) R� ceUWainV gqneV pWaienW VXU/VRXV e[SUimpV en 

fRncWiRn deV YaUiaWiRnV de SUeVViRn. 
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Chapitre 2 : Obtention et caractérisation des mutants hydrogénases 

II.a. Construction des mutants hydrogénases 

II.a.1. Contexte de l’étude 

PaU la VXiWe, nRXV aYRnV XWiliVp l¶RXWil gpnpWiTXe dpcUiW danV le chaSiWUe 1, afin d¶aSSURfRndiU Xne 

WhpmaWiTXe lipe j la VRXche Sip]RShile T. barophilus, j VaYRiU leV mpcaniVmeV miV en °XYUe 

SaU ceWWe VRXche SRXU V¶adaSWeU j la SUeVViRn h\dURVWaWiTXe. Le WUaYail V¶eVW fRcaliVp VXU leV 

h\dURgpnaVeV, SXiVTXe leV pWXdeV de WUanVcUiSWRmiTXe SUpliminaiUeV RnW mRnWUp deV YaUiaWiRnV 

de l¶e[SUeVViRn de ceV gqneV en fRncWiRn de la SUeVViRn (VannieU, 2012). Un ceUWain nRmbUe de 

mXWanWV RnW pWp RbWenXV : WURiV h\dURgqnaVeV membUanaiUeV : mXWanW de mbh (¨mbh), mXWanW 

de Mbh-CRdh (¨co-mbh) eW  mXWanW de Mb[ (¨mbx), eW deX[ c\WRVRliTXeV : mXWanW de SHI 

(¨shI) eW mXWanW de SHII (¨shII), ainVi TX¶Xn dRXble mXWanW dplpWp SRXU mbh eW mbh-codh 

(¨mbh/¨co-mbh). La cRnVWUXcWiRn deV mXWanWV Ve SRXUVXiW afin de cRmSUendUe aX mieX[ le 

fRncWiRnnemenW de ceV h\dURgqnaVeV eW leXU SRVVible inWeUYenWiRn danV l¶adaSWaWiRn j la 

SUeVViRn. 

 

LeV diffpUenWV W\SeV d¶h\dURgpnaVeV VRnW cRdpV SaU deV clXVWeUV de gqneV idenWifipV danV le 

gpnRme de T. barophilus VXiWe j VRn VpTXenoage cRmSleW (VannieU, 2012; VannieU eW al., 2011). 

LeV h\dURgpnaVeV ciblpeV lRUV de ceWWe pWXde VRnW : 

MUS-Mbh (MembUane bRXnd h\dURgenaVe) cRdpe SaU deX[ clXVWeUV TERMP_01498-85 eW 

TERMP_01484-71, MUS-Mb[ (MembUane bRXnd R[idRUedXcWaVe) cRdpe SaU TERMP_00965-

53, SHI (SXlfh\dURgenaVe I) cRdpe SaU TERMP_00539-36, SHII (SXlfh\dURgenaVe II) cRdpe 

SaU TERMP_0067-70 eW MUS-Mbh-CRdh (mRnR[\de de caUbRne h\dURgpnaVe), caSable 

d¶R[\deU le mRnR[\de de caUbRne, cRdpe  SaU TERMP_01154639 (tableau 13). 

L¶XWiliVaWiRn de l¶RXWil gpnpWiTXe dpcUiW danV le SUemieU chaSiWUe a SeUmiV la dplpWiRn de 

SlXVieXUV clXVWeUV eW la cUpaWiRn de mXWanWV (figure 31 et tableau 13). 
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FigXUe 31: LeV h\dUogpnaVeV ciblpeV danV ceWWe pWXde 

d¶apUqV (Moon eW al., 2015; SchXW eW al., 2012; VannieU, 2012) 

LeV h\dUogpnaVeV membUanaiUeV Mbh (en oUange) eW Mbh-Codh (en YeUW) onW pWp ciblpeV, 
l¶o[idoUpdXcWaVe Mb[ (en bleX), eW leV deX[ h\dUogpnaVeV c\WoVoliTXeV SHI eW SHII (en UoXge). 

 
TableaX 13: ClXVWeUV h\dUogpnaVeV pWXdipV danV ceWWe pWXde 

Hydrogénase Gènes codants Gènes délétés 
Mrp-Mbh TERMPͺϬϭϰϵϴͲϴϱ 

TERMPͺϬϭϰϴϰͲϳϭ 
TERMPͺϬϭϰϵϴͲϳϭ 

SHI TERMPͺϬϬϱϯϵͲϯϲ TERMPͺϬϬϱϯϵͲϯϲ 
SHII TERMPͺϬϬϲϳͲϳϬ TERMPͺϬϬϬϳϬͲϲϳ 

Mrp-Mbh-Codh TERMPͺϬϭϭϱϰͲϯϵ TERMPͺϬϭϭϱϬͲϰϲ 
Mrp-Mbx TERMPͺϬϬϴϲϱͲϱϯ TERMPͺϬϬϴϲϱͲϱϯ 

 
DeV PCR VRnW UpaliVpeV afin de YpUifieU, TXe leV mXWanWV RbWenXV RnW bien VXbi la dplpWiRn deV 

gqneV cibleV eW TX¶ilV ne cRnWiennenW SaV le SlaVmide XWiliVp lRUV de la WUanVfRUmaWiRn. La Waille 

deV amSlicRnV aWWendXe aYec l¶XWiliVaWiRn deV amRUceV eVW SUpVenWpe danV le WableaX (tableau 

14). 
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TableaX 14: Taille deV ampliconV aWWendXV 

Mutants Taille WT ;pbͿ Taille mutant ;pbͿ 
Mutant mbh ;ѐmbhͿ ϰϱϮϱ ϰϲϲ 

Mutant mbhͲcodh ;ѐcoͲmbhͿ ϰϰϮϬ ϯϲϳ 
Mutant shI ;ѐshIͿ ϱϵϳϱ ϰϴϬ 

Mutant shII ;ѐshIIͿ ϭϳϬϰϬ ϰϱϴ 
Mutant mbǆ ;ѐmbǆͿ ϭϬϲϴϴ ϭϬϬϴ 

 
LeV UpVXlWaWV aWWendXV SaU plecWURShRUqVe deV SURdXiWV PCR VRnW SUpVenWpV ci-aSUqV. 
 

II.a.2. Obtention des mutants 

II.a.2.a. Obtention du mutant mbh (οmbh) 

 

 
FigXUe 32: Gel de YpUificaWion deV mXWanWV ѐmbh 

 
Le gel d¶plecWURShRUqVe RbWenX aSUqV migUaWiRn deV SURdXiWV PCR SRXU la YpUificaWiRn deV 

mXWanWV mbh (¨mbh) eVW SUpVenWp VXU la figXUe (figure 32). 

Afin de YalideU la PCR, SlXVieXUV WpmRinV RnW pWp UpaliVpV. Un SUemieU WpmRin npgaWif, danV 

leTXel l¶ADN a pWp UemSlacp SaU de l¶eaX, SeUmeW de YpUifieU l¶abVence d¶amSlificaWiRn en 

abVence d¶ADN eW dRnc l¶abVence de cRnWaminanWV danV leV SURdXiWV XWiliVpV SRXU UpaliVeU la 

PCR. Le VecRnd WpmRin npgaWif cRnWienW de l¶ADN SlaVmidiTXe XWiliVp SRXU la dplpWiRn dX 

cRmSle[e ABC, imSliTXp danV le WUanVSRUW dX malWRVe. Ce WpmRin SeUmeW de YalideU l¶abVence 
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d¶amSlificaWiRn aVSpcifiTXe, c¶eVW-j-diUe l¶amSlificaWiRn de gqneV nRn ciblpV SaU leV amRUceV 

XWiliVpeV. 

Un WpmRin SRViWif a pgalemenW pWp UpaliVp. Il cRnWienW de l¶ADN SlaVmidiTXe XWiliVp SRXU la 

cUpaWiRn de mXWanWV. Il SeUmeW ainVi de YpUifieU TXe leV amRUceV VRnW VSpcifiTXeV eW SeUmeWWenW 

bien d¶amSlifieU leV gqneV ciblpV, c¶eVW-j-diUe la VpTXence cRUUeVSRndanWe j la fXViRn deV UpgiRnV 

flanTXanWeV ViWXpeV de SaUW eW d¶aXWUeV dX clXVWeU de gqne dplpWp. 

L¶abVence de bandeV, eW ainVi l¶abVence de SURdXiWV d¶amSlificaWiRn SRXU leV WpmRinV npgaWifV, 

eW Xn amSlicRn cRUUeVSRndanW j la Waille aWWendXe SRXU le WpmRin SRViWif de chaTXe mXWanW. LeV 

WpmRinV VRnW dRnc YalidpV eW leV UpVXlWaWV RbWenXV SeXYenW rWUe inWeUSUpWpV. 

PRXU chacXn deV mXWanWV WeVWpV, Rn cRnVWaWe la SUpVence d¶Xne bande cRUUeVSRndanW j Xn 

amSlicRn d¶Xne Waille glRbalemenW cRmSUiVe enWUe 400 eW 500 Sb, SaU cRmSaUaiVRn aYec leV 

maUTXeXUV de Waille. Cela cRUUeVSRnd bien aX SURdXiW d¶amSlificaWiRn aWWendX SRXU la fRUme 

mXWanWe TXi eVW de 458 Sb, dRnc leV cellXleV RbWenXeV VRnW bien deV mXWanWV ¨mbh. 

 

II.a.2.b. Obtention des mutants �hI (σ�hI) et �hII (σ�hII) 

 

 
FigXUe 33: Gel de YpUificaWion deV mXWanWV ѐVhI eW ѐVhII 

 
La figXUe mRnWUe leV UpVXlWaWV RbWenXV aSUqV migUaWiRn SRXU la YpUificaWiRn de l¶RbWenWiRn deV 
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mXWanWV ¨shI eW ¨shII (figure 33). LeV WpmRinV VRnW idenWiTXeV j ceX[ XWiliVpV SRXU leV 

mXWanWV ¨mbh eW ilV VRnW YalidpV de la mrme faoRn. LeV UpVXlWaWV VRnW dRnc e[SlRiWableV. 

PRXU chaTXe mXWanWV ¨shI eW ¨shII, Xne bande eVW RbVeUYpe, ViWXpe j 400 Sb. De SlXV, Rn YRiW 

TXe leV bandeV ¨shII VRnW SlXV baVVeV VXU le gel eW cRUUeVSRndenW j Xn fUagmenW SlXV cRXUW, SaU 

UaSSRUW j ¨shI. Cela cRwncide bien aYec leV WailleV de fUagmenWV aWWendXV SXiVTXe la Waille deV 

amSlicRnV aWWendXe SRXU leV mXWanWV ̈ shII  eVW de 367  Sb eW de 466 Sb SRXU ̈ shI. CeV UpVXlWaWV 

cRnfiUmenW l¶RbWenWiRn deV mXWanWV ¨shI eW ¨shII. 

 

II.a.2.c.Obtention du mutant ѐmbhǦc�dh (σc�Ǧmbh) et du double mutant 

ѐmbhȀѐmbhǦc�dh (σmbh/σc�Ǧmbh) 

 
FigXUe 34: Gel de YpUificaWion dX mXWanW ѐco-mbh eW dX doXble mXWanW ѐmbh/ѐco-mbh 

 
LeV UpVXlWaWV de la PCR de YpUificaWiRn dX mXWanW ¨co-mbh eW dX dRXble mXWanW ¨mbh/¨co-

mbh VRnW SUpVenWpV VXU la figXUe (figure 34). 

LeV WpmRinV npgaWifV SRXU ceWWe PCR VRnW diffpUenWV deV SUpcpdenWV. Le WpmRin cRnWienW de 

l¶ADN de cellXleV SUpalablemenW XWiliVpeV SRXU faiUe la mXWaWiRn maiV a\anW pWp idenWifipeV 

cRmme nRn mXWanWeV, il \ a dRnc bien abVence d¶amSlificaWiRn. CRmme SUpcpdemmenW, le 

WpmRin SRViWif eVW UpaliVp aYec l¶ADN SlaVmidiTXe XWiliVp SRXU la WUanVfRUmaWiRn. Une 
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amSlificaWiRn eVW RbVeUYpe, le WpmRin eVW dRnc Yalide eW le UpVXlWaW inWeUSUpWable. 

PRXU le mXWanW ̈ co-mbh, Xne bande eVW SUpVenWe j enYiURn 400 Sb, ce TXi cRUUeVSRnd j la Waille 

aWWendXe de 480 Sb. LeV cellXleV RnW dRnc bien VXbi la mXWaWiRn.   

Un dRXble mXWanW a pgalemenW pWp cUpp SaU l¶XWiliVaWiRn de cellXleV mXWanWeV ̈ mbh WUanVfRUmpe 

aYec le SlaVmide ¨co-mbh. On RbVeUYe l¶amSlificaWiRn d¶Xn fUagmenW de mrme Waille TXe SRXU 

¨co-mbh eW SRXU le WpmRin SRViWif, l¶RbWenWiRn dX dRXble mXWanW ¨mbh/¨co-mbh eVW dRnc 

cRnfiUmpe. 

 

II.a.2.d. Obtention du mutant ѐmb� (σmb�) 

 
FigXUe 35: Gel de YpUificaWion de l'obWenWion dX mXWanW ѐmb[ 

 
LeV UpVXlWaWV de la PCR de YpUificaWiRn dX mXWanW ¨mbx VRnW SUpVenWpV VXU  la figXUe (figure 

35). LeV WpmRinV npgaWifV SRXU ceWWe PCR VRnW diffpUenWV deV SUpcpdenWV. Le WpmRin cRnWienW de 

l¶ADN de cellXleV SUpalablemenW XWiliVpeV SRXU faiUe la mXWaWiRn maiV a\anW pWp idenWifipeV 

cRmme nRn mXWanWeV, il \ a dRnc bien abVence d¶amSlificaWiRn. Ici, le WpmRin SRViWif n¶a SaV pWp  

UpaliVp aYec l¶ADN SlaVmidiTXe XWiliVp SRXU la WUanVfRUmaWiRn. Une amSlificaWiRn a pWp RbVeUYpe 

SRXU leV WURiV mXWanWV WeVWpV, aYec Xne Waille de 1000 Sb, ce TXi cRUUeVSRnd bien j la Waille 

aWWendXe SRXU la VRXche mXWanWe. 
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II.a.3. Vérification de l’absence du plasmide 

PaU ailleXUV, l¶abVence dX SlaVmide j l¶inWpUieXU deV cellXleV a pgalemenW pWp YpUifipe en UpaliVanW 

Xne PCR aYec deV amRUceV VSpcifiTXeV dX gqne Tk0664 SRXU WRXV leV mXWanWV. CeV UpVXlWaWV ne 

VRnW SaV SUpVenWpV ici maiV l¶abVence d¶amSlificaWiRn a cRnfiUmp TXe le SlaVmide n¶pWaiW SaV 

SUpVenW. 

L¶enVemble de ceV UpVXlWaWV cRnfiUme TXe leV mXWanWV ̈ mbh, ̈ shI, ̈ shII, ̈ Co-Mbh eW le dRXble 

mXWanW ¨mbh/¨co-mbh RnW bien pWp RbWenXV.  

L¶pWaSe VXiYanWe a cRnViVWp j caUacWpUiVeU ceV mXWanWV en UpaliVanW deV cinpWiTXeV de cURiVVance 

eW deV dRVageV d¶H2, afin d¶pWXdieU le U{le deV gqneV dplpWpV. 

 

II.a.4. Conclusion de l’étude 

L¶enVemble deV mXWanWV ciblpV RnW pWp RbWenXV, YpUifipV SaU PCR danV Xn SUemieU WemSV cRmme 

l¶RnW mRnWUp leV UpVXlWaWV SUpcpdenWV, SXiV SaU VpTXenoage (mpWhRde de SangeU, Beckman 

CRXlWeU GenRmicV (UK)). 

LeV SUemieUV mXWanWV RbWenXV j VaYRiU ¨mbh, ¨co-mbh, ¨shI, ¨shII RnW pWp caUacWpUiVpV SaU 

deV cXlWXUeV VRXV SUeVViRn j 0,1MPa, 40MPa eW 70MPa, ainVi TXe SaU Xn dRVage d¶h\dURgqne j 

SUeVViRn aWmRVShpUiTXe. LeV SUemieUV UpVXlWaWV RbWenXV VeURnW SUpVenWpV danV la deX[iqme 

SaUWie dX chaSiWUe 2. 

En ce TXi cRnceUne leV mXWanWV RbWenXV j VaYRiU ¨mbx eW le dRXble mXWanW ¨mbh/¨co-mbh, 

leV mrmeV WUaYaX[ de caUacWpUiVaWiRn VeURnW j UpaliVeU afin d¶aYRiU Xne UpSRnVe cRmSlqWe dX 

mpWabRliVme deV h\dURgpnaVeV j 0,1 MPa eW VRXV SUeVViRn. Le bXW pWanW de SRXYRiU cRmSaUeU 

ce mpWabRliVme aYec d¶aXWUeV Thermoccoccales R� deV pWXdeV VemblableV RnW pWp menpeV, maiV 

pgalemenW danV le caV de nRWUe VRXche Sip]RShile d¶pWXdieU leXU U{le VRXV SUeVViRn eW leXU 

pYenWXel imSlicaWiRn danV l¶adaSWaWiRn j la SUeVViRn. 

 MaiV le WUaYail de cRnVWUXcWiRn de mXWanWV danV ceWWe SaUWie : h\dURgpnaVeV eW imSlicaWiRn de 

celleV-ci danV l¶adaSWaWiRn aX[ haXWeV SUeVViRnV h\dURVWaWiTXeV UeVWe j cRmSlpWeU. En effeW 

cRnceUnanW le mXWanW ¨mbx, ce clXVWeU cRnWienW deX[ fRiV 14 gqneV, la WRWaliWp a pWp dplpWpe danV 

ceWWe pWXde maiV il VeUaiW inWpUeVVanW de dplpWeU VpSaUpmenW leV deX[ SaUWieV afin de YRiU le U{le 
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de chaTXe clXVWeU indpSendemmenW. PRXU leV aXWUeV mXWanWV ¨co-mbh, ¨shI et ¨shII leV 16 

gqneV eW 4 gqneV UeVSecWiYemenW RnW pWp dplpWpV. 

 

Il SRXUUaiW pgalemenW rWUe inWpUeVVanW de cRnWinXeU j cRnVWUXiUe deV dRXbleV mXWanWV cRmme il 

a pWp faiW SRXU le dRXble mXWanW ¨mbh/¨co-mbh. AinVi leV dRXbleV mXWanWV ¨shI/¨shII, 

¨shI/¨mbh, ¨shI/¨co-bh, ¨shII/¨mbh, ¨shII/¨co-mbh VRnW j enYiVageU SRXU cRmSlpmenWeU 

l¶pWXde.  

Enfin le UpgXlaWeXU WUanVcUiSWiRnnel SXUR  eVW pgalemenW ciblp.  DeV WenWaWiYeV d¶RbWenWiRn dX 

mXWanW RnW pWp UpaliVpeV, maiV SRXU le mRmenW elleV VRnW UeVWpeV infUXcWXeXVeV. Il eVW SURbable 

TXe le SURblqme VRiW lip j l¶RUganiVaWiRn dX gpnRme aXWRXU de l¶ORF surR aYec Xne ]Rne de 

cheYaXchemenW enWUe leV gqneV. Un aXWUe SlaVmide a dRnc pWp cRnVWUXiW SRXU Xne dplpWiRn 

SaUWielle de SXUR.  

Une fRiV le nRXYeaX SlaVmide RbWenX, il VeUa XWiliVp SRXU WUanVfRUmeU T. barophilus. EWanW 

dRnnp l¶imSRUWance dX VRXfUe danV le mpWabRliVme deV h\dURgpnaVeV, eW le faiW TXe SXUR VRiW j 

l¶RUigine de ceWWe UpgXlaWiRn, de ce baVcXlemenW enWUe leV h\dURgpnaVeV SURdXcWUiceV H2 eW celleV 

SURdXcWUiceV d¶H2S, l¶RbWenWiRn de ce mXWanW VeUaiW inWpUeVVanW SRXU YRiU Vi le mpWabRliVme deV 

h\dURgpnaVeV fRncWiRnne VimilaiUemenW aX[ aXWUeV Thermococcales che] nRWUe VRXche mRdqle. 

LeV cURiVVanceV VRXV SUeVViRn SeUmeWWUaienW d¶pWXdieU le fRncWiRnnemenW de ce UpgXlaWeXU VRXV 

SUeVViRn. 
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II.b. Caractérisation des mutants hydrogénases 

II.b.1. Contexte de l’étude 

Une fois les mutants obtenus, nous avons décidé de les caractériser physiologiquement par 

deux approches, dans le but de comprendre le fonctionnement des hydrogénases chez T. 

barophilus, maiV pgalemenW d¶en aSSUendUe daYanWage VXU leXU SRVVible imSlicaWiRn danV 

l¶adaSWaWiRn aX[ HPH.  

TRXW d¶abRUd des cultures sous pression ont été réalisées, avec les incubateurs de hautes 

pressions  et hautes températures. Une période de mise au point des cultures a été nécessaire 

(XWiliVaWiRn d¶Xn UpdXcWeXU SRXU pYiWeU l¶R[\gqne danV le milieX, Waille deV VeUingues, méthode 

de comptage), afin d¶RbWeniU des résultats les plus répétables possibles.  

Pour une même température (85°C), différentes conditions de pressions ont été testées : 0,1 

MPa, 40 MPa et 70 MPa, en se référant aux études transcriptomiques antérieures (VannieU, 

2012; VannieU eW al., 2015). 40 MPa correspond à la pression optimale de la souche, celle-ci 

ayant été découverte au niveau de la dorsale médio-Atlantique à 3550 m de profondeur. 0,1 et 

70 MPa sont des pressions où la souche se développe, mais qui peuvent engendrer un stress, 

et possiblement une réponse métabolique différente, permettant j la VRXche de V¶adaSWeU.  

LeV gqneV ciblpV VRnW ceX[ cRdanW SRXU leV h\dURgpnaVeV, dRnW l¶e[SUeVViRn est modulée par les 

variations de pression, notamment sur-exprimés pour des conditions de pressions éloignées 

de son optimum (VannieU, 2012). Nous voulions voir si le fait d¶aYRiU dplpWp ceV gqneV, allait 

avoir une influence sur la croissance de la souche en fonction de la pression; et ainsi en déduire 

Xne SRVVible imSlicaWiRn d¶Xn RX SlXVieXUV clXVWeUV de gqneV danV l¶adaSWaWiRn j la SUeVViRn. 

Comme le soufre a une influence certaine sur le métabolisme des hydrogénases, les cultures 

ont été réalisées dans les deux conditions : avec ou sans soufre.   

Dans un deuxième temps, des mesures de la production d’hydrogène ont été 

entreprises. Une période de mise au point de la méthode a également été nécessaire, où des 

cultures avec/sans soufre ont été réalisées.  

 

II.b.2. Résultats des croissances des mutants hydrogénases sous pression 
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II.b.2.a. Croissances à 0,1 MPa 
 

Dans un premier temps, nous voulions voir la croissance des mutants à pression atmosphé-

rique (0,1 MPa) (figure 36).  

Les souches T. barophilus sauvage et le mutant (T.b¨TERMP_00517), nous servent de témoin 

pour apprécier une croissance standard de T. barophilus, et constitue un élément de compa-

raison avec les croissances obtenues pour les mutants (¨mbh, ¨co-mbh, ¨shI, ¨shII).  

 
FigXUe 36: CUoiVVance deV mXWanWV h\dUogpnaVeV j 0,1 MPa aYec eW VanV VoXfUe 

LeV VoXcheV pWXdipeV pendanW le VXiYi de cUoiVVance : ¨co-mbh (bleX claiU), ¨mbh (oUange), Tpmoin 
¨TERMP_00517 (UoXge), ¨VhI (maXYe), ¨VhII (YeUW), Tpmoin T. baUophilXV WT (bleX foncp)  

* : UeWaUd de cUoiVVance eW diminXWion de la denViWp cellXlaiUe poXU le mXWanW mbh 

 
A 0,1 MPa et en présence de soufre, leV cURiVVanceV VRnW VemblableV SRXU l¶enVemble deV 

mXWanWV eW deV WpmRinV, Rn RbVeUYe Xne cURiVVance e[SRnenWielle eW Xn SlaWeaX aWWeinW aX 

alenWRXUV de 12 h de cXlWXUe aYec Xne cRncenWUaWiRn cellXlaiUe finale SURche de 107 cell/mL. A 

0,1 MPa aYec VRXfUe, leV cURiVVanceV deV mXWanWV mbh eW co-mbh VRnW lpgpUemenW SlXV faibleV, 

maiV leV WaX[ de cURiVVance VRnW de 2,3 eW 2,1 h UeVSecWiYemenW ; eW de 2,5 h SRXU la VRXche 

VaXYage. On SeXW dRnc diUe TXe leV cURiVVanceV VRnW VimilaiUeV SRXU leV diffpUenWeV VRXcheV. CeW 

hiVWRgUamme SURXYe TX¶j SUeVViRn aWmRVShpUiTXe eW aYec VRXfUe, leV h\dURgpnaVeV dplpWpeV 

n¶enWUainenW SaV de diffpUence VignificaWiYe eW n¶enWUenW SaV danV le dpYelRSSemenW de T. 

barophilus.  

LeV cXlWXUeV SUpVenWpeV danV l¶hiVWRgUamme de dURiWe, sans soufre, VRnW diffpUenWeV, la 
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cURiVVance eVW SlXV lenWe. En effeW le SlaWeaX eVW aWWeinW VeXlemenW aX bRXW de 36 h, cRnWUe 12 h 

aYec VRXfUe danV le milieX. En UeYanche Vi le dpYelRSSemenW eVW UalenWi, la cRncenWUaWiRn 

cellXlaiUe  finale eVW Vemblable j celle RbWenXe SUpcpdemmenW. 

CeV VRXcheV SUpVenWenW dRnc Xn dpYelRSSemenW cellXlaiUe iniWial SlXV lenW en abVence de VRXfUe, 

eW aWWeignenW finalemenW le mrme WaX[ de cURiVVance. PaU ailleXUV, la diffpUence eVW dXe 

XniTXemenW aX SaUamqWUe VRXfUe, eW nRn SaV aX[ mXWaWiRnV, SXiVTXe leV mXWanWV SUpVenWenW 

Xne cURiVVance d¶allXUe VimilaiUe aX[ WpmRinV.  

CeWWe RbVeUYaWiRn ne V¶aSSliTXe SaV aX mXWanW mbh (¨mbh). CeV cellXleV SUpVenWenW Xn WemSV 

de laWence de 12 h, SendanW leTXel il n¶\ a SaV de dpYelRSSemenW, SXiV la cURiVVance eVW 

e[SRnenWielle maiV SlXV faible TXe SRXU la VRXche VaXYage eW leV aXWUeV mXWanWV. 

Il semble que les deux clusters PEK délétés de Mbh soient impliqués dans la 

croissance de T. EDURSKLOXV à 0,1 MPa, en absence de soufre.  

 

II.b.2.b. Croissances à 40 MPa et 70 MPa 
 

Nous avons testé la croissance sous pression des mêmes souches afin de comparer, mais sur 

des temps plus courts: un suivi de croissance de 12 h avec des points de cinétique réalisés tous 

les 3 h. Un VeXl WpmRin eVW UpaliVp ici, il V¶agiW de la VRXche ¨TERMP_00517, placé dans chaque 

incubateur pour toutes les croissances entreprises. DanV leV caV R� aXcXne cURiVVance n¶eVW Rb-

tenue pour le témoin, la maniSXlaWiRn n¶eVW SaV Yalable. 

Rappelons que 40 MPa, correspond à la pression optimale de croissance de la souche T. baro-

philus, eW TXe 70 MPa eVW Xne SUeVViRn VXSUa-RSWimale. LeV cURiVVVanceV RbWenXeV j 40 MPa, 

UeflpWenW dRnc nRUmalemenW le fRncWiRnnemenW  © RSWimal ª dX mpWabRliVme de T. barophilus, 
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eW 70 MPa j l¶inVWaU de la SUeVViRn de 0,1 MPa, Xne cRndiWiRn de VWUeVV. 

 

FigXUe 37: CUoiVVance deV mXWanWV h\dUogpnaVeV j 40 MPa, aYec eW VanV VoXfUe 
¨co-mbh (bleX claiU), ¨mbh (oUange), Tpmoin ¨TERMP_00517 (UoXge), ¨VhI (maXYe), ¨VhII (YeUW) 

 

 

FigXUe 38: CUoiVVance deV mXWanWV h\dUogpnaVeV j 70 MPa, aYec eW VanV VoXfUe 
¨co-mbh (bleX claiU), ¨mbh (oUange), Tpmoin ¨TERMP_00517 (UoXge), ¨VhI (maXYe), ¨VhII (YeUW) 

 

A 40 MPa et 70 MPa en présence et en absence de soufre, on observe une croissance du mutant 

¨TERMP_00517 (figure 37 et 38), présent dans toutes les manipulations sous pression que 

nous avons entreprises,  il sert de témoin de croissance.  

1,00E+05

1,00E+06

1,00E+07

1,00E+08

0 3 6 9 12

De
ns

ité
 c

el
lu

la
ire

 (c
el

l.m
L-

1)

Temps (Heure)

Croissance à 40 MPa, avec soufre

1,00E+05

1,00E+06

1,00E+07

1,00E+08

0 3 6 9 12

De
ns

ité
 c

el
lu

la
ire

 (c
el

l.m
L-

1)

Temps (Heure)

Croissance à 40 MPa, sans soufre

1,00E+05

1,00E+06

1,00E+07

1,00E+08

0 3 6 9 12

De
ns

ité
 c

el
lu

la
ire

 (c
el

l.m
L-

1)

Temps (Heure)

Croissance à 70 MPa, sans soufre

1,00E+05

1,00E+06

1,00E+07

1,00E+08

0 3 6 9 12

De
ns

ité
 c

el
lu

la
ire

 (c
el

l.m
L-

1)

Temps (Heure)

Croissance à 70 MPa, avec soufre



 

118 

Pour les deux pressions testées, en présence de soufre (figure 37), on remarque une crois-

sance proche de celle du témoin pour les mutants des hydrogénases cytosoliques (ѐshI et 

ѐshII), et au contraire une croissance plus faible pour les hydrogénases membranaires (ѐmbh 

et ѐco-mbh). En absence de  soufre pour les deux pressions testées (figure 38), les mêmes 

conclusions peuvent être faites,  les mutants hydrogénases cytosoliques présentent une crois-

sance, même si le mutant shII (qui correspond au shI de P. furiosus) a une croissance plus 

faible que le mutant shI (qui correspond au shII de P. furiosus), et les mutants hydrogénases 

membranaires ¨mbh et ¨co-mbh, ont une croissance très faible à 40 MPa et 70 MPa sans 

soufre.  

L’ hydrogénase membranaire Mbh a possiblement un rôle pour la croissance de 

T. barophilus, pour toutes les pressions testées, que ce soit l’optimum (40 MPa) 

ou les conditions sub et supra-optimales (0,1 et 70 MPa). La différence notable est que 

pour la pression de 0,1 MPa, en présence de soufre, le mutant mbh n¶eVW SaV imSacWp, maiV 

pour des plus fortes pressions de 40 et 70 MPa, le mutant a une croissance impactée avec et 

sans soufre. Il serait donc intéressant de voir le comportement du mutant  de l¶h\dURgpnaVe 

Mbx pour les différentes pressions. Mbx fonctionne peut être seulement en présence de soufre, 

pour de faible pression.  

Alors que le mutant co-mbh présente une croissance non impactée à 0,1 MPa, on remarque 

que pour des pressions plus élévées, la présence de l¶h\dURgpnaVe Mbh-Codh semble plus im-

portante pour la croissance de T. barophilus. 

Pour l¶h\dURgpnaVe SHII, son absence ne semble pas importante à 0,1 MPa, pourtant pour des 

pressions plus élévées, notamment à 40 et 70 MPa sans soufre, son absence semble entrainer 

un défaut de croissance. 

L¶h\dURgpnaVe SHI ne semble pas quant à elle, avoir de rôle dans la croissance de la souche et 

ce pour toutes les conditions de pression et de soufre testées. 

 

II.b.3. Résultats  de la production d’hydrogène des mutants hydrogénases 

DeV VXiYiV de la SURdXcWiRn d¶H2 SaU leV mXWanWV RnW pWp UpaliVpV SaU chURmaWRgUaShie en ShaVe 
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ga]eXVe. En SaUallqle Xn VXiYi de cURiVVance a pWp effecWXp. A chaTXe WemSV, VRnW dRnc UpaliVpV: 

Xne meVXUe de la SURdXcWiRn d¶H2 eW Xn SUplpYemenW de cellXleV TXi VeUa fi[pe eW cRmSWpe. DeV 

cinpWiTXeV VXU 12 h RnW WRXW d¶abRUd pWp UpaliVpeV VXU le WpmRin eW leV mXWanWV; maiV aXcXne 

SURdXcWiRn de ga] n¶pWaiW dpWecWpe, nRXV aYRnV dRnc aXgmenWp le WemSV de cinpWiTXe, aYec la 

UpaliVaWiRn de SRinWV de cinpWiTXe, j SaUWiU dX WemSV W 24 h. En ce TXi cRnceUne l¶ajRXW de VRXfUe 

danV le milieX, nRXV aYRnV aX SUpalable UpaliVp deV meVXUeV dX WpmRin (¨TERMP_00517) aYec  

Xne cRncenWUaWiRn de 1 g/L de VRXfUe eW VanV VRXfUe. LeV UpVXlWaWV de SURdXcWiRn d¶H2 RnW dRnnp 

de meilleXUV UpVXlWaWV aYec dX VRXfUe danV le milieX. Ce TXi eVW pWRnnanW SXiVTXe la SURdXcWiRn 

d¶h\dURgqne SaU leV h\dURgpnaVeV, Ve faiW nRUmalemenW VanV VRXfUe. NRXV aYRnV dRnc UpaliVp 

Xne gamme de VRXfUe (0 j 1,5 g/L), afin d¶RSWimiVeU la TXanWiWp de VRXfUe j XWiliVeU. La TXanWiWp 

de 0,5 g/L a pWp chRiVie SXiVTX¶elle dRnnaiW le meilleXU WaX[ de SURdXcWiRn eW le meilleXU 

UendemenW cellXlaiUe. MaiV il VeUa npceVVaiUe de UpaliVeU, deV meVXUeV de la SURdXcWiRn d¶H2 eW 

pgalemenW d¶H2S VXU le WpmRin eW l¶enVemble deV mXWanWV, aYec deV TXanWiWpV de VRXfUe de 0, 

0,5, 1 eW 2 g/L. DanV Xn SeUmieU WemSV en VXiYanW le mrme SURWRcRle j SUeVViRn aWmRVShpUiTXe 

eW Vi SRVVible SaU la VXiWe VRXV SUeVViRn (40 eW 70 MPa).  

PRXU le mRmenW la cRndiWiRn WeVWpe eVW Xn VXiYi de cURiVVance eW de SURdXcWiRn d¶H2 dX WpmRin 

¨TERMP_00517 eW deV mXWanWV (¨mbh, ¨co-mbh, ¨shI, ¨shII eW ¨mbx) VXU 72h, aYec VRXfUe 

(0,5 g/L), j SUeVViRn aWmRVShpUiTXe.  

 

¾ GUaShiTXe 0,1 MPa aYec VRXfUe (figure 39) 

LeV UpVXlWaWV RbWenXV mRnWUenW Xn lpgeU UeWaUd de cURiVVance eW de UendemenW cellXlaiUe SRXU 

le mXWanW ѐmbx (figure 39). La cURiVVance deV WpmRinV eW deV aXWUeV mXWanWV eVW Vemblable, 

ce UpVXlWaW eVW en accRUd aYec la SUpcpdenWe cURiVVance RbWenXe j 0,1 MPa eW aYec dX VRXfUe 

(figure 36). Cela SeXW V¶e[SliTXeU SaU le faiW TXe l¶h\dURgpnaVe la SlXV imSRUWanWe danV la 

cURiVVance VanV VRXfUe eVW Mbh, ce TXi e[SliTXe TXe le mXWanW ¨mbh SUpVenWe Xn dpfaXW de 

cURiVVance VanV VRXfUe maiV SaV leV aXWUeV mXWanWV; eW aYec VRXfUe, c¶eVW Mb[ TXi eVW 

l¶h\dURgpnaVe la SlXV imSRUWanWe, ce TXi e[SliTXe TX¶aYec dX VRXfUe, VeXl le mXWanW mbx 

SUpVenWe Xn dpfaXW de cURiVVance. CeV h\SRWhqVeV VRnW en accRUd aYec  la UpgXlaWiRn dX 
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mpWabRliVme de l¶h\dURgqne SaU le VRXfUe.  

En ce TXi cRnceUne la SURdXcWiRn d¶H2, celle-ci eVW ine[iVWanWe SRXU leV mXWanWV mbh eW mbx. 

Une SURdXcWiRn d¶H2 (de W 0h j W 72h) eVW miVe en pYidence SRXU le WpmRin, ¨shI, ¨shII et ¨co-

mbh (SURdXcWiRn SlXV faible) (figure 39); cela SeXW V¶e[SliTXeU SaU Xne SURdXcWiRn baVale d¶H2, 

SeXW-rWUe SURdXiWe SaU l¶h\dURgpnaVe Mbh. MaiV danV ce caV le mXWanW mbx, deYUaiW pgalemenW 

SURdXiUe Xne TXanWiWp Vemblable d¶h\dURgqne, ce TXi n¶eVW SaV le caV ici. De SlXV nRUmalemenW 

en SUpVence de VRXfUe, c¶eVW Xne SURdXcWiRn d¶H2S TXi Ve meW en Slace, SaU l¶acWiYaWiRn de Mb[. 

MaiV cRmme nRXV VRmmeV ici danV Xne cRndiWiRn de SUeVViRn VXb-RSWimale SeXW rWUe TXe le 

mpWabRliVme fRncWiRnne diffpUemenW en UaiVRn de ce VWUeVV.  

 
FigXUe 39: PoXUcenWage de pUodXcWion d'h\dUogqne paU leV mXWanWV eW VXiYi de leXUV cUoiVVanceV 

Tpmoin ¨TERMP_00517 (UoXge)¨co-mbh (bleX claiU), ¨mbh (oUange), , ¨VhI (maXYe), ¨VhII (YeUW), 
¨mb[ (maUUon) 
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II.b.4.  Discussion et conclusion de l’étude 

II.b.4.a. Croissance des mutants hydrogénases et production d’H2 à 0,1MPa 

En fonction des conditions de culture avec/sans soufre, chez de nombreuses Thermococcales, 

un shift a été mis en évidence. Sans soufre les hydrogénases Mbh, SHI et SHII permettent la 

SURdXcWiRn d¶h\dURgqne. Un VhifW UaSide, de TXelTXeV minXWeV, Ve produit quand du soufre est 

ajRXWp en faYeXU deV h\dURgpnaVeV imSliTXpeV danV la fRUmaWiRn d¶H2S, notamment Mbx. La 

réponse serait contrôlée par le régulateur transcriptionnel SurR (LiSVcRmb eW al., 2009). 

¾ Sans soufre 

En absence de soufre, la croissance est ralentie et diminuée pour le mutant ѐmbh. Mbh 

eVW l¶h\dURgpnaVe membUanaiUe SUinciSale TXi SeUmeW la SURdXcWiRn d¶H2. Il semble que les 

deux clusters mbh délétés chez le mutant ѐmbh soient impliqués dans la croissance de T. 

barophilus à 0,1 MPa en absence de soufre. De précédentes études RnW mRnWUp l¶imSRUWance 

des Mbh chez les Thermococcales (P. furiosus (SaSUa eW al., 2000, 2003), T. kodakarensis  

(Kanai eW al., 2005; SanWangelR eW al., 2011)) pour le développement en absence de soufre (pas 

de cURiVVance eW SURdXcWiRn diminXpe d¶h\dURgqne). Par exemple le mutant TSS1103 (délété 

pour Mbh TK2080-2093) de T. kodakarensis (SanWangelR eW al., 2011) où Mbh est 

indiVSenVable SRXU la SURdXcWiRn d¶H2 et pour une croissance sans soufre. Chez P. furiosus, des 

mutants mbhL, SHI/SHII, SHI/SHII/mbhL ont été réalisés (SchXW eW al., 2012), en absence de 

soufre il a été monré que les mutants mbhL et SHI/SHII/mbhL ne présentaient pas de 

croissance, par contre le mutant SHI/SHII a une croissance similaire au témoin ; et en 

présence de soufre, une croissance semblable pour toutes les souches est obtenue. Ce qui 

confirme le rôle de Mbh dans la croissance en absence de soufre et le fait que la compensation 

par les hydrogénases cytosoliques en ce qui concerne la croissance cellulaire ne soit pas 

possible; l¶inYeUVe eVW SRXUWanW YUai. 

Comme chez T. kodakarensis et P. furiosus, nos résultats suggèrent le rôle important de 

l¶hydrogénase Mbh eW SRVViblemenW VRn U{le danV l¶adaSWaWiRn de T. barophilus quand la 

pression est sub-optimale. Aucune autre hydrogénase fonctionnant sans soufre ne semble 

prendre le relais et compenser la perte de mbh.  
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En ce TXi cRnceUne la SURdXcWiRn d¶H2, le mutant TSS1103 de T. kodakarensis ne produit pas 

d¶H2 sans soufre (SanWangelR eW al., 2011), le même constat a été fait chez P. furious (SchXW eW 

al., 2012) où sans soufre dans le milieu, les mutants  de délétion mbhL/SHI/SHII et mbhL ne 

SURdXiVenW SaV d¶h\dURgqne SaU cRnWUe le mXWanW SHI/SHII SURdXiW Xne TXanWiWp d¶H2 compa-

rable au témoin. Il VeUaiW inWpUeVVanW de WeVWeU la SURdXcWiRn d¶H2 du mutant mbh de T. baro-

philus,  les tests sont à refaire avec soufre mais surtout en condition sans soufre. 

 

Chez T. barophilus, l¶pWXde de Mbh nRXV SeUmeW donc de conclure de son importance dans la 

culture sans soufre, puisque un retard de croissance est observé pour le mutant mbh. Cepen-

danW l¶imSRUWance che] d¶aXWUeV Thermococcales comme P. furiosus et T. kodakarensis semble 

plus marquée, SXiVTX¶aXcXne cURiVVance n¶eVW RbVeUYpe quand Mbh est délété, et la production 

d¶H2 est inexistante chez ces souches mutées (SanWangelR eW al., 2011; SchXW eW al., 2012).  

L¶pWXde deYUa rWUe cRmSlpWpe SaU Xne pWXde de la SURdXcWiRn d¶H2 des souches mutées sans 

soufre et à pression atmosphérique, notamment de mbh, et si possible des mutants mbh/shI, 

mbh/shII, voir mbh/shI/shII afin de YpUifieU Vi leV meVXUeV de la SURdXcWiRn d¶H2 par Mbh con-

firment son importance et sont similaires aX[ pWXdeV UpaliVpeV che] d¶aXWUeV Thermococcales. 

Il est également important de noter que 0,1 MPa, n¶eVW SaV la SUeVViRn optimale de la souche, 

nRXV SRXYRnV dRnc VXSSRVeU TXe Mbh en SlXV de VRn U{le danV le mpWabRliVme de l¶H2 en ab-

sence de soufre, semble aYRiU Xn U{le danV l¶adaSWaWiRn aX[ baVVeV SUeVViRnV. 

 

Les mutants ¨shI et ¨shII ne présentent pas de retard de croissance, la croissance est 

équivalente à celle du témoin à 0,1 MPa, sans soufre. Ce qui confirme les premières hypothèses 

quant à l¶imSRUWance de l¶h\dURgpnaVe membUanaiUe Mbh et le rôle secondaire des 

hydrogénases cytosoliques. Chez P. furiosus aucune des deX[ en]\meV n¶eVW indiVSenVable 

pour la viabilité (LiSVcRmb eW al., 2011). DeV mXWanWV deV h\dURgpnaVeV c\WRVRliTXeV de P. 

furiosus : SHI eW SHII, RnW pWp UpaliVpV (LiSVcRmb eW al., 2011). AXcXne diffpUence de cURiVVance 

n¶a pWp mRnWUpe danV leV cRndiWiRnV WeVWpeV (aYec/VanV VRXfUe). LeV mXWanWV de dplpWiRnV 

SHI/SHII, mbhL/SHI/SHII eW dX mXWanW mbhL TXe nRXV aYRnV dpcUiWV SUpcpdemmenW 
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mRnWUenW TXe la SURdXcWiRn d¶H2 n¶eVW SaV UpaliVpe SaU ceV deX[ h\dURgpnaeV c\WRVRliTXeV che] 

P. furiosus (SchXW eW al., 2012). 

DeV pWXdeV cRmSlpmenWaiUeV afin de WeVWeU l¶acWiYiWp deV h\dURgpnaVeV danV le c\WRSlaVme RnW 

pWp UpaliVpeV (SchXW eW al., 2012), VXU leV mXWanWV SHI, SHII eW le dRXble mXWanW SHI/SHII. 

L¶acWiYiWp n¶eVW SaV affecWpe SRXU le mXWanW SHII, SaU cRnWUe SRXU le mXWanW SHI l¶acWiYiWp eVW 

SlXV faible (10%) eW SRXU le dRXble mXWanW SaV d¶acWiYiWp dpWecWpe. Ce TXi cRnfiUme TXe la 

majRUiWp de l¶acWiYiWp deV h\dURgpnaVeV c\WRSlaVmiTXeV eVW dXe j SHI eW TXe Mbh inWeUYienW 

SUinciSalemenW aX niYeaX de la membUane (SaSUa eW al., 2000; SilYa eW al., 2000). DanV nRWUe 

pWXde SHI eW SHII VRnW UeVSecWiYemenW la SHII eW la SHI de P. furiosus, eW mrme Vi leXU acWiYiWp 

UeVSecWiYe n¶a SaV pWp WeVWpe, nRWUe SHII eVW beaXcRXS SlXV e[SUimpe TXe SHI, VelRn leV dRnnpeV 

WUanVcUiSWRmiTXeV, eW en accRUd aYec ce TXi eVW RbWenX che] P. furiosus. 

Chez T. kodakarensis un seul homologue sulfhydrogénase a été découvert (TK2069-72) (FXkXi 

eW al., 2005). Le mutant construit croit au même taux que le témoin dans un milieu avec du 

soufre et sans soufre, mais la densité cellulaire finale est plus faible pour le mutant. En dépit 

de la plus faible denViWp cellXlaiUe, la SURdXcWiRn d¶H2 est plus importante pour le mutant que 

pour la souche sauvage. Une explication serait que le mutant ѐSHI est incapable de consommer 

l¶H2 produit par Mbh (SanWangelR eW al., 2011). 

Les résultats à 0,1 MPa sur les hydrogénases cytosoliques de T. barophilus, nous donnent des 

informations similaires aux autres Thermococcales. Elles ne sont pas indispensables à la crois-

Vance ni j la SURdXcWiRn d¶H2. Cependant si on se réfère aux études transcriptomiques chez T. 

barophilus et P. yayanosii, il a été montré que ces sXlfh\dURgpnaVeV aYaienW Xn niYeaX d¶e[-

pression qui variait pour de basses pressions. Chez T. barophilus, une sur-expression des gènes 

codant pour les hydrogénases cytosoliques à 0,1 et 70 MPa, et pour P. yayanosii une sous-

expression de celles-ci, pour de faibles et hautes pressions. Or dans notre étude les sulfhydro-

génases ne semblent pas impliquées dans la croissance pour de faibles pressions (0,1 MPa). 

 

En ce qui concerne le mutant ѐmbx, réaliser une croissance sans soufre de ce mutant est à 

envisager. Le résultat attendu de la délétion de cette hydrogénase, TXand il n¶\ a SaV de VRXfUe 
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serait une croissance non impactée. Ce qui confirmerait que son activité est naturellement in-

hibée par le régulateur SurR quand le soufre est absent. Des mutants de délétions de l¶h\dUR-

génase Mbx (TS1105) ont été réalisés chez T. kodakarensis (SanWangelR eW al., 2011), la crois-

sance du mutant sans soufre est identique à celle du témoin, et il en est de même pour la pro-

dXcWiRn d¶h\drogène. Une étude de délétion de mbx a également était réalisée chez P. furiosus 

(BUidgeU eW al., 2011) qui ne montre pas de différence de croissance en absence de soufre, mais 

leV UpVXlWaWV V¶aYqUenW SlXV inWpUeVVanW en SUpVence de VRXfUe ce TXe nRXV allRnV pYRTXeU par la 

suite. Réaliser ces croissances sans soufre à 0,1 MPa chez T. barophilus permettrait un com-

SlpmenW d¶infRUmaWiRn, maiV l¶pWXde de ce mXWanW UeVWe Slus enrichissante en présence de 

soufre. 

Les études transcriptomiques chez P. yayanosii, ont montré que mbx était sur-exprimée pour 

des stress de pression, maiV ceci n¶eVW SaV YUai che] T. barophilus,  R� il n¶\ a pas de changement 

de l¶expression de mbx  à 0,1 MPa et 70 MPa. Les résultats de transcriptomiques sont tout de 

même à nuancer, SXiVTX¶elleV RnW pWp UpaliVpeV en SUpVence  de VRXfUe, eW ceWWe VXU-expression 

des gènes mbx chez P. yayanosii peut également être liée à ce facteur soufre ; ainsi réaliser les 

pWXdeV de WUanVcUiWRmiTXeV VanV VRXfUe SeUmeWWUaiW de YpUifieU TXelle eVW la SaUW de l¶inflXence 

du soufre dans ces résultats de transcriptomiques (MichRXd, 2014; MichRXd and JebbaU, 

2016). Pour le moment un retard de croissance et un rendement cellulaire légérement plus 

faible du mutant à 0,1 MPa et avec soufre, ont été observés, mais il serait intéressant de refaire 

un suivi de croissance de ѐmbx aux différentes pressions, pour voir si l¶oxidoréductase Mbx 

permet une croissance sous pression.  

 

¾ Avec  soufre 

En présence de soufre, une croissance est observée pour les mutants mbh, co-mbh, shI, 

shII. Ces hydrogénases pour cette pression et avec soufre, ne semblent pas nécessaires à la 

croissance de la souche. L¶h\SRWhqVe aSSRUWpe Sar la littérature serait que Mbx assure la 

croissance en présence de soufre dans le milieu. Mbx est un homologue de la sous unité du 

cRmSle[e Mbh. L¶e[SUeVViRn de ceW RSpURn eVW UaSidemenW eW VenViblemenW aXgmenWpe SaU la 



 

125 

présence de soufre. Le complexe Mbx remplace fonctionnellement le complexe Mbh quand du 

soufre est disponible (ChRX eW al., 2007; SchXW eW al., 2007). Il eVW j nRWeU TX¶Xne faible maiV 

dpWecWable TXanWiWp d¶H2 eVW SURdXiWe SaU WRXWeV leV VRXcheV cRnWenanW l¶RSpURn mbh (VaXf SRXU 

¨mbx) TXand dX VRXfUe eVW SUpVenW, ce TXi SeXW rWUe YX cRmme le niYeaX d¶e[SUeVViRn baVal de 

Mbh (SanWangelR eW al., 2011). 

L¶pWXde de la croissance du mutant ѐmbx permettrait de voir le comportement du mutant en 

présence et en absence de soufre. En se référant à la littérature en présence de soufre, on pour-

UaiW V¶aWWendUe j Xne cURiVVance SlXV faible YRiU SaV de croissance pour ce mutant mbx, étant 

dRnnp TXe c¶eVW l¶h\dURgpnaVe TXi fRncWiRnne aYec du soufre (nos premiers résultats de suivi 

de croissance de ¨mbx avec soufre, montrent un retard de croissance et un rendement cellu-

laire légérement plus faible). 

 Chez T. kodakarensis, un mutant de délétion mbx (TS1105) (TK1214-1226), a été construit. 

Avec du soufre dans le milieu la souche pousse plus lentement et la densité cellulaire et 25% 

moins importante que celle du témoin (SanWangelR eW al., 2011). Dans un milieu sans soufre, la 

croissance du mutant mbx eW la SURdXcWiRn d¶H2 est la même que pour la souche témoin (T. 

kodakarensis), ce TXi SURXYe TXe l¶e[SUeVViRn de Mbh est suffisante pour les réoxydations de 

cofacteur. 

Des mutants de délétions ont également été obtenus chez P. furiosus (BUidgeU eW al., 2011), la 

délétion de mbxL en présence de soufre, a entrainé un défaut de croissance mais la délétion de 

cette hydrogénase n¶eVW SaV lpWhale contrairement à VRn hRmRlRgXe Mbh. L¶h\SRWhqVe eVW TX¶en 

présence de sRXfUe d¶aXWUeV mpcaniVmeV inWeUYiennenW.  

En ce TXi cRnceUne la SURdXcWiRn d¶H2S, les études de délétion de certaines hydrogénases ont 

permis de rendre compte que ni Mbh, ni SHI, ni SHII ne sont responsable de la production 

d¶H2S. Che] P. furiosus (SchXW eW al., 2012) la SURdXcWiRn de ga] a pWp UpaliVpe, VXU leV dRXbleV 

mXWanWV SHI/SHII eW VXU SHI/SHII/mbhL ainVi TXe VXU le mXWanW mbhL, SRXU diffpUenWeV 

TXanWiWpV de VRXfUe (VanV VRXfUe, 0,5 g/L eW 2 g/L). En ce TXi cRnceUne la SURdXcWiRn d¶H2S 

aXcXne SURdXcWiRn n¶eVW RbVeUYpe, en cRndiWiRn VanV VRXfUe. MaiV SRXU leV aXWUeV cRndiWiRnV 

(0,5 g/L eW 2 g/L) il \ a SURdXcWiRn d¶H2S SRXU WRXWeV leV VRXcheV WeVWpeV, leV YaleXUV VRnW TXaVi 
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pTXiYalenWeV.  

Cependant le mutant de mbx,  mbxL a montré une SURdXcWiRn d¶H2S en présence de soufre, ce 

TXi VXggqUe TXe d¶aXWUes mécanismes soient impliqués dans la réduction du soufre (BUidgeU eW 

al., 2011). 

L¶pWXde dX mXWanW mbx serait intéressante afin de comparer à la littérature, ce qui se passe 

chez T. barophilus TXand dX VRXfUe eW SUpVenW en WeUme de cURiVVance eW de SURdXcWiRn d¶H2S 

de ce mutant ѐmbx. 

De SlXV cRmme nRXV l¶avons évoqué un peu plus haut, Mbx est sur-exprimée chez  P. yayanosii 

en condition de hautes et basses pressions, ce qui suggère peut être un rôle de cette oxydoré-

dXcWaVe danV l¶adaSWaWiRn j la SUeVViRn, maiV YX TXe leV pWXdeV de WUancUiSWRmiTXeV VRnW Upali-

sées avec du soufre, le doute de son inflXence danV ceWWe pWXde n¶eVt pas à écarter, SXiVTX¶Rn le 

sait Mbx est activé en presence de soufre. Les cultures du muant ѐmbx avec et sans soufre et 

pour les différentes conditions de pression, permettraienW d¶aSSRUWeU deV éléments de réponses 

complémentaires. Si par exemple à 0,1 MPa et 70 MPa, en condition de soufre et sans soufre, 

on obtient un retard de croissance du mutant ѐmbx, TXi n¶eVW SaV RbVeUYp j 40 MPa, cela cRn-

firmerait les données de transcriptomique.   

 

En ce TXi cRnceUne leV meVXUeV de la SURdXcWiRn d¶H2 j l¶0,1 MPa, afin de cRmSlpWeU l¶pWXde, il 

VeUaiW inWpUeVVanW de UpaliVeU : 

Un VXiYi de cURiVVance, dRVage d¶H2S eW H2 en  SUpVence de VRXfUe:  

x RefaiUe ceWWe cURiVVance deV mXWanWV aYec la mrme TXanWiWp de VRXfUe (0,5 g/L), maiV 

pgalemenW en UpaliVanW Xne gamme VRXfUe (0,5 g/L, 1g/L eW 2g/L TXi VRnW deV TXanWiWpV 

de VRXfUe UeWURXYpeV danV la liWWpUaWXUe). 

x FaiUe le dRVage d¶h\dURgqne en SaUallqle SaU chURmaWRgUaShie en ShaVe ga]eXVe. 

x MaiV aXVVi YpUifieU la SURdXcWiRn d¶H2S (la dpWecWiRn SaU le micUR-GC ne SeUmeW SaV de 

meVXUeU l¶H2S, WeVWeU aYec Xn dRVage cRlRUimpWUiTXe), SXiVTXe en SUpVence de VRXfUe, le 

mpWabRliVme en faYeXU de la SURdXcWiRn d¶H2S eVW faYRUiVp. Cela eVW lip j Xne leYpe 

d¶inhibiWiRn dX cRmSle[e Mb[ dX faiW de la dpUpgXlaWiRn dX UpgXlaWeXU SXUR eW aX 
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cRnWUaiUe Xne SeUWe d¶acWiYaWiRn deV h\dURgpnaVeV SURdXcWUiceV d¶H2. 

x Enfin le faiW de faiUe Xne gamme de VRXfUe SeUmeWWUaiW de YRiU Vi la TXanWiWp de VRXfUe a 

Xne inflXence VXU la SURdXcWiRn d¶H2S. LeV SURdXcWiRnV d¶H2S VRnW-elleV VRXfUe 

dpSendanWeV ? 

 

Un VXiYi de cURiVVance, dRVage d¶H2S eW H2 en  abVence de VRXfUe:  

x FaiUe Xne cURiVVance deV mXWanWV en abVence de VRXfUe danV le milieX, deYUaiW nRXV 

aSSRUWeU SlXV d¶infRUmaWiRnV VXU la SURdXcWiRn d¶H2 en fRncWiRn deV dplpWiRnV 

enWUeSUiVeV. En Ve UpfpUanW aX VXiYi de cURiVVance UpaliVp SUpcpdemmenW, leV mXWanWV 

RnW Xne cURiVVance Vemblable aX WpmRin, VaXf le mXWanW ѐmbh TXi VanV VRXfUe SUpVenWe 

Xn UeWaUd de cURiVVance; ce TXi cRnfiUme l¶imSRUWance de ceWWe h\dURgpnaVe 

membUanaiUe. DanV leV  cRnclXViRnV SUpcpdenWeV Mbh VemblaiW SallieU eW SeUmeWWUe la 

cURiVance deV aXWUeV mXWanWV. Ce TXi cRnfiUme leV dRnnpeV de la liWWpUaWXUe. DanV le 

VXiYi de cURiVVance SUpcpdenW le mXWanW Mb[ n¶aYaiW SaV pWp VXiYi, il VeUaiW inWpUeVVanW 

de YRiU Va cURiVVance ici. 

x FaiUe en SaUallqle Xn VXiYi de la SURdXcWiRn d¶H2 TXi SRXUUaiW en abVence de VRXfUe nRXV 

dRnneU SlXV d¶infRUmaWiRn, SXiVTXe c¶eVW danV ceV cRndiWiRnV TXe le mpWabRliVme eVW 

enclenchp. On SRXUUaiW V¶aWWendUe SRXU leV mXWanWV ѐco-mbh, ѐshI, ѐshII et ѐmbx j Xne 

SURdXcWiRn d¶H2. PRXU mbx la SURdXcWiRn deYUaiW rWUe ma[imale aX mRinV pTXiYalenWe 

j celle deV WpmRinV. LeV VXSSRViWiRnV ne VRnW SaV aXVVi V�UeV SRXU leV mXWanWV ѐshI, 

ѐshII et ѐco-mbh, TXi UaSSelRnV-le, VRnW deV h\dURgpnaVeV pgalemenW acWiYpeV en 

abVence de VRXfUe danV le milieX, il eVW SRVVible TXe leXUV dplpWiRn affecWenW SlXV RX 

mRinV la SURdXcWiRn d¶H2. 

x En SaUallqle Xn dRVage de l¶H2S SRXUUaiW rWUe inWpUeVVanW, nRUmalemenW VanV VRXfUe le 

mpWabRliVme de l¶H2S eVW inhibp maiV SeXW- rWUe TX¶Xne SURdXcWiRn baVale VeUa dpWecWpe. 

DeV diffpUenceV en abVence dX cRmSle[e Mb[ VeURnW SeXW rWUe nRWpeV. 
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PRXU cRmSlpWeU l¶pWXde:  

x L¶pWXde d¶aXWUeV mXWanWV cRnVWUXiWV cRmme le dRXble mXWanW ѐmbh/co-mbh RX en 

cRXUV de cRnVWUXcWiRn cRmme le UpgXlaWeXU surR SRXUUaiW pgalemenW rWUe inWpUeVVanW. Il 

SRXUUaiW rWUe inWpUeVVanW de YRiU ce TXi Ve SaVVe TXand le UpgXlaWeXU SXUR eVW abVenW 

danV leV diffpUenWeV cRndiWiRnV dejj WeVWpeV.  

Si SXUR eVW abVenW en cRndiWiRn VanV VRXfUe, il \ aXUa-W-il Xne cURiVVance dX mXWanW aYec 

eW VanV VRXfUe ? La SeUWe dX UpgXlaWeXU SXUR aXUa-W-elle Xn imSacW VXU la TXanWiWp d¶H2 

eW H2S SURdXiWe danV leV deX[ cRndiWiRnV aYec RX VanV VRXfUe ?  

x Enfin, leV meVXUeV  de ga] VRXV SUeVViRn SRXUUaienW cRmSlpWeU leV pWXdeV de cURiVVance 

VRXV SUeVViRn deV mXWanWV. TRXW d¶abRUd VXU la VRXche WpmRin, Rn SRXUUaiW cRmSaUeU 

leV SURdXcWiRnV d¶H2 eW d¶H2S, 40 MPa eVW la SUeVViRn RSWimale SRXU T. barophilus, eVW 

ce TXe leV SURdXcWiRnV VeURnW changpeV SRXU deV YaUiaWiRnV de SUeVViRnV. PeXW rWUe TXe 

SRXU deV VWUeVV SUeVViRn, leV SURdXcWiRnV de ga] VeURnW diminXpeV Vi la VRXche eVW en 

difficXlWp, RX aX cRnWUaiUe aXgmenWpe SRXU V¶adaSWeU aX mieX[ j ceV changemenWV. Che] 

T. barophilus, leV pWXdeV WUanVcUiSWRmiTXeV RnW mRnWUp TXe le VWUeVV SUeVViRn engendUe 

Xne VXU-e[SUeVViRn deV gqneV imSliTXpV danV la SURdXcWiRn d¶pneUgie, leV h\dURgpnaVeV 

nRWammenW ; SaU e[emSle mbh, mbh-codh, shII RX encRUe shI VRnW VXUe[SUimpeV j 0,1 

eW 70 MPa. EVW ce TXe le faiW TXe leV gqneV VRienW VXU-e[SUimpV Ya faiUe TXe leXU acWiYiWp 

VeUa pgalemenW SlXV imSRUWanWe ? 

 

LeV SUemiqUeV cinpWiTXeV de cURiVVance eW SURdXcWiRn d¶H2, dRnW nRXV YenRnV de SaUleU, RnW pWp 

UpaliVpeV j SUeVViRn aWmRVShpUiTXe. Il eVW imSRUWanW de UaSSeleU TXe T. barophilus eVW Xne 

aUchpe Sip]RShile, iVRlpe j 3550 m de SURfRndeXU. SRn RSWimXm de SUeVViRn eVW j 40 MPa, 

aXVVi leV cRndiWiRnV TXe nRXV YenRnV de YRiU j SUeVViRn aWmRVShpUiTXe, VRnW SRVViblemenW Xne 

cRndiWiRn de VWUeVV SRXU T. barophilus. Il eVW dRnc SRVVible TXe l¶h\dURgpnaVe Mbh VRiW 

indiVSenVable SRXU la cURiVVance danV ceWWe cRndiWiRn de SUeVViRn VXb-RSWimale maiV j 40 MPa, 

leV UpVXlWaWV diffpUeURnW SeXW-rWUe. A 40 MPa, la VRXche pWanW j VRn RSWimXm de SUeVViRn, le 

mpWabRliVme pneUgpWiTXe eVW RSWimal, dX faiW d¶Xn nRmbUe de cellXleV imSRUWanW eW dRnc d¶Xne 
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SURdXcWiRn d¶pneUgie VXffiVanWe. AXVVi SRXU Xne cRndiWiRn de 70 MPa TXi cRUUeVSRnd j Xne 

SUeVViRn VXSUa-RSWimale, leV UpVXlWaWV VeURnW SeXW-rWUe VemblableV j Xn VWUeVV j 0,1 MPa, RX aX 

cRnWUaiUe, Xne aXWUe faoRn de UpgXleU le mpWabRliVme de l¶H2 Ve meW en Slace SRXU de fRUWeV 

SUeVViRnV. D¶aSUqV leV pWXdeV de WUancUiSWRmiTXe che] T. barophilus, leV gqneV deV 

h\dURgpnaVeV VRnW VXU-e[SUimpV en cRndiWiRn de VWUeVV SUeVViRn (0,1 eW 70 MPa), leV clXVWeUV 

mbh, mbh-codh VRnW VXU-e[SUimpeV j 0,1 eW 70 MPa eW leV gqneV cRdanW SRXU leV h\dURgpnaVeV 

c\WRVRliTXeV shI eW shII pgalemenW. AX cRnWUaiUe le UpgXlaWeXU SXUR eW Mb[ ne VRnW SaV imSacWpV, 

UaSSelRnV TXe ceV pWXdeV RnW pWp UpaliVpeV en SUpVence de VRXfUe (VannieU, 2012). Le 

mpWabRliVme de l¶h\dURgqne Vemble dRnc mRdifip en cRndiWiRn de VWUeVV SUeVViRn SRXU la 

VRXche. LeV anal\VeV  de cURiVVance RnW dRnc pgalemenW pWp UpaliVpeV VRXV SUeVViRn j 40 MPa 

eW 70 MPa, en SUpVence eW abVence de VRXfUe. 

Il faXW dRnc SUendUe en cRnVidpUaWiRn TXe le mpWabRliVme eVW a priori imSacWp SaU leV YaUiaWiRnV 

de SUeVViRn, en SlXV dX facWeXU VRXfUe TXi inflXence le mpWabRliVme.  

 

II.b.4.b. Croissance des mutants hydrogénases sous pression 
 

¾ Avec soufre 
 

En présence de soufre, Rn V¶aWWend j ce TXe leV mXWanWV TXi ne fRncWiRnnenW SaV aYec VRXfUe 

ne soient pas impactés,  puisque selon la littérature ils ne sont pas activés par le régulateur 

dans cette condition; ne serait impacté à 40 MPa et 70 MPa, avec soufre que le mutant de Mbx. 

PXiVTXe en SUpVence de VRXfUe c¶eVW la seule hydrogénase étudiée potentiellement active, résul-

tat que nous attendons également à pression atmosphérique (BUidgeU eW al., 2011).  

Nous ne pouvons que supposer le résultat que nous pourrions avoir, VachanW TX¶aXcXne aXWUe 

étude de suivi de croissance de mutants hydrogénases de Thermococccales VRXV SUeVViRn n¶a 

été réalisée. Nous pouvons cependant nous appuyer sur les études transcriptomiques réalisées 

chez T. barophilus. 

Soit comme attendu en présence de soufre, un défaut de croissance du mutant ѐmbx, ce qui 

irait dans la théorie de sa régulation positive en SUpVence de VRXfUe dX faiW d¶Xne inhibiWiRn dX 
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régulateur SurR. Si au contraire une croissance est observée soit il y a un phénomène de com-

pensation par un autre système qui fonctionne également à cette pression ou une dérégulation 

du régulateur SurR. En effeW Rn SRXUUaiW imagineU TXe la SUeVViRn inflXence l¶pWaW UedR[ dX 

UpgXlaWeXU, ainVi aX lieX d¶rWUe danV VRn pWaW R[\dp, il VeUaiW danV un état réduit (capable de se 

fixer au promoteur), ce qui inactiverait mbx et au contraire permettrait l¶acWiYaWiRn deV gènes 

codant les autres hydrogénases sous pression. Afin de valider cette hypothèse les cultures de 

cette souche ¨mbx sous pression à 40 et 70 MPa, avec du soufre,  seraient à réaliser. 

 Or ici deux profils se dessinent, un premier profil pour les mutants ѐmbh et ѐco-mbh qui con-

firment cette hypothèse. A 40 et 70 MPa, avec du soufre, la délétion de mbh et également celle 

de co-mbh entrainent un défaut de croissance de la souche, ce qui suppose que dans cette con-

dition leur présence a une importance alors que cela n¶eVW SaV RbVeUYp j SUeVViRn aWmRVShp-

rique (0,1 MPa, avec du soufre).  

x Chez les autres Thermococcales, j l¶R,1 MPa, Mbx fournit l¶pneUgie VXffiVanWe SRXU la 

croissance. Les deux hydrogénases Mbh et Co-Mbh ne sont pas censées être fonction-

nelles en présence de soufre. Mbh et Co-Mbh ont-elleV de l¶imSRUWance danV la cXlWXUe 

sous hautes pressions avec du soufre ? La création eW l¶pWXde de dRXble mXWanWV 

¨mbx/¨mbh et ¨mbx/¨co-mbh, permettrait également de mieux comprendre le phé-

nomène.  

x Mbx est-il inactivé sous pression ? La croissance du mutant ѐmbx sous pression et en 

condition de soufre permettrait de répondre à ces hypothèses, ce qui supposerait un 

changement de fonctionnement du  régulateur SurR. 

x SurR serait-il impacté par la pression ? Son état redox est-il impacté sous pression? 

L¶pWXde dX mXWanW ѐsurR sous pression en condition avec et sans soufre  pourrait être 

intéressante. 

En ce qui concerne les mutants ѐshI et ѐshII, ils ont une croissance attendue, avec du soufre, 

ilV n¶inWeUYiennenW SeX (SHII) RX SaV (SHI) dans la croissance. Ce qui est similaire à ce qui est 
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obtenu à 0,1 MPa maiV Ya j l¶encRnWUe des hypothèses précédentes notamment celles sur le 

régulateur SurR. Mbx jouerait ici son rôle. La construction de mutant ¨mbx/¨shI et 

¨mbx/¨shII seraient intéressants, pour voir si avec du soufre il y a croissance ou non, norma-

lement non, et permettrait de cRnclXUe VXU l¶imSRUWance de Mbx VRXV SUeVViRn. S¶il n¶\ a SaV de 

croissance cela confirmerait le fonctionnement normal de SurR sous pression et le fonctionne-

ment de Mbx. Au contraire V¶il \ a cURiVsance alors Mbh et Mbh-Codh ont possiblement une 

implication sous pression et avec VRXfUe, cela VeUaiW en faYeXU d¶Xne dpUpgXlaWiRn de SXUR SaU 

la pression. Ce qui pourrait expliquer les résultats de transcriptomiques et le fait que pour des 

stress pressions et avec soufre, il y ait une sur-expression des gènes normalement sur-expri-

mées par le régulateur en condition sans soufre (mbh, mbh-codh, shI et shII) (VannieU eW al., 

2015). 

¾ Sans soufre 
 

En absence de soufre, Mbx n¶inWeUYienW SaV nRUmalemenW VaXf Vi changemenW d¶pWaW Up-

duit/oxydé du régulateur sous pression ; mais normalement un mutant de délétion mbx devrait 

présenter une croissance standard (semblable au témoin), car les autres hydrogénases sont 

activées sans soufre par SurR. 

Les trois autres hydrogénases devraient présenter un défaut de croissance, plus important pour 

¨mbh et ¨co-mbh, et légérement pour ¨shI et ¨shII. Ici la croissance des mutants ѐmbh et 

ѐco-mbh est réduite, fortement impactée, à 40 MPa et 70 MPa, sans soufUe, alRUV TX¶j 0,1 MPa 

seule ѐmbh avait un retard, il y a donc ici un effet pression qui confiUme l¶imSRUWance de Mbh 

et implique Mbh-Codh. Pour ¨SHI et ¨SHII la croissance est légérement plus faible, ces deux 

autres hydrogénases pour les mêmes conditions semblent moins impactées.  

Dans ce cas-ci, il ne semble pas avoir de dérégulation du SurR par la pression, mais il pourrait 

être intéressant de tester la croissance du  mutant ѐmbx dans cette condition (40 ou 70 MPa, 

VanV VRXfUe) SRXU YRiU la UpSRnVe dX  mXWanW. S¶il \ a cURiVVance, cela eVW en faYeXU d¶Xne UpSRnVe 

normale du régulateur, mais si sans soufre et sous pression, la croissance du mutant ѐmbx est 
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impactée, cela VeUaiW en faYeXU d¶Xne dpUpgXlaWiRn de SXUR SaU la SUeVViRn. MaiV ceWWe h\SR-

thèse ne semble pas valide au vu de nos résultats de croissance sans soufre et sous pression. 

 

Si l’on résume l’hydrogénase Mbh semble importante pour la croissance de la 

souche à 0,1 MPa en absence de soufre et sous pressions à 40 et 70 MPa, et ce peu 

importe la présence ou l’absence de soufre. 

La carboxyhydrogénase Mbh-Codh n’a pas d’influence à 0,1 MPa que ce soit en 

absence ou présence de soufre, mais pour de fortes pressions, cette hydrogénase 

semble avoir un impact sur la croissance de T. barophilus, dans les deux condi-

tions avec et sans soufre. 

Les Sulhydrogénases SHII (SHI de P. furiosus) et SHI (SHII de P. furiosus) ne 

semblent pas influencer la croissance, pour de faibles pressions, mais il semble-

rait que SHII soit quand même impliquée dans la croissance sous hautes pres-

sions, avec et sans soufre. 

Le soufre semble avoir un impact sur la croissance à 0,1 MPa, et réguler le méta-

bolisme de manière semblable à ce qui est connu pour les autres Thermococcales. 

Mais pour de hautes pressions sa présence ou absence, ne semble pas influencer 

le métabolisme de la même manière (du  moins en présence de soufre). 
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Discussion ge ne rale et conclusion 
En WeUme d¶adaSWaWiRn de nRmbUeXVeV pWXdeV VRnW UpaliVpeV VXU la WemSpUaWXUe, la ValiniWp, l¶aci-

diWp, eW en dpSiW dX faiW TXe l¶eVVenWiel dX YRlXme de la biRVShqUe WeUUeVWUe eVW VRXmiV j deV 

pressions élevées,  la pression reste  l¶Xn deV SaUamqWUeV le mRinV pWXdip.  

Les hautes pressions hydrostatiques ont pourtant des effets sur les macromolécules et le mé-

tabolisme cellulaire.  

Les effets de la pression hydrostatique ont été majoritairement étudiés chez les espèces méso-

philes,  tel que E. coli ou encore  S. cerevisiae.  

Des travaux ont commencé sur les espèces piézophiles et ont montré des réponses similaires 

face au stress engendré par la pression. En ce qui concerne les acides aminés par exemple, un 

certain nombre d¶acideV aminpV aURmaWiTXeV ne SeXYenW rWUe V\nWhpWiVpV VRXV haXWeV SUeV-

sions, leur synthèse étant trop coûteuse en énergie (histidine/tryptophane) (CaUiR eW al., 2015). 

Un changemenW glRbal danV l¶e[SUeVViRn gpniTXe deV diYeUVeV YRieV mpWabRliTXeV a été observé 

lorsque la pression change (VannieU eW al., 2015). De nombreuses modifications (augmentation 

des insaturations, incorporation de lycopènes) au niveau de la membrane quand la pression 

augmente. Enfin la mise en évidence de la production de mRlpcXleV d¶adaSWaWiRn j la SUeVViRn 

hydrostatique (solutés compatibles) (CaUiR eW al., 2016). 

 

DeV WUaYaX[ RnW pmiV l¶h\SRWhqVe TXe deV gqneV cRdanW SRXU leV h\dURgpnaVeV, ont une expres-

sion modulée en fonction de la pression, et SRXUUaienW jRXeU Xn U{le danV l¶adaSWaWiRn j la SUeV-

sion chez les Thermococcales, comme chez T. barophilus (VannieU eW al., 2015), P. yayanosii 

(MichRXd and JebbaU, 2016) et plus récemment chez T. piezophilus (DalmaVVR, 2016). CeV WUa-

YaX[ UpaliVpV aX labRUaWRiUe RnW cRnVWiWXp Xn SRinW de dpSaUW danV nRWUe pWXde de cRmSUphen-

ViRn d¶adaSWaWiRn aX[ haXWeV SUeVViRnV h\dURVWaWiTXeV che] T. barophilus. NRXV aYRnV dRnc 

dpcidp de nRXV inWpUeVVeU j ceV h\dURgpnaVeV eW j leXU mpWabRliVme.  

Che] leV Thermococcales comme T. onnurineus, T. kodakarensis, P. furiosus, T. paralvinellae 

(HenVle\ eW al., 2016; Kim eW al., 2010; LiSVcRmb eW al., 2011; MRRn eW al., 2015; SanWangelR eW 

al., 2011) , leV h\dURgpnaVeV VRnW imSliTXpeV danV Xn V\VWqme UeVSiUaWRiUe VimSle R� elleV lienW 
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l¶R[\daWiRn de la feUUedR[ine j la fRUmaWiRn d¶h\dURgqne, eW VWRckenW l¶pneUgie VRXV la fRUme 

d¶Xn gUadienW d¶iRnV WUanVmembUanaiUe (SchXW eW al., 2013b).  

  

L¶en]\me UeVSRnVable de la fRUmaWiRn de l¶H2 eVW Xn cRmSle[e h\dURgpnaVe lip j la membUane, 

aSSelp Mbh (McTeUnan eW al., 2014). Mbh gpnqUe de l¶h\dURgqne mRlpcXlaiUe eW XWiliVe l¶pneUgie 

de ceWWe UpacWiRn e[eUgRniTXe SRXU cUpeU Xn gUadienW de SURWRnV de SaUW eW d¶aXWUe de la 

membUane. EnVXiWe le SRmSage deV iRnV Na+ Ve faiW YeUV l¶inWpUieXU de la cellXle SaU Xne ATP 

V\nWhaVe (SaSUa eW al., 2003), SeUmeWWanW ainVi la V\nWhqVe d¶ATP eW dRnc la SURdXcWiRn 

d¶pneUgie. CeWWe en]\me fRncWiRnne en abVence de VRXfUe. Il ne Vemble SaV e[iVWeU d¶aXWUeV YRieV 

mpWabRliTXeV SXiVTXe leV mXWanWV de dplpWiRn de mbh enWUainenW la mRUW cellXlaiUe (ChRX eW 

al., 2007; SakXUaba eW al., 2004). 

La feUUedR[ine eVW le VeXl acceSWeXU d¶plecWURnV SRXU l¶R[\daWiRn deV glXcideV. PaU cRnVpTXenW, 

Xn mpcaniVme de SURdXcWiRn de NADPH eVW pgalemenW npceVVaiUe SRXU SURdXiUe deV 

pTXiYalenWV UpdXcWeXUV SRXU la biRV\nWhqVe. AinVi, deV VXlfh\dURgpnaVeV c\WRVRliTXeV VRnW 

UeWURXYpeV che] leV Thermococcales (BU\anW and AdamV, 1989; Ma eW al., 2000). CelleV-ci 

SeUmeWWenW de fRXUniU dX NADPH en XWiliVanW l¶h\dURgqne cRmme dRnneXU d¶plecWURnV. 

Le gpnRme deV Thermococcales cRnWienW pgalemenW Xne R[idRUpdXcWaVeV lipe j la membUane 

nRmmp Mb[, TXi SUpVenWe Xne VimilaUiWp de VpTXence pleYpe aYec Mbh (hRmRlRgXe de Mbh) 

(SilYa eW al., 2000). Mb[ UpdXiW le NADP aYec la feUUedR[ine cRmme dRnneXU d¶plecWURnV eW 

SeUmeW la cRnVeUYaWiRn d¶pneUgie en SRmSanW deV iRnV H+ RX Na+. CeWWe en]\me fRncWiRnne en 

SUpVence de VRXfUe  (SchXW eW al., 2007). Ce mpWabRliVme eVW VRXV la dpSendance dX VRXfUe eW 

dX  UpgXlaWeXU WUanVcUiSWiRnnel SXUR (LiSVcRmb eW al., 2017; Yang eW al., 2010). DanV VRn pWaW 

UpdXiW, SXUR acWiYe la WUanVcUiSWiRn de gqneV TXi cRdenW SRXU leV h\dURgpnaVeV VRlXbleV H\h I 

(SHI) eW II (SHII), eW Mbh, ainVi TXe de nRmbUeX[ aXWUeV gqneV imSliTXpV danV le mpWabRliVme 

de l¶h\dURgqne (SchXW eW al., 2007). AX mrme mRmenW SXUR UpSUime l¶e[SUeVViRn deV gqneV 

imSliTXpV danV la UpdXcWiRn dX VRXfUe : NVU, Mb[, SdR (BUidgeU eW al., 2011).  
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Des études transcriptomiques chez deux modèles de Thermococcales ont permis de mettre en 

pYidence Xne mRdXlaWiRn de l¶e[SUeVViRn deV gqneV en fRncWiRn de la SUeVViRn. En effeW chez P. 

yayanosii, il a été observé aux pressions inférieures et supérieures à la pression optimale de 

croissance, une sous-expression des hydrogénases membranaires (Mbh), ainVi TX¶une sous-

expression des hydrogénases cytosoliques SHI et SHII, mais une sur-expression des oxidoré-

ductases (Mbx) (MichRXd, 2014). Chez T. barophilus, la réponse des hydrogénases face aux 

variations de pression est différente, les hydrogènases membranaires sont sur-exprimées en 

condition de stress pression, il en est de même pour les hydrogénases cytosoliques qui sont 

sur-exprimées à 0,1 MPa et 70 MPa (VannieU eW al., 2015). Chez T. piezophilus, de nombreux 

clXVWeUV d¶h\dURgpnaVeV eW de sulfhydrogénases ont été mis en évidence dans le génome, les 

analyses du transcriptome sont encore en cours, mais les grandes tendances déjà observées 

dans le transcriptomes des autres Thermococcales piézophiles semblent se confirmer, les mé-

canismes de prRdXcWiRn eW cRnYeUViRn d¶pneUgie VRnW affecWpV SaU leV YaUiaWiRnV de SUeVViRn  

(Moalic et al., en préparation). 

Afin d¶pWXdieU leV gqneV VXSSRVpV d¶adaSWaWiRn j la SUeVViRn eW nRWammenW ceX[ imSliTXpV danV 

le mpWabRliVme deV h\dURgpnaVeV, deV mXWanWV de dplpWiRnV RnW pWp UpaliVpV che] T. barophilus. 

Le bXW de l¶pWXde deV mXWanWV h\dURgpnaVeV eVW dRXble, cRmSUendUe le fRncWiRnnemenW de ce 

mpWabRliVme che] T. barophilus, eW SRXYRiU le cRmSaUeU aYec d¶aXWUeV mRdqleV, ainVi TXe 

d¶pWXdieU ce mpWabRliVme VRXV SUeVViRn eW eVVa\eU de faiUe Xn lien aYec  leV pWXdeV 

WUanVcUiWRmiTXeV.  

PRXU UpaliVeU ceV mXWanWV de dplpWiRn, Xn RXWil gpnpWiTXe a pWp dpYelRSSp aX labRUaWRiUe. La 

miVe en Slace de ceW RXWil a pWp inVSiUpe SaU leV UecheUcheV en gpnpWiTXe menpeV che] T. 

kodakarensis (AWRmi eW al., 2004; MRUikaZa eW al., 1994) (Hileman and SanWangelR, 2012; SaWR 

eW al., 2003). 

Ce V\VWqme XWiliVe Xn SlaVmide naYeWWe SRXU dplpWeU deV gqneV SaU UecRmbinaiVRn hRmRlRgXe. 

L¶RXWil SUpVenW aX dpbXW de ma WhqVe, UeSRVaiW VXU l¶aX[RWURShie j l¶XUacile eW la UpViVWance j la 

SimYaVWaWine, Xn anWibiRWiTXe ; SaU la mpWhRde diWe © SRS in/ SRS RXW ª. L¶inWpgUaWiRn dX 

SlaVmide naYeWWe danV la UpgiRn d¶inWpUrW eVW mainWenXe SaU la SUpVence dX gqne de UpViVWance 
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j la SimYaVWaWine eW la deX[iqme UecRmbinaiVRn, cRndXiVanW j la SeUWe dX SlaVmide ainVi TXe 

dX gqne cible, eVW UpaliVpe en XWiliVanW le 5-FRA cRmme agenW de VplecWiRn.  

Bien TXe l¶RXWil VRiW fRncWiRnnel eW aiW SeUmiV la dplpWiRn de SlXVieXUV gqneV, le SURblqme majeXU 

UpVide danV la faible VenVibiliWp de la VRXche aX 5-FOA aSSRUWp SaU le gqne pyrF, TXi enWUaine 

Xne abVence de cRnWUe-VplecWiRn danV ceUWain caV; Ve manifeVWanW SaU l¶aSSaUiWiRn d¶Xne 

WURiViqme cRnfigXUaWiRn j la fin de la VecRnde pWaSe de UecRmbinaiVRn : deV VRXcheV 

dRXblemenW UpViVWanWeV aSSelpeV © faX[ SRViWifV ª, TXi SRVVqdenW encRUe le SlaVmide naYeWWe, eW 

dRnW l¶RUigine UeVWe j ce jRXU nRn plXcidpe. 

 

La SUemiqUe SaUWie dX WUaYail de WhqVe a dRnc cRnViVWp j ampliRUeU l¶RXWil gpnpWiTXe, en dpYe-

lRSSanW Xne nRXYelle YRie de cRnWUe-VplecWiRn. Un nRXYeaX maUTXeXU de VplecWiRn, la 6-mp-

Wh\lSXUine RX 6-MP, a pWp chRiVi cRmme alWeUnaWiYe aX 5-FRA. L¶pWXde a SeUmi d¶RbWeniU Xn 

RXWil RSWimiVp. LeV cRnclXViRnV de l¶pWXde VRnW TXe la 6-MP SeXW rWUe XWiliVpe cRmme maUTXeXU 

de cRnWUe-VplecWiRn che] T. barophilus, eW VRn XWiliVaWiRn aSSRUWe ceUWainV aYanWageV : il eVW SlXV 

SUaWiTXe j maniSXleU, SlXV efficace SXiVTXe le nRmbUe de faX[ SRViWif a pWp fRUWemenW diminXp 

(37% cRnWUe 80%) eW a SeUmi de UpdXiUe le WemSV de maniSXlaWiRn. L¶RXWil gpnpWiTXe ampliRUp 

eVW acWXellemenW XWiliVp danV de nRmbUeX[ SURjeWV aX labRUaWRiUe VXU la mainWenance gpnR-

miTXe eW a SeUmiV la VXiWe de ce WUaYail de WhqVe: la cRnVWUXcWiRn de mXWanWV de dplpWiRn SRXU 

cRmSUendUe l¶adaSWaWiRn de T. barophilus aX[ HPH. 

La VXiWe dX WUaYail V¶eVW fRcaliVpe VXU leV h\dURgpnaVeV, SXiVTXe leV pWXdeV WUanVcUiSWRmiTXeV 

SUpliminaiUeV RnW mRnWUp deV YaUiaWiRnV de l¶e[SUeVViRn de ceV gqneV en fRncWiRn de la SUeVViRn, 

cRmme nRXV aYRnV SX le YRiU SUpcpdemmenW. Un ceUWain nRmbUe de mXWanWV RnW pWp RbWenXV : 

WURiV SRXU leV h\dURgqnaVeV membUanaiUeV : ̈ mbh (mXWanW mbh), ̈ co-mbh (mXWanW mbh-codh) 

eW ¨mbx (mXWanW mbx), eW deX[ SRXU leV h\dURgpnaVeV c\WRVRliTXeV : ¨shI eW ¨shII (mXWanW shI 

eW shII), ainVi TX¶Xn dRXble mXWanW ¨mbh/ѐco-mbh. AcWXellemenW la cRnVWUXcWiRn deV mXWanWV 

h\dURgpnaVeV Ve SRXUVXiW afin de cRmSUendUe aX mieX[ le fRncWiRnnemenW de ceV h\dURgqnaVeV 

eW leXU SRVVible inWeUYenWiRn danV l¶adaSWaWiRn j la SUeVViRn. 

ASUqV YpUificaWiRn de l¶RbWenWiRn de ceV mXWanWV (SaU PCR eW VpTXenoage), Xn dpbXW de 
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caUacWpUiVaWiRn a pWp enWUeSUiV, aYec deV cXlWXUeV de cURiVVance j SUeVViRn aWmRVShpUiTXe (0,1 

MPa) eW VRXV SUeVViRn danV deV incXbaWeXUV haXWeV SUeVViRnV/haXWeV WemSpUaWXUeV (40 eW 70 

MPa). Il eVW imSRUWanW de UaSSeleU TXe T. barophilus eVW Xne aUchpe Sip]R-h\SeUWheUmRShile, 

iVRlpe j 3550 m de SURfRndeXU (MaUWeinVVRn eW al., 1999a). Elle eVW caSable de Ve dpYelRSSeU 

VXU Xne gamme de SUeVViRn allanW de 0,1 j 85 MPa, aYec Xn RSWimXm de SUeVViRn de 40 MPa 

SRXU Xne WemSpUaWXUe de 85�C (MaUWeinVVRn eW al., 1999a). AinVi leV maniSXlaWiRnV j 40 MPa 

UeSUpVenWenW la cRndiWiRn RSWimale SRXU la VRXche, WandiV TXe leV maniSXlaWiRnV UpaliVpeV SRXU 

leV SUeVViRnV VXb eW VXSUa RSWimaleV de 0,1 MPa eW 70 MPa, VRnW deV cRndiWiRnV de VWUeVV SRXU 

celle-ci. DanV ceWWe pWXde eW SaU la VXiWe, il VeUa dRnc inWpUeVVanW de SRXYRiU cRmSaUeU leV 

diffpUenceV RbVeUYpeV en WeUme de cURiVVance eW de SURdXcWiRn d¶h\dURgqne SRXU ceV diffpUenWeV 

cRndiWiRnV.  

Un aXWUe facWeXU a pWp SUiV en cRnVidpUaWiRn lRUV de ceV maniSXlaWiRnV, c¶eVW le VRXfUe. En effeW 

celXi-ci eVW Xn facWeXU inflXenoanW le mpWabRliVme de l¶h\dURgqne, eW il enWUaine deV UpSRnVeV 

deV h\dURgpnaVeV diffpUenWeV, ainVi l¶enVemble deV cXlWXUeV RnW pWp UpaliVpeV j la fRiV en abVence 

eW SUpVence de VRXfUe.  

DeV dRVageV d¶h\dURgqne SaU chURmaWRgUaShie en ShaVe ga]eXVe, RnW pgalemenW pWp UpaliVpV 

SRXU caUacWpUiVeU la UpSRnVe Sh\ViRlRgiTXe deV mXWanWV, eW ce j SUeVViRn aWmRVShpUiTXe eW en 

SUpVence de VRXfUe. 

 

TUqV SeX d¶pWXdeV RnW pWp UpaliVpeV VXU l¶inflXence de la SUeVViRn VXU leV h\dURgpnaVeV, hRUmiV 

celleV TXe nRXV aYRnV ciWpeV SUpcpdemmenW ; ceSendanW leV h\dURgpnaVeV de ceUWaineV 

Thermococcales RnW pWp pWXdipeV, eW ce mpWabRliVme eW VRn fRncWiRnnemenW eVW mainWenanW 

bien cRnnX. DeV aSSURcheV VimilaiUeV j nRWUe pWXde, j VaYRiU deV dplpWiRnV de ceUWaineV 

h\dURgpnaVeV che] T. kodakarensis  RX encRUe che] P. furiosus, nRXV RnW dRnnp deV plpmenWV 

de cRmSaUaiVRn SRXU l¶inWeUSUpWaWiRn de nRV UpVXlWaWV (BUidgeU eW al., 2011; LiSVcRmb eW al., 

2017; SanWangelR eW al., 2011). 

 

LeV SUemieUV UpVXlWaWV de cURiVVance j SUeVViRn aWmRVShpUiTXe, SeUmeWWenW de cRnclXUe VXU 
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l¶imSRUWance de l¶h\dURgpnaVe Mbh. La dplpWiRn de ce gqne enWUaine Xn UeWaUd de cURiVVance de 

la VRXche VanV VRXfUe. Ce SUemieU UpVXlWaW eVW en accRUd aYec leV pWXdeV UpaliVpeV VXU Mbh, SHI 

RX encRUe SHII che] d¶aXWUeV Thermococcales, R� Mbh aSSaUaiW cRmme npceVVaiUe j la 

cURiVVance eW j la SURdXcWiRn d¶H2 en abVence de VRXfUe. LeV VXlfh\dURgpnaVeV aSSaUaiVVenW 

cRmme VecRndaiUeV, ne SRXYanW SallieU j la SeUWe de Mbh, la dplpWiRn de ceV gqneV n¶imSacWanW 

SaV la cURiVVance de la VRXche ni  la SURdXcWiRn d¶H2 (SanWangelR eW al., 2011; SchXW eW al., 2012). 

CeSendanW afin de cRmSlpWeU ceWWe pWXde VXU leV h\dURgpnaVeV fRncWiRnnanW VanV VRXfUe, il 

VeUaiW inWpUeVVanW de UpaliVeU deV meVXUeV de la SURdXcWiRn d¶H2 VanV VRXfUe, deV WeVWV aYaienW 

pWp enWUeSUiV aX micUR-GC maiV leV UpVXlWaWV VanV VRXfUe n¶RnW SaV pWp cRnclXanWV.  

AXVVi Vi le mXWanW surR eVW RbWenX, il VeUaiW inWpUeVVanW de YRiU Vi Va dplpWiRn a Xn effeW. Che] P. 

furiosus (LiSVcRmb eW al., 2017) eW T. kodakarensis (SanWangelR eW al., 2011), deV mXWanWV de 

surR RnW pWp RbWenX ; eW VanV VRXfUe, la cURiVVance dX mXWanW eVW imSacWpe ainVi TXe la SURdXc-

WiRn d¶H2. Il SRXUUaiW rWUe inWpUeVVanW d¶pWXdieU le U{le eW le fRncWiRnnemenW de ce UpgXlaWeXU 

che] T. barophilus.  

Ce régulateur transcriptionnel décrit chez P. furiosus (LiSVcRmb eW al., 2009; Yang eW al., 2010), 

fonctionne de la manière suivante en absence de soufre, SurR est sous forme réduite et  active 

la trancription de mbh, parallélement il réprime la transcription des gènes impliqués dans la 

SURdXcWXin d¶H2S. En présence de soufre, SurR est dans un état oxydé et est dérégulé, ainsi la 

SURdXcWiRn d¶H2 eVW inhibpe alRUV TXe celle d¶H2S enclenchée. Chez T. kodakarensis, un 

homologue codé par TK1086 (FXkXi eW al., 2005) a été décrit. Pour décrire son action un 

mutant de délétion a été construit celui-ci est incapable de synthétiser le complexe Mbh, le 

mXWanW ne UpgpnqUe SaV l¶H2 dans aucun milieu, et est incapable de se développer sans soufre 

dans aucun milieu. Par contre la croissance de ce mutant avec du soufre peu importe le milieu 

reste intacte.  

Si l¶Rn V¶inWpUeVVe aX UpgXlaWeXU SXUR che] P. furiosus (LiSVcRmb eW al., 2017), le mXWanW ѐsurR 

ne SeUmeW SaV la cURiVVance VanV VRXfUe, en SUpVence de VRXfUe Xne cURiVVance dX mXWanW eVW 

RbVeUYpe. En ce TXi cRnceUne la SURdXcWiRn d¶H2 celle-ci eVW SlXV faible SRXU le mXWanW ѐsurR, 

maiV TXand la TXanWiWp d¶H2 eVW nRUmaliVpe j la cURiVVance leV YaleXUV d¶H2 VRnW pTXiYalenWeV 
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enWUe le mXWanW eW le WpmRin.  

LeV pWXdeV WUancUiSWRmiTXeV de T. barophilus, n¶RnW SaV mRnWUp de YaUiaWiRn d¶e[SUeVViRn dX 

gqne surR VRXV SUeVViRn (VannieU, 2012) eW SRXU le mRmenW nRV WenWaWiYeV d¶RbWenWiRn dX 

mXWanW ѐsurR n¶RnW SaV abRXWi. L¶RbWenWiRn de ce mXWanW eW la caUacWpUiVaWiRn de celXi-ci 

SeUmeWWUaiW de YRiU Vi leV faibleV RX haXWeV SUeVViRnV enWUainenW Xn changemenW d¶pWaW de ce 

UpgXlaWeXU, Vemblable j ce TXe l¶Rn RbWienW aYec/VanV VRXfUe. EW Vi l¶Rn RbVeUYe Xne dpUpgXlaWiRn 

dX mpWabRliVme deV h\dURgpnaVeV VRXV SUeVViRn. AYec Xn VhifW Vemblable j ce TXe l¶Rn RbVeUYe 

SRXU le VRXfUe maiV engendUp ici SaU le facWeXU SUeVViRn. 

Si Xne dpUpgXlaWiRn eVW YUaimenW engendUpe SaU la SUeVViRn, TX¶en eVW-il dX facWeXU VRXfUe, celXi-

ci inWeUYienW-il RX nRn, eW Vi RXi de TXelle maniqUe ? RpWabliW-il le fRncWiRnnemenW nRUmal RX 

aXgmenWe-W-il la dpUpgXlaWiRn dX mpWabRliVme ? Ce VhifW engendUp SaU le VWUeVV SUeVViRn j 

VXSSRVeU TX¶il e[iVWe, eVW-il Xn mpcaniVme d¶adaSWaWiRn RX Xn VWUeVV VXbiW SaU la cellXle ? MaiV 

ce ne VRnW TXe deV h\SRWhqVeV TXi Ve dRiYenW d¶rWUe YpUifipeV. SXUWRXW TX¶aX YXe de nRV SUemieU 

UpVXlWaW VanV VRXfUe j 0,1 MPa le mXWanW ѐmbh eVW imSacWp, eW en SUpVence de VRXfUe eW j 0,1 

MPa c¶eVW la cURiVVance dX  mXWanW ѐmbx TXi eVW imSacWpe, ce TXi UpYqle Xn fRncWiRnnemenW 

© nRUmal ª RX dX mRinV Vemblable j ce TXi eVW cRnnX dX mpWabRliVme de l¶H2. 

 

Un suivi de croissance du mutant ѐmbx en absence et présence de soufre serait également à 

envisager. Notre mutant mbx semble se développer avec soufre, avec un léger retard et un ren-

dement plus faible. Ce qui est en accord avec la littérature Mbx ne semble pas nécessaire à la 

viabilité de P. furiosus, contrairement à son homologue Mbh, mais la croissance du mutant 

mbx avec du soufre est légérement impactée (BUidgeU eW al., 2011). Le dRVage de l¶H2S avec du 

soufre et sans soufre, serait intéressant pour ce mutant. Chez P. furiosus, la SeUWe de Mb[ n¶en-

traine pas de différence de SURdXcWiRn d¶H2S, en cRndiWiRn VRXfUe ce TXi VXggqUe TXe d¶aXWUeV 

acteurs interviennent (BUidgeU eW al., 2011).  

En ce TXi cRnceUne la SURdXcWiRn d¶H2, les études sont à compléter, avec et sans soufre pour 

l¶enVembe deV mXWanWV, eW Xn dRVage de la SURdXcWiRn d¶H2S, eVW j enYiVageU SRXU l¶enVemble 
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deV mXWanWV eW danV leV deX[ cRndiWiRnV, afin d¶RbWeniU Xne UpSRnVe glRbale dX fRncWiRnnemenW 

dX mpWabRliVme de l¶H2 chez T. barophilus à pression atmosphérique. 

D¶aXWUeV mXWanWV RnW pWp cRnVWUXiWV R� VRnt en cours de construction. La construction de 

mutants de mbh afin de séparer les deux unités du cluster, des mutants de Mbh-Codh, et le 

mutant du régulateur SurR fRnW acWXellemenW SaUWi dX SURjeW d¶Xn VWage de MaVWeU 2, leXU 

obtention permettrait de compléter cette étude. CeV maniSXlaWiRnV SeUmeWWURnW de 

YpUiWablemenW cRnclXUe VXU le mpWabRliVme deV h\dURgpnaVeV j SUeVViRn aWmRVShpUiTXe che] 

T. barophilus eW de YRiU Vi celXi-ci fRncWiRnne de maniqUe VimilaiUe j d¶aXWUeV Thermococcales 

RX Vi deV diffpUenceV VRnW RbVeUYpeV.  

 

CeWWe cRndiWiRn de cURiVVance j SUeVViRn aWmRVShpUiTXe cRnVWiWXe Xne cRndiWiRn de VWUeVV SRXU 

T. barophilus, SXiVTX¶ infpUieXU j Va SUeVViRn RSWimale. Il eVW dRnc SRVVible TXe leV RbVeUYaWiRnV 

faiWeV j ceWWe SUeVViRn ne VRienW SaV leV mrmeV SRXU Xne SUeVViRn de 40 MPa. D¶aSUqV ceWWe 

pWXde il Vemble TXe l¶h\dURgpnaVe membUanaiUe Mbh inWeUYienne danV l¶adaSWaWiRn de la 

VRXche aX[ faibleV SUeVViRnV. Ce TXi eVW en accRUd aYec leV dRnnpeV de WUanVcUiSWRmiTXeV de T. 

barophilus SXiVTXe SRXU de faibleV SUeVViRnV leV gqneV mbh VRnW VXU-e[SUimpV (VannieU eW al., 

2015). PaU cRnWUe leV h\dURgpnaVeV c\WRVRliTXeV SHI eW SHII ne VemblenW SaV aYRiU de U{le ici, 

leV pWXdeV WUanVcUiSWRmiTXeV RnW mRnWUp TXe leV gqneV leV cRdanW VRnW SRXUWanW VXU-e[SUimpV 

en cRndiWiRn de faibleV eW fRUWeV SUeVViRnV. On aXUaiW dRnc SX V¶aWWendUe j ce TXe la cURiVVance 

deV mXWanWV ѐshI eW ѐshII VRienW pgalemenW imSacWpeV j 0,1 MPa. PRXU Pyrococcus yayanosii, 

aX cRnWUaiUe c¶eVW Xne SaUWie dX clXVWeU mbx cRdanW SRXU leV R[idRUpdXcWaVeV, TXi eVW VXU-

e[SUimpe SRXU deV VWUeVV SUeVViRnV, alRUV TXe mbh eVW VRXV-e[SUimp; maiV ceV UpVXlWaWV che] P. 

yayanosii VRnW j nXanceU dX faiW TXe leV anal\VeV RnW pWp faiWeV aYec dX VRXfUe danV le milieX 

de cXlWXUe, RU celXi-ci inflXence le mpWabRliVme de l¶h\dURgqne (MichRXd and JebbaU, 2016).  

LeV anal\VeV mRnWUenW ceSendanW TXe leV fRncWiRnV cellXlaiUeV affecWpeV VRnW VRXYenW 

pTXiYalenWeV TXe leV cellXleV VRienW SlacpeV VRXV haXWeV RX baVVeV SUeVViRnV. Il eVW dRnc SRVVible 

TXe leV RbVeUYaWiRnV faiWeV j 0,1 MPa VRienW SURcheV de celleV j 70 MPa. 

D¶aSUqV nRV UpVXlWaWV, leV diffpUenceV ne VRnW SaV maUTXpeV enWUe la SUeVViRn RSWimale de 40 
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MPa, eW leV deX[ aXWUeV SUeVViRnV de VWUeVV WeVWpeV. En effeW Rn aXUaiW SX V¶aWWendUe aX[ mrmeV 

UpSRnVeV j 0,1 eW 70 MPa, c¶eVW-j-diUe en cRndiWiRn de VWUeVV, eW aX cRnWUaiUe Xn SURfil 

WRWalemenW diffpUenW j 40 MPa. AX cRnWUaiUe nRXV RbWenRnV deV SURfilV de cURiVVance deV 

h\dURgpnaVeV SURcheV j 40 eW 70 MPa. 

D¶aSUqV nRV UpVXlWaWV leV h\dURgpnaVeV membUanaiUeV, Mbh eW Mbh-CRdh VemblenW rWUe 

imSRUWanWeV SRXU Xne cURiVVance VRXV haXWeV SUeVViRnV (40 eW 70 MPa), SaU UaSSRUW aX[ 

h\dURgpnaVeV c\WRVRliTXeV, TXi VemblenW aYRiU mRinV d¶inflXence VXU la cURiVVance VRXV 

SUeVViRn.  

Ce TXi eVW pWRnnanW c¶eVW TXe le VRXfUe ne Vemble SaV aYRiU le mrme imSacW VXU le mpWabRliVme 

VRXV haXWeV SUeVViRnV TX¶j 0,1 MPa, SXiVTXe leV UpSRnVeV j 40 eW 70 MPa, en cRndiWiRn aYec RX 

VanV VRXfUe VRnW aVVe] SURche cRmme Vi celXi-ci n¶inWeUYenaiW SaV danV la UpgXlaWiRn VRXV haXWeV 

SUeVViRnV; alRUV TX¶j SUeVViRn aWmRVShpUiTXe nRXV aYRnV SX nRWeU deV diffpUenceV enWUe la 

cRndiWiRn VRXfUe eW VanV VRXfUe (nRWammenW SRXU Mbh eW Mb[).  

D¶aSUqV leV pWXdeV WUanVcUiSWRmiTXeV che] T. barophilus, j 70 MPa,  mbh, mbh-codh VRnW VXU-

e[SUimpeV, ainVi TXe leV h\dURgpnaVeV c\WRVRliTXeV (VannieU, 2012). PRXU le mRmenW VXiWe j 

ceV WUaYaX[ de WhqVe, Mbh Vemble aYRiU Xn U{le danV l¶adaSWaWiRn aX[ faibleV eW baVVeV 

SUeVViRnV. Mbh-CRdh Vemble pgalemenW imSliTXpe maiV XniTXemenW SRXU deV haXWeV 

SUeVViRnV (40 eW 70 MPa). Le U{le deV VXlfh\dURgpnaVeV eVW TXanW j lXi mRinV YiVible SeX 

imSRUWe la SUeVViRn WeVWpe.  

MaiV aYanW de cRnclXUe VXU l¶imSRUWance de ceUWaineV h\dURgpnaVeV SRXU la cURiVVance de T. 

barophilus VRXV SUeVViRn, deV cXlWXUeV VRXV SUeVViRn cRmSlpmenWaiUeV VRnW j UpaliVeU 

nRWammenW VXU leV mXWanWV h\dURgpnaVeV TXe nRXV n¶aYRnV SaV encRUe WeVWpV (cRmme ѐmbx); 

eW SRXUTXRi SaV en XWiliVanW le biRUpacWeXU HP/HT de HP V\VWem, afin de faiUe Xn VXiYi de 

cURiVVance en cRnWinX. Il VeUaiW pgalemenW inWpUeVVanW de faiUe Xn VXiYi de la SURdXcWiRn d¶H2 eW 

d¶H2S VRXV SUeVViRn (40 eW 70 MPa) afin de SRXYRiU cRmSaUeU j ce TXi VeUa RbWenX j SUeVViRn 

aWmRVShpUiTXe eW SRXU alleU SlXV lRin danV l¶anal\Ve deV mXWanWV VRXV SUeVViRnV. CeSendanW la 

miVe en Slace dX SURWRcRle Ya npceVViWeU Xn WUaYail de miVe aX SRinW aYanW d¶rWUe cRmSlpWemenW 

RSpUaWiRnnel.  



 

142 

 

Pour conclure sur ce travail de thèse, le premier objectif a été rempli en 

permettant d’obtenir un outil génétique plus efficace, cette étude a fait l’objet 

d’une publication (Birien et al., 2018). L’utilisation de l’outil a permis d’obtenir 

un certains nombre de mutants, ciblés suite aux études transcriptomiques 

réalisés sur T. EDURSKLOXV. La caractérisation des mutants hydrogénases obtenus 

par culture à pression atmosphérique et sous pression, ainsi que les dosages d’H2 

ne nous permettent pas encore de conclure quant à l’importance du rôle des 

hydrogénases ciblés dans l’adaptation aux hautes pressions hydrostatiques. 

Cependant l’hydrogénase membranaire Mbh, semble avoir une importance 

certaine dans le métabolisme de T. EDURSKLOXV pour l’ensemble des pressions 

testées. Des perspectives sont envisagées afin de continuer cette étude : 

continuer les cultures de croissance sous pression, les mesures de l’H2 et de l’H2S 

aux différentes pressions ainsi que les analyses de PCR quantitatives en temps 

réel sur les mutants (RT-PCR) après extraction de l’ARN afin de quantifier 

l’expression des gènes ciblés aux différentes conditions testées. 
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Valorisation des travaux de the se 
 

o Responsabilités extra-recherche : 
 

x Projet interdisciplinaire mené avec les M2 du Master Sciences de la Mer et du Littoral 
;Institut Universitaire Européen de la Mer, IUEM, PlouzanéͿ dans le cadre de l’UE 
sciences et société (23/09/2015 au 17/11/2015)  

x Formation des étudiants en stage (Co-encadrement de stages (3ème/L3/M1/M2), co-
encadrement de travaux pratiques en génétique microbienne) 

x Formation Initiale d’Animateurs Petits Débrouillards (24/10/2016 au 28/10/2016) 
x Communication/vulgarisation scientifique (Portes ouvertes de l’IUEM en 2015, Inter-

vention au Lycée Savina à Tréguier en ϮϬϭϱ, Responsable de l’organisation pour le 
LM2E de la Nuit Européenne des chercheur(e)s  30/09/2016, Fête de la science du 14 
au 16/10/2016, Participation au projet des Jeunes reporters des Arts et des Sciences 
avec le collège  Diwan Plijidi) 

x Participation à la rédaction de la Newsletter mensuelle du LM2E 
 

o Campagne océanographique : 
 

x Participation à la campagne océanographique chinoise (25/03/2015 au 29/04/2015) à 
bord du Da Yang Yi Hao, échantillonnage de sédiments et roches hydrothermales au 
niveau des dorsales océaniques de l’Océan Indien, à des fins de cultures et d’analyses 
biomoléculaires.  

 
 

o Communications orales : 
 

2015, Genetics adaptations of archaea to hydrostatic pressure.  
Tiphaine Birien, Y. Moalic, and M. Jebbar 
Réunion au Third institute of oceanography, Xiamen (China).  
 
2016, Vivre dans les grands fonds, une question d’adaptation 
T. Birien 
 Journées de l’EDSML, accueil des nouveaux doctorants, IUEM.  
 
2017, Role of Hydrogenases in adaptation to high hydrostatic pressure in a piezo-hyperther-
mophilic archaeon Thermococcus barophilus  
T. Birien, M. Gardette, Y. Moalic, and M. Jebbar 
Thermophiles 2017 14th International meeting on thermophile biology, August 27-sep 1 2017, South 
Africa. (Bourse AFEM) 
 

o Posters : 
 
Genetic modifications of the hyperthermophilic piezophilic archaeon Thermococcus bar-
ophilus: Development of a stringent 6-methylpurine counterselection system. 
Tiphaine Birien, Yann Moalic, Axel Thiel and Mohamed Jebbar 
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UBO (Université de Bretagne Occidentale), Ifremer, LM2E (Laboratoire de Microbiologie des Environnements 
Extrêmes), UMR 6197 (CNRS-Ifremer-UBO), IUEM (Institut Universitaire Européen  de la Mer), Technopôle Brest-
Iroise, 29280 PLOUZANE, France. 
4th International workshop on Deep Sea Microbiology, September-15-17, 2014, Brest, France. 
 
Studiying life adaptation to high hydrostatic pressure environments: implication of sulphur 
and hydrogen metabolism revealed through genetic manipulation in the piezo-hyperther-
mophilic archaeon: Thermococcus barophilus. 
Tiphaine Birien, Marion Gardette, Yann Moalic and Mohamed Jebbar 
Université de Bretagne Occidentale, Brest, France, CNRS, Brest, France,  Ifremer, Brest, France 
Molecular biology of Archaea 2016, August 1-3, 2016, London, England. 
 
Rôle des Hydrogénases dans l’adaptation aux hautes pressions hydrostatiques d’une ar-
chée piézophile hyperthermophile Thermococcus barophilus. 
Tiphaine Birien, Marion Gardette, Yann Moalic and Mohamed Jebbar 
Université de Bretagne Occidentale, Brest, France, CNRS, Brest, France,  Ifremer, Brest, France 
8ème Colloque de l’Association Francophone d’Ecologie Microbienne, ϭϳ-20 oct 2017, Camaret-Sur-
Mer, France. 
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Abstract: A gene disruption system for Thermococcus barophilus was developed using simvastatin
(HMG-CoA reductase encoding gene) for positive selection and 5-Fluoroorotic acid (5-FOA), a pyrF
gene for negative selection. Multiple gene mutants were constructed with this system, which offers
the possibility of complementation in trans, but produces many false positives (<80%). To significantly
reduce the rate of false positives, we used another counterselective marker, 6-methylpurine (6-MP),
a toxic analog of adenine developed in Thermococcus kodakarensis, consistently correlated with the
TK0664 gene (encoding a hypoxanthine-guanine phosphoribosyl-transferase). We thus replaced pyrF
by TK0664 on our suicide vector and tested T. barophilus strain sensitivity to 6-MP before and after
transformation. Wild-Type (WT) T. barophilus is less sensitive to 6-MP than WT T. kodakarensis, and
an increase of cell resistance was achieved after deletion of the T. barophilus TERMP_00517 gene
homologous to T. kodakarensis TK0664. Results confirmed the natural resistance of T. barophilus to
6-MP and show that TK0664 can confer sensitivity. This new counterselection system vastly improves
genetic manipulations in T. barophilus MP, with a strong decrease in false positives to <15%. Using this
genetic tool, we have started to investigate the functions of several genes involved in genomic
maintenance (e.g., polB and rnhB).

Keywords: archaea; piezophiles; hyperthermophiles; genetics; gene deletion; deep sea;
hydrothermal vents

1. Introduction

The Thermococcales are generally found in natural biotopes typical of thermophilic
microorganisms. Originally discovered in terrestrial and submarine hot vents, they have since been
found in deep subsurface environments [1,2]. The Thermococcales order is presently represented
by three genera: Pyrococcus [3], Thermococcus [4] and Palaeococcus [5,6]. Thermococcales are getting
increasing attention from academia and industry because they provide a unique source of stable
biocatalysts and other products such as archaeal lipids and compatible solutes [7,8]. Several species
are used as biological models or sources of thermostable molecules studied in structural and metabolic
biochemistry, genetics, and microbial physiology [9].
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Members of this order grow easily under anaerobic conditions in the laboratory, making them
models of choice for many years in fundamental or applied research projects [10,11]. Notably,
their metabolism is based on the degradation of peptide and carbohydrate substrates to produce
organic acids, hydrogen gas (H2) and carbon dioxide (CO2). This is associated with the production of
hydrogen sulfide through the reduction of elemental sulfur [12]. The production of H2 has been well
characterized for different models of Thermococcales even when elemental sulfur (S�) is not supplied
in the growth medium [13–16].

Thermococcus barophilus is a hyperthermophilic, piezophilic and heterotrophic archaeon belonging
to the Thermococcales order and Euryarchaeota phylum. T. barophilus was isolated from a deep-sea
hydrothermal vent in 1993 and has the particularity of being the first true piezophile characterized.
Indeed, it grows optimally at 85 �C with a pressure of 40 MPa. However, T. barophilus can also grow in
a range spanning from atmospheric pressure (0.1 MPa) up to 85 MPa [17]. These features make it a
good model for studying piezophilic and stress responses, and adaptive mechanisms [18–20].

Although comparative genomic and transcriptomic experiments offer substantial information
about overall adaptive responses to changes in physico-chemical environmental conditions,
the fundamental biological processes of cellular systems require synergy between biochemical and
genetic approaches. Thus, as for eukarya and bacteria, genetic techniques have been developed for
archaea, but have been seriously held back by limitations of culture conditions, expertise and the
availability of suitable genetic markers for screening methods [21–25].

Nevertheless, genetic experimentation is now expanding on four groups of Archaea: Methanogens,
Halophiles, Thermococcales and Sulfolobales, with more genetic manipulations being performed in
Euryarchaeota than Crenarcheota [23].

Since the first genetic system developed in Thermococcus kodakarensis [26], several studies
have been published showing that genetic manipulation is possible in different species of
Thermococcales (e.g., Pyrococcus furiosus, Pyrococcus yayanosii, Thermococcus kodakarensis and
Thermococcus onnurineus) [27–30]. Among these, a gene deletion system has recently been developed for
the T. barophilus MP DpyrF host, relying on simvastatin resistance and 5-fluoroorotic acid sensitivity [31].
In this system, a suicide vector carries the selection markers, HMG-CoA reductase and PyrF genes, and
the flanking areas of a targeted gene that are used in a double-crossover recombination to: (i) integrate
in the chromosome; and then (ii) disrupt the gene of interest.

Indeed, two configurations are possible, either obtaining the mutant deleted in the targeted gene
or a return to the wild-type state. However, as described previously when using the PyrF/5-FOA
marker for counterselection [32], a third configuration is also obtained with a high rate of false positives
(up to 80%), probably due to a lack of efficiency of the antibiotic, since no mutation was detected in
PyrF alleles [31].

To avoid the stage of false-positive screening, which is particularly time-consuming for our model
(at least five days of incubation), we improved our genetic tool by using another counterselective
marker, 6-methylpurine (6-MP). This toxic compound is an adenine analog that depresses the growth
of different organisms [33–35]. It inhibits the formation of guanylic acid from adenylic acid, decreases
the incorporation of adenine into ribonucleic acid, and inhibits ribosome synthesis [36].

In T. kodakarensis, 6-MP is known as an effective growth inhibitor consistently correlated with
TK0664, a gene encoding a hypoxanthine-guanine phosphoribosyl-transferase [37]. Thus, in this study,
we replaced pyrF by TK0664 on our suicide vector and tested the inhibitory effect of 6-MP on growth of
several strains of T. barophilus before and after transformation with a suicide vector bearing sensitivity
to 6-MP.

This new counterselection system strongly improves genetic manipulations in T. barophilus MP,
with a strong decrease in the rate of false positives to 15%. Among the deletion mutants obtained,
we confirmed that polB or rnhB could be deleted from T. barophilus without any effect of these
individual deletions on cell growth under our growth conditions. This is similar to observations
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in T. kodakarensis [38,39] and showed that PolD is sufficient for DNA replication in T. barophilus,
as shown in T. kodakarensis [39].

2. Materials and Methods

2.1. Strains and Growth Media

The strains used in this study are described in Table 1. All strains were grown under anaerobic
conditions, at 85 �C in Thermococcales Rich Medium (TRM). [40], which was made up as follows: 1 L
of demineralized water was supplemented with 23 g NaCl, 5 g MgCl2, 3.3 g PIPES, 4 g Tryptone, 1 g
yeast extract, 0.7 g KCl, 0.5 g (NH4)2SO4, 0.05 g NaBr, 0.01 g SrCl2, and 1 mL resazurin 1%. The pH was
adjusted to 6.6–6.7 and the medium autoclaved for 20 min at 121 �C. Once cooled, 1 mL of each of the
following solutions was added sterilely: 5% k2HPO4, 5% KH2PO4, 2% CaCl2 2H2O, 10 mM Na2W04,
25 mM FeCl3 6H20. The liquid medium was dispensed in 50 or 100 mL vials, sulfur was added (2 g/L),
and all vials were sealed with butyl-rubber stoppers, vacuum and N2 gas addition steps were required
to remove O2 and to maintain the culture media under anaerobic conditions. The liquid phase was
reduced by 0.1 mL of a Na2S, 9H20 solution. TRM was used in liquid or solid form and, for the latter
case, 10 g/L of phytagel (Sigma-Aldrich Chimie, L’Isle D’Abeau Chesnes, St Quentin Falavier, France)
were added to the TRM liquid medium.

After cell transformation, the transformants were selected on TRM supplemented with 2.5 µg/mL
of simvastatin (Sigma) or 100 µM of 6-MP (Sigma).

Table 1. Thermococcus barophilus strains used and constructed in this study.

Strain Genotype Parent Strain References

UBOCC-M-3203 Wild Type T. kodakarensis KOD1 [22]
UBOCC-M-3107 Wild Type T. barophilus MP [17]
UBOCC-M-3300 TBDTERMP_00517 T. barophilus MP This study
UBOCC-M-3301 TBDTERMP_00517::TK0664 T. barophilus MP This study
UBOCC-M-3302 TBDTERMP_00517, DTERMP_01623 T. barophilus MP This study
UBOCC-M-3303 TBDTERMP_00517, DTERMP_00671 T. barophilus MP This study

2.2. Microbial Growth

Pre-cultures were incubated overnight at 85 �C for 16 h, an aliquot of 0.2 mL of each overnight
culture was introduced into 20 mL of fresh TRM supplemented with different concentrations of 6-MP
(0 µM, 10 µM, 50 µM, 100 µM and 250 µM). Cultures were incubated at 85 �C and cell numbers
were counted every 3 h. Growth was monitored by cell counting using a Thoma chamber and
photonic microscopy at a magnification of 40⇥ (Olympus) or using flow cytometry (CyFlowSpace,
Sysmex Partec, GmbH, Görlitz, Germany). Cells were fixed with 2.5% glutaraldehyde (Sigma) and
counted by one of the two cell counting methods described above. All the experiments were carried
out in triplicate.

2.3. Construction of Gene Deletion Vectors

Plasmid pUFH served as a starting point to construct our new suicide vector [31].
This plasmid bears two selection markers: the HMG-CoA gene of Pyrococcus furiosus, encoding
3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A reductase, to reduce the inhibitory effects of simvastatin [41];
and the pyrF gene of T. barophilus, encoding the Orotidine-5’-monophosphate (OMP) decarboxylase,
to confer sensitivity to 5-FOA [28,42]. In this study, pyrF was replaced by TK0664 amplified from
T. kodakarensis KOD1 (primers XhoI-6MPK_Up and SmaI-6MPK_Do). To achieve this, the XhoI and
SmaI sites were used and the resulting plasmid was named pUPH (Figure 1).

According to Thiel et al. (2014), the flanking regions of the targeted gene were amplified
sequentially with an overlap extension to form a fragment of 2 kb [31]. Then, this fragment
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was inserted between the BamHI and KpnI sites of pUPH. The primers 6MPb_1Up, 6MPb_1Do,
6MPb_2Up and 6MPb_2Do (Table 2) were used to delete TERMP_00517 encoding xanthine-guanine
phosphoribosyltransferase. All primers used in the present study are detailed in Table 2. The deletion
pathway and pop-in/pop-out recombination steps are described in Figure 2.
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µg/mL). The plates were then incubated for five days at 85 °C. 
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counterselection was performed on plates containing TRM, supplemented with 6-MP (final 
concentration 100 µM). The strains growing on these plates were resistant to 6-MP and sensitive to 
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Figure 2. Schematic deletion diagram of TERMP_00517. The plasmid pUPH-1 was constructed by
ligation of homologous regions (HR) flanking TERMP_00517 inside pUPH and used to transform
T. barophilus MP. After a first homologous recombination (pop-in), cells containing the integrated
plasmid were selected with simvastatin (int). The pair of primers 1 was used to verify plasmid
integration at this step. Then, intermediated cells were spread on 6-MP to get the second recombination
event (pop-out), resulting in plasmid excision. This could lead either to gene deletion or to a WT
genotype, depending on the recombination site (full line or dashed line respectively). Primer pairs 2
and 3 are used to validate successful creation of a mutant strain.
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Table 2. List of primers used in this study.

Primers Used for

Amplification of Flanking

Regions of Targeted Gene

Sequence (5
0
-3

0
) Tm (

�
C)

PolB_1Up AAAAAAGGTACCGCTTAACATTCCTGACTCCCAGAATCTT 59.4
PolB_1Do TCTATTTCATTAAATCACCTAATTTCACCCTTTTAAAAATACATGCCCAT 57.9
PolB_2Up ATTTTTAAAAGGGTGAAATTAGGTGATTTAATGAAATAGAATGAGCAGGA 57.9
PolB_2Do AAAAAAGGATCCCGGCTTCTGGGGAAACCTCG 60.6

6MPb_1Up AAAAAACGTACCAAGAAAACCGGAGTTTTAGTGAATACACC 58.4
6MPb_1Do TCTCATGGAAACATTTAAATGGTTGTGGTATCTTGGACAAGAAGAAAA 59.5
6MPb_2Up TTGTCCAAGATACCACAACCATTTAAATGTTTCCATGAGAAAAATGAAATGCAAAAA 60.3
6MPb_2Do AAAAAAAGATCTCTCGCTCTAAAGGAGCTTTCAACA 56.0
RHII_1Up AAAAAAGGTACCCGGTACCCTGATAAAGAAGGCATC 59.4
RHII_1Do TTAGTATTCAGGAAATGAGGACTCTTGAGGTTCTTTCTCTTCGGT 61.3

RHII_2_Up AGAGAAAGAACCTCAAGAGTCCTCATTTCCTGAATACTAACGTTCCG 63.0
RHII_2_Do AAAAAAAGATCTACGACTCATGATGTTAATCCTCTTACAGAG 57.4

Primers Used to Check

Mutants
Sequence (5

0
-3

0
) Tm (

�
C)

PolB_Up GTCAGCTATGAGCTCGTGAAGAGTTAT 59
PolB_Do AGAAGAGCGTAAATGTAAGGCTGGA 59

6MPk_Up AAAAAACTCGAGCCCGTCCAAGCTACCACTCCC 69
6MPk_Do AAAAAACCCGGCTTCAAAACCCAGCCAAACAACACCC 71
6MPb_Up ACCTCAGACATCTCTGCTGCTTG 60
6MPb_Do GCCCCGATAAGTGCTGAAAGATACA 60
RHII_Up GAGGAATCGCTGAAGTTTTACTGGG 59
RHII_Do CTACAAAGAGCATGGCGAATTTCCG 60

Tm: Melting temperature.

2.4. Transformation of Thermococcus barophilus

The transformation protocol used in this study was identical to that described by
Thiel et al. (2014) [31]. No CaCl2 cell treatment was required for the transformation and sulfur was
omitted from the TRM medium during the 6 h of cell pre-incubation at 85 �C. Then, the cells were
harvested by centrifugation (8000⇥ g, 6 min) concentrated in 200 µL of fresh TRM without sulfur;
and kept on ice for 30 min. An aliquot of 4–5 µg of plasmid DNA was added to the cells, and the
mixture was incubated for 1 h on ice. The heatshock step was carried out at 85 �C for 10 min and was
followed by an incubation of 10 min on ice. Finally, the transformants were used to inoculate 20 mL of
fresh TRM medium supplemented with sulfur and incubated at 85 �C for 18 h.

After transformation, the cells that had integrated the plasmid into their chromosome were
selected on solid medium (Pop-in recombination, Figure 2). At 85 �C, phytagel maintains TRM plates
in a solid state (Sigma, 10 g/L). Cells were harvested by centrifugation (8000⇥ g, 6 min), resuspended in
100 µL of fresh TRM before spreading on plates containing simvastatin (final concentration 2.5 µg/mL).
The plates were then incubated for five days at 85 �C.

A second step was needed to excise the targeted gene (pop-out recombination, Figure 2).
This counterselection was performed on plates containing TRM, supplemented with 6-MP
(final concentration 100 µM). The strains growing on these plates were resistant to 6-MP and sensitive
to simvastatin, since the plasmids had been excised. A PCR was performed, and the PCR products
sequenced to examine the different mutants.

2.5. DNA Extraction and Purification

First, overnight cultures were centrifuged at 8000⇥ g for 8 min. Then, the pellet was suspended
in 300 µL of TE (100 mM of Tris-HCl pH8, 50 mM of NaCl, 50 mM of EDTA pH 8). To ensure cell lysis,
40 µL of SDS (10%), 40 µL of Sarkosyl (10%) and 20 µL of proteinase K (20 mg/mL) were added. The cell
suspension was incubated for 1 h at 55 �C. Then, 20 µL of RNase A (50 mg/mL) and 200 µL of lysis
buffer (GeneJet Genomic DNA purification kit, Thermofisher Illkirch, France) were added. The mix
was put into a purification column and centrifuged at 6000⇥ g for 1 min. Two successive cleaning steps
were carried out, with 500 µL of cleaning solution and 1 min of centrifugation at 12,000⇥ g. To remove
any trace of ethanol, the suspension was centrifuged (12,000⇥ g, 3 min). Then, the column was placed
in a clean tube and 200 µL of sterile water used for elution after centrifugation at 12,000⇥ g for 1 min.
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3. Results

3.1. Sensitivity of T. barophilus MP to the Purine Analog 6-MP

To verify if wild type (WT) T. barophilus cells were sensitive to 6-MP, growth experiments were
conducted on liquid TRM media containing 6-MP at concentrations ranging from 0 to 250 µM
(Figure 3A). Growth of the WT strain was slightly impacted in the presence of 10 µM 6-MP, with a
slight effect on the growth rate but not on the growth yield. As shown in Figure 3A, at a minimum
concentration of 50 µM 6-MP, an inhibitory effect on growth was observed, with a halt in growth
between 3 and 12 h (Figure 3A) that could even last until 24 h (data not shown). The same inhibitory
effect was observed with higher concentrations of 6-MP (100 and 250 µM).
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cultivated at 85 �C and 0.1 MPa in TRM medium containing different concentrations of 6-MP: 0 µM
(⌅), 10 µM (N), 50 µM (⇥), 100 µM (⌥) and 250 µM (•).

To make a comparison with T. kodakarensis, in which 6-MP is used as a selection marker in genetic
manipulations, we performed the same growth experiments in T. kodakarensis KOD1, with the same
range of concentrations of 6-MP (Figure 3B). Regardless of the concentration used, growth inhibition
was observed, but with a resumption of growth beyond 6 or 9 h of incubation, which might possibly
be due to the growth of resistant cells.

As genetic manipulations are mainly carried out on solid culture media, we tested whether
T. barophilus is sensitive or not to 6-MP compared with T. kodakarensis. Therefore, we did spot tests
to assess the growth of T. barophilus on TRM solid medium supplemented with 6-MP concentrations
ranging from 0 to 250 µM, followed by the incubation of the spotted plates for five days at 85 �C under
anaerobic conditions. When comparing T. barophilus with T. kodakarensis, the results highlighted a clear
difference at 100 µM, with no growth in T. kodakarensis (data not shown), whereas T. barophilus cells
were able to grow, even at 250 µM, but not at 500 µM. According to the results obtained, the T. barophilus
WT strain does not appear to be very sensitive to 6-MP.

It is known that the sensitivity of T. kodakarensis to 6-MP is linked to the TK0664 gene encoding a
hypoxanthine/guanine phosphoribosyltransferase [37]. By analyzing the genome of T. barophilus [43],
we identified the TERMP_00517 gene encoding a hypoxanthine/guanine phosphoribosyltransferase.
The TK0664 gene product is composed of 214 amino acids), while the TERMP_00517 gene product
is composed of 215 aa, these two proteins share 80.5% identity and 90.2% similarity in the peptide
sequence. Given the degree of similarity between the two proteins, it was questioned whether
the product of the TERMP_00517 gene is responsible to some extent for the relative sensitivity of
T. barophilus to 6-MP. To test this, TERMP_00517 deletion experiments were performed.
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3.2. Construction of the DTERMP_00517

After several unsuccessful attempts to delete TERMP_00517 with the pUFH suicide vector [31],
the new construct pUPH (Figure 1) containing the TK0664 marker cassette was used to clone the
flanking area of this targeted gene. The resulting plasmid (pUPH-1) served in the transformation
of T. barophilus MP using simvastatin as a marker for the pop-in recombination step (Figure 2).
Several transformants were checked for plasmid integration by PCR after genomic DNA extraction.
As shown in Figure 4A, the gene TK0664 was present in the transformants and absent from WT
T. barophilus. Then, selected clones were spread on solid TRM medium supplemented with 100 µM
6-MP. After five days of incubation at 85 �C, among the hundreds of clones obtained, more than sixty
were streaked on solid TRM medium with or without added simvastatin (2.5 µg/mL). This was done
to validate the pop-out recombination step or the plasmid excision from the genome and to compare
the efficiency of 6-MP with 5-FOA [31]. Thus, more than forty clones were sensitive to simvastatin,
among which twenty-four were checked for targeted gene deletion. Finally, PCR controls made it
possible to identify six clones as DTERMP_00517 (Figure 4B). One of these strain mutants was selected
to be used as a host strain in further genetic experiments.
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Figure 4. PCR gel migration of mutant strain constructions. (A) TK0664 gene amplification realized
with primers XhoI-6MPK_Up and SmaI-6MPK_Do (Primer pair 1, Figure 2) to verify the genotype
of pUPH after integration into the T. barophilus genome (int, well 2, 819 bp). (B) TERM_00517 gene
amplification realized with primers Verif-D6MPB_Up and Verif-D6MPB_Do (wells 1 and 3, Primer pair
2, Figure 2) and primers 6MPB_verif_YM_Up and 6MPB_verif_YM_Do (wells 2 and 4, Primer pair 3,
Figure 2).

3.3. TERMP_00517 Is Responsible for 6-MP Sensitivity in Thermococcus barophilus

Growth monitoring was carried out with the DTREMP-00517 T. barophilus mutant on liquid TRM
medium with concentrations of 6-MP ranging from 0 to 250 µM. Results showed that the mutant was
resistant to 6-MP regardless of the concentration used, and demonstrated that the TREMP_00517 gene
was responsible for the relative sensitivity to 6-MP in T. barophilus (compared with T. kodakarensis) and
that its deletion did not affect the viability of the strain under selected culture conditions (TRM medium,
85 �C, anaerobic conditions) (Figure 5A).

The mutant DTREMP_00517 T. barophilus was transformed with the plasmid pUPH-1 bearing the
flanking genes of the TERMP_00517 and TK0664 genes. The integration of this plasmid was made
upstream or downstream of the TERMP_00517 deleted region, the epictopic complemented mutant
resistant to simvastatin was grown in liquid TRM medium supplemented with 6-MP up to 250 µM
(Figure 5B). This strain was slightly sensitive to 10 µM 6-MP and its growth was completely inhibited
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at 50 µM 6-MP, showing that the Tk0664 gene confers sensitivity to 6-MP (Figure 5B) much more
effectively than the TERMP_00517 gene, as shown in WT T. barophilus (Figure 3A).
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DTERMP_00517::pUPH-1 (B). The strains were cultivated at 85 �C and 0.1 MPa in TRM medium
containing different concentrations of 6-MP: 0 µM (⌅), 10 µM (N), 50 µM (⇥), 100 µM (⌥) and
250 µM (•).

Thus, deletion of TREMP_00517, the gene encoding xanthine-guanine phosphoribosyltransferase,
confers resistance to 6-MP along with a higher sensitivity through complementation with the
TK0664 gene.

3.4. Efficiency of the New Counterselection Marker

To assess the efficiency of this new counterselection system, pop-in and pop-out recombinations
were made for different target genes. Due to the randomization of the pop-out step that can either
lead to the WT strain or to gene deletion, several clones were screened by PCR to verify the veracity
of the mutation. However, it was also necessary to check for the absence of the plasmid from the
strain genome. For T. barophilus, 5FOA has been previously used as a drug for the counterselection
step [31] but a high rate of false positive clones (still containing the plasmid after growth on 5FOA
plates) was recurrently observed. Consequently, colonies were re-streaked on TRM-simvastatin plates
to sort out the ones that had really lost the plasmid. This false-positive screening is time-consuming
because it requires another 3–5 days of incubation at 85 �C before screening for potential mutants is
possible. The use of 6-MP could therefore strongly reduce the processing time of mutant constructions,
in addition to expanding the utility of T. barophilus as a genetic tool.
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Overall, with 5-FOA, 726 clones were screened and 625 were false positives (86%). With 6-MP,
as described above, the first construction (DTERMP_00517) gave a rate of 37% false positives, which
represents a strong decrease. For the next genetic deletions realized with the strain DTERMP_00517,
among the 326 clones screened, none were false positives (0%). This difference is highly significant
(t-test, p-value < 10�22) and clearly demonstrates the improvement of the pop-out recombination step
or the counterselection step with 6-MP.

3.5. Deletion of polB or rnhB Is Not Essential for Viability in Thermococcus barophilus

The construction of effective genetic tools in T. barophilus, a deep sea hydrothermal vent
Thermococcales, completes the range of approaches used in our laboratory to study the cellular
processes of Thermococcales essential for adaptation and genomic maintenance under extreme
temperature and/or high hydrostatic pressure conditions of deep sea hydrothermal vents.

Among the different cellular processes being studied with this new genetic tool, a special
emphasis is being put on genome replication, centering on the functional characterization of the
Thermococcales (e.g., Pyrococcus abyssi and T. barophilus) replication complex. Here, the PolB and
PolD DNA polymerases found in Thermococcales carry out DNA synthesis. It has been shown in
a T. kodakarensis strain deficient in PolB that this does not affect growth rate [36] and PolB does
provide resistance to UV irradiation. In contrast, all attempts to generate mutants deleted in polD have
been unsuccessful.

The polD and polB genes were targeted for deletion in T. barophilus, with primers designed
(Table 2) to delete the genes TERMP_01623 (PolB) and TERMP_01872-TERMP_01873 (large and small
subunits of PolD). Plasmids containing upstream and downstream homologous regions of these two
deletion targets were inserted in the pUPH plasmid (at KpnI/BamHI restrictions sites). For polB,
the counterselection on 6-MP made it possible to isolate several clones resistant to 6-MP that had been
effectively deleted in the TERMP_01623 (PolB) gene. Conversely, several attempts in deleting polD
have failed, demonstrating that as for T. kodakarensis [39] that PolB is not essential for cell growth
(Figure 6) while PolD is and that PolD is sufficient for replicating DNA under the culture conditions
used in this study.
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Figure 6. Growth curves of T. barophilus DTERMP_00517, T. barophilus DTERMP_00517,
DTERMP_01623 (polB) and T. barophilus DTERMP_00517, DTERMP_00671 (rnhB). The strains were
cultivated at 85 �C and 0.1 MPa in TRM medium containing different concentration of 6-MP: T. barophilus
DTERMP_00517, DrnhB (⇥), T. barophilus DTERMP_00517, DpolB (N) and T. barophilus DTERMP_00517
(parental strain) (⌥).

DNA replication in all living organisms takes place concurrently on two separate strands.
The lagging strand consists of multiple discontinuous segments called Okazaki fragments, whereas the
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leading strand consists of one large continuous segment. The production of each individual lagging
strand by DNA polymerase is primed by a short stretch of RNA. RNases H are enzymes that degrade
the RNA portion of RNA/DNA or RNA-DNA/DNA duplexes and RNase HII is likely the key enzyme
involved in RNA elimination in Thermococcales [44]. In the same way as for polB, primers were
designed to delete the rnhB gene. Genomic regions upstream and downstream of the targeted gene
were PCR-amplified and cloned in the pUPH plasmid. The DTERMP_00517 T. barophilus strain was
transformed by this new construction and the deletion of the mutant in the rnhB gene has since been
successfully obtained. Thus, this gene does not appear to be essential for the growth cycle as its growth
is similar to that of the parental strain (Figure 6). This confirms what has been recently demonstrated
in T. kodakarensis, where RNase HII individual deletion is not essential for cell growth [38].

4. Discussion

In this study, we have shown that the WT T. barophilus MP strain is relatively resistant to
6-MP, and the deletion of the TERMP_00517 gene homologous to the TK0664 gene makes the strain
completely resistant to 6-MP. The epictopic expression of TK0664 in the T. barophilus strain deleted for
the TERMP_00517 gene makes it completely sensitive to 6-MP.

Based on the lethal incorporation of 6-methylpurine in the purine salvage pathway through
TK0664 expression, the TK0664/6-MP system has allowed the deletion of multiple genes in different
archaea [23,45]. In this study, we demonstrated the relevance of using this counterselection marker in
T. barophilus. Despite the presence in its genome of the TERMP_00517 gene encoding xanthine-guanine
phosphoribosyltransferase, homologous to TK0664, T. barophilus has previously been described as
insensitive to 6-MP [31]. Here, the results of our study highlighted the influence of this gene on the
sensitivity of the WT strain. Indeed, a dose-effect is observed with the WT T. barophilus strain but
this had totally disappeared from the strain with an impaired TERMP_00517 gene (Figures 3A and
5A). Moreover, the sensitivity of T. barophilus to 6-MP conferred by TK0664 is much higher than that
allowed by TERMP_00517 (Figure 5B). Although the two gene products share more than 80% identity
and 90% similarity, it seems that the xanthine-guanine phosphoribosyltransferase enzyme encoded by
TK0664 gene is more efficient than that encoded by TREMP_00517 gene in producing sufficient toxic
product after 6-MP enzymatic conversion.

It should be mentioned that the system with the pyrF/5FOA marker was very useful for initiating
genetic manipulations in T. barophilus [31], but because the percentage of false positives is too high,
the time needed to obtain a mutant is much longer, requiring more liquid culture steps, restreaking on
solid media, and PCR checking, which together lengthen the procedure considerably.

With the DTERMP_00517 T. barophilus strain, the new system gives few or no false positives
(less than 15%) after screening on solid TRM supplemented with simvastatin, which substantially
reduces the time required to obtain mutants in T. barophilus. However, it should be noted that this
substantial improvement does not make it possible to skip the PCR verification step to truly verify
plasmid excision.

The new pUPH suicide vector bearing simvastatin (hmg-CoA) resistance and 6-MP (TK0664)
sensitivity markers that was constructed and used in this study for T. barophilus has already allowed
individual deletion of the genes TERMP_00517, polB and rnhB in T. barophilus. Here, the results obtained
on genes encoding DNA polymerases corroborate the results obtained in T. kodakarensis [39]: PolD is
likely the essential replicative enzyme and PolB could play a role in DNA repair and/or recombination
and an alternative role in DNA replication [39]. As demonstrated in this study, loss of rnhB from
T. barophilus had no effect on growth rate. This corroborates a recent study showing that RNase HII can
be deleted in T. kodakarensis with no discernible effects on viability and growth [38]. However, it seems
that RNase HII must collaborate with Fen1 (a flap endonuclease) to maintain viability in the absence
of GAN (for GINS-associated nuclease) in T. kodakarensis [38].
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5. Conclusions

This improvement enlarges the number of genetic selection markers for T. barophilus, which is
particularly valuable at present to pursue investigations on piezophilic adaptation in this deep-sea
hydrothermal vent archaeon [20]. As illustrated in this study, T. barophilus can also serve as a model
for the genetic and physiological studies of other cellular processes such as the genomic maintenance
under high temperature and high pressure, corresponding to the environmental conditions found in
deep sea hydrothermal vents.
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TiWUe : AdaSWaWiRQ aX[ haXWeV SUeVViRQV h\dURVWaWiTXeV: dpOpWiRQ de cOXVWeUV de gqQeV deV 

h\dURgpQaVeV che] XQe aUchpe Sip]R-h\SeUWheUPRhiOe TheUPRcRccXV baURShiOXV 
 

MRWV cOpV : DHHS-VHa, JpQpWLTXH, K\GURJpQaVHV, SUHVVLRQ K\GURVWaWLTXHV, VRXUFHV K\GURWKHUPaOHV, SLp]RSKLOHV, 

Thermococcales 

RpVXPp : DaQV FHWWH pWXGH, OHV aGaSWaWLRQV SK\VLRORJLTXHV aX[ KaXWHV SUHVVLRQV K\GURVWaWLTXHV RQW pWp pWXGLpHV aSUqV 

GpOpWLRQ GH JURXSHV GH JqQHV FRGaQW SRXU OHV H\GURJpQaVHV FKH] Thermococcus barophilus. CHWWH aUFKpH SLp]R-

K\SHUWKHUPRSKLOH LVROpH aX QLYHaX GX VLWH K\GURWKHUPaO ³SQaNHSLW´ j 3550 PqWUH GH SURIRQGHXU, a SRXU SUHVVLRQ 

RSWLPaOH 40 MPa; GHV pWXGHV WUaQVFULSWRPLTXHV aQWpULHXUHV RQW PLV HQ pYLGHQFH Oa VXU-H[SUHVVLRQ GH FHUWaLQV JqQHV 

FRGaQW SRXU OHV K\GURJpQaVHV VRXV GHV FRQGLWLRQV GH SUHVVLRQV VXb HW VXSUa-RSWLPaOHV (0,1 HW 70 MPa). IFL, QRXV 

HVVa\RQV GH GpWHUPLQHU OH U{OH SUpFLV GH FKaTXH HQ]\PH GaQV O¶aGaSWaWLRQ aX[ HPH HQ XWLOLVaQW O¶RXWLO JpQpWLTXH 

UpFHPPHQW GpYHORSSp aX OabRUaWRLUH FKH] FHWWH aUFKpH. CH V\VWqPH JpQpWLTXH UHSRVH VXU XQ GRXbOH pYpQHPHQW GH 

UHFRPbLQaLVRQ VXFFHVVLI aILQ G¶RbWHQLU GHV PXWaQWV GH GpOpWLRQ, HW VXU O¶XWLOLVaWLRQ GH Oa SLPYaVWaWLQH HW GH Oa 6-

PpWK\OSXULQH (6-MP) FRPPH PaUTXHXU GH VpOHFWLRQ. NRXV aYRQV SUHPLqUHPHQW GpYHORSSp XQH QRXYHOOH YRLH GH 

VpOHFWLRQ, XWLOLVaQW Oa 6-MP FRPPH PaUTXHXU GH FRQWUH-VpOHFWLRQ. CHWWH PpWKRGH a HQVXLWH pWp XWLOLVpH SRXU GpOpWHU GHX[ 

VXOIK\GURJpQaVHV F\WRVROLTXHV (SHI HW SHII), HW GHV K\GURJpQaVHV PHPbUaQaLUHV (MbK, MbK-CRGK HW Mb[). L¶XWLOLVaWLRQ 

GH Oa 6-PpWK\OSXULQH SRXU Oa VpOHFWLRQ QpJaWLYH, a FRQVLGpUabOHPHQW GLPLQXp OH QRPbUH GH IaX[ SRVLWLIV, aYHF XQ WaX[ 

GH 30% FRQWUH 80% RbWHQX aYHF OH 5-FOA, O¶aQFLHQ PaUTXHXU GH VpOHFWLRQ QpJaWLI. LHV SUHPLqUHV pWXGHV SKpQRW\SLTXHV 

GHV VRXFKHV PXWaQWHV VRXV KaXWH SUHVVLRQ K\GURVWaWLTXH FRQILUPHQW OH U{OH PaMHXU GHV K\GURJpQaVHV. 

 

TiWle : AdaSWaWiRQ WR high h\dURVWaWic SUeVVXUe: diVUXSWiRQ Rf a H\dURgeQaVe geQe cOXVWeUV iQ a 

Sie]R-h\SeUWheUPRhiOic aUchaeRQ TheUPRcRccXV baURShiOXV 
 

Ke\ZoUdV : DHHS-VHa, JHQHWLF, K\GURVWaWLF SUHVVXUH, K\GURJHQaVHV, K\GURWKHUPaO YHQWV, SLH]RSKLOHV, Thermococcales 

AbVWUacW : TKH GHHS VHa UHSUHVHQWLQJ a VLJQLILFaQW SRUWLRQ RI WKH WHUUHVWULaO bLRVSKHUH, bXW VWLOO YHU\ OLWWOH VWXGLHG aQG 

PaQ\ TXHVWLRQV UHPaLQ abRXW RUJaQLVPV WKaW OLYH LQ WKHVH HFRV\VWHPV, LQFOXGLQJ WKHLU GLYHUVLW\ aQG aGaSWabLOLW\.  

AW WKLV GHSWK H\GURVWaWLF SUHVVXUH LV WKH PaMRU SK\VLFaO SaUaPHWHU. IQ WKLV VWXG\, SK\VLRORJLFaO aGaSWaWLRQV WR HHP ZHUH 

LQYHVWLJaWHG aIWHU JHQHWLF GHOHWLRQ RI K\GURJHQaVH FOXVWHUV LQ T.barophilus. TKLV aUFKaHa SLH]R-K\SHUWKHUPRSKLOLF ZaV 

LVROaWHG aW 3550 P IURP a K\GURWKHUPaO YHQW VLWH; LQGHHG, SUHYLRXV WUaQVFULSWRPLF H[SHULPHQWHG KaYH KLJKOLJKWHG WKH 

RYHU-H[SUHVVLRQ RI JHQHV HQFRGLQJ K\GURJHQaVHV XQGHU VXb aQG VXSUa-RSWLPaO HHP FRQGLWLRQV (0,1 aQG 70 MPa). HHUH, 

ZH aLPHG WR UHILQH WKH SUHFLVH UROH RI HaFK RI WKHVH HQ]\PHV LQ aGaSWaWLRQ WR HHP XVLQJ WKH UHFHQW JHQHWLF V\VWHP 

aYaLOabOH IRU WKLV aUFKaHRQ. TKLV JHQH GLVUXSWLRQ V\VWHP LV baVHG RQ VLQJOH aQG GRXbOH FURVVRYHU HYHQWV WR RbWaLQ 

PaNHUOHVV GHOHWLRQ PXWaQWV, aQG XVHG VLPYaVWaWLQ aQG 6-MP IRU VHOHFWLRQ aQG FRXQWHUVHOHFWLRQ UHVSHFWLYHO\. IQ WKLV 

VWXG\ ZH GHYHORSHG ILUVWO\ a QHZ Za\ RI VHOHFWLRQ IRU WKH JHQHWLF GLVUXSWLRQ V\VWHP, XVLQJ 6-PHWK\OSXULQH IRU QHJaWLYH 

VHOHFWLRQ. TKLV PHWKRG ZaV WKHQ XVHG WR GHOHWH WZR F\WRSOaVPLF VXOIK\GURJHQaVHV (SHI aQG SHII), aQG PHPbUaQH bRXQG 

K\GURJHQaVHV (MbK, MbK-CRGK, Mb[). UVLQJ 6-PHWK\OSXULQH IRU QHJaWLYH VHOHFWLRQ, WR LQYHUWHG WKH UaWH RI IaOVH SRVLWLYHV 

SRS-RXW FORQHV IURP 80% RbWaLQHG ZLWK 5-FOA WR 10%, aQG WKH ILUVW SKHQRW\SLF VWXGLHV RI PXWaQWV VWUaLQV XQGHU HHP 

VKRZ WKH LPSaFW RI K\GURJHQaVH RQ FXOWXUH JURZWK aQG K\GURJHQ SURGXFWLRQ.  
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