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«Avant-propos»
Vivre dans les grands fonds : une question d’adaptation ?

La vie est largement rependue sur Terre, y compris dans les niches écologiques ou régnent
des parametres physico-chimiques les plus extravagants et extrémes : absence d’oxygéne,
température, pH, osmolarité, teneur en eau, pression... La qualification d‘un biotope
d’extréme est déformée par notre propre perception, puisqu’il s'agit premiérement d'une
vision trés anthropocentrée : « des milieux hostiles a I'homme et ol toute vie humaine
semble impossible ». Cependant tout biotope défini par une valeur faible ou forte d’'au
minimum un parameétre majeur influencant les cycles vitaux peut étre agréé de ce
qualificatif (Gargaud et al., 2007).

La découverte du microbiologiste américain Thomas Brock en 1969, d’un microorganisme
Thermus aquaticus, se développant dans les sources chaudes (50-90°C) du parc de
Yellowstone aux Etats Unis, jusqu’alors considérées comme stériles, ont balayé les idées
recues. Dés lors les milieux extrémes de la planéte allaient faire |'objet de nombreuses
investigations... Les sources hydrothermales océaniques profondes, régions ponctuelles de
fortes activités volcaniques, situées dans les grands fonds, font partie de ces endroits a
priori hostiles ; du fait des conditions de température, de pression hydrostatique et de la
composition du fluide anoxique réduit qui émane de ces édifices.

En dépit de ces contraintes les cheminées hydrothermales sont considérées comme de
véritables oasis de vie. Le terme d’extrémophile qualifie ces espéces possédant la
particularité de se développer dans des conditions flirtant avec les limites de la vie. Ces
découvertes ont fait reculer les limites physiques et chimiques connues de la Vie sur Terre,
et ont aussi conduit a réviser les hypothéses de la vie de type Terrestre sur d’autres
planétes du systéme solaire : |’exobiologie. L'intérét d’étudier les environnements profonds
et les espéces associées, est de rendre compte de la vaste biodiversité qu'ils abritent, des
mécanismes mis en ceuvre par ces organismes pour s’adapter (voies métaboliques et
molécules originales) et valoriser a terme les recherches fondamentales par des
applications innovantes en biotechnologie. La biotechnologie des extrémophiles a pour
objectif de rechercher et d’exploiter ces ressources naturelles de biomolécules, comme les
enzymes, les biopolymeres, les métabolites secondaires.

Le projet de thése vise a élucider les bases des signatures moléculaires de I'adaptation aux
fortes pressions hydrostatiques, chez le modéle archéen Thermococcus barophilus. Cette
archée fait I'objet d'étude depuis une dizaine d'années au LM2E et pour laquelle un outil
génétique a été développé au laboratoire (Thiel et al., 2014), qui servira de support
biologique. Un volume important de la biosphére est soumis aux hautes pressions
hydrostatiques, et pourtant I'impact de ce parameétre sur I'adaptation et la physiologie des

organismes reste encore peu étudié.
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Introduction

I. La découverte de la biosphere profonde

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

Les abysses, du grec ancien abyssos « sans fond, d'une profondeur immense », désignent les
fonds océaniques qui s’étendent a des profondeurs impressionnantes de plus de 2000 métres.
Ce compartiment abyssal d’'une profondeur moyenne de 3800 metres, recouvre 80% de la
superficie des fonds marins, ce qui représente plus de 65% de la surface de « notre planete
bleue » (Fang and Bazylinski, 2008)(Jannasch and Taylor, 1984; Oger and Jebbar, 2010)

(figure 1).
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Figure 1: Coupe transversale schématique de la biosphére profonde

(Michoud, 2014; Oger and Jebbar, 2010)
Les lignes rouges et bleues représentent la température et la pression limite pour la vie.

A de telles profondeurs les parametres physico-chimiques sont différents de ceux connus en
surface et apparaissent comme contraignants. Les grands fonds sont caractérisés par une

absence de lumieére, sachant que celle-ci ne pénétre que dans la couche supérieure de la



colonne d’eau, la photosynthese est donc limitée a une centaine de meétres de profondeur
(Vanreusel et al., 2010). « A vingt meétres de profondeur, il n’y a plus d’agitation superficielle.
Les couleurs s’estompent peu a peu. A 200 m regne encore une vague clarté crépusculaire.
Mais a 300 m, c’est la nuit éternelle- rapporte le témoignage d'une plongée a bord d’un
submersible».

Les fonds océaniques sont des milieux oligotrophes (Jannasch and Taylor, 1984), ot seul 1%
du carbone de la production primaire photosynthétique de surface y est retrouvé sous forme
particulaire (neige marine). En ce qui concerne les températures, elles sont faibles mais
relativement constantes avec une stabilisation de 2°C a 3000 m, et une oscillation entre 0,5 et
1°C pour des profondeurs de 5000 m, a ’exception de la méditérannée (13°C) et de la mer
rouge (22°C).

Enfin 'un des parameétres physiques majeurs est la forte pression hydrostatique, définie
comme la force exercée par une colonne liquide sur une surface, et augmentant de 10 MPa
(mégapascal) tous les kilomeétres (10 MPa.Km) dans la colonne d’eau et de 20-30 MPa.Km!
au niveau des roches et sédiments. La fosse des Mariannes, qui détient actuellement le record
de profondeur sous la mer, 11 km de profondeur, est ainsi soumise a une pression de 110 MPa
soit 1 tonne par cm2. Pour donner un exemple de comparaison imagée cela équivaut a « une

voiture sur 'ongle d’un pouce ».

Ainsi, du fait de ces conditions tres éloignées des biotopes de surface, I'image associée a ces
environnements profonds a pendant longtemps été celle d’'un désert, dépourvu de toute forme
de vie. En témoigne 'hypothese formulée en 1841 par le naturaliste anglais Forbes (Anderson
and Rice, 2006). Pendant une campagne de dragage en mer Egée, il réalise des prélevements
a des profondeurs croissantes, et remarque une diminution du nombre d’animaux en fonction
de la profondeur. La courbe théorique qui découle de ces observations, lui montre que toute
vie disparaitrait au-dela de 550 m.

La réalité est pourtant tout autre, mais il faudra attendre les premieres explorations

océanographiques pour démontrer que la vie existe en tout point de la planete. Des 1860, la



découverte de coraux a plus de 1800 m de profondeur par Alphonse Milne Edwards remet en
question les découvertes de Forbes. En 1864 le pasteur norvégien Sars remonte au niveau d'un
Fjords, 2 fossiles. Les découvertes s’enchainent de 1872 a 1876, les anglais a bord du Challenger
parcourent toutes les mers du globe et trouvent de la vie jusqu’a 5500 m de profondeurs. Le
navire danois Galathea, rapporte de son expédition de 1950 a 1952, 115 especes au-dela de
6000 m ; notamment au niveau de la fosse des Mariannes a 10900 m de profondeur, ou des
animaux invertébrés, des sédiments et des bactéries sont remontés a bord. Ainsi pendant pres
de 100 ans, des recherches ont été menées pour savoir si la vie existait a toute profondeur ; et
encore aujourd’hui les campagnes océanographiques continuent d’explorer la richesse des
grands fonds.

La biosphere profonde est actuellement considérée comme le plus vaste écosysteme de la Terre
(Colwell and D’Hondt, 2013; Kallmeyer et al., 2012). Cet écosystéeme immense, abrite une
grande diversité d’especes mais en faible quantité, avec une biomasse de I'ordre de quelques
milligrammes de matiére organique par m2 (Cario, 2013).

L’homogénéité quasi parfaite des grands fonds est tout de méme a nuancer ; en effet des zones
chaudes, anoxiques et chargées de matieres organiques réduites : les sources hydrothermales,
viennent ponctuer cet environnement. Ces écosystémes complexes, considérés comme 'un des
plus spectaculaires de la Terre, sont de véritables oasis de vie, caractérisés par une faible
biodiversité et au contraire une forte biomasse de 10 a 100 kg par m2 (Corliss et al., 1979; Prieur

and Marteinsson, 1998).

I.b. La découverte des sources hvdrothermales océaniques profondes

En 1977, des géologues américains embarqués a bord du sous-marin Alvin, découvrent au large
des iles Galapagos a plus de 2600 m de profondeur une forte activité volcanique, des édifices
hydrothermaux aux allures de cheminées, d’'ou émane un fluide chaud. Cette exploration
marque la découverte de la premiere source hydrothermale active (Corliss et al., 1979;
Lonsdale, 1977) (figure 2). Des campagnes ultérieures ont permis la découverte de nombreux

sites, dispersés a différents endroits du globe avec des profondeurs allant de 700 m a un peu



plus de 4000 m. La fosse des Caimans découverte en 2009, abrite le site Beebe, situé a 4960
m de profondeur (Connelly et al., 2012). Les cheminées hydrothermales se forment au niveau :
des zones a forte activité tectonique, des dorsales médio-océaniques (Atlantique, Pacifique
Oriental, Océan Indien), pres des zones de subduction, au niveau des Bassins arriere-arcs du
Pacifique occidental (figure 2). Ce sont des régions ponctuelles de fortes activités tectoniques,
qui fragilisent la crofite océanique et créent des fissures par lesquelles pénétre I’eau de mer.
Celle-ci se réchauffe a proximité de la chambre magmatique, sous ’effet de la température et
de la pression, le fluide s’acidifie et dissout des constituants de la roche mere (basalte,
péridotite, gabbros). Ce fluide acide d’'une température avoisinant les 350°C remonte jusqu’au
plancher océanique. Les édifices se forment alors par contact du fluide avec ’eau de mer d’une
température proche de 2°C, ce qui entraine la précipitation des minéraux qui s’accumulent

autour des sorties de fluides (Cann et al., 1999) (figure 3).
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Figure 2: Localisation des sites hydrothermaux
(Flores and Reysenbach, 2011)

Les sites hydrothermaux sont localisés au niveau des rides médio-océaniques (Atlantique, Pacifique
Oriental, Océan Indien). Les points représentent les zones explorées.
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Figure 3: Représentation schématique d'une source hydrothermale
(Flores and Reysenbach, 2011)

Ces habitats soumis a ’'absence totale de lumiere, a des pressions élevées, a de forts gradients
de température, et a la présence d’éléments toxiques (métaux lourds, méthane, sulfure...) (Gold,
1992) (figure 3 et 4), semblent a premiéere vue inadaptés a '’émergence de la vie (Prieur and
Marteinsson, 1998). Un écosystéme luxuriant est pourtant présent au niveau de ces cheminées.
La survie de cet écosysteme repose sur le fluide hydrothermal qui est une source d’énergie et
de nutriments, et sur la présence de microorganismes, qui constituent la base de la chaine
alimentaire dans cet environnement. L’énergie nécessaire au développement ne provient pas
de la photosynthese, celle-ci n’étant pas réalisable du fait de 'absence de lumiére, le réseau
trophique dépend de la production primaire des bactéries. A la place de la lumiére c’est une
réaction chimique qui fournit ’énergie primaire nécessaire a leurs métabolismes. En effet les
fluides sont chargés en métaux lourds (fer, zinc, manganese, plomb, cuivre) et en éléments
réduits (H.S, CO., H.) (Jannasch and Taylor, 1984; Martin et al., 2008). Ces composés

chimiques réduits représentent des sources d’énergie, des accepteurs et donneurs d’électrons



pour les microorganismes. Ce phénomene porte le nom de chimiosynthése (Gomez-Saez et al.,

2017).

Figure 4: Photographie d'un fumeur noir
(Flores et al., 2012)

Deux cheminées sont visibles dans le fond, cette photo a été prise par le ROV Jason II au niveau de
I’ « Eastern Lau Spreading Center » (Woods Hole Oceanographic Institution).

Etudier ces environnements profonds et les espéces associées, permet de rendre compte de la
vaste biodiversité qu’ils abritent, ainsi que les mécanismes mis en ceuvre par ces organismes
pour s’adapter.

La haute pression hydrostatique (HPH) constitue le principal parameétre physique qui
influence I'activité métabolique et le cycle de vie des organismes marins profonds. Cela nous
ameéne a nous intéresser a ce parametre physique majeur qu’est la pression hydrostatique ; qui
malgré le fait que 'essentiel du volume de la biosphere terrestre soit soumis a des pressions
élevées, reste I'un des parametres le moins étudié. Nous décrirons dans la partie suivante, ce
qu’est la pression hydrostatique, la diversité des microorganismes piézophiles (du grec piezo :
presser ou serrer ; phile : du grec philo (« ami, qui aime »)), les effets de la pression sur les
organismes qui y sont soumis ainsi que les stratégies d’adaptation mises en place par certains

microorganismes pour y faire face.



I.c. La pression: le parameétre physique majeur des grands fonds

La piézophysiologie désigne I'étude de I'adaptation des organismes vivants aux hautes
pressions hydrostatiques (Abe and Kato, 1999). Elle consiste en 1'étude des réponses
physiologiques mises en place par les cellules pour croitre sous pression et la mise en évidence
des éléments critiques pour la viabilité cellulaire. La pression hydrostatique constitue I'un des
principaux parametres physiques qui influence Iévolution, et la distribution des
macroorganismes et des microorganismes dans les milieux océaniques profonds (Somero,
1990; Yayanos, 1986). La découverte d’organismes piézophiles dans les environnements a
hautes pressions tels que les aquiferes profonds, les réservoirs de pétroles ou encore les sources
hydrothermales profondes, a soulevé des interrogations sur la capacité d’adaptation et la
faculté de survie de ces especes.

Le terme de piézophile a été utilisé pour la premiere fois par Yayanos en 1995 (Yayanos, 1995).
Un organisme piézophile peut étre défini comme un organisme dont I’optimum de croissance
se trouve a une pression supérieure a la pression atmosphérique (0,1 MPa) (Bartlett, 1992),
d’apres la définition de Zobell et Morita en 1957 (Zobell and Morita, 1957). En fonction des
optima de pression de croissance des microorganismes, on définit les piézosensibles qui
supportent une augmentation de pression faible jusqu’a 20 MPa, sachant que le taux de
croissance diminue avec 'augmentation de pression. Les piézotolérants qui se développent
jusqu’a 40 MPa, avec une croissance inchangée qu’ils soient a cette pression ou a pression
atmosphérique. Enfin les piézophiles quant a eux ont besoin de hautes pressions pour croitre
de maniére optimale. Des piézophiles obligatoires ou stricts existent également,
incapables de se développer a pression atmosphérique et faibles pressions (figure 5) (Daniel

et al., 20006).
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Figure 5: Evolution de la densité cellulaire des microorganismes en fonction de la pression

(Zeng et al., 2009)

Dans les océans, la pression hydrostatique augmente de 10 MPa tous les 10 meétres. La pression
est définie comme la force exercée sur une surface, la pression hydrostatique, correspond donc
a la force exercée par ’eau sur un corps immergé ; celle-ci s’exerce selon le principe de Le
Chatelier de 1884 (admin, 2013). Selon ce principe : « lorsque les modifications extérieures
apportées a un systéme physico-chimique en équilibre provoquent une évolution vers un
nouvel état d’équilibre, I’évolution s’oppose aux perturbations qui ’'ont engendrée et en modére
leffet. » Les modifications peuvent étre une variation de concentration, température ou
pression. Si le volume du systéme est augmenté, la pression diminue or selon le principe
évoqué la pression doit rester constante. Le systeme réagit donc en favorisant la réaction qui
produit le plus de moles de gaz. Les effets de fortes pressions hydrostatiques sur une réaction

physico-chimique a I’équilibre sont donc gouvernés par la variation de volume du systéme sur

lequel la pression s’exerce ou AV.




II. Les microorganismes adaptés a la vie sous pression

Les biotopes de la biosphere profonde oligotrophe, et caractérisés par les hautes pressions
hydrostatiques, représenteraient 70% du nombre total de cellules sur Terre. Mais seulement
une cinquantaine d’especes dites piézophiles et piézotolérantes (adaptées aux hautes pressions
hydrostatiques) ont été isolées (33 bactéries et 16 archées). Pour la majorité d’entre elles, il
s’agit de bactéries psychrophiles hétérotrophes. Seulement tres peu de souches sont
piézophiles strictes ; sur les 15 souches piézophiles obligatoires isolées, 14 sont des bactéries et
une seule archée Pyrococcus yayanosii CH1 (Zeng et al., 2009). Ce nombre limité de
piézophiles isolés jusqu’a maintenant peut s’expliquer par le fait que remonter des échantillons
pressurisés, les maintenir, puis les cultiver, est compliqué et coliteux. Aussi seulement
quelques prototypes de bioréacteurs hautes pressions et hautes températures indispensables

pour leur étude, sont développés.

Il.a. Les débuts de la microbiologie abyssale

Les recherches sur la microbiologie abyssale ont commencé dans les années 1884 avec les
campagnes océanographiques du Talisman et du Travailleur menées par les chercheurs
francais Regnard et Certes. Ils émettent I’hypothese de la présence de bactéries a plus de 5000
m de profondeur (Minic et al., 2006), et collecte des bactéries jusqu’a 8200 m. C’est également
un des premiers a faire des expérimentations sur l'influence de la pression sur des bactéries
(Meersman and McMillan, 2014). Mais les découvertes se sont véritablement accentuées avec
Pavénement des nouvelles technologies (navires océanographiques, submersibles ROV
(Remotely Operated underwater Vehicle)...) et la multiplication de campagnes
océanographiques, tel que ’expédition Danish Galathea « Round the world » en 1950-1952.
Ainsi durant la décennie suivante, les pionniers de la microbiologie marine : Claude ZoBell,
Richard Morita, Holger Jannasch ont démontré une activité microbienne ralentie et I’absence
de bactéries adaptées libres aux conditions abyssales. Dés 1949, ZoBell et Morita s’intéressent

a I'étude de l'effet de la pression sur les microorganismes, ils isolent a partir de 1957, des



microorganismes sous pression sur des échantillons provenant de sédiments profonds, et ce a
l’aide d’incubateurs pressions en titanium (Zobell and Morita, 1957). En dépit de leurs efforts,
ils isoleront un microorganisme piezotolérant et non piézophile. ZoBell employe le terme de
barophilie, en observant la densité cellulaire en fonction des variations de pression, celle-ci
n’étant pas la méme a pression atmosphérique que pour des pressions plus élevées. Malgré ces
découvertes, le scepticisme regne sur l’existence de microorganismes « aimant » la pression. Il
faudra ainsi attendre 1979 pour que le débat soit clos, avec l'isolement du premier
microorganisme piézophile obligatoire par Yayanos et son équipe (Yayanos et al., 1979). Ils
sont les premiers a obtenir et a maintenir en culture pure un piézophile, qui apres identification
se révélera étre Psychromonas sp CNTP3. Par la suite Yayanos continuera les études sur la
pression avec notamment la découverte de la souche piézophile obligatoire Codwellia sp MT41
(Yayanos et al., 1981) ou encore les premieres études sur I'influence des hautes pressions
hydrostatiques sur les lipides et les protéines (DeLong and Yayanos, 1985; Yayanos, 1986).
Ainsi dans les années 1970, de nombreux travaux de Robert Schwarz, Rita Colwell, Jody
Deming, Aristides Yayanos ou encore les équipes japonaises du professeur Horikoshi, ont
permis de mieux comprendre la vie dans les fonds océaniques et de démontrer I’existence de
bactéries piézophiles.

Ces premiers microorganismes étudiés étaient des bactéries psychrophiles hétérotrophes, mais
la découverte des sources hydrothermales en 1977 allait constituer un véritable tournant pour
les recherches sur la microbiologie abyssale.

Des lors, des microorganismes hyperthermophiles (>90°C) anaérobies stricts ont pu étre isolés
de ces écosystemes particuliers. Nombre d’entre eux appartiennent au domaine des archées,
plus particulierement a 'ordre des Thermococcales. Les expériences menées sous pression sur
celles-ci ont permis de rendre compte du caractere piézotolérant voir piézophile des souches,

en effet pour ces derniéres, la croissance est tolérée voir améliorée par les hautes pressions.
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IL.b. Diversité des procarvotes psychro-piézophiles

La plupart des psychro-piézophiles ont été isolés entre 2500 m et 11 000 m, au niveau de
I'ensemble des océans profonds et des premiéres couches de sédiments. Issus d’un
environnement froid et oligotrophe, leur température optimale ne dépasse pas les 15°C (Morita,
1975) et sont définis par une gamme de pression tres large (tableau 1)(Lauro et al., 2007). La
majorité de ces psychro-piézophiles appartient a la classe des Gamma-proteobacteria, avec
des représentants dans les cinq genres que comprend ce groupe : Shewanella, Photobacterium
(Nogi et al.,, 1998), Colwellia (Yayanos et al.,, 1981), Moritella (Xu et al., 2003) et
Psychromonas (Nogi et al., 2002). Les Shewanella sont les plus nombreuses a avoir été isolées,
cing Moritella ont été isolées et quatre pour les Psychromonas et Colwellia. Le genre
Photobacterium comprend trois souches piézophiles modérées, dont la souche SS9 de P.
profundum, modéle bactérien de I’étude de la piézophilie (mécanismes de régulation de la
pression, adaptation des membranes aux HPH, études génomiques et caractérisation
phylogénétiques)(Vannier, 2012).

Des exceptions sont a noter avec I'isolement d’'une souche piézophile PRT1 appartenant a la
famille des Rhodobacterales (fosse de Puerto Rico, 8350 m de profondeur), les deux autres
sont des bactéries a Gram positif appartenant aux Firmicutes (Fosse Aléoutiennes en Alaska,

2500 m de profondeur).

(D’apreés Cario, 2013; Vannier, 2012)
Tableau 1: Les piézophiles psychrophiles isolés

Nature de Lieu de Profondeur Références

Optimum de

I’échantillon prélevement pression
Carnobacteriu Eau de mer Fosse Aleutian 2500 metres 15 MPa Lauro et al.,
m AT12 Piézophile 2006
Carnobacteriu Eau de mer Fosse Aleutian 2500 metres 15 Mpa Lauro et al.,
m AT7 Piézophile 2006
Colwellia Fosse du Japon 6278 metres 93 MPa a 10°C Deming et
hadaliensis - 74 MPa a 2°C al., 1988
BNL-1 Piézophile
stricte
Colwellia Sédiments Fosse du Japon 6278 metres 602 MPa a 10°C  Nogietal.,
piezophila Piézophile 2004
stricte
Colwellia sp. Amphipode Fosse Kermadec 9856 metres Piézophile Lauro et al.,
KT27 2006
Colwellia sp. Amphipode Fosse des 10476 meétres 100 MPa Yayanos et al.,
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MT41

Moritella
abyssi

Moritella
japonica DSK1
Moritella PE36

Moritella
profunda

Moritella
yayanosii
DB21MT-5
Photobacteriu
m profundum
DSJ4
Photobacteriu
m profundum
SS9
Psychromonas
kaikoae

Psychromonas
profunda

Psychromonas
sp. CNPT3

Psychromonas
sp. HS11
Shewanella
benthica
DB6101
Shewanella
benthica
DB5501
Shewanella
benthica
DB6906
Shewanella
benthica
DB6705
Shewanella
benthica
DB172F/R
Shewanella
benthica
DB21MT-2
Shewanella

Sédiments

Sédiments

Sédiments

Sédiments

Sédiments

Amphipode

Sédiments

Sédiments

Eau de mer

Sédiments

Eau de mer

Eau de mer

Eau de mer

Eau de mer

Eau de mer

Sédiments

Amphipode

Mariannes
Sierra leone,
Océan
Atlantique
tropical Est

Fosse du Japon

Océan Pacifique

Sierra leone,
Océan
Atlantique
tropical Est
Fosse des
Mariannes
Fosse de Ryuku
Fosse de Sulu

Fosse du Japon

Océan
Atlantique

Océan Pacifique

Cotes Hawai

Fosse de Ryuku

Baie de Suruga

Fosse du Japon

Fosse du Japon

Fosse lzu-Bonin

Fosse des

Mariannes

Fosse Kermadec
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2815 metres

6356 metres

2815 metres

10898 metres

5110 metres

2551 metres

7434 metres

2770 metres

5672 metres

5800 métres

2485 metres

(5110)

2485 metres

6269 metres

6356 metres

6499 meétres

10898 metres

9856 metres

Piézophile
stricte

30 MPa 10°C
19 MPa 6°C
Piézophile

50 MPa
Piézophile
41 MPa
Piézophile

22 MPa 6°C
Piézophile

80 MPa
Piézophile
stricte

10 MPa
Piézophile

28 MPa
Piézophile

50 MPa
Piézophile
stricte

15-20 MPa a
6°C

25 MPa a 10°C
Piézophile

52 MPa
Piézophile

50 MPa
Piézophile

60 MPa
Piézophile

60 MPa
Piézophile

60 MPa
Piézophile

60-70 MPa
Piézophile

70 MPa
Piézophile
stricte

1981 ; Delong
etal.,, 1997
Xu et al., 2003

Lauro etal.,
2006

Yayanos et al.,
1981 Delong et
al., 1997

Xu et al., 2003

Kato et al.,
1998 ; Nogi et
Kato, 1999
Nogi et al.,
1998

Delong , 1986
Delong et al.,
1997

Nogi et al.,
2002

Xu et al., 2003

Delong et al.,
1997 ; Yayanos
etal, 1979
Delong et
Yayanos, 1986
Kato et al., 1995

Kato et al., 1995

Kato et al., 1995

Kato et al., 1995

Kato et al., 1996

Kato et al., 1998

Lauro et al.,



benthica KT27 - 2006

Shewanella Amphipode Fosse Kermadec 9856 metres 98 MPa Lauro et al.,
benthica KT99 Piézophile 2006
Shewanella Amphipode Fosse des 6163 métres 62 MPa Delong et
benthica PT48 Philippines Piézophile Yayanos, 1986
Shewanella Amphipode Fosse des 8600 meétres 62 MPa Delong et
benthica PT99 Philippines Piézophile Yayanos, 1986
Shewanella Pacifique du 90 MPa Delong et
benthica PT64 - Nord - Piézophile Yayanos, 1986
Shewanella Sédiments Fosse de Ryuku 5110 metres 30 MPa Nogi et al.,
benthica DSS12 Piézophile 1998

II.c. Diversité des procarvotes des sources hydrothermales profondes

La découverte des sources hydrothermales a révolutionné les recherches associées a la
microbiologie abyssale. Les campagnes océanographiques passées et encore actuelles
permettent ’exploration de nouveaux sites sur ’ensemble des océans, et de rendre compte de
la biodiversité microbienne associée. Ces environnements qui jalonnent les océans sont des
régions chaudes, ainsi de nombreux microorganismes thermophiles (optimum de croissance
compris entre 45°C et 70°C) voir hyperthermophiles (optimum de croissance supérieur a 80°C)
ont pu étre isolés et cultivés en laboratoire (Huber et al., 2002; Miroshnichenko and Bonch-
Osmolovskaya, 2006; Reysenbach et al., 2006; Wagner and Wiegel, 2008). La majorité des
procaryotes découverts sont des archées hyperthermophiles aux métabolismes tres variés
(méthanogeéne lithotrophe, sulfatoréductrice, organotrophe). Quelques bactéries ont
également été isolées au niveau de ces sources hydrothermales (tableau 2). Avec la
température, la pression est également un parametre caractéristique de ces cheminées, un
nombre limité de piézo-(hyper)-thermophiles a été découvert. Pour la majorité, ce sont des
archées qui ont été isolées au niveau des sites ; et ces archées piézo-(hyper)-thermophiles
appartiennent en grande partie a 'ordre des Thermococcales (avec trois genres Thermococcus,
Pyrococcus, Palaeococcus) (Godfroy et al., 1996; Gonzalez et al., 1995; Marteinsson et al.,

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

Thermoccocus barophilus est une archée isolée a 3550 m de profondeur sur la ride médio-

Atlantique. Viggo Marteinsson et son équipe ont pu isoler ce microorganisme anaérobie strict,
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se développant a pression atmosphérique a 85°C. Sa culture sous pression hydrostatique se
traduit par une augmentation de la température maximale de croissance ainsi que du taux de
croissance, son optimum de pression se situe a 40 MPa (Marteinsson et al., 1997, 1999a). De
plus des analyses de protéomique, ont permis de révéler lors des cultures a pression
atmosphérique, 'expression d'une protéine de stress, traduisant son caractére piézophile.

En 2002, a partir d’un échantillon hydrothermal de la dorsale Pacifique Orientale 4 2600 m de
profondeur, la bactérie Marinitoga piezophila est isolée (Alain et al., 2002). Cette souche se
révele avoir un optimum de pression a 40 MPa alors qu’elle provient d‘une profondeur ou la
pression est de 26 MPa. Comme pour le cas précédent la pression hydrostatique augmente la
vitesse de croissance ; et lorsque la pression diminue la morphologie est altérée, avec la
formation de filaments bactériens du fait que les cellules ne se divisent plus mais s’allongent.
Ce qui rappelle les observations faites sur Escherichia coli par Satoshi Ishii et son équipe, mais
dans le sens inverse, 'augmentation de pression entrainait une modification de la morphologie
de la bactérie, qui en condition de stress développait ces longs filaments (Ishii et al., 2004).
En 2007, lors d'une campagne océanographique Franco-russe, le ROV victor du Pourquoi pas ?
découvre sur la dorsale médio-Atlantique a plus de 4100 m, le site hydrothermal Ashadze. Jean
Louis Birrien et Zeng Xiang isolent a partir d’un fragment de cheminée Pyrococcus yayanosii,
premiere piézophile obligatoire, celle-ci étant incapable de se développer pour des pressions
inférieures a 20 MPa (Birrien et al., 2011).

Plus récemment deux nouvelles especes piézophiles ont été isolées a partir de sédiments
marins profonds hydrothermaux de ’Océan Pacifique : Palaeococcus pacificus (Zeng et al.,
2013) et Kosmotoga pacifica (L’Haridon et al., 2014). Thermococcus piezophilus est une
archée isolée au niveau de la fosse des Caimans (golfe du Mexique), sur le site Beebe a 4964
metres de profondeur. Cette souche piézophile, possede la plus large gamme de pression de
croissance. Avec des optima de température et de pression, respectivement de 75°C et 50 MPa,
elle a la capacité de se développer de la pression atmosphérique jusqu’au moins 120 MPa

(Dalmasso et al., 2016).
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(D'apreés Cario, 2013; Vannier, 2012)

Tableau 2: Les piézophiles thermophiles et hyperthermophiles isolés

Nature de Lieu de Profondeur références

Optimum

I’échantillon  prélevement de pression

Kosmotoga Sédiment Océan 2891 30 MPa a Thermophile L’Haridon

pacifica SLHU1T, hydrothermal Pacifique Est  métres 70°C etal., 2014

bactérie

Marinitoga Cheminée Ride 2630 40 MPa a Thermophile Alain et

piezophila, hydrothermal Pacifique Est  metres 65°C al.,2008

bactérie e Piézophile

Methanocaldoco Cheminée Ride 2600 75 MPa a Thermophile Jones et

ccus jannaschii, hydrothermal Pacifique Est meétres 86°C al.,1983 ;

archée e Miller et
al., 1988

Methanococcus  Fluide Site Kairei 2415-2460 40 MPa a Hyperthermo  Takaietal.,

kandleri 116, fumeur noire métres 105°C phile 2004

archée

Paleococcus Cheminée Arc 1338 30 MPa Thermophile Takai et al.,

ferrophilus, hydrothermal Ogasawara- meétres 2000

archée e Bonin

Paleococcus Cheminée Océan 2737 30 MPa Hyperthermo  Zengetal.,

pacificus hydrothermal Pacifique Est  metres phile 2013

DY203417, e

archée

Piezobacter Cheminée Site TAG 3660 36 MPa Thermophile Takai et al.,

thermophilus hydrothermal (MAR) metres 2009

108, bactérie e

Pyrococcus fluide Bassin Nord 2000 0,1 MPa Hyperthermo  Erauso et

abyssi GE5, Fidji meétres phile al., 1993

archée

Pyrococcus Cheminée Site Ashadze 4100 52 MPa Hyperthermo  Zengetal.,

yayanosii hydrothermal (MAR) meétres phile 2008

CH1,archée e

Thermococcus Cheminée Site Snakepit 3550 40 MPa Hyperthermo Marteinsso

barophilus MP, hydrothermal (MAR) metres phile netal,

archée e 1999

Thioprofundum  Cheminée Site TAG 3660 16 MPa Thermophile Takai et al.,

lithotrophica, hydrothermal (MAR) metres 2009

bactérie e

Thermococcus Echantillons Fosse des 4964 50 MPa a Hyperthermo  Dalmasso

piezophilus 106, hydrotherma  Caimans meétres 75°C phile etal., 2016

archée ux

En dépit de ces découvertes, les piézophiles décrits a ce jour, reste pour la majorité des
bactéries psychrophiles hétérotrophes. Les piézophiles qui ont su s’accommoder et pour
certains faire de la pression un caractere obligatoire de développement, ont donc dii s’adapter,
mettre en place des mécanismes de survie aux hautes pressions, ce qui nous amene a nous
interroger sur ce parametre physique des grands fonds: la pression hydrostatique et son

impact sur les organismes vivants. D’apres Yayanos les bactéries des profondeurs ont acquis
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par des processus évolutifs des caractéristiques différentes des microorganismes vivants a

pression atmosphérique (Yayanos et al., 1979).

III. La pression hydrostatique et ses effets

IIl.a. Les effets de 1a pression sur les cellules

La gamme de pression a laquelle sont soumis les organismes sur Terre s’étend de 0 a 200 MPa.
La pression ne modifie pas les liaisons covalentes mais agit sur la conformation et les structures
formées par les liaisons faibles, seules les fonctions cellulaires et le métabolisme sont donc
affectés. Des 1914, Percy Williams Bridgman, physicien américain, démontre 'effet des HPH
sur les structures biologiques, en décrivant la coagulation de ’albumen de I'ceuf par la pression
(Bridgman, 1914; Cario, 2013). Il observe une coagulation des protéines du blanc d’ceuf sous
I'effet de la pression donnant a celui-ci un aspect d’ceuf cuit. Depuis les progres d’équipement
et 'intérét de la pression dans différents domaines ont permis d’en apprendre davantage sur
leffet des hautes pressions sur «le caractere structural et la dynamique des molécules
biologiques».

Les bactéries non piézotolérantes, se trouvent en situation de stress a des pressions trop
importantes, trop loin de leur optimum de croissance. Les effets de la pression hydrostatique
ont été largement étudiés chez les espéces mésophiles modéles en microbiologie comme la
bactérie Escherichia coli ou encore la levure Saccharomyces cerevisiae (Abe and Kato, 1999;
Bartlett, 2002). Soumise a la pression, la membrane par exemple réagit de facon semblable a
un stress au froid. Elle se rigidifie, ce qui impacte de nombreuses réactions dépendantes de la
fluidité membranaire, et modifie ’homéostasie de la cellule (diminution de la fluidité
membranaire, imperméabilité aux ions et autres molécules, diminution des échanges
nécessaires au bon fonctionnement de la cellule) (MacDonald, 1984). La membrane n’est pas
la seule structure biologique impactée (formation de protéines non dénaturées mais dépliées,
la formation de monomeres, des problémes dans la traduction des protéines, ou encore dans

la mobilité...) (Oger and Jebbar, 2010) (figure 6). L’ensemble des modifications engendrées
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par la pression sur les constituants cellulaires fait que soumis a de hautes pressions, les
organismes perdent certaines de leurs fonctions, pouvant mener a la mort de la cellule (Wery,

2000).
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Figure 6: Les effets de la pression sur la cellule
(Oger and Jebbar, 2010)

IIl.a.1. Influence de la pression sur les acides nucléiques

Les HPH stabilisent les ponts hydrogénes et figent les interactions, en augmentant la structure
double brin vis-a-vis de la structure simple brin pour une méme température. La conséquence
de ces changements, est une stabilité de ’ADN augmentée par 'augmentation de pression, et
la difficulté de la transition de la forme double brin vers la forme simple brin, nécessaire pour
certaines fonctions cellulaires tels que la réplication, la transcription et la traduction
(Macgregor, 1998, 2002). La plupart des fonctions est inhibée a de hautes pressions
hydrostatiques, par exemple la structure de la double hélice de ’ADN a une pression inhibitrice

de 1000 MPa (Abe, 2007).
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IIl.a.2. Influence de la pression sur la membrane cellulaire
La membrane cellulaire constituée d’une bicouche lipidique, abritant protéines et sucres, est

la structure biologique la plus sensible a la pression. L’homéostasie de cette membrane est
indispensable pour assurer les fonctions biochimiques normales et vitales pour les organismes.
Dans les conditions physiologiques optimales les membranes sont organisées et liquides. Une
augmentation de température ou diminution de pression entraine une augmentation des
mouvements lipidiques conduisant a un désordre membranaire. Au contraire une diminution
de la température ou augmentation de la pression sont a l'origine d'une diminution des
mouvements lipidiques, ce qui entraine une rigidification de la membrane (transition
liquide/gel) (Oger and Cario, 2013). Cette transition n’est pas immédiate et il peut perdurer
dans la membrane des mélanges liquide/gel. Les lipides s’adaptent a la compression en
changeant de conformation, 'augmentation de la pression a donc des répercussions sur la
membrane, et se traduit par une perte de fluidité membranaire. La membrane devenant
rapidement imperméable a ’eau et aux autres molécules, les échanges ainsi que les interactions
lipides/protéines pourtant nécessaires au bon fonctionnement de la membrane ne sont plus
possibles (Winter and Jeworrek, 2009). La mobilité, la division cellulaire sont inhibées pour
des pressions de 10 et 20 MPa (Abe, 2007).

Cependant des changements de la composition lipidique dans les membranes en réponse a un
stress (température, pression, pH) sont possibles, et portent le nom d’adaptation
homéovisqueuse (Sinensky, 1974).

Chez les bactéries, ce phénomene a été étudié, et a démontré une modification du nombre
d’insaturations en cis sans la chaine lipidique, ou encore une augmentation ou diminution dans
les proportions en acides gras, dans la longueur de leurs chaines, et une modification de la
proportion des différentes tétes polaires. La souche modéle SS9 dont I’étude des effets de la
pression, a permis de mettre en évidence une accumulation du phosphatidylcholine (PC) et du
phosphatidylglycérol (PG) a la place des phosphatidyléthanolamines (PE), ce qui correspond a
un passage de lipides saturés a insaturés (Yano et al., 1997). L’adaptation homéovisqueuse

existerait aussi chez les archées, et ceci par I'incorporation d’anneaux cyclopentanes dans les
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chaines isoprenoides ou par modification du rapport entre lipides diéthers et tétraéthers
(figure 7) (Oger and Cario, 2013). Ces réponses sont différentes de celles des deux autres
domaines du vivant, ou les modifications interviennent principalement sur la longueur et la

saturation des chaines lipidiques.

A T(°C)etpH
N P(MPa)

/ T(°C)etpH
4 P(MPa)

Figure 7: Adaptation des lipides archéens aux conditions environnementales chez M. jannaschii

(Oger and Cario, 2013)
A) Quand la température et le pH augmentent et que la pression diminue, la cellule accumule des
anneaux cyclopentanes dans les chaines isoprenoides. B) Dans les mémes conditions, le rapport
lipides tétra/di éthers diminue.

I11.a.3. Influence de la pression sur les protéines
Les protéines, et plus particulierement les protéines multimériques, constituent les
macromolécules de la cellule les plus sensibles a la pression. De la méme maniere que les
lipides, les protéines adaptent leur volume suite a la compression, entrainant ainsi des
changements de conformation, des problémes d’encombrement et d’hydratation. Les protéines
ne sont pas véritablement dénaturées par la pression, cependant les modifications sont

suffisantes pour affecter la stabilité, I'association en multimeres, et le bon fonctionnement des

19



sites catalytiques des enzymes. Le bon fonctionnement des protéines est donc altéré par la
compression (Balny et al., 2002; Northrop, 2002). La plupart des protéines étudiées ne sont
pas dénaturées a des pressions hydrostatiques entre 0 et 110 MPa, ou les microorganismes sont
capables de croitre mais plutot a des pressions plus fortes de 'ordre de 300 MPa (Perrett and
Zhou, 2002). L’activité de certaines protéines peut méme étre activée sous certaines pressions,
c’est par exemple le cas d’'une protéase de la piézophile Methanocaldococcus jannashii, qui
accroit la vitesse de la réaction qu’elle catalyse a 50 MPa et 125°C (Michels and Clark, 1997).
Une peptidase de Pyrococcus horikoshii reste stable jusqu’a 300 MPa entre 25 et 90°C; et a
une activité maximale a 180 MPa pour une température de 50°C (Rosenbaum et al., 2012). Or
P. horikoshii ne se développe que jusqu'a 40 MPa (Zeng et al., 2009), ce qui confirme que les
effets des HPH sur les protéines se voient pour des pressions tres importantes et souvent au-
dela des conditions physiologiques des microorganismes.
IIL.a.4. Influence de la pression sur la traduction
La traduction est le processus cellulaire le plus sensible a la pression. Notamment puisque les
ribosomes se dissocient in vitro sous hautes pressions (Gross et al., 1993). Les ribosomes
associés a de TARNm ou de 'ARNt sont stables sous hautes pressions jusqu’a 100 MPa, au
contraire les ribosomes non chargés commencent a se dissocier dés 60 MPa. L’assimilation des
acides aminés est également sensible aux hautes pressions. Méme si les ribosomes ne sont pas
affectés a de faibles pressions, il est nécessaire que I’approvisionnement en acides aminés (aa)
soit suffisant, pour que la synthese protéique ait lieu. Comme la membrane plasmique est I'une
des premieres structures affectées par la pression, le transport des acides aminés ne se fait pas
correctement. Les hautes pressions ont donc tendance a limiter le transport et ’assimilation
des acides aminés.
IIL.a.5. Influence de la pression sur le pH intracellulaire

Le pH cytoplasmique ou vacuolaire doit étre régulé pour que les activités enzymatiques
fonctionnent normalement. Or les hautes pressions ont tendance a abaisser le pH ; il a été
montré chez la levure S. cerevisae, que de 40 a 60 MPa, le pH diminue de 0,3 unités, ce qui a

pour conséquence la diminution de certaines activités (Abe and Horikoshi, 1998) (figure 8),
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c’est le cas de la phosphofructokinase, enzyme intervenant dans la glycolyse.
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Figure 8: Les effets des HPH sur le métabolisme de S. cerevisae et acidification de la vacuole
(Abe and Horikoshi, 1998)

Représentation du modéle proposé pour expliquer les événements cellulaires sous pressions
hydrostatiques. L’hydratation et la dissociation du CO: sous hautes pressions conduisenr a
I'accumulation de protons dans le cytoplasme. Pour maintenir un pH cytoplasmique, les vacuoles
des levures vont servir pour retenir les protons pour des hautes pressions hydrostatiques.

IILb. Les adaptations aux HPH chez les piézophiles

Cependant des microorganismes, les piézophiles définis précédemment, ne sont pas affectés et
au contraire sont capables de se développer sous pression. Les stratégies adoptées par les
microorganismes, pour s’adapter aux variations de pression ne sont pas encore complétement
définies. Cependant trois mécanismes sont proposés concernant ’adaptation a la pression :
ajustement des génes exprimés pour compenser la perte de ’activité biologique (Campanaro
et al.,, 2005), 'expression de genes spécifiques aux HPH et I’adaptation structurale des

biomolécules pour faire face aux HPH (Kato, 1999; Somero, 1992).

IIL.b.1. Génes régulés par la pression

L’étude d’un ensemble de geénes « piézophiles » a été rendue possible suite aux avancées dans
la description des génomes de piézophiles dites vraies comme Photobacterium profundum,

Pyrococcus yayanosii, ou encore Shewanella benthica. Bartlett et son équipe ont étudié les
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mécanismes d’adaptation a la pression chez Photobacterium profundum SS9 (Chi and Bartlett,
1993; Simonato et al., 2006) ; bactérie piézophile modérée d’origine abyssale (gamme de
pression entre 0,1 MPa et 90 MPa, avec un optimum a 28 MPa) (Bidle and Bartlett, 1999; Chi
and Bartlett, 1993). Des changements de pression pendant la culture entrainent des
changements dans ’expression des genes ompH et ompL (Outer membrane protein High/Low
pressure), qui codent pour des protéines membranaires. La protéine OmpH de la membrane
externe est plus exprimée a 28 MPa (pression optimale de croissance de SS9), tandis que OmpL
de la membrane externe est préférentiellement exprimée a 0,1 MPa (Bidle and Bartlett, 1999;
Welch and Bartlett, 1998). Ces génes sont régulés par des protéines trans-membranaires
ToxR/ToxS (Welch and Bartlett, 1998) (figure 9). La régulation par ToxR/ToxS se fait en
fonction des variations, qui se manifestent dans ’environnement (température, salinité, pH)
chez des especes du genre Photobacterium ou Vibrio (Miller et Mekalanos, 1988). Dans le cas
de P. profundum SS9, c’est la pression qui a ce role de déclencheur environnemental, puisque
ToxR et ToxS seraient impliquées dans la perception de la pression. En effet les niveaux
d’expression de la protéine ToxR chez la bactérie diminuent a une pression élevée et le mutant
ToxR ne produit pas d’OmpL mais maintient un niveau ’OmpH élevé, ce qui suggere que ToxR

est nécessaire pour activer OmpL et réprimer OmpH.
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Figure 9: Représentation schématique du systéme ToxR/S chez P. profundum SS9
(Parson et Heal, 2002)

A basse pression, le systeme ToxR/S actif, active le géne ompL et réprime ompH, tandis que sous
HPH, le complexe ToxR/S est sous forme de monomére ce qui méve la répression du géne ompH et
n’active plus le géne omplL.

Toujours chez cette bactérie SS9, un systeme flagellaire original a été mis en évidence, or la
mobilité flagellaire est un processus cellulaire sensible a la pression. Le génome de la souche
contient deux groupes de genes flagellaires : un groupe de genes codant pour des flagelles
polaires (PF) et un autre groupe de genes codant des flagelles latéraux (PL). Les mutants de
délétion pour les génes codant pour les flagelles polaires présentent des problémes de mobilité
en toute circonstance, les mutants de délétion des génes codant pour les flagelles latéraux
quant a eux ne sont défectifs que sous des conditions de haute pression ou de haute viscosité.
Ce systeme flagellaire (latéral) permettrait d’assurer la mobilité pour des pressions allant de
30 MPa a 150 MPa (Eloe et al., 2008). Ce systeme adaptatif semble étre commun a plusieurs
gamma-protéobactéries, et est retrouvé notamment chez la souche piézotolérante Shewallena
piezotolerans WP3 (Wang et al., 2008) mais le mécanisme responsable de cette adaptation aux

hautes pressions reste encore peu connu.
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Shewanella benthica DB6705 et Shewanella violacea DSS12 sont des souches altérées par la
pression (Kato and Hayashi, 1999; Tamegai et al., 1997). Ces deux souches comme de
nombreux microorganismes modifient leur systeme respiratoire de facon a répondre aux stress
environnementaux. Chez les Shewanella, deux systémes respiratoires sont présents et
fonctionnent selon les hautes et basses pressions (Kato and Hayashi, 1999). Pour étudier la
régulation du systéme respiratoire sous pression, les cytochromes de type c¢ et une quinol
oxydase terminale ont été purifiés chez une souche de Shewanella benthica DB172F (Qureshi
et al., 1998). Deux cytochromes C ont été purifiés (une membranaire c-551 et une cytosolique
c-552). Les études ont montré que la quinol oxydase est uniquement induite lors de pressions
élevées. Il a également été observé que la c-551 est exprimé a 0,1 MPa et 60 MPa, mais la c-552
ne l'est qu’a 0,1 MPa. Kato a montré en 1998 (Kato et al., 1998), qu’il existait deux types de
systémes respiratoires, 'un fonctionnant a 60 MPa composé de deux complexes ot la quinol
oxydase est accepteur terminal d’électrons et 'autre fonctionnant a 0,1 MPa ou le cytochrome
C oxydase est 'accepteur terminal d’électrons. L’hypothese émise est qu’a 0,1 MPa, le systéeme
respiratoire fonctionne a 3 complexes alors qu'a 60 MPa la chaine respiratoire est plus

compacte, seul deux composants fonctionnent (figure 10).
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Figure 10: Fonctionnement du systéme respiratoire de Shewanella benthica a 0,1 et 60 MPa
(Michoud, 2014) (Kato et al., 1998; Oger and Jebbar, 2010)
Q- : quinone, QH::quinol, C-551 :cytochrome C-551, C-552 : cytochrome C-552

I1I.b.2 Adaptations structurales des biomolécules

Les lipides membranaires sont tres sensibles aux effets de la pression qui rendent la
membrane moins fluide. Les microorganismes des grands fonds maintiennent la
fonctionnalité de leur membrane, en modulant la composition de leurs lipides membranaires
selon les conditions environnementales auxquelles ils sont contraints. Ce systéme se nomme
ladaptation homéovisqueuse (Oger and Cario, 2013; Sinensky, 1974). Un grand nombre de
piézophiles ne produisent pas juste un taux élevé d’acides gras monoinsaturés dans leurs
lipides comme on pourrait le penser. Delong et Yayanos ont observé une corrélation positive
entre le nombre d’acide gras mono et polyinsaturés dans les membranes (Allen et al., 1999).

Chez la bactérie P. profundum SS9, la proportion d’acides gras mono et poly insaturés

augmente avec la pression hydrostatique (Allen et al., 1999; Bartlett, 2002). Des études ont
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montré que la proportion d’ester phosphatidylglycérol (PG) augmente avec la pression
hydrostatique pour une souche isolée du sédiment. Les PGs semblent jouer un réle dans la
structuration de la membrane en réponse a une croissance sous pression (Mangelsdorf et al.,
2005).

La présence dans la membrane de certains acides gras polyinsaturés: AG oméga-3
polyinsaturés (PUFAs : poly unsaturated fatty acid) tels que I'EPA (Acide icosapentaénoique
C20:5 w-3) ou le DHA (Acide docosahexaénoique C22:6 w-3) auraient un role dans le
maintien de le maintient d'une membrane fonctionnelle, notamment la fluidité (DeLong and
Yayanos, 1985; Kato and Hayashi, 1999; Nogi et al., 2002; O. Wirsen et al., 1986). On remarque
une augmentation de PUFAs en fonction de la profondeur chez les espéces piézophiles
(DeLong and Yayanos, 1985), mais leur role reste encore incertain, et leur utilité et présence
semble variable en fonction des souches. Chez Thermococcus barophilus, un nouveau modeéle
de membrane a été mis en évidence; celui-ci permet d’adapter la fluidité membranaire, par une
régulation du ratio di/tétraéthers, combinée a la modulation du degres d’insaturation sur les
lycopénes (Cario et al., 2013). Les lycopenes sont des tétraterpenes de la famille des
caroténoides. Les lycopénes sont également retrouvés chez une autre Thermococcales des

sources hydrothermales profondes Thermococcus hydrothermalis (Lattuati et al., 1998).

Certains microorganismes adaptés a de fortes teneurs en sel ou aux hautes températures, ont
la capacité de produire des solutés compatibles (Yancey, 2005). Ces molécules de bas poids
moléculaires (sucres, acides aminés) s’accumulent dans les cellules pour maintenir une
pression osmotique stable dans le but de maintenir le volume cellulaire suite au stress (salin,
thermique ou du pH)(Brown, 1976; Yancey, 2005). Certaines de ces molécules permettraient
aussi de protéger la cellule face aux radicaux libres ou dérivés réactifs de 'oxygene (capacité
adsorbante), ou encore de stabiliser les structures de certaines macromolécules (les protéines
par exemple). En ce qui concerne le stress engendré par la pression, peu d’études se sont
penchées sur I'adaptation par des solutés compatibles. Cependant il semblerait que des

piézolytes, définies comme des « molécules retrouvées chez des organismes vivants dans les

26



grands fonds, leur permettant de faire face aux hautes pressions » existent (Martin et al., 2002).
Notamment ceux-ci leur permettraient de maintenir un volume cellulaire et une pression de
turgescence suffisante. L’étude servant de référence est celle réalisée chez SS9 ; qui a montré
que la souche accumule du glutamate, de la glycine bétaine a 0,1 MPa, et au contraire des
oligoméres du [ hydroxybutyrate a 28 MPa (Martin et al., 2002). Chez Thermococcus
barophilus, le mannosylglycérate serait accumulé a haute température et a haute salinité, cette
augmentation est inversement proportionnelle a I'augmentation de la pression. Or le
mannosylglycérate interviendrait dans ’équilibre osmotique, le rétablissement de la
turgescence et comme chaperonne moléculaire pour aider les protéines a se replier (Cario,

2013). Les piézolytes ont peut-étre une importance chez les especes vivant sous pression.

IIL.b.3. Régulation du stress pression

Les effets de la pression hydrostatique ont été largement étudiés chez les espéces mésophiles
comme E. coli et S. cerevisiae, pour qui l'expression de protéine de stress pour des
augmentations de pression a été mise en évidence. Un phénomene similaire est étudié chez les
piézophiles, des génes de réponse au stress sont surexprimés pour des pressions de 0,1 MPa.
Par exemple chez la souche P. profundum SS9, une pression de 0,1 MPa constitue un stress,
entrainant la surexpression de 4 genes (hptG, dnaK, dnaJ et groEL), qui codent pour des
protéine chaperonnes de réponse au stress (Campanaro et al., 2005).

En dépit du fait que des microorganismes piézophiles aient été découverts, tres peu d’études
se sont intéressées a la résistance de ces microorganismes aux HPH. Quelques études ont
cependant commencé a donner des résultats quant aux mécanismes d’adaptation de
piézophiles ; c’est par exemple le cas pour Desulfovibrio hydrothermalis (Amrani et al., 2014),
T. barophilus (Vannier et al., 2015) , Desulfovibrio hydrothermalis (Pradel et al., 2013), P.
yayanosii (Michoud and Jebbar, 2016) ou encore chez Thermococcus piezophilus (Dalmasso,
2016). Les premieres conclusions seraient qu’il n’existe pas d’enzymes ou de genes spécifiques
développés pour vivre sous hautes pressions, mais celles-ci seraient plus en faveur dun

changement du métabolisme pour s’adapter aux variations de pressions.
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Ces études ont permis de montrer que des variations de pression chez les archées piézophiles
ont un impact sur la fluidité membranaire, sur la composition/les insaturations des lipides de
celle-ci (Cario et al., 2015; Oger and Cario, 2013). Elles, entrainent des modifications des voies
métaboliques anaérobies (hydrogénases/sulthydrogénases), des changements de
transporteurs membranaires notamment au niveau des acides aminés, des inactivations de
certaines voies de synthése trop cofiteuses en énergie en condition de stress (tryptophane) et
des régulations fines dans la production et la conversion d’énergie (Martinez et al., 2016), ainsi
que le role de solutés compatibles (import ou synthese) dans ’adaptation aux fortes pressions

(Cario et al., 2015).

Chez D. piezophilus C1TLV30 isolée a 1700 meétres en méditérannée, les études ont montré
que le transport des acides aminés est affecté par la pression, ainsi que l’activité sulfato-
réductrice qui est diminuée pour de fortes pressions (Pradel et al., 2013). Chez une autre
sulfato réductrice D. hydrothermalis isolée de la dorsale Est Pacifique a 2600 m de profondeur,
une analyse du transcriptome (RNA-seq) a été réalisée (26-10-0,1 MPa). 65 genes ont une
expression différente sous pression, notamment ce qui codent pour: les acides aminés
aromatiques, ceux impliqués dans le métabolisme énergétique, ceux de la traduction et les
genes sans fonctions connues. En ce qui concerne les acides aminés, une accumulation de
glutamate et la biosynthese de ces acides aminés ont été mises en évidence sous pression. Des
résultats similaires ont été montrés chez la bactérie piézophile P. profundum SS9, ainsi que
chez S. violacea, ou le géne de la glutamine synthase est positivement régulé sous pression.
L’étude a également mis en évidence que les genes impliqués dans le métabolisme énergétique
sont impactés par la pression ; cela vaut aussi pour P. profondum et S. violacea, ou la
cytochrome oxydase C terminal et la quinol oxydase ont une expression différente dépendante
de la pression (Ohke et al., 2013; Tamegai et al., 2012). Le niveau d’ATP augmente avec la
pression, ce qui suggere que la souche module son métabolisme énergétique en fonction de la

pression.

28



Chez SS9 les études transcriptomiques ont montré que le passage de 28 MPa a 0,1 MPa
entraine la surexpression de nombreux genes, codant pour la plupart pour des transporteurs

ou enzymes du métabolisme (Campanaro et al., 2005).

Chez Pyrococcus yayanosii, des études comparatives ont été réalisées entre P. yayanosii avec
une piézosensible P. furiosus. Cette souche a été choisie car elle est physiologiquement proche
de P. yayanosii (température optimale, pH, salinité...) mais les optima de pression sont
différents. Cette étude avait pour but de trouver des potentiels marqueurs de la piézophilie.
Les résultats tendent a appuyer 'hypothése que P. yayanosii a fortement adapté son génome
aux conditions de pressions auxquelles elle est soumise; notamment au niveau de la
biosynthese des acides aminés, du métabolisme énergétique (hydrogénases/formate). Trois
principales fonctions sont concernées: la mobilité par l'intermédiaire de l'archellum, la
traduction au niveau de la sous unité 50S des ribosomes et des transporteurs, et au niveau de
la conservation de I’énergie.

P. yayanosii posséde des hydrogénases: Mbh (Membrane bound hydrogenase) (PYCH-
11230-360), Mbx (Membrane bound oxydoreductase) (PYCH-11410-530), SHI
(Sulfhydrogensae I) (PYCH-03370-4F00), SHII (Sulthydrogenase II) (PYCH-0010-40),
déterminés par homologie de séquences avec celles de P. furiosus.

Mbh est sous-exprimée par la pression (80 MPa), Mbx est quant a elle sur-exprimée par la
pression ainsi que Nsr (NAD(P)H linked sulfur reductase) et pdo (protein disulfide

oxydoreductase). SHI et SHII sont sous-exprimées a hautes et faibles pressions (20 et 80 MPa).

Chez l'archée T. barophilus, une protéine de stress (P60) est induite par les basses pressions
(Marteinsson et al., 1999b, 1999a). De plus des études ont été menées pour montrer I'effet des
hautes pressions sur la stabilité du protéome de T. barophilus. 1l a ainsi été démontré que 7.
barophilus ressent les basses pressions comme un stress. Elle accumule des molécules de
stress en condition de faible pression hydrostatique; ce qui témoigne d’'une adaptation du

protéome aux HPH (Cario, 2013).
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L’adaptation de T. barophilus aux HPH a également été étudiée par comparaison des
transcriptomes avec le microorganisme piézosensible le plus proche a savoir T. kodakarensis.
La régulation des genes a été comparée a pression atmosphérique, considérée comme une
basse pression; a 40 MPa, soit la pression optimale de croissance de T. barophilus et sous haute
pression, 70 MPa. Les pressions de 40 et 70 MPa permettent d’étudier la réponse des genes
face a une condition de stress, la pression atmosphérique quant a elle permet de voir les genes
régulés par une augmentation de pression.

L’étude a révélé la modification globale de ’expression de 378 génes lors de la variation de la
pression appliquée. Parmi ces 378 génes, 178 subissent une régulation positive. Ceux-ci sont
impliqués dans la production et la conversion d’énergie, dans le transport, et le métabolisme
d’ions inorganiques et glucides. 156 génes sont régulés de facon négative. Ceux-la codent des
protéines intervenant dans le transport/le métabolisme des acides aminés et des nucléotides.
Des génes sont activés ou réprimés, le niveau d’expression augmente ou diminue en fonction
de Paugmentation de la pression.

Les effets sont principalement observés au niveau de la biosynthése et du transport des acides
aminés qui sont inhibés a HPH, de tres nombreux transporteurs et protéines membranaires
sont quant a eux sur-exprimés, deux génes impliqués dans la mobilité cellulaire semblent étre
surexprimés chez T. barophilus a pression optimale pour la souche et des études
microscopiques ont montré un nombre de flagelles plus important a 40 MPa qu’a 0,1MPa et
70 MPa. La mobilité de T. barophilus semble étre fonction de la pression optimale de la souche
soit 40 MPa. De plus, 33 protéines hypothétiques, spécifiques de T. barophilus sont régulées
par les variations de pression et donc potentiellement impliquées dans I’adaptation aux HPH.
En ce qui concerne un certain nombre d’hydrogénases et de quinone, ce qui nous intéresse
dans la suite de I’étude, elles sont surexprimées en condition de stress pression (Vannier, 2012).
Lorsque la souche est cultivée en dessous ou au-dessus de la pression optimale, il n’y a pas de
régulation de génes codant des protéines de stress mais un changement global du métabolisme,
affectant la production d’énergie et le métabolisme. Concretement, face a des hautes pressions,

la cellule a besoin de plus d’énergie. Elle réduit la dépense d’énergie en régulant négativement
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des genes codant des voies de biosynthése cofiteuses en énergie, par exemple en favorisant le
recyclage de I'histidine ou en utilisant la voie du GTP au lieu de I'histidine pour la synthese de
ses nucléotides. En parallele elle régule positivement des genes codant par exemple des
hydrogénases et des sulfhydrogénases.

Les génes codant pour les hydrogénases membranaires Mbh, Mbh-Codh ont une forte
expression a 0,1 MPa et 70 MPa, il en est de méme pour les hydrogénases cytosoliques SHI
(TERMP_00067) et SHII (TERMP_00070), qui sont sur-exprimées par le stress induit a 0,1
MPa et 70 MPa.

Ces premieres constatations chez 7. barophilus nous amene a nous interroger sur les
hydrogénases et le role qu’elles ont dans son adaptation a la pression. Ainsi dans la prochaine
partie nous verrons, ce qu’est une hydrogénase, quel est leur role et comment fonctionne ce

métabolisme de ’hydrogene chez les Thermococcales.

IV. Métabolisme de I’hydrogene

IV.a. Les hvdrogénases

Les hydrogénases sont des métalloenzymes, qui catalysent la production et la consommation
de la molécule d’hydrogéne selon la réaction réversible suivante: 2H* + 2e- & H, (Adams, 1990;
Vignais and Colbeau, 2004). Dés 1900 des organismes capables d’oxyder I’hydrogéne ont été
découverts; comme Bacillus pantotrophus isolé par Kaserer en 1906. En 1930, 'activité des
hydrogénases a été découverte par Stephensen et Stickland (Stephenson and Stickland, 1931;
Thauer et al., 2010; Wu and Mandrand, 1993). L’ensemble de ces enzymes sont capables de
catalyser la réaction dans les deux sens in vitro, mais in vivo elles privilégient le plus souvent
soit la production, soit I'oxydation, de I’hydrogeéne suivant les besoins de I'organisme. Les
premieres hydrogénases ont été étudiées chez les procaryotes aérobies et anaérobies, bactéries
et archées (Bowien and Schlegel, 1981). Par la suite des hydrogenases de type (Fe-Fe)
exclusivement ont été mise en évidence chez des eucaryotes; connues sous le nom
d’hydrogénosome chez les protozoaires et de chloroplastes chez les algues vertes (Gaffron and

Rubin, 1942).

31



Les hydrogénases ont un réle central dans le métabolisme énergétique de la plupart des
microorganismes produisant de ’hydrogene. Les bactéries utilisent les hydrogénases pour
catalyser la production d’hydrogene ou la réduction de protons au cours dun processus
fermentatif couplé a I'oxydation de substrats carbonés (Adams, 1990; Vignais and Billoud,
2007; Vignais and Colbeau, 2004).

La classification des hydrogénases a d’abord consisté a identifier les donneurs et accepteurs
d’électrons : NAD (hydrogénases de la classe EC1.12.1.12), cytochromes (classe 1.12.2.1),
coenzymes F., (classe 1.12.99.1) ou ferredoxines (classe 1.18.99.1). Puis Voordouw, en 1992,
compare les éléments de séquences conservés des régions de fixation du nickel de 16
hydrogénases et créent ainsi des sous-groupes. Wu et Mandrand en 1993, font une
classification plus fine qui repose sur la séquence en acides aminés de 30 hydrogénases
bactériennes (Wu and Mandrand, 1993). Une centaine d’hydrogénases sont désormais
caractérisées génétiquement et/ou biochimiquement. Une classification en comparant la
nature de leur site catalytique a permis de différencier trois classes phylogénétiquement
distinctes. En effet les hydrogénases peuvent étre réparties en trois classes (Vignais and
Colbeau, 2004; Vignais et al., 2001), en se basant sur la nature métallique de leur site actif : les
(Ni-Fe)-hydrogénases, (Fe-Fe)-hydrogénases ou encore les hydrogénases « sans métaux »

(figure 11).

IV.a.1. (Ni-Fe)-hydrogénases

Les (Ni-Fe)-hydrogénases et (NiFeSe)-hydrogénases sont les plus connues et les majoritaires,
présentes chez les archées et bactéries. Elles possédent un atome de nickel et du fer dans leur
site actif. Certaines d’entre elles, contiennent un atome de nickel chélaté par un atome de
sélénium sous la forme de sélénocystéine (He et al., 1989). In vivo, elles fonctionnent
principalement dans le sens de la consommation d’hydrogene. Elles sont pour la plupart
multimériques ou hétérodimériques. Elles sont constituées d'une grande sous-unité alpha et
une petite sous-unité béta, différentes sur le plan immunologique (Kovacs et al., 1989). Ces

hydrogénases ont été retrouvées chez les protéobactéries, cyanobactéries ou archées
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méthanogenes et Thermococcales.

Elles sont retrouvées sous forme cytoplasmique, périplasmique et/ou membranaire. Il existe
quatre groupes : les hydrogénases (Ni-Fe) consommatrices d’hydrogene, ces enzymes
réalisent l'oxydation de T’hydrogene, les électrons de I’hydrogene sont transférés au
cytochrome lié a un complexe membranaire de la chaine respiratoire effectuant la
translocation transmembranaire des protons. Elles sont retrouvées chez les protéobactéries
réductrices du fumarate ou d’oxydants inorganiques, dans les protéobactéries fixatrices
d’azote, chez les microorganismes anaérobies sulfo-réducteurs. Ces hydrogénases nickel-fer
sont également trouvées chez des archées méthanogénes sous forme membranaire (Vignais
and Colbeau, 2004; Wu and Mandrand, 1993). Les hydrogénases (Ni-Fe)-senseurs
d’hydrogene et wutilisant I’hydrogéne comme substrat, les hydrogénases
consommatrices d’hydrogene sont retrouvées chez certaines protéobactéries fixatrices d’azote
et chez certaines cyanobactéries (Oxelfelt et al., 1998; Vignais et al., 2000). Les
hydrogénases (Ni-Fe)-cytoplasmiques hétéromultimériques réversibles sont des
enzymes capables de lier des cofacteurs solubles comme le F,.o, NAD*, NADP+ et fonctionnent
de facon réversible (Vignais and Colbeau, 2004). Elles sont retrouvées chez les bactéries
hyperthermophiles, chez les archées anaérobies méthanogenes telles que Methanosarcina
mazei (Baumer et al., 2000), Methanococcus voltae, Methanocaldococcus jannaschii et,
Thermococcales comme Pyrococcus furiosus, Thermococcus litoralis et chez certaines
cyanobactéries (Schmitz et al., 1995; Schneider and Schlegel, 1976). Enfin les hydrogénases
(Ni-Fe)-membranaires productrices d’hydrogene, elles associent 'oxydation dun
groupe carbonyle de composés organiques a un carbone (CO, formiate, acétate) a la réduction
de protons de I’eau, pour produire de I'hydrogene. Ces enzymes sont retrouvées chez certaines
archées comme Methanosarcina barkeri (Meuer et al., 1999, 2002), Methanobaxterium
thermoautotrophicum (Tersteegen and Hedderich, 1999) ou encore Pyrococcus furiosus

(Sapra et al., 2000; Silva et al., 2000).
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IV.a.2. (Fe-Fe)-hvdrogénases

Les (Fe-Fe)-hydrogénases, n’ont pas de nickel dans leur site actif mais uniquement un atome
de fer. Elles sont retouvées chez les microorganismes fermentatifs anaérobies stricts
produisant de I’hydrogene. Contrairement aux précédentes in vivo, elles fonctionnent
préférentiellement dans le sens de la production d’hydrogene. La ferredoxine, flavodoxine,
cytochrome réduit sont des donneurs d’électrons physiologiques. Elles sont monomériques, et
font 60 kDa, et trés sensibles a 'oxygene. Ces hydrogénases ont été découvertes chez des
bactéries anaérobies et eucaryotes mais aucune chez les archées. Elles ont été purifiées chez
des bactéries (Adams, 1990) et des eucaryotes (Akhmanova et al., 1998; Horner et al., 2000) :
des bactéries fermentatives anaérobies strictes (Clostridia, Megasphaera elsdenii) (Peters et
al.,, 1998), chez certaines bactéries hyperthermophiles Thermotoga maritima, chez des
bactéries réductrices de sulfates Desulfovibrio, chez des eucaryotes comme des algues vertes
(C. reinhardtii) et des protozoaires (Trichomonas vaginalis) (Adams, 1990). Les hydrogénases
des bactéries anaérobies et des algues vertes (Happe and Naber, 1993) sont monomériques et
situées dans le cytoplasme, celles des bactéries réductrices du sulfate sont dimériques et

périplasmiques.

IV.a.3. Hydrogénases sans métaux

Enfin les hydrogénases sans métaux ont été découvertes pour la premiere fois par Thauer et
son équipe en 1990, chez Methanothermobacter thermoautotrophium (Shima and Thauer,
2007). Initialement appelées hydrogénases sans métaux, elles sont devenues les hydrogénases
sans centre fer-soufre en 2004 suite a la découverte de la présence d’'un atome de fer dans
I'enzyme (Zirngibl et al., 1992) ; elles possedent un cofacteur organique contenant un atome
de fer pour site catalytique (Lyon et al., 2004). Elles sont homodimériques, de 38 kDa et

minoritaires.
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Figure 11: Structure des sites catalytiques des hydrogénases
(Shima and Thauer, 2007)

Les bactéries possedent majoritairement les deux premiéres classes d’hydrogénases, tandis
que les (Ni-Fe) et les (Fe)-hydrogénases se retrouvent davantage chez les archées, aucune
hydrogénase de type (Fe-Fe) n’a été mise en évidence chez les archées (Thauer et al., 2010).
Les archées anaérobies qui vivent dans les environnements extrémes possédent souvent
plusieurs (Ni-Fe)-hydrogénases. Dans ces environnements le métabolisme de ’hydrogene a un

role essentiel.

IV.b. Le métabolisme de I’hvdrogéne chez les Thermococcales

IV.b.1. Les hydrogénases des Thermococcales

Les Thermococcales sont des Euryarchées, regroupant les Thermococcus, Pyrococcus et
Palaeococcus. Ce sont des hyperthermophiles, avec une croissance pouvant se réaliser a des
températures de 100°C, hétérotrophes et anaérobies. Elles utilisent des substrats protéiniques
avec la réduction du soufre élémentaire formant du sulfure d’hydrogene (H.S). En absence de

soufre ces organismes peuvent croitre en présence de pyruvate et carbohydrate. Dans le
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métabolisme, ’hydrogene produit, est le résultat d’utilisation de protons comme accepteurs
d’électrons et suggere la présence d’hydrogénases dans ces organismes (Kanai et al., 2011).
Chez les Thermococcales, la glycolyse se déroule selon une version modifiée de la voie
d’Embden-Meyerhof dans laquelle les enzymes glycolytiques classiques sont remplacées par
une enzyme liée a la ferredoxine. La ferredoxine est ’accepteur d’électrons pour toutes les
étapes oxydatives de la voie glycolytique chez ces microorganismes et le donneur d’électrons
pour la production de I’ H, (van der Oost et al., 1998).

La premiere hydrogénase découverte chez les Thermococcales est une (Ni-Fe)-hydrogénase
cytosolique de Pyrococcus furiosus (Hyh-I; SHI) (Bryant and Adams, 1989); c’est une enzyme
NADPH-dépendante composée de quatre sous unités (hétérotétramere codé par 4 genes
(PF0891-PF0894)(Ma and Adams, 2001). Elle intervient dans la réduction du soufre, d’ou
lappellation sulthydrogénase (Ma et al., 1993). SHI oxyde I'hydrogene et réduit le NADP+

(régénere le NADPH pour la production d’'H2 par Mbh), elle peut aussi réduire des protons

pour former de 'hydrogene en utilisant NADPH comme donneur d’électron (van Haaster et al.,
2005; Ma et al., 1994).

Plus tard une deuxiéme hydrogénase a été trouvée dans le cytoplasme de Pyrococcus furiosus
(Ma et al., 2000). Hyh-II (SHII) (PF1329-PF1332) est une enzyme homologue de Hyh-I
(Kanai et al., 2011; Ma and Adams, 2001; Ma et al., 2000). Les deux Hyhs sont tres similaires,
en ce qui concerne leur aspect moléculaire et leurs activités enzymatiques, a ’exception que
Hyh-II semble moins active que Hyh-1. Pyrococcus furiosus utilise ’hydrogene comme un
métabolite, ces deux enzymes Hyh-s auraient pour role d’éliminer les excédents réducteurs
sous forme d’hydrogéene.

Dans les années 2000, une autre (Ni-Fe)-hydrogénase a été découverte, cette fois ci dans la
membrane plasmique de Pyrococcus furiosus, et appelée Mbh (McTernan et al., 2014; Schut
et al., 2013a). Deux protéines MbhL et Mbhk ont été identifiées, les genes codant pour ces deux
polypeptides forment un seul opéron (I’'opéron mbh : mbhABCDEFGHIJKLMN). Le produit

des huit premiers genes (mbhABCDEFGH) a une forte similarité de structure avec les sous
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unités multimériques des transporteurs Na*/H+*, et ont sirement un réle dans le passage des
ions H* et Na* a travers la membrane. Les genes (mbhIJKLMN) codent quant a eux des
protéines qui ont une forte similarité de séquence avec des sous-unités de la membrane des
Ech hydrogénases de la souche Methanosarcina barkeri (Kiinkel et al., 1998; Meuer et al.,
1999) et 'hydrogénase CO-induite (Coo) de la souche Rhodospirillum rubum (Fox et al., 1996).
Par la suite des études sur la membrane de P. furiosus ont permis de montrer des fonctions de
Mbh; la présentant comme une pompe a ions, générant une force proton-motrice, réduisant
les protons et générant ainsi de I’hydrogéne, en utilisant une ferredoxine de faible potentiel. La
force proton-motrice générée est utilisée pour la synthése d’ATP conduite par le complexe ATP
synthase lié a la membrane (Sapra et al., 2003). Ce qui permet de conclure sur le réle de
conservation d’énergie de 'hydrogénase Mbh.

En plus de ces trois hydrogénases, le génome de Pyrococcus furiosus contient un troisiéme
type de (Ni-Fe)-hydrogenase (Silva et al., 2000). L’opéron mbx (mnbxABCDFGHH MJKLN) a
une structure similaire a celui de I'opéron mbh. Cependant le fait que Mbx ait une activité
hydrogénase est incertain. Sa fonction est analogue a celle de Mbh, en utilisant la ferredoxine
comme accepteur d’électrons et conserve I’énergie en formant un gradient d’ions (Bridger et

al., 2011; Schut et al., 2007; Silva et al., 2000).

Les trois types d’hydrogénases (Ni-Fe) de P. furiosus (Hyhs, Mbh et Mbx) et ont été mises en
évidence dans d’autre génomes de Thermococcales, comme chez P. horikoshii (Kawarabayasi
et al., 1998), P. abyssi (Cohen et al., 2003), Thermococcus kodakarensis (Fukui et al., 2005),
Thermococcus onnurineus (Lee et al., 2008), Thermococcus sibiricus (Mardanov et al., 2009),
Thermococcus gammatolerans (Zivanovic et al., 2009). Mbh et Mbx sont présentes chez
toutes les especes de Thermococcales, les hydrogénases Hyhs également sauf chez T.
gammatolerans (tableau 3). La présence de ces hydrogénases suggérent du caractere
fondamental de leur réle dans le métabolisme des Thermococcales.

D’autres types d’hydrogénases (Ni-Fe) appartenant aux hydrogénases-4 de E. coli ont été

trouvées chez P. abysst, T. onnurineus et T. gammatolerans.
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Tableau 3: Les hydrogénases chez les Thermococcales

Especes Mrp-Mbh Mrp-Mbh2 Mbh-NAD(P)H Mrp-Mbh-Fdhl Mrp-Mbh-Fdh2  Mrp-Mbh-Codh  Mrp-Mbx
Pyrococcus furiosus PF1423-36 PF1453-41
Pyrococcus Abyssi PAB1884-34 PAB1385-02 PABD485-36
Pyrococcus horikoshii PH1427-40 PH1456-46
Pyrococcus yayanosii PYCH_11240-360 PYCH_11030-200 PYCH_11530-410
Thermococcus kodakarensis  TK2080-93 TK1226-14
Thermococcus gammatolerans TGAM_0047-34 TGAM_0065-48 TGAM_0703-15
TON_0281-66 TON_1563-80(18
Thermococcusonnurineus  TON_1582-85 (16cds) CDS) TON_1017-31 TON_0438-86
Thermococcus barophilus TERMP_01458-85 TERMP_01484-1471 TERMP_01154-33 TERMP_00865-53
Thermococcus sibiricus TSIB_130%8-36 TSIB_1285-82 TSIB_1917-05

A7C91_06545-07020
Thermococcus piezophilus 7C91_04165-04230 (16CDS) 7C91_04325-04240 (18CD8)

IV.b.2. Role des différentes hydrogénases

Des études ont été réalisées sur les hydrogénases des Thermococcales ; dans le but de mieux
comprendre le réle de chaque hydrogénase ; des manipulations génétiques, avec la création de
mutants de délétion ont notamment été entreprises.

Chez T. kodakarensis, les trois hydrogénases sont retrouvées : (Hyh) (TK2072 a TK2069)
qui correspond au Hyh-I de P. furiosus ; Mbh (TK2080 a TK2093) et Mbx (TK1226 a TK1214).
Les premiers tests dans des milieux de culture (MA-YT complémenté avec du pyruvate, ou
maltodextrine ou soufre) favorisant la production de H. ou celle de H.S ont permis de montrer
par Western Blot, que MbhL et HyhL sont plus exprimées dans les conditions ou la production
d’ H, est favorisée et a 'inverse MbxL est surexprimée quand la production d’H.S qui est
favorisée (Kanai et al., 2011).

Des mutants de délétions ont été construits, tout d’abord le mutant PHY1, mutant AHyh. Les
caractérisations physiologiques de ce mutant ont permis de montrer que le gene n’est pas
essentiel a la croissance, n’est pas responsable de la production d’hydrogene comme cela avait
été avancé (Ma et al., 1993, 1994), et jouerait un role dans la production d’alanine, en plus du
recyclage de 'H, pour la synthese de NADPH.

Deux autres mutants MHD1 (AmbhJKL) et MXD1 (AmbxJKL) ont été construits, afin de
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comprendre le role de ces deux autres hydrogénases. L’étude physiologique du mutant MHD1
a montré une diminution de croissance dans des conditions de culture avec pyruvate et avec
maltodextrine, ces deux substrats favorisent la production d’H., et permet de conclure du role
de cette hydrogénase dans la production d’hydrogene. Pour le mutant MXD1, les études
physiologiques permettent de conclure sur son fonctionnement en présence de soufre et dans
son implication dans la génération d’H.S. L’étude a permis de distinguer le role de ces trois
(NI-Fe)-hydrogénases chez T. kodakarensis (Kanai et al., 2011).

Ces analyses génétiques coroborent avec les études réalisées chez P. furiosus (Lipscomb et al.,
2011) .

Des mutants de délétion ont également été construits chez Pyrococcus furiosus. Tout
d’abord des délétions de SHI et de SHII (mutant SHI et mutant SHII), comme chez T.
kodakarensis, ces deux hydrogénases cytoplasmiques ne sont pas indispensables a la
croissance des cellules (Lipscomb et al., 2011).

Par la suite des analyses de croissance et biochimiques ont été réalisées sur les mutant SHI,
SHII et le double mutant SHI /SHII (Schut et al., 2012).

L’activité des hydrogénases est suivie par la réduction du méthylviologéne, qui en présence
d’H. permet de suivre par coloration la consommation de I'H.. Il n’y a pas de différence
d’activité chez le mutant SHII, l'activité est plus faible pour le mutant SHI et pas de détection
pour le double mutant SHI/SHII. SHI est donc responsable de la majorité de ’activité oxydante
de ces hydrogénases cytosoliques et confirme que la production d’hydrogene est surtout
associée aux membranes (Mbh) (Schut et al., 2012).

La délétion de I'unité mbhL de Mbh, seul ou en combinant avec des délétions de SHI et /ou
SHII a montré, qu’il n’y a pas de croissance en absence de soufre. Mais quand la présence de
soufre est suffisante, aucun défaut de croissance n’est observé. Il n’y a pas de production d’'H,
détectable quand mbhL est délétée. Ces résultats confirment que Mbh est la seule enzyme a
produire de 'hydrogéne et qu’il n’existe pas d’alternative en absence de soufre. Un bas niveau
de SHI ne peut pas compenser I’absence de Mbh pour permettre la croissance du mutant mbhL

en absence de soufre (Schut et al., 2012). shI peut étre délétée chez Pyrococcus furiosus; sans
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probléme de croissance pour la souche. SHI n’est donc pas une enzyme essentielle.

Sil’on résume les différentes informations : L’enzyme responsable de la production de I'H. est
un complexe hydrogénase lié a la membrane, appelé Mbh (McTernan et al., 2014). Mbh génere
de 'hydrogene moléculaire et utilise ’énergie de cette réaction exergonique pour créer un
gradient de protons de part et d’autre de la membrane. Ensuite le pompage des ions H* se fait
vers I'intérieur de la cellule par ’'ATP synthase (Sapra et al., 2003), permettant ainsi la synthese
d’ATP et donc la production d’énergie. Cette enzyme fonctionne en absence de soufre. Il ne
semble pas exister d’autres voies métaboliques puisque les mutants de délétion de Mbh
entrainent la mort cellulaire (Chou et al., 2007; Sakuraba et al., 2004).

La ferredoxine est le seul accepteur d’électrons pour I'oxydation des glucides. Par conséquent,
un mécanisme de production de NADPH est également nécessaire pour produire des
équivalents réducteurs pour la biosynthése. Ainsi, deux sulfhydrogénases cytosoliques
appelées SHI et SHII sont retrouvées chez les Thermococcales (Bryant and Adams, 1989; Ma
et al.,, 2000). Celles-ci permettent de fournir du NADPH en utilisant I’hydrogéne comme
donneur d’électrons.

Le génome des Thermococcales contient également un complexe d’oxydoréductases lié a la
membrane nommé Mbx, qui présente une similarité de séquence élevée avec Mbh (homologue
de Mbh) (Silva et al., 2000). Mbx réduit NADP avec la ferredoxine comme donneur d’électrons
et permet la conservation d’énergie en pompant des ions H* ou Na*. Cette enzyme fonctionne

en présence de soufre (Schut et al., 2007)(figure 12).
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Figure 12: Métabolisme des hydrogénases
(Santangelo et al., 2008)

Le transfert d’électrons de I’hydrogénase Mbh (en jaune), génére de I’H.. L’activité de Mbh produit
aussi un gradient de protons utilisé pour la production d’ATP. Les hydrogénases cytoplasmiques (en
bleu clair) consument I’H: et générent du NADPH. Mbx (en vert) prend le relais de Mbh, quand du
soufre est présent. Le régulateur transcriptionnel redox SurR (en rouge), sous sa forme réduite
active l'opéron Mbh.

IV.b.3. Influence du soufre dans le métabolisme

Le soufre est un facteur important dans la compréhension du métabolisme des
hydrogénases (Schicho et al., 1993); en effet chez plusieurs Thermococcales, leurs enzymes
sont régulées en fonction de la présence ou de ’absence de soufre dans le milieu de culture
(Adams et al., 2001). Ainsi des études génétiques et physiologiques chez T. kodakarensis ont
montré que Mbh est essentielle a la croissance en absence de soufre, ainsi que chez P. furiosus.
Les sulfhydrogénases SHI et SHII ont également été démontrées comme sous-exprimées en
présence de soufre, mais surexprimées lorsqu’il n’y a pas de soufre dans le milieu (Adams et
al., 2001; Schut et al., 2007). A 'opposé, le complexe Mbx est impliqué dans la réduction du

soufre, puisque la délétion du complexe impacte négativement la croissance de P. furiosus en
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présence de soufre (Brigder et al.,, 2011). Les mémes observations ont été faites chez T.
onnurineus et cette espece possede aussi une hydrogénase Mbh-Codh permettant ’oxydation
du monoxyde de carbone (CO) pour la production d’H. (Lee et al., 2008). Il semble donc se
produire en présence de soufre un phénomeéne de sous-régulation des hydrogénases (SHI,
SHII, Mbh) et au contraire une régulation positive des genes impliqués dans la réduction du
soufre. Les résultats illustrent que Mbh et Mbx, sont deux complexes analogues dont la
fonction est de réoxyder la ferredoxine réduite produit du métabolisme énergétique
respectivement en absence et présence de soufre. En présence de soufre, un shift métabolique
se produit, il y a utilisation de soufre élémentaire comme accepteur d’électrons, mais quand le
soufre n’est plus disponible, il y a une diminution de l'expression des 3 opérons des

hydrogénases Mbh, SHI, SHII, et une augmentation de Mbx et Nsr (NADPH sulfur reductase).

IV.b.4. Le régulateur transcriptionnel SurR

Un régulateur transcriptionnel redox a été caractérisé pour la premiére fois chez P. furiosus
(Lipscomb et al., 2009; Schut et al., 2012, 2013a). Ce régulateur porte le nom de SurR (Sulfur
response regulator) (Lipscomb et al., 2017; Yang et al., 2010), c’est une protéine composée de
232 acides aminés (locus PF0095) ; ¢’est un homodimeére, chaque monomeére étant composé
de 3 domaines distincts. SurR est une protéine hélice/tour/hélice, avec un motif CxxC, c’est un
commutateur redox contrdlant son degré d’affinité a ’ADN. Ainsi quand SurR est sous forme
réduite, il est capable de se lier a’ADN, au contraire sous forme oxydée (sous sa forme disulfide,
c’est-a-dire la formation du pont disulfure entre 2 cystéines du motif CxxC), SurR ne peut
s’attacher a ’'ADN (figure 13).

SurR interviendrait dans la régulation des hydrogénases, chez Pyrococcus furiosus, il apparait
comme conservé chez les Thermococcales, et il ne semble pas exister de proches homologues
chez d’autres especes (Schut et al., 2013a).

Dans son état réduit, SurR active la transcription de genes qui codent pour les hydrogénases
solubles Hyh I et II, et Mbh, ainsi que de nombreux autres genes impliqués dans le

métabolisme de ’hydrogene (Schut et al., 2007). Au méme moment SurR réprime I’expression
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de geénes impliqués dans la réduction du soufre : Nsr (NADPH sulfur reductase), Mbx, pdo
(protein disulfide oxydoreductase) (Bridger et al., 2011).

Ce changement d’état du régulateur est sous la dépendance du soufre, en effet in vitro le soufre
inactiverait SurR via 'oxydation du motif CxxC. Cela serait possiblement dii au fait que SurR
est privé de protons car le soufre se réduit et empéche indirectement SurR de se réduire.
L’oxydation des résidus cystéines entraine un changement de conformation dans le domaine
d’attachement a ’'ADN (Yang et al., 2010).

Au niveau des régions promotrices; ceci entraine une modification de la régulation (activation
ou repression) des genes cibles du régulateur SurR (Lipscomb et al., 2017).

Quand du soufre est ajouté au milieu de culture pour P. furiosus, un changement rapide se
produit, et une diminution de la production d’H, est observée, et au contraire dans le méme
temps, de I'H.S est produit. Ce changement est bref, puisqu’il a lieu en une dizaine de minutes.
Au niveau transcriptionnel, la réponse au soufre, entraine une diminution « dramatique » de
I’expression des trois hydrogénases (Schut et al., 2007). Tandis que 'oxydoréductase Mbx,
prend la place de Mbh, et est a I'origine de la production d’H.S, possiblement en lien avec un
autre complexe Nsr (Bridger et al., 2011).

Ce phénomene de réponse au soufre, n’est pas un cas unique de P. furiosus ; puisque le méme
phénomeéne est observé chez T. kodakarensis, sur un milieu pyruvate et par ajout de soufre

(Jager et al., 2014).
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Figure 13: Le régulateur transcriptionnel SurR
(Lipscomb et al., 2009; Yang et al., 2010)

En absence de soufre, SurR est dans un état réduit (SurRi.q), il se lie alors a I’ADN et déclenche la
transcription : activation des hydrogénases productrices d’H: probablement en recrutant I’appareil
de transcription basal du promoteur, et réprime les génes de la réponse au soufre. Mais quand du
soufre est disponible, les cellules passent de la production d’H> a I’H-S, en raison de la désactivation
de SurR (SurRo.x) du fait d’une oxydation du régulateur par le soufre ou des polysulfures de la
cellule.

Des mutants de délétion ont été entrepris chez T. kodakarensis (TKsurR, TK1086), la délétion
de ce gene SurR a entrainé une diminution de la croissance de T. kodakarensis en absence de
soufre alors que la croissance en présence de soufre, reste inchangée (Santangelo et al., 2011).
Avec le développement de la génétique chez P. furiosus (Lipscomb et al., 2011), des mutants
de surR ont été construit afin de comprendre la régulation de ’expression des genes sous son
controle.

La mutation de surR a un effet sur la production d’hydrogene. Sans soufre on observe que les
souches délétées présentent une croissance modérée et une diminution de la production d’H,,

stirement due a une perte d’activation de Mbh par SurR.
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IV.c. Les hvdrogénases chez Thermococcus barophilus

T. barophilus possede des orthologues des hydrogénases et des oxydoréductases
membranaires, respectivement appelés Mbh (Membrane-bound hydrogenase) et Mbx
(Membrane-bound oxydoreductase) (Vannier et al., 2011). Elle possede 7 complexes
hydrogénases différents : Mbx, Mbh, Hyg 4-1, Hyg 4-1I, Hyg 4-III, SulFI et SulFII.

Comme T. onnurineus et T. gammatolerans; T. barophilus posséde la voie de la
carbooxydotrophie.

Les genes codant sept sous unités Mbx sont présentes sur le génome de la souche MP dont
certaines sont codées par plusieurs genes (Vannier et al., 2011). Les genes codant 9 sous unités
mbh sont présentes sur le génome de T. barophilus (Vannier et al., 2011).

D’autres hydrogénases sont retrouvées : une sous unité H de ’hydrogénase IV (HyDH) codée
par TERMP_ 01147, une Ni-Fe hydrogénase de type III (Hyh 3) codée par la TERMP_01148 et
une sous unité B de I’hydrogénase IV (HyhDB). Ces Ni-Fe serviraient au recyclage de
I’hydrogeéne et réduirait le NADPH (Ma and Adams, 2001; Silva et al., 2000).

Des geénes codant pour des homologues aux protéines de bactéries ont été retrouvées : HypA,
HypC, HypD, HypE et HypF, elles sont impliquées dans l'insertion d’'un centre Ni-Fe
hydrogénases.

Les études transcriptomiques chez T. barophilus, ont montrés que certains génes en rapport
avec la production et la conversion d’énergie sont surexprimés suite a des variations de
pression, comme la souche est piézophile cela peut s’expliquer par le fait de la nécessité d’un
apport accru d’énergie pour se développer sous pression. Pour des pressions qui constituent
un stress pour la souche, soit 0,1 MPa et 70 MPa, les genes des hydrogénases et des quinones
sont surexprimés. Les genes codant pour les hydrogénases membranaires Mbh et Mbh-Codh
sont surexprimés, ainsi que ceux codant pour les hydrogénases cytosoliques SHI et SHII
comme nous pouvons le voir dans le tableau (d’apres les résultats obtenus par Pauline Vannier)
(tableau 4). Le gene codant pour le régulateur SurR quant a lui, a une expression inchangée

en fonction de la pression (tableau 4).
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Tableau 4:Expression des génes codant pour les hydrogénases de T. barophilus, en fonction des
variations de pression

|| Nomdugene |  Fonction | Moyene d’expression |
] 0,1MPa 40MPa  70MPa
sulfhydrogenase Il subunit
TERMP_00067 b 809 326 526
sulfhydrogenase Il subunit
TERMP_00068 g 2125 1033 2228
sulfhydrogenase Il subunit
TERMP_00069 d 713 347 711
sulfhydrogenase Il subunit
TERMP_00070 a 1325 719 1335
sulfhydrogenase Il subunit
TERMP_00536 a 5892 940 8752
sulfhydrogenase Il subunit
TERMP_00537 d 5 886 901 9462
sulfhydrogenase Il subunit
TERMP_00538 g 8 695 2001 11892
sulfhydrogenase Il subunit
TERMP_00539 b 6797 1665 10 325
NADH-ubiquinone oxidore-
TERMP_01146 ductase subunit B 772 201 2339
hydrogenase-4 component
TERMP_01147 H 370 94 1394
-Codh Ni-Fe-hydrogenase Il large
TERMP_01148 subunit 1604 551 4980
TERMP_01149 hypothetical protein 654 225 2612
hydrogenase-4 component
TERMP_01150 B 699 300 2 697
NADH-quinone oxidore-
TERMP_01471 ductase subunit | 2911 1636 3859
TERMP_01472 hypothetical protein 790 370 1123
NADH-ubiquinone oxidore-
TERMP_01473 ductase subunit 2 450 1264 2988
membrane bound hydro-
genase beta (NADH dehy-
TERMP_01474 drogenase) 2178 1240 3182
NADH-ubiquinone oxidore-
TERMP_01475 ductase subunit B 1576 889 2 301
TERMP_01476 hypothetical protein 764 351 1374
Na(+) H(+) antiporter subu-
TERMP_01477 nit D 750 187 1316
TERMP_01478 hypothetical protein 978 279 1427
Na+/H+ antiporter MnhB
TERMP_01479 subunit-like protein 1027 231 1399
membrane bound hydro-
TERMP_01480 genase MbhE-like subunit 2 575 515 3180
TERMP_01481 hypothetical protein 1621 180 1806
membrane bound hydro-
TERMP_01482 genase MbhC-like subunit 2 650 363 2882
multiple resistance and pH
TERMP_01483 regulation protein 1464 100 1276
membrane bound hydro-
TERMP_01484 genase MbhA-like subunit 728 17 515
Fe-hydrogenase subunit
TERMP_01485 beta 7127 4395 9623
membrane bound hydro-
TERMP_01486 genase MbhM:-like subunit 6 494 3374 9822
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TERMP_01487
TERMP_01488

TERMP_01489
TERMP_01490
TERMP_01491
TERMP_01492
TERMP_01493

TERMP_01494
TERMP_01495

TERMP_01496
TERMP_01497

TERMP_01498

SuR IR

TERMP_00853
TERMP_00854
TERMP_00855
TERMP_00856
TERMP_00857
TERMP_00858

TERMP_00859
TERMP_00860

TERMP_00861
TERMP_00862

TERMP_00863
TERMP_00864

TERMP_00865

Afin de mieux comprendre ce métabolisme de I’hydrogene chez T. barophilus, le role de ces
hydrogénases et leur implication dans I’adaptation a la pression, il a été nécessaire a I'instar

des travaux réalisés chez T. kodakarensis (Santangelo et al., 2011) ou encore chez P. furiosus

membrane bound hydro-

genase NiFe-hydrogenase

large subunit 2 6718
energy-conserving NiFe-hy-
drogenase (ferredoxin)

subunit beta 6342
membrane bound hydro-

genase NiFe-hydrogenase

small subunit 10 146
membrane bound hydro-

genase Mbhl-like subunit 9 205
membrane bound hydro-

genase MbhH-like subunit 9 040
membrane bound hydro-

genase MbhG-like subunit 9518
membrane bound hydro-

genase MbhF-like subunit 7 203
membrane bound hydro-

genase MbhE-like subunit 6 661
hypothetical protein 9711
membrane bound hydro-

genase MbhC-like subunit 7 603
membrane bound hydro-

genase MbhB-like subunit 11 576
membrane bound hydro-

genase MbhA-like subunit 5319

heat shock regulator 7 433
NADH-ubiquinone oxidore-
ductase subunit | 12121
NADH-ubiquinone oxidore-
ductase subunit D 10624
NADH-ubiquinone oxidore-
ductase subunit C 7903
NADH-ubiquinone oxidore-
ductase subunit B 13224
NADH-ubiquinone oxidore-
ductase subunit H 8 623
NADH-ubiquinone oxidore-
ductase subunit M 9334
PH adaptation potassium

efflux system protein 9030
hypothetical protein 8453
Na(+) H(+) antiporter subu-

nit B 7 207
hypothetical protein 3851
Na(+) H(+) antiporter subu-

nit G 9959
Na(+) H(+) antiporter subu-

nit F 4632
Na(+) H(+) antiporter subu-

nit E 10968
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6451
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5900
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4909

8797

3042
7176
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14384

9945

11148

10782
10003

8544
4873

11127

5369

10963

9693

8717

12 200

11 669

11313

11737

8436

7 819
10693

8946

12 691

6122
5920

12 998

11113

8143

13612

8916

10053

10540
9905

8 645
5503

11892

6538

13011



(Bridger et al., 2011; Lipscomb et al., 2017) de recourir a la génétique. Un outil de génétique
inverse (Thiel et al., 2014) que nous détaillerons par la suite a permis I'obtention des mutants
de délétions des génes codant ces hydrogénases et la compréhension de ce métabolisme chez
cette souche piézophile. Dans la prochaine partie nous aborderons le développement et
I'intérét de la génétique des archées, et nous terminerons par une présentation de 'outil

génétique utilisé au laboratoire.

V. Etudes physiologiques par des approches de génétiques

La biologie moléculaire regroupe un ensemble de techniques, utilisées pour les analyses
biologiques des organismes vivants et la compréhension des mécanismes de la cellule a
I’échelle des molécules ; identifier la fonction et/ou révéler le caractere essentiel d’un gene.
Les archées possedent des propriétés uniques, liées a leur capacité a se développer dans des
environnements extrémes (pH, salinité, température, pression hydrostatique...)(Jarrell et al.,
2011). Ces propriétés sont biologiquement et biochimiquement intéressantes, et font des
archées une des plus importantes ressource pour des applications biotechnologiques et
industrielles. Mais ces ressources restent encore difficiles a valoriser, et ce malgré I’ére de la
génomique, de la génétique et de la biologie synthétique. La publication du génome de
Methanocaldococcus jannaschii en 1996 (Bult et al., 1996), a marqué le début de la génomique
des archées et a notamment permis d’envisager de nombreuses perspectives. Les génomes des
archées sont annotés pour la majorité par les connaissances des processus chez les eucaryotes
et bactéries (supposition, transfert, analogie), ce qui entraine un fort taux de génes pour qui
les fonctions biochimiques ne sont pas assignées (fonctions non connues) ; le taux de genes de
fonctions connues n’excede pas 60% chez certaines familles comme les Thermococcales.
L’exploration de la physiologie des archées reste limitée par le fait du manque de connaissances
sur ce troisieme domaine du vivant. En particulier chez les especes dites extrémophiles dont
les conditions extrémes de croissance, empéchent ou rendent plus difficile la mise en place ou
encore l'utilisation d’outils génétiques, utilisés de maniere plus routiniere chez des especes

mésophiles ; et rend les marqueurs de sélection couramment utilisés dans d’autre cas,
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inefficaces ici (Allers and Mevarech, 2005). Sil’'on s’intéresse plus précisément aux procaryotes
piézophiles hyperthermophiles notamment de type archée, la compréhension des mécanismes
impliqués dans l'adaptation, est actuellement limitée par le manque d’outils génétiques
disponibles.

Afin de mieux comprendre la génétique chez les archées et I'intérét de développer des outils
génétiques chez ces microorganismes, nous redéfinirons plus loin ce qu’est une archée, les

intéréts de mieux les connaitre et les outils génétiques qui ont émergés.

V.a. La découverte du troisieme domaine du vivant

La biodiversité terrestre a fait 'objet d’une volonté constante de classification ; trés rapidement
les observations macroscopiques distinguent les especes animales des végétaux. Le
développement de la microscopie au 17¢me siecle a ensuite permis de définir les organismes uni
et pluricellulaires, puis de distinguer les cellules présentant un noyau (eucaryote) de celle qui
n’en ont pas (procaryote). Mais en 1970 une découverte va bouleverser les idées recues, en
présentant le troisieme domaine du vivant : les archées.

Cest en comparant les séquences de I’ARNr, molécule essentielle a la lecture du code
génétique, que Carl Woese, va proposer cette hypotheése. Il base ses analyses phylogénétiques
sur un caractere universel facilement identifiable : les acides nucléiques de la petite sous unité
des ribosomes (Woese and Fox, 1977), en réalisant un découpage enzymatique trés précis de
cet ARNr. Il démontre que deux especes eucaryotes présentent des motifs trés similaires et
sont donc proches phylogénétiquement, de méme pour deux bactéries comparées ensemble.
La théorie de la distinction entre procaryote et eucaryote va dans un premier temps étre
renforcée en réalisant que les motifs des bactéries et eucaryotes sont différents. Mais 1’étude
d’'une bactérie connue pour son métabolisme original : anaérobie stricte, productrice de
méthane ; va révolutionner cette classification. Il réalise son étude sur cette méthanogene, et
comme prévu des différences sont notables avec les eucaryotes, mais contre toute attente, des
différences sont également observées avec les autres bactéries. Cette souche constituerait donc

un groupe a part, qu’il appellera dans un premier temps : « les archéobactéries » (Woese et al.,
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1978). Ce terme fait référence au caractere a priori ancien des méthanogenes, du fait que leurs
conditions de vie, semblent proches de celles qui régnaient sur la Terre primitive. Par la suite
de nombreuses souches qui semblaient étre des bactéries se sont révélées étre des
archéobacteria : halophiles (Magrum et al., 1978), thermophiles (Woese et al., 1990)... La
nomenclature a évolué puisque le terme bacteria portait a confusion, les archéobacteria sont
ainsi devenues les archaea. En 1980 la communauté scientifique a admis 'existence de ce
troisieme groupe du vivant (figure 14).

Les archées ressemblent morphologiquement aux bactéries, par leur taille, leur forme, leur
mode de division, la formation de biofilms ; mais sont plus proche au niveau moléculaire et
biochimique des eucaryotes notamment au niveau des mécanismes informationnels
(réplication de ’ADN par exemple) ; cependant des caractéres uniques non retrouvés au sein
des deux autres groupes en font un groupe distincts (la présence d’éthers d’acide gras et non
d’esters, lipides a deux tétes qui forment une monocouche lipidique) (Farkas et al., 2013).

Les archées sont omniprésentes sur Terre. Elles sont capables de se développer dans des
endroits inhabituels, avec des conditions extrémes de pression, de salinité, de température, de
pH ou la combinaison de plusieurs de ces parameétres (Farkas et al., 2013). Méme si toutes les
archées ne sont pas extrémophiles, a I'instar des archées mésophiles vivant dans des marais,
eaux usées, ou encore les sols... cependant un grand nombre de recherches sont menées sur les
especes évoluant dans des conditions flirtant avec les limites de la vie. L’intérét est double,
mettre en lumiére le role des archées dans ces environnements, et I'utilité de leurs enzymes

thermostables pour les applications industrielles.
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Figure 14: Les trois domaines du vivant
(Forterre, 2015)

L’arbre universel du vivant ou apparaissent les trois grands domaines : Archées, Bactéries et
Eucaryotes.

V.b. Les intérets des archées

L’étude des archées a plusieurs intéréts, tout d’abord la question des origines de la vie,
puisque la découverte des archées a remis en cause le concept que les bactéries ont été les
pionnieres et, ont donné naissance aux eucaryotes. La comparaison des 3 domaines du vivant
(Eukarya, Bacteria, Archaea) permet d’établir un portrait-robot de LUCA, qui n’est pas la
premieére cellule mais le dernier ancétre commun universel (Last Universal Common Ancestor),
ayant donné naissance a ’ensemble des étres vivants actuels. Mais I'origine de chaque régne a
partir de LUCA n’est pas encore totalement définie. Deux scénarii ont été proposés : le premier
qui propose que deux lignées ont émergé de LUCA, I'une a donné les bactéries et I'autre les
archées et eucaryotes (hypothese de Woese) et d’autres suggerent que les eucaryotes ont
émergés des archées (hypotheése eocyte)(Da Cunha et al., 2017; Lake, 2015).

Un autre intérét, est leur ressemblance moléculaire (réplication, transcription et

traduction) avec les eucaryotes. Dans ce cas, les archées sont des modeles biologiques
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plus adaptés que les bactéries. Méme si le contraire a été admis pendant longtemps, avec la
mise en évidence de l'universalité du code génétique et des mécanismes de bases de la
traduction, transcription et réplication. E. coli a été 'organisme modele, permettant d’étudier
les mécanismes moléculaires informationnels et d’extrapoler les résultats aux eucaryotes. Si
certaines conclusions se sont avérées exactes, dans les années 1970 de nombreuses différences
ont été mises en évidence entre la biologie moléculaire des eucaryotes et des bactéries. La
biologie moléculaire des archées est tres proche de celle des eucaryotes, notamment en ce qui
concerne la réplication de 'ADN. Par exemple l'enzyme Spoii, ayant pour fonction la
formation de cassures des doubles brins de 'ADN afin de déclencher la recombinaison
méiotique, a d’abord été découverte et caractérisée chez les archées, est aussi également
présente chez les eucaryotes. Cela a également été le cas pour de nombreuses protéines de la
réplication, etc (Farkas et al., 2013; Luo and Wasserfallen, 2001) .

En plus de leur proximité phylogénétique avec les eucaryotes, les archées possedent également
des enzymes inédites, du fait notamment de la diversité de leurs lieux de vie. Par exemple
pour la technique de la PCR ; l'utilisation de la pfu de P. furiosus (Kim et al., 2008). De
nombreuses autres enzymes résistantes produites par des archées hyperthermophiles et
acidophiles pourraient étre exploitées pour l'industrie ou dans les biotechnologies. Ces
enzymes nécessitant de fortes températures et des pH acides peuvent étre utilisées dans des
procédés industriels, ou les enzymes classiques ne pourraient pas fonctionner. C’est par
exemple le cas pour la transformation de ’amidon en sucreS par les amylases. Les enzymes
issues d’archées, sont en pleine émergence et intéressent les industriels, par exemple les
estérases pour l'industrie du papier, les lipases ou protéases pour les détergents, dans
I'industrie du textile qui essaie de limiter les traitements chimiques. Toujours dans un souci de
respect de ’environnement, et a ’heure des énergies renouvelables, ces dérivés intéressent le
secteur de I’énergie : la recherche de bio-carburants, de gaz naturels comme le bio-hydrogene
(Farkas et al., 2013).

Les archées sont également des acteurs écologiques intéressants, impliqués dans les

grands cycles biogéochimiques comme les processus de nitrification, le cycle de I'azote, le cycle
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du carbone. De plus elles interagissent avec d’autres organismes (symbioses). Il est également

anoter qu’a ce jour, qu’aucune des archées décrites n’est pathogene (Reeve and Schleper, 2011).

Afin de comprendre la biochimie, la physiologie , les mécanismes de transcription/traduction
ou encore d’adaptations (Waege et al., 2010) et les potentiels intéréts biotechnologiques, des
approches génétiques sont couramment réalisées. Cependant les systémes sont moins connus
chez les archées que chez les deux autres domaines du vivant (eucaryotes et bactéries). Le
développement de la génétique chez les archées doit faire face a de nombreux défis en termes
de culture en laboratoire, de développement de stratégies génétiques spécifiques et de

méthodes de criblages (Farkas et al., 2013).

V.c. Les transferts génétiques chez les archées

Des méthodes de génétiques ont été entreprises chez les quatre groupes d’archées (Rother and
Metcalf, 2005) : méthanogenes (Methanococcus et Methanosarcina) (Tumbula and Whitman,
1999), Halophiles (Halobacterium salinarum et Haloferax volcanii) (Soppa, 2006),
Thermococcales (T. kodakarensis, T. onnurineus et T. barophilus et chez P. furiosus et P.
abysst) ou encore chez les Sulfolobales (Sulfolobus solfataricus et Sulfolobus acidocaldarius)
(Berkner and Lipps, 2008; Wagner et al., 2009) (Luo and Wasserfallen, 2001).

Les manipulations se font davantage chez les Euryarchées (Méthanogenes, Haloarchées et
Thermococcales) que chez les Crenarchées (Sulfolobales). Pour certaines les modifications
génétiques ne sont pas possibles, et ceux en dépit des informations potentielles en terme de
physiologie, d’organisation du génome et de 'importance environnementale. C’est le cas pour
des crenarchées, notamment des especes Pyrobaculum et Thermoproteus, ainsi que les
euryarchées des genres Archaeoglobus et Thermoplasma; ces quatre especes sont
génétiquement inaccessibles (Farkas et al., 2013).

Les manipulations génétiques sont couramment utilisées pour déterminer le role
physiologique des genes, déléter ou au contraire sur-exprimer un gene entraine une réponse

différente, un changement de phénotype. Les techniques de génétique se sont mises en place
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chez des archées modeles pour étudier notamment la traduction, ou encore la réplication et
réparation de ’ADN, mais aussi les divisions cellulaires, les processus liés a 'ARN, certains

aspects du métabolisme...(Atomi et al., 2012)

Les approches génétiques appliquées aux Euryarchées ont permis d’identifier et de mieux
caractériser les geénes impliqués dans la méthanogénese (Guss et al., 2005) et dans la fixation
du carbone inorganique (Waege et al., 2010), décrypter les mécanismes d’adaptation des
protéines halophiles aux fortes concentrations en potassium dans leur cytoplasme (Hutcheon
et al.,, 2005). Chez T. kodakarensis, la génétique a permis d’étudier certains aspects
physiologiques comme la transcription, la réplication de '’ADN, le métabolisme en général. Les
expériences de génétique chez les Méthanogenes se sont davantage concentrées sur les voies
de la méthanogénése, mais aussi des études de biologie moléculaire et de physiologie des
archées (transcription, osmorégulation, étude de protéines de structure). Les champs
d’exploration sont dépendants des souches étudiées.

Pour les Crenarchées, des dispositifs génétiques ont été développés chez les Sulfolobales (She
et al., 2009). Les mutants de délétion ont permis de voir le réle des génes cdv (formation de
vésicules) dans la division cellulaire (Samson et al., 2008), les réponses au stress oxydatif
(Maaty et al., 2009), les régulateurs de la transcription (Peeters et al., 2009; Schelert et al.,

2006; Zheng et al., 2012), la formation de pilis (Frols et al., 2008; Szabo et al., 2007).

Les transferts génétiques réalisés chez les archées sont limités, et pourtant les échanges
génétiques sont fréquents chez ces microorganismes (figure 15 et tableau 5). De nombreux
plasmides, virus, séquences d’insertion, transposons et autres éléments génétiques ou encore
les éléments CRISPR, sont présents chez les archées. Les CRISPR, par exemple, sont retrouvés
pratiquement dans tous les génomes d’archées, contre 40% chez les bactéries. Les halophiles
et les sulfolobales sont connus pour avoir une abondance et une diversité importante de virus
et d’éléments extra-chromosomiques. Chez les Thermophiles par exemple, on peut citer la

particule virale SSV1 de sulfolobus shibatei. La production de cette particule virale est induite
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par les radiations UV (Martin et al., 1984) et son génome a la particularité de se sur-enrouler
postivement aussi bien dans les cellules de Sulfolobus que dans les particules virales elles-
méme (Nadal et al., 1986). Des plasmides ont été retouvés dans des souches couvrant toutes
les branches génétiques des archées (Brown et al., 1989). Chez les archées halophiles de
nombreux plasmides et bactériophages ont été isolés. Le plasmide PHH1 de Halobacterium
halobium contient I'information génétique de la formation des vacuoles a gaz (Weidinger et al.,
1979) et le plasmide pL confére 'immunité contre I'infection par le phage ®H de cette méme
souche (Schnabel, 1984). Le plasmide pHV2 (6 ,35 Kb) de H. volcanii (Charlebois et al., 1987),
le plasmide pGRB-1 (1,7 Kb) de H. halobium utilisé pour tester I'effet de drogues agissant au
niveau de la topologie de ’ADN (Forterre et al., 1989) et le bacteriophage ®H de H. halobium
(Gropp et al., 1989), sont parmi les mieux caractériser. Quelques souches de Méthanogenes
hébergent des plasmides ou d’autres types d’éléments extrachromosomiques. Le plasmide
PME2001 (4,5 Kb) de Mb. thermoautotrophicum Marburg fut le premier a étre mis en
évidence (Meile et al., 1983). D’autres plasmides de petites tailles ont été identifiés chez des
méthanogenes PURB500 (8,7 Kb) isolés a partir d'une souche mésophile marine du genre
Methanococcus (Wood et al., 1985) et le plasmide pC2A (5,1 Kb) isolé de Methanosarcina

acetivorans (Sowers and Gunsalus, 1988).
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Figure 15: Les transferts génétiques chez les archées
(Wagner et al., 2017)

Différents mécanismes de transfert d'ADN ont été décrits chez les archées. Ceux-ci incluent
I'absorption de I'ADN par transformation chez les membres des Euryarchaeota (a), le transport de
vésicules membranaires contenant un plasmide ou un ADN viral chez des membres des
Thermococcales (b), le transfert et I'incorporation d'ADN par transduction (c ), le transfert de
plasmides conjugatifs entre les membres des Sulfolobaceae (d), le transfert bidirectionnel et
I'incorporation d’ADN génomique et plasmidique par fusion cellulaire entre les haloarchaea (e), et
I'échange bidirectionnel d’ADN chromosomique chez les crenarcheota. du systéme d'ADN (f).

(Possot, 1990) (Farkas et al., 2013)

Tableau 5: Exemple de vecteurs présents chez certaines archées

Souche Nom de référence

I’'élément

Plasmides
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Methanococcus sp. C5 PURB500 Wood et al., 1985
Gardner et al., 1999
Methanococcus PURBS800 Zhao et al., 1988
jannaschii
Methanococcus PURB801 Zhao et al., 1988
jannaschii
Methanococcus sp. AG PURB900 Zhao et al., 1988
86
Methanobacterium PURB2001 Meile et al., 1983
thermoautotrophicum
Marburg
Methanolobus volcanii pMP1 Thomm et al., 1983
Methanosarcina pC2A Sowers et Gunsalus,
acetivorans sp. 2A 1988
Metcalf et al., 1997
Haloferax volcanii pKV2 Lam et al., 1989
pHK2 Holmes et al., 1994 ;
Holmes et al., 1991
pHV1/4 oriC Norais et al., 2007
oriC Norais et al., 2007
Halobacterium pHH1 Blaseio et al., 1990
salinarum pGRB1 Krebs et al., 1991
pNRC100 Ng et al., 1993

oriC et orc7

Berquist et al., 2003

Sulfolobus solfataricus

Ssvi

Cannio et al.,1998 ;
Jonuscheit et al.,
2003 ; Soopa et al.,
2006

pSSVx Aucelli et al., 2006
oriC Contursi et al., 2004
Sulfolobus pRN1 Berkner et al., 2007
acidocaldaricus
Sulfolobus islandicus pRN2 Deng et al,, 2009
Thermococcus pTN1 Santangelo et al.,
koadakarensis 2008
Pyrococcus furiosus pGT5 Wage et al., 2010
oriC Farkas et al., 2011
Pyrococcus abyssi pGT5 Lucas et al., 2011
VLP (Virus Like Particle)
Methanococcus voltae PURB600/VLP Wood et al., 1989
sp. A3
Methanococcus voltae VTA Bertani, 1989
PS
Phages
Methanobacter smithii PG Bertani et Baresi,
1986
Methanobacterium M1 Meile et al., 1989
thermoauthotrophicum
Marburg
Methanococcus sp. Nov. | aucun Zillig et al. 1988b
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Différentes techniques de génétique sont utilisées, mais ’étape principale et commune reste la




délivrance de 'ADN exogene. La découverte du premier plasmide archéen constitue la
premiere étape de développement d’outil génétique chez les archées (Farkas et al., 2013).

Les deux premiers systémes génétiques développés chez les archées ont été mis en place chez
une halophile (Haloarcula hispanica) et une méthanogene (Methanosarcina acetivorans).
La délivrance d’ADN chez les archées par différentes méthodes se base sur 1’électroporation, la
transformation chimique, la transformation par sphéroplaste, liposome ou conjugaison avec
E.coli. Ces méthodes sont couramment utilisées (Allers and Mevarech, 2005; Dodsworth et al.,

2010; Guschinskaya et al., 2016) (tableau 6).

(Farkas et al., 2013)

Tableau 6: Méthodes de délivrance de I'ADN chez certaines archées

Organism Method CFU/ug DNA Advantages and disadvantages References
Methanococcus Natural competence | ~10 Very low effienciency, 20, 44
inconsistent reproducibility
PEG-mediated ~2 x 10° High efficiency, Pst I-like 172
transformation restriction system
E. coli conjugation ~150° Easy and rapid protocol, low +
efficiency
Methanosarcina Liposome-mediated | ~2 x 108 High efficiency, expensive 111
transformation
Haloferax volcanii, PEG spheroplasting | ~107 Restriction systems are common 34,35
Halobacterium salinarum
Sulfobus solfataricus, Electroporation ~103-106 Restriction systems are common 42,87, 155
S. acidocaldarius, S. islandicus
Thermococcus kodakarensis, Natural competence | ~10°-10° Easy, efficient, rapid protocol 39,51, 52, 100,
Pyrococcus furiosus COMI1 151, 152
Pyrococcus furiosus DSM3638 CaCl,, heat shock ~5 x 102 Low efficiency, inconsistent 100, 176
reproducibility
Pyrococcus abyssi PEG spheroplasting | 10°-10° Low efficiency 102

*Abbreviadons: CFU, colony-forming unit; PEG, polycthylene glycol.
PEfficiency refers to the actual number of conjugant colonies and is not related to DNA amount.

V.c.1. La transformation

La transformation est la capacité des bactéries a acquérir un fragment d’ADN d’origine
extérieur, I’exogenote. Celui-ci est le plus souvent d’origine plasmidique ou chromosomique ;
provenant d’autres bactéries ou d’autres organismes vivants, qui auraient de ’'ADN dans le
milieu (tableau 7). On distingue deux types de transformation: la transformation
artificielle, ou I'on fait rentrer de 'ADN (circulaire ou linéaire) de force dans la cellule.

Certaines bactéries possedent la capacité de prendre de ’ADN du milieu extérieur, c’est la
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compétence naturelle, mais toutes les bactéries ne sont pas capables de le faire. Une
soixantaine de bactéries sont naturellement compétentes, aucune compétence n’a été mise en
évidence chez des bactéries se développant a des températures proches de 90°C (Han et al.,
2014). Cependant cette capacité est retrouvée chez des archées hyperthermophiles. Certaines
méthanogenes comme M. voltae P5, Methanobacter thermoautotrophicum Marburg, ou
encore des Thermococcales comme T. kodakarensis ou encore P. furiosus COM1, sont
naturellement compétentes, ce qui facilite les manipulations mais cela reste limité (Lipscomb
et al., 2011). Les archées halophiles sont les premieres a étre manipulées génétiquement apres
la découverte de la technique de transformation (du fait de la facilité de la manipulation et de
leur bonne vitesse de croissance) (Charlebois et al., 1987; Cline and Doolittle, 1987) et pour qui
les systemes génétiques sont les plus sophistiqués (Leigh et al., 2011). Les méthanogenes ont
une composition saline tres proche des cytoplasmes bactériens, ce qui a rendu possible le
développement de leur génétique en s’inspirant directement des techniques et méthodes
préexistantes chez les bactéries.

Une transformation a été obtenue chez Methanococcus voltae, Methanobacterium, Haloferax
volcanii, par de ’ADN génomique libre et chez Halobacterium et H. volcanii par de TADN
plasmidique. Doolittle et son équipe en 1987, ont réussi a mettre au point une méthode de
transformation pour les archées halophiles. La transformation ou la transfection de H.
halobium et H. volcanii, sous forme de sphéroplastes (Charlebois et al., 1987; Cline and
Doolittle, 1987; Cline et al., 1989). Cette maitrise du transfert de matériel génétique chez les
halophiles a permis de construire et d’introduire chez H. volcanii, un vecteur navette dont la
sélection de transfert est basée sur la résistance a la mévinoline, un inhibiteur de la 3-hydroxy-
3-méthylglutarateCoA (HMG-CoA), qui est une enzyme intervenant dans la voie du
mevalonate (Lam and Doolittle, 1989). En 1987, Bertani et son équipe publie pour la premiere
fois 'obtention d’archées recombinantes méthanogenes ; apres transformation par de grands
fragments d’ADN génomique. Cette transformation de M. voltae, démontrée par des mutants
d’auxotrophie His- (sans Histidine) et Pur- (sans Purine), ne fait appel a aucun traitement

préalable des cellules, elles sont simplement mises en contact avec de ’ADN de type sauvage,
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en milieu liquide (Bertani and Baresi, 1987). En 1988, Worrell démontre qu’une autre souche
méthanogene M. thermoautotrophicum, peut aussi étre transformée (Worrell et al., 1988).
Cette transformation a été mise en évidence en utilisant des fragments d’ADN de hauts poids
moléculaires du mutant résistant au 5-fluoroouracile. Les fréquences de transformation de ces
deux archées méthanogénes sont faibles.

Pour augmenter le nombre d’especes modeles, qui ne sont pas naturellement compétentes,
des méthodes physiques et chimiques ont été pensées. Plusieurs systemes de transformation
reposant sur des éléments génétiques naturels ont été développés utilisant des transposons,
plasmides cryptiques ou encore des virus pour délivrer 'ADN, c’est le cas chez certaines
Sulfolobales. Chez beaucoup de méthanogenes et d’halophiles, I'introduction de '’ADN repose
sur une transformation médiée par un liposome ; un sphéroplaste est généré et permet la
transformation par des protocoles utilisant des polyéthylene glycol (PEG) ou des liposomes.
L’électroporation est une autre méthode souvent requise chez les Sulfolobales aérobies ou
encore chez des Thermococcales anaérobies, un traitement chimique est souvent nécessaire

pour assurer la transformation.

(Leigh et al., 2011; Luo and Wasserfallen, 2001)

Tableau 7: Exemple de systéme de transformation chez les quatre groupes d'archées

Mécanisme : transformation

Organisme ADN impliqué Marqueur(s) Méthode Référence
Sulfolobales
S. solfataricus PRN1 et PRN2 Electroporation * Ziligetal,
1994
e Schelperetal.,
1995
e  Prangishvili et
al., 1998
S. solfataricus pNOBS, lacS Electroporation e Elferinketal,
PH1 dérivé de 1996
PRN1 o Zilligetal., 1996
S. acidocaltaricus | pGT5 et son CaCl; et heat e Aaggardetal.,
dérivé pCsv1 shock 19%
dérivé pGT5 | ADH-alcohol Electroporation ¢ fgf"f;"g;t Gar-
deshydrogenase ’
pCV1et pAG | 5-FOA Electroporation * Aagaardetal,
1996
e  Aravilli et Ga-
rett, 1997
pCmallacS 5-FOA Electroporation | Berkneretal.,2010
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S. solfataricus Phage SSV1 Infection, Schleper et al., 1992
Electroporation
S. solfataricus GB | pEXSs Hydromycin B Electroporation | Cannioetal., 1998
ou resistance
S. solfataricus Dérivé de Electroporation | Stedmanetal., 1999
PBL2025 SSvl
pKSDMA48 lacS Electroporation | Stedmanetal., 1999
pMSS lacS Electroporation | Aucellietal., 2006
pllacS lacS Electroporation | Berkneretal., 2007
pMJ0503 lacS Electroporation | Jonuscheit et al., 2003
S. islandicus PRN2 Uracil, 5-FOA Electroporation | Dengetal., 2009
£322S
Méthanogénes
M. voltae ADN Auxotrophie Transformation e  Bertani et Ba-
génomique (purine, naturelle ou resi, 1987
histidine) ou Electroporation * gggelett' etal,
Auxotrophie
(HSCom,
histidine,
purine), BES
résistance,
puromycine
résistance
Mip1l Puromycine Transformation e Gernhardtetal.,
résistance naturelle ou 1930
protoplaste ou e Pateletal, 1994
électroporation
M. maripuladis pKAS102 Puromycine Transformation e  Sandbeck et
résistance naturelle ou Leigh, 1991
PEG-mediated * I;g‘:ma etal,
transformation
pDLT44 Puromycine PEG-mediated Tumbula et al., 1997
résitance transformation
Methanosarcina | pWN307 Puromycine Liposome- Metcalf et al., 1997
sp. résistance mediated
transformation
Thermococcales
Thermococcus pLC70 Simvastine, 5- Transformation | Santangelo et al., 2008 a,
kodakarensis FOA, 6-MP b
Pyrococcus pYS2 PEG mediated Lucas et al., 2002
abyssi transformation
Pyrococcus pYS3 Simvastatine Transformation | Waegeetal., 2010
furiosus
Thermococcus Simvastatine, 5- | Transformation | Thiel etal., 2014
barophilus FOA
Halophiles
H. salinarum pGRB1 Mevinolin, PEG-mediated e  Blaseio et Pfei-
novobiocin, transformation fKer'b199? /
. . i
uracil, 5-FOA I;eglse at
pHH1 Mevinolin, PEG-mediated e  Dassarma, 1995
novobiocin, transformation
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uracil, 5-FOA e Berquistetal.,

pNRC Mevinolin, PEG-mediated 2006
novobiocin, transformation
uracil, 5-FOA

H. volcanii pHK2 Mevinolin, PEG-mediated e Lamet Doolittle,

novobiocin, transformation 1989
uracil, leucine, ¢ ;';;Tes etal,
thymidine, e Allersetal.,
tryptophane, 5- 2004
FOA e  Allers et Meva-

pHV2 Mevinolin, PEG-mediated rech, 2005
novobiocin, transformation * 218(;?5 etal,
uracil, leucine,
thymidine,
tryptophane, 5-
FOA

pHV1/4 Mevinolin, PEG-mediated
novobiocin, transformation
uracil, leucine,
thymidine,
tryptophane, 5-
FOA

Comme évoqué précédemment de nombreuses archées possédent des éléments
extrachromosomiques, e.g phages, virus et plasmides (tableau 5), ainsi beaucoup de vecteurs
d’archées sont dérivés de plasmides endogenes.

Les vecteurs construits ne sont pas capables de réplication autonome ; et pour la plupart des
outils génétiques utilisés, les vecteurs plasmidiques portent un ou deux marqueurs de sélection,
en plus des régions d’homologies pour s’intégrer au locus désirés (figure 16). En ce qui
concerne les marqueurs de sélection chez les halophiles, Sulfolobales et Thermococcales, ils
sont souvent basés sur 'auxotrophie/la prototrophie a I'uracile et la sensibilité a 'acide 5-

fluoorotique (Farkas et al., 2013).
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Figure 16: Méthode de disruption de géne
(Farkas et al., 2013)

a) Un événement de double recombinaison entre un plasmide et un chromosome, avec un marqueur
de sélection a la place du géne cible. b) Une simple recombinaison est possible, avec de I’ADN
linéaire, en plus des sites de recombinaison (mauve) peuvent étre utilisés pour la contre sélection
(excision du marqueur). c) Evénement de double recombinaison, ol le marqueur est intégré ainsi
que la région d’homologie du géne a déléter. La contre sélection permet de sélectionner la
supression sans le marqueur. d) Un événement de simple recombinaison permet l'intégration du
plasmide, ce qui génére une une forme intermédiaire. La contre sélection permet d’obtenir un forme
mutée avec excision du marqueur et du géne cible ou la forme sauvage. e)Toutes ces stratégies
pourraient s’adapter avec un promoteur swap ou échange allélique. La sélection génére une forme
intermédiaire avec le plasmide intégré dans le chromosome. La contre sélection permet de restaurer
soit la forme sauvage ou la forme génétiquement modifiée
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V.c.2. La conjugaison

La conjugaison bactérienne est un mécanisme qui nécessite deux bactéries qui vont se mettre
en contact direct, physique et temporaire, établir un pont entre elles pour transférer du
matériel génétique. La conjugaison a été mise en évidence pour la premiere fois par deux
scientifiques en 1946 Lederberg et Tatum (Lederberg and Tatum, 1946).

Des transferts ont été réalisés par conjugaison chez des Halophiles ou encore chez des
Sulfolobales (tableau 8). Chez la souche H. volcani, une conjugaison naturelle a été observée
(Mevarech and Werczberger, 1985). Elle est différente de la conjugaison connue chez les
bactéries car les deux parents peuvent étre a la fois donneur et receveur, et ce transfert
génétique bidirectionnel est également différent de la fusion cellulaire chez les eucaryotes car
il n’implique pas la fusion des cellules. Des ponts cytoplasmiques, par I'intermédiaire desquels
le matériel génétique passerait d'une souche a l'autre avaient a ’époque était observé en
microscopie électronique a balayage (Rosenshine et al., 1989). Ces mémes auteurs étaient
également parvenus a réaliser la fusion de protoplastes chez H. volcanii. Elle est différente de
la conjugaison connue chez les Sulfolobus, des plasmides conjugatifs ont également été isolés
en particulier le plasmide PNOBS8 (45 Kpb) (Schleper et al., 1995; She et al., 1998; Zillig et al.,
1998) .

La conjugaison a été entreprise entre différentes souches et également entre différents
domaines : bactérie-archée, entre la bactérie E. coli et des Methanococci (Methanococcus
maripuladis). Ce processus est souvent moins efficace mais plus rapide. L’efficacité de cette
conjugaison interdomaine est de 0,2 a 2 x10° par cellule reverse. Le processus requiert les
fonctions oriT et les génes tra portées par le plasmide du donneur (Possot, 1990).

Chez Mb. thermoautotrophicum et Ms. barkei, des méthodes pour préparer les protoplastes
avaient été décrites mais aucune régénération de la paroi de ces bactéries n’a été obtenue

(Kiener et al., 1987).
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(Luo and Wasserfallen, 2001)

Tableau 8: Exemples de mécanismes de conjugaison chez les Sulfolobales

Mécanisme : conjugaison

Organisme ADN impliqué Marqueur(s) Méthode Référence
Sulfolobales
Sulfolobus sp. Plasmide e  Schleperetal.,
conjugatif 1995
. Prangishvili et al.,
1998
S. Vecteur e Aagaardetal.,
acidocaldaricus d’intégration 1995
basé sur de e Aagaardetal,
, ) 1995
I’ADNr mobile
ADN génomique | Auxotrophie e Grognanetal.,
1996
e Schmidtetal.,
1999

V.c.3. La transduction

La transduction est le dernier mécanisme permettant ’apport de diversification génétique.
Lederberg a donné son nom a ce mécanisme en 1951, qui fait appel a un autre type d’agent
infectieux, notamment les virus. Ils vont transférer du matériel génétique d’une bactérie a une
autre.

Chez le genre Methanococcus, la transduction a été décrite, chez M. voltae notamment. G.
Bertani a identifié en 1989, un élément filtrable chez cette souche (Possot, 1990). Cette
particule isométrique de 40 nm de diamétre, résistant a la DNase, appelé VTA (Voltae transfert
agent) porteuse d'un fragment d’ADN de 4400 pb susceptible d’étre transduit chez des sous

clones de cet organisme.

V.d. Les défis de la génétique des archées

De nombreuses barrieres technologiques du fait des conditions de vie particulieres des archées
constituent un frein a ces études et a I’émergence d’outils génétiques (figure 17). Chaque
groupe présente des avantages et des désavantages, en plus de la difficulté commune de culture

des archées en laboratoire.
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Bacteria

Thermococcales: anaerobic, hyperthermophilic, marine heterotrophs

Pyrococcus furiosus COM1 (100°C) Halophiles: aerobic, mesophilc heterotrophs
Thermococcus kodakarensis (85°C) favoring salty environments
Thermococcus onnurineus NA1 (80°C) Haloferax Halobacterium salinarum NRC-1 (37°C)

Haloferax volcanii (45°C)

Thermococcales Archaeaoglobus Halobacterium

Thermoplasma
P Methanosarcina
Methanogens: phylogenetically and phenotypically
Methanococcus diverse, obligately anaerobic, methane producers

Methanosarcina acetivorans (37°C)
L Methanococcus maripaludis (35°C)
\ LE HELT Methanosarcina mazei (37°C)
Methanothermus Methanococcus voltae (37°C)
Methanopyrus

LUCA ®

Sulfolobales: aerobic, thermophilc, acidophilic,
Sulfolobales sulfur-oxidizing heterotrophs

Sulfolobus acidocaldarius (76°C)

Pyrobaculum Thermoproteus Sulfolobus islandicus (78°C)

Eukarya

Figure 17: Les challenges a surpasser pour étudier les archées
(Farkas et al., 2013)

Arbre phylogénétique des archées, avec les différents taxons et une description de leurs principales
caractéristiques.

Les Thermococcales et sulfolobales sont hyperthermophiles, il est donc nécessaire d’établir des
milieux de sélection adaptés aux hautes températures, plus de 70°C. De plus en ce qui concerne
les Sulfolobales, les techniques doivent tenir compte du faible pH. Pour les Méthanogénes et
les Thermococcales c’est 'oxygene qui constitue un élément toxique, étant donné que ceux sont

des souches anaérobies (Farkas et al., 2013).

Un autre challenge est de trouver des marqueurs de sélection et de contre-sélection, pour
vérifier le résultat de la manipulation génétique. Les antibiotiques ont pour cibles les
ribosomes bactériens ou la machinerie intervenant dans la synthése de la membrane cellulaire
(Cammarano et al., 1985; Possot et al., 1988). Le probleme est que les archées sont pour la
plupart résistantes aux antibiotiques utilisés en routine chez les bactéries. La thermostabilité

et la volatilité des composés doivent également étre prises en compte (Atomi et al., 2012; Noll
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and Vargas, 1997).

Un des moyens de sélection consiste au développement de marqueurs d’auxotrophie
correspondant a des souches auxotrophiques qui seront complémentées par transformation
(leucine, tryptophane, Thymidine, agmatine) (Allers et al.,, 2004; Ortenberg et al., 2000;
Santangelo et al., 2010) ((tableau 9). L’uracile et le 5-FoA sont utilisés comme marqueurs de
sélection/contre-sélection chez de nombreuses Halophiles. Chez les Méthanogenes, des
méthodes de sélection et contre-sélection sont développées en utilisant auxotrophie/
prototrophie de I’'Histidine, utilisant le gene hisA comme marqueur, ou en utilisant le 6-
azauracil et 8-azahypoxanthine chez la souche M. maripaludis. Chez Sulfolobus,
létablissement de méthode de manipulation génétique utilise toujours des marqueurs de
sélection, la croissance sur lactose par exemple pour S. solfataricus avec une souche délétée
du gene lacS ; codant pour la B-galactosidase. La sélection peut aussi se faire par résistance a
I’hygromycine B, butanol ou I'alcool benzyl via le gene de 1’alcool déshydrogénase ou plus
communément par auxotrophie a I'uracyl. Chez les Thermococcales comme T. kodakarensis,
quelques marqueurs prototrophiques sont utilisés comme I’arginine/citrulline, le tryptophane,

Pagmatine ou l'uracile (Atomi et al., 2012).

Une autre solution est d’'utiliser des antibiotiques actifs contre la cellule (tableau 9). Pour les
Méthanogenes, la sélection se fait via différents antibiotiques comme la puromycine et ses
dérivés avec le gene (pac) de la bactérie Streptomyces alboniger (Gernhardt et al., 1990), la
néomycine ou l'acide pseudomonique. Quelques archées synthétisent des lipides dérivés
isopropanoides, utilisant la voie du mévalonate, et les statines (mévinoline, Simvastatine). La
mévinoline a tout d’abord été utilisée chez les haloarchées (Lam and Doolittle, 1989; Peck et
al., 2000). Aujourd’hui ces composés sont couramment utilisés pour les Thermococcales (T.
kodakarensis, P. furiosus) (Matsumi et al., 2007; Waege et al., 2010), Sulfolobales. La
Mévinoline et Simvastatine inhibent la coenzyme A (HMG-CoA) réductase (premiere étape de
la biosynthese des lipides chez les archées, elle inhibe aussi la synthese des stérols chez les

eucaryotes). La novobiocine inhibe la DNA gyrase, une drogue utile pour la sélection des
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halophiles (Atomi et al., 2012).

(Atomi et al., 2012)

Tableau 9: Exemples de méthodes de sélection et contre-sélection efficaces chez les archées

SELECTION CRITERION
Novobiocin resistance

Mevinolin/simvastatin
resistance

Puromycin resistance
Neomycin resistance
Hygromycin B resistance

Butanol/benzyl alcohol
resistance

Marker gene

gyrB mutant
hmgR overexpression

pac
APH3II
Thermostable hph mutant

adh

Uracil prototrophy pyrE, pyrF
Leucine prototrophy leuB
Tryptophan prototrophy trpE, trpAB
Histidine prototrophy hisA
Lactose prototrophy lacS
Agmatine prototrophy pdaD
COUNTERSELECTION CRITERION
5-Huoroorotic acid resistance pyrE, pyrF
6-Azauracil/8- hpt
azahypoxanthine/8-aza-

2,6-diaminopurine

resistance

6-Methylpurine resistance hpt

H, halophiles; M, methanogens; S, Sulfolobus; T Thermococcales. Details are described in the text and referred publications.

V.e. L’outil génétique développé chez Thermococccus barophilus

Host requirements

pyrE~, pyrF—, upp*
leuB-

trpE-, trpAB-
hisA-

lacS~

pdaD~

pyrE~, pyrF-
Resistant w/o hpt

Resistant w/o hpt

Medium requirements

Pyrimidine-free
Leucine-free
Tryptophan-free
Histidine-free
Lactose as major
carbon/energy source
Applicable with
tryptonelyeast extract

Les genes constituent une source d’information, il est donc nécessaire d’avoir des outils
génétiques pour les caractériser et étudier leurs fonctions cellulaires et physiologiques. Parmi
ces outils, la génétique inverse permet de mesurer les effets de la délétion d’un ou plusieurs
genes sur la physiologie de 'organisme. Déléter des genes a permis plusieurs études : roles de
facteurs de transcription, protéines impliquées dans l'initiation de la réplication, I’élongation
de T'ADN, enzymes métaboliques, les hydrogénases, et enzymes impliquées dans la
méthanogénese, les études sur les protéines des histones et de la chromatine, recombinaison

et réparation de 'ADN, assemblage et mobilité des flagelles, modification de la surface

cellulaire, modification des ARNt...(Luo and Wasserfallen, 2001)

Depuis 2013, le LM2E dispose d’'un systéeme génétique pour son organisme modele T.
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barophilus MP (Thiel et al., 2014).

Cet outil permet de déléter un ou plusieurs genes cibles par recombinaison homologue a I’aide
d’un plasmide intégratif (non réplicatif) et peut étre utilisé pour I’étude des genes d’adaptation
aux HPH. T. barophilus est un bon organisme modele pour des approches de génétique, du
fait de ces nombreuses propriétés et avantages: sa capacité a se développer a pression
atmosphérique, le fait qu’elle soit cultivable au laboratoire, et que son génome soit entierement
séquencé (Vannier et al., 2011).

La mise en place de cet outil a été inspirée par les recherches en génétique menées chez T.
kodakarensis (Atomi et al., 2004; Morikawa et al., 1994) (Hileman and Santangelo, 2012; Sato
et al., 2003).

Le principe de 'outil génétique est celui de la double recombinaison homologue : une premiére
recombinaison permet l'intégration du plasmide dans le génome de T. barophilus, et la
deuxiéme, I’excision de celui-ci (figure 18) (Thiel et al., 2014).

Le plasmide intégratif comprend les marqueurs de sélection suivants : le gene hmg,r codant
pour la HMG-CoA (Santangelo et al., 2008) apportant la résistance a l’antibiotique
Simvastatine qui est utilisé comme marqueur de sélection positif lors de la premiére
recombinaison ; le gene pyrF (voie de l'auxotrophie a 1'uracile) qui est responsable d’une
sensibilité au 5-FOA (acide fluoorotique) et qui sert de marqueur de sélection négatif pour le
deuxiéme événement de recombinaison. Ce plasmide porte également une région issue de la
fusion des deux régions d’ADN qui encadrent le gene cible que ’on souhaite déléter. A la fin
des deux « crossing over », deux possibilités de configuration sont possibles : (1) la forme ne
possédant plus le gene cible, et (2) la configuration sauvage. Toutes les deux sont Simvastatine
sensible et 5-FOA résistant. Bien que l'outil ait permis la délétion de plusieurs genes, le
probleme majeur réside dans la faible sensibilité de la souche au 5-FOA apporté par le géne
pyrF, qui entraine une absence de contre sélection ; se manifestant par 'apparition d'une
troisieme configuration a la fin de la seconde étape de recombinaison: des souches
doublement résistantes, puisqu’elles possedent le plasmide dans leur génome. Elles sont

appelées « faux positifs », et leur origine reste a ce jour non élucidée.
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Figure 18: Schéma du principe de I'outil génétique chez T. barophilus
(Thiel et al., 2014)

Sim: : Simvastatine résistant, Sims : Simvastatine sensible, 5-FoA: : 5-F0A résistant, 5-FoAs : 5-Foa
sensible, RH : région d’homologie, PyrF : géne de sélection au 5-FoA, hmg,r: géne de sélection a la
Simvastatine, GC : géne cible, C.O : crossing over

VI. Objectifs de la theése

Au laboratoire, I'archée T. barophilus est un modele étudié depuis une dizaine d’années,
notamment afin de comprendre ’adaptation de la souche aux hautes pressions hydrostatiques.
Des études transcriptomiques ont récemment montré une sur-expression de certains genes
corrélée a des variations de pression, notamment les hydrogénases (Vannier et al., 2015). Ce
qui suppose une possible implication de ces hydrogénases dans I'adaptation de T. barophilus
aux HPH.

Afin d’étudier ces hydrogénases, de comprendre leur fonctionnement, et leur réle dans le
mécanisme adaptatif de T. barophilus sous pression, des mutants de délétion ont été construits.
Pour cela un outil génétique précédemment décrit, a été développé au laboratoire. Bien que
Poutil ait été utilisé pour des expériences de délétion des genes, celui-ci présente un défaut de

sensibilité du marqueur de contre-sélection.
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Le premier objectif de la these a donc été de travailler sur 'amélioration de l'outil génétique,
dans le but de diminuer ces faux positifs liés au 5-FoA.

Un nouveau systeme de contre-sélection a donc été pensé et développé, en utilisant un nouveau
marqueur : la 6-méthylpurine (6-MP). Les résultats de cette premiere étude sont présentés
dans le chapitre 1.

T. barophilus, cultivée a des pressions inférieures et supérieures (0,1 et 70 MPa) a sa pression
optimale, sur-exprime des clusters de génes codant pour les hydrogénases membranaires et
cytoplasmiques, et ceci en présence de soufre. Le facteur soufre doit étre pris en compte et a
son importance, puiqu’il intervient dans le métabolisme des hydrogénases. Son absence
favorise celles qui produisent de 'H,, sa présence celles impliquées dans la production de I'H.S.
Dans ces études transcriptomiques, le soufre pourtant présent dans le milieu de culture, ne
semble pas avoir d’effet sur I'expression des hydrogenases, puisque en condition de stress
pression, méme les hydrogénases qui ne devraient pas étre activée en sa présence, sont sur-
exprimées.

Ainsi une fois 'outil amélioré, nous avons pu l'utiliser afin de répondre a nos problématiques :
comment fonctionne le métabolisme de ’hydrogéne chez T. barophilus ? Le fonctionnement
et le role des hydrogénases sont-ils identiques aux hydrogénases des autres Thermococcales ?
Quel est 'importance du soufre dans ce métabolisme ? Les hydrogénases ont-elles un role dans
I’adaptation de T. barophilus aux HPH ?

Nous avons donc construits les mutants hydrogénases. Les résultats de 'obtention des mutants
de délétion sont présentés dans la premiére partie du chapitre 2.

Une fois les principaux mutants obtenus, nous avons entrepris une caractérisation de ceux-ci
afin de vérifier le fonctionnement de la souche sans ces genes. Deux approches ont été choisies:
tout d’abord, des cultures sous pression dans des incubateurs de hautes pressions et hautes
températures (0,1, 40 et 70 MPa) a la fois en présence et en absence de soufre. Ce qui nous a
permis de voir les effets de la délétion de genes sur la croissance de T. barophilus, et d’étudier
le facteur soufre, mais également le facteur pression, la combinaison de ces deux facteurs, et

leur influence sur le métabolisme des hydrogénases chez T. barophilus. Dans un deuxieme
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temps toujours dans le but de caractériser ces mutants, de comprendre le role et le
fonctionnement des genes, des dosages de I’hydrogene ont été réalisés par chromatographie en
phase gazeuse. Les résultats de ces manipulations sont présentés dans la seconde partie du

chapitre 2.
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Matériel et Méthodes

L. Outil génétique

I.a. Matériel biologique

Thermococcus barophilus MP (T.b) est une archée isolée d’un fragment de cheminée
hydrothermale du site Snakepit (39.827170° ; 75.454690°), a une profondeur de 3550 m, sur
la ride médio-Atlantique lors de la campagne MAR93 (Marteinsson et al., 1999a). Ceux sont
des coques de 0,8-2 um de diametre mobiles, avec pour optimum de croissance une
température de 85°C, une pression de 40 MPa, un pH de 7 et une concentration en sel aux

alentours de 20-30 g/L.

La souche type de T. barophilus MP sauvage a permis a ’aide de I'outil génétique (Thiel et al.,
2014) de construire un certain nombre de mutants (tableau 10). La liste de ces mutants est
présentée dans le tableau ci-dessous.

La souche utilisée au cours de cette these est T. barophilus ATERMP_00517 qui dérive de la
souche sauvage. Le géne TERMP_00517 est homologue au géne TKoo64 qui code pour
I'hypoxanthine transferase responsable de la sensibilité au 6-MP chez T. kodakarensis
(Santangelo et al., 2012). Cette derniére correspond a la souche T. barophilus transformée par
délétion du gene ATERMP 00517, qui présente 80% d’analogie avec le gene TKoo64 (géne de
sensibilité a la 6-MP). Nous décrirons cette souche et son utilisation lors de la partie sur

Pamélioration de I'outil génétique.

Tableau 10: Tableau récapitulatif des souches de I'étude

Souche Souche parent Génotype Région(s) Chapitre de

génomique(s) référence

délétée(s)
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Thermococcus Wild type Amélioration de
barophilus MP I'outil génétique
UBOCC-M-3203

TbATERMP_00517 Thermococcus T.b muté | Simple mutant Amélioration de
UBOCC-M-3300 barophilus MP ATK0664 I'outil génétique
ATERMP_00517

TbATERMP_00517 + | Thermococcus T.b muté | Simple mutant Amélioration de
pUPH1 barophilus MP TK0664 I’outil génétique
UBOCC-M-3301 ATERMP_00517

TbATERMP_00517 Thermococcus T.b muté | Simple mutant Utilisation de
AMbh barophilus MP I'outil génétique

ATERMP_01471
to

ATERMP_01498

TbATERMP_00517 Thermococcus T.b muté | Simple mutant Utilisation de
ACo-Mbh barophilus MP I’outil génétique +

caractérisation des
ATERMP_01146

mutants
to
ATERMP_01150
TbATERMP_00517 Thermococcus T.b muté | Simple mutant Utilisation de
AMbx barophilus MP I'outil génétique +

caractérisation des
ATERMP_00853

mutants
to

ATERMP_00865
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AMbh/ ACo-Mbh

AMbh

ACo-Mbh

ATERMP_01471 a
ATERMP_01498

ATERMP_01146 a
ATERMP_01150

TbATERMP_00517 Thermococcus T.b muté | Simple mutant Utilisation de
ASHI barophilus MP I'outil génétique +
caractérisation des
ATERMP_00067
mutants
to
ATERMP_00070
TbATERMP_00517 Thermococcus T.b muté | Simple mutant Utilisation de
ASHII barophilus MP I'outil génétique +
caractérisation des
ATERMP_00536
mutants
to
ATERMP_00539
TbATERMP_00517 Thermococcus T.b muté | Simple mutant Utilisation de
ASurR barophilus MP I'outil génétique
ATERMP_00656
TbATERMP_00517 TbATERMP_00517 | T.b muté | Double mutant Utilisation de

I'outil génétique

Thermococcus kodakarenstis (T.k), est une archée isolée d’échantillon issu d’un solfatare

de surface sur I'lle Kodara au large du Japon. Initialement décrite comme appartenant au genre

Pyrococcus (Morikawa et al., 1994), des études réalisées en 2004 ont permis une re -

classification de la souche dans le genre Thermococcus (Atomi et al., 2004). Cette archée

hyperthermophile a un optimum de croissance a 85°C, a un pH de 6,5 et a faible pression

75




hydrostatique. (UBOCC-3205).

La souche d’Escherichia coli DH5a (Stratagene) a été utilisée pour la création des

plasmides. Ce sont des cellules compétentes qui ont donc la capacité d’intégrer les plasmides.

I.b. Milieu de culture

L.b.1. Milieu TRM

Le milieu de culture principalement utilisé lors de cette étude est le milieu TRM
(Thermococcales Rich Medium) (Zeng et al., 2009). Sa composition pour 1 L d’eau
déminéralisée est de 23 g de NaCl, 5 g de MgCl,, 3,3 g de PIPES, 4 g de Tryptone, 1 g d’extrait
de levure, 0,7 g de KCl, 0,5 g de (NH,).SO,, 0,05 g de NaBr, 0,01 g de SrCl,, 2 gouttes de
Résazurine 1% qui est I'indicateur coloré pour vérifier I’absence d’oxygéne, le pH est ajusté a
6,6-6,7.

Le milieu de culture est ensuite transféré dans un flacon Schott de 1L, et autoclavé 20 mn a

121°C. Apreés refroidissement du milieu, 1 ml des composés suivants est ajouté stérilement :

K.HPO, 5%, KH,PO, 5%, CaCL,, 2H,0 2%, Na,WO, (10 mM), FeCl, .6H20 (25 mM).

Le milieu est réparti dans des fioles Pénicillines stériles de 50 ou 100 mL, le soufre élémentaire
Tyndallisé est rajouté (2g/L). Les fioles sont fermées hermétiquement (bouchons stériles) puis
des vides-gaz sont réalisés a ’'aide d'une rampe a gaz. Lors de cette étape 'oxygéne est remplacé
par un gaz inerte, le diazote N.. Ensuite la phase liquide est réduite par le Na.S 5% (0,1% en

concentration finale) afin d’éliminer 'oxygene présent.

Apres transformation, les transformants sont étalés sur milieu TRM solide. La solidification
du milieu se fait par I'ajout de Phytagel (Sigma) a une concentration de 10 g/L de milieu.

Lors de la transformation, le milieu TRM est supplémenté par différentes substances: la
Simvastatine a 2,5 ug/mL (Sigma) (milieu solide et liquide), qui est un inhibiteur de I’enzyme

HMG-CoA catalysant la premiere étape de biosynthese des lipides chez les archées, de
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Pantibiotique 6-MP ou 6-méthylpurine (Sigma) qui sera décrit par la suite (utilisé de 0 a 250
uM dans le milieu de culture liquide ou solide) ou le 5-FOA a 8 mg/mL (Euromedex) (milieu

solide uniquement).

I.b.2. Milieu LB

Des souches d’E. coli DH5a, sont utilisées pour les manipulations de ’ADN et ces cultures sont
réalisées sur milieu LB (liquide ou solide) a 37°C. La présence du plasmide est vérifiée par
Iajout de 100 pg/mL d’Ampicilline et d'IPTG dans le milieu. La composition du milieu LB
(Luria-Bertani) (Bertani, 1951) pour 1 L. d’eau déminéralisée est de 5 g d’extrait de levure, 10 g
de tryptone, 10 g de NaCl. Pour un milieu de LB gélosé de I’agar bactériologique est rajouté a

hauteur de 1%.

I.c. Construction des plasmides

I.c.1. pUPH

Ce plasmide est construit par digestion/ligation. Le plasmide (plasmide pUFH (Thiel et al.,
2014) et I'insert (TKo664) sont digérés par les enzymes de restriction Xhol (sites de restriction :
C/TCGAG ; GAGCT/C; 2H a 37°C) et Smal (Sites de restriction : CCC/GGG ; GGG/CCC; a
25°C sur la nuit).

Apres chaque étape de digestion, une vérification sur gel d’agarose 0,9% et une purification sur
colonne afin d’éliminer les tampons respectifs des deux enzymes sont réalisées.

La ligation des produits digérés (plasmide et insert) est effectuée a température ambiante sur
la nuit (T4, DNA ligase, promega). Le plasmide obtenu est nommé pUPH1.

L’étape suivante est la transformation par choc thermique d’E. coli (DH5a compétentes
conservées a -80°C) par pUPH1 : une incubation de 30 min a 4°C (glace), puis une induction
de 5 min a 37°C, et une incubation de 10 min a 4°C. Puis 1 mL de LB liquide est ajouté dans
chaque tube, suivi d’'une incubation de ceux-ci 1 h a 37°C, suivi d'une centrifugation de 5 min

a 5000 g. Le culot cellulaire obtenu est resuspendu dans 100 pL de LB puis 50 uL est déposé
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sur des milieux LB solides complémentés en Ampicilline et IPTG (100 pg/mL). Les boites sont
ensuite incubées a 37°C pendant la nuit.

Le lendemain, 10 colonies/boites sont striées sur milieu LB agar complémenté avec de
I’'Ampicilline (Ampi) et de I'TPTG (100 pg/mL), puis incubé a 37°C pendant la nuit.

Pour les cing premiéres colonies sélectionnées, une PCR est réalisée directement sur colonie :
pour chacune des stries, le batonnet en bois utilisé est plongé dans un tube PCR contenant 100
uL d’eau stérile. Ensuite, les tubes PCR sont placés a 95°C pendant 10 min (thermocycleur)
afin de lyser les cellules. Les tubes sont préparés selon le protocole suivant : 5 uL de colonies,
33,5 uL d’eau, 10 uL de tampon goTaq 5X, 1 uL de dNTP (10 mM), 0,5 uL. d’amorces sens
TK0664, 0,5 uL. d’amorces antisens TKo664 (TKo664 up: AAA AAA CTC GAG CCC GTC CA
AGC TAC CACTCC C (20 uM); TK0o664 do: AAA AAA CCC GGC TTC AAA ACC CAG CCA AAC
AAC ACC C (20uM)) et 0,5 uL de goTaq (5 U/uL). Les tubes sont homogénéisés et une PCR
est réalisée (thermocycleur : 94°C 5 min (30 cycles), 94°C 40 sec, 52°C 40 sec, 72°C 2 min,
72°C 5 min, 4°C). Les produits PCR sont révélés sur gel d’électrophorése 0,9%, pour vérifier
que l'insert TKo664 est bien présent dans le plasmide construit. La migration s’est faite a 9o V

pendant 30 min.

Apreés vérification de la présence ou ’absence du plasmide dans nos colonies par PCR, une strie
contenant bien notre plasmide d’intérét est utilisée pour ensemencer 5 mL de LB + Ampicilline
(100 pg/mL). Apres incubation a 37°C sous agitation a 250 RPM pendant la nuit, une
extraction plasmidique est réalisée, et les tubes contenant les cultures d’E. coli avec le plasmide
a extraire sont centrifugés 6 min a 6000 xg. Le culot cellulaire est resuspendu avec 250 pL de
solution de resuspension et tranférés dans un eppendorf. Ensuite en utilisant le kit d’extraction
plasmidique (kit, geneJET, ThermoFischer), le plasmide pUPH1 est extrait, en utilisant le
protocole suivant : dans chaque tube 250 uL de solution de lyse sont ajoutés, les tubes sont
mélangés par inversion des tubes 5 a 6 fois. 350 uL de solution de neutralisation sont ajoutés,
les tubes sont mélangés par inversions répétées du tube 4-6 fois. Les tubes sont ensuite

centrifugés 5 min a 12000 g. Le surnageant est transféré dans une colonne (kit, geneJET,

78



ThermoFisher). Les colonnes sont centrifugés 1 min a 12000 g, puis deux lavages avec 500 uL
de tampon de lavage sont réalisés (centrifugation 1 min, 12000 g). Les colonnes ont ensuite été
centrifugées a vide pour enlever toute trace d’éthanol (3 min, 12000 g). Puis la colonne est
placée dans un tube propre, 100 pL d’eau stérile sont ajoutés et aprés 2 min, une centrifugation
de 2 min a 12000 g a été réalisée. Les préparations sont vérifiées sur un gel d’agarose a 0,9%.

Les tubes contenant le plasmide sont conservés a -20°C.

I.c.2 Liste des plasmides construits

La délétion de genes avec l'outil génétique précédemment décrit nécessite 'utilisation du
plasmide pUPH dans lequel sont insérées les régions flanquantes du géne cible. Pour cela, dans
un premier temps, deux PCR ont été réalisées afin d’amplifier les régions flanquantes dans le
génome de T. barophilus. La composition du mix PCR, pour chaque échantillon, est la suivante :
41,5 uL d’eau, 5 uL. de tampon 10X, 1 uL. de ANTP (10 mM), 0,5 uL. d’amorce sens (20 mM), 0,5
uL d’amorce antisens (20 mM), 0,5 uL de Taq PFU (5 U/mL) et 1 uL. d’ADN matrice. Le
programme d’amplification utilisé est 5 min a 94°C, puis 30 cycles comprenant 1 min a 94°C,
1min a 55°C, 2 min 30 a 72°C puis 72°C pendant 7 min et 4°C en température finale (tableau

11).

Tableau 11: Liste des amorces

Hydrogénases Séquence (5’-3’) Tm (°C)
Co_Mbh _1Up AAAAAAGGTACCCAACTTCCGGGCTTTTTGCT 61
— - GAGTAA
Co Mbh 1Do TTTGGGTGAACAGCAGAGCCAGTTTTTTCTTT 60
- - TGATGAAATTTGTTATTC
Co_Mbh 2Up AGAAAAAACTGGCTCTGCTGTTCACCCAAATT 60
- - TTTCTTAATTTGTCTTG
Co Mbh 2Do AAAAAAAGATCTCACGAAATGAAAAGCTTGC 61
- — GGAGGAAA
Mbh_1Up AAAAAAGGTACCATAAGAATCTTGCCATAAGG 55
— GC
Mbh 1Do CAAATCAAGAGATGAGGTGAGAAAACTTTCC 54
- GCTTTAAGTTTCTTTTTATAATAA
Mbh_2Up TTATTATAAAAAGAAACTTAAAGCGGAAAGTT 53
- TTCTCACCTCATCTCTTGATTTG
Mbh 2Do AAAAAAAGATCTTTTCTGCAAGCTCAATAGCT 54
— TC
SHI_1Up AAAAAAGGTACCGGCCTCTCTGGAGTTGGAA 65
~ ccerer
SHI 1Do GAGAAATTTTGAATAGACGGGATCATCACCCG 60
- AAAGATTGCTTCTC
SHI_2Up ATCTTTCGGGTGATGATCCCGTCTATTCAAAAT 57
- TTCTCTATCTATTTTTGTTAAATC
SHI 2Do AAAAAAAGATCTTCCATTTTGTTCTCGAGCATT 59
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AAAGCAACAA
SHIl_1Up AAAAAAGGTACCCCCAATAAAATAAGCTCATTT 61
ATGGCAGCG
SHIlI 1Do GGGGAGGGGATCTCTATTCTCTTTTCTAAATTT 58
- TATCTCTGGTGGTTTTATGA
SHIl_2Up TTTAGAAAAGAGAATAGAGATCCCCTCCCCAT 63
GAACATCAT
SHII 2Do AAAAAAAGATCTAAAGACATTTTCGAGCTCCT 61
— CATACCC
Mbx_1Up_Kpnl AAAAAAggtaccACGTCAACATTTATGAAGTAA 61
AACGCTATCCT
Mbx 1DO CTTGGAGGGTTGGTATTATCTTTTTCTCTTTTCT 60
- TAGGCTTTTCTTACATGAGAAAAA
Mbx_2Up AAGAGAAAAAGATAATACCAACCCTCCAAGAG 60
TTTAAACTTGAAAG
Mbx 2Do BamHI AAAAAAGGATCCGGGAAAGATTGAGCATTAC 60
- - TTTGATGAATATCCT
T.bATERMP_00517 Séquence (5°-3’) Tm(°C)
6MPb_1Up AAAAAACGTACCAAGAAAACCGGAGTTTTAG 58.4
TGAATACACC
6MPb 1Do TCTCATGGAAACATTTAAATGGTTGTGGTATCT 595
TGGACAAGAAGAAAA
6MPb_2Up TTGTCCAAGATACCACAACCATTTAAATGTTTC 60.3
CATGAGAAAAATGAAATGCAAAAA
6MPb_2Do AAAAAAAGATCTCTCGCTCTAAAGGAGCTTTC 56.0
AACA

Apres cette étape, 2 fragments d’environ 1 kb ont été obtenus. Ceux-ci ont été utilisés comme
matrice pour une seconde PCR avec comme amorces par exemple Mbx_1Up_Kpnl et
Mbx_2Do_BamHI. Le mix PCR était composé de 40,5uL d’eau, 5 uL. de tampon 10x, 1 uL de
dNTP (10 mM), 0,5 uL de chaque amorce (20 uM), 0,5 uL de Taq PFU (5 U/mL) et 1 uL des
deux produits PCR précédents, avec un programme PCR équivalent au précédent mais avec
une élongation a 72°C pendant 4 min 30. La taille du produit PCR a été vérifiée par migration
sur gel d’agarose 0,9%.

Le fragment d’ADN correspondant a l'insert a ensuite été extrait et purifié a partir du gel
d’électrophorese sur colonne avec le kit Gel extraction Thermo Scientific.

Le fragment correspondant a la fusion des régions flanquantes du gene a déléter a été inséré
dans le plasmide pUPH par digestion/ligation. Le plasmide et I'insert ont été digéré par les
enzymes de restriction Kpnl et BamHI (3h a 37°C). Une vérification sur gel d’agarose et une
purification sur colonne, permettant I’élimination des tampons respectifs des deux enzymes,
ont été réalisées apres chaque étape de digestion. La ligation des produits de digestion
(plasmide et insert) a été réalisée pendant 3h a température ambiante et permis I’'obtention du

plasmide pPA(gene a déléter). Les plasmides ont été transformés dans E. coli comme évoqué
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précédemment puis dans T. barophilus (figure 19).

1up Obtentiondel'insert 5,
> = —
Région1 I Géne adéléter Région 2 1up 2up Q
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Figure 19: Schéma récapitulatif de I'étape d'obtention des vecteurs plasmidiques

I.d. Transformation dans Thermococcus barophilus

I.d.1. Etape de transformation

Pour la transformation, les cellules ont été inoculées a 1% en milieu TRM avec soufre pendant
16h a 85°C et a pression atmosphérique; puis le lendemain un aliquot de 0,6 mL de la culture
de nuit a été transféré dans 30 mL de TRM sans soufre et incubé 6 h a 85°C a pression
atmosphérique. Les cellules ont ensuite été centrifugées (8000 g, 8 min) et concentrées dans
600 uL de TRM soufré puis placées sur glace pendant 30 min, en enceinte anérobie (enceinte

de type COY, Laboratory product). Un aliquot de 25 puL contenant 4 a 5 ug d’ADN plasmidique
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a été ajouté a 200 uL du concentrat de cellules, et le mélange a été incubé 1 h sur glace. Un choc
thermique a été appliqué pendant 10 min a 85°C, suivi par une incubation sur glace pendant
10 min. 225 uL des cellules transformées ont été inoculés dans 20 mL de TRM soufré suivi

d’une incubation de 18 h a 85°C.

I.d.2. Sélection des mutants

Apres incubation, les cellules ont été centrifugées a 8000 g pendant 8 min. En enceinte
anaérobie, le surnageant a été éliminé et le culot resuspendu dans le surnageant restant, soit
environ 100 pL. Un isolement par la méthode des cadrans a été réalisé avec cette suspension
sur milieu solide de TRM avec du soufre colloidal (0,5 g/L) contenant de la Simvastatine a une
concentration finale de 2,5 ug/mL. La solidification du milieu a été réalisée avec du Phytagel
(Sigma) a une concentration de 10 g/L puis les boites ont été incubées 5 jours a 85°C, en jarre

anaérobie.

Apres incubation, 2 a 3 colonies ont été inoculées chacune dans 20 mL de TRM soufré
additionné de 2,5 pg/mL de Simvastatine (10 pL). Les fioles ont été incubées pendant 16 h a
85°C. Ces cultures ont ensuite été utilisées pour inoculer, a 1%, 2 fioles de 20 mL de milieu
TRM soufré + Simvastatine, 'une pour 'extraction d’ADN génomique, et la seconde pour la

deuxieme étape de sélection. Ces ensemencements ont été incubés 16 h a 85°C.

Pour I'étape de sélection sur 6-MP, les cultures de nuit ont été centrifugées puis, en enceinte
anaérobie, le surnageant a été éliminé et le culot resuspendu dans le reste du surnageant
(environ 100 pL). Cette suspension a ensuite été utilisée pour réaliser un isolement par la
méthode des cadrans sur milieu TRM solide avec soufre colloidal (0,5 g/L) et 6-MP a une
concentration finale de 100 uM. Comme précédemment, le milieu a été solidifié avec du
Phytagel (Sigma) a une concentration de 10 g/L, et les boites ont été incubées 5 jours a 85°C.
De nouveau, 2 a 3 colonies ont été repiquées chacune dans 20 mL de TRM soufré en enceinte

anaérobie et incubées 16h a 85°C. Puis une fiole de 20 mL de TRM soufré a été inoculée a 1%
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avec cette culture et incubée 16h a 85°C pour réaliser ensuite I'extraction d’ADN génomique.

1.d.3. Extraction/purification de ’ADN génomique et vérification des mutants

Une extraction de 'ADN génomique (Kit Genejet, ThermoFisher) a été réalisée sur les
intermédiaires, entre les deux étapes de sélection pour vérifier I'intégration du plasmide; et sur
les cellules obtenues a I’étape finale pour vérifier 'obtention des mutants. Pour cela, les cellules
ont été inoculées a 1% dans du TRM avec du soufre et incubées 16h a 85°C. Apres incubation,
les cellules ont été centrifugées (8000 g, 8 min), et le culot a été repris dans 300 puL de TE (Tris
HCl 100 mM, pH 8, 50 mM NaCl, 50 mM EDTA, pH 8), 40 uL de SDS 10% (dodécylsulfate de
sodium), 40uL de sarkosyl 10% et 20 pL de protéinase K (20 mg/mL). Les tubes ont été incubés
1h a 55°C. Puis 200 pL de tampon de lyse et 20 uL. de RNase (50 mg/mL) ont été ajoutés et les
échantillons ont été laissés a température ambiante pendant 5 min. Le mélange a ensuite été
versé dans une colonne de purification et centrifugé 1 min a 6000g. 500 uL du tampon de
lavage I ont été ajoutés suivi d’'une centrifugation 1 min 8000 xg. Apres élimination de I’éluant,
500 pL du tampon de lavage II ont été ajoutés et les tubes ont été centrifugés 1 min a 12000g.
L’éluant a été jeté et une nouvelle centrifugation a vide 3 min a 12000 g a été réalisée pour
éliminer les traces d’éthanol. La colonne a ensuite été placée dans un tube de 1,5 mL, 200 pL
d’eau stérile ont été ajoutés et le tube centrifugé 1 min a 8000 g. Enfin, la colonne a été éliminée
et les échantillons ont été conservés a 4°C, avant la réalisation des PCR de vérification

d’obtention des mutants.

La PCR a la fin de la premiere sélection permet de vérifier I'intégration du plasmide, en
utilisant les amorces de vérification du gene Tkoo64 (TKo664 up: AAA AAA CTC GAG CCC
GTC CA AGCTAC CACTCC C (20 uM); TKo664 do: AAA AAA CCC GGC TTC AAA ACC CAG

CCA AAC AAC ACC C (20uM)).

La PCR a la fin de la deuxieme transformation permet de vérifier que le mutant a bien été
obtenu grace a une différence de la taille des amplicons pour la forme sauvage et mutée, par

l'utilisation d’amorces spécifiques des régions homologues permettant la double
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recombinaison plasmidique (figure 20) (tableau 12). La composition du mix PCR est la
suivante, pour chaque échantillon : 40,5 uL d’eau, 5 puL de tampon (5X Green GoTaq ReactiOn
Buffer, Promega), 1 uL. de dNTP (10 mM), 0,5 puL. de chaque amorce sens et antisens (20 uM),
0,5 uL. de Taq polymérase (5 U/mL) (GoTaq DNA Polymerase, Promega) et 2 uL. d’ADN matrice.
Le programme d’amplification utilisé est le suivant: 95°C pendant 5 min, 30 cycles
comprenant 40s a 95°C, 40 s a 53°C, 2min30 a 72°C, puis 7 min a 72°C et 4°C pour la
température finale. Les produits d’amplification ont ensuite été observés apres électrophorese
sur gel d’agarose a 0,9%, contenant du bromure d’éthidium a une concentraion finale de 0,5
mg/mL (tampon de migration : Tris 40 mM, pH 8, acétate 40 mM, EDTA 1 mM, pH 8, TAE
1X). La migration a été réalisée a 90 V pendant 30 min, avec deux marqueurs de taille : 1-kb

ladder et 100 bp-ladder (Promega).

Forme sauvage (WT)

Amorce lup

-
Région 1 Géne adéléter Région 2

Amorce 2do

Forme mutée (délétion du géne cible)

Amorce lup

Régionl Région 2

Amorce 2do

Figure 20: Principe de la PCR de vérification de I'obtention des mutants

Tableau 12: Séquence des amorces utilisées pour la vérification des mutants

Nom ‘ Séquence (5’-3') Tm (°C)
Hydrogénases
Co_Mbh_Up ATGTAAATGTCCAGCAGGTAAGCCCA 57
Co-Mbh_Do CAAGGTTTATTTGAGACTTTCTGTTTGATAC 61
TC
Mbh_Up GAGGTGCATGTTCTGTGCCCTATGT 54
Mbh_Do CATTTTAAAAAGTGCAATATACTGTGAAGA 54
ACT
SHI_Up GATTAATCCCTGGAGCTAATTTTTCTTTACG 60
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SHI_Do CGGGAATTAATGATTCATATATTAACAGTAC 60
AG
SHII_Up CCGGGCTAAATTTTTCACTTAGAATG 57
SHII_Do CAATGAACATCATTTGTCCTTCGCCAC 57
Mbx_Up CTTCATATACCTGCACCTCAGCGT 60
Mbx_Do GGCTGTAACTTCTGTGGCCAGA 60
6MPb_Up ACCTCAGACATCTCTGCTGCTTG 60
6MPb_Do GCCCCGATAAGTGCTGAAAGATACA 60

Les mutants ont également été vérifiés par séquancgage (méthode de Sanger), le séquancage a

été réalisé par la société Beckman Coulter Genomics (UK).

1.d.4. Réalisation de stries sur TRM complémenté en Simvastatine

Apres obtention de colonies sur milieu de sélection contenant le 6-MP, des stries sont réalisées
sur milieu TRM, soufre colloidal (0,5 g/L), complémenté en Simvastatine (2,5 ug/mL) et
milien TRM sans antibiotique. Ceci dans le but de vérifier que 'on a bien eu la double
recombinaison et que le plasmide apportant la résistance a la Simvastatine a bien disparu. Les
boites striées sont placées dans des jarres anaérobies et incubées a 85°C pendant 5 j (figure
21).

Apres les 5 j d’incubation les colonies qui se sont développées uniquement sur TRM sont
repiquées dans 30 mL de TRM complémenté en soufre, et placées a 85°C pendant une nuit.
Ensuite des extractions d’ADN génomique (Kit Genejet, ThermoFisher) suivi d'une PCR avec

les amorces des genes a déléter (tableau 12) sont réalisées afin de vérifier sila délétion a bien

eu lieu (méme méthode que précédemment dans la partie I.d.3. Extraction/purification de

I’ADN génomique et vérification des mutants)
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| Préculture, TRM + soufre ‘

ON, 85°C
v

| Relance dans TRM sans soufre ‘

Plasmide

6H, 85°C
A 2

Transformation (choc thermique) |

ON, 85°C

Premiére sélection sur
Simvastatine (Sim)

Jarre anaérobie,

Etape dans I'enceinte
anaérobie

v 5 jours, 85°C

| Relance des colonies (TRM + Sim) }—)

Vérification intégration du
plasmide (PCR)

ON, 85°C

V

Deuxiéme sélection sur 6-
méthylpurine (6-MP)

S jours, 85°C

l Jarre anaérobie,

| Relance des colonies (TRM) }—)

Vérification par méthode des
stries (TRM/ TRM+Sim)

ON, 85°C

A4
Vérification de I'obtention du
mutant (PCR/séquencage)

Jarre anaérobie,
S jours, 85°C

Relance des colonies (TRM)

ON, 85°C

Vérification (PCR)

Figure 21: Schéma récapitulatif de la transformation chez T. barophilus
Encadré vert : étapes réalisées dans I’enceinte anaérobie, Encadré bleu : étapes de biologie
moléculaire, encadré rouge : étapes de screening des mutants sur TRM et TRM + Sim (avec la
méthode de contre-sélection avec le 6-MP, cette étape n’est plus indispensable)

I.e. Tests de croissance en milieu liguide

Des tests de croissance en milieu TRM liquide sont entrepris afin de vérifier la sensibilité au

6-MP des souches T. kodakarensis, T. barophilus, T. barophilus intermédiaire (pUPH1

intégré), T. barophilus muté (TERMP_oo517 délété) et T. barophilus muté intermédiaire

(TERMP_oo0517 délété et pUPH1 intégré). Les concentrations utilisées ont été choisies dans

un premier temps en se référant aux travaux de la publication de Santangelo (Santangelo et al.,

2010), selon lesquels la concentration inhibitrice de 6-MP en milieu solide chez T.

kodakarensis est de 10 uM.

A partir de pré-cultures des souches a étudier incubées toute la nuit a 85°C en milieu TRM,

des fioles contenant le milieu TRM (10 mL) et les différentes concentrations de 6-MP testées
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(0 pg/uL (témoin), 50 ug/uL, 100 pg/uL, 250 ug/uL) sont ensemencées a 0,1% (triplicat). Les
fioles inoculées sont placées a I'étuve 85°C, le suivi de croissance va se faire a différents temps
(toh, t3h, t6h, toh, t12h) en prélevant a chaque fois 450 pL de milieu qui seront ajoutés au 50
uL de produit de fixation PFA 5% (Paraformaldéhyde). L’étape de fixation correspondant a
larrét de la croissance est indispensable, le dénombrement se faisant par cytometrie de flux
(Cyflow Space partec). La cytometrie de flux est une technique qui permet notamment de faire
défiler des particules a grande vitesse dans le faisceau d’un laser, afin de les dénombrer. Le
marquage des cellules pour cette approche de comptage se fait au Sybergreen (intercalant de
ADN ayant la capacité de fluorescer sous UV). Des dilutions sont réalisées quand cela est
nécessaire (dilution en cascade jusqu’au millieme : 990 pL d’eau salé, 10 uL de cellules fixées,

1 uL de Sybergreen).

II. Caractérisation des mutants hydrogénases

II.a. Suivi de croissance des mutants hvdrogénases sous pression

Il.a.1. Préparation des seringues

Les courbes de croissance sont réalisées en triplica d’échantillon. Pour réaliser les cinétiques
pressions, le laboratoire dispose de 5 incubateurs hautes pressions et hautes températures. Des
précultures des mutants et témoins sont préparés, 20 mL de TRM inoculé par 0,2 mL de
culture incubée a 85°C sur la nuit. Le lendemain une culture fraiche est préparée a partir de
TRM inoculé a 10% par la culture de la veille, les seringues sont préparées a partir de cette
culture fraiche qui correspond au temps toh. Préalablement les seringues sont plantées dans
des fioles fermées hermétiquement et flushées a la rampe a gaz, de facon a enlever ’'oxygene.
Les seringues sont préparées stérilement a proximité de la flamme en condition stérile, et
fermées hermétiquement par un bouchon en propyléne. Les seringues sont placées dans des
incubateurs pression pour des pressions de 0,1, 40 ou 70 MPa, et une température de 85°C,
pendant 12 h. Un suivi est réalisé par fixation des cellules dans des tubes de paraformaldéhyde

2% (50 uL de paraformaldéhyde pour 450 pL de culture). Les tubes sont analysés au cytometre
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de flux (dilution au dixiéme dans une solution de NaCl 20 g/L).

Il.a.2. Mise en pression des incubateurs

Le LM2E possede cinq incubateurs hautes pressions et hautes températures (figure 22), ils
sont en acier inoxydable et sont entourés d’une étuve haute température (Top Industrie). Le
systeme de controle de la température est automatisé par un boitier électronique tandis que le
systeme de controle de la pression est manuel grace a une valve de sortie.

Pour leur utilisation, un joint torique est placé dans la gorge de 'incubateur. Un systeme de
flotteur est utilisé pour les seringues de 2,5 mL contenant les cultures, de facon a les récupérer
plus facilement.

De l'eau déionisée est utilisée pour remplir les incubateurs ; en faisant bien attention que de
I’eau ne coule pas dans le four.

Le couvercle de I'incubateur est positionné correctement et vissé avec les 6 écrous a I’aide d’une
clé dynamométrique et de la tige métallique de maintien.

L’incubateur fermé est descendu doucement dans le four en le maintenant au niveau de la
vanne de I'incubateur et pas au niveau du manometre.

Le boitier électrique est mis sous tension, et les réglages de la température de consignes sont
réalisés au niveau du régulateur maitre.

Les incubateurs sont ensuite mis sous pression, pour cela une pompe manuelle est connectée
a la vanne de l'incubateur (vérifier le niveau d’eau de la pompe). La pompe est actionnée
doucement avec le levier (en prenant appui sur le réservoir d’eau et non sur le manomeétre) de
facon a faire monter la pression en surveillant le manomeétre de I'incubateur.

Avec le chauffage la pression va augmenter d’environ 1 MPa pour 1°C, il est nécessaire
d’anticiper cette augmentation.

Le robinet vanne de I'incubateur est ensuite fermée. La pompe est déconnectée de I'incubateur.
Le bouton chauffage du boitier électrique est actionné. La montée en pression est surveillée, et
si nécessaire des diminutions de pression sont réalisées en ouvrant la vanne de 'incubateur.

Une fois le suivi cinétique terminé, les incubateurs sont dépressurisés progressivement et
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ouverts. Le chauffage est éteint, 'incubateur est soulevé au niveau de la vanne et déposé sur
une clé plate. La vanne de 'incubateur est ouverte trés doucement pour contréler la descente
de pression. L’'incubateur est ouvert avec la clé dynamométrique et la tige de maintien en
dévissant les 6 écrous. La partie supérieure de I'incubateur est sortie et positionnée en équilibre
sur un tirant fileté. Le boitier électrique est mis hors tension. Les seringues sont retirées en

faisant attention a I’eau chaude. Ensuite 'incubateur est positionné sur les 6 tirants filetés.

Figure 22: Incubateurs hautes pressions/hautes températures (Top Industrie)

Il.a.3. Dénombrement cellulaire

Le dénombrement des cellules a été réalisé par cytométrie de flux (Cyflow Space, Partec). Cet
appareil est un dispositif permettant notamment de réaliser des comptages cellulaires par
détection des cellules avec un laser. Le marquage des cellules a été réalisé avec un agent
intercalant de 'ADN, qui fluoresce sous UV, le SYBR Green (Promega). Pour 'analyse les
échantillons ont été dilués au 1/10%™¢ dans une solution de H.0 + NaCl (20 g/L) et 1 uL.de SYBR

Green a été ajouté. Paralleélement, les cellules ont été dénombrées par comptage au microscope

&9



en cellule de THOMA, sans dilution (figure 23).

Préculture, TRM +/- soufre
ON, 85°C
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Figure 23: Schéma récapitulatif des étapes de suivi de croissance sous pression

Il.a.4. Contraintes liées a la pression

La culture sous hautes pressions induit de nombreuses contraintes techniques. En effet les
incubateurs hautes pressions utilisés ne permettent pas de réaliser les cultures dans les mémes
conditions que pour une incubation en étuve a pression atmosphérique.

Tout d’abord, les cultures doivent étre réalisées en seringue puisque c’est I'action du piston de
cette derniere qui permet I’élévation de la pression dans le milieu. Ce mode de culture n’est
cependant pas idéal pour les microorganismes anaérobies obligatoires comme T. barophilus
puisque des échanges de gaz ont lieu a travers la paroi en plastique des seringues et au niveau
du piston. Il y a donc des risques d’oxygénation du milieu pendant I'incubation. Ce type
d’échange est cependant nécessaire pour éliminer les gaz toxiques, comme |’ H.S produits par

les microorganismes pendant la culture.
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Ensuite il est impossible de réaliser un prélévement en cours d’incubation. En effet une étape
de dépressurisation est nécessaire pour récupérer les seringues et effectuer un prélevement.
Les cellules ne peuvent pas étre a nouveau mises sous pression et incubées par la suite, pour la
réalisation d’un suivi de croissance par exemple, puisque la dépressurisation a un impact sur
les cellules. Pour réaliser des cinétiques de croissance, il est donc nécessaire d’utiliser un
incubateur différent pour chaque temps de prélevement, ce qui implique que les différents
points de la cinétique correspondent a des cellules qui n’ont pas été incubées exactement dans
les mémes conditions puisque I'incubateur était différent.

Enfin le nombre de seringues par incubateur en méme temps est limité a cause de la structure
du cylindre d’'un diametre de 5 cm et de 50 cm de profondeur de la chambre d’incubation. Ainsi
seules 6 seringues de 1 mL ou de 2,5 mL ou 2 seringues de 20 mL peuvent étre incubées dans
un méme réacteur. De plus le laboratoire dispose uniquement de 5 incubateurs. Cela limite

donc le nombre d’essais et de réplicas réalisables pour une méme expérience.

Un nouvel outil hyperbare a été développé au LM2E, en collaboration avec I'industriel HP
systems (figure 24). Un biréacteur d’'un volume de 350 mL, supportant une pression
maximale de 1200 bar et une température de 100°C, et fonctionne en anaérobie. Il est doté
d’'une chambre d’observation in situ chambre d’incubation, et permet de faire des cultures en
continu sous pression et de prélever directement les cultures. Le systeme est encore en phase
d’optimisation. Une fois l'appareil optimisé il permettrait de pallier aux quelques
inconvénients des incubateurs Top industrie et faciliter les cultures sous hautes pressions

réalisées au LM2E.
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Figure 24: Bioréacteur HP systems

IL.b. Mesures d’hydrogene

Il.b.1. Préparation des fioles

Des fioles de préculture du témoin et des différents mutants sont préparées avec ou sans soufre.
Les fioles contiennent 20 mL de TRM, sont réduites par flush d’azote et pour la phase liquide
par du Na2S 10% (1%). Le lendemain deux séries de fioles sont inoculées, un triplicat servira
au suivi de croissance cellulaire (85°C pendant 72 h, avec des prélévement toutes les 3 h jusqu’a
12 h puis toutes les 24 h jusqu’a 72 h), 450 uL sont prélévées et fixées dans 50 uL de
glutaraldéhyde. Les comptages se feront par cytométrie de flux. L’autre triplicat sont des fioles
de 20 mL de TRM, avec ou sans soufre selon la condition testée, préparée de la méme facon a
I’exception de la pression dans la fiole, qui doit étre controlée pour étre a la fois suffisante pour
étre détectée au micro-GC, et a la fois pas trop élevée pour ne pas I'endommager. La pression

dans la fiole doit se situer entre 1000 et 2000 MBAR.
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I1.b.2. Mesures au micro-GC

Le laboratoire dispose d’'un microchromatographe en phase gazeuse (micro-GC, MTI M20o,
Agilent) (figure 25). C’est une technique de chimie analytique permettant la détection et la
quantification de composés présents dans un échantillon gazeux. Un chromatographe peut étre
décrit comme composé de 3 unités fonctionnelles de base interconnectées par des capillaires
assurant le transport du gaz le long du systeme. Les unités permettent I'injection dune
quantité donnée d’échantillon, la séparation des espéces chimiques présentes et la
détection en aval du systeme. Le micro-GC est équipé de deux voies et de deux détecteurs a
conductivité thermique TCD (SRA instruments, Marcyl Etoile, France) couplé a un capteur de
pression. Les voies A et B sont composées de colonnes chauffées a 100°C et 80°C pour
lesquelles les gaz vecteurs sont 'argon et I’hélium. Le gaz vecteur utilisé dans cette analyse, est
Pargon. Celui-ci permet de pousser les composés présents dans la phase gazeuse vers le
détecteur. Le temps d’injection est de 30 s pour un temps d’analyse de 160 s (Jean Pierre

Donval, REM/GM). Le logiciel de pilotage et d’acquisition est SOPRANE (SRA instruments).

I

7 % Injecteur Colonne de

T——,| séparation Détecteur 9|
CHROMATOGRAPHE

Echontiion

Chromatogromme

Figure 25: Mesures au micro-GC
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Résultats

Chapitre I : Amélioration de I'outil génétique

I.a. Contexte de I’étude

Bien que l'outil développé au laboratoire ait permis I’obtention de mutants (Thiel et al., 2014),
Papparition a la fin de la seconde étape de recombinaison d une troisiéme forme, appelée « faux
positifs », probablement dii a un manque d’efficacité de I'antibiotique de contre- sélection,
pose probleme. Ces faux positifs correspondent a une double résistance (Sim; et 5-FoA.), alors
que la perte du plasmide lors du deuxiéme événement de recombinaison, fait que les souches
devraient étre Sims et FoA,. Dans le but de diminuer ce taux de faux positifs (60-90%) et de
s’absoudre de I'étape de screening de ces faux positifs, qui est une étape chronophage (5 jours);
un nouveau systéeme de contre-sélection a été pensé en utilisant un autre marqueur : la 6-
méthylpurine ou 6-MP. La 6-MP est un analogue des purines, qui empéche la formation d’acide
guanylique a partir de ’acide adénylique, ce qui diminue I'incorporation d’adénine dans I’acide
ribonucléique, inhibant ainsi la synthése du ribosome (Lallier, 1965; Miller and Kempner,
1963). Chez T. kodakarensis, la 6-MP est connue comme inhibiteur de croissance efficace, lié
a la présence du géne TKo664 (Santangelo et al., 2010). Ce géne code pour ’hypoxanthine
guanine phosphoribosyl transferase. D’ou notre choix dans cette étude de remplacer le gene
pyrF par le géne TKo664 dans le vecteur navette et de tester l'efficacité de la 6-MP sur la
croissance de plusieurs souches de T. barophilus. Nous nous sommes demander comment
réagisser la souche face a la 6-MP (sensible ou non) ? Si elle est sensible, comment la rendre
non sensible ? Le nouveau moyen de contre-sélection est —il plus efficace ? L'outil sera-t-il

utilisable en routine ?

I.b. Tests de sensibilité de T. barophilus MP sauvage a la 6-MP

Dans un premier temps, des cinétiques de croissance ont été réalisées a différentes
concentrations de 6-MP ; afin de vérifier la sensibilité de notre modele d’étude T. barophilus a

la 6-méthylpurine. Les cinétiques ont été réalisées sur 12 h pour la souche T. barophilus MP et
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comparées a celles de la souche T. kodakarensis KOD1 (possédant le gene TKo664) sensible a

cette drogue.
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Figure 26: Tests de sensibilité a la 6-MP des souches T. kodakarensis et T. barophilus

Courbes de croissance: T. kodakarensis KOD1 (A); et de T. barophilus MP (B). Les souches ont été
cultivées a 85 °C et 0.1 MPa dans du TRM contenant différentes concentrations de 6-MP: O uM (%),
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10 uM (A), 50 puM (%), 100 uM (#) and 250 pM(*)

Les tests de croissance ont été réalisés dans du milieu TRM complémenté avec différentes
concentrations de 6-MP allant de 0 a 250 uM de 6-MP (figure 26-B). La croissance de T.
barophilus est trés peu impactée a 10 uM. Des 50 uM de 6-MP, un effet inhibiteur est visible
avec un arrét de la croissance de 3 h a 12 h mais une reprise a partir de 24 h (données non
montrées). Le méme effet est observé pour des concentrations de 6-MP plus importante (100
et 250 uM).

Pour T. kodakarensis KOD1, la croissance sans 6-MP dans le milieu sert de témoin, et permet
d’apprécier 'allure de la courbe de croissance de T. kodakarensis, avec ses différentes phases
(latence, exponentielle, stationnaire) (figure 26-A). Pour une concentration de 50 uM de 6-
MP ajoutée dans le milieu, une densité cellulaire plus faible est alors observée en comparaison
avec le témoin. Cependant a partir du temps t10h la croissance reprend. A des concentrations
de 100 et 250 uM de 6-MP, un arrét de croissance cellulaire est observé, la densité cellulaire
est inchangée et faible les 6 premiéres heures ; mais comme précédemment une reprise de
croissance est observée a t 10h. La molécule agit et semble dose dépendant. En effet la
croissance de T. kodakarensis est plus faible plus la concentration en 6-MP ajoutée dans le
milieu de culture est importante. La souche T. kodakarensis est donc bien sensible a la 6-MP,
mais I'antibiotique qui bloque la croissance cellulaire dans un premier temps ne semble plus

agir a partir d’un certain moment.

Nous savons que la sensibilité a 1a 6-MP de la souche T. kodakarensis est liée au gene TKo664
qui code pour 'hypoxanthine guanine phosphoribosyltransferase.

T. barophilus n’est pas aussi sensible a la 6-méthylpurine, méme si le séquencage du génome
de la souche a mis en évidence le gene TERMP_ 00517 codant comme TK0664 pour
I’hypoxanthine guanine phosphosyltransferase (Vannier et al., 2011). Le géne TKo664 possede
214 aa alors que TERMP_ 00517 en posseéde 215 aa, il existe entre eux 80,5% d’identité et 90,2%

de séquence protéique similaire, il est donc possible que ce gene TERMP_00517 donne cette
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relative sensibilité a T. barophilus. Pour que la contre-sélection fonctionne de maniére
optimale, il faut une souche non sensible a la 6-MP ; c’est pourquoi la délétion du gene a été
réalisée. Une premiere étape de construction du plasmide portant le gene TK0664 a été réalisé
(pUPH), puis la transformation de T. barophilus par ce plasmide portant en plus les régions
homologies du gene a déléter (gene TERMP_00517). Les T. barophilus muté (ATERMP_00517)
et T. barophilus muté intermédiaire (ATERMP _o00517 ::pUPH-1) permettront de conclure

quant a I'impact du géne TERMP_ 00517 sur le 6-MP.

I.c. Construction de T. barophilus ATERMP 00517

La construction du plasmide pUPH1 (figure 27) a été obtenue, celui-ci contient bien le géne
de sensibilité a la 6-MP de T. kodakarensis : Tko664 (contole par PCR de vérification), le gene
HMG-CoA et les régions d’homologies des régions flanquantes du gene a déléter, ici TERMP-
00517. La transformation de T. barophilus wt par celui-ci a donc pu étre entreprise (figure

28).

Ce premier travail a consisté a obtenir les souches T. barophilus muté et T. barophilus muté
intermédiaire (construction T. barophilus muté ATERMP_00517 transformé par pUPH1). T.
barophilus muté (ATERMP_00517) obtenu lors de la deuxiéme étape de sélection ne possede
plus le plasmide, la délétion du gene homologue a Tko664 de T. barophilus : TERMP_00517 a
eu lieu; ce qui a permis de voir si le fait d’enlever ce géne a des répercussions sur la croissance
en présence de 6-MP. Enfin la construction Tb muté (ATERMP_00517) intermédiaire ou le

plasmide pUPH1 a été intégré dans le chromosome, permet de voir I'effet de TKo664 seul.
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Figure 27: Construction du plasmide pUPH

Construction du plasmide pUPH. Les amorces XhoI-6MPK_Up etSmal-6MPK_Do ont été utilisées pour
amplifier TKo664 du génome de T. kodakarensis KOD1. Puis, TK0664 et le vecteur pUFH ont été digéré par
Smal (S) et Xhol (X) et, apres Uétape de purification sur gel, il y a eu une étape de ligation du plamide pUPH
ou pyrF a été remplacé par TKo664. Les sites de restriction BamHI (B) et KpnlI (K) ont été conserves pour
permettre de cloner les régions homologues dans pUPH.
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Figure 28: Schéma explicatif de I'outil génétique amélioré

Exemple de la délétion du géne TERMP_00517. Le plasmide pUPH-1 a été construit par ligation des
régions flanquantes en amont et en aval du géne TERMP_00517 dans pUPHet utilisé pour
transformer T. barophilus MP. Aprés le premier événement de recombinaison (pop-in), les cellules
contenant le plasmide intégré ont été sélectionné sur un milieu avec de la Simvastatine (int). La
premiére paire d’amorces 1 a été utilise pour verifier I'intégration du plasmide a cette étape.
Ensuite les cellules intermédiaires ont été étalées sur un milieu complémenté en 6-MP pour
permettre le deuxiéme événelment de recombinaison (pop- out), correspondant a I’excision du
plasmide. Entrainant ainsi deux formes possibles la délétion du géne ou le génotype WT, dépendant
du site de recombinaison. Les amorces 2 et 3 ont été utilisées pour valider les mutants obtenus.

I.d. Résultats de la transformation de T. barophilus MP par le plasmide pUPH1

A la fin de la transformation une premieére sélection positive par la Simvastatine a lieu,
ainsi un étalement sur milieu TRM complémenté en Simvastatine est réalisé. A cette étape si
les souches ont intégré le plasmide ; elles doivent étre Simvastatine résistantes et 6MP
sensibles (figure 28). Des colonies (environ une trentaine) ont été obtenues apres les 5 jours
d’incubation et ont été remis une nuit en culture liquide. Les gels de vérification (figure 29-
A) effectués a la suite des extractions d’ADN génomiques et de la PCR avec les amorces de
TK0664, a partir de ces colonies ont montré que le plasmide avait bien été intégré dans le
chromosome des transformants; une bande est observée a 819 pb, ce qui correspond bien a la
taille du gene TKo664 (819 pb). Les mutants T. barophilus intermédiaires ont bien été obtenus
et ont été utilisés pour les études de cinétique afin de voir si le géne apporté a T. barophilus wt

confére une sensibilité au 6-MP.
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Apres la premiére sélection, 50 uL des cultures liquides ont été ensemencés sur un milieu TRM
solide complémenté par 100 uM de 6-MP. Les étalements sur 6-MP qui correspondent a la
deuxieéme étape de la sélection et qui remplacent I'utilisation du 5-FOA, ont été concluants,
avec un nombre de clones obtenus importants (100 colonies). En effet les souches qui poussent
a cette étape sur 6-MP sont 6-MP résistante ce qui vient d’étre démontré et normalement

Simvastatine sensible ; puisqu’elles ont normalement perdu le plasmide.

Afin de vérifier que le plasmide est bien absent et que le ggne TERMP_00517 a bien été délété,
des stries ont été réalisées sur TRM et TRM/Sim. Des colonies ont été obtenues sur TRM et
TRM/Sim, ceux sont donc des faux positifs (30%), elles sont résistantes a le Simvastatine alors
qu’une fois le plasmide perdu elle devrait redevenir sensible a la Simvastatine comme elles ne
possédent plus le géne HMG-CoA. On ne s’intéresse qu’aux colonies s’étant développées sur
TRM et pas sur Simvastatine (70%). Mais apres vérification, des ADN génomiques entreprises
pour vérifier si on obtient la forme sauvage possédant toujours le géne cible, ou au contraire la
forme délétée attendue, les PCR réalisées avec les amorces du géne TKo664 n’ont pas montré
d’amplification de celui-ci pour la souche transformée obtenue (aucune bande n’est visualisée
a 819 pb) et par contre le résultat de la vérification avec les amorces du gégne TERMP_ 00517
ont révélé une bande a 1000 pb et sans amplification respectivement pour les deux paires
d’amorces utilisées pour la vérification, (figure 29-B) pour la souche transformée, ce qui
correspond a la taille des régions d’homologies utilisées pour déléter le géne ; ce qui indique
que le géne a bien été délété. Sinon la taille du fragment amplifié aurait été de 1693 pb et de
250 pb respectivement pour les deux paires d’amorces; ce que nous avons pu obtenir avec le
témoin positif de T. barophilus wt qui possede le gene TERMP_ 0051 7 (figure 29-B).

La souche T. barophilus transformée ne possédant plus le gene TERMP_00517 a bien été
obtenue, les cinétiques de croissance ont donc pu étre entreprises sur cette souche afin de
vérifier sa sensibilité a la 6-MP. De plus elle pourra étre utilisée pour les délétions de genes

d’adaptation aux hautes pressions hydrostatiques sans craindre une interférence du gene
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homologue a TKo664.
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Figure 29: Gel de vérification de la transformation

Migration sur gel des produits PCR des souches mutantes construites. (A) Amplification du géne TK0o664
réalisé avec les amorces XhoI-6MPK_Up et Smal-6MPK_Do (Primer pair 1, Figure 29-A) pour verifier le
génotype de pUPH aprés integration dans le génome de T. barophilus (int, 819bp). (B) L’amplification du géne
TERM 00517 a été réalisé avec les amerces de vérification Verif-A6MPB_Up etVerif-A6MPB_Do (puits1 et 3)
et des amorces 6MPB_verif YM_Up and 6MPB_verif YM_Do (puits 2 et 4).

I.e.Tests de sensibilité des souches mutées

Le méme protocole que pour les premiers tests de sensibilité au 6-MP, a été effectué sur les
deux mutants obtenus : T. barophilus ATERMP_00517 e¢ ATERMP_00517 ::pUPH-1.

Une culture dans du TRM complémenté avec des concentrations de 0 a 250 uM de 6-MP.

T. barophilus mutée a été obtenue suite au second screening par le 6-MP, ces souches ne
possédent plus le plasmide, elles ne sont donc plus sensibles a la 6-MP, de plus suite a la
transformation par le plasmide pUPH1, elles ne possedent plus le gene homologue a
TKo664 :TERMP_00517 celui-ci ayant été délété. Ce qui permet de voir si ce gene a une

influence sur la croissance en présence de 6-MP.
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Figure 30: Tests de sensibilité des mutants obtenus

Courbes de croissance: T. barophilus ATERMP_00517 (A); and T. barophilus ATERMP_00517::pUPH-
1 (B). Les souches sont cultivées a 85 °C et 0.1 MPa dans du TRM Contenant différentes
concentration de 6-MP: O uM (®),10 uM (A ), 50 uM (x), 100 uM (®) and 250 uM(-).
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La croissance n’est pas influencée par la 6-MP. Les résultats sont différents de ceux obtenus
avec la souche T. barophilus wt (figure 30-A) qui elle possede le gene TERMP_ 00517, ou un
petit effet dose était observé, la densité cellulaire était plus faible en fonction de la
concentration de 6-MP ajoutée au milieu de culture. Ainsi le gene TERMP_ 00517 induirait une
légere sensibilité a la 6-MP. Les travaux a venir de délétion des genes d’adaptation aux hautes
pressions hydrostatiques, seront donc réalisés avec cette souche T. barophilus mutée rendue
insensible a la 6-MP.

T. barophilus muté intermédiaire est obtenu par transformation de 7. barophilus muté par
pUPH1. La souche ne possede plus le géne TERMP_00517, mais a la fin de la premiere
recombinaison, elle posséde le géne Tko664 (intégration du plasmide). T. barophilus mutée
intermédiaire est donc rendu sensible a la 6-MP. Aucune croissance n’est observée pour les
fortes concentrations de 6-MP ajoutées dans le milieu (50 uM, 100 uM et 250 uM), pour 10 uM
de 6-MP le profil de croissance est différent. Malgré le fait que le géne TERMP_ 00517 ne soit
plus présent la sensibilité semble plus importante qu’en présence de ce géne. Pourtant ce géne
qui est un homologue de Tko664 avait montré d’apres les résultats précédents un certain effet
de sensibilité de la souche a la 6-MP (effet dose lors de la cinétique de T barophilus wt) (figure

26-b).

L.f. Efficacité du nouveau marqueur de sélection

Ala fin des deux étapes de recombinaison, deux possibilités sont a envisager, la forme sauvage,
ou la mutation n’a pas eu lieu, ou la souche délétée sans le géne d’intérét. Des PCR sont
réalisées afin de vérifier que le géne a bien été délété. Or avec la sélection au 5-FoA, une
troisieme forme appelée faux positifs est possible. Cette forme contient toujours le plasmide,
et est donc doublement résistante, il est donc nécessaire de vérifier I’absence du plasmide dans
le génome. Une derniére étape était donc réalisée avec I'ancienne méthode, un screening sur
TRM et TRM complémenté par de la Simvastatine. Les souches qui ne contiennent plus le
plasmide sont sensibles a la Simvastatine, elles ne se développent que sur le TRM non

comlémenté. Seuls les faux positifs se développent sur les deux milieux.
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Nous avons donc afin de valider ou non, I'efficacité de la nouvelle méthode, comparé les taux
de FP obtenus: avec le 5-FoA sur les 726 clones testés, 625 sont des faux positifs. Les premieres
manipulations décrites précédemment (obtention de T.bATERMP_00517) ont donné un taux
de faux postifs de 37%. Avec les constructions réalisées avec le nouvel outil (ATERMP_o00517

et 6-MP) sur 326 clones testés, aucun FP ne sont obtenus.

I.g. Conclusion de I'étude

L’objectif de cette étude était de trouver une alternative au marqueur de contre sélection 5-FoA
qui présentait de nombreux désavantage sur le plan pratique : forte concentration dans le
milieu (0,8%), non solubilité dans le milieu a température ambiante, diminution du pH une
fois celui-ci dissout dans le milieu, sans oublier notre inconvénient majeur dans la contre
sélection le fort taux de faux positifs (Sim résistant et 5-FoA résistant).

Tout d’abord les transformations sur 7. barophilus par le plasmide pUPH-1, portant le géne de
sensibilité a la 6-MP : TKo664, ont permis de rentre sensible a la 6-MP la souche, puisque seul
une légére sensibilité avait été mise en évidence sur la souche WT lors des premiers tests de
sensibilité. Cette sensibilité a pu étre mise en évidence par le suivi de croissance effectuée avec
différentes concentrations de 6-MP.

Ainsi pour la suite des manipulations sur T. barophilus, la 6-MP peut étre utilisée comme
marqueur de contre-sélection.

Ces cinétiques et la création du mutant T. barophilus ATERMP_00517 ont également permis
de supposer I'implication du gene TERMP_ 00517 (homologue de TK0664 chez T. barophilus)
dans la sensibilité de la souche au 6-MP. Puisque une fois délété, T. barophilus devient
complétement insensible a la 6-MP et ce peu importe la dose d’antibiotique présente dans le
milieu. Ainsi pour les études a venir, la souche de T. barophilus muté (T. barophilus
ATERMP_00517) sera utilisée pour éviter toute interférence de ce gene lors de la contre-

sélection.

104



Enfin en ce qui concerne 'efficacité de cette nouvelle méthode, a la fin des événements de
sélection par la Simvastatine puis par la 6-MP, le taux de faux positifs n’est que de 37% contre
60-90% obtenu par le 5-FoA. L'objectif premier est donc rempli puisque le taux de faux positif
est nettement diminué.

L’outil est actuellement utilisé en routine au laboratoire. Celui-ci est utilisé dans d’autres
projets, notamment pour TANR CASPAR, dont le but est de décrypter le role physiologique de
deux ribonucléases majeures de type f-CASP, aCPSF1 et aRNaseJ conservés chez les archées,
en travaillant sur deux modeles P. abyssi et T. barophilus.

La délétion des genes d’adaptation aux hautes pressions hydrostatiques. Les délétions de
clusters de genes a effectuer se sont appuyer sur les résultats de transcriptomique de Pauline
Vannier lors de sa these (Vannier, 2012) ou certains genes étaient sur/sous exprimés en

fonction des variations de pression.
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Chapitre 2 : Obtention et caractérisation des mutants hydrogénases

II.a. Construction des mutants hvdrogénases

II.a.1. Contexte de I'étude

Par la suite, nous avons utilisé 'outil génétique décrit dans le chapitre 1, afin d’approfondir une
thématique liée a la souche piézophile T. barophilus, a savoir les mécanismes mis en ceuvre
par cette souche pour s’adapter a la pression hydrostatique. Le travail s’est focalisé sur les
hydrogénases, puisque les études de transcriptomique préliminaires ont montré des variations
de I'expression de ces genes en fonction de la pression (Vannier, 2012). Un certain nombre de
mutants ont été obtenus : trois hydrogenases membranaires : mutant de mbh (Ambh), mutant
de Mbh-Codh (Aco-mbh) et mutant de Mbx (Ambx), et deux cytosoliques : mutant de SHI
(AshI) et mutant de SHII (AshlII), ainsi qu'un double mutant délété pour mbh et mbh-codh
(Ambh/Aco-mbh). La construction des mutants se poursuit afin de comprendre au mieux le
fonctionnement de ces hydrogeénases et leur possible intervention dans I’adaptation a la

pression.

Les différents types d’hydrogénases sont codés par des clusters de génes identifiés dans le
génome de T. barophilus suite a son séquencgage complet (Vannier, 2012; Vannier et al., 2011).
Les hydrogénases ciblées lors de cette étude sont :

Mrp-Mbh (Membrane bound hydrogenase) codée par deux clusters TERMP_01498-85 et
TERMP_01484-71, Mrp-Mbx (Membrane bound oxidoreductase) codée par TERMP_00965-
53, SHI (Sulfhydrogenase I) codée par TERMP_00539-36, SHII (Sulfthydrogenase II) codée
par TERMP_0067-70 et Mrp-Mbh-Codh (monoxyde de carbone hydrogénase), capable
d’oxyder le monoxyde de carbone, codée par TERMP_ 01154639 (tableau 13).

L'utilisation de l'outil génétique décrit dans le premier chapitre a permis la délétion de

plusieurs clusters et la création de mutants (figure 31 et tableau 13).
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Figure 31: Les hydrogénases ciblées dans cette étude
d’aprés (Moon et al., 2015; Schut et al., 2012; Vannier, 2012)

Les hydrogénases membranaires Mbh (en orange) et Mbh-Codh (en vert) ont été ciblées,
I'oxidoréductase Mbx (en bleu), et les deux hydrogénases cytosoliques SHI et SHII (en rouge).

Tableau 13: Clusters hydrogénases étudiés dans cette étude

Hydrogénase | Genes codants Genes délétés \
Mrp-Mbh TERMP_01498-85 TERMP_01498-71
TERMP_01484-71
SHI TERMP_00539-36 TERMP_00539-36
SHII TERMP_0067-70 TERMP_00070-67
Mrp-Mbh-Codh TERMP_01154-39 TERMP_01150-46
Mrp-Mbx TERMP_00865-53 TERMP_00865-53

Des PCR sont réalisées afin de vérifier, que les mutants obtenus ont bien subi la délétion des
genes cibles et qu’ils ne contiennent pas le plasmide utilisé lors de la transformation. La taille
des amplicons attendue avec I'utilisation des amorces est présentée dans le tableau (tableau

14).
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Tableau 14: Taille des amplicons attendus

Mutants Taille WT (pb) Taille mutant (pb)
Mutant mbh (Ambh) 4525 466
Mutant mbh-codh (Aco-mbh) 4420 367
Mutant shl (Ashl) 5975 480
Mutant shil (Ashll) 17040 458
Mutant mbx (Ambx) 10688 1008

Les résultats attendus par électrophorese des produits PCR sont présentés ci-apres.

II.a.2. Obtention des mutants

II.a.2.a. Obtention du mutant mbh (Ambh)

AMbh
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Figure 32: Gel de vérification des mutants Ambh

Le gel d’électrophorése obtenu apres migration des produits PCR pour la vérification des
mutants mbh (Ambh) est présenté sur la figure (figure 32).

Afin de valider la PCR, plusieurs témoins ont été réalisés. Un premier témoin négatif, dans
lequel ’'ADN a été remplacé par de ’eau, permet de vérifier I'absence d’amplification en
absence d’ADN et donc I'absence de contaminants dans les produits utilisés pour réaliser la
PCR. Le second témoin négatif contient de ’ADN plasmidique utilisé pour la délétion du

complexe ABC, impliqué dans le transport du maltose. Ce témoin permet de valider ’absence
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d’amplification aspécifique, c’est-a-dire I'amplification de genes non ciblés par les amorces
utilisées.

Un témoin positif a également été réalisé. Il contient de ’ADN plasmidique utilisé pour la
création de mutants. Il permet ainsi de vérifier que les amorces sont spécifiques et permettent
bien d’amplifier les genes ciblés, c’est-a-dire la séquence correspondante a la fusion des régions
flanquantes situées de part et d’autres du cluster de géne délété.

L’absence de bandes, et ainsi ’absence de produits d’amplification pour les témoins négatifs,
et un amplicon correspondant a la taille attendue pour le témoin positif de chaque mutant. Les
témoins sont donc validés et les résultats obtenus peuvent étre interprétés.

Pour chacun des mutants testés, on constate la présence d’'une bande correspondant a un
amplicon d’une taille globalement comprise entre 400 et 500 pb, par comparaison avec les
marqueurs de taille. Cela correspond bien au produit d’amplification attendu pour la forme

mutante qui est de 458 pb, donc les cellules obtenues sont bien des mutants Ambh.

I1.a.2.b. Obtention des mutants shl (Ashl) et shil (AshII)
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Figure 33: Gel de vérification des mutants AshI et AshII

La figure montre les résultats obtenus apres migration pour la vérification de 'obtention des
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mutants Ashl et AshIl (figure 33). Les témoins sont identiques a ceux utilisés pour les
mutants Ambh et ils sont validés de la méme facon. Les résultats sont donc exploitables.

Pour chaque mutants AshI et Ashll, une bande est observée, située a 400 pb. De plus, on voit
que les bandes AshII sont plus basses sur le gel et correspondent a un fragment plus court, par
rapport a Ashl. Cela coincide bien avec les tailles de fragments attendus puisque la taille des
amplicons attendue pour les mutants AshII est de 367 pb et de 466 pb pour Ashl. Ces résultats

confirment ’obtention des mutants AshI et AshII.

II.a.2.c.0btention du mutant Ambh-codh (Aco-mbh) et du double mutant

Ambh/Ambh-codh (Ambh /Aco-mbh)
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Figure 34: Gel de vérification du mutant Aco-mbh et du double mutant Ambh/Aco-mbh

Les résultats de la PCR de vérification du mutant Aco-mbh et du double mutant Ambh/Aco-
mbh sont présentés sur la figure (figure 34).

Les témoins négatifs pour cette PCR sont différents des précédents. Le témoin contient de
I'ADN de cellules préalablement utilisées pour faire la mutation mais ayant été identifiées
comme non mutantes, il y a donc bien absence d’amplification. Comme précédemment, le

témoin positif est réalis€é avec 'ADN plasmidique utilisé pour la transformation. Une
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amplification est observée, le témoin est donc valide et le résultat interprétable.

Pour le mutant Aco-mbh, une bande est présente a environ 400 pb, ce qui correspond a la taille
attendue de 480 pb. Les cellules ont donc bien subi la mutation.

Un double mutant a également été créé par I'utilisation de cellules mutantes Ambh transformée
avec le plasmide Aco-mbh. On observe 'amplification d’un fragment de méme taille que pour
Aco-mbh et pour le témoin positif, I’obtention du double mutant Ambh/Aco-mbh est donc

confirmée.

II.a.2.d. Obtention du mutant Ambx (Ambx)

Figure 35: Gel de vérification de I'obtention du mutant ambx

Les résultats de la PCR de vérification du mutant Ambx sont présentés sur la figure (figure
35). Les témoins négatifs pour cette PCR sont différents des précédents. Le témoin contient de
I'ADN de cellules préalablement utilisées pour faire la mutation mais ayant été identifiées
comme non mutantes, il y a donc bien absence d’amplification. Ici, le témoin positif n’a pas été
réalisé avec ’ADN plasmidique utilisé pour la transformation. Une amplification a été observée
pour les trois mutants testés, avec une taille de 1000 pb, ce qui correspond bien a la taille

attendue pour la souche mutante.
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II.a.3. Vérification de I’absence du plasmide

Par ailleurs, 'absence du plasmide a I'intérieur des cellules a également été vérifiée en réalisant
une PCR avec des amorces spécifiques du gene Tko664 pour tous les mutants. Ces résultats ne
sont pas présentés ici mais I’absence d’amplification a confirmé que le plasmide n’était pas
présent.

L’ensemble de ces résultats confirme que les mutants Ambh, Ashl, AshIl, ACo-Mbh et le double
mutant Ambh/Aco-mbh ont bien été obtenus.

L’étape suivante a consisté a caractériser ces mutants en réalisant des cinétiques de croissance

et des dosages d’H., afin d’étudier le role des genes délétés.

II.a.4. Conclusion de I'étude

L’ensemble des mutants ciblés ont été obtenus, vérifiés par PCR dans un premier temps comme
I'ont montré les résultats précédents, puis par séquencage (méthode de Sanger, Beckman
Coulter Genomics (UK)).

Les premiers mutants obtenus a savoir Ambh, Aco-mbh, Ashl, AshII ont été caractérisés par
des cultures sous pression a 0,1MPa, 40MPa et 70MPa, ainsi que par un dosage d’hydrogéne a
pression atmosphérique. Les premiers résultats obtenus seront présentés dans la deuxiéme
partie du chapitre 2.

En ce qui concerne les mutants obtenus a savoir Ambx et le double mutant Ambh/Aco-mbh,
les mémes travaux de caractérisation seront a réaliser afin d’avoir une réponse compléte du
métabolisme des hydrogénases a 0,1 MPa et sous pression. Le but étant de pouvoir comparer
ce métabolisme avec d’autres Thermoccoccales ou des études semblables ont été menées, mais
également dans le cas de notre souche piézophile d’étudier leur réle sous pression et leur
éventuel implication dans ’adaptation a la pression.

Mais le travail de construction de mutants dans cette partie : hydrogénases et implication de
celles-ci dans I'adaptation aux hautes pressions hydrostatiques reste a compléter. En effet
concernant le mutant Ambx, ce cluster contient deux fois 14 genes, la totalité a été délétée dans

cette étude mais il serait intéressant de déléter séparément les deux parties afin de voir le role
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de chaque cluster indépendemment. Pour les autres mutants Aco-mbh, AshI et AshlI les 16

genes et 4 genes respectivement ont été délétés.

Il pourrait également étre intéressant de continuer a construire des doubles mutants comme il
a été fait pour le double mutant Ambh/Aco-mbh. Ainsi les doubles mutants AshI/AshlII,
AshI/Ambh, Ashl/Aco-bh, AshIl/Ambh, AshIl/Aco-mbh sont a envisager pour complémenter
I'étude.

Enfin le régulateur transcriptionnel SurR est également ciblé. Des tentatives d’obtention du
mutant ont été réalisées, mais pour le moment elles sont restées infructueuses. Il est probable
que le probléme soit lié a 'organisation du génome autour de 'ORF surR avec une zone de
chevauchement entre les genes. Un autre plasmide a donc été construit pour une délétion
partielle de SurR.

Une fois le nouveau plasmide obtenu, il sera utilisé pour transformer T. barophilus. Etant
donné I'importance du soufre dans le métabolisme des hydrogénases, et le fait que SurR soit a
Porigine de cette régulation, de ce basculement entre les hydrogénases productrices H., et celles
productrices d’'H.S, 'obtention de ce mutant serait intéressant pour voir si le métabolisme des
hydrogénases fonctionne similairement aux autres Thermococcales chez notre souche modéle.
Les croissances sous pression permettraient d’étudier le fonctionnement de ce régulateur sous

pression.
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IL.b. Caractérisation des mutants hvdrogénases

IL.b.1. Contexte de I'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, mais également d’en apprendre davantage sur leur possible implication dans
l’adaptation aux HPH.

Tout d’abord 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
(utilisation d’un réducteur pour éviter 'oxygene dans le milieu, taille des seringues, méthode
de comptage), afin d’obtenir des résultats les plus répétables possibles.

Pour une méme 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 (Vannier,
2012; Vannier et al., 2015). 40 MPa correspond a la pression optimale de la souche, celle-ci
ayant été découverte au niveau de la dorsale médio-Atlantique a 3550 m de profondeur. 0,1 et
70 MPa sont des pressions ot la souche se développe, mais qui peuvent engendrer un stress,
et possiblement une réponse métabolique différente, permettant a la souche de s’adapter.

Les génes ciblés sont ceux codant pour les hydrogénases, dont I'expression est modulée par les
variations de pression, notamment sur-exprimés pour des conditions de pressions éloignées
de son optimum (Vannier, 2012). Nous voulions voir si le fait d’avoir délété ces genes, allait
avoir une influence sur la croissance de la souche en fonction de la pression; et ainsi en déduire
une possible implication d'un ou plusieurs clusters de genes dans I'adaptation a la pression.
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 deuxiéme temps, des mesures de la production d’hydrogéne ont été
entreprises. Une période de mise au point de la méthode a également été nécessaire, ou des

cultures avec/sans soufre ont été réalisées.

I1.b.2. Résultats des croissances des mutants hydrogénases sous pression
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IL.b.2.a. Croissances a 0,1 MPa

Dans un premier temps, nous voulions voir la croissance des mutants a pression atmosphé-
rique (0,1 MPa) (figure 36).

Les souches T. barophilus sauvage et le mutant (T.bATERMP_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 (Ambh, Aco-mbh, Ashl, AshII).

0.1 MPa, avec soufre 0.1 MPa, sans soufre
Densité cellulaire Cells.mL-1 Densité cellulaire Cells.mL-1
10607 106407
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0 12 ] % T
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Figure 36: Croissance des mutants hydrogénases a 0,1 MPa avec et sans soufre

Les souches étudiées pendant le suivi de croissance : Aco-mbh (bleu clair), Ambh (orange), Témoin
ATERMP_00517 (rouge), AshI (mauve), AshII (vert), Témoin T. barophilus WT (bleu foncé)

* : retard de croissance et diminution de la densité cellulaire pour le mutant mbh

A 0,1 MPa et en présence de soufre, les croissances sont semblables pour ’ensemble des
mutants et des témoins, on observe une croissance exponentielle et un plateau atteint au
alentours de 12 h de culture avec une concentration cellulaire finale proche de 107 cell/mL. A
0,1 MPa avec soufre, les croissances des mutants mbh et co-mbh sont légérement plus faibles,
mais les taux de croissance sont de 2,3 et 2,1 h respectivement ; et de 2,5 h pour la souche
sauvage. On peut donc dire que les croissances sont similaires pour les différentes souches. Cet
histogramme prouve qu’a pression atmosphérique et avec soufre, les hydrogénases délétées
n’entrainent pas de différence significative et n’entrent pas dans le développement de T.
barophilus.

Les cultures présentées dans l'histogramme de droite, sans soufre, sont différentes, la
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croissance est plus lente. En effet le plateau est atteint seulement au bout de 36 h, contre 12 h
avec soufre dans le milieu. En revanche si le développement est ralenti, la concentration
cellulaire finale est semblable a celle obtenue précédemment.

Ces souches présentent donc un développement cellulaire initial plus lent en absence de soufre,
et atteignent finalement le méme taux de croissance. Par ailleurs, la différence est due
uniquement au parametre soufre, et non pas aux mutations, puisque les mutants présentent
une croissance d’allure similaire aux témoins.

Cette observation ne s’applique pas au mutant mbh (Ambh). Ces cellules présentent un temps
de latence de 12 h, pendant lequel il n’y a pas de développement, puis la croissance est
exponentielle mais plus faible que pour la souche sauvage et les autres mutants.

I1 semble que les deux clusters mbh délétés de Mbh soient impliqués dans la

croissance de T. barophilus a 0,1 MPa, en absence de soufre.

IL.b.2.b. Croissances a 40 MPa et 70 MPa

Nous avons testé la croissance sous pression des mémes 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 seul témoin est réalisé ici, il s’agit de la souche ATERMP 00517, placé dans chaque
incubateur pour toutes les croissances entreprises. Dans les cas ot aucune croissance n’est ob-
tenue pour le témoin, la manipulation n’est pas valable.

Rappelons que 40 MPa, correspond a la pression optimale de croissance de la souche T. baro-
philus, et que 70 MPa est une pression supra-optimale. Les croisssances obtenues a 40 MPa,

reflétent donc normalement le fonctionnement « optimal » du métabolisme de T. barophilus,
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et 70 MPa a linstar de la pression de 0,1 MPa, une condition de stress.

Croissance a 40 MPa, avec soufre Croissance a 40 MPa, sans soufre
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Figure 37: Croissance des mutants hydrogénases a 40 MPa, avec et sans soufre
Aco-mbh (bleu clair), Ambh (orange), Témoin ATERMP_00517 (rouge), AshI (mauve), AshII (vert)

Croissance a 70 MPa, avec soufre Croissance a 70 MPa, sans soufre
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Figure 38: Croissance des mutants hydrogénases a 70 MPa, avec et sans soufre

Aco-mbh (bleu clair), Ambh (orange), Témoin ATERMP_00517 (rouge), AshI (mauve), AshII (vert)

A 40 MPa et 70 MPa en présence et en absence de soufre, on observe une croissance du mutant

ATERMP_oo0517 (figure 37 et 38), présent dans toutes les manipulations sous pression que

nous avons entreprises, il sert de témoin de croissance.
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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 (4shI et
AshlII), et au contraire une croissance plus faible pour les hydrogénases membranaires (Ambh
et Aco-mbh). En absence de soufre pour les deux pressions testées (figure 38), les mémes
conclusions peuvent étre faites, les mutants hydrogénases cytosoliques présentent une crois-
sance, méme si le mutant shIl (qui correspond au shl de P. furiosus) a une croissance plus
faible que le mutant shl (qui correspond au shiI de P. furiosus), et les mutants hydrogénases
membranaires Ambh et Aco-mbh, ont une croissance tres faible a 40 MPa et 70 MPa sans
soufre.

L’ hydrogénase membranaire Mbh a possiblement un réle pour la croissance de
T. barophilus, pour toutes les pressions testées, que ce soit '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’est pas impacté, mais
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 ’hydrogénase
Mbx pour les différentes pressions. Mbx fonctionne peut étre seulement en présence de soufre,
pour de faible pression.

Alors que le mutant co-mbh présente une croissance non impactée a 0,1 MPa, on remarque
que pour des pressions plus élévées, la présence de I'hydrogénase Mbh-Codh semble plus im-
portante pour la croissance de T. barophilus.

Pour I'’hydrogénase SHII, son absence ne semble pas importante a 0,1 MPa, pourtant pour des
pressions plus élévées, notamment a 40 et 70 MPa sans soufre, son absence semble entrainer
un défaut de croissance.

L’hydrogénase SHI ne semble pas quant a elle, avoir de role dans la croissance de la souche et

ce pour toutes les conditions de pression et de soufre testées.

I1.b.3. Résultats de la production d’hydrogéne des mutants hydrogénases

Des suivis de la production d’'H. par les mutants ont été réalisés par chromatographie en phase
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gazeuse. En parallele un suivi de croissance a été effectué. A chaque temps, sont donc réalisés:
une mesure de la production d’H, et un prélévement de cellules qui sera fixée et comptée. Des
cinétiques sur 12 h ont tout d’abord été réalisées sur le témoin et les mutants; mais aucune
production de gaz n’était détectée, nous avons donc augmenté le temps de cinétique, avec la
réalisation de points de cinétique, a partir du temps t 24 h. En ce qui concerne I'ajout de soufre
dans le milieu, nous avons au préalable réalisé des mesures du témoin (ATERMP_00517) avec
une concentration de 1 g/L de soufre et sans soufre. Les résultats de production d’'H, ont donné
de meilleurs résultats avec du soufre dans le milieu. Ce qui est étonnant puisque la production
d’hydrogene par les hydrogénases, se fait normalement sans soufre. Nous avons donc réalisé
une gamme de soufre (0 a 1,5 g/L), afin d’optimiser la quantité de soufre a utiliser. La quantité
de 0,5 g/L a été choisie puisqu’elle donnait le meilleur taux de production et le meilleur
rendement cellulaire. Mais il sera nécessaire de réaliser, des mesures de la production d’H. et
également d’H.S sur le témoin et I’ensemble des mutants, avec des quantités de soufre de o,
0,5,1 et 2 g/L. Dans un permier temps en suivant le méme protocole a pression atmosphérique
et si possible par la suite sous pression (40 et 70 MPa).

Pour le moment la condition testée est un suivi de croissance et de production d’'H. du témoin
ATERMP_00517 et des mutants (Ambh, Aco-mbh, Ashl, AshII et Ambx) sur 72h, avec soufre

(0,5 g/L), a pression atmosphérique.

» Graphique 0,1 MPa avec soufre (figure 39)
Les résultats obtenus montrent un léger retard de croissance et de rendement cellulaire pour

le mutant Ambx (figure 39). La croissance des témoins et des autres mutants est semblable,

ce résultat est en accord avec la précédente croissance obtenue a 0,1 MPa et avec du soufre
(figure 36). Cela peut s’expliquer par le fait que I’hydrogénase la plus importante dans la
croissance sans soufre est Mbh, ce qui explique que le mutant Ambh présente un défaut de
croissance sans soufre mais pas les autres mutants; et avec soufre, c’est Mbx qui est
I'hydrogénase la plus importante, ce qui explique qu'avec du soufre, seul le mutant mbx

présente un défaut de croissance. Ces hypothéses sont en accord avec la régulation du
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métabolisme de I'hydrogene par le soufre.

En ce qui concerne la production d’H., celle-ci est inexistante pour les mutants mbh et mbx.

Une production d’H2 (de t oh a t 72h) est mise en évidence pour le témoin, AshI, AshII et Aco-

mbh (production plus faible) (figure 39); cela peut s’expliquer par une production basale d’H.,
peut-étre produite par 'hydrogénase Mbh. Mais dans ce cas le mutant mbx, devrait également
produire une quantité semblable d’hydrogene, ce qui n’est pas le cas ici. De plus normalement
en présence de soufre, c’est une production d’H.S qui se met en place, par I’activation de Mbx.

Mais comme nous sommes ici dans une condition de pression sub-optimale peut étre que le

métabolisme fonctionne différement en raison de ce stress.

% d’hydrogéne produit

0 24 48 72

Temps (Heure)

1,00E+08

1,00E+07

1,00E+06

1,00E+05

Densité cellulaire cell.mL-1

1,00E+04

0 24 30 48 72

Temps (Heure)

Figure 39: Pourcentage de production d'hydrogéne par les mutants et suivi de leurs croissances
Témoin ATERMP_00517 (rouge)Aco-mbh (bleu clair), Ambh ( ), » AshI (mauve), AshII (vert),
Ambx (marron)
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II.b.4. Discussion et conclusion de I'étude

IL.b.4.a. Croissance des mutants hydrogénases et production d’'Hz a 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
production d’hydrogeéne. Un shift rapide, de quelques minutes, se produit quand du soufre est
ajouté en faveur des hydrogénases impliquées dans la formation d’H.S, notamment Mbx. La
réponse serait contrélée par le régulateur transcriptionnel SurR (Lipscomb et al., 2009).

» Sans soufre

En absence de soufre, la croissance est ralentie et diminuée pour le mutant Ambh. Mbh

est 'hydrogénase membranaire principale qui permet la production d’'H.. Il semble que les

deux clusters mbh délétés chez le mutant Ambh soient impliqués dans la croissance de T.

barophilus a 0,1 MPa en absence de soufre. De précédentes études ont montré I'importance
des Mbh chez les Thermococcales (P. furiosus (Sapra et al., 2000, 2003), T. kodakarensis
(Kanai et al., 2005; Santangelo et al., 2011)) pour le développement en absence de soufre (pas
de croissance et production diminuée d’hydrogene). Par exemple le mutant TSS1103 (délété
pour Mbh TK2080-2093) de T. kodakarensis (Santangelo et al., 2011) ou Mbh est
indispensable pour la production d’H. et pour une croissance sans soufre. Chez P. furiosus, des
mutants mbhL, SHI/SHII, SHI/SHII/mbhL ont été réalisés (Schut et 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 role 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; 'inverse est pourtant vrai.

Comme chez T. kodakarensis et P. furiosus, nos résultats suggerent le role important de
I'hydrogénase Mbh et possiblement son réle dans 'adaptation 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 qui concerne la production d’H,, le mutant 7SS1103 de T. kodakarensis ne produit pas
d’H. sans soufre (Santangelo et al., 2011), le méme constat a été fait chez P. furious (Schut et
al., 2012) ou sans soufre dans le milieu, les mutants de délétion mbhL/SHI/SHII et mbhL ne
produisent pas d’hydrogene par contre le mutant SHI/SHII produit une quantité d’H. compa-
rable au témoin. Il serait intéressant de tester la production d'H, du mutant mbh de T. baro-

philus, les tests sont a refaire avec soufre mais surtout en condition sans soufre.

Chez T. barophilus, 'étude de Mbh nous permet donc de conclure de son importance dans la
culture sans soufre, puisque un retard de croissance est observé pour le mutant mbh. Cepen-
dant 'importance chez d’autres Thermococcales comme P. furiosus et T. kodakarensis semble
plus marquée, puisqu’aucune croissance n’est observée quand Mbh est délété, et la production
d’H., est inexistante chez ces souches mutées (Santangelo et al., 2011; Schut et al., 2012).
L’étude devra étre complétée par une étude de la production d’H, des souches mutées sans
soufre et a pression atmosphérique, notamment de mbh, et si possible des mutants mbh/shl,
mbh/shll, voir mbh/shl/shII afin de vérifier si les mesures de la production d’H. par Mbh con-
firment son importance et sont similaires aux études réalisées chez d’autres Thermococcales.
Il est également important de noter que 0,1 MPa, n’est pas la pression optimale de la souche,
nous pouvons donc supposer que Mbh en plus de son role dans le métabolisme de I'H, en ab-

sence de soufre, semble avoir un réle dans 'adaptation aux basses pressions.

Les mutants Ashl et AshlII ne présentent pas de retard de croissance, la croissance est

équivalente a celle du témoin a 0,1 MPa, sans soufre. Ce qui confirme les premiéres hypotheses
quant a limportance de l'’hydrogénase membranaire Mbh et le rdle secondaire des
hydrogénases cytosoliques. Chez P. furiosus aucune des deux enzymes n’est indispensable
pour la viabilité (Lipscomb et al., 2011). Des mutants des hydrogénases cytosoliques de P.
furiosus : SHI et SHII, ont été réalisés (Lipscomb et al., 2011). Aucune différence de croissance
n’a été montrée dans les conditions testées (avec/sans soufre). Les mutants de délétions

SHI/SHII, mbhL/SHI/SHII et du mutant mbhL que nous avons décrits précédemment
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montrent que la production d’H. n’est pas réalisée par ces deux hydrogénaes cytosoliques chez
P. furiosus (Schut et al., 2012).

Des études complémentaires afin de tester I’activité des hydrogénases dans le cytoplasme ont
été réalisées (Schut et al., 2012), sur les mutants SHI, SHII et le double mutant SHI/SHII.
L’activité n’est pas affectée pour le mutant SHII, par contre pour le mutant SHI I’activité est
plus faible (10%) et pour le double mutant pas d’activité détectée. Ce qui confirme que la
majorité de l'activité des hydrogénases cytoplasmiques est due a SHI et que Mbh intervient
principalement au niveau de la membrane (Sapra et al., 2000; Silva et al., 2000). Dans notre
étude SHI et SHII sont respectivement la SHII et la SHI de P. furiosus, et méme si leur activité
respective n’a pas été testée, notre SHII est beaucoup plus exprimée que SHI, selon les données
transcriptomiques, et en accord avec ce qui est obtenu chez P. furiosus.

Chez T. kodakarensis un seul homologue sulfhydrogénase a été découvert (TK2069-72) (Fukui
et al., 2005). Le mutant construit croit au méme 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 densité cellulaire, la production d'H. est plus importante pour le mutant que
pour la souche sauvage. Une explication serait que le mutant ASHI est incapable de consommer
I'H. produit par Mbh (Santangelo et al., 2011).

Les résultats a 0,1 MPa sur les hydrogénases cytosoliques de T. barophilus, nous donnent des
informations similaires aux autres Thermococcales. Elles ne sont pas indispensables a la crois-
sance ni a la production d’H.. Cependant si on se réfere aux études transcriptomiques chez T.
barophilus et P. yayanosii, il a été montré que ces sulthydrogénases avaient un niveau d’ex-
pression qui variait pour de basses pressions. Chez T. barophilus, une sur-expression des genes
codant pour les hydrogénases cytosoliques a 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 Ambx, réaliser une croissance sans soufre de ce mutant est a

envisager. Le résultat attendu de la délétion de cette hydrogénase, quand il n’y a pas de soufre

123



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 ’hydro-
génase Mbx (7'S1105) ont été réalisés chez T. kodakarensis (Santangelo et al., 2011), la crois-
sance du mutant sans soufre est identique a celle du témoin, et il en est de méme pour la pro-
duction d’hydrogene. Une étude de délétion de mbx a également était réalisée chez P. furiosus
(Bridger et al., 2011) qui ne montre pas de différence de croissance en absence de soufre, mais
les résultats s’averent plus intéressant en présence de soufre ce que nous allons évoquer par la
suite. Réaliser ces croissances sans soufre a 0,1 MPa chez T. barophilus permettrait un com-
plément d’information, mais 1’étude de ce mutant reste plus enrichissante en présence de
soufre.

Les études transcriptomiques chez P. yayanosii, ont montré que mbx était sur-exprimée pour
des stress de pression, mais ceci n’est pas vrai chez T. barophilus, ou il n’y a pas de changement
de I'expression de mbx a 0,1 MPa et 70 MPa. Les résultats de transcriptomiques sont tout de
méme a nuancer, puisqu’elles ont été réalisées en présence de soufre, et cette sur-expression
des genes mbx chez P. yayanosii peut également étre liée a ce facteur soufre ; ainsi réaliser les
études de transcritomiques sans soufre permettrait de vérifier quelle est la part de I'influence
du soufre dans ces résultats de transcriptomiques (Michoud, 2014; Michoud and Jebbar,
2016). Pour le moment un retard de croissance et un rendement cellulaire 1égérement plus
faible du mutant & 0,1 MPa et avec soufre, ont été observés, mais il serait intéressant de refaire

un suivi de croissance de Ambx aux différentes pressions, pour voir si I'oxidoréductase Mbx

permet une croissance sous pression.

» Avec soufre
En présence de soufre, une croissance est observée pour les mutants mbh, co-mbh, shl,
shII. Ces hydrogénases pour cette pression et avec soufre, ne semblent pas nécessaires a la
croissance de la souche. L’hypothése apportée par la littérature serait que Mbx assure la
croissance en présence de soufre dans le milieu. Mbx est un homologue de la sous unité du

complexe Mbh. L’expression de cet opéron est rapidement et sensiblement augmentée par la
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présence de soufre. Le complexe Mbx remplace fonctionnellement le complexe Mbh quand du
soufre est disponible (Chou et al., 2007; Schut et al., 2007). Il est a noter qu'une faible mais
détectable quantité d’H. est produite par toutes les souches contenant I'opéron mbh (sauf pour
Ambx) quand du soufre est présent, ce qui peut étre vu comme le niveau d’expression basal de
Mbh (Santangelo et al., 2011).

L’étude de la croissance du mutant Ambx permettrait de voir le comportement du mutant en

présence et en absence de soufre. En se référant a la littérature en présence de soufre, on pour-
rait s’attendre a une croissance plus faible voir pas de croissance pour ce mutant mbx, étant
donné que c’est I'hydrogénase qui fonctionne avec du soufre (nos premiers résultats de suivi
de croissance de Ambx avec soufre, montrent un retard de croissance et un rendement cellu-
laire l1égérement 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 (Santangelo et al., 2011). Dans un milieu sans soufre, la
croissance du mutant mbx et la production d’H, est la méme que pour la souche témoin (T.
kodakarensis), ce qui prouve que 'expression de Mbh est suffisante pour les réoxydations de
cofacteur.

Des mutants de délétions ont également été obtenus chez P. furiosus (Bridger et al., 2011), la
délétion de mbxL en présence de soufre, a entrainé un défaut de croissance mais la délétion de
cette hydrogénase n’est pas léthale contrairement a son homologue Mbh. L’hypothése est qu’en
présence de soufre d’autres mécanismes interviennent.

En ce qui concerne la production d’H.S, 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’H.S. Chez P. furiosus (Schut et al., 2012) la production de gaz a été réalisée, sur les doubles
mutants SHI/SHII et sur SHI/SHII/mbhL ainsi que sur le mutant mbhL, pour différentes
quantités de soufre (sans soufre, 0,5 g/L et 2 g/L). En ce qui concerne la production d’H.S
aucune production n’est observée, en condition sans soufre. Mais pour les autres conditions

(0,5g/Let2g/L)ilya production d’H.S pour toutes les souches testées, les valeurs sont quasi
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équivalentes.

Cependant le mutant de mbx, mbxL a montré une production d’H.S en présence de soufre, ce
qui suggere que d’autres mécanismes soient impliqués dans la réduction du soufre (Bridger et
al., 2011).

L’étude du mutant mbx serait intéressante afin de comparer a la littérature, ce qui se passe
chez T. barophilus quand du soufre et présent en terme de croissance et de production d’H.S
de ce mutant Ambx.

De plus comme nous I'avons évoqué un peu plus haut, Mbx est sur-exprimée chez P.yayanosii
en condition de hautes et basses pressions, ce qui suggere peut étre un role de cette oxydoré-
ductase dans I'adaptation a la pression, mais vu que les études de trancriptomiques sont réali-
sées avec du soufre, le doute de son influence dans cette étude n’est pas a écarter, puisqu’on le
sait Mbx est activé en presence de soufre. Les cultures du muant Ambx avec et sans soufre et
pour les différentes conditions de pression, permettraient d’apporter des éléments de réponses
complémentaires. Si par exemple a 0,1 MPa et 70 MPa, en condition de soufre et sans soufre,

on obtient un retard de croissance du mutant Ambx, qui n’est pas observé a 40 MPa, cela con-

firmerait les données de transcriptomique.

En ce qui concerne les mesures de la production d’H, a ’0,1 MPa, afin de compléter I’étude, il
serait intéressant de réaliser :

Un suivi de croissance, dosage d’H.S et H.en présence de soufre:

e Refaire cette croissance des mutants avec la méme quantité de soufre (0,5 g/L), mais
également en réalisant une gamme soufre (0,5 g/L, 1g/L et 2g/L qui sont des quantités
de soufre retrouvées dans la littérature).

e Faire le dosage d’hydrogene en parallele par chromatographie en phase gazeuse.

e Mais aussi vérifier la production d’H.S (la détection par le micro-GC ne permet pas de
mesurer ’'H.S, tester avec un dosage colorimétrique), puisque en présence de soufre, le
métabolisme en faveur de la production d’'H.S est favorisé. Cela est lié a une levée

d’inhibition du complexe Mbx du fait de la dérégulation du régulateur SurR et au
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contraire une perte d’activation des hydrogénases productrices d’Ho.
¢ Enfin le fait de faire une gamme de soufre permettrait de voir si la quantité de soufre a
une influence sur la production d’H.S. Les productions d’'H.S sont-elles soufre

dépendantes ?

Un suivi de croissance, dosage d’H.S et H.en absence de soufre:

e Faire une croissance des mutants en absence de soufre dans le milieu, devrait nous
apporter plus d’informations sur la production d’H. en fonction des délétions
entreprises. En se référant au suivi de croissance réalisé précédemment, les mutants
ont une croissance semblable au témoin, sauf le mutant Ambh qui sans soufre présente
un retard de croissance; ce qui confirme l'importance de cette hydrogénase
membranaire. Dans les conclusions précédentes Mbh semblait pallier et permettre la
croisance des autres mutants. Ce qui confirme les données de la littérature. Dans le
suivi de croissance précédent le mutant Mbx n’avait pas été suivi, il serait intéressant
de voir sa croissance ici.

e Faire en paralléle un suivi de la production d’H. qui pourrait en absence de soufre nous
donner plus d’information, puisque c’est dans ces conditions que le métabolisme est
enclenché. On pourrait s’attendre pour les mutants Aco-mbh, Ashl, AshII et Ambx a une
production d’'H,. Pour mbx la production devrait étre maximale au moins équivalente
a celle des témoins. Les suppositions ne sont pas aussi slires pour les mutants Ashl,
AshII et Aco-mbh, qui rappelons-le, sont des hydrogénases également activées en
absence de soufre dans le milieu, il est possible que leurs délétion affectent plus ou
moins la production d’'H.,.

e En paralléle un dosage de I'H.S pourrait étre intéressant, normalement sans soufre le
métabolisme de I'H.S est inhibé mais peut- étre qu'une production basale sera détectée.

Des différences en absence du complexe Mbx seront peut étre notées.
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Pour compléter I’étude:

L’étude d’autres mutants construits comme le double mutant Ambh/co-mbh ou en
cours de construction comme le régulateur surR pourrait également étre intéressant. Il
pourrait étre intéressant de voir ce qui se passe quand le régulateur SurR est absent
dans les différentes conditions deja testées.

Si SurR est absent en condition sans soufre, il y aura-t-il une croissance du mutant avec
et sans soufre ? La perte du régulateur SurR aura-t-elle un impact sur la quantité d’H,
et H.S produite dans les deux conditions avec ou sans soufre ?

Enfin, les mesures de gaz sous pression pourraient compléter les études de croissance
sous pression des mutants. Tout d’abord sur la souche témoin, on pourrait comparer
les productions d’H. et d’H.S, 40 MPa est la pression optimale pour T. barophilus, est
ce que les productions seront changées pour des variations de pressions. Peut étre que
pour des stress pression, les productions de gaz seront diminuées si la souche est en
difficulté, ou au contraire augmentée pour s’adapter au mieux a ces changements. Chez
T. barophilus, les études transcriptomiques ont montré que le stress pression engendre
une sur-expression des genes impliqués dans la production d’énergie, les hydrogénases
notamment ; par exemple mbh, mbh-codh, shII ou encore shl sont surexprimées a 0,1
et 70 MPa. Est ce que le fait que les génes soient sur-exprimés va faire que leur activité

sera également plus importante ?

Les premieres cinétiques de croissance et production d’H,, dont nous venons de parler, ont été
réalisées a pression atmosphérique. Il est important de rappeler que T. barophilus est une
archée piézophile, isolée a 3550 m de profondeur. Son optimum de pression est a 40 MPa,
aussi les conditions que nous venons de voir a pression atmosphérique, sont possiblement une
condition de stress pour T. barophilus. 1l est donc possible que 'hydrogénase Mbh soit
indispensable pour la croissance dans cette condition de pression sub-optimale mais a 40 MPa,
les résultats différeront peut-étre. A 40 MPa, la souche étant a son optimum de pression, le

métabolisme énergétique est optimal, du fait d'un nombre de cellules important et donc d’'une
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production d’énergie suffisante. Aussi pour une condition de 70 MPa qui correspond a une
pression supra-optimale, les résultats seront peut-étre semblables a un stress a 0,1 MPa, ou au
contraire, une autre facon de réguler le métabolisme de 'H. se met en place pour de fortes
pressions. D’apres les études de trancriptomique chez T. barophilus, les genes des
hydrogénases sont sur-exprimés en condition de stress pression (0,1 et 70 MPa), les clusters
mbh, mbh-codh sont sur-exprimées a 0,1 et 70 MPa et les genes codant pour les hydrogénases
cytosoliques shi et shIl également. Au contraire le régulateur SurR et Mbx ne sont pas impactés,
rappelons que ces études ont été réalisées en présence de soufre (Vannier, 2012). Le
métabolisme de 'hydrogene semble donc modifié en condition de stress pression pour la
souche. Les analyses de croissance ont donc également été réalisées sous pression a 40 MPa
et 70 MPa, en présence et absence de soufre.

Il faut donc prendre en considération que le métabolisme est a priori impacté par les variations

de pression, en plus du facteur soufre qui influence le métabolisme.

IL.b.4.b. Croissance des mutants hydrogénases sous pression

> Avec soufre

En présence de soufre, on s’attend a ce que les mutants qui ne fonctionnent pas avec soufre
ne soient pas impactés, puisque selon la littérature ils ne sont pas activés par le régulateur
dans cette condition; ne serait impacté a 40 MPa et 70 MPa, avec soufre que le mutant de Mbx.
Puisque en présence de soufre c’est la seule hydrogénase étudiée potentiellement active, résul-

tat que nous attendons également a pression atmosphérique (Bridger et al., 2011).

Nous ne pouvons que supposer le résultat que nous pourrions avoir, sachant qu’aucune autre
étude de suivi de croissance de mutants hydrogénases de Thermococccales sous pression 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 Ambx, ce qui

irait dans la théorie de sa régulation positive en présence de soufre du fait d'une inhibition du
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régulateur SurR. Si au contraire une croissance est observée soit il y a un phénomene de com-
pensation par un autre systéme qui fonctionne également a cette pression ou une dérégulation
du régulateur SurR. En effet on pourrait imaginer que la pression influence I’état redox du
régulateur, ainsi au lieu d’étre dans son état oxydé, il serait dans un état réduit (capable de se
fixer au promoteur), ce qui inactiverait mbx et au contraire permettrait 'activation des génes
codant les autres hydrogénases sous pression. Afin de valider cette hypothese les cultures de

cette souche Ambx sous pression a 40 et 70 MPa, avec du soufre, seraient a réaliser.

Or ici deux profils se dessinent, un premier profil pour les mutants Ambh et Aco-mbh qui con-
firment cette hypothése. 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’est pas observé a pression atmosphé-

rique (0,1 MPa, avec du soufre).

e Chez les autres Thermococcales, a 'o,1 MPa, Mbx fournit I’énergie suffisante pour la
croissance. Les deux hydrogénases Mbh et Co-Mbh ne sont pas censées étre fonction-
nelles en présence de soufre. Mbh et Co-Mbh ont-elles de 'importance dans la culture
sous hautes pressions avec du soufre ? La création et I'étude de double mutants
Ambx/Ambh et Ambx/Aco-mbh, permettrait également de mieux comprendre le phé-

nomene.

e Mbx est-il inactivé sous pression ? La croissance du mutant Ambx sous pression et en

condition de soufre permettrait de répondre a ces hypothéses, ce qui supposerait un

changement de fonctionnement du régulateur SurR.

e SurR serait-il impacté par la pression ? Son état redox est-il impacté sous pression?
L’étude du mutant AsurR sous pression en condition avec et sans soufre pourrait étre

intéressante.

En ce qui concerne les mutants Ashl et Ashll, ils ont une croissance attendue, avec du soufre,

ils n’interviennent peu (SHII) ou pas (SHI) dans la croissance. Ce qui est similaire a ce qui est
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obtenu a 0,1 MPa mais va a 'encontre des hypothéses précédentes notamment celles sur le
régulateur SurR. Mbx jouerait ici son role. La construction de mutant Ambx/Ashl et
Ambx/AshlII seraient intéressants, pour voir si avec du soufre il y a croissance ou non, norma-
lement non, et permettrait de conclure sur I'importance de Mbx sous pression. S’il n’y a pas de
croissance cela confirmerait le fonctionnement normal de SurR sous pression et le fonctionne-
ment de Mbx. Au contraire s’il y a croissance alors Mbh et Mbh-Codh ont possiblement une
implication sous pression et avec soufre, cela serait en faveur d'une dérégulation de SurR par
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 génes normalement sur-expri-
mées par le régulateur en condition sans soufre (mbh, mbh-codh, shl et shIl) (Vannier et al.,

2015).

> Sans soufre

En absence de soufre, Mbx n’intervient pas normalement sauf si changement d’état ré-
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
Ambh et Aco-mbh, et 1égérement pour Ashl et AshII. Ici la croissance des mutants Ambh et
Aco-mbh est réduite, fortement impactée, a 40 MPa et 70 MPa, sans soufre, alors qu’a 0,1 MPa
seule Ambh avait un retard, il y a donc ici un effet pression qui confirme I'importance de Mbh
et implique Mbh-Codh. Pour ASHI et ASHII la croissance est légérement plus faible, ces deux
autres hydrogénases pour les mémes conditions semblent moins impactées.

Dans ce cas-ci, il ne semble pas avoir de dérégulation du SurR par la pression, mais il pourrait
étre intéressant de tester la croissance du mutant Ambx dans cette condition (40 ou 70 MPa,
sans soufre) pour voir la réponse du mutant. S’il y a croissance, cela est en faveur d’'une réponse

normale du régulateur, mais si sans soufre et sous pression, la croissance du mutant Ambx est
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impactée, cela serait en faveur d’'une dérégulation de SurR par la pression. Mais cette hypo-

thése ne semble pas valide au vu de nos résultats de croissance sans soufre et sous pression.

Si ’on résume I’hydrogénase Mbh semble importante pour la croissance de la
souche a 0,1 MPa en absence de soufre et sous pressions a 40 et 70 MPa, et ce peu
importe la présence ou I’absence de soufre.

La carboxyhydrogénase Mbh-Codh n’a pas d’influence a 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 méme impliquée dans la croissance sous hautes pres-
sions, avec et sans soufre.

Le soufre semble avoir un impact sur la croissance a 0,1 MPa, et réguler le méta-
bolisme de maniére semblable a 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 méme maniére (du moins en présence de soufre).
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Discussion générale et conclusion

En terme d’adaptation de nombreuses études sont réalisées sur la température, la salinité, ’aci-
dité, et en dépit du fait que I'essentiel du volume de la biospheére terrestre est soumis a des
pressions élevées, la pression reste 1'un des parametres le moins étudié.

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 especes méso-
philes, tel que E. coli ou encore S. cerevisiae.

Des travaux ont commencé sur les especes 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’acides aminés aromatiques ne peuvent étre synthétisés sous hautes pres-
sions, leur synthese étant trop cotiteuse en énergie (histidine/tryptophane) (Cario et al., 2015).
Un changement global dans I'expression génique des diverses voies métaboliques a été observé
lorsque la pression change (Vannier et al., 2015). De nombreuses modifications (augmentation
des insaturations, incorporation de lycopénes) au niveau de la membrane quand la pression
augmente. Enfin la mise en évidence de la production de molécules d’adaptation a la pression

hydrostatique (solutés compatibles) (Cario et al., 2016).

Des travaux ont émis I’hypothéese que des genes codant pour les hydrogénases, ont une expres-
sion modulée en fonction de la pression, et pourraient jouer un role dans I’adaptation a la pres-
sion chez les Thermococcales, comme chez T. barophilus (Vannier et al., 2015), P. yayanosii
(Michoud and Jebbar, 2016) et plus récemment chez T. piezophilus (Dalmasso, 2016). Ces tra-
vaux réalisés au laboratoire ont constitué un point de départ dans notre étude de compréhen-
sion d’adaptation aux hautes pressions hydrostatiques chez T. barophilus. Nous avons donc
décidé de nous intéresser a ces hydrogénases et a leur métabolisme.

Chez les Thermococcales comme T. onnurineus, T. kodakarensis, P. furiosus, T. paralvinellae
(Hensley et al., 2016; Kim et al., 2010; Lipscomb et al., 2011; Moon et al., 2015; Santangelo et

al., 2011) , les hydrogénases sont impliquées dans un systéme respiratoire simple ot elles lient
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l'oxydation de la ferredoxine a la formation d’hydrogéne, et stockent I’énergie sous la forme

d’un gradient d’ions transmembranaire (Schut et al., 2013b).

L’enzyme responsable de la formation de ’'H. est un complexe hydrogénase lié a la membrane,
appelé Mbh (McTernan et al., 2014). Mbh génére de I'hydrogéne moléculaire et utilise '’énergie
de cette réaction exergonique pour créer un gradient de protons de part et d’autre de la
membrane. Ensuite le pompage des ions Na+ se fait vers I'intérieur de la cellule par une ATP
synthase (Sapra et al., 2003), permettant ainsi la synthese d’ATP et donc la production
d’énergie. Cette enzyme fonctionne en absence de soufre. Il ne semble pas exister d’autres voies
métaboliques puisque les mutants de délétion de mbh entrainent la mort cellulaire (Chou et
al., 2007; Sakuraba et al., 2004).

La ferredoxine est le seul accepteur d’électrons pour 'oxydation des glucides. Par conséquent,
un mécanisme de production de NADPH est également nécessaire pour produire des
équivalents réducteurs pour la biosynthése. Ainsi, des sulfhydrogénases cytosoliques sont
retrouvées chez les Thermococcales (Bryant and Adams, 1989; Ma et al., 2000). Celles-ci
permettent de fournir du NADPH en utilisant I’hydrogéne comme donneur d’électrons.

Le génome des Thermococcales contient également une oxidoréductases liée a la membrane
nommé Mbx, qui présente une similarité de séquence élevée avec Mbh (homologue de Mbh)
(Silva et al., 2000). Mbx réduit le NADP avec la ferredoxine comme donneur d’électrons et
permet la conservation d’énergie en pompant des ions H* ou Na*. Cette enzyme fonctionne en
présence de soufre (Schut et al., 2007). Ce métabolisme est sous la dépendance du soufre et
du régulateur transcriptionnel SurR (Lipscomb et al., 2017; Yang et al., 2010). Dans son état
réduit, SurR active la transcription de genes qui codent pour les hydrogénases solubles Hyh I
(SHI) et II (SHII), et Mbh, ainsi que de nombreux autres geénes impliqués dans le métabolisme
de ’hydrogene (Schut et al., 2007). Au méme moment SurR réprime ’expression des genes

impliqués dans la réduction du soufre : Nsr, Mbx, pdo (Bridger et al., 2011).
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Des études transcriptomiques chez deux modeles de Thermococcales ont permis de mettre en
évidence une modulation de I'expression des genes en fonction de la pression. En effet chez P.
yayanosti, il a été observé aux pressions inférieures et supérieures a la pression optimale de
croissance, une sous-expression des hydrogénases membranaires (Mbh), ainsi quune sous-
expression des hydrogénases cytosoliques SHI et SHII, mais une sur-expression des oxidoré-
ductases (Mbx) (Michoud, 2014). Chez T. barophilus, la réponse des hydrogénases face aux
variations de pression est différente, les hydrogenases membranaires sont sur-exprimées en
condition de stress pression, il en est de méme pour les hydrogénases cytosoliques qui sont
sur-exprimées a 0,1 MPa et 70 MPa (Vannier et al., 2015). Chez T. piezophilus, de nombreux
clusters d’hydrogénases et de sulthydrogénases ont été mis en évidence dans le génome, les
analyses du transcriptome sont encore en cours, mais les grandes tendances déja observées
dans le transcriptomes des autres Thermococcales piézophiles semblent se confirmer, les mé-
canismes de production et conversion d’énergie sont affectés par les variations de pression

(Moalic et al., en préparation).

Afin d’étudier les geénes supposés d’adaptation a la pression et notamment ceux impliqués dans
le métabolisme des hydrogénases, des mutants de délétions ont été réalisés chez T. barophilus.
Le but de I'étude des mutants hydrogénases est double, comprendre le fonctionnement de ce
métabolisme chez T. barophilus, et pouvoir le comparer avec d’autres modéles, ainsi que
d’étudier ce métabolisme sous pression et essayer de faire un lien avec les études
transcritomiques.

Pour réaliser ces mutants de délétion, un outil génétique a été développé au laboratoire. La
mise en place de cet outil a été inspirée par les recherches en génétique menées chez T.
kodakarensis (Atomi et al., 2004; Morikawa et al., 1994) (Hileman and Santangelo, 2012; Sato
et al., 2003).

Ce systéme utilise un plasmide navette pour déléter des genes par recombinaison homologue.
L’outil présent au début de ma thése, reposait sur I'auxotrophie a I'uracile et la résistance a la
Simvastatine, un antibiotique ; par la méthode dite « pop in/ pop out ». L’intégration du

plasmide navette dans la région d’intérét est maintenue par la présence du gene de résistance
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a la Simvastatine et la deuxiéme recombinaison, conduisant a la perte du plasmide ainsi que
du gene cible, est réalisée en utilisant le 5-FoA comme agent de sélection.

Bien que I'outil soit fonctionnel et ait permis la délétion de plusieurs genes, le probléme majeur
réside dans la faible sensibilité de la souche au 5-FOA apporté par le gene pyrF, qui entraine
une absence de contre-sélection dans certain cas; se manifestant par I'apparition d'une
troisiéme configuration a la fin de la seconde étape de recombinaison: des souches
doublement résistantes appelées « faux positifs », qui possedent encore le plasmide navette, et

dont I'origine reste a ce jour non élucidée.

La premiére partie du travail de these a donc consisté a améliorer I'outil génétique, en déve-
loppant une nouvelle voie de contre-sélection. Un nouveau marqueur de sélection, la 6-mé-
thylpurine ou 6-MP, a été choisi comme alternative au 5-FoA. L’étude a permi d’obtenir un
outil optimisé. Les conclusions de I’étude sont que la 6-MP peut étre utilisée comme marqueur
de contre-sélection chez T. barophilus, et son utilisation apporte certains avantages : il est plus
pratique a manipuler, plus efficace puisque le nombre de faux positif a été fortement diminué
(37% contre 80%) et a permi de réduire le temps de manipulation. L'outil génétique amélioré
est actuellement utilisé dans de nombreux projets au laboratoire sur la maintenance géno-
mique et a permis la suite de ce travail de these: la construction de mutants de délétion pour

comprendre 'adaptation de T. barophilus aux HPH.

La suite du travail s’est focalisée sur les hydrogénases, puisque les études transcriptomiques
préliminaires ont montré des variations de I’expression de ces génes en fonction de la pression,
comme nous avons pu le voir précédemment. Un certain nombre de mutants ont été obtenus :
trois pour les hydrogenases membranaires : Ambh (mutant mbh), Aco-mbh (mutant mbh-codh)
et Ambx (mutant mbx), et deux pour les hydrogénases cytosoliques : AshI et AshII (mutant shl
et shil), ainsi qu'un double mutant Ambh/Aco-mbh. Actuellement la construction des mutants
hydrogénases se poursuit afin de comprendre au mieux le fonctionnement de ces hydrogeénases
et leur possible intervention dans I’adaptation a la pression.

Apres vérification de l'obtention de ces mutants (par PCR et séquencage), un début de
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caractérisation a été entrepris, avec des cultures de croissance a pression atmosphérique (0,1
MPa) et sous pression dans des incubateurs hautes pressions/hautes températures (40 et 70
MPa). Il est important de rappeler que T. barophilus est une archée piézo-hyperthermophile,
isolée a 3550 m de profondeur (Marteinsson et al., 1999a). Elle est capable de se développer
sur une gamme de pression allant de 0,1 a 85 MPa, avec un optimum de pression de 40 MPa
pour une température de 85°C (Marteinsson et al., 1999a). Ainsi les manipulations a 40 MPa
représentent la condition optimale pour la souche, tandis que les manipulations réalisées pour
les pressions sub et supra optimales de 0,1 MPa et 70 MPa, sont des conditions de stress pour
celle-ci. Dans cette étude et par la suite, il sera donc intéressant de pouvoir comparer les
différences observées en terme de croissance et de production d’hydrogeéne pour ces différentes
conditions.

Un autre facteur a été pris en considération lors de ces manipulations, c’est le soufre. En effet
celui-ci est un facteur influencant le métabolisme de I’hydrogéne, et il entraine des réponses
des hydrogénases différentes, ainsi I’ensemble des cultures ont été réalisées a la fois en absence
et présence de soufre.

Des dosages d’hydrogeéne par chromatographie en phase gazeuse, ont également été réalisés
pour caractériser la réponse physiologique des mutants, et ce a pression atmosphérique et en

présence de soufre.

Trés peu d’études ont été réalisées sur l'influence de la pression sur les hydrogénases, hormis
celles que nous avons citées précédemment; cependant les hydrogénases de certaines
Thermococcales ont été étudiées, et ce métabolisme et son fonctionnement est maintenant
bien connu. Des approches similaires a notre étude, a savoir des délétions de certaines
hydrogénases chez T. kodakarensis ou encore chez P. furiosus, nous ont donné des éléments
de comparaison pour l'interprétation de nos résultats (Bridger et al., 2011; Lipscomb et al.,

2017; Santangelo et al., 2011).

Les premiers résultats de croissance a pression atmosphérique, permettent de conclure sur
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I'importance de 'hydrogénase Mbh. La délétion de ce gene entraine un retard de croissance de
la souche sans soufre. Ce premier résultat est en accord avec les études réalisées sur Mbh, SHI
ou encore SHII chez d’autres Thermococcales, ou Mbh apparait comme nécessaire a la
croissance et a la production d’'H. en absence de soufre. Les sulfhydrogénases apparaissent
comme secondaires, ne pouvant pallier a la perte de Mbh, la délétion de ces génes n'impactant
pas la croissance de la souche ni la production d’H, (Santangelo et al., 2011; Schut et al., 2012).
Cependant afin de compléter cette étude sur les hydrogénases fonctionnant sans soufre, il
serait intéressant de réaliser des mesures de la production d’H. sans soufre, des tests avaient
été entrepris au micro-GC mais les résultats sans soufre n’ont pas été concluants.

Aussi si le mutant surR est obtenu, il serait intéressant de voir si sa délétion a un effet. Chez P.
furiosus (Lipscomb et al., 2017) et T. kodakarensis (Santangelo et al., 2011), des mutants de
surR ont été obtenu ; et sans soufre, la croissance du mutant est impactée ainsi que la produc-
tion d’H.. Il pourrait étre intéressant d’étudier le role et le fonctionnement de ce régulateur
chez T. barophilus.

Cerégulateur transcriptionnel décrit chez P. furiosus (Lipscomb et al., 2009; Yang et al., 2010),
fonctionne de la maniére suivante en absence de soufre, SurR est sous forme réduite et active
la trancription de mbh, parallélement il réprime la transcription des genes impliqués dans la
productuin d’H.S. En présence de soufre, SurR est dans un état oxydé et est dérégulé, ainsi la
production d’H. est inhibée alors que celle d'H.S enclenchée. Chez T. kodakarensis, un
homologue codé par TK1086 (Fukui et 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
mutant ne régénére pas ’'H. 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'on s’intéresse au régulateur SurR chez P. furiosus (Lipscomb et al., 2017), le mutant AsurR
ne permet pas la croissance sans soufre, en présence de soufre une croissance du mutant est
observée. En ce qui concerne la production d’H. celle-ci est plus faible pour le mutant AsurR,

mais quand la quantité d’H. est normalisée a la croissance les valeurs d’H. sont équivalentes
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entre le mutant et le témoin.

Les études trancriptomiques de T. barophilus, n’ont pas montré de variation d’expression du
gene surR sous pression (Vannier, 2012) et pour le moment nos tentatives d’obtention du
mutant AsurR n’ont pas abouti. L’obtention de ce mutant et la caractérisation de celui-ci
permettrait de voir si les faibles ou hautes pressions entrainent un changement d’état de ce
régulateur, semblable a ce que 'on obtient avec/sans soufre. Et si 'on observe une dérégulation
du métabolisme des hydrogénases sous pression. Avec un shift semblable a ce que ’on observe
pour le soufre mais engendré ici par le facteur pression.

Siune dérégulation est vraiment engendrée par la pression, qu’en est-il du facteur soufre, celui-
ci intervient-il ou non, et si oui de quelle maniére ? Rétablit-il le fonctionnement normal ou
augmente-t-il la dérégulation du métabolisme ? Ce shift engendré par le stress pression a
supposer qu’il existe, est-il un mécanisme d’adaptation ou un stress subit par la cellule ? Mais
ce ne sont que des hypothéses qui se doivent d’étre vérifiées. Surtout qu’au vue de nos premier

résultat sans soufre a 0,1 MPa le mutant Ambh est impacté, et en présence de soufre et a 0,1
MPa c’est la croissance du mutant Ambx qui est impactée, ce qui révele un fonctionnement

« normal » ou du moins semblable a ce qui est connu du métabolisme de I'H..

Un suivi de croissance du mutant Ambx en absence et présence de soufre serait également a
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 a la
viabilité de P. furiosus, contrairement a son homologue Mbh, mais la croissance du mutant
mbx avec du soufre est légérement impactée (Bridger et al., 2011). Le dosage de 'H.S avec du
soufre et sans soufre, serait intéressant pour ce mutant. Chez P. furiosus, la perte de Mbx n’en-
traine pas de différence de production d’H.S, en condition soufre ce qui suggere que d’autres
acteurs interviennent (Bridger et al., 2011).

En ce qui concerne la production d’H,, les études sont a compléter, avec et sans soufre pour

I'ensembe des mutants, et un dosage de la production d’H.S, est a envisager pour 'ensemble
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des mutants et dans les deux conditions, afin d’obtenir une réponse globale du fonctionnement
du métabolisme de 'H. chez T. barophilus a pression atmosphérique.

D’autres mutants ont été construits ou sont 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 font actuellement parti du projet d'un stage de Master 2, leur
obtention permettrait de compléter cette étude. Ces manipulations permettront de
véritablement conclure sur le métabolisme des hydrogénases a pression atmosphérique chez
T. barophilus et de voir si celui-ci fonctionne de maniere similaire a d’autres Thermococcales

ou si des différences sont observées.

Cette condition de croissance a pression atmosphérique constitue une condition de stress pour
T. barophilus, puisqu’ inférieur a sa pression optimale. Il est donc possible que les observations
faites a cette pression ne soient pas les mémes pour une pression de 40 MPa. D’apres cette
étude il semble que I'hydrogénase membranaire Mbh intervienne dans I’adaptation de la
souche aux faibles pressions. Ce qui est en accord avec les données de transcriptomiques de 7.
barophilus puisque pour de faibles pressions les génes mbh sont sur-exprimés (Vannier et al.,
2015). Par contre les hydrogénases cytosoliques SHI et SHII ne semblent pas avoir de role ici,
les études transcriptomiques ont montré que les genes les codant sont pourtant sur-exprimés
en condition de faibles et fortes pressions. On aurait donc pu s’attendre a ce que la croissance
des mutants Ashl et AshlI soient également impactées a 0,1 MPa. Pour Pyrococcus yayanosii,
au contraire c’est une partie du cluster mbx codant pour les oxidoréductases, qui est sur-
exprimée pour des stress pressions, alors que mbh est sous-exprimé; mais ces résultats chez P.
yayanosii sont a nuancer du fait que les analyses ont été faites avec du soufre dans le milieu
de culture, or celui-ci influence le métabolisme de I’hydrogene (Michoud and Jebbar, 2016).
Les analyses montrent cependant que les fonctions cellulaires affectées sont souvent
équivalentes que les cellules soient placées sous hautes ou basses pressions. Il est donc possible
que les observations faites a 0,1 MPa soient proches de celles a 70 MPa.

D’apres nos résultats, les différences ne sont pas marquées entre la pression optimale de 40
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MPa, et les deux autres pressions de stress testées. En effet on aurait pu s’attendre aux mémes
réponses a 0,1 et 70 MPa, c’est-a-dire en condition de stress, et au contraire un profil
totalement différent a 40 MPa. Au contraire nous obtenons des profils de croissance des
hydrogénases proches a 40 et 70 MPa.

D’apres nos résultats les hydrogénases membranaires, Mbh et Mbh-Codh semblent étre
importantes pour une croissance sous hautes pressions (40 et 70 MPa), par rapport aux
hydrogénases cytosoliques, qui semblent avoir moins d’influence sur la croissance sous
pression.

Ce qui est étonnant c’est que le soufre ne semble pas avoir le méme impact sur le métabolisme
sous hautes pressions qu’a 0,1 MPa, puisque les réponses a 40 et 70 MPa, en condition avec ou
sans soufre sont assez proche comme si celui-ci n’intervenait pas dans la régulation sous hautes
pressions; alors qu’a pression atmosphérique nous avons pu noter des différences entre la
condition soufre et sans soufre (notamment pour Mbh et Mbx).

D’apres les études transcriptomiques chez T. barophilus, a 70 MPa, mbh, mbh-codh sont sur-
exprimées, ainsi que les hydrogénases cytosoliques (Vannier, 2012). Pour le moment suite a
ces travaux de these, Mbh semble avoir un réle dans l’adaptation aux faibles et basses
pressions. Mbh-Codh semble également impliquée mais uniquement pour des hautes
pressions (40 et 70 MPa). Le role des sulfhydrogénases est quant a lui moins visible peu
importe la pression testée.

Mais avant de conclure sur I'importance de certaines hydrogénases pour la croissance de T.
barophilus sous pression, des cultures sous pression complémentaires sont a réaliser
notamment sur les mutants hydrogénases que nous n’avons pas encore testés (comme Ambx);
et pourquoi pas en utilisant le bioréacteur HP/HT de HP system, afin de faire un suivi de
croissance en continu. Il serait également intéressant de faire un suivi de la production d'H. et
d’H.S sous pression (40 et 70 MPa) afin de pouvoir comparer a ce qui sera obtenu a pression
atmosphérique et pour aller plus loin dans I’analyse des mutants sous pressions. Cependant la
mise en place du protocole va nécessiter un travail de mise au point avant d’étre complétement

opérationnel.
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Pour conclure sur ce travail de these, le premier objectif a été rempli en
permettant d’obtenir un outil génétique plus efficace, cette étude a fait ’objet
d’une publication (Birien et al., 2018). L’utilisation de I’outil a permis d’obtenir
un certains nombre de mutants, ciblés suite aux études transcriptomiques
réalisés sur T. barophilus. La caractérisation des mutants hydrogénases obtenus
par culture a pression atmosphérique et sous pression, ainsi que les dosages d’H.
ne nous permettent pas encore de conclure quant a I'importance du role des
hydrogénases ciblés dans P’adaptation aux hautes pressions hydrostatiques.
Cependant I’hydrogénase membranaire Mbh, semble avoir une importance
certaine dans le métabolisme de T. barophilus pour I’ensemble des pressions
testées. Des perspectives sont envisagées afin de continuer cette étude:
continuer les cultures de croissance sous pression, les mesures de I’H. et de ’'H.S
aux différentes pressions ainsi que les analyses de PCR quantitatives en temps
réel sur les mutants (RT-PCR) apreés extraction de PARN afin de quantifier

P’expression des génes ciblés aux différentes conditions testées.
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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 (H;) and carbon dioxide (CO,). This is associated with the production of
hydrogen sulfide through the reduction of elemental sulfur [12]. The production of H; has been well
characterized for different models of Thermococcales even when elemental sulfur (5°) 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 ApyrF 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 MgCly, 3.3 g PIPES, 4 g Tryptone, 1 g
yeast extract, 0.7 g KCl, 0.5 g (NH4)2S04, 0.05 g NaBr, 0.01 g SrCly, 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% kyHPOy, 5% KH,POy, 2% CaCl, 2H,0, 10 mM Nay W0y,
25 mM FeCl; 6H,0. 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 N, gas addition steps were required
to remove O, and to maintain the culture media under anaerobic conditions. The liquid phase was
reduced by 0.1 mL of a Na;,S, 9H;0 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 ug/mL
of simvastatin (Sigma) or 100 uM 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 TBATERMP_00517 T. barophilus MP This study
UBOCC-M-3301 TBATERMP_00517::-TK0664 T. barophilus MP This study
UBOCC-M-3302 TBATERMP_00517, ATERMP_01623 T. barophilus MP This study
UBOCC-M-3303 TBATERMP_00517, ATERMP_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 uM, 10 uM, 50 uM, 100 uM and 250 uM). 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 x (Olympus) or using flow cytometry (CyFlowSpace,
Sysmex Partec, GmbH, Gorlitz, 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 Xhol-6MPK_Up and Smal-6MPK_Do). To achieve this, the Xhol and
Smal 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 Kpnl 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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Figure 1. Construction of the pUPH plasmid. Primers Xhol-6MPK_Up and Smal-6MPK_Do were used
to amplify TK0664 from the T. kodakarensis KOD1 genome. Then, TK0664 and the vector pUFH were
digested by Smal (S) and Xhol (X) and ligated after a gel purification step, to form plasmid pUPH
where pyrF is replaced by TK0664. The restriction sites BamHI (B) and KpnlI (K) were conserved to
enable cloning of the homologous regions in pUPH.
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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 Sequence (5'-3") Tm (°C)
Regions of Targeted Gene
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
anerSMI{ls; (111:: Check Sequence (5'-3') 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 CaCl; 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 puL of fresh TRM without sulfur;
and kept on ice for 30 min. An aliquot of 4-5 pg 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 pL of fresh TRM before spreading on plates containing simvastatin (final concentration 2.5 ug/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 uM). 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 x g for 8 min. Then, the pellet was suspended
in 300 pL of TE (100 mM of Tris-HCI pHS8, 50 mM of NaCl, 50 mM of EDTA pH 8). To ensure cell lysis,
40 pL of SDS (10%), 40 pL of Sarkosyl (10%) and 20 uL of proteinase K (20 mg/mL) were added. The cell
suspension was incubated for 1 h at 55 °C. Then, 20 pL of RNase A (50 mg/mL) and 200 pL 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 pL of cleaning solution and 1 min of centrifugation at 12,000 g. To remove
any trace of ethanol, the suspension was centrifuged (12,000x g, 3 min). Then, the column was placed
in a clean tube and 200 pL 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 uM
(Figure 3A). Growth of the WT strain was slightly impacted in the presence of 10 uM 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 uM 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 pM).
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Figure 3. Growth curves of: T. kodakarensis KOD1 (A); and T. barophilus MP (B). The strains were
cultivated at 85 °C and 0.1 MPa in TRM medium containing different concentrations of 6-MP: 0 uM
(M), 10 uM (A), 50 pM (%), 100 uM (@) and 250 puM (e).

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 M, 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 M, with no growth in T. kodakarensis (data not shown), whereas T. barophilus cells
were able to grow, even at 250 uM, but not at 500 uM. 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 ATERMP_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 uM
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 pg/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 ATERMP_00517 (Figure 4B). One of these strain mutants was selected
to be used as a host strain in further genetic experiments.

A B

L WT ATERMP_00517
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1.5kb
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Figure 4. PCR gel migration of mutant strain constructions. (A) TK0664 gene amplification realized
with primers Xhol-6MPK_Up and Smal-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-A6MPB_Up and Verif-A6MPB_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 ATREMP-00517 T. barophilus mutant on liquid TRM
medium with concentrations of 6-MP ranging from 0 to 250 uM. 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 ATREMP_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 uM
(Figure 5B). This strain was slightly sensitive to 10 uM 6-MP and its growth was completely inhibited
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at 50 uM 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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Figure 5. Growth curves of: T. barophilus ATERMP_00517 (A); and T. barophilus
ATERMP_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 uM (M), 10 uM (4), 50 uM (<), 100 uM (4) and
250 uM (e).

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, 5SFOA 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 (ATERMP_00517) gave a rate of 37% false positives, which
represents a strong decrease. For the next genetic deletions realized with the strain ATERMP_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 Kpnl/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 ATERMP_00517, T. barophilus ATERMP_00517,
ATERMP_01623 (polB) and T. barophilus ATERMP_00517, ATERMP_00671 (rnhB). The strains were
cultivated at 85 °C and 0.1 MPa in TRM medium containing different concentration of 6-MP: T. barophilus
ATERMP_00517, ArnhB (x), T. barophilus ATERMP_00517, ApolB (A) and T. barophilus ATERMP_00517
(parental strain) (4).

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 ATERMP_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 ATERMP_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 Fenl (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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Titre : Adaptation aux hautes pressions hydrostatiques: délétion de clusters de génes des

hydrogénases chez une archée piézo-hyperthermohile Thermococcus barophilus
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Résumé : Dans cette étude, les adaptations physiologiques aux hautes pressions hydrostatiques ont été étudiées aprés
délétion de groupes de geénes codant pour les Hydrogénases chez Thermococcus barophilus. Cette archée piézo-
hyperthermophile isolée au niveau du site hydrothermal “Snakepit” a 3550 métre de profondeur, a pour pression
optimale 40 MPa; des études transcriptomiques antérieures ont mis en évidence la sur-expression de certains genes
codant pour les hydrogénases sous des conditions de pressions sub et supra-optimales (0,1 et 70 MPa). Ici, nous
essayons de déterminer le rble précis de chaque enzyme dans |'adaptation aux HPH en utilisant I'outil génétique
récemment développé au laboratoire chez cette archée. Ce systéme génétique repose sur un double événement de
recombinaison successif afin d’obtenir des mutants de délétion, et sur |'utilisation de la Simvastatine et de la 6-
méthylpurine (6-MP) comme marqueur de sélection. Nous avons premierement développé une nouvelle voie de
sélection, utilisant la 6-MP comme marqueur de contre-sélection. Cette méthode a ensuite été utilisée pour déléter deux
sulfhydrogénases cytosoliques (SHI et SHII), et des hydrogénases membranaires (Mbh, Mbh-Codh et Mbx). L’utilisation
de la 6-méthylpurine pour la sélection négative, a considérablement diminué le nombre de faux positifs, avec un taux
de 30% contre 80% obtenu avec le 5-FOA, I'ancien marqueur de sélection négatif. Les premiéres études phénotypiques

des souches mutantes sous haute pression hydrostatique confirment le réle majeur des hydrogénases.

Title : Adaptation to high hydrostatic pressure: disruption of a Hydrogenase gene clusters in a

piezo-hyperthermohilic archaeon Thermococcus barophilus

Keywords : Deep-sea, genetic, hydrostatic pressure, hydrogenases, hydrothermal vents, piezophiles, Thermococcales
Abstract : The deep sea representing a significant portion of the terrestrial biosphere, but still very little studied and
many questions remain about organisms that live in these ecosystems, including their diversity and adaptability.

At this depth Hydrostatic pressure is the major physical parameter. In this study, physiological adaptations to HHP were
investigated after genetic deletion of hydrogenase clusters in T.barophilus. This archaea piezo-hyperthermophilic was
isolated at 3550 m from a hydrothermal vent site; indeed, previous transcriptomic experimented have highlighted the
over-expression of genes encoding hydrogenases under sub and supra-optimal HHP conditions (0,1 and 70 MPa). Here,
we aimed to refine the precise role of each of these enzymes in adaptation to HHP using the recent genetic system
available for this archaeon. This gene disruption system is based on single and double crossover events to obtain
makerless deletion mutants, and used simvastatin and 6-MP for selection and counterselection respectively. In this
study we developed firstly a new way of selection for the genetic disruption system, using 6-methylpurine for negative
selection. This method was then used to delete two cytoplasmic sulfhydrogenases (SHI and SHII), and membrane bound
hydrogenases (Mbh, Mbh-Codh, Mbx). Using 6-methylpurine for negative selection, to inverted the rate of false positives
pop-out clones from 80% obtained with 5-FOA to 10%, and the first phenotypic studies of mutants strains under HHP

show the impact of hydrogenase on culture growth and hydrogen production.
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