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Introduction générale

La Terre est la seule planete connue pour accueillir la Vie. Du point de vue du Vivant,
une molécule est directement corrélée avec les zones habitables de 1’univers: 1’cau !
Néanmoins, des conditions de température et de pression optimales sont nécessaires pour que
I’eau soit présente a 1’état liquide dans un environnement. La surface de notre « planete bleue »
est recouverte a plus de 70% par 1’eau (océans, lacs et riviéeres), les moins de 30% restants
correspondent aux surfaces continentales et aux iles. Si I'Homme interagit avec le milieu
terrestre et les plantes depuis des milliers d’années, 1’étude du milieu marin (flore, faune,
substances chimiques) est beaucoup plus récente (Joseph and Goulletquer 2017). Les mers et
les océans constituent une source de richesses inestimables pour I’Homme, ils lui procurent
nourriture et énergie en plus de 1’eau essentielle et permettent de faire travailler et de nourrir
des millions de personnes a travers le monde chaque jour (Dash et al. 2013). lls offrent
également les principales voies de circulation autour de notre planéte. En outre, ces vastes
étendues d’eau constituent des acteurs cruciaux de 1’équilibre climatique de la planéte. Le
milieu marin est d’une importance majeure pour le bon fonctionnement de la Terre: il
représente le poumon de la planéte en procurant prés de 50% de I’oxygéne que nous respirons
et prévient du réchauffement climatique (une grande partie du carbone sur la planéte est stocké
dans les mers et les océans) (Euzen et al. 2017; Nellemann and Corcoran 2009; Palumbi et al.
2009).

En terme de biodiversité, le monde marin constitue le plus important réservoir d’espéces
vivantes (Costello et al. 2013). En effet, les rapports scientifiques évaluent le nombre d'especes
marines décrites de 150 000 a 274 000, et celles qui pourraient exister de 300 000 a plus de 10
millions (Appeltans et al. 2012). De plus, une variété impressionnante d'organismes est présente
dans les écosystémes marins, allant des grands mammiferes (Poupard et al. 2021) aux microbes
(Godfrin et al. 2018). En moyenne, un seul millilitre d’eau de mer prélevé a moins de 100m de
profondeur concentre entre 10° et 10° bactéries. Bien qu’invisibles a I’ceil nu, les bactéries
marines sont de véritables actrices de 1’équilibre des écosystémes marins du fait de leur
association aux processus de destruction et de recyclage des matiéres organiques et minérales
(La Barre and Haras 2007). Les biotechnologies dites « bleues » (ou biotechnologies marines)
concernent la valorisation du fort potentiel, et surtout encore mésestimé, des mers et des océans.
En effet, la valorisation des capacités des microorganismes marins est de plus en plus étudiée
pour de nombreux domaines d’applications. Un bon nombre d’entre eux peuvent étre cités
comme : la santé avec la production d’antibiotiques (Okami 1986), 1’environnement avec la

dégradation des débris plastiques (Derraik 2002) et la biodégradation du pétrole (Nweke and
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Okpokwasili  2003), ou encore I’agroalimentaire avec la production d’antioxydants

(Balakrishnan et al. 2014).

Cependant, ces microorganismes marins peuvent étre une source de problemes vis-a-vis de
I’activité humaine dans le cadre de phénomeénes tels que la corrosion ou la biocolonisation. En
effet, les bactéries peuvent adopter deux modes de vie différents : sous forme libre (état
planctonique) en suspension dans 1’eau ou en biofilm adhéré a un substrat (Haras 2005). Ce
dernier mode de vie est le plus répandu dans la Nature car il est le plus favorable pour les
bactéries. En effet, on estime que plus de 80% de la biomasse microbienne de notre planete est
établie sous la forme de biofilms (Richards and Melander 2009). Ce mode de vie
communautaire repose sur 1’édification d’une matrice extracellulaire par les microorganismes
qui confere une intégrité structurelle, protectrice et fonctionnelle a 1’ensemble du biofilm
(Wingender et al. 1999). En milieu marin, toute surface immergée, biotique ou abiotique, est
tres rapidement sujette a la colonisation par des biofilms. En outre, ce phénomeéne biologique
de formation des biofilms constitue souvent 1’étape initiale d’une colonisation plus complexe,
appelée biofouling, qui implique un plus large éventail d’autres organismes (notamment des
macro-organismes). Le biofouling se met en place via des procédés mettant en jeu des
mécanismes initiaux purement physico-chimiques (mise en place du film primaire) et évoluant
vers des mécanismes biologiques tres complexes (installation de larves d'invertébrés et de
spores d'algues). Un large panel d’étres vivants aquatiques (bactéries, eucaryotes unicellulaires,

vegétaux et animaux) vont former le biofouling (Qian et al. 2007).

La présence d’organismes colonisateurs sur les surfaces immergées en milieu marin est la cause
de nombreux problemes pour les activités humaines, principalement économiques
(détérioration des structures immergeées, ralentissement des navires, augmentation de la
consommation en carburant) (Schultz et al. 2011) mais également écologiques (dissémination
d’espeéces invasives, emploi de biocides antifouling) (Alghamdi and Cordova 2019; Alzieu et
al. 1986; Yebra et al. 2004). Afin de mieux lutter contre le biofouling, 1’étude et la
compréhension du fonctionnement du précurseur de celui-ci, a savoir le biofilm, est une étape
indispensable. Le biofilm, défini comme un agrégat de micro-colonies de cellules microbiennes
insérées dans une matrice polymeérique extracellulaire, constitue un ensemble complexe et
hétérogéne. De ce fait, la caractérisation multi-échelles des biofilms marins ne peut se faire par
le biais d’un seul type d’analyses. Pour cela, des techniques analytiques ont été développées et

mises en place afin d’étudier ce phénomeéne parmi lesquelles peuvent étre citées les diverses
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techniques de microscopies, de chromatographies ou encore de spectrométries (De Tender et
al. 2017; Favre et al. 2018; Guillonneau et al. 2018; Pan et al. 2010; Quiles et al. 2010).

Au sein d’un biofilm, des signaux chimiques (souvent des molécules de faibles masses
moléculaires) peuvent non seulement controler 1’état physiologique des cellules microbiennes
(densité de population, expression de genes spécifiques) mais ils ont également la capacité de
contréler de nombreux systemes de communication intra- ou interspécifiques (Decho et al.
2011). 1l est maintenant reconnu que cette communication moléculaire (ou quorum sensing)
intervient également dans les interactions entre les micro-organismes et macro-organismes
(algues, larves d’invertébrés, ...) (Yaniv et al. 2017). L’étude de la production métabolique des
biofilms marins constitue un élément-clé dans la compréhension de leur formation, de leur
composition (communautés), de leur adaptation et plus largement dans la compréhension du

phénomene de biofouling (Haras 2005).

L’¢étude de cette composante moléculaire peut étre menée de facon globale via une approche de
métabolomique, la plus récente des techniques dites « omiques ». L'analyse du métabolome
(ensemble des métabolites produits par un organisme) permet a la fois d'identifier et de
quantifier des métabolites qui présentent un intérét intrinseque, ou qui sont le reflet d'une
activité biologique d'intérét a un temps donné (adhésion, communication, mécanisme de
défense ou résistance, protection contre les métaux et les biocides, ...). Les données obtenues
lors d’analyses métabolomiques sont d’une grande utilité pour comprendre les causes et/ou les
effets de processus biologiques au sein d’un organisme (Johnson et al. 2016). Dans le cas des
biofilms marins, ce type d’étude est extrémement utile pour la compréhension de 1’adaptation
du biofilm a son environnement ou a un facteur de stress. Les nombreuses conditions (facteurs
environnementaux, composition du milieu, type de substrat colonisé ...) auxquelles sont soumis
les biofilms engendrent des variations de 1’expression des protéines traduisant des
modifications dans la biosynthése des metabolites produits (Raamsdonk et al. 2001). L’intérét
de I’utilisation de cette technologie est de pouvoir mettre en lumiére la réponse métabolique
d’un biofilm face a un stress particulier (stress hydrodynamique, disponibilité en nutriment,

quorum quenching, pollution, température, ...).

Ces travaux de thése ont deux objectifs principaux : 1) la mise en place, le développement et/ou
le couplage de méthodologies (techniques omiques, dosages colorimétriques, microscopies,
spectrométries) permettant une caractérisation multi-échelles des biofilms marins, 2) apporter

une meilleure compréhension des biofilms marins. Le développement et le couplage de
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méthodologies permettant la caractérisation des biofilms vont, en premier lieu, étre appliques a
des biofilms marins formés in vitro par des souches-modeéles de bactéries marines. A la suite de
cela, I’objectif final est la caractérisation globale d’un biofilm marin formé in situ grace aux

méthodologies développées.

Pour réaliser ces objectifs, ces travaux de these peuvent étre divisés en quatre étapes. Dans un
premier temps, le développement d’une méthode d’annotation originale du métabolome liant
une approche phytochimique « classique » et I’utilisation approfondie de réseaux moléculaires
a été effectué. Dans la deuxieme partie de ce manuscrit, cette méthode d’annotation par réseau
moléculaire a été appliquée dans le cadre d’une analyse métabolomique visant a évaluer
I’impact d’une carence en phosphate sur des biofilms monsopécifiques. Ces données, mises en
relation avec celles obtenues par des techniques colorimétriques, ont permis une caractérisation
biochimique plus globale permettant la mise en évidence de I’effet de la carence en phosphate
sur le métabolome de biofilms formés in vitro par la bactérie marine Pseudoalteromonas
lipolytica. Dans un troisieme temps, une approche multi-omique liant protéomique et
métabolomique a été développée afin de comprendre I’impact du quorum quenching (altération
de la communication bactérienne) sur le métabolisme d’une bactérie modele
(Chromobacterium violaceum). Une large partie des méthodologies mises en place dans les
trois premieres parties ont ensuite été appliquées a des biofilms marins formés in situ. Avec
I’aide  d’autres techniques (microscopiques et spectroscopiques), I’impact de

I’hydrodynamisme sur la formation de biofilms marins naturels a été déterminé.

34



CHAPITRE |

CHAPITRE |

Etude bibliographique

35



CHAPITRE |

36



| CHAPITRE|
A. Biofilms et communautés microbiennes en milieu marin

Cette partie a pour but de présenter la problématique du biofouling, ainsi que 1’étape de
formation des biofilms marins au sein de ce processus naturel complexe. Les surfaces biotiques
et abiotiques en milieu marin sont rapidement colonisées par des microorganismes. La
colonisation de surface ainsi que le développement et la formation de biofilms engendrent de
multiples avantages pour ces organismes, leur permettant de supporter les conditions
biogéochimiques et écologiques critiques dans un environnement marin changeant (Dang and
Lovell 2016). Néanmoins, ces biofilms ont des effets néfastes (biofouling ou la corrosion) vis-

avis de certaines activités humaines en milieu marin.

1. Biofouling
1.1. Définitions

Le biofouling constitue un probléme considérable dans beaucoup d’activités humaines.
Les secteurs de 1’agroalimentaire, de la cosmétique, de la médecine, de la pharmaceutique ou
encore des activités marines sont touchés. Le biofouling est défini comme un phénoméne
naturel qui touche toutes les surfaces immergées, qu’elles soient naturelles ou artificielles
(Flemming 2002). Bien qu’il soit décrit en milieu terrestre ou en eaux douces sur des surfaces
immergées (Uher et al. 2017), le biofouling reste un phénoméne typiquement marin au vu de la
qualité nutritive de I’eau de mer. D’apres cette définition, ce phénomene impacte négativement
les activités humaines dans de nombreux domaines (Schultz et al. 2011).

Le biofouling est un phénomene impliquant des espéces extrémement complexes et
diversifiées. Il est formé par une succession d’étapes plus ou moins indépendantes les unes des
autres et il est généralement initié, dés les premiéres heures d’immersion, par la fixation de
bactéries sur un substrat (Figure 1.1.). Ces dernieres s’organisent ensuite en agrégats, NOMMes
biofilms marins, insérés dans une matrice d’exopolymeres (polysaccharides, protéines, ...)
(O’Toole et al. 2000) qui constitue un élément-clé de la colonisation (Dang and Lovell 2016).
L’organisation en biofilms permet aux micro-organismes de s’adapter rapidement et de faire
face a différents types de stress environnementaux (fort hydrodynamisme, carence en
nutriments, pH, température, agents toxiques...) (Jamal 2015). Les biofilms sont les précurseurs

de I’adhésion de macro-organismes tels que les algues et les invertébrés.
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sec - min heures i heures - jours jours - semaines | semaines - mois
Protéines et Bactéries au Bactéries Bactéries au : Bactéries, Spores : Croi des | Macr g1
carbohydrates stade adhérantes : stade biofilm :d'algues, macroalgues : Balanes, Moules,
créés le film planctonique adhésion irréversible : Diatomées i Tubes de ver
conditionnant adhésion i i

réversible
COLONISATION PRIMAIRE COLONISATION COLONISATION
SECONDAIRE TERTIAIRE

Figure 1.1. : Descriptif des différentes étapes conduisant a la colonisation des surfaces immergées (d’aprés
(\Védie et al. 2021))

1.2. Impact du biofouling en milieu marin sur les activités humaines

Le biofouling est un processus biologique décrit par la colonisation de toute surface en milieu
aqueux (coques de bateaux, structures portuaires, infrastructures pétroliéres) par une large
gamme d’organismes vivants (Figure 1.2.). Ainsi, dans I’environnement marin, les substrats
naturels ou artificiels sont rapidement sujets a ce phénomene d'encrassement biologique
(Brading et al. 1995) qui implique différentes espéces de micro- et de macro-colonisateurs
(Railkin 2003).

Figure 1.2. : Biofouling présent sur diverses structures immergéees en mer. A Coque d’un bateau
(https://www.boatindustry.fr/article/34097/antifouling-durable-des-fonds-europeens-pour-les-nouveaux-

revetements-de-coque). B Epave au large de Porquerolles (10m de profondeur). C Structure portuaire au
Lazaret. D Hydrolienne (https://www.glofouling.imo.org/the-issue)
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1.2.1. Impact écologique

Au cours des derniéres années, les eaux de ballast étaient pointées du doigt comme principales
responsables dans 1’introduction d’espéces non indigénes. En effet, ces eaux de ballast
contiennent différentes espéces qui vont étre vidées aléatoirement dans les ports et les eaux du
monde entier en fonction du trajet du bateau. Néanmoins, certaines recherches suggérent que le
biofouling est un vecteur sous-estimeé et peut représenter le mécanisme le plus courant pour
I’introduction d’espéces indigénes (Leclerc et al. 2018), cela a méme été reconnu par
I’organisation maritime internationale. Compte tenu des dimensions des coques des navires
modernes et du grand nombre de navires marchands (estimé a plus de 55 000 en 2020 par

https://www.statista.com/statistics/264024/number-of-merchant-ships-worldwide-by-type/) il

y a lieu de s’inquiéter sur I’influence du biofouling dans la dissémination d’espéces non-
indigénes a travers le globe (Alghamdi and Cordova 2019). L’introduction d’espéces non-
indigénes va perturber, modifier voire détruire certains écosystemes fragiles. La
« mondialisation » du biofouling a un impact écologique important.

La toxicité des anciennes peintures antifouling a base de TBT (Tributylétain), pour combattre
ce phénomene, a engendré également des effets désastreux sur le milieu marin a proximité des
cales seches et des ports occupés. L utilisation de ce biocide a néanmoins été prohibée de toutes
peintures de bateau en 2008 par I’'IMO (International Maritime Organization) (Almeida et al.
2007) car il présentait un réel danger pour certains spécimens marins comme les huitres (Alzieu
et al. 1986) et les gastéropodes (Birchenough et al. 2002). Néanmoins beaucoup de peintures
antifouling contemporaines utilisent encore les biocides et renferment des substances nocives

pour les espéces marines et I’environnement marin (Bunet 2020).

1.2.2. Impact économique

Toutes les activités marines sont touchées et par conséquence d’importants impacts
économiques vont étre engendrés (Tableau 1.1.). Les biosalissures génerent divers effets
négatifs sur les matériaux et équipements en milieu marin, notamment 1’accélération de la
corrosion (Compere 1999) mais surtout les activités de transport maritime. En effet, un biofilm
d’une épaisseur de 1 mm peut provoquer une diminution de la vitesse d’un navire de 15%
(Callow 1986). Ce phénomene, avec une trés forte colonisation, peut genérer une augmentation
de la consommation de carburant avoisinant les 40% (Schultz et al. 2011) due aux forces de
trainées et a la surcharge pondérale générée. Les différentes structures marines vont subir ce

phénoméne qui va affecter plusieurs domaines (Tableau 1.1.) comme I’aquaculture,
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I’énergétique ou encore les usines de dessalage (Fernandes et al. 2016; Fitridge et al. 2012;
Flemming 1997; Ibrahim 2002; Lane and Willemsen 2004; Schultz et al. 2011; Skovhus et al.
2017).

. . 1,5 & 3 milliards de dollars américains i
Encrassement des structures immergées par an Fitridge et al. 2012

Agquaculture
5 a 10% de la valeur de l'industrie en

Europe (environ 260 Lane and Willemsen, 2004
millions d'euros par an)

Biofouling sur les cages a poissons et les
sites de crustacés

Diminution du transfert de chaleur et~ 7,5% des colts de maintenance d'une

induit la corrosion usine de traitement Ibrehim, 2012

Echange de chaleur

Indusrie de I*huile et du
gaz

Corrosion microbienne 20 a 30% des codits liés a la corrosion Skovhus et al. 2017

Augmentation de la consommation de

carburant de 35 a 50% Schultz et al. 2011

Augmentation de la trainée

Transport maritime
Encrassement de I'eau de ballast avec 1,6 a 4% du co(t d'opération annuel

. TN : | Fernandes et al. 2016
especes non indigenes d'un navire

Biofouling des membranes d'osmose 5 a 20% des codts de fonctionnement

Dessalinisation de I'eau .
inverse du nettoyage

Flemming, 1997

Tableau 1.1. : Tableau récapitulatif de I’impact du biofouling sur les activités humaines en milieu marin (Inspiré
(de Carvalho 2018)).

1.3. Stratégies antifouling

Les revétements antifouling marins développés par le passé contenaient des oxydes
métalliques (étain, plomb, cuivre) comme matiéres actives. Elles ont prouvé une bonne
efficacité, néanmoins elles sont toxiques a faibles concentrations pour un grand nombre
d’organismes (Alzieu et al. 1980) et s’accumulent durablement dans les écosystémes marins.
Pour lutter contre cette colonisation indésirable et trouver des solutions plus respectueuses de
I’environnement, il est nécessaire d’améliorer nos connaissances des mécanismes du
biofouling, et notamment de 1’étape cruciale qu’est la formation des biofilms par les micro-

organismes marins.

A T’heure actuelle, sur le marché, il existe 2 grandes catégories de peintures antifouling : les
revétements a base de biocides qui vont empécher 1’adhésion des organismes colonisateurs

gréce a des agents chimiques et les FRC (Fouling Release Coating) dépourvus de biocides
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(Bressy and Lejars 2014). Fort de million d’années d’expériences, la nature est sans aucun doute
la mieux armée dans la régulation des biosalissures. S’inspirer de cette expérience est donc une
option tout a fait cohérente, c’est ce que 1’on appelle le « biomimétisme ». Pour donner un
exemple, la peau des requins est I'une des premiere surface naturelle étudiée et copiée
(Kirschner and Brennan 2012), celle-ci étant dépourvu d’organismes colonisateurs. Toujours
dans une optique de s’inspirer de la nature, il est démontré que certaines espeéces marines ont
des activités de défense chimique vis-a-vis des colonisateurs. C’est notamment le cas des algues
marines qui possédent un large panel de familles de composés tel que les stéroides, les
alcaloides, les pyroles ou encore les terpénoides (Dahms and Dobretsov 2017). Une algue brune
(Taonia atomaria) a fait 1’objet d’une étude au laboratoire MAPIEM (Université de Toulon,
France), les composés phytochimiques isolés de la surface de I’algue ont révélé des activités
antifouling contre plusieurs organismes colonisateurs (Othmani, Briand, et al. 2016; Othmani,
Bunet, et al. 2016). Une autre stratégie antifouling consiste a interférer le quorum sensing (QS)
c¢’est-a-dire le mode de communication et de perception utilisé par les bactéries. Cette méthode
d’inhibition du QS est nommé quorum quenching (QQ) a pour but de perturber la formation
des biofilms (Paluch et al. 2020) via des enzymes ou autres types de molécules isolées a partir
d'organismes tels que des bactéries, des champignons, des algues et des organismes marins
(Kalia et al. 2015). Par exemple des souches bactériennes isolées de la mer Rouge par (Rehman
and Leiknes 2018) ont montré leur capacité a dégrader les molécules du QS grace a des enzymes

QQ potentielles comme les lactonases et les acylases.

2. Biofilms en milieu marin
2.1. Définitions

Le biofilm est défini comme un assemblage de cellules microbiennes qui est associé, de maniére
irréversible (non éliminé par un ringage doux), & une surface et enfermé dans une matrice
composeée principalement de polysaccharides (Donlan 2002). Il constitue une source d’infection
microbienne qui présente un danger non-négligeable dans le domaine du soin et de la santé. On
a estimé que jusgu'a 80% des infections microbiennes dans le corps humain impliquent des
biofilms. La contamination de matériel médical (cathéters, tubes endotrachéaux ou encore
articulations prothétiques) représente un réel danger : ces biofilms peuvent bioaccumuler des
métaux et des composés toxiques (Hope and Bott 2004). L’utilisation d’antibiotiques est
préconisée afin de combattre ces biofilms mais sont peu efficace, en effet les substances

polymériques contenues dans la matrice sont connues pour retarder la diffusion des
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antibiotiques (Costerton et al. 1999). Bien que présent dans de multiples domaines, c¢’est son
implication dans les difficultés occasionnées concernant les activités marines qui va étre

souligné dans ces travaux.

Les microorganismes sont les premiers éléments colonisateurs des surfaces immergées. La
diversité au sein de ce film précurseur est remarquable, celui-ci est aussi bien constitué de
bactéries, d’archées, de cyanobactéries mais également d’eucaryotes unicellulaires comme les
microalgues (les diatomées notamment), les champignons microscopiques ou encore les
protozoaires (Kanavillil et al. 2015; Pochon et al. 2015). Ces microorganismes, notamment les
bactéries, s'organisent en communautés formant des structures complexes de cellules intégrées
dans une matrice d’exopolymeéres. D'un point de vue chimique, les microorganismes sont
connus pour produire une vaste gamme de métabolites spécialisés présentant diverses activités
biologiques (Favre et al. 2017). La formation de biofilms bactériens est considérée comme une
condition préalable et indispensable a I'encrassement (biofouling) par des organismes plus gros,
tels que les algues et les balanes (Grasland et al. 2003). C’est une stratégie de vie répandue, la
croissance dans de telles structures offre de nombreux avantages biologiques importants. Une
caractéristique importante des biofilms est leur capacité a modifier les propriétés de la surface
a laquelle ils sont attachés. Le biofilm offre un atout majeur pour les microorganismes, en effet
la plasticité phénotypique des bactéries est responsable du succes et de I’omniprésence de la
formation de biofilm (de Carvalho 2018). De plus, il y a de nombreux autres avantages a la
formation du biofilm comme 1’accés aux ressources, la protection contre les prédateurs, les
virus, les toxines chimiques. Pour survivre a la prédation, les cellules des biofilms peuvent
produire des substances chimiques anti-prédateurs tels que la violaceine par exemple, un
puissant composé antiprotozoaire (Matz et al. 2008). La structure du biofilm permet également
une coopération des métabolites et des échanges génétiques ainsi qu’un haut niveau
d’organisation dans les communautés bactériennes. Cet assemblage permet aux
microorganismes de prospérer dans des environnements hostiles ou extrémes (Costerton et al.
1999) ou individuellement le maintien de leur activité et leur survie serai difficile. En effet, les
biofilms constituent la forme de colonisation la plus réussie au monde, ils subsistent sur les
sols, les sédiments, les surfaces minérales, végétales et animales et méme les glaciers. Les
biofilms peuvent méme prospérer dans les zones fortement irradiées des centrales nucléaires
(de Carvalho 2007).
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2.2. Développement du biofilm
2.2.1. Etapes de formation

Un nombre considérablement plus élevé de bactéries a été observé sur les surfaces immergées
que dans 1’eau de mer, ainsi I’importance des surfaces solides pour la croissance et I’activité
des cellules a été reconnue (de Carvalho 2018). De nombreux composés s'accumulent sur les
surfaces immergees et les particules biogéniques sont principalement constituées de restes de
squelettes riches en carbone, par exemple d'organismes planctoniques (Costerton et al. 1995;
Dang and Lovell 2016). Les bactéries peuvent utiliser ces composés comme source de carbone
et d’énergie, de micronutriments et de donneurs/accepteurs d’électrons dans des réactions
métaboliques (Costerton et al. 1995; Dang and Lovell 2016). L’avantage le plus important pour
les bactéries présentes dans les biofilms marins est probablement ’accés a ces ressources.

Le développement du biofilm bactérien se déroule en fonction d’une succession d’événements
biologiques et chimiques spécifiques (Grasland et al. 2003). Ceux-ci incluent : 1) la formation
d'un film de conditionnement dd a I'adsorption de molécules organiques et d'ions présents dans
I'eau de mer & la surface, 2) les interactions de la bactérie pionniére avec la surface conditionnée,
3) l'adhérence de la bactérie, 4) la croissance de la communauté microbienne, maturation en
biofilm et 5) le détachement des cellules (Filloux and Vallet 2003) (Figure 1.3.).

_— Bactéries planctoniques
& P q

Approche de la b
surface
(2]
' “- Interactions

L

©

Adhésion bactérienne \—> m.ﬂ\. J

irréversible

Biofilm

Formation en micro-colonie O

Figure 1.3. : Développement d’un biofilm bactérien sur une surface immergée
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2.2.2. Réle du Quorum Sensing

Un mode de régulation remarquable chez les bactéries est de plus en plus mis en évidence dans
la formation du biofilm, ce mode correspond a la communication entre les bactéries ou
autrement nommeé le quorum sensing (Yaniv et al. 2017). De nombreuses bactéries et archées
utilisent le QS comme mécanisme de communication intraspécifique et interspécifique
specialisé pour la sensibilité, la signalisation et la réponse adaptative. Le QS est caractérisé par
la production de petites molécules de communications appelé auto-inducteurs. Il joue un role
important dans la régulation des interactions initiales des microorganismes a la surface,
I'attachement a la surface microbienne, [linitiation de la formation de biofilm et le

développement du biofilm.,

Plusieurs souches bactériennes, comme Roseobacter ou Chromobacterium, produisent des
homosérines lactones acylées comme signaux de communication lorsqu'elles sont attachées a
des agrégats de neige marine (Gram et al. 2002). De plus, il a été démontré que les bactéries
incapables de synthétiser des molécules de communication inter-bactéries formaient un biofilm
radicalement différent de celui d’une souche sauvage, celles-ci ont perdu leur capacité a resister

a certains traitements (Haras 2005).

Focus - Chromobacterium violaceum (Chapitre 5)

Chromobacterium violaceum est un bacille mobile, anaérobie facultatif, présent dans les sols et
dans I’eau (Duran and Menck 2001), a Gram négatif possédant généralement un seul flagelle
polaire plus un ou deux flagelles latéraux et pouvant pousser sur des milieux nutritif simple
(Kumar 2012). Cette bactérie tellurique est un modéle-type pour I’étude de la biosynthése de la
violacéine (Duran et al. 2016), un pigment naturel présentant des propriétés antibiotiques. De
plus, son génome a déja été séquencé (Brazilian National Genome Project Consortium 2003).
Ce pigment est responsable de sa couleur caractéristique et fait partie d'un ensemble de
composeés libérés par C. violaceum, actifs envers les prédateurs et les compétiteurs. De plus il
a eté démontre que C. violaceum utilise un Quorum sensing a base d’acyl-homosérine lactone
(AHL) (Mion et al. 2021) qui sont des molécules de communication permettant de réguler effets
comme la production de protéases ou encore de composes antimicrobiens tels que la violacéine.

De plus, son mutant CV026 est utilis¢ en tant que biosenseur d’AHLs produits par d’autres
microorganismes grace a sa production de violacéine visible a I’ceil nu (Blosser and Gray 2000;
McClean et al. 1997). C. violaceum ATTC 12472, est un biosenseur capable de produire plus
spécifiquement de la violacéine en présence d’AHLs a longues chaines carbonées (de C1o0a Cis)
(Morohoshi et al. 2008). Ainsi, C. violaceum constitue un excellent modéle pour étudier I’action
inhibitrice de I’enzyme SsoPox sur le QS.
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Cette bactérie est donc un candidat de choix pour une étude du quorum sensing sur le biofilm
étant donné sa production d’AHL impactant le protéome et le métabolome de cet organisme.
La violacéine est un pigment bleu-violet produit par plusieurs bactéries dont C. violaceum
(Duran and Menck 2001), mais également Pseudoalteromonas luteoviolacea (L. H. Yang et al.
2007), Janthinobacterium lividum (Pantanella et al. 2007) ou encore Duganella violaceinigra
(Choi et al. 2015). Cette molécule montre une activité biocide dépendante de la densité
bactérienne vis-a-vis de nombreux organismes, tels que les champignons, les bactéries, les
nématodes et les virus (Duran et al. 2007). La biosynthése de la violacéine chez C. violaceum
est dirigée par un mécanisme de QS utilisant des AHLs ainsi qu’un couple de protéines
cytoplasmiques Cvil/CviR (McClean et al. 1997). Le complexe AHL-CvVIR stimule la
transcription de 1’opéron vioABCDE (August et al. 2000; Balibar and Walsh 2006; Sanchez et
al. 2006) qui exprime cing enzymes : VioA, VioB, VioC, VioD et VioE (Fuller et al. 2016). Au
total, la biosynthése de la violaceéine comprend six étapes : cing réactions enzymatiques (VioA-
E) et une étape non enzymatique de décarboxylation oxydative (Hoshino 2011).

2.3. Composition biologique du biofilm marin
2.3.1. Composition générale

L’¢étude d’un biofilm monospécifique en laboratoire et I’étude d’un biofilm complexe en milieu
marin sont deux approches bien différentes. En effet la diversité des biofilms en milieu marin
est due aux nombreuses especes représentées et notamment des deux types d’organismes
majoritaires que sont les bactéries et les diatomeées (Briand et al. 2012). En plus de ces 2 types
d’organismes, le biofilm peut contenir tout un panel de microorganismes tels que des
procaryotes ou des eucaryotes unicellulaires (diatomées, flagellés hétérotrophes, amibes et
ciliés sessiles), ainsi que des microalgues, des champignons, des protozoaires, des larves
d'invertébrés ou encore des spores d'algues (Diirr and Thomason 2009; Pochon et al. 2015;
Railkin 2003). Chaque biofilm est hétérogene, unique et changeant en fonction de
I’environnement ce qui rend son étude complexe. En effet, la nature des espéces précurseurs du
biofilm est déterminante dans la composition de la matrice et de la diversité du phénotype

exprime.

2.3.2. Diversité bactérienne au sein des biofilms marins

Les bactéries apparaissent comme les microorganismes les plus abondants dans les biofilms

marins, la plupart de celles-ci sont des bactéries a Gram négatif. Des communautés
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protéobacteriennes trés diversifiées sont présentes au sein de celui-ci. Parmi elles, les
Rhodobacteraceae (a-Proteobacteria), les Alteromonodaceae et les Pseudoalteromonodaceae
(y-Proteobacteria) semblaient étre les plus dominantes (Briand et al. 2017; Dang and Lovell
2000). D’autres bactéries appartenant aux Flavobacteriia (Pollet et al. 2018), aux Cyanobcteria,
aux Bacteroidetes (Sanli et al. 2015) ou encore aux Firmicutes (Dobretsov et al. 2013), détectées
par des techniques d’amplification d’ARN, sont également retrouvées au sein de biofilms
marins.

Néanmoins I’abondance de ces communautés peut varier en fonction de différents parametres
et notamment du stade d’évolution du biofilm. Il a été décrit précédemment que toutes surfaces
immergées en milieu marin sont rapidement sujettes (en quelques minutes) a 1’adhésion de
communautés bactériennes. Il apparait que les bactéries pionnié¢res de 1’adhésion sont des
Alteromonas et des Pseudoalteromonas ainsi que des Roseobacter (Dang et al. 2008; Dang and
Lovell 2002; Lee et al. 2008). Le phylum des Proteobacteria étant le plus représenté au sein du
biofilm et aligné des les premiers instants de la colonisation bactérienne, 1’étude d’une bactérie
représentative de ce groupe (Pseudoalteromonas lipolytica) semble plus qu’intéressante pour

ces travaux de these.

Focus - TC8 : Pseudoalteromonas lipolytica (Chapitre 4)

La bactérie marine Pseudoalteromonas lipolytica TC8 (TC : Toulon Collection) a été isolée
dans la rade de Toulon en mer Méditerranée (Brian-Jaisson et al. 2014). Cette bactérie marine
a pour la premiere fois été isolée par (Xu et al. 2010) dans le fleuve Yangtze. Les
Pseudoalteromonas sont décrit comme un genre de bactéries marines a Gram négatif par
(Gauthier et al. 1995). A I’origine, cette espéce de bactérie étaient membre du genre
Alteromonas qui se trouvent dans 1’eau de mer. A noter que le genre Pseudoalteromonas a été
reclassé sous le genre Agricola en raison d'une réorganisation taxonomique basée sur I'analyse
phylogénétique.

Le genre Pseudoalteromonas possede des caractéristiques qui lui sont propres, il regroupe des
bacilles a Gram négatif, motiles (Jouault 2019) via une flagelle polaire simple, possédant un
métabolisme strictement aérobie (Bowman 2007) et produisant des composés antibiotiques
écologiquement et pharmacologiquement pertinents. Cette bactérie marine est utilisée au
laboratoire MAPIEM pour la culture de biofilms monospécifiques in vitro du fait de sa facilité
de croissance (Favre et al. 2017) et elle a fait I’objet de plusieurs études métabolomiques (Favre
et al. 2018, 2019).
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2.3.3. Composition biochimique des biofilms marins

La formation de la matrice du biofilm par les bactéries adhérentes est un eélément-clé
dans le phénomene de biofouling, en effet elle permet une cohésion du biofilm ainsi qu’un
maintien de la structure tout en assurant la protection cellulaire. L’eau représente le constituant
majeur de cet ensemble (50% a 95%) (Siegert 1999) dans laquelle des bactéries (2% a 5%) vont
produire, via des communications intercellulaires, la matrice des biofilms (Flemming and
Wingender 2001) qui représentent la majeure partie de la masse seche des biofilms (plus de
90%) (Flemming and Wingender 2010). La matrice est le matériau extracellulaire,
principalement produit par les organismes eux-mémes, dans lequel les cellules du biofilm sont
incluses. Il consiste en une agglomération de différents types de biopolymeres, appelés
substances polymériques extracellulaires (EPS) (Battin et al. 2001). Les EPS sont exportées de
I’espace intracellulaire pour former la matrice polymérique extracellulaire (Battin et al. 2016),
cette matrice est responsable de I'échafaudage du réseau polymere tridimensionnel (Kavita et
al. 2013) qui permet le maintien de la structure via diverses interactions entre les exopolymeres
(Brian-Jaisson 2014). Les interactions permettant de maintenir 1’unité du biofilm sont des
interactions physico-chimiques faibles (liaisons hydrogénes, interactions électrostatiques et

interactions de VVan der Waals) représentées sur la figure 1.4. (Flemming and Wingender 2010).
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Figure 1.4. : Représentation de la matrice extracellulaire d’un biofilm (a et b). Représentation des types de
liaisons entre les différents exopolyméres (c) (Flemming and Wingender 2010).

2.3.3.1. Matrice des biofilms : les EPS

Les EPS (Extracellular Polymeric Substances) sont définies des 1989 par (Characklis
and Wilderer 1989) comme des « polyméres organiques souvent responsables, dans les
biofilms, de la cohésion des cellules et de leur adhésion sur des substrats ». Depuis, les EPS
microbiens ont été identifiés comme responsables de la fixation de micro-organismes sur une
matrice et donc de la formation de biofilms stables. De maniére plus imagé, si les biofilms sont
métaphoriquement comparés a une « ville des microbes » (Watnick and Kolter 2000), on peut

représenter les EPS comme la « maison des cellules du biofilm » qui assure la protection.
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Composition chimique des EPS

Les EPS sont principalement composées de macromolécules formeées par polymérisation,
mais peuvent aussi contenir des groupements non polymérises de faible poids moléculaire qui
modifient fortement la structure et les propriétés physico-chimiques des EPS. Derriére le terme
EPS se cache de nombreuses substances connues mais certaines ne sont pas encore clairement
identifiées du fait de la grande variété de composés dans la matrice qui peuvent étre difficiles a
isoler et analyser. (Flemming and Wingender 2010) ont affecté ces EPS comme la « matiere
noire » des biofilms, néanmoins méme s’il reste des zones d’ombre sur la caractérisation précise
de la totalité des composés, les majoritaires sont identifiés. Ce mélange complexe de
biomolécules est composé de : polysaccharides (Sutherland 2001), protéines, acides nucléiques
(ADN, ARN) (Jahn et al. 1999; Palmgren and Nielsen 1996) et lipides (Gehrke et al. 1998)
(Tableau 1.2.). La libération de ces composés a I’extérieur de la cellule, afin de former la
matrice, est effectuée grace a divers processus : sécrétions actives, libération spontanée a la

surface cellulaire, la libération de vésicules membranaires ou encore la lyse cellulaire.

Polysaccharides 40-95%
Protéines <1-60%
Acides nucléiques <1-10%
Lipides <1-40%

Tableau 1.2. : Composants chimiques principaux de la matrice exopolymérique d’un biofilm

Les exopolysaccharides sont des polymeéres présentant des masses moléculaires élevees
allant de 500 a 2000 kDa (Denkhaus et al. 2007). Les exopolysaccharides microbiens sont de
longues molécules linéaires ou ramifiées, ce sont soit des homopolysaccharides soit des
hétéropolysaccharides (Czaczyk and Myszka 2007). Les protéines, quant a elles, peuvent étre
classées en deux types : les protéines enzymatiques et les protéines non enzymatiques qui ont
des réles bien différents au sein du biofilm. Peu de travaux ont été réalise sur la caractérisation
des lipides de la matrice, la plupart de ces lipides sont mentionnés comme étant des
exopolymeres comme les lipopolysaccharides (LPS) qui sont les principaux composants des
bactéries a gram négative. D’autres lipides de plus faible masse moléculaire (<1500 Da) sont
présents dans cette matrice comme des phospholipides et ont commencé a étre étudiés que trés
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récemment (Favre et al. 2018). On retrouve également de I’ADN extracellulaire qui peut
provenir de la lyse cellulaire ou d’une sécrétion active par des bactéries vivantes lors du

développement du biofilm (Brian-Jaisson 2014).

Malgré des similarités entre les biofilms, leur composition et leur quantité en EPS vont
varier en fonction du type de microorganisme (Kavita et al. 2013), de I’age du biofilm (Zhang
et al. 2010), des conditions environnementales (Villeneuve et al. 2011; Vu et al. 2009) et
également du type de substrat. De plus, la distribution de ces composés est hétérogéne au sein
du biofilm. Selon leur distribution spatiale, les EPS peuvent étre subdivisés en plusieurs
groupes. On retrouve les EPS solubles, faiblement liés avec les cellules ou dissous dans la
solution, également dénommeés EPS colloidaux. Ces derniers ont une structure souple et de
faible densité (Yu et al. 2018; Zhang et al. 2010), ils sont plus sensibles a leur environnement
du fait de leur localisation en périphérie du biofilm (Zhang et al. 2010). En se rapprochant du
centre de la matrice, on va retrouver les EPS liés (structure EPS double couche dynamique)
(Sheng et al. 2010) se subdivisant en deux catégories : les EPS faiblement liés (ou lachement
liés) et les EPS fortement (ou étroitement) liés (Chen et al. 2013). Les plus a méme de subir une
dégradation sont dans I'ordre les EPS colloidaux, faiblement liées puis fortement liées. La
matrice d'EPS forme donc une structure en bicouche se divisant en 3 types d’EPS (Chen et al.
2013; Poxon and Darby 1997; Yu et al. 2009).

Réle des EPS

La production d’EPS pour les bactéries adhérentes a un substrat est trés rapide, cette
production catalysée par les molécules de communications intercellulaires permet de créer un
environnement stable et forme un « toit » protecteur pour les bactéries (de Carvalho and
Fernandes 2010). Les EPS déterminent les conditions de vie immédiate des cellules du biofilm
vivant dans ce microenvironnement en modifiant la porosité, la densité, la teneur en eau, la
charge, les propriétés de sorption, le caractere hydrophobe et la stabiliteé mécanique (Flemming
et al. 2007). Ces composeés sont primordiaux pour la survie des bactéries et a leur adaptation a
I’environnement (Decho 2000), en effet les biofilms ont une capacité exceptionnelle a s’adapter
a des conditions environnementales extrémes (température, pH, exposition aux rayonnements
ou encore biocide) (Nichols et al. 2005) en modifiant notamment leur composition chimique
notamment face a un stress osmotique ou une carence en nutriments (azote, phosphate, soufre

ou potassium).
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Les EPS sont primordiaux lors de la formation et la pérennité du biofilm, les fonctions
premicres de ces composés sont la protection et 1’adaptation du biofilm en fonction de
I’environnement, la cohésion et la stabilité au biofilm (Higgins and Novak 1997) et 1’adhésion
irréversible du biofilm sur le substrat. De plus, les EPS participent a de nombreuses autres
fonctions a savoir : piéger les nutriments et minéraux qui favorisent la croissance bactérienne,
la stabilisation des enzymes extracellulaires en amortissant les fluctuations de pH et de salinité,
I’échange d’informations génétiques, la protection contre la prédation (de Carvalho and
Fernandes 2010; Decho and Gutierrez 2017), ou encore la rétention en eau (Wingender et al.
1999). La forte diversité des polysaccharides et des protéines est de plus en plus étudiée et fait
ressortir certaines capacités comme la régulation de la synthese de la matrice (Branda et al.
2006). 1l a également été suggéré par (Zhang and Bishop 2003) une utilisation plus rapide des
polysaccharides que des protéines lorsque le biofilm est dans un été de restriction. De
nombreuses recherches ont démontré la large gamme d’avantages proposés par les EPS, les
composés variés de cet ensemble permettent 1’obtention de différentes fonctions du biofilm,
celles-ci sont détaillées dans le tableau 1.3. inspiré des travaux de (Flemming and Wingender
2010).
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Adhésion

Permet les premiéres étapes de la colonisation des surfaces biotiques et
abiotiques par les cellules planctoniques, ainsi que la fixation a long terme de
biofilms sur des surfaces

Polysaccharides, protéines, ADN, lipides
et molécules amphiphiles

Agrégation de cellules bactériennes

Permet le pontage entre les cellules, I'immobilisation temporaire des
populations bactériennes, l'augmentation de la densité cellulaire et la
reconnaissance cellule-cellule

Polysaccharides, protéines, ADN,
phospholipides

Cohésion et maintien de l'intégrité du
biofilm

Forme un réseau de polymeres hydratés (la matrice du biofilm), assurant la
stabilité mécanique des biofilms et, par le biais de la structure des EPS,
déterminant I’architecture du biofilm et permettant la communication

Polysaccharides, protéines (non
enzymatiques) et ADN

Rétention d'eau

Maintient un micro-environnement hautement hydraté autour des organismes
du biofilm, leur permettant de tolérer la dessiccation dans des environnements
déficients en eau

Polysaccharides hydrophiles et protéines

Barriére protectice

Confere une résistance aux défenses non spécifiques et spécifiques de I'hote
au cours d'une infection, une tolérance a divers agents antimicrobiens

Polysaccharides et protéines

Sorption de composés organiques

Permet I'accumulation de nutriments provenant de I'environnement et de la
sorption de xénobiotiques (contribuant ainsi a la désintoxication de
I'environnement)

Polysaccharides chargés ou hydrophobes
et protéines

Sorption des ions inorganiques

Favorise la formation d'un gel de polysaccharide, I'échange d'ions, la
formation de minéraux et I'accumulation d'ions métalliques toxiques
(contribuant ainsi & la détoxification de I'environnement)

Polysaccharides et proteines chargées, y
compris les substituants inorganiques tels
que le phosphate et le sulfate

Activité enzymatique

Permet la digestion de macromolécules exogenes pour I'acquisition de
nutriments.Permet la dégradation des EPS structurel, permettant la libération
de cellules & partir de biofilms

Protéines

Source de nutriments

Fournit une source de composés contenant du carbone, de I'azote et du
phosphore utilisé par les communautés bactériennes des biofilms

Potentiellement tous les EPS

Echange de I'information génétique

Facilite le transfert de génes horizontals entre les cellules de biofilm

ADN

Accepteur et donneur d'électrons

Permet une activité rédox dans la matrice de biofilm

Protéines

Exportation de composants
cellulaires

Libére du matériel cellulaire en raison du renouvellement métabolique

Vésicules membranaires contenant des
acides nucléiques, des enzymes, des
lipopolysaccharides et des phospholipides

Exces d'énergie

Stocke I'exces de carbone dans des rapports carbone/azote non équilibrés

Polysaccharides

Liaison d'enzymes

Entraine I'accumulation, la rétention et la stabilisation des enzymes gréace a
l'interaction avec les polysaccharides

Polysaccharides et enzymes

Tableau 1.3. : Fonctions des EPS impliqués dans la matrice de biofilms bactériens. (Inspiré (de Carvalho 2018)).

2.3.3.2. Autres molécules présentes aux seins du biofilm

Meétabolites liés au Quorum sensing

D’autres types de composés de faible masse moléculaire jouent un réle trés important

dans la formation du biofilm comme les peptides ou les enzymes. Les bactéries utilisent

également des signaux moléculaires pour communiquer c’est ce qu’on appelle le « quorum

sensing » découvert il y a environ 40 ans. On sait par exemple que de nombreuses bactéries

Gram-négatives fabriquent des acyl-homoseérine lactone (AHL) (Stickler et al. 1998)
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responsables de la communication intercellulaire et donc du début de la production
d’exopolymeres. Depuis d’autres molécules représentatives de la communication intercellulaire

ont été identifiées régulant diverses fonctions, ces molécules sont décrites dans le tableau 1.4.

Signal et structure Organisme représentatif Fonction régulée
N-acyl-homosérine lactone g . . .
4 (AHL) Vibrio fisheri Bioluminescence
o Agrobacterium tumefaciens Transfert de plasmide
R O I(} Erwinia carotovora Virulence et production d'antibiotique
WN Pseudomonas aeruginosa Virulence et formation de biofilm
H Burholderia cepacia Virulence
Furanosylborate (AIP-I1) Vibrio harveyi Bioluminescence
HO, OH
J8l
e} o]
HO OH
(o]
HO
Thiolactone cyclique (AIP-11) Staphyloccoccus aureus Virulence
i
S-C

Gly—Val—Asn—Ala—Cys—Ser—Ser—Leu—Phe

Méthyl ester acide Raistonia solanacearum Virulence
hydropalmitique (PAME)

P N NN NN
Acide méthyl-dodécénoique Xanthomonas campestris Virulence
(DSF)
W(‘)‘
— TC—OH
Acide farnésoique Candida albicans Transition dimorphique et virulence
i
X N Xx_C—OH
3-hydroxytridécane-4-one Vibrio cholerae Virulence
W
OH

Tableau 1.4. : Récapitulatif des métabolites identifiés intervenant dans la communication intercellulaire au sein
d’un biofilm. Inspiré de (Microbiologie de Prescott)

Autres métabolites

D’autres composes de faible poids moléculaire interviennent dans la matrice et ont des réles
importants dans la cohésion et la formation du biofilm. La détection et I’identification de ces
molécules sont, pour la plupart, identifiés grace a des techniques de spectrométries de masse.
Des lipides de faible masse moléculaire sont retrouves dans les biofilms marins a savoir les
glycines lipides, les lipides diamines, les ornithine lipides ou encore les
phosphatidyléthanolamines (Favre et al. 2018), ces composés jouent un réle dans la stabilité de
la paroi membranaire des bactéries. Ces petites molécules présentes au sein des biofilm restent
peu étudiees, néanmoins elles jouent un réle clef pour une meilleure compréhension du

fonctionnement des biofilms. L’étude par métabolomique des métabolites dans les biofilms
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marins n’en n’est qu’a ses tout débuts. C’est pourquoi 1’étude de ces composés et la création

d’une base de données interne est un enjeu majeur de ces travaux de thése.

2.4. Impact de I'environnement sur les biofilms marins

La formation de ces structures complexes est influencée par de nombreux facteurs
environnementaux et donc spécifique dans des conditions de croissance déterminée. La
formation de biofilm peut étre affectée par 3 variables en milieu marin : le type de surface
(matériaux) colonisée, les variables spatiales et temporelles et les parameétres physico-
chimiques (Coclet 2019).

Les types de surfaces colonisables sont trés diverses et chacune est caractérisée par des
propriétés physico-chimiques qui lui sont propres. Il est de circonstance d’affirmer que les
bactéries ont développé des mécanismes adaptatifs dans la colonisation d’un large panel de
surfaces, néanmoins le type de surface influence également le type de bactéries colonisatrices
et parallelement les caractéristiques du biofilm formeé (Salta et al. 2013). En plus du type de
substrat, le biofilm peut étre influencé par la rugosité, 1’hydrophobie ou encore la couleur du
substrat (Dobretsov et al. 2013).

L’effet du type de substrat sur les communautés n’est plus a prouvé, néanmoins d’apres
certaines études récentes, les variations spatiales et temporelles des parametres
environnementaux auraient d’avantage d’influence sur la composition des biofilms marins (Lee
et al. 2014; Oberbeckmann et al. 2014). En effet, la diversité de composition des biofilms
marins peut s’expliquer par la localisation géographique (Zhang et al. 2019), la profondeur
(Bellou et al. 2012) ou encore la saisonnalité (Pinnell and Turner 2020; Witt et al. 2011). La
différentiation du biofilm dans ces différentes conditions est di a la variation des parametres
physico-chimiques. Quel que soit I’espace ou la temporalité dans lequel le biofilm se forme, il
est confronté a un large panel de parametres qui vont le moduler, a ce titre chaque biofilm est
différent. De ce fait, les scientifiques utilisent des sondes pour mesurer ces parametres et
connaitre leurs impacts. Les parametres les plus fréqguemment observés sont : la qualité et la
quantité des nutriments disponibles (Lawes et al. 2016), la concentration de certains métaux, la
salinité, la température, le pH, I’oxygéne dissous (Briand et al. 2017; Lau et al. 2005) ou encore
I’hydrodynamisme. L’étude de (Belando et al. 2017) a permis de mettre en évidence 1I’impact
de certains métaux (Zn et Pb) et nutriments (N et P) sur des biofilms marins in situ. Les

experiences réalisées ont pu conclure que les métaux semblaient agir comme un facteur sélectif
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des especes tolérantes aux métaux, et les nutriments favorisaient la prolifération de certaines
espéces formant des colonies en zigzag (Neosynedra provincialis), des tubes muqueux
(Berkeleya spp.) et des diatomées mobiles (Navicula salinicola, Nitzschia incognita),
conséquence de la formation de biofilms avec une architecture plus complexe.

L’hydrodynamisme est un facteur trés important pour connaitre 1’évolution du biofilm sur les
structures humaines immergées comme les bateaux ou les hydroliennes. Une étude réalisée par
(Catéo et al. 2019) a mis en évidence, avec succes, 1’influence des forces hydrodynamique sur
le biofilm. Dans cette étude, 3 modes d’immersions (dynamique, cyclique et statique) ont été
testés dans la baie de Toulon (Mer Méditerranee). Ces forces hydrodynamiques ont affecté la
composition de la communauté procaryote mais également limité la densité cellulaire et par
conséquent retardé la maturation du biofilm. Etant peu étudiée pour des questions techniques
et expérimentales, une étude sera consacrée a I’impact de I’hydrodynamisme sur la formation
de biofilm marin dans cette these afin de mettre en lumiére son impact sur la qualité et la

quantité de biofilm formé.
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B. Analyses biochimiques des biofilms marins
1. Les approches « -omiques »

Le suffixe « -ome », qui vient du grec -6ma [-ome, -oma], entre dans la composition des mots
désignant un ensemble ou un systeme ; quant au suffixe « -omique », il se rapporte a la science
qui étudie cet ensemble. Le terme « méta-omique » désigne 1’ensemble des technologies
permettant d’appréhender des systémes biologiques complexes et dynamiques dans leur

globalité.
1.1. Généralités

Les études méta-omiques peuvent utiliser une technique ou en combiner plusieurs pour
répondre a une multitude de questions (Morgan and Huttenhower 2014); le but étant de fournir
une vue générale d’un phénomeéne au sein d’un systeme biologique spécifique (Zhang and Chen
2012). Au cours des dernieres décennies, les améliorations continues de certaines technologies
telles que le séquencage a haut débit, la spectrométrie (spectrométrie de masse, Résonance
magnétique nucléaire(RMN)) ou encore la chromatographie permettent maintenant d’analyser
des échantillons complexes avec toujours plus de précision et des temps d’analyse de plus en
plus courts. Ainsi, superposés les différents niveaux «omiques» (génomique,
transcriptomique, protéomique, métabolomique) permettent d’offrir un apercu global de toute

I’activité moléculaire au sein d’une cellule (Figure 1.5.).

Géne (ADN) GENOME

! !

Transcrit (ARN) TRANSCRIPTOME

Génomique

Transcriptomique

Protéine PROTEOME

Protéomique

Métabolite METABOLOME

l Sciences "omiques"

PHENOTYPE

Figure 1.5. : Représentation de la cascade « omique »

Métabolomique
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Cette approche n’offre rien de moins qu’un panorama complet des différents processus
biologiques ou un schéma élargi avec les différents détails, variations ou anomalies qui différent

entre différents individus ou échantillons.

1.2. Génomique — Transcriptomique

En génétique, le phénotype décrit I’ensemble des caracteres observables d’un organisme, il est
le point de conclusion de toute la cascade « -omique ».

Le génome désigne I’ensemble des genes et de ’ADN présents au sein des cellules d’un
individu. La génomique est la base de la cascade « -omique », elle a pour vocation d’analyser
les génomes via I’étude de leur structure, de leur organisation et de leur fonctionnement. Les
premieres cartes génétiques et I’¢tude des genes chez I’Homme sont apparues dans les années
1980 permettant une premicre localisation des geénes et depuis une vingtaine d’années, la
génomique bouleverse la recherche en génétique et en biologie (Bidanel et al. 2008). Les
progres technologiques pour I’analyse de I’ADN ont permis de ne plus travailler sur des génes
pris un par un mais d’étudier I’ensemble du génome et de son expression. Par opposition avec
la génétique, qui étudie spécifiquement les génes et leur hérédité, la génomique s’intéresse a la
quantification et a la caractérisation de 1’ensemble des geénes responsables de la production de
protéines d’un organisme (Barbier Saint-Hilaire 2019).

La génomique constitue une avancée majeure, notamment dans le domaine de la santé ou elle
permet d’approfondir les prédispositions génétiques de certaines pathologies, telles que les
tumeurs cancéreuses (Abida et al. 2019). Elle représente un espoir pour ’amélioration du

diagnostic et du traitement pour un grand nombre de pathologies (Pang 2002).

En ce qui concerne plus précisément les biofilms marins, la génomique constitue une approche
qui a été utilisée pour améliorer notre compréhension de ces consortia de microorganismes,
principalement dans le but de déterminer la diversité bactérienne présente (Grimaud et al. 2012;
Lee et al. 2003; Majzoub et al. 2021).

Les progres de la génomique ont engendré, par effet boule de neige, le renouvellement des
¢tudes transcriptomiques. En effet, les premicres tentatives d’étude de I’ensemble du
transcriptome ont vu le jour au début des années 1990 et les progres technologiques qui ont
suivi quelques années plus tard ont conduit a faire de la transcriptomique une discipline de plus

en plus répandue (Lowe et al. 2017). La transcriptomique vise a étudier le transcriptome d’un
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organisme, en d’autres termes la somme de toutes ses transcriptions d’ARN. Le génome d’un
organisme contient 1’ensemble du contenu informationnel qui est ensuite exprimé par
transcription. C’est I’ARN messager (ARNm) qui sert de molécule intermédiaire transitoire. Il
faut retenir que la transcriptomique donne une image, a un instant donné, de la totalité des
transcriptions présentes dans une cellule ou plus largement dans un échantillon. Actuellement,
la technologie la plus répandue pour identifier et quantifier les transcrits d’un ou plusieurs
individus est le séquengage a haut débit de I’ARN, appelée également RNA-seq (Lopez-
Maestre et al. 2017).

Cette technique, souvent associée a la génomique (Zhang et al. 2016), a également sa place
dans le panel des techniques utilisées pour la caractérisation des biofilm marins (Rodrigues et
al. 2018 ; Chavez-Dozal et al. 2021). Pour citer un exemple, une publication récente de Wang
et al. 2021 a notamment utilisé ’analyse transcriptomique comparative étudier la transduction
du signal, via des molécules du QS, dans la formation de biofilm marins. Cette étude par
transcriptomique a démontré I’importance des molécules de signalisation dans le

développement des biofilms marins.

1.3. Protéomique

La protéomique constitue le 3¥™ maillon de la cascade « -omique », elle a pour but d’analyser
I’ensemble des éléments traduits par les ARNm, c’est-a-dire le protéome qui correspond a
I’ensemble des protéines d’un échantillon dans des conditions données. Complémentaire aux
sciences « -omique » précédentes, la protéomique émerge au milieu des années 1990 (Wasinger
et al. 1995; Wilkins et al. 1996). Son succes est lié au fait que la protéine, produit final du géne,
est plus représentative de la fonction d’une cellule que le géne lui-méme (Zaccaria 2013).
Décrire et quantifier I’expression des protéines sous I’influence de certaines conditions définies
permet de mieux comprendre les mécanismes moléculaires impliqués dans les grandes
fonctions cellulaires et la physiologie des organismes vivants. Pour répondre a cet enjeu,
diverses technologies de pointe ont été développées telles que 1’électrophoreése ou la
chromatographie liquide couplées a la spectrométrie de masse. Cette derniere est décrite comme
I’outil le plus complet et le plus polyvalent pour 1’étude de la protéomique a grande échelle
(YYates et al. 2009). Le développement de ces techniques est primordial pour étudier I’ensemble
d’un protéome, a titre de comparaison le génome humain comporte 27 000 genes contre

700 000 protéines différentes estimées.
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L’analyse du protéome d’un organisme refléte donc 1’expression de son génome dans des
conditions et en un temps donné. Ainsi, une fonction essentielle des protéines est d’alimenter
la cellule en métabolites, ceux-ci jouant des roles primordiaux dans le maintien et le

fonctionnement d’un organisme (Hermier and Mariotti 2018).

La protéomique a été récemment utilisée dans plusieurs études portant sur des biofilms marins
(Chandramouli et al. 2013; Romeu et al. 2021; Wu et al. 2021). Pour citer un exemple, elle a
permis de comparer 1’expression protéique induite, en mode planctonique et en mode biofilm,
par la bactérie Pseudoalteromonas sp. La protéomique a permis la mise en lumieres de plusieurs
protéines cytosoliques régulées differemment entre le mode biofilm et planctoniques. D’aprés
Ritter et al. 2012), cela reflete probablement des changements métaboliques concernant
I'absorption d'azote, la biosynthése des acides aminés ou encore le cycle des acides

tricarboxyliques.

1.4. Métabolomique

Derniére-née des sciences «-omique » (Tautenhahn, Patti, et al. 2012), la
métabolomique a pris son essor a la fin des années 1990 a la suite du développement des
techniques «omiques » vues précédemment (Nicholson et al. 1999). Sur le plan
méthodologique, une analyse métabolomique a vocation d’établir, en un minimum d’étapes et
en un minimum de temps, une image exhaustive du profil métabolique d’un échantillon. Le but
est de caractériser qualitativement (donner une structure chimique ou un nom) et
quantitativement (fournir une quantité, une teneur, une concentration) tous les analytes d’un
échantillon afin de caractériser les phénotypes biochimiques du systéme étudié (Hounoum et
al. 2016).

Gréace aux récentes avancees de technologies telles que la chromatographie ou la
spectrométrie de masse, la métabolomique offre la possibilité d'obtenir une vue, aussi complete
et précise que possible, d'un grand ensemble de métabolites appelé métabolome. Le
métabolome d’un échantillon biologique refléte I’état métabolique des cellules en lien avec la
spécificité de leur patrimoine génétique et du contexte environnemental. Le terme métabolome
désigne I’ensemble des molécules organiques de faible masse moléculaire (de nature non
polymérique) présentes dans un organisme, ou plus généralement dans un échantillon
biologique (Cristobal et al. 2014; Oliver et al. 1998).
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Deux grands types d’approches métabolomiques sont définies. Une étude métabolomique peut-
étre ciblée, c’est-a-dire orientée spécifiquement vers I’analyse d’une famille précise de
métabolites a détecter et a quantifier. Ce type d’étude est souvent utilisé pour répondre a un
questionnement bien précis li¢ a la variation d’un ou plusieurs métabolites d’intéréts et nécessite
I’utilisation de standards chimiques. L’approche métabolomique non-ciblée ou globale est

quant a elle utilisée sans a priori sur la nature chimique des analytes.
1.5. Approches multi-omiques et autres approches omiques

Les sciences « omiques » étant trés récentes, leur association I’est d’autant plus. Ainsi,
I’évolution du nombre d’études scientifiques utilisant des approches multi-omiques a connu

une augmentation exponentielle depuis 2015 (Figure 1.6.).
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Figure 1.6. : Courbe de 1’évolution de publications traitant de la multiomique (Nombre de citations a la
recherche TOPIC = « MULTIOMIC OR MULTI-OMIC* » dans WoS 07/09/2021)

Les approches multi-omiques visent a donner un panorama complet des processus biologiques
permettant de déceler des variations entre individus (Beale et al. 2016) (Figure 1.7.). Elles
utilisent la bio-informatique et les statistiques pour aborder un phénoméne biologique dans son
ensemble (Paul et al. 2019). Il existe également d’autres approches « -omiques », plus
spécialisees, telles que la lipidomique (uniquement basée sur les lipides) (Holcapek et al. 2018),
la fluxomique (analyse des flux métaboliques) (Gopalakrishnan et al. 2020), la
toxicogénomique (génomique appliquée a I’identification des genes affectés par 1’exposition de

la cellule a une substance toxique) (Chen et al. 2012), la nutrigénomique (compréhension des
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effets de I’apport alimentaire sur la santé) (Tucker et al. 2013), la glycomique (étude des sucres
et de leurs activités) (Ruhaak et al. 2018) ou encore la foodomique (discipline étudiant les

domaines de 1’alimentation et nutrition dans le but d’améliorer le bien-étre et la confiance des

consommateurs) (Valdés et al. 2013).
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Figure 1.7. : Schématisation des différents processus biologiques étudiés grace aux sciences « omiques » au sein
d’une cellule (inspiré de Science & Vie n° 1242)

Dans la littérature, il existe de nombreux exemples récents d’études multi-omiques combinant
différents niveaux d’intégration. La plupart d’entre-elles combinent deux jeux de données
omiques différents. Dans la majeure partie des cas, ces analyses combinent, d’une part, des
ensembles de données de génomique/transcriptomique avec, d’autre part, une matrice de
données obtenue par protéomique (Chai et al. 2017; Wood et al. 2017) ou métabolomique
(Schornetal. 2021; H. C. Wu et al. 2017). Ces études ont pour vocation de démontrer comment
le métabolisme fonctionnel (génomique) ou I’expression des genes (transcriptomique) agissent
sur I’expression des protéines et des métabolites produits en aval de la cascade « omique ». De
plus en plus d’études combinant protéomique et métabolomique voient également le jour ; elles
visent notamment a mieux décrire les voies de biosynthése de métabolites d’intérét (indole-3-
acetonitrile, leucine, ...) au sein des organismes ¢tudiés (Chen et al. 2012; Der Agopian et al.
2020).
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Du fait de I’émergence trés récente des approches multi-omiques et des multiples appareillages
et connaissances requis, rares sont les travaux combinant plusieurs analyses omiques et portant
spécifiqguement sur les biofilms marins (Favre et al. 2017). Des travaux trés récents utilisent
cette combinaison de technologie pour répondre a des problématiques actuelles, par exemple la
formation de biofilms sur les plastiques en milieu marin. La métagénomique a en premier lieu
permis de détecter un grand nombre d'enzymes codees impliquées dans la dégradation du
polytéréphtalate d'éthyléne (PET). L’analyse combinée par protéomique et métabolomique a
ensuite conduit & la proposition d’une voie de dégradation du PET par certaines familles de
bactéries (Alteromonodaceae, Thalassospiraceae, Alcanivoraceae et Vibrionaceae) (Wright et
al. 2021), mettant ainsi en évidence le potentiel de biodégradation des debris plastiques par les

communautés bactériennes en milieu marin.

2. Métabolomique

La métabolomique, définit précédemment, est dirigée par un ensemble d’hypothéses qui visent,
de maniére non spécifique, & annoter de maniére globale I’ensemble du métabolome d’un
organisme (Patti, Yanes, et al. 2012; Zamboni et al. 2015). Le but de cette partie du manuscrit
est de présenter 1’intérét d’utiliser une approche métabolomique, notamment dans le cadre de
I’étude des biofilms marins, mais également de décrire de fagcon détaillée et spécifique le

déroulement d’une analyse métabolomique menée par LC-MS.

2.1. Intéréts et enjeux

Au cours des derniéres années, la derniere des sciences omiques est de plus en plus utilisée et
développée (Figure 1.8.).

En effet, la métabolomique permet le développement d’outils analytiques a I’interface entre la
biologie et la chimie, des biostatistiques et de la bioinformatique. Ces données sont valorisables
dans de nombreux domaines des sciences du Vivant tels que la médecine personnalisée ou
clinique (pour identifier des biomarqueurs de pathologie), les etudes environnementales (afin
de caractériser la réponse du métabolome d’un organisme en fonction de son environnement),

la recherche en sciences du végétal, I’agroalimentaire, et les biotechnologies.
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Figure 1.8. : Evolution du nombre de publications traitant du métabolome (Nombre de citations a la recherche
TOPIC = « METABOLOM* » dans WoS 14/09/2021)

D’un point de vue écologique, il est possible, au sein d’un méme génotype, de mettre en
évidence une variabilité phénotypique vis-a-vis de facteurs tels que la disponibilité en
nutriments, la présence de polluants, la température ou encore les interactions biotiques
(Sardans et al. 2011).

2.2. Métabolomique et biofilms marins

L’écologie chimique marine constitue un domaine d’étude récent qui traite du role de la
communication chimique au sein des écosystemes marins. Les molécules exprimées par les
organismes peuvent jouer un réle primordial dans la fagon dont ces derniers vont se comporter
(recherche de nourriture, défense, reproduction...) dans leur milieu (Hay 2009).

Au niveau des biofilms marins, la métabolomique est aussi utilisée pour I’étude de biofilms
modeles cultivés en laboratoire (généralement en cultures mono-souches) que sur des biofilms
complexes formés in situ. Par exemple, dans le cas de cultures de la bactérie marine
Pseudoalteromonas lipolytica TC8, la métabolomique a permis de souligner des disparités du
métabolome, et notamment de la composition lipidiqgue membranaire, en fonction du mode de
culture (biofilm/planctonique). Ainsi, une surproduction de phosphatidyléthanolamines (PE) a
été observée en mode biofilm tandis que des aminolipides, de type ornithine lipides (OL),
étaient plus spécifiquement biosynthétisés dans les cultures planctoniques de P. lipolytica TC8
(Favre et al. 2018). Dans le cas de biofilms complexes formés in situ sur différents types de
revétements au niveau de deux sites contrastés lors d’un suivi saisonnier, 1’approche
métabolomique a montré une nette discrimination en fonction de 1’origine géographique des

échantillons, et ce en accord avec les données de métabarcoding 16S. Dans un second temps,
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alors qu’une nette divergence dans la composition des communautés bactériennes était observée
en fonction des saisons, la métabolomique a plut6t mis en avant une discrimination biochimique

des biofilms suivant le type de surface utilisé (Briand et al. 2018).

2.3. Déroulement d’une analyse métabolomique non ciblée par LC-MS

Les outils analytiques utilisés en métabolomique sont la résonance magnétique nucléaire
(RMN) ou les techniques chromatographiques couplées a la spectrométrie de masse (GC-MS
et LC-MS) (Roux et al. 2011). Différents types de chromatographies ont été utilisés pour des
études de métabolomique parmi lesquelles la chromatographie en phase gazeuse ou la
chromatographie en phase liquide (Patti 2011; Soga et al. 2003), le choix se faisant notamment
en fonction du type des métabolites présents dans les échantillons étudiés.

La spectroscopie RMN est également utilisée pour la métabolomique, elle fournit une large
couverture du métabolome ainsi qu’une analyse quantitative, rapide et non destructive (DeFeo
et al. 2011). Cependant seuls les composés présents en quantités suffisantes (de ’ordre du
millimolaire) sont analysables par RMN. De plus, la principale limite de la RMN est son
manque de sensibilité par rapport a la spectrométrie de masse (Dunn et al. 2013; LeVatte et al.
2021) (Figure 1.9.). Ces limites ne permettent pas a la RMN d’étre la technique numéro 1 pour
une analyse non ciblée. La plupart des études en RMN sont focalisées sur la découverte de
biomarqueurs plutdt que sur une analyse compléte du métabolome. La spectrométrie de masse
couplée a la chromatographie en phase gazeuse (GC-MS) présente certains avantages pour une
analyse métabolomique, en effet elle convient au composés apolaires et volatils et I’élucidation
de la structure des composés et facilité par 1’existence d’une base de données universelle.
Néanmoins cette technique nécessite une préparation d’échantillons plus élevé et la
fragmentation extensive conduit a une redondance dans les informations générées et des ions
moléculaires difficilement identifiables (Courant et al. 2014).

La spectrométrie de masse couplée a la chromatographie en phase liquide (LC-MS) est la plus
communément utilisée pour la métabolomique non-ciblée car elle présente 1’avantage
d’analyser un vaste pool de métabolites avec une sensibilité et une résolution élevée (Want et
al. 2007). En effet des milliers de signaux sont détectés et apportent une information sur le
métabolome de I’extrait biologique (Patti, Tautenhahn, et al. 2012). Cependant, 1’identification
des métabolites présents au sein de I’organisme, grace aux spectres de masse, est 1’étape la plus
contraignante et difficile. Néanmoins la possibilité que des centaines ou des milliers de signaux
de LC-MS correspondent a des métabolites inconnus qui doivent encore étre décrits est I'un des
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aspects les plus intéressant de la métabolomique non-ciblée (Zamboni et al. 2015). Cette
technique présentant de nombreux atouts (sensibilité et résolution élevees (Figure 1.9.)),
préparation minimale de 1’échantillon, convient aussi bien au composé polaire et apolaire
(Courant et al. 2014) sera utilisée dans ces travaux de thése pour la réalisation d’analyses
métabolomiques non-ciblées. Des analyses complémentaires peuvent étre mises en place

comme I’UV et 'R afin d’affiner un peu plus cette annotation.
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Figure 1.9. : Comparaison de la sensibilité relative ou des LDL (lower detection limits) et du nombre de
métabolites détectés en fonction des plates-formes métabolomiques les plus couramment utilisées, notamment
RMN, GC-MS et LC-MS (LeVatte et al. 2021).

2.3.1. Workflow analytique

La mise en ceuvre d’une approche métabolomique non ciblée (ici réalisée par LC-MS)
nécessite le développement d’un processus expérimental compos¢€ de plusieurs étapes qui
affecteront toute la quantité et la qualité des données obtenues (Courant et al. 2014). En amont
a toute étude métabolomique, la définition précise de la question scientifique a traiter constitue
une condition préalable indispensable. Des questions simples mais précises se doivent d’étre
clarifiées ; elles concernent notamment le type et le nombre d’échantillons utilisés et permettent

d’établir les contraintes analytiques liées au design expérimental envisage.
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Figure 1.10. : Workflow général d’une analyse métabolomique non-ciblée (par LC-MS)

La succession d’étapes (Figure 1.10.) réalisées dans le cadre d’une analyse métabolomique
non ciblée comprend : 1) la préparation de I’échantillon qui comprend le quenching, I’extraction
ainsi que la préparation de I’échantillon avant injection, 2) I’analyse la plus exhaustive possible
du métabolome (par LC-MS), 3) I’extraction et le traitement des données LC-MS conduisant &
une matrice de données exploitables, 4) 1’analyse statistique de la matrice permettant de
visualiser la similaritté ou les différences entre échantillons et de déterminer des
chimiomarqueurs, 5) la caractérisation de ces chimiomarqueurs, et plus globalement
I’annotation du métabolome, et 6) I’interprétation globale de ces résultats dans le cadre de la
question scientifique posée. Ces différentes étapes vont étre spécifiquement développées dans

les paragraphes qui vont suivre.

2.3.2 Préparation des échantillons

La métabolomique est complexe du fait de la variabilité lors de la formation et de la
transformation des métabolites dans un organisme ainsi que par la grande diversité de molécules
présentes au sein d’un échantillon biologique. Ceci engendre 1’impossibilité de décrire ce
procédé, alliant extraction et quenching, par un protocole simple et universel (Baidoo and
Teixeira Benites 2019).
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Le but de la métabolomique est d’obtenir une image précise et figée du métabolome global de
I’échantillon a un instant précis. Celui-Ci doit correspondre au maximum au moment exact du
prélevement de I’échantillon biologique (Pinu et al. 2017). Par exemple, le retrait des
¢chantillons issus d’une culture, d’un organisme ou de I’environnement doit étre rapide afin
d’éviter des changements significatifs de concentration des métabolites résultant de 1’activité
métabolique en cours (van Gulik et al. 2013). Pour obtenir une matrice de données analysable
en aval, certaines étapes primordiales sont a suivre lors de la préparation de 1’échantillon en
amont (S. Kim et al. 2013). Le protocole d’échantillonnage comprend deux étapes importantes :

le quenching et I’extraction.

Quenching

Le « quenching » ou « désactivation métabolique » correspond a la mise en ceuvre de la
cessation de toute activité cellulaire régie par les protéines et les acides nucléiques (Baidoo and
Teixeira Benites 2019). Cet arrét sur image est obtenu en modifiant radicalement
I’environnement cellulaire par un processus de dénaturation au cours duquel les protéines et les
acides aminés perdent leur structure native (Murzin et al. 1995). Les techniques
d’échantillonnage en métabolomique incorporent des procédures de quenching variées suivant
le type d’échantillon étudié. Ainsi, plusieurs contraintes extrémes peuvent étre imposeées tel que
I’application de températures basses ou de pH extrémes, ou encore I'utilisation de solvants
organiques (van Gulik et al. 2013). De nombreux facteurs peuvent influer sur I'efficacité d'une
méthode de quenching. Parmi ceux-ci, le temps entre I'échantillonnage et l'arrét réel du
métabolisme cellulaire est considéré comme I'un des plus important. Un quenching parfait est
donc difficile a mettre en ceuvre en raison de la vitesse de certaines voies métaboliques ou du
fait de la présence d’intermédiaires propres a plusieurs réactions métaboliques : certains
métabolites ont ainsi des temps de demi-vie trés faibles (de 1’ordre de la seconde).

La procédure de quenching choisie ne doit pas non plus causer de dommage et/ou lyser la paroi
cellulaire, et ce afin d’éviter tout éventuelle perte de métabolites a 1’extérieur de la paroi
cellulaire (Figure 1.3.). Dans le cas précis d’études en métabolomique microbienne, la méthode
la plus couramment utilisée est le quenching a froid (-20°C) avec du méthanol et associant une

étape de centrifugation (de Koning and van Dam 1992; Patejko et al. 2017; Zhang et al. 2018).
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Figure 1.11. : Figure représentant le quenching idéal et non idéal d’une cellule bactérienne

Extraction

Cette étape ne doit pas étre sélective et doit conduire a la récupération de I’ensemble des
métabolites présents dans un échantillon, et ce de facon reproductible sans causer aucune
décomposition chimique du métabolome. Comme cela a déja été largement décrit dans la
littérature, la méthode d’extraction utilisée a un fort impact sur le métabolome résultant
(Duportet et al. 2012; Winder et al. 2008).

Dans le domaine de la métabolomique microbienne, il faut savoir que les cellules des micro-
organismes sont encapsulées dans la paroi cellulaire qui protége la cellule de la pression
osmotique tout en lui apportant force et forme. Dans la plupart des bactéries, la paroi cellulaire
est composeée de lipides, de polysaccharides, de peptides et de glycopeptides. La plupart des
cellules bactériennes présentent une couche épaisse ou mince de peptidoglycanes liés a des
polymeéres anioniques (tels que 1’acide téichoique, par exemple) et une couche continue de
glycopeptides entoures de phospholipides et de lipopolysaccharides (Huang et al. 2008). Le test
simple de coloration de Gram est le premier indicateur de la solidité de la membrane cellulaire :
les bactéries a Gram positif sont plus difficiles a lyser que les bactéries a Gram négatif (Figure
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1.12.) car elles présentent une épaisse couche de peptidoglycanes a I’extérieur de la membrane.
L’utilisation de solvant d’extraction permet de rendre 1’enveloppe cellulaire poreuse ou
perméable. Une méthode idéale pour extraire les métabolites intracellulaires serait
reproductible, capable de libérer de maniere égale des métabolites intracellulaires de différentes

classes tout en prévenant la dégradation chimique (Canelas et al. 2009).
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Figure 1.12. : Schématisation de la paroi membranaire des bactéries 8 Gram négatif (a gauche) et positif (&
droite) (https://www.nemokennislink.nl/publicaties/zoeken-naar-nieuwe-antibiotica-kan-slimmer/)
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Plus généralement, la complexit¢é de I’enveloppe d’une cellule microbienne dépend
principalement de sa composition polymérique structurelle ainsi que du degré de réticulation
entre ces polymeres et d’autres composants moléculaires de la paroi cellulaire. Compte tenu de
la différence structurelle et des morphologies variées des microorganismes, aucun protocole
universel d’extraction ne peut étre appliqué a tout type d’échantillon.

Les extractions a base de méthanol ou d’acétate d’éthyle sont des méthodes couramment
utilisées pour les micro-organismes car elles se caractérisent par leur simplicité, leur grande
efficacité et leurs faibles codts (Favre et al. 2017). De plus, ce processus permet le quenching
et I'extraction de la culture bactérienne en une seule étape pour ces solvants. Ainsi, une
extraction efficace des métabolites a partir de cellules microbiennes est obtenue par une lyse
compléte des cellules, une interaction forte entre 1'agent d'extraction et les analytes ainsi qu’une

perte et une dégradation minimale des analytes (Baidoo and Teixeira Benites 2019).
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L’acétate d’éthyle est un solvant qui a montré une certaine efficacité et a été utilisé avec succes
sur des souches bactériennes marines telle que Pseudoalteromonas (Favre et al. 2017;
Macintyre et al. 2014; Timmermans et al. 2019). Une extraction liquide/liquide a été utilisée
par Favre et al. 2017 afin de caractériser le métabolome de diverses souches de bactéries
marines (Pseudoalteromonas lipolytica). Trois solvants ont été comparés a savoir : I’acétate
d'éthyle, le méthanol et un mélange méthanol/dichlorométhane (1:1, v/v). Ces travaux ont
montré que les parametres d'extraction avaient un effet non seulement sur le nombre de
métabolites détectés, mais également sur leur concentration. L utilisation de 1’acétate d’éthyle
couplée a la sonication s’avére €tre la méthode la plus efficace dans le cadre de ces travaux,
permettant ainsi d’extraire des métabolites ayant des propriétés physico-chimiques tres
différentes, tels que des lipides ou des dipeptides. Généralement, I'utilisation conjointe d’un
solvant et d’un traitement par ultra-sons conduit a une augmentation du nombre de composés

récupérés (Duportet et al. 2012).

2.3.3. Analyse par LC-MS
2.3.3.1. Chromatographie en phase liquide (HPLC)

La chromatographie en phase liquide est une technique analytique permettant la séparation de
plusieurs constituants a partir d’un mélange complexe. Le principe de la chromatographie
consiste a faire migrer les composants a séparer sur une phase stationnaire a 1’aide d’une phase
mobile liquide. Chaque molécule aura un temps d’élution plus ou moins long en fonction de
son affinité pour chacune des deux phases, permettant ainsi la séparation des analytes en
fonction du temps.

A ce jour, plusieurs mécanismes de séparation ont été décrits et sont utilisés en chromatographie
liquide. Parmi les plus populaires peuvent étre citées la chromatographie d’exclusion stérique,
la chromatographie par échange d’ions, la chromatographie d’adsorption ou encore la
chromatographie de partage. Cette derniere est en regle genérale la plus couramment utilisée et

c’est aussi vrai en métabolomique, c¢’est pourquoi seule celle-ci sera détaillée.

Classiquement, la HPLC (High Performance Liquid Chromatography) peut étre utilisée de
deux manieres : soit la phase stationnaire est polaire (HPLC en phase normale), soit elle est
apolaire (HPLC en phase inverse).

En phase inverse, des fines particules de gel de silice sont utilisées sur lesquelles des chaines

apolaires (alkyles en C4, C6, C8, C18, Phényl) ont été greffées et nécessitent un éluant polaire.
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En fonction de la nature et de la longueur des chaines greffées, on obtient des colonnes plus ou
moins hydrophobes qui seront choisies selon la nature de la composition de 1’échantillon. En
phase inverse, les analytes seront élués par polarité décroissante. Actuellement, la quasi-totalité
des études métabolomiques non ciblées se font grdce a des colonnes a phase inverse
(Theodoridis et al. 2013). Outre les phases stationnaires polaire ou apolaire, de nouvelles phases
stationnaires sont désormais disponibles. C’est notamment le cas de la chromatographic a
interaction hydrophile (HILIC : Hydrophilic interaction chromatography) qui est une technique
de chromatographie permettant la séparation de composés trés polaires tout en conservant la

possibilité d’utiliser une phase mobile polaire (composée ou miscible avec 1’eau).

Encore plus rapide et précise en termes de résolution que la HPLC, la chromatographie liquide
UHPLC ou UPLC (ultra haute performance), est utilisée principalement pour identifier,
quantifier et séparer les composants d'un mélange complexe. Utilisant une haute pression pour
pousser les solvants a travers la colonne ainsi que des tailles de particules inférieures a 2 um,
elle offre une meilleure séparation que ’HPLC ou la taille des particules est limitée a 5 pm.
Ces particules plus petites nécessitent des pressions de pompe plus élevées (1000 bar contre
400 bar), ce qui rend cette technique tres efficace pour les études métabolomiques.

2.3.3.2. Spectrométrie de masse

L’analyse d’une molécule par spectrométrie de masse peut €tre décomposée en différentes
étapes : 1) I’analyte est ionisé au sein de la source d’ionisation, 2) les ions obtenus sont séparés
selon leur rapport masse/charge (m/z) dans 1’analyseur de masse, 3) les ions séparés sont
détectés et 4) les données restituées sous la forme d’un spectre (abscisse : rapport m/z et
ordonneée : intensité du signal). A 1’aide d’un spectre de masse, il est possible par comparaison
a un standard de confirmer 1’identification d’un analyte mais il est é¢galement envisageable de
remonter a la structure chimique d’un composé inconnu. Un spectrometre de masse peut étre
couplé a un systeme chromatographique phase gazeuse (GC-MS) ou liquide (LC-MS) comme
vu dans la partie précédente. De nombreuses techniques d’ionisation et de séparation des ions
ont été développées afin de s’adapter a tous les types d’échantillons (Figure 1.13.). Il serait long
et fastidieux de décrire tous les types d’ionisation et de séparation des ions aussi seule
I’ionisation par électronébulisation couplée a un analyseur a temps de vol (ToF ; Time of

Flight), utilisée dans le cadre de ces travaux de these, sera décrite ci-apres.
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Figure 1.13. : Récapitulatif des différentes techniques d’ionisation et de séparation des ions utilisées en
spectrométrie de masse (en rouge, les techniques utilisées dans le cadre de ces travaux de thése)

Spectrométrie de masse par électronebulisation (ESI ; ElectroSpray lonisation)
L’ionisation par ¢lectronébulisation est une méthode d’ionisation dite « douce », récompensee

par un prix Nobel en 2002. Elle permet I’ionisation de solutés non chargés en les faisant passer
d’un état liquide a un état gazeux a pression atmosphérique. Comme décrit au niveau de la

Figure 1.14., cette génération d’ions comporte 2 étapes principales : La nébulisation et la

désorption.
Alimentation
(2-5 kV/cm)
) @ D @
Gaz nébuliseur . @@ ) @ ® O©
) DONO @ ©) @  Spectrométre
Echantillon eﬂ.é’g‘:‘ @CD@ @ @ @ @ g g ®@® de masse
Gaz nébuliseur @ © @ @D ®
Aérosol ® &5 @ @ @

Gouttelettes avec excés de
charge surfacique

Nébulisation Désorption

Figure 1.14. : lonisation par électronébulisation (ElectroSpray lonisation) (inspiré du livre : Identification
spectrométrique de composés organiques - 3¢ édition ; Silverstein, Webster, Kiemle et Bryce 2016)
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e Lanébulisation : L’échantillon analysé est en général solubilisé dans un solvant polaire,
celui-ci pénétre la source d’ions via un capillaire (en acier inoxydable) entouré d’un flux
d’azote coaxiale : le gaz nébuliseur. L extrémité du capillaire est soumise a une tension
élevée, la différence de potentiel (par rapport a une contre-électrode) entraine un

gradient de champ pouvant aller de 2 a 5 kV/cm.

e Ladesorption : La taille des gouttelettes, présentes dans 1’aérosol formé, diminue avec
I’évaporation du solvant entrainant ainsi une augmentation des charges de surface. Au
moment ou la répulsion électrostatique entre les ions atteint un point critique, que 1’on
nomme la limite de Rayleigh, les gouttelettes subissent une « explosion coulombique ».
Elles vont alors former de plus petites gouttelettes permettant la libération des ions dans

la phase gazeuse.

Quadripdle couplé a un analyseur a temps de vol (QToF)

L’analyseur est le cceur du spectrometre de masse, son but étant de séparer le mélange d’ions
générés lors de 1’ionisation par ordre de m/z afin d’obtenir un spectre.

L’analyseur quadripolaire se compose de quatre barreaux cylindriques (de 10 a 20 cm de long)
paralléles entre eux et formant deux couples d’électrodes (Figure 1.15.). Un champ électrique
oscillant est appliqué entre ces deux couples, entrainant les ions dans une trajectoire sinusoidale.
Le quadrip6le agit comme un filtre de masse réglable, en effet seuls les ions ayant une valeur
de m/z donnée a un instant précis vont pouvoir traverser le quadripdle et atteindre le détecteur,
ces ions sont qualifiés d’« ions en résonance ». Inversement, tous les ions ayant des valeurs de
m/z différentes de celle définie ont des trajectoires instables et vont percuter un des barreaux ou
sortir du quadripdle, ce sont les « ions en non-résonance » qui n’atteindront pas le détecteur. Le

quadripdle est un élément complémentaire, situé en amont de ’analyseur a temps de vol.
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; lons résonants
lons en non-résonance

Détecteur

Faisceaux d’ions

Quadripdle

Chambre d’ionisation
(ESI)

Figure 1.15. : Schéma d’un analyseur quadripolaire (inspiré du livre : ldentification spectrométrique de
composés organiques - 3e édition ; Silverstein, Webster, Kiemle et al. 2016)

Un spectrometre de masse de type QToF est un instrument dit « hybride » qui combine des
technologies quadripolaires avec un analyseur de masse a temps de vol. L’instrumentation
QToF ressemble beaucoup a celle d'un spectrométre de masse a triple quadripbles, a la
différence que le 3°™ quadripdle est remplacé par un tube & temps de vol (Figure 1.16.). Dans
le cas d’un spectrométre QToF, le premier quadripdle (Q1) est capable de fonctionner comme
un filtre de masse (comme dans la partie précédente) afin de sélectionner spécifiquement des
ions en fonction de leur rapport masse/charge (m/z), ou uniquement en mode radiofréquence
(RF) ou tous les ions sont transmis. Le deuxieme quadrip6le (Q2) agit comme une cellule de
collision. Dans ce compartiment les ions sont bombardés par des molécules d’un gaz neutre
(généralement I'argon), entrainant une fragmentation des ions par un processus nommé la
dissociation induite par collision (CID, Collision Induced Dissociation) (Chernushevich et al.
2001). En sortie du deuxiéme quadripdle, les ions résonnants sont réaccélérés, pulsés par un
champ électrique et finalement accélérés orthogonalement a leur direction d'origine. Tous les
ions ayant acquis la méme énergie cinétique pénetrent maintenant dans le tube de vol ou se
produit la separation en fonction de la masse de chacun. En effet, les ions présentant une faible
masse auront un temps de vol plus long, tandis que les ions plus lourds mettront moins de temps

a parcourir la trajectoire de vol vers le détecteur.
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Figure 1.16. : Schéma d’un spectrométre de masse avec un analyseur de masse de type QToF (d’apres Allen &
McWhinney 2019)

Les analyseurs a temps de vol modernes utilisent également un dispositif a réflectron qui permet
d’améliorer la résolution des masses détectées en augmentant la longueur de la trajectoire de
vol. Deux types de balayages peuvent étre sélectionnés pour traiter un échantillon :

e Lemode MS : Le premier et le deuxiéme quadrip6les sont en mode RF uniquement pour
fournir un balayage de masse précis de I'ion précurseur non fragmenté. Le Q1 peut
également étre utilisé pour sélectionner une masse spécifique ou une plage de masse a
transmettre & I'analyseur ToF.

e Lemode MS/MS : Le Q1 peut étre utilisé en mode RF uniquement ou en filtre de masse
pour transmettre des ions dans la cellule de collision (Q2) ou se produit la CID. Les ions
générés dans la cellule de collision et tous les ions précurseurs non fragmentés sont
ensuite transmis a I'analyseur ToF ou une mesure de masse précise est réalisée. Ce mode
permet d’obtenir les spectres MS/MS des ions précurseurs les plus intenses ou
sélectionnés communiquant ainsi une information précieuse pour leur identification. Ce
mode va permettre également de créer des réseaux moléculaires qui seront décrits

ultérieurement.
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2.3.4. Extraction & Traitement des données LC-MS

Les fichiers bruts a analyser en sortie d’une analyse LC-MS renferment un grande quantité
d’informations rendant I’analyse de ces données complexe. Pour chaque échantillon, un fichier
brut contenant une information multidimensionnelle. Comme montré sur la figure 1.17., en
chaque point (scan) du chromatogramme (en violet), en plus de I’information concernant le
temps de rétention et 1’intensité du signal, un spectre de masse correspondant est également

obtenu dans une troisieme dimension.

. /
\
Intensity | Chromatogram

\

Mass spectra of resolved peaks

Figure 1.17. : Représentation tridimensionnelle des données produites en LC-MS
(https://en.wikipedia.org/wiki/Liquid _chromatography%E2%80%93mass_spectrometry)

Plusieurs logiciels « open source » sont disponibles pour le traitement de ces données
complexes, leur but étant de transformer les données brutes obtenues par LC-MS en format
matriciel regroupant tous les échantillons de ’analyse. La matrice ainsi obtenue donnera un
apercu de toutes les molécules (ions) détectées et de leur intensité et sera utilisée pour 1’analyse
statistique ultérieure. Le traitement de ce type de données de métabolomique non-ciblée a été
popularisé dés 2006 grace a deux outils largement utilisés dans ce domaine a savoir : XCMS
(Smith et al. 2006) et MZmine (Katajamaa et al. 2006). Actuellement, ce sont encore deux outils
tres utilisés lors du traitement de données LC-MS pour une analyse métabolomique.

XCMS existe a la fois sous forme de package sous I’environnement R et de plate-forme basée
sur un cloud nommé XCMS Online (Tautenhahn, Patti, et al. 2012). Cette plateforme permet
de s’affranchir de codage sous R et permet aux utilisateurs de télécharger et de traiter facilement
des données LC-MS. Dans les deux cas, le fonctionnement de XCMS se déroule généralement

en 4 étapes : 1) la detection des metabolites présents dans chaque échantillon en fonction de
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leur temps de rétention et de leur rapport m/z, 2) 1’alignement des pics des métabolites identifiés
dans les différents échantillons, 3) la correction de leur temps de rétention, 4) la recherche et
I’ajout des pics manquants (métabolite non détecté dans un échantillon mais présent dans un
autre).

Dans le cadre de cette these, le logiciel pour le traitement de données brutes qui sera utilisé est
MZmine 2. Ce logiciel a fait son apparition en 2010 et a été développé a I'aide de la technologie
Java. Contrairement a XCMS, MZmine 2 simplifie le traitement grace a la séparation des
nombreuses fonctionnalités de base et des modules de traitement de données (Pluskal et al.
2010). Des outils spécifiques permettent une visualisation des données a chaque étape
autorisant I’utilisateur a modifier, corriger et adapter certains parameétres en temps réel a la suite
de chaque étape. Toutes les étapes utilisées lors d’un traitement d’une série d’analyses LC-MS
sont décrites dans la partie « Matériel & Méthodes » de ce manuscrit.

D’autres interfaces web ont également été mises a la disposition de la communauté scientifique
au cours des derniéeres années telles OpenMS (Rost et al. 2016), MS-DIAL (Tsugawa et al.
2015) ou encore W4M (Workflow for metabolomics). Cette derniére, développée dans le cadre
d’une collaboration frangaise (entre le consortium MetaboHUB et I’Institut Francais de Bio-
informatique), propose des workflows modulaires et extensibles composés de packages
existants (ex.: XCMS) mais également un large panel d’outils destinés au traitement des

données (Giacomoni et al. 2015).

2.3.5. Analyses statistiques

A la suite de ce traitement des données brutes, une matrice comprenant les différentes variables
a analyser est récupérée. L’objectif des analyses statistiques est de faire ressortir les différences
entre les groupes d’échantillons afin de répondre a une question précise, et ce en utilisant des
méthodes univariées ou multivariées. Différents types de logiciels et de package sous
I’environnement R peuvent étre utilisés a cette fin mais, dans le cadre de ces travaux, la majeure
partie des analyses statistiques a eté effectuée gréace a la plateforme en ligne Metaboanalyst
(Pang et al. 2021). Avant la visualisation des données, deux étapes sur Metaboanalyst sont
conseillées afin d’améliorer les résultats a savoir la filtration des données et la normalisation.

Lors d’une analyse métabolomique non-ciblée, les analyses statistiques multivariees permettent
d’étudier simultanément plusieurs variables c¢’est-a-dire tous les métabolites contenus dans la
matrice. En effet ces outils traitent I’ensemble de 1a matrice comme un seul élément en réduisant

la dimensionnalité des données et permettant une visualisation globale et immédiate de la
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disparité des échantillons. Parmi ces analyses multivariées, il existe deux classes principales de

méthodes statistiques utilisées en métabolomique :

Les méthodes non supervisées permettent de mettre en lumiére la variance présente dans
la matrice de données sans a priori sur la nature des échantillons (Ringnér 2008). La
méthode non supervisée la plus utilisée en métabolomique est I’analyse en composantes
principales (ACP). Celle-ci a pour but de décrire un jeu de données métabolomiques de
grande dimension afin d’en extraire les tendances les plus pertinentes en termes de
variabilité. La « réduction des dimensions » induit une visualisation des résultats sous
forme de carte en deux dimensions permettant de synthétiser 1’information et donc les
variations biochimiques au sein du jeu d’échantillons.

Les méthodes supervisées ont pour but de faire ressortir des variables explicatives, c’est-
a-dire dans notre cas les meétabolites les plus discriminants entre des groupes
d’échantillons prédéfinis. Contrairement a I’ACP, ce type d’analyse vise a différencier
des groupes d’échantillons définis en amont et d’identifier les variables ayant le plus
d’impact sur la séparation entre ces groupes spécifiques. Les variables les plus
discriminantes ainsi mises en valeur et appelées chimiomarqueurs vont étre utilisées
pour répondre a la question scientifique initialement posée. Il existe différents types
d’analyses supervisées, la plus couramment utilisée en métabolomique est la PLS-DA
(Partial Least Square Discriminant Analysis) (Szymanska et al. 2012). Etant donné les
nombreuses variables en métabolomique, le caractére aléatoire de 1’analyse peut influer
sur les résultats obtenus. C’est pourquoi deux tests statistiques sont fréquemment
utilisés pour valider le modéle PLS-DA a savoir le test de « Cross validation » et le test
de permutation. Le test de « Cross validation » estime la capacité prédictive du modele
grace aux indices Q? et R?. Idéalement les valeurs de ces deux paramétres doivent étre
proches de 1, Q2 étant toujours plus petit que R2 Q? représente 1’estimation de la
capacité¢ prédictive du modele alors que R? explique ’appartenance aux différentes
classes. Un modéle est considéré comme bon quand R2 et Q2 sont supérieurs a 0,5
(Henseler et al. 2009; Triba et al. 2015). Le test de permutation quant a lui permet de
tester une hypothése d’absence d’effet, il est considéré comme satisfaisant pour une p

value < 0,05 (Szymanska et al. 2012).

Outre les statistiques multivariés, les outils statistiques univariés ont également leur place pour

traiter cet ensemble de données. Ces outils, tel que le t-test ou encore I’ANOVA (ANalysis Of

VAriance), ont pour but de comparer les différents groupes d’échantillons métabolites par

métabolites. Ils ne permettent donc pas d’avoir une vue d’ensemble des données mais sont utiles
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dans deux cas de figures : (1) lors de 1’analyse métabolomique ciblée (2) lors de la recherche

d’un biomarqueur défini par la PLS-DA.

2.3.6. Identification des biomarqueurs

Lors d’une analyse métabolomique non-ciblée, 1’dentification des métabolites est
généralement le facteur limitant pour mener a bien une interprétation approfondie des données
en lien avec la question scientifique posée et 1’échantillon biologique étudi¢ (Chaleckis et al.

2019).

Par analyse directe des chromatogrammes combinés au spectres de masses

Bien que la précision, la résolution et la vitesse d’acquisition des spectromeétres de masse se
soient améliorées au cours de la derniére décennie, la complexité du métabolome reste telle que
la caractérisation de tous les analytes présents dans un échantillon constitue encore a 1’heure
actuelle un défi majeur (en effet, un seul échantillon peut contenir des milliers de métabolites).
Afin d’identifier de maniére fiable un métabolite par LC-MS, il est possible d’utiliser : 1) le
temps de rétention chromatographique (RT), celui-ci est une information complétant 1’analyse
et la supposition de la formule chimique bien qu’il soit dépendant du type de colonne utilisée
dans le systeme chromatographique (Allard et al. 2017), 2) la valeur du rapport masse/charge
(m/z) du (ou des) ions pseudo-moléculaire(s), pouvant conduire lorsque la précision est
suffisante et en lien avec I’analyse du massif isotopique correspondant, a 1’obtention de la
formule brute de I’analyte (Eichhorn et al. 2012), 3) I’analyse des données de fragmentation
MS/MS (Patti, Tautenhahn, et al. 2012). Néanmoins, I’identification compléte d’un métabolite
est difficilement réalisable avec seulement ces données et en outre, dans ce contexte, la
distinction d’isoméres reste souvent délicate (Kind and Fiehn 2006). En définitive, 1’identité

d’un métabolite doit étre confirmée par 1’injection d’un standard.

La comparaison des spectres MS et MS/MS avec des bases de données (BDDs) constitue
une stratégie de plus en plus répandue d’autant plus que leur enrichissement connait une
croissance exponentielle. Ces derni¢res décennies, 1I’émergence de BDDs telles que METLIN
ou Lipidmaps procurent ainsi une aide précieuse pour I’identification de métabolites
(Tautenhahn, Cho, et al. 2012). Derniérement, 1’outil en ligne CEU Mass Mediator (CMM,

http://ceumass.eps.uspceu.es) a été mis en place afin de regrouper et d’interroger simultanément

toutes les BDDs utilisées en métabolomique (Gil-de-la-Fuente et al. 2019). D’autre part, un

outil tel que SIRIUS (https://bio.informatik.uni-jena.de/sirius/) permet, contrairement a une
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simple BDD, de simuler la fragmentation la plus probable d’un métabolite via son spectre

MS/MS en proposant des formules brutes pour les fragments ionisés (Diihrkop et al. 2019).

Des fragmentations caractéristiques sont également une source d’identification, en effet une
fragmentation spécifique peut permettre de décrire rapidement une appartenance a une famille
et donc a son identification. Pour prendre un exemple, la fragmentation de la téte polaire de
certaines familles de lipides va générer un m/z caractéristique et précis. C’est le cas notamment
des phosphatidylcholines générant un fragment m/z de 184,0733 (da Costa et al. 2018; Suarez-
Garcia et al. 2017) ou encore les lipides d’ornithine (ornithine lipid) générant un fragment m/z
de 115,0866 (Favre et al. 2017).

Par utilisation de réseaux moléculaires (GNPS)

Lors d’une analyse MS/MS, un ion précurseur est sélectionné par le premier analyseur (un
quadripble). Cet ion est fragmenté par CID et les fragments ainsi formés sont analysés
conduisant a 1I’obtention d’un spectre MS/MS. Le principe des réseaux moléculaires est basé
sur un postulat stipulant que des molécules ayant des structures chimiques proches présentent
des schémas de fragmentations similaires en spectrométrie de masse (Nothias et al. 2015).
Lorsque des similarités globales sont enregistrées entre plusieurs molécules, le réseau
moléculaire obtenu forme des clusters (regroupements de plusieurs molécules). A partir de
spectres MS/MS, la création d’un réseau moléculaire permet: (1) de créer des clusters
composés de molécules similaires, (2) de détecter un ensemble d’analogues structuraux a une
molécule de référence et (3) de disposer d’un outil de visualisation permettant de comparer la
production métabolique de différents échantillons.

Les réseaux moléculaires sont générés via la plateforme web GNPS (The Global Natural
Product Social Molecular Networking ; http://gnps.ucsd.edu) (Bouslimani et al. 2014). Cette

plateforme permet le stockage, I’analyse et la diffusion des connaissances des spectres MS/MS
(Wang et al. 2016a). La force de cet outil est la communauté de plus en plus nombreuse a
partager, analyser et annoter les données (Wang et al. 2017). En plus de I'annotation des
molécules grace aux spectres MS/MS référencés publiquement sur GNPS, il est également
possible de propager une annotation a une molécule inconnue en utilisant la mise en réseau
moléculaire (J. Y. Yang et al. 2013). L'annotation d’un métabolite peut étre propagée en
utilisant les différences entre les formules moléculaires. Par exemple, une différence de 14 Da

entre deux ions précurseurs peut suggérer une différence d’un CHz putatif (Nothias et al. 2018).
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3. Autres approches analytiques utilisées

D’autres méthodes ont ét¢ développées afin de caractériser des échantillons de biofilms ainsi
que les EPS présents au sein de la matrice du biofilm. Elles vont de méthodes analytiques
simples a mettre en place (dosages, dosages colorimétriques) a d’autres beaucoup plus
sophistiquées (spectroscopies, microscopies...).

3.1. Spectroscopie Infrarouge a Transformée de Fourier en mode
Réflexion Totale Atténuée (IRTF-ATR : Attenuated Total Reflectance)

Le rayonnement infrarouge (IR) occupe la région du spectre électromagnétique
comprise entre 4000cm™ et 400 cm™ et donc située entre celle de I’'UV-visible et celle des
micro-ondes. Il s’agit de I'une des techniques les plus utilisées pour la caractérisation
d’échantillons biologiques de nature variée (Delille 2018; Naumann et al. 1991). Les
macromolécules biologiques tels que les EPS (Caccamo et al. 2020; Quilés et al. 2010) ainsi
que des systemes biologiques complexes comme les tisses ou les cellules peuvent étre étudiés
par cette méthode. Dans cette these, cette technique spectroscopique va compléter les analyses
métabolomiques et les dosages des EPS en apportant une information sur les fonctions
chimiques présentes. Cette technique est trés utilisée, de ce fait de nombreuses compilations de
spectres et de recueil sont disponibles permettant d’identifier les différentes bandes
caractéristiques rencontrées.

L’IRTF-ATR représente une technique de choix pour étudier les systémes biologiques
complexes comme les biofilms (Quilés et al. 2010; Schmitt et al. 1995; Wang et al. 2013). Dans
la littérature, ’'TRTF-ATR a déja utilisé pour le suivi de croissance de biofilms de certaines
bactéries, telles que Pseudomonas fluorescens (Quiles et al. 2010) ou Pseudomonas aeruginosa
(Pink et al. 2005). La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier a réflexion totale
atténuee (ATR-FTIR) est une méthode utile pour surveiller le biofilm in situ. Elle a notamment
permis d'évaluer, en temps réel, la stabilit¢ de I'eau potable en surveillant I'évolution de
I'empreinte infrarouge a transformée de Fourier atténuée d'un biofilm de référence (P.
fluorescens) naissant exposé a I'eau testée (Delille et al. 2007).

Elle présente I’avantage de caractériser le biofilm dans son ensemble, de plus elle est rapide,
facile a mettre en place et nécessite peu de préparation de 1’échantillon. Elle permet de
déterminer, dans notre cas, les bandes caractéristiques des différents constituants des biofilms
et notamment des EPS présents en son sein (protéines, lipides, sucres ...) (Delille et al. 2007,

Karunakaran et al. 2011; Quiles et al. 2010). Dans la littérature, certaine études ont caractérisé
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les bandes caractéristiques des différents constituants d’un biofilm (Delille 2018; Hede and
Khandeparker 2020; Humbert and Quilés 2011; Legal et al. 1991; Parikh and Chorover 2006;
Pink et al. 2005; Schmitt et al. 1995; Wang et al. 2013). Le tableau 1.5. ci-dessous propose par
(Quiles et al. 2010) regroupe les bandes caractéristiques retrouvées dans les biofilms. En
complément & ce tableau, un large pic étiré a 3400 cm™ (plage 3600-3200 cm'Y), correspondant
au groupe hydroxyle (Kavita et al. 2013; Nwodo and Okoh 2013) et un pic &4 1103 cm ™ (plage
de 1000 a 1125 cm™?) peut étre attribué a la liaison de liaison ester O-acétylique de l'acide

uronique (Bramhachari and Dubey 2006; Kavita et al. 2014).

Wavenumber (cm—') Assignment Principal compounds and/or Main corresponding cellular compounds
functions
2961 v2CH3 Fatty chains Membranes
2925 v:CH>
2897 vCH tertiary
2874 vsCH;
2854 vsCH,
1736 (=0 Esters from lipids Membranes
1713 (=0 Esters, carboxylic acids Nucleoid, ribosomes
1700-1580 v(=0, v(=N, v(=C, NH ADN/ARN bases Nucleoid, ribosomes
1693-1627 Amide | (vG=0 coupled with §N-H), sH,0 Proteins, water (1640cm') Membranes, cytoplasm, flagella, pili, ribosomes
1568-1531 Amide Il (8N-H coupled with vC-N) Proteins Membranes, cytoplasm, flagella, pili, ribosomes
1468; 1455 6CH,, §,CH; Lipids Membranes
1400 vsCO0~ Amino acids, fatty acid chains Capsule, peptidoglycan
1317; 1281 1CHa, pCH;, Amide III (vC=N coupled with §N-H) Fatty acid chains, proteins Membranes, cytoplasm, flagella, pili, ribosomes
1238 v,P0O;~ Phosphodiester, phospholipids, Membranes, nucleoid, ribosomes
LPS, nucleic acids, ribose
1220 vC-0-C
1200-900 vC-0, vC-C, §C-0-H, §C-0-C Polysaccharides Capsule, storage inclusions
1172; 1153 vsC-0OH, vC-0 Proteins, carbohydrates, esters
1118 s CC ARN, ADN Nucleoid, ribosomes
1086 vsPO2~ Phosphodiester, phospholipids, Membranes, nucleoid, ribosomes
LPS, nucleic acids
1058 v,C-0-C, v,P-0-C (R-0-P-0O-R") Polysaccharides Capsule, peptidoglycan
1041 vO-H coupled with §C-0 Polysaccharides Capsule, peptidoglycan
1026 CH20H Carbohydrates Storage inclusion
993 Ribose skelet (ARN) Ribosomes
970 vC-C, vP-0-P RNA backbone Ribosomes

Tableau 1.5. : Affectations des principales bandes vibrationnelles infrarouges de la région 3000-900 cm™ du
spectre ATR-FTIR des pastilles de P. fluorescens récoltées par centrifugation (v: stretching, 8: bending, t: twist,
a: asymmetric, s: symmetric, LPS: lipopolysaccharides) (Quiles et al. 2010).

3.2. Dosages colorimétriques

Un dosage colorimétrique est possible lorsqu’une réaction chimique donne des produits
colorés et que I'intensité de la coloration est proportionnelle a la concentration de 1’entité
moléculaire a doser. Les dosages colorimétriques s’appuient sur la loi de Beer-Lambert qui
définit 1’Absorbance (A) d’une solution comme étant la fraction de I’intensité lumineuse la

traversant, cette loi s’appuie sur I’équation : A=¢.d . C.
3.2.1. Quantification globale (Cristal violet)

La coloration au Cristal Violet est une technique simple et rapide utilisée pour le suivi de
I’évolution du biofilm. Le cristal violet est défini comme un colorant qui se fixe sur divers types

de molécules telles que I’ADN dans les noyaux. Ce colorant de type triarylméthane permet de
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mesurer la formation du biofilm dans sa globalité (la matrice exopolymérique ainsi que les
bactéries) (Lays 2015). La coloration étant directement proportionnelle & la biomasse cellulaire,
la croissance des especes bactériennes formant un biofilm marin peut étre mesurée. Par
exemple, (Inbakandan et al. 2013) ont pu montrer, grace a la quantification au cristal violet, que
des nanoparticules d’argent (50 ug/mL) pouvaient inhiber la formation de biofilm marin (16

biofilms formés par 16 souches bactériennes marines ont été utilisees).

3.2.2. Dosages des EPS

Une analyse des EPS est indispensable pour étudier la structure et la stabilité des biofilms
marins. Actuellement, les EPS (protéines, polysaccharides, acides uroniques) sont caractérisées
par des méthodes colorimétriques ces derniéres sont rapides, faciles a mettre en ceuvre et leur
co(t reste faible (Felz et al. 2019). Ces méthodes ont cependant été développées sur la base de
standards et la qualité de 1’information obtenue peut étre impactée par des composés interférents
(Dubois et al. 1956; Lowry et al. 1951).

Parmi les différentes méthodes utilisées pour le dosage colorimétrique des protéines, trois sont
utilisées fréquemment a savoir la méthode a 1’acide bicinchonique (Smith et al. 1985), la
méthode de Lowry (Lowry et al. 1951) et la méthode de Bradford (Bradford 1976). Cette
derniére a été utilisée récemment pour le dosage des protéines produites par des bactéries
marines (Aeromonas hydrophila, Halomonas aquamarina, et Vibrio parahaemolyticus).
(Dharmaraj et al. 2021) ou pour étudier le rendement de différents protocoles d’extraction
d’EPS produit par un biofilm (Pan et al. 2010). Elle a été choisie pour le dosage des protéines
dans ces travaux de these pour sa sensibilité et sa facilité de mise en place.

La caractérisation totale des sucres dans un biofilm peut étre effectuée grace a différentes
méthodes colorimétriques simples, telle que la méthode a 1’orcinol (Rimington 1931), la
méthode a I’anthrone (Dreywood 1946) ou encore la méthode de (Dubois et al. 1956). Cette
derniére méthode repose sur une réaction mettant en jeu le phénol et I’acide sulfurique, elle
permet un dosage global des sucres (incluant les acides uroniques). Cette méthode a déja été
utilisée pour le dosage des carbohydrates dans la matrice d’EPS d’un biofilm, formé in situ,
afin de décrire les effets de différentes procédures d'extraction sur les teneurs en EPS (Aguilera
et al. 2008) ou pour caractériser et comparer la composition chimique des EPS produite en mode
planctonique et biofilm par une souche bactérienne marine (Amphota rostrata). (Khandeparker
and Bhosle 2001). La méthode de Dubois sera choisie pour le dosage des sucres dans ces

travaux de thése.

83



CHAPITRE |

Comme pour les dosages précédents, les acides uroniques peuvent étre quantifiés a 1’aide de
diverses méthodes, les plus freqguemment rencontrées étant la méthode au carbazole (Bitter and
Muir 1962) et celle au meta-hydroxydiphényle (MHDP) (Blumenkrantz and Asboe-Hansen
1973). Cette derniére sera choisie dans le cadre de ces travaux de thése du fait de sa simplicité
et de sarapidité. De plus, cette méthode a été testée sur un biofilm forme par une bactérie marine

isolée d'un biofilm naturel (Cytophaga lytica) par (Mojica et al. 2007).

3.3. Microscopie

3.3.1. Microscopie confocale a balayage laser (MCBL)

Contrairement a la microscopie a champ large, la Microscopie Confocale a Balayage Laser
(MCBL) permet une analyse tridimensionnelle des microorganismes, des EPS et de leur
organisation. C’est I’un des outils les plus populaires pour la visualisation de la structure 3D
des biofilms car il permet I'étude non destructive des structures multicellulaires natives a l'aide
de marqueurs fluorescents spécifiques (Bridier et al. 2010; Guillonneau et al. 2018). Cette
technique a par exemple été utilisée pour I’étude de I’effet d’un agent antifouling, la

dibromohémibastadine-1 (DBHB) sur la formation de biofilms de plusieurs bactéries marines

(Paracoccus sp., Pseudoalteromonas sp. et Bacillus sp.) (Figure 1.18.) (Le Norcy et al. 2017).
Standard + DBHB

4M6

5M6

4)6

Figure 1.18. : Biofilms cultivés sur surface de verre a 20°C sous flux de milieu sans ajout de DBHB (Standard)
et contenant du DBHB. Les biofilms de Paracoccus sp. (4M6), Pseudoalteromonas sp. (5M6) et Bacillus sp.
(4J6) ont été détectés en colorant les cellules avec du Syto 9 (Le Norcy et al. 2017).
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3.3.2. Microscopie électronique a balayage (MEB)

Afin d’obtenir une image et une vision globale de la structure tridimensionnelle d’un biofilm,
la microscopie électronique a balayage est classiquement utilisée (De Tender et al. 2017). Le
MEB est une technique de microscopie capable de produire des images de la surface d’un
¢chantillon grace a un balayage de la surface par un faisceau d’¢électrons. L’interaction entre le
faisceau d’électrons et la matiére va générer trois types d’émissions a savoir : les électrons
rétrodiffusés, les photons X et les électrons secondaires permettant d’imager le contraste
topographique de la surface de 1’échantillon. Le MEB permet, lors de 1’étude d’un biofilm
marin, de visualiser la matrice d’EPS et les différents types de microorganismes présents

(bactéries, diatomées...) (Figure 1.19.) et ainsi de décrire la variabilité morphologique (type de

microorganisme, organisation, matrice) visible entre des échantillons ou groupes d’échantillons
(Siddik and Satheesh 2019).

Figure 1.19. : Observation du biofilm associé a la surface de la macroalgue brune Taonia atomaria par MEB au
niveau de la zone basale. Les fleches désignent les microorganismes identifiés : en vert les bactéries, en rouge les
diatomées et en bleu les cyanobactéries (d’aprés (Othmani 2014)).
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C. Bilan des approches analytiques au service de la
compréhension des biofilms marins & Objectifs de la thése

1. Bilan des approches analytiques au service de la compréhension
des biofilms marins

Cette partie a pour but de présenter un rapide bilan du large panel des techniques utilisées pour
la compréhension et 1’étude des biofilms marins. Comme vu dans la partie précédente, il existe
de nombreuses techniques utilisées pour la caractérisation des biofilms marins. Chacune de ces
techniques apportant une information et une caractérisation spécifique. La synergie de ces
différentes techniques analytiques va permettre d’obtenir plusieurs types d’informations variées
(concernant le métabolome, le protéome, la composition des EPS ou encore la visualisation de
la structure du biofilm), donc une caractérisation plus élargie du biofilm. En fonction de la
question scientifique posée concernant le biofilm (composition des communautés
microbiennes, effets des nutriments, de la pollution, de I’hydrodynamisme ou encore de
I’impact quorum sensing sur la formation de biofilm), certaines techniques d’analyse ou
synergie de techniques vont permettre d’apporter des informations pertinentes. Le but de cette
partie est de classer les études réalisées sur les biofilms marins par questions scientifiques et de
recenser les techniques analytiques utilisées pour y répondre. Le tableau 1.6. dresse un bilan des
études réalisées durant cette these, par question scientifique, en décrivant les approches
utilisées, les études réalisées ainsi que les organismes étudiés (Allan et al. 2002; Ayé et al. 2015;
Briand et al. 2018; Carriot et al. 2021; Catdo et al. 2018; Coclet et al. 2021; Mion et al. 2021;
Paix et al. 2020). Un exemple tire de la biblio est également décrit dans ce tableau pour chacune

des questions scientifiques
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Questions scientifiques Approches utilisées Etudes réalisées Organismes étudiés Références
Métabolomique - Métabarcoding - Microscopie Etude des variations intra-thalle des métabolites de surface des communautés Biofilm formé in situ sur la surface de la macro (Paix et al. 2020)
confocale bactériennes épiphyte de T. atomaria algue brune Taonia atomaria Second auteur
. . . - e . . X y Chapitre 3 (Carriot et al. 2021
Taxonomie Métabolomique - Analyse phytochimique Etude de la composition élargie du métabolome de T. Atomaria Macro algue brune Taonia atomaria P Prefn/'er - )
‘ . ) . Etude de la composition taxonomique et la diversité des communautés des biofilm  Biofilm marin formé in situ (Mer Méditéranéee, X
Métabarcoding - Métabolomique L ) X (Briand et al. 2018)
formé in situ océan Atlantique)
Métabolomique - Dosage des EPS - Microscopie  Etude de I'impact global de la teneur en phosphate sur des biofilms formés in vitro Biofilm marin formé in vitro par Pseudoalteromonas Chapitre 4 (Carriot et al. 2021)
confocale par une bactérie marine modéle lipolytica Soumis dans Metabolomics, premier auteur
Nutriments
. . Etude du biofilm formé par Citrobacter sp. en fonction de limitation de carbone, Biofilm formé in vitro par la bactérie
Microscopie confocale - MEB | ) (Allan et al. 2002)
de phosphore ou d'azote Citrobacter sp.
, . Etude des facteurs de contrdle principaux de la diversité et du fonctionnement Biofilm marin formé in situ (Mer Méditéranéee, .
Métabolomique - Dosage des EPS - IR ) ) ) Perspectives
microbien planctonique dans la rade de Toulon Toulon)
Pollution
; . Etude de l'influence d'une contamination multichimique (Cu, Mn, Zn) sur le Biofilm marin formé in situ (Mer Méditéranéee,
Métabarcoding i ) L ) (Coclet et al.2021)
fonctionnement des communautés de biofilms marins Toulon)
Métabolomique - Dosage des EPS - IR - Etude du comportement global d'un biofilm formé in situ soumis a un stress Biofilm marin formé in situ (Mer Méditéranéee, Chapitre 6 (Carriot et al.)
Microscopie confocale - MEB - Métabarcoding hydrodynamique Toulon) En cours de rédaction
Hydrodynamique
, N Etude de la composition de la communauté procaryote en fonction du mode Biofilm marin formé in situ (Mer Méditéranéee, .
Métabarcoding ) X . (Catdo et al. 2018)
d'immersion et du revétement Toulon)
. , . o Etude de I'impact quorum quenching (via I'enzyme SsoPox ) sur la production Biofilm formé in vitro par Chromobacterium Chapitre 5 (Mion et al. 2021)
Protéomique - Métabolomique - Multiomique ) k — ., . y L N A
) métabolique et protéomique lié au quorum sensing d'un biofilm violaceum Co premier auteur
Quorum Sensing/
Quorum Quenching ) ) )
LC-MS Etude du quorum sensing impliquant les N-acylhomosérine lactones (AHL) dans la  Souche méditerranéenne Pseudoalteromonas ulvae (Ayé et al. 2015)
souche méditerranéenne Pseudoalteromonas ulvae (mode planctonique et biofilm) v ’

Tableau 1.6. : Tableau récapitulatif des études réalisées, en lien avec la bibliographie, par question scientifique liées au biofilms marin
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2. Objectifs de la these

Le but de cette thése est de poursuivre les développements méthodologiques destinés a la
caractérisation biochimique de biofilms marins et qui ont été initiés ces dernieres années au
laboratoire MAPIEM (Brian-Jaisson et al. 2016; Favre et al. 2017, 2018), notamment dans le
cadre des projets de recherche DRACONS (financement DGA, 2014-2018) et PREVENT
(financement Université de Toulon, 2015-2018). Ces développements visent plus précisément
a caractériser la production métabolique globale (analyse combinée des métabolites et des EPS)
de biofilms in vitro mais également de biofilms naturels, donc plus complexes, formés in situ.
L’originalité des études conduites dans ce projet de thése réside dans le développement et
I’utilisation de la métabolomique et des outils permettant 1’identification des métabolites, mais
¢galement de la corrélation avec d’autres techniques et méthodologies permettant de
caractériser le biofilm. La métabolomique permet d’avoir une vue globale sur I’ensemble du
métabolome. Intégrer des données issues d’autres techniques de caractérisations permettrai
d’étendre la caractérisation du biofilm notamment concernant les EPS ou plus spécifiquement

les protéines (par protéomique).

Les méthodologies ainsi développées pourront ensuite étre appliquées a des échantillons de
biofilms ou de cultures bactériennes provenant d’autres programmes de recherche (RESSAC -
Enzymatic Coatings Inhibiting Fouling and Corrosion, financement DGA 2018-2020) mais
également a des systémes plus complexes, a savoir des biofilms formés in situ apres immersion
de surfaces, en milieu marin dans différentes conditions (ROTOR, COMICS).

Cette thése pluridisciplinaire (chimie/biochimie/microbiologie) comporte deux objectifs
principaux (Figure 1.20.). Le premier est méthodologique et a pour but le développement
d’outils et de techniques permettant une approche multi-échelles des biofilms marins. Le
deuxieme est d’apporter une meilleure compréhension des biofilms sur la base des questions

scientifiques specifiques. On peut scinder cette thése en quatre étapes :

e La premicre étant le développement d’une méthode d’annotation originale liant une
approche phytochimique « classique » ainsi qu’une utilisation approfondie de réseaux
moléculaires. Cette méthode a été élaborée dans le cadre de I’annotation du métabolome

d’un organisme marin non-modeéle, la macro-algue brune T. atomaria (Chapitre 3).
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Une fois cette méthode mise en place, elle a été en partie appliquée a la caractérisation
de I’effet de la carence en phosphate sur le métabolome de biofilms de la bactérie marine
Pseudoalteromonas lipolytica TC8 formés in vitro. Lors de cette étude les données
issues de 1’¢tude métabolomique ont été mises en relation avec celles obtenues par des
techniques colorimétriques permettant une caractérisation biochimique plus globale

de ces biofilms (Chapitre 4).

La troisiéme étape a consisté a lier des jeux de données issus d’études métabolomique
et protéomique et ainsi a mettre en place une approche multi-omiques. Ces travaux ont
été réalisés sur la souche modele Chromobacterium violaceum et ont eu pour vocation
de mieux comprendre I’impact du QQ sur le métabolisme de cette bactérie
(Chapitre 5).

La derniére étape a consisté a coupler des données de métabolomique a celles pouvant
permettre une caractérisation biochimique de la matrice d’EPS (IRTF-ATR, dosages
colorimétriques). Cette méthodologie a été appliquée a des biofilms marins formés in
situ afin de déterminer I’impact du facteur hydrodynamique sur leur production

métabolique (Chapitre 6).
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Figure 1.20. : Figure récapitulative des objectifs de la these

90



CHAPITRE Il

CHAPITRE Il

Matériels et méthodes générales

91



CHAPITRE Il

92



CHAPITRE Il

Ce chapitre sera consacré uniquement aux procédés généraux utilises au cours des différents
travaux de these. En effet, pour une meilleure compréhension de lecture, les méthodes
specifiques utilisées seront présentées plus en détails dans les chapitres correspondants. Dans
cette partie, les milieux de culture et les conditions utilisées seront détaillés. Les différents
parametres et méthodes pour la conduite d’une analyse métabolomique, ainsi que pour la

caractérisation des EPS, seront décrits.

A. Culture des souches bactériennes marines
1. Milieux de culture

En microbiologie, le matériel ainsi que les milieux de culture utilisés sont soumis a une
stérilisation par autoclavage afin d’éviter toute contamination (cycle de 20 min, 120°C, 1 bar ;
autoclave Systec, 5050 MLV, Linden, Allemagne). Seuls les deux milieux fréqguemment utilisés
au cours de cette thése vont étre décrits, a savoir le VNSS (Vaatanen nine salt solution) et
I’ASW (Artificial SeaWater). D’autres milieux de culture ont été utilisés pour des expériences
spécifiques, tels que les milieux MMM (Milieu Minimum Marin) (Ostling et al. 1991), LB
(Luria Bertani) ou encore MB (Marine Broth) (BD®, Franklin Lakes, NJ, USA).

1.1. Milieu pauvre

Le milieu de culture ASW, ou eau de mer artificielle (Sigma Aldrich, Saint Louis, USA), est
un milieu pauvre, adapté a la culture des bactéries marines, et qui est utilisé afin de mimer les
conditions naturelles retrouvées dans I’environnement marin. L’ASW contient uniquement des
sels et donc aucune source de carbone (contrairement aux milieux dits riches). Sa composition
est détaillée dans le tableau 11.1. 1l est présenté sous forme de poudre a diluer (36 g/L) dans de
I’eau osmosée. Le mélange doit étre porté a €bullition pour assurer une bonne solubilisation et

un mélange homogeéne.

93



CHAPITRE Il

Le milieu VNSS est considéré comme un milieu riche pour la culture des bactéries marines
(Little and Ray 2002). Il sera utilis¢ comme milieu pour la pré-culture des bactéries. La
composition de ce milieu, préparé entierement au laboratoire, est décrite dans tableau 11.2. La
premiére étape dans 1’¢laboration de ce milieu est la préparation du NSS ajusté¢ a pH 6,5
(Thermo Scientific GENESYS 20) puis 1’ajout, dans 1’ordre, des composés décrits dans le
tableau 11.2. ci-dessous. A noter que le mélange doit étre agité et chauffé a 125°C pour une

Chlore (CI) 19,00 a 22,00
Sodium (Na) 10,702 11,00
Sulfate (SO,) 2,66

Magnesium (Mg) 1.32
Potassium (K) 0,30a 0,40
Calcium (Ca) 0,40

Carbonate (HCO3) 0,1420,20
Strontium (Sr) 0,09
Bore (B) 0,06

Tableau 11.1. : Composition chimique du milieu de culture ASW

1.2. Milieu riche

meilleure homogénéité.

NaCl

17.60

Na;SO,

1,47

NaHCO;

0,08

KCl
KBr

0,25
0,04

W |

MeCl,, 6H,0

1,87

CaCly, 2H,0
SrClL, 6H,0
H;BO;

Peptone

Glucose

0,31
0,01
0,01

1.00
0,50

Extrait de luvure

0,50

FeSO,, 7TH,0

0,01

Na,HPO,

0,01

Amidon

0,50

— BAES

Tableau 11.2. : Composition chimique du milieu de culture VNSS
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2. Conditions de cultures
2.1. Conservation des souches bactériennes

La majorité des souches bactériennes utilisées proviennent de la mer Méditerranée et sont
conservées dans un « souchier » a -80°C. Afin d’éviter toute contamination des cryotubes
contenant les souches-meres, il nous faut préparer des cryotubes filles contenant la souche
bactérienne a étudier. Le cryotube meére est placé dans un bac froid (-20°C) sous PSM (Poste
de Sécurité Microbiologique), le mélange contenant les bactéries sous forme solide est récupéré
via une oese et placé dans 10 mL de milieu MB (Marine Broth). Ce prélévement est incubé une
nuit (120 rpm, 20°C) dans ce milieu spécifique pour la croissance des bactéries marines. La
DO, mesurée a 600nm, est ajustée a 0,1 dans le milieu MB puis le mélange est incubé une
seconde fois (120 rpm, 20°C) afin d’atteindre la phase exponenticlle de la bactérie. Six mL
sont ensuite prélevés, transfereés dans un tube Falcon puis centrifuges (6000g, 10 min, 20°C).
Le surnageant est eliminé tandis que le culot est repris dans un mélange 60% MB / 40% glyceérol

puis stocke a -80°C en attendant les futures analyses.

2.2. Condition et suivi de la croissance bactérienne

Afin d’effectuer une culture bactérienne, les souches (conservées a -80°C dans un cryotube)
sont récupérées a I’aide d’une oese. Deux méthodes de pré-cultures sont utilisées en fonction

de I’expérience envisagée et de la souche bactérienne utilisée :

e Sans étalement sur boite : Déposer directement 1’échantillon de souche bactérienne

dans un milieu riche (VNSS), laisser incuber une nuit sous agitation a 120 rpm, 20°C.

e Avec étalement sur boite de Petri : Etaler 1’échantillon de souche bactérienne sur une
boite de Petri (milieu solide : VNSS + Agar-agar) avec la méthode des cadrans. Laisser
incuber une nuit a 20°C. Récupérer une colonie formée puis la déposer dans un milieu
riche (VNSS). Laisser incuber une nuit sous agitation (120 rpm) a 20°C. Cette méthode,
plus longue, a I’avantage de permettre une vérification de la non-contamination de la
souche bactérienne utilisée et de prévenir une éventuelle contamination du cryotube.

Aprés une nuit d’incubation, la DOsoonm de la culture est mesurée (ThermoFisher Scientific,
Genesys 20, 4001/4). La culture est ensuite diluée dans le méme milieu afin d’obtenir une
DOegoonm €gale a 0,1. L’incubation de la culture bactérienne est ensuite effectuée (120 rpm,
20°C). Par la suite, la DOgoonm est mesurée toutes les 30 min jusqu’a 2h d’incubation puis toutes

les heures jusqu’a la fin de la phase exponentielle. Pour une culture en mode biofilm, une fois
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la phase exponentielle atteinte, la culture bactérienne s’effectue pendant 24h, sans agitation a

20°C dans des boites de Petri en verre.

2.3. Culture in situ

L’échantillonnage des biofilms naturels étudiés dans le cadre des projets ROTOR et COMICS
a été réalisé in situ. Ici, seul le protocole de prélevement du biofilm sera décrit, le design

expérimental spécifique a chaque projet sera détaillé dans les chapitres correspondants.

Des plaques en PVC, préalablement sablées (pour une meilleure accroche du biofilm), sont
immergées dans la rade de Toulon (mer Méditerranée). Aprés un temps donng, suivant le projet
concerné, les plaques colonisées sont rincées a I’ASW puis posées sur du papier-filtre. Elles
sont ensuite raclées avec une lame de scalpel en inox (stérile). La lame de scalpel est changée
entre chaque échantillon. Le biofilm est directement récupéré dans un tube préalablement
rempli avec de 1’acétate d’éthyle (AcOEt) (15 mL) pour I’analyse métabolomique. La lame est
laissée dans le tube jusqu’au retour au laboratoire. Les tubes sont fermés et stockés a 4°C avant
I’extraction et le quenching du matériel biologique au laboratoire. Pour 1’analyse des EPS, le
biofilm est directement récupéré dans 15 mL d’ASW stérile. Lorsque toute la plaque a été

grattée, la lame est rincée 2 fois avec 1 mL d’ASW stérile.

B. Etude métabolomique
1. Collecte des biofilms, extraction et quenching du métabolome

Pour cette étape qui concerne I’extraction et le quenching, deux types d’échantillons de biofilms
vont étre traités dans les travaux qui vont suivre : 1) biofilms mono-souches cultivés en
laboratoire, 2) biofilms formés in situ en conditions naturelles (mer Méditerranée). Le
traitement de ces deux types d’échantillons va différer 1égérement (Figure 11.1.). Néanmoins le
solvant d’extraction (AcOE?t) ainsi que le traitement par ultrasons (Branson 2510MT, Sigma-

Aldrich, Lyon) sont similaires.
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Cultures bactériennes en . . . . .
Biofilms formés in situ

biofilm en laboratoire

Utiliser un 1'étc?a_u en Grattage « Utiliser une lame dc
polystyreéne stérile scalpel en inox stérile

« Solubiliser dans I’AcOEt

+ Solubiliser dans de I’acétate «  Agiter (vortex)
d’ethyle (ACOE®) de qualité  Quenching et lyse  « Rincer la lame (2 fois avec
HPLC cellulaire 1 mL d’AcOEf)
« Agiter (vortex) = Passerau bain a ultrasons
« Passer au bain a ultrasons (30 min 20°C)

(30 min 20°C)

« Séparer les deux phases

. Récupélc] la phasc Eth'aCﬁD]l * Elllnlllcl la phaSC
aqueuse si de I'eau de
mer a été récupérée
durant I’échantillonnage

organique liquide/liquide

Extraits organiques des biofilms

Elimination du solvant (AcOEf)
par évaporateur rotatif

T°max du bain < 35°C jusqu’a
évaporation fotale

Resolubiliser les extraits secs avec du
méthanol (MeOH) de qualité HPLC

Transférer dans un vial (8 mL)
préalablement pesé a vide

Extraits solubilisés

« Evaporer le MeOH (bain sec T° max

< 35°C sous flux d’air comprimé)
« Peser les vials
Dissolution dans du MeOH (HPLC)
Concentration homogéne entre les échantillons
(de 1mg/mL a 15mg/mL suivant la série
d’expérimentations)

Echantillons pour I’analyse métabolomique (LC-MS)

Figure I1.1. : Workflow expérimental pour I’extraction et le quenching du métabolome de biofilms marins
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2. Réalisation de I'analyse par LC-MS
2.1. Séquence d’injection

Une fois les échantillons extraits, ils sont solubilisés dans MeOH a la méme concentration. La
concentration des échantillons (pouvant aller de 1 mg/mL a 15 mg/mL) dépend de I’analyse et
de I’information recherchée mais également de 1’appareillage a disposition et de la méthode
utilisée. En métabolomique, la séquence d’injection comporte quelques particularités qui sont
indispensables pour le bon traitement des données. La séquence d’injection couramment

utilisée est décrite ci-dessous (Figure 11.2.).

Partie de la séquence répétée
autant de fois que nécessaire

|

Méthanol de E?I)i(l):)lia os Pool Echantillons Pool Echantillons Pool
(x3) R (x1) (x6) (x1) (x6) (x1)

Sens de 'injection

Figure 11.2. : Organisation de la séquence d’injection pour une analyse métabolomique

e Méthanol : Les premieres injections sont effectuées avec le solvant d’élution afin de
nettoyer la colonne et de s’assurer de la propreté du systéme.

e Pools d’équilibrages : Ils sont constitués d’un mélange a volume égal de tous les
échantillons ainsi que des blancs. Ce mélange sera injecté 10 fois en début de séquence
afin de stabiliser le systéme analytique.

e Pool : Comme le pool d’équilibrage, il est constitué de tous les échantillons et blancs en
proportion égal. Les pools sont injectés entre chaque série de 6 échantillons, ces
injections permettront de vérifier la variation des métabolites au cours de la séquence
afin d’appliquer une filtration ultérieure ou une correction au niveau de la matrice de
données finale.

e Echantillons : Les échantillons constituent le cceur de 1’analyse, ils sont injectés de
manicre aléatoire tout au long de la séquence afin d’éviter toutes tendances liées a des
facteurs exterieurs.

e Blancs : Les blancs sont injectés de la méme maniére que les échantillons. Ils suivent le
méme traitement, en amont, que les échantillons mais sans matériel biologique a
analyser. Par exemple les « blancs d’extraction » utilisés lors de culture bactériennes

contiennent I’extraction des milieux de culture seuls, sans bactérie. Ces blancs vont

98



CHAPITRE Il

permettre a la fois de retirer de la matrice finale des métabolites présent dans les milieux
de culture mais également des contaminants pouvant s’accumuler au cours des étapes

de manipulations.

2.2. UPLC-ESI-QToF

Les échantillons ont été analyses par UPLC-ESI-QToF-MS en modes positif et négatif.
L'instrumentation consistait en un systeme chromatographique a ultra haute performance (Ultra
high Performance Liquid Chromatography ; UPLC) Ultimate 3000 (Thermo Fisher Scientific)
équipé d’un four a colonnes (T =40°C) et d’un injecteur automatique thermostaté a 4°C. Ce
systéeme chromatographique est couplé a un spectrométre de masse a temps de vol (Quadripole
Time Of Flight ; QToF) Impact Il (Bruker Daltonics) équipé d’un systéme d’ionisation par
électronébulisation (ElectroSpray lonisation ; ESI). Les séparations sont réalisées sur une
colonne en phase inverse (Phenomenex Kinetex ; Phenylhexyl, 150 mm x 2,1 mm, 1,7 um)
équipée d’une pré-colonne (SecurityGuard, Phenomenex). Le débit de 1’¢luant est fixé a
0,5 mL/min et le volume injecté est de 5 ou 10 uL par échantillon en fonction des
expérimentations. La phase mobile est constituée d’un mélange eau/acétonitrile (Chromasolv ;
Sigma-Aldrich-Merck) contenant chacun 0,1% (v/v) d'acide formique (Ultra grade ; Fluka,
Fischer Scientific) dont les proportions (gradient d’élution) évoluent au cours du temps comme

décrit dans le tableau 11.3.

0

2

10

14

14,01

16

5%

5%

100%

100%

5%

5%

95%

95%

0%

0%

95%

95%

Tableau 11.3. : Programmation de la phase mobile utilisée lors du profilage par UHPLC des échantillons de
biofilms

La tension du capillaire du spectromeétre de masse a été réglée a 4500V (en mode positif) et les
parameétres de nébulisation ont été définis de la maniéere suivante : pression du gaz de
nébulisation (N2) a 0,4 bar, débit du gaz de séchage (N2) a 4 L/min et température de séchage a
180°C. Les spectres de masses ont été enregistrés de m/z50 a 1200 avec un pouvoir de
résolution de masse de 25 000 et a une fréquence de 2 Hz. Des analyses de spectrométrie de
masse en tandem ont été réalisées grace a une dissociation induite par collision (CID),

fragmentant les deux ions précurseurs les plus intenses par balayage, avec une gamme d'énergie
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de collision allant de 15 a 45 eV. Une solution de formate/acétate formant des clusters a été
automatiquement injectée avant chaque échantillon pour I'étalonnage de masse interne et le
spectrométre de masse a été étalonné avec la méme solution au début de chaque séquence

d’injection.

3. Extraction et traitement des données brutes
3.1. MZmine2

Les données brutes LC-MS et LC-MS/MS ont été converties respectivement au format
« .netCDF » et « . mzXML » a l'aide du logiciel DataAnalysis (vers. 4.3, Bruker). Ces fichiers
ont fait I’objet d’une analyse en utilisant MZmine 2 (vers. 2.53) (Pluskal et al. 2010). Les
différentes étapes d’extraction des données avec ce logiciel sont détaillées et présentées dans
les figures ci-dessous (Figure 11.3., Figure I1.4., Figure I1.5., Figure 11.6.). Les étapes avec un
fond bleu sont celles qui sont indispensables et qui doivent étre effectuées pour chaque analyse.
Les étapes avec un fond gris ne seront pas utilisées systématiquement pour toutes les
experimentations. Un large panel de parametres doit étre renseigné pour la conduite de
I’extraction des données, a noter que chaque parameétre doit étre renseigné en accord avec le
type d’échantillon et d’appareillage. La complexité de ce type d’analyse réside dans le fait qu’il

n’existe pas de parameétres généraux permettant de traiter tous les types d’analyses.
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\

/ 1) Data import Raw data methods/Raw data import/Select the files
S [P— '| Toutes les données importées comprennent
U N les échantillons, les QC (pools) ainsi que les
—J T . o
(il I
. . e
MS .netCDF =i s Ces données contiennent les
*+ MSZ2—» .mzXML e "‘\ « s chromatogrammes ainsi que les spectres de
a2 /r:**‘ masses visant a étre traités via MZmine 2.
/ 2} Mass detection Row data methods/Feature detection/Mass detection \
- Scan 515 / rt 6,06 min
m/z
= m/z 2 m/z3
e
. Ma-ss detector : Centroid % N }‘ SR | I S Niveau du bruit
* Noise level : 1000 = R I A IR R B Y (Noise level)
m/z
Masses

Cette étape permet de créer des listes de spectres de masse a partir des données brutes LC-MS et LC-MS/MS, le module
de détection de masse génére une liste de masses (ions) pour chaque balayage (scan) dans le fichier de données brutes.
Les chromatogrammes de chague échantillon sont découpés en scans de 0,015 min qui sont tous soumis a cette detection.

* Mass detector : Plusieurs algorithmes sont fournis pour cette étape. Le choix de I'algorithme optimal dépend des
caractéristiques des données brutes (résolution de masse, précision de masse, forme des pics, bruit). Dans le cas ot
les données brutes sont déja centroides, un seul algorithme (détecteur de masse centroide) peut étre utilisé.

* Noise level : Valeur au dessus laquelle chaque pic est détecté comme un ion et sa valeur de m/z est placée dans la
liste. Cette valeur est définie manuellement en fonction du chromatogramme des échantillons, il est courant de
\ multiplier par 3 I'intensité de la ligne de base pour définir cette valeur.

/ 3) Chromatogram builder Row data methods/Feature detection/ADAP Chromatogram builder \

m/z1 A
411 2 m/z 2

f’\.\‘\ m/z 3

Temps de rétention

* Min group size in # of scans : 3

* Group intensity threshold : 1000
* Min highest intensity : 2000

* m/z tolerance : 0,025

Intensité

Lle générateur de chromatogramme ADAP prend la liste des masses générées précédemment et construit un
chromatogramme pour chague masse détectée sur la durée de I'acquisition.

= Min group size in # of scans : Nombre minimum de
scans pour un pic devant &tre supérieurs a la valeur
ci-dessous.

2000

* Mass detector : Voir au dessus.

* Min highest intensity : Au moins un point
sur le pic doit étre supérieur a cette valeur.

* m/z tolerance : Variation maximale autorisée entre plusieurs valeurs de m/z afin d’étre connectée au méme
chromatogramme, cette valeur est définie manuellement par I'utilisateur en regardant la variabilité d’'une masse au
sein d’un pic (de préférence le plus intense).

Figure 11.3. : Traitement des données LC-MS par MZmine 2 (1/4)
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/ 4) Deconvolution Feature list methods/Feature detection/Chromatogram deconvon’utb

* Algorithm : Baseline cut-off Pic2 L
. . ] 1
» Min peak height : 2000 = i — A |
* Peak duration range (min) : 0,01/0,5 § ¥ B miz2| Min peak Height
* Baseline level : 500 = — Baseline level
m/z3

Temps de rétention

Cette étape permet de déconvoluer I'ensemble des chromatogrammes obtenus a I'étape précédente en pics individuels.

* L'algorithme « Baseline cut-off » permet de définir le début et la fin d’un pic en fonction de plusieurs paramétres
notamment en fonction de la hauteur et de la durée du pic. En effet, a chaque fois que le signal croise la ligne de base,
un nouveau pic est créé.

* Min peak height : Hauteur minimale du pic pour étre accepté (intensité absolue).

* Min peak height : Plage de durées acceptées. Pour qu’'un pic soit validé, il faut que sa durée soit comprise entre 2
valeurs définies.

* Baseline level : Niveau en dessous duquel tous les points du chromatogramme sont supprimés (intensité absolue).

5) Chromatogram deisotoped | Feature list methods/Isotopes/isotopic peaks grouper

* m/z tolerance : 0,05

* Retention time tolerance: 0,25

* Maximum charge : 2

* Representative isotope : Most intense

Regroupement
des isotopes

m/z

Intensité

L

Ce module tente de trouver les pics formant un massif isotopique. Dés lors que des pics qui correspondent a des isofopes
sont détectés, les pics isotopiques supplémentaires sont supprimés de la liste des pics. Seul l'isotope le plus élevé est
conserve.

* m/z tolerance : Variation maximale autorisée de 'emplacement prévu d’un pic en m/z.

* Retention time tolerance : Variation maximale autorisée de I'emplacement prévu d’un pic en RT.

* Representative isotope : Permet de conserver uniquement I'isotope le plus intense.

.
p=

5) RT Normalisation Feature list methods/Normalisation/Retention time calibration

J
\

Echantillon 1 —» RT recalcule

* m/z tolerance : 0,05
* Retention time tolerance : 0,25
* Minimum standard intensity : 10000

Normalisation
Echantillon 2 des pics

Intensité

Temps de rétention
Cette étape est nécessaire si des variation de RT sont observées entre les différents échantillons. Le but étant de réduire
I'écart des RT entre les listes de pics, en recherchant des pics majoritaires communs dans ces listes de pics et en les
utilisant comme standards de normalisation.
* m/z tolerance : Différence maximale autorisée en m/z entre différents pics pour permettre la normalisation.

* Retention time tolerance : Différence maximale autorisée en RT entre différents pics pour permettre la normalisation.

* Minimum standard intensity : Intensité minimale d'un pic pouvant étre utilisé comme standard de normalisation. /

Figure I1.4. : Traitement des données LC-MS par MZmine 2 (2/4)
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f

7) Peak list aligned | Feature list methods/Alignement/Join aligner

\

« m/z tolerance : 0,05 f% Alignements
* Retention time tolerance : 0,25 :qj des pics
* Weight form/z:1 £

* Weight forRT: 1

Temps de rétention

Cette étape permet d’aligner les pics détectés dans différents échantillons via un score de correspondance. Ce score est
calculé en fonction de la masse et du RT de chague pic.

* m/z tolerance : Différence maximale autorisée en m/z entre différents pics pour permettre I'alignement.
* Retention time tolerance : Différence maximale autorisée en RT entre différents pics pour permettre I'alignement.
*  Weight for m/z : Poids attribué pour la différence en m/z pour le calcul du score.

* Weight for RT : Poids attribué pour la différence du RT pour le calcul du score.

8) Peak finder Feature list methods/Gap filling/Peak finder \

* Intensity tolerance : 0.5% Pics détectés

* m/z tolerance : 0,05

* Retention time tolerance : 0,25 Recherche des

= pics manquants

Intensité

Données brutes(

@,

Temps de rétention

Apreés I'étape d’alignement, la liste des pics obtenue peut contenir des pics manquants (pics faibles dans certains
chromatogrammes). 'absence d’un pic n’'implique pas qu’il ne soit pas présent, le « gap filled » tente de combler les
lacunes dans la liste des pics. Les paramétres définissent la fenétre dans laquelle I'algorithme doit trouver le nouveau pic. Il
est centré sur la moyenne m/z et la moyenne du RT de la liste des pics sources. Une fois que le meilleur candidat est trouvé
a l'intérieur de la fenétre, son intensité et sa forme sont vérifiées pour attribuer des valeurs d’intensités et d'aires.

* Intensity tolerance : Cette valeur définit I'écart maximal autorisé par rapport a la forme attendue d'un pic.

* m/z tolerance : Cette valeur définit la plage, en m/z, pour rechercher un pic manquant dans les données brutes.
C'est la différence maximale autorisée en m/z.

* Retention time tolerance : Cette valeur définit la plage, en RT, pour rechercher un pic manquant dans les données
\ brutes. C'est la différence maximale autorisée en RT. /

Figure 11.5. : Traitement des données LC-MS par MZmine 2 (3/4)
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~

9) Suppression des doublons Feature list methods/Filtering/Duplicate peak filter

- Filter mode : New average Ce fl\tre_(.esj[ tre:? utile p(}ur éliminer les dou.blons. Le RT moyen et la valfaur m/z
sont utilisés afin de détecter et de supprimer les doublons dans la liste des
m/z ta{erﬂn_ce 10,05 pics. Le pic dont la valeur de I'aire est la plus élevée est conservé.
* Retention time tolerance : 0,25

New average : Compare les lignes dans la liste des pics avec la moyenne en m/z et la moyenne du RT.
* m/z tolerance : Différence maximale en m/z entre les pics en double.

O Retention time tolerance : Différence maximale en RT entre les pics en double.

10) Filtration et validation manuelle

* Regarder I'allure des pics dans la liste finale : Vérifier que les variables sélectionnées par les différents
algorithmes correspondent a des pics bien définis.

* Eliminer les variables avec des RT faibles : Correspondantau pic d’élution du chromatogramme.
-

/‘

11) Export .csv | Featurelist methods/Export/Export to CSV file

P Etape finale permettant d'exporter la matrice au format .csv pour des analyses statistiques

\ J ultérieures.

* Export common elements : Row ID, Row m/z, Row retention time.

* Export data file elements : Peak area.

\.

Figure 11.6. : Traitement des données LC-MS par MZmine 2 (4/4)
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3.2. Filtration de la matrice de données

Une fois la matrice obtenue par MZmine 2, une série de trois filtrations va étre effectuée.
L’objectif est d’¢liminer toutes les variables qui ne sont pas issues des échantillons ou
présentant une variabilité analytique ne permettant pas leur interprétation. Une troisiéme étape
de filtration permet d’éliminer des signaux redondants qui correspondent & une méme variable.
Ces filtrations, mises en ceuvre sous R, ont été utilisées totalement ou en partie dans les travaux
décrits dans ce manuscrit. Les parametres utilisés ont été ajustés en fonction des échantillons

traités.
3.2.1. Filtration en fonction du rapport signal/bruit

Cette filtration est effectuée pour chaque traitement métabolomique dans les chapitres qui vont
suivre, son objectif étant I’élimination de toutes variables ne provenant pas de 1I’échantillon de
biofilm mais étant issues des milieux de culture ou dues & des contaminations. La valeur du
rapport signal/blanc est déterminante pour cette étape. Pour une variable, le « signal »
correspond a la moyenne des intensités de cette variable dans les pools tandis que le terme
« blanc » correspond a la moyenne des intensités de cette méme variables mais dans les blancs.
Si le rapport signal/blanc est fixé a 3, il faut que ’intensité moyenne d’un métabolite soit au

minimum trois fois supérieure dans les pools a celle observée au niveau des blancs.

3.2.2. Filtration en fonction du coefficient de variation

L’objectif de cette seconde filtration est I’¢limination des variables fluctuantes dues a la
variabilité analytique de la plateforme UPLC-ESI-Q-ToF. En effet, les pools sont injectés tout
au long de la séquence d’injection et ont une composition chimique identique, une variation de
I’intensité d’une variable au sein des pools indique une variabilité due a la plateforme analytique
et non pas a un facteur biologique. La valeur du coefficient de variation est fixée (de 0% a
100%). Prenons I’exemple d’un coefficient de variation fixé a 40%, une variable dont la

variation d’intensité est supérieure 40% entre les différents pools sera ¢liminée de la matrice.

3.2.3. Filtration en fonction du coefficient de corrélation

Cette filtration est utilisée afin de supprimer des variables redondantes. Elle concerne
uniquement les échantillons. En effet, des variables ayant le méme temps de rétention mais avec

des rapports m/z différents pourraient correspondre en fait a deux ions d’un méme métabolite
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(adduits, ions fragments...). Pour vérifier que ces deux variables correspondent bien a deux
metabolites différents, un coefficient de corrélation est calculé entre les deux variables. Par
exemple s’il est fixé a 80%, pour un méme temps de rétention, deux variables ayant une
corrélation de plus de 80% seront considérées comme correspondant au méme métabolite donc
apportant la méme information. S’il s’avére que ces deux variables sont corrélées, celle ayant

le rapport m/z le plus faible sera éliminée de la matrice finale.

3.3. Analyses statistiques

A la suite de ces étapes, les données sont regroupées dans la matrice avec les échantillons en
lignes et les variables en colonnes. La premiére colonne décrit le nom de ’échantillon et la
deuxieme le groupe auquel il appartient. La matrice est enregistrée en format « .csv » puis est
analysée via le site MetaboAnalyst. Les étapes de traitement via MetaboAnalyst sont explicitées

dans la figure 11.7. ci-dessous.
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Etapes de traitement statistique des données
Par MetaboAnalyst 5.0

1)  Aller sur le site : hittps://www.metaboanalyst.ca/.

2)  Cliquer sur « Click here to start », puis « Statistical Analysis ».

3) Dans la fenétre « Upload your data », dans la catégorie « A plain text file (.txt or .csv): »,
réaliser dans I’ordre les étapes suivantes :
= Choisir « Peak intensity table » dans I’onglet « Data Type ».
» Choisir « Samples in rows (unpaired) » dans I’onglet « Format».
= Cliquer sur « Submit» puis « Skip ».

4) Dans la fenétre « Data Filtering », choisit « Standard Deviation (SD) ». Cliquer sur
« Submir» pour valider le choix puis cliquer sur « Proceed ».

5) Dans la fenétre « Normalization overview », réaliser dans I’ ordre les étapes suivantes :
» Choisir « Normalization by sum » dans I’ onglet « Sample Normalization ».
= Choisir « Log rransformation » dans 1’onglet « Data transformation ».
= Choisit « Mean centering » dans I’onglet « Data Scaling ».

» Cliquer sur « Normalize », puis sur « Proceed ».

6)  Cliquer sur « Principal Component Analysis (PCA) ». Effectuer les étapes suivantes :
= Cliquer sur I’onglet « Scree Plof » et vérifier le pourcentage de représentativité
des composantes.
= Cliquer sur I'onglet « 2D plot » et vérifier la représentation graphique de
I’ACP. Pour valider I’ACP, il faut que les blancs soient bien distincts des
échantillons et que les pools se situent au centre du Score plof.

Note : Si la représentation graphique de I’ACP est validée a I’étape 6, éliminer les blancs et les
pools de I’analyse pour conserver uniquement les échantillons « vrais ». Cliquer sur
« Processing », puis « Data Editor » et enfin sur I’onglet « Edit groups ». Réitérer les étapes 4, 5
et 6.

7)  Cliquer sur « PLSDA ». Effectuer les étapes suivantes :

= Décocher le « Class Order Marters » et cliquer sur « Updare » si nécessaire.

= Cliquer sur ’onglet « Cross Validation » et vérifier la valeur de R? et Q?
(R et Q%> 0.5).

= Cliquer sur ’onglet « Permutation », choisir une valeur de « Set permutation
numbers » puis cliquer sur « Submir ». Vérifier la valeur de la p-value. Plus la
valeur de la p-value est faible, plus les résultats du modele ne sont pas liés a un
phénomeéne aléatoire. On considére une p-value < 0,05 comme une valeur
indiquant une bonne fiabilité du modéle statistique obtenu.

= Cliquer sur « Imp. Feature ». Choisir le nombre de VIPs avec |’onglet « Show
top feature number ».

8)  Cliquer sur « ANOVA » et choisir « Fisher’s LSD » dans I’onglet « Post-hoc analysis ».
Regarder la p-value des VIPs pour vérifier la significativité entre les groupes (p < 0,05).

Note : D’autres représentations que I’ACP et la PLSDA sont disponibles sous MetaboAnalyst.
Elle peuvent permettre d’avoir une vue d’ensemble des données comme par exemple
avec les représentations de type « Dendrogram » ou « Heatmap ».

Figure 11.7. : Etapes de traitement de la matrice finale via MetaboAnalyst 5.0
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3.4. Identification des biomarqueurs

L’identification des VIPs, et donc des biomarqueurs, est la clef de I’interprétation biologique
d’une étude par métabolomique. Les réseaux moléculaires constituent des alliés de taille pour
cet objectif comme cela a été décrit dans le chapitre I. Les données brutes UHPLC-MS/MS ont
été converties en fichiers « . mzXML » a l'aide du logiciel DataAnalysis (vers. 4.3 ; Bruker
Daltonics). Les fichiers sont ensuite transférés sur la plateforme MassIVE en utilisant leclient
FTP Filezilla (h6te : massive.ucsd.edu, port: 21). Les données sont traitées sous MassIVE

(Mass Spectrometry Interactive Virtual Environnement, https://massive.ucsd.edu). A la suite de

I’analyse, un numéro d’identification est généré dans le but de partager les données avec la
communauté scientifique et/ou de créer un réseau moléculaire. L’importation du numéro
MassIVE dans la plateforme GNPS (Global Natural Product Social Molecular Networking
(http://gnps.ucsd.edu) permet I’importation des données LC-MS/MS. Ces données peuvent étre

réunies en groupes en fonction des différentes conditions pour une meilleure représentation par
la suite. Des paramétres sont a renseigner pour la construction d’un réseau moléculaire en

fonction de I’appareillage, de la nature des échantillons analysés ainsi que du résultat attendu :

e Precursor lon Mass Tolerance : Cette valeur (exprimée en Dalton) influence le
regroupement de spectres MS/MS presque identiques en fonction de 1I’ion précurseur
fragmenté. Pour des spectres réalisés en haute résolution, cette valeur est fixée 8 0.02 Da
(cela correspond a une erreur maximale de 40 ppm a m/z 500, 20 ppm a m/z 1000 ou
encore 13 ppm a m/z 1500).

e Fragment lon Mass Tolerance : Pour chaque groupe de spectres MS/MS envisagés pour
un regroupement (création d'un spectre consensuel), cette valeur spécifie de combien
les ions fragmentés peuvent étre décalés par rapport a leurs valeurs m/z attendues. Pour
des spectres realises en haute résolution, cette valeur est fixée a 0,02 Da.

e Min Pairs Cos : Valeur comprise entre 0 (aucune similarité entre deux spectres MS/MS)
et 1 (les deux spectres MS/MS sont identiques). C’est la valeur de Cosine score
minimum entre 2 spectres MS/MS nécessaire pour créer un lien entre les 2 nceuds
correspondants (deux métabolites). Elle est fixée par défaut a 0,7. Une valeur plus faible
augmentera la taille des clusters en induisant le regroupement de spectres MS/MS moins
apparentés, une valeur plus élevée aura un effet inverse.

e Minimum Matched Fragment lons : Cette valeur correspond au nombre minimum de
fragments communs (entre deux spectres MS/MS) pour créer un lien entre deux nceuds.

Elle est fixée par défaut a 6. Une valeur plus faible permettra des liaisons entre les
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spectres de molécules avec peu d'ions fragments similaires. Une valeur plus élevée fera
le contraire.

e Network TopK : Nombre maximal de nceuds voisins pour un méme neceud.

A noter également que des paramétres sont a renseigner pour la recherche d’annotation dans la
base de données de GNPS. La valeur du « Library Search Min Matched Peaks » correspond au
nombre minimal d'ions fragments communs pour l'annotation et doit étre identique a celle
renseignée pour « Fragment lon Mass Tolerance ». Méme chose pour « Score Threshold »
(Cosine score minimal pour I’annotation avec les bases de donneées) et « Min Pairs Cos ».
Une fois les paramétres renseignés, le réseau est généré, visualisé et mis en forme grace au
logiciel Cytoscape (vers. 3.7.0).
L’annotation du réseau peut étre réalisée de trois manieres :
1) Annotation des métabolites directement par confrontation avec les bases de données
disponibles sous GNPS (Option « View All Library Hits »).
2) Annotation par comparaison avec les bases de données en ligne. Recherche d’un
métabolite (par le biais de la valeur de son rapport m/z obtenu a haute résolution) sur la

plateforme CEU Mass Mediator (http://ceumass.eps.uspceu.es) regroupant plusieurs

bases de données. Recherche d’un métabolite dans différents types de bases de données
(METLIN, HMDB, LIPIDMAPS, KEGG...) a I’aide de sa formule brute déterminée
avec I’outil "SmartFormula” de DataAnalysis
3) Interprétation du spectre MS/MS. L’annotation des métabolites est réalisée en cherchant
la formule moléculaire la plus probable avec 1’outil "SmartFormula” de DataAnalysis
et en analysant leurs masses précises et leur schéma de fragmentation en lien avec les
données issues de la littérature.
Les différentes étapes allant du traitement des données brutes, de la création du réseau
moléculaire jusqu’a 1’annotation des biomarqueurs sont représentées dans la figure 11.8. ci-

dessous.
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Figure 11.8. : Workflow des étapes permettant 1’annotation du métabolome grace aux réseaux moléculaires

C. Caractérisation des EPS
1. Extraction des EPS

Les substances polymériques extracellulaires sont, dans un biofilm, plus ou moins liées entre
elles et aux cellules. Trois fractions ont été extraites grace a une succession d’étapes de
centrifugation. Il s’agit de la Fraction Colloidale (FC) (composés des EPS colloidales), de la
Fraction Liée (FL) (regroupant les EPS liées et potentiellement les polymeres intracellulaires)
et la Fraction Résiduelle (FR) (constituée des cellules intactes et des débits cellulaires). Les

différentes étapes du protocole sont détaillées dans la figure 11.9.
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Sur site : * Ringage dela plague avec de FASW stérile

Grattage et dépot dans un tube Falcon de 50 mL pré-pesé
Ringage de la lame avec de TASW stérile

Conservation a4°C

Laboratoire : *  Agitation (vortex, 10 s)
Centrifugation (20 000 g, 4°C, 30 min)

v

Surnageant Culot

Transfert dans un Falcon de 50ml pre-pese
Précipitation & I'éthanol (3 volumes) a-20°C
Incubation & -20°C (1 nuit) v
Centrifugation (20 000 g, 4°C, 30 min)

Biofilm résiduel '

Surnageant  wy Culot « Ajout de Sml TASW

+  Agitation (vortex, 10 s)
Congeélation *  Sonication (100 W. 3 min)
Lyophilisation *  Centrifugation (20 000 g, 4°C. 30 min)

*  Pesce
- a -20°

; = *  Transfert dans un Falcon de 50mlL pré-pesé *  Congélation
Fraction Colloidale (FC) : * Précipitation & I'éthanol (3 volumes) 2-20°C +  Lyophilisation
- »  Incubation & -20°C (1 muit) +  Desée
EPS colloidales +  Centrifugation (20 000 g, 4°C, 30 min) + Stockage a-20°C

Surnageant Culot

Fraction Résiduelle (FR) :

Congélation Cellules intactes et débits
Lyophilisation S
cellulaires

*  Pesée
*  Stockage a-20°C

Fraction Liée (FL) :

EPS liées et polymeres intracellulaires

Figure 11.9. : Protocole expérimental permettant la séparation des différentes catégories d’EPS

2. Dosages colorimétriques
2.1. Protéines

(Bradford 1976) ont développé une méthode basée sur I'adsorption du colorant bleu de
Coomassie G250. En milieu méthanolique acide, ce colorant s'adsorbe sur les protéines et cette
complexation provoque un transfert de son pic d'adsorption qui passe du rouge au bleu. De
nombreuses variantes ont été développées par la suite et on peut se procurer dans le commerce
des trousses ("kits") de divers fabricants. Cette adsorption se fait principalement par des liens
ioniques avec des acides aminés basiques (arg, his, et lys) et des interactions hydrophobes
(acides aminés hydrophobes). La liaison du colorant a une protéine provoque un déplacement
du maximum d'absorption du colorant de 465 a 595 nm ; l'augmentation de l'absorption a
595 nm est analysée. Ce test est trés reproductible et rapide, le processus de liaison du colorant

est pratiguement achevé en environ 2 min et une bonne stabilité de la couleur est obtenue
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pendant 1h. Cette technique permet donc d’effectuer un dosage colorimétrique conduisant a
une estimation de la quantité totale de protéines dans un échantillon.

Les dosages de protéines ont été effectués en respect du protocole de la méthode choisie (Coo
Protein Assay, Uptima) et permettant le choix de plusieurs gammes de sensibilité. Dans le cas
présent, une sensibilité intermédiaire a été choisie (Intermediate Sensitivity ; 50-800 xg/mL de
protéines). Ainsi, une solution standard de BSA (2 mg/mL) a été préparée. Les échantillons a
doser ont été dilués a une concentration égale & 2 mg/mL. Toutes les solutions ont été
transférées en triplicat dans une microplaque 96 puits transparente et mélangées apreés ajout du
réactif Coomassie®. Le remplissage de la microplaque est effectué selon les ratios suivants :
volume standard-échantillon/réactif : 10/300 (en «L). Aprés 1 min de repos et 15s de mélange,
les absorbances ont été mesurées a 595 nm (TECAN, Infinit 200 Pro).

2.2. Sucres

Les concentrations en glucides totaux ont été estimées selon la méthode de Dubois et al. 1956.
Le principe de cette méthode met en jeu I’acide sulfurique concentré qui provoque a chaud
plusieurs déshydratations a partir des oses. Cette réaction entraine la formation d’un hydroxy-
méthylfurfural (HMF) pour les hexoses et d’un furfural dans le cas d’un pentose. Ces dérivés
de type furfural réagissent dans un second temps avec le phénol entrainant la formation d’un
complexe orangé (Figure 11.10). L’intensit¢é de la coloration est proportionnelle a la

concentration en oses. Celle-ci est donnée grace a la densité optique mesurée a 490 nm.

i
o7\ OH
OH 0O
H,S0, a chaud 0
Déshydratation (-H,0) HWOH
x3 5-hydroxyméthylfurfural

-H,0

()ron

Phénol

Chromophore absorbant a 490 nm

Figure 11.10. : Schéma des réactions impliquées lors du dosage colorimétrique des sucres par la méthode de
Dubois
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A partir d’une solution-mere standard de glucose (3 mg/mL), six solutions de concentration
allant de 0 a 150 ug/mL ont été préparées pour la réalisation d’une courbe d’étalonnage. Les
échantillons a doser ont été dilués a une concentration de 1 mg/mL. Dans des tubes & hémolyse,
les solutions standards et les échantillons ont été mélanges aux réactifs : 200 uL de solution de
phénol (5%) et 1 mL d’acide sulfurique (95%). Aprés 10 min, les solutions ont été mélangées
et une coloration orange est apparue apres 30 min. Toutes les solutions ont été transférées en
triplicat dans une microplaque 96 puits transparente (200 «L/puits) et les absorbances ont été
mesurées a 490 nm (TECAN, Infinit 200 Pro).

2.3. Acides uroniques

Les concentrations en acides uroniques ont été déterminées selon la méthode au MHDP
(Blumenkrantz and Asboe-Hansen 1973). Dans ce dosage, la premiére réaction entre les acides
uroniques et 1’acide sulfurique entraine une déshydratation et la formation de dérivés d’acide
S5-formylfuroique. La deuxiéme étape correspond a la réaction entre les dérivés d’acide 5-

formylfuroique et le MHDP formant un chromophore absorbant a 520 nm (Figure 11.11.).

i
o7\ OH
OH o
H,S0, a chaud 0
Déshydratation (-H,0) HO)L@/\OH
x3 Acide 5-formylfuroique
Acide galacturonique
“H,0 B OH
\ /N /4
@)
0 MHDP

0 N\ / OH

Chromophore absorbant a 520 nm

Figure 11.11. : Schéma des réactions impliquées lors du dosage colorimétrie des acides uroniques

A partir d’une solution-mere d’acide glucuronique (1 mg/mL), six solutions de concentration

allant de 0 a 200 ug/mL ont été préparées afin d’obtenir une courbe d’étalonnage. Les
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échantillons a doser ont été dilués a une concentration de 2 mg/mL. Les solutions standards et
les échantillons ont été ensuite mélangés a 1,2 mL d’une solution de tétraborate de sodium
(12,5 mM) dans de I’acide sulfurique (95%). Les tubes ont été agités (vortex), puis placés au
bain marie a 90°C (Fisher Scientific, Polystat 36) pendant 10 min. Apres refroidissement des
tubes dans un bain de glace, 20 uL d’une solution constituée de 0,15% de MHDP dans du NaOH
(0,5%) ont été ajoutés dans chaque tube. Aprés agitation (vortex), toutes les solutions ont été
transférées en triplicat dans une microplaque 96 puits transparente (200 wL/puits) et les

absorbances ont été mesurées a 520 nm.
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CHAPITRE I

Couplage d’une approche phytochimique classique et d’une
approche par réseau moléculaire basée sur la LC/MS pour
I’annotation approfondie du métabolome d’organismes non

modeéles. L’étude de cas de I’algue brune Taonia atomaria.
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A. Avant-propos

Integration of LC/MS-based molecular networking and classical
phytochemical approach allows in-depth annotation of the
metabolome of non-model organisms - The case study of the
brown seaweed Taonia atomaria

Nathan Carriot, Benoit Paix, Stéphane Greff, Bruno Viguier, Jean-Francois Briand,
Gérald Culioli

Article 1 : Publié dans Talanta le 04/12/2020
https://doi.org/10.1016/j.talanta.2020.121925

Contexte de I’étude :

Dans le milieu marin, toute surface immergée est rapidement colonisée par des
bactéries, ainsi que par d’autres micro-organismes, formant des structures tridimensionnelles
appelées biofilms. L algue cosmopolite Taonia atomaria est un modéle biologique relativement
peu colonisé et dont certains métabolites de surface présentent une activité anti-adhésion vis-a-
vis de bactéries marines (Othmani, Briand, et al. 2016). Dans le but de développer (via des
approches par métabolomique) des travaux en écologie chimique visant & mieux comprendre
les mécanismes de défense chimique de cette algue, une annotation exhaustive de sa production

métabolique est essentielle.

Méthodologie appliguée :

L’enjeu majeur de ce chapitre concerne ’annotation large du métabolome d’un
organisme modele via deux approches différentes, 1’une basée sur des travaux classiques de
chimie de substances naturelles et I’autre sur une approche plus novatrice faisant appel a la
construction de réseaux moléeculaires. La premiére mettant en avant le fractionnement de
I’extrait brut (chromatographie flash), la purification des composés (HPLC) et la caractérisation
structurale (RMN 1D et 2D). L’approche par réseau moléculaire a été utilisée en deuxiéme
approche pour I’annotation du métabolome. Cette approche récente a été optimisée dans cette
étude avec I'utilisation de réseaux plus ou moins contraints. La variation de certains parameétres
dans la construction du réseau va permettre de développer un workflow optimal permettant
I’annotation la plus globale possible du métabolome d’un organisme non-modeéle.
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Question scientifigue :

Ce travail repose avant tout sur le développement méthodologique par le couplage de
deux approches pour la caractérisation du métabolome de la macro-algue brune T. Atomaria.
Les questions globales de cette partie peuvent étre : Quelle est la composition élargie du
métabolome de T. Atomaria ? Quels sont les différents types de molécules présentes au sein de

cet organisme ?

Pour aller plus loin, I’annotation approfondie de cet ensemble de molécules a été
profitable a un autre projet validé par la publication « A Multi-Omics Analysis Suggests Links
Between the Differentiated Surface Metabolome and Epiphytic Microbiota Along the Thallus
of a Mediterranean Seaweed Holobiont » (Benoit Paix, Nathan Carriot, Raphaélle Barry-
Martinet, Stéphane Greff, Benjamin Misson, Jean-Francois Briand et Gérald Culioli) (Paix et
al. 2020). La connaissance du métabolome spécifique de cette algue a aidé a répondre a la
question : Dans quelles mesures les variations intra-thalle des métabolites de surface des algues

peuvent fagonner les communautés bactériennes épiphyte de T. atomaria ?

Résumé des résultats :

Dans le cas de T. atomaria, la construction initiale d'un réseau simplifié a conduit a
I'identification de plusieurs dizaines de métabolites répertoriés dans 14 familles chimiques, dont
certaines étaient constituées de dérivés lipidiques originaux. Deux de ces familles rassemblent
des molécules comportant une chaine terpénique liée a une unité glycérol et ont été identifiées
comme étant des monoacylgéranylgéranylglycérols et des di- et monoacylfarnésylglycérols.
Une autre famille de molécules décrites dans cette étude, a savoir les acides
monoacylglycérylfulvelliques, n'avaient été décrites a ce jour que chez I'algue brune Sargassum

fulvellum.

La construction de réseaux plus complexes a permis d'approfondir I'annotation globale du
métabolome de T. atomaria. En effet, au terme de cette étude, plus de 200 métabolites ont
finalement pu étre putativement identifiés. Cette premiére annotation détaillée permettra ensuite
de mieux comprendre, a l'aide d'études métabolomiques, les mécanismes de défense chimique
et d'adaptation métabolique de T. atomaria vis-a-vis des microorganismes qui colonisent sa

surface.
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B. Article : Integration of LC/MS-based molecular networking
and classical phytochemical approach allows in-depth
annotation of the metabolome of non-model organisms - The
case study of the brown seaweed Taonia atomaria
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»
Integration of LC/MS-based molecular networking and classical S
phytochemical approach allows in-depth annotation of the metabolome of
non-model organisms - The case study of the brown seaweed

Taonia atomaria
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Teiohid atoinarid oped. This protocol was applied to the marine brown seaweed Taonia atomaria, a cosmopolitan algal species, and
allowed to annotate more than 200 metabolites. First, the algal organic crude extracts were fractionated by flash-
chromatography and the chemical structure of eight of the main chemical constituents of this alga were fully
characterized by means of spectroscopic methods (1D and 2D NMR, IIRMS). These compounds were further used
as chemical standards. In a second step, the main fractions of the algal extracts were analyzed by UHPLC-MS/MS
and the resulting data were uploaded to the Global Natural Products Social Molecular Networking platform
(GNPS) to create several molecular networks (MNs). A first MN (MN-1) was built with restrictive parameters and
allowed the creation of clusters composed by nodes with highly similar MS/MS spectra. Then, using database hits
and chemical standards as “seed” nodes and/or similarity between MS/MS fragmentation pattern, the main
clusters were easily annotated as common glycerolipids and phospholipids, much rare lipids -such as acylgly-
cerylhydroxymethyl-N,N,N-trimethyl-f-alanines or fulvellic acid derivatives- but also new glycerolipids bearing a
terpene moiety. Lastly, the use of less and less constrained MNs allowed to further increase the number of an-
notated metabolites.
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1. Abstract

Untargeted LC-MS based metabolomics is a useful approach in many research areas such as
medicine, systems biology, environmental sciences or even ecology. In such an approach,
annotation of metabolomes of non-model organisms remains a significant challenge. In this
study, an analytical workflow combining a classical phytochemical approach, using the
isolation and the full characterization of the chemical structure of natural products, together
with the use of MS/MS-based molecular networking with various levels of restrictiveness was
developed. This protocol was applied to the marine brown seaweed Taonia atomaria, a
cosmopolitan algal species, and allowed to annotate more than 200 metabolites. First, the algal
organic crude extracts were fractionated by flash-chromatography and the chemical structure
of eight of the main chemical constituents of this alga were fully characterized by means of
spectroscopic methods (1D and 2D NMR, HRMS). These compounds were further used as
chemical standards. In a second step, the main fractions of the algal extracts were analyzed by
UHPLC-MS/MS and the resulting data were uploaded to the Global Natural Products Social
Molecular Networking platform (GNPS) to create several molecular networks (MNs). A first
MN (MN-1) was built with restrictive parameters and allowed the creation of clusters composed
by nodes with highly similar MS/MS spectra. Then, using database hits and chemical standards
as “seed” nodes and/or similarity between MS/MS fragmentation pattern, the main clusters
were easily annotated as common glycerolipids and phospholipids, much rare lipids -such as
acylglycerylhydroxymethyl-N,N,N-trimethyl-R-alanines or fulvellic acid derivatives- but also
new glycerolipids bearing a terpene moiety. Lastly, the use of less and less constrained MNs

allowed to further increase the number of annotated metabolites.
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2. Introduction

Marine chemical ecology is a field of research that aims to address the role of chemicals in
marine ecosystems. Indeed, molecules expressed by marine organisms have preponderant
ecological functions, e.g. foraging, defense or reproduction (Hay 2009). There is a growing
interest in this field of study because it benefits from many recent technical advances including

those of environmental metabolomics (Kuhlisch and Pohnert 2015).

Metabolomics is the latest in the so-called “omics” sciences that brings together genomics,
transcriptomics and proteomics (Tautenhahn, Cho, et al. 2012). Ultimately, in such a research
area the aim is to decipher the metabolome, which represents the whole set of low-molecular-
weight organic compounds present in an organism or more generally in a biological sample,
and to evaluate and interpret its variations (Oliver et al. 1998). The metabolome is constituted
by all quantifiable metabolites and appears to be highly complementary with other “omics”
sciences for a global systems biology approach (Dittami et al. 2014; Monte et al. 2014; Patti,
Tautenhahn, et al. 2012).

Untargeted LC-MS-based metabolomic studies are currently the most common ones but
metabolite identification is generally the limiting factor when interpreting the resulting data
(Chaleckis et al. 2019). Indeed, the diversity of the metabolism is vast in nature and metabolites
implied in the discrimination between sample groups often remain unidentified (Vaniya and
Fiehn 2015). With an estimation of less than 2% of mass spectra which can be annotated from
untargeted studies, the characterization of the chemical structures is the most challenging step
of the metabolomic workflow (da Silva et al. 2015). Knowing that each LC-MS analysis
generates a large number of spectra (Kind et al. 2012; Scheubert et al. 2017), spectral
identification of each compound, one by one, using classical dereplication tools with reference
databases (DBs) such as NCBI, Metlin, NIST or MassBank, is a too time-consuming approach.
For the past few years, MS/MS molecular networking (MN) has been proposed as a new
emerging tool to optimize this dereplication process (J. Y. Yang et al. 2013). Based on the idea
that MS/MS fragmentation patterns are similar for molecules sharing close chemical structures,
the Global Natural Products Social Molecular Networking (GNPS) Web-platform

(http://gnps.ucsd.edu) allows to generate MNs where compounds are linked according to their

molecular relatedness (Aron et al. 2020; Nothias et al. 2018; Wang et al. 2016a). The resulting
MNs show then diverse clusters composed by several m/z features (defined as “nodes™)
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characterized by their MS/MS data. The clusters generated in a MN could then gather
metabolites belonging to a same chemical family or sharing closely related chemical structures.

In this study, the use in a first step of a restricted MN will allow to gather compounds having
very similar chemical structures in order to facilitate their annotation. Indeed, to unlock clusters
and to putatively identify all nodes of a cluster, two situations are expected: (i) if a compound
is identified, all nodes of a cluster could be annotated using mass differences from this “seed
node” (Duncan et al. 2015; Grim et al. 2019; Ramos et al. 2019), (ii) if all compounds remain
unidentified, the annotation can be done by determining the common structural characteristics
of the nodes thanks to the comparison of their MS/MS spectra. The enlargement of the MN is
then considered in order to continue the annotation of the metabolome by using less restrictive

parameters for the connection between nodes.

The selected model in this study was Taonia atomaria, a brown alga commonly reported along
the Mediterranean and North-Eastern Atlantic coasts. To date, several types of chemical
compounds, mainly sesquiterpenes (De Rosa et al. 1994; Jerkovic et al. 2019; Othmani, Briand,
et al. 2016; Othmani, Bunet, et al. 2016; Tringali et al. 1995), meroditerpenes (Abatis et al.
2005; Gonzalez et al. 1973, 1974; Pellegrini et al. 1997; Tziveleka et al. 2005) and
geranylgeranylglycerol (GGG) (Tringali et al. 1995), have been characterized from the genus
Taonia by natural products chemistry. Because of its morphology and distribution, this algal
species represents a model of choice for studies in chemical ecology, and more particularly for
those dealing with interactions between algae and their associated microbiota. For this reason
and in order to carry out metabolomic analyses, the metabolome of this alga needs to be better

characterized.

In this context, the aim of the present study was to develop an optimal workflow dedicated to
the annotation of a largely unexplored metabolome of a non-model species, namely T. atomaria.
The proposed workflow was based on three successive steps: (i) a classical phytochemical
approach permitting to isolate chemical standards which can then be used as seed nodes,
initiating a “in-house” MS/MS DB; (i1) a GNPS networking approach with high restrictiveness
allowing only the most structurally-related metabolites to cluster together and to enrich the DB,
and (iii) a GNPS networking approach with less restrictive parameters allowing to gather other

related metabolites in order to complete the DB.
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The present approach is expected to significantly extend our knowledge on algal metabolomes

through the MS/MS fragmentation pattern of lipid families presumed to be new and at the same

time to propose new solutions for the annotation of the metabolome of little-studied species.

3. Experimental

The metabolome of T. atomaria was investigated through an original workflow (Figure I11.1.)

including the analysis of its main chemical constituents by natural products chemistry and the

building of several less and less restricted MNs coupled to DB queries and MS/MS data

analysis.
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Biological material

EriEiET Fractions
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chromatography
/"‘\ ‘-\ Total extract
)
— LC-MS/MS
B. Isolation of C. Metabolome annotation analyses D. Metabolome annotation
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Figure 111.1. : Analytical workflow used in this study
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3.1. Chemicals

Methanol (MeOH) and dichloromethane (CH2Cly) used for the extraction of the algal material
were of analytical grade. MeOH, CH:Cl, and acetonitrile (ACN) used for Flash-
chromatography and semi-preparative HPLC experiments were of HPLC grade. ACN and
MeOH used for UHPLC-MS experiments were of LC-MS grade. All these solvents were
purchased from VWR (Fontenay-sous-Bois, France). Milli-Q water was generated by a
Millipore ultrapure water system (Waters-Millipore Corporation, Milford, MA, USA). Formic
acid of LC-MS grade (99%) used for UHPLC analysis and deuterated chloroform and methanol
(99.8%; CDCls and CD30D, respectively) used for NMR experiments were purchased from
Sigma-Aldrich (St Quentin-Fallavier, France).

3.2. Algal material

Thalli of the brown alga Taonia atomaria (Woodward) J. Agardh (family Dictyotaceae, class
Phaeophyceae, phylum Ochrophyta) were collected by hand (0.5 m depth) on the south eastern
French Mediterranean coast (Tamaris; N 43’5’ 35.56, E 5°54’ 31.81) in February 2017. Algal
samples were placed in plastic bags filled with surrounding seawater and transported within an

hour to the laboratory in a cool box maintaining the seawater temperature.

3.3. Isolation of chemical standards from T. atomaria

3.3.1. Extraction of the algal material and fractionation of the
crude extracts by flash-chromatography

The collected algal samples were air-dried for 48h in the dark at room temperature (22 + 3 °C),
crushed and weighed. The dried algae (140g) were extracted using a mixture of MeOH/CH2ClI>
(1:1, v/v; 3 x 500 mL). The extracts were combined, filtered (filter paper), concentrated in

vacuo, and weighted (25g; extraction yield: 17.9%, w/w).

A part of the resulting crude extracts (4.7g) was submitted to fractionation by flash
chromatography (Spot Flash system; Armen Instruments, Saint Ave, France) on a reversed-
phase column (SuperVarioFlash D40-RP18 model, 40-63 um, 84g; Merck, Darmstadt,
Germany). For fractionation, the extracts were dissolved in 25 mL MeOH and mixed with 159
of reversed-phase silica gel (Sepra C18e, 50 um; Phenomenex, Le Pecq, France), dried under

reduced pressure and loaded on a guard column on the top of the column. The fractionation was
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monitored by UV detection at 205 nm. For the flow rate, a linear ramp was used from 2 to 32
mL/min during 2 min and then this final flow rate was maintained throughout the entire
experiment. The separation process was carried out using a ternary eluent system: H2O (solvent
A), MeOH (solvent B) and CH2Cl> (solvent C). After an initial isocratic step with 90% of A
and 10% of B from 0 to 3 min, a linear gradient up to 100% of B from 3 to 13 min, an isocratic
step with 100% of B from 13 to 18 min, and a linear gradient up to 100% of C from 18 to 29
min, an isocratic step with 100% of C was finally used from 29 to 40 min. This process led to
39 fractions which were dried in vacuo, weighted and stored at - 20 °C (more details are given

in Supporting Information, Tableau S.111.1.).

3.3.2. Purification and structural characterization of chemical
standards from T. atomaria

For sixteen of the 39 fractions obtained by flash chromatography, selected according to
available quantities, an aliquot (5-10 mg) was solubilized in the appropriate deuterated solvent
(CDCl; or CD30D) and analyzed by *H NMR (400 MHz Avance NMR; Bruker BioSpin,
Wissembourg, France) at room temperature. Six fractions were selected based on the available
quantities (m > 150 mg) and the presence of NMR signals due to algal compounds other than
common fatty acid derivatives. These fractions were then fractionated using a semi-preparative
HPLC system (Prostar 210; Varian) equipped with a refractive index detector (Varian Prostar
Model 350 RI1) and a 50 xL injection loop. Purifications were done by iterative injections using
various isocratic eluent conditions (mixtures of H,O/ACN) at a flow rate of 3 mL/min on a
reversed-phase C18 semi-preparative column (Purospher Star RP-18e, 5 um, 10 x 250 mm;
Merck) maintained at room temperature. This purification step yielded sub-fractions which

were checked by *H NMR and allowed the obtention of eight pure compounds.

The chemical structure of these pure compounds was determined through extensive 1D and 2D-
NMR analysis (**C, DEPT experiments, *H-*H COSY, *H-'H NOESY, HSQC and HMBC)
and by comparison with data previously reported in the literature. The chemical shifts of the
different spectra were fixed with respect to the residual signals of the solvent used: 6+ 7.26 and
oc 77.16 for CDClIs and 6n 3.31 and oc 49.00 for CD30OD. All the purified compounds were
analyzed by UHPLC-ESI-QToF-MS/MS and these data [accurate mass, fragmentation pattern
and retention time (RT)] were implemented in our in-house DB.
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3.4. Annotation of the metabolome of T. atomaria using molecular
networking (MN)

3.4.1. UHPLC-ESI-QToF-MS/MS analyses

For this analysis, the sixteen fractions selected in Part 2.3.2. were solubilized in MeOH (5
mg/mL) and injected on a Dionex Ultimate 3000 Rapid Separation chromatographic system
(Thermo Fisher Scientific, Sunnyvale, CA, USA) coupled via an ESI interface to a QToF
Impact 11 mass spectrometer (Bruker Daltonics, Champs-sur-Marne, France). Chromatographic
separations were performed on an analytical core-shell reversed-phase column (150 x 2.1 mm,
1.7 um, Kinetex Phenyl- Hexyl; Phenomenex) with a flow rate fixed at 0.5 mL/min. The column
was maintained at 40 °C, the injected sample volume was 5 xL and the autosampler temperature
was kept at 4 °C. An elution gradient involving a binary programming of acidified H>O and
ACN (0.1% of formic acid, v/v), was applied. The elution gradient started with 5% ACN and
was kept for 2 min, then reached 100% ACN (linear ramp) in 8 min and was kept for 4 min;
then came back to 5% ACN over 0.01 min and was maintained 1.99 min, for a total run time of
16 min (See Supporting information Figure S.111.1. for the chromatograms of these sixteen

fractions).

The MS acquisition was performed in positive ionization and full scan range (m/z 50 to 1200 at
a frequency of 2 Hz) modes. The following MS conditions were used: nebulizing gas (N2)
pressure: 0.4 bars, drying gas (N2) flow: 4 L/min, drying temperature: 180 °C, capillary voltage:
4.5 kV. The mass spectrometer was calibrated with a solution of formate/acetate forming
clusters at the beginning of the sequence run and the same solution was automatically injected
before each sample for internal mass calibration. MS/MS acquisition experiments were
conducted by collision induced dissociation (CID) on each sample. Three major precursor ions
were used and, after the acquisition of three MS/MS spectra per precursor ion, the

corresponding m/z value was excluded from the precursor ion selection for 1 min.

3.4.2. MS/MS molecular networking using GNPS

Raw UHPLC-MS/MS data were converted into “.mzXML” files using DataAnalysis software
(version 4.3; Bruker Daltonics). The files corresponding to the sixteen fractions previously
selected (See Part 2.3.2.) were grouped into six folders corresponding to six polarity ranges.
The Global Natural Products Social Molecular Networking online workflow (GNPS;
http://gnps.ucsd.edu) was used to create MNs of related compounds based on the similarity of
their MS/MS fragmentation patterns [14]. Three MNs (MN-1 to MN-3, from the most to the
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least restricted MN) were then generated using various values of “Minimum cosine score (CS)”
(a similarity score between two MS/MS spectra allowing the creation of a link between them),
“Minimum matched fragment ions (MF)” (the minimum number of common fragment ions that
are shared by two MS/MS spectra in order to be connected by an edge in the MN) and “Network
TopK” (the maximum number of neighbor nodes for a single node) (Tableau I11.1.). Data from
GNPS were imported into Cytoscape (version 3.7.0) using nodes to represent each spectrum
(each m/z feature) and edges to represent the similarity of MS/MS fragmentation between two
connected nodes (Wang et al. 2016a). A specific color was attributed to each node according to
the chemical family of the annotated metabolite or to the corresponding RT. Width of edges
connecting each node was proportional to the spectral similarity using CS as a default

parameter.
Number of
Molecular  Minimum Minimum Matched Network Annotated Clusters
network  cosine score fragment ions TopK metabolites with 5 or
more nodes
MN-1 0.85 10 7 147 15
MN-2 0.80 8 7 198 19
MN-3 0.70 6 10 212 21

Tableau I11.1. : Selected building parameters and results for the MNs constructed with the MS/MS data of
fractions obtained from the crude extracts of the brown alga Taonia atomaria.

3.4.3. Metabolite annotation in the MINs

The strategy was to focus on clusters with the highest number of nodes. In such clusters, each
node could be tentatively annotated by one or several of the following possibilities: (1) during
the computational process dedicated to the construction of MNs on the GNPS platform,
fragment similarity searches were performed in several public DBs (e.g. MassBank, HMDB,
MoNA, Metlin...) for each m/z feature and the results were directly available into the MNs
subsequently generated by Cytoscape, (2) MS data (accurate mass and fragmentation pattern)
of a specific metabolite can also be compared with those found in other DBs (PubChem,
ChemSpider...) using various tools (Tautenhahn, Patti, et al. 2012), (3) MS data and RT of the
detected m/z features were compared with those of pure compounds isolated from T. atomaria
(See Part 2.3.2.), and (4) in the case of absence of a hit in a DB, the MS data of all the nodes in

127



CHAPITRE Il

a same cluster were carefully analyzed to highlight specific common fragments or mass losses
which could allow the identification of a specific chemical family in relation to the data
available in the literature or through mass fragmentation pattern analysis.

In all these cases, once one m/z feature was annotated in a cluster, the main part of the
corresponding cluster could be annotated from this seed node according to similarity of MS/MS
spectra and to accurate masses differences between nodes.

4. Results and discussion
4.1. Isolation of chemical standards from T. atomaria: a “phytochemical

approach”
Previous studies related to compounds isolated from extracts of the brown alga T. atomaria

allowed the isolation and the structural characterization of GGG (Amico et al. 1977; Othmani,
Briand, et al. 2016; Othmani, Bunet, et al. 2016; Tringali et al. 1995) and other terpenes (mainly
germacrane and cadinane sesquiterpenoids) (Amico et al. 1977, 1979; De Rosa et al. 1994,
Jerkovi¢ et al. 2019; Othmani, Briand, et al. 2016; Othmani, Bunet, et al. 2016; Tringali et al.
1995).

In this study, after the fractionation by flash-chromatography of the crude extracts of T.
atomaria and the purification by semi-preparative HPLC of the main chemical components
from a selection of fractions, eight metabolites were characterized. Seven of these compounds
were already described from T. atomaria: cadina-4(14),5-diene, cubebol, 4- epi-cubebol, (+)-
gleenol, germacra-4(15),5,10(14)-trien-9-ol, (1S, 5E, 7S) 1l-acetoxygermacra-4(15),5,10(14)-
triene and geranylgeranylglycerol (De Rosa et al. 1994; Othmani, Briand, et al. 2016; Tringali
et al. 1995) (Figure S.111.2.). An additional compound was identified as dictyol A, a diterpene
previously reported from the Phaeophyceae Dictyota dichotoma (Fattorusso et al. 1976) but
described here for the first time from T. atomaria (Figure S.I11.3., Figure S.111.4., Figure
S.111.5.). As Dictyota spp. are morphologically and taxonomically close to T. atomaria and in
order to avoid a possible contamination of the crude extracts studied here, the presence of this
compound was confirmed by LC-MS/MS on specific crude extracts obtained within a single

thallus of T. atomaria.

The MS data and RT of these eight compounds allowed to initiate the elaboration of an in-house
DB dedicated to this algal model.
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4.2. Annotation of the metabolome of T. atomaria using a restricted
MN (MN-1)

The building of a MN (named MN-1) with very restrictive parameters allowed to obtain a
simplified MN keeping only strong similarities between nodes. Three parameters have been
specifically optimized to have a more restricted MN: (i) the minimum CS which was fixed at
0.85 (default value: 0.7) for a higher similarity between the MS/MS spectra of two connected
nodes, (ii) the minimum matched fragment ions (MF) was set at 10 (default value: 6) and (iii)
the Network TopK value was 7 (default value: 10). Many studies using MNs for annotation of
the metabolome of microorganisms use low values of CS and MF (Crisemann et al. 2017,
Saurav et al. 2019) in order to increase the size of the clusters by inducing the clustering of less
similar MS/MS spectra. This strategy allows to obtain a lot of links between nodes and less

unbound nodes.

Our proposed strategy for annotation is completely opposite, the creation at first of a
constrained network will give small clusters with highly correlated nodes which would allow
an easier and faster determination of their characteristic MS/MS fragmentation patterns. The
enlargement of the network, by using less restrictive parameters values, would connect some

unbound nodes in clusters already annotated and should allow their quick annotation.

The building of a highly restricted MN (MN-1) showed the occurrence of ten main clusters
named 1A to 1J which were carefully analyzed (Figure 111.2.).
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Figure 111.2. : Restrained molecular network (MN-1) built with MS/MS data of fractions obtained from the
crude extracts of the brown alga Taonia atomaria. Node colors were chosen according to the chemical classes
(see color code below the network). Nodes with a diamond shape correspond to fragments ions while those with
a triangle shape represent compounds with a distinct adduct from the rest of the cluster. Thickness of an edge
between two nodes is proportional to the cosine score (CS, from 0.851 to 0.995). Only clusters with at least three
nodes are represented. The whole network also includes 39 clusters of two nodes and 512 unbound nodes.
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4.2.1. Annotation of known lipid classes: clusters 1A to 1E

During the building process of MN-1, the only m/z feature matching within a DB (MoNA)
belonged to cluster 1A and was identified as a triacylglycerol (TG). This node at m/z 794.7233
([CasHosNOs]*) was annotated as TG (14:0/16:0/16:1) (See Supporting information for MS/
MS data and fragmentation pattern, Figure S.111.6.) (Samburova et al. 2013). Just using mass
differences from this seed node (Figure 111.2.), thirteen other TGs were readily detected in the
neighboring nodes and their annotation was confirmed after examination of their MS/MS data.
RT constitutes an essential parameter when analyzing lipids. In reversed phase
chromatography, retention increases with the number of carbon atoms and decreases with the
number of unsaturations, in a homologous series. In that respect, a RT-based representation of
MN-1 (See supporting information, Figure S.I11.7.) confirmed that these nodes belong to the
same lipid family. Interestingly, several nodes connected to TGs in the same cluster showed a
lower retention: a similar MS/MS fragmentation pattern and lower molecular masses were then
used to easily annotated these nodes as diacylglycerols (DGs). It’s noteworthy that a TG which
was connected to other TGs or DGs always bore with these nodes two common acyl chains
[e.g. TG (14:0/16:0/16:1) and TG (15:0/16:0/16:1), TG (16:0/16:0/18:1) and DG (16:0/16:0) or
TG (16:0/18:1/18:2) and DG (16:0/18:1)]. In cluster 1A, a detailed analysis of the MS data of
the remaining non-annotated nodes allowed to gather them in two subgroups. Some of these
nodes showed a characteristic neutral loss of 261 Da which is typical of the loss of the polar
sulfoquinovosyl group from the ammoniated adduct of sulfoquinovosyldiacylglycerols
(SQDGs) [37]. Seven of these lipids were then identified in cluster 1A, including the node at
m/z 834.5396 ([Ca3sHsoNO12S]") annotated as SQDG (16:0/18:3) (See Supporting information
for MS/MS data and fragmentation pattern, Figure S.111.6.). MS data of nodes of the second
subgroup were characterized by a neutral loss of m/z 197 which allowed to annotate them as
monogalactosyldiacylglycerols (MGDGs) (lsaac et al. 2007; Popendorf et al. 2013). For
example, the node at m/z 746.5770 ([C41HgoNO10]") was annotated as MGDG (14:0/18:1) (See
Supporting information for MS/MS data and fragmentation pattern, Figure S.111.6.). Ultimately,
all the nodes of cluster 1A were annotated. The corresponding metabolites belonged to four
lipid classes but the acyl chains of all these glycerolipids were mainly C16:0, C16:1 and C18:1.
It can be noticed that MGDG (16:0/18:2) and MGDG (16:1/18:1) corresponded to the same
single node on the network because of their identical m/z value and their similar RT and MS

fragmentation pattern.
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Interestingly, seven nodes with characteristic RT of TGs were observed in cluster 1B (See
supporting information, Figure S.111.8.) and the detailed analysis of their MS data confirmed
their annotation. As reported for cluster 1A, the same approach allowed to annotate the other
nodes as DGs and MGDGs. However, the MS data of the node at m/z 976.5977 ([Cs3HgsNO15]")
matched with none of the chemical families previously defined in this MN. This m/z feature
was then annotated as a digalactosyldiacylglycerol, DGDG (18:4/20:5) (See Supporting
information for MS/MS data and proposed fragmentation pattern, Figure S.I11.8.) (Isaac et al.
2007; Popendorf et al. 2013). It could be pointed out that glycerolipids of cluster 1B were
composed by longer FAs (eg. C18:4, C20:4 and C20:5) than those found in metabolites of
cluster 1A.

A third cluster (1C) consisted of nodes showing a MS/MS fragment ion at m/z 236
([C10H22NOs]* which is typical of mono- and diacylglycerylhydroxymethyl-N,N,N-trimethyl-
R-alanines (MGTAs and DGTAS) (Kind et al. 2012). This class of betaine lipids has already
been observed in T. atomaria (Paix et al. 2019, 2020) and such glycerolipids can be
differentiated from the very similar mono- and diacylglyceryl-N,N,N-trimethylhomoserines
(MGTSs and DGTSs) via the absence of a characteristic mass loss of m/z 87 (Roche and
Leblond 2010). Fifteen MGTASs were identified in cluster 1C using the MGTA (14:0) at m/z
446.3481 ([C24HsNOs]") as a seed node. (See Supporting information for MS/MS data and

proposed fragmentation pattern, Figure S.111.9.).

A fourth cluster (1D) gathered nodes among which some showed a characteristic neutral loss
of 261 Da on their MS/MS spectra. Based on the annotation previously carried out for the
SQDGs and considering their MS and MS/MS data, the compounds of this cluster were
annotated as sulfoquinovosylmonoacylglycerols (SQMGs). For example, the node at m/z
600.3411 ([C27Hs54NO11S]*) was thus annotated as SQMG (18:1) (See Supporting information
for MS/MS data and proposed fragmentation pattern, Figure S.111.10.). Six other SQMGs were
identified in cluster 1D together with several structurally related lipids: three
monogalactosylmonoacylglycerols (MGMGs) and a monoacylglycerol (MG). It can be noticed
that in this restricted MN the SQMGs appeared in a separate cluster than the SQDGs (only
found in cluster 1A) showing that the fragment ions due to the acyl chains were in this context

more important for the gathering than those of the sulfoquinovosyl part.

A further cluster (1E) was composed by five compounds showing in their MS/MS spectrum a

characteristic fragment ion at m/z 184 of phosphatidylcholines (PCs) (Suérez-Garcia et al.

132



| CHAPITRE Il

2017). As an example, the node with m/z 542.3237 ([C2sH4sNO7P]") was annotated as lyso-PC
(20:5) (See Supporting information for MS/MS data and proposed fragmentation pattern,
Figure S.111.11.). Thus, using further fragment ions, such as acylium ions, it was possible to

identify the five other nodes as four lyso-PCs and a PC.

4.2.2. Putative annotation of new lipid classes: clusters 1F to 1J
4.2.2.1. Geranylgeranylglycerol derivatives (Clusters 1F and 1G)

Geranylgeranylglycerol (GGG), previously isolated using the “phytochemical approach”, was
identified in cluster 1F using the experimental data (RT, MS and MS/MS data) obtained from
the chemical standard. In this situation, this known metabolite served as a seed node to annotate
the rest of this cluster as no other metabolites matched with a hit. Thanks to the MS
fragmentation of the precursor adduct ion of GGG at m/z 382.3322 [C23H44NO3]", calc. m/z
382.3316, A -1.6 ppm; [M + NH4]"), many of the resulting fragment ions observed on the
MS/MS spectrum of GGG were also found in the MS/MS spectra of the other compounds of
this cluster (Figure 111.3.). More particularly, the characteristic fragment ion at m/z 273.2577
[C20H33]" corresponding to the geranylgeranyl (GG) moiety was observed for all nodes of the
cluster 1F. After a detailed analysis of their MS/MS data, most of the nodes of this cluster have
been putatively annotated as belonging to a new class of glycerolipids,
monoradylgeranylgeranylglycerols (MGGGs), which could be divided in two main groups,
namely monoacyl and monoalkyl derivatives of GGG. Eight monoacyl derivatives were then
identified by first using the high similarity (CS = 0.90) between the MS/MS data of GGG and
those of the node at m/z 640.5293 ([C41H70NO4]*, calc. m/z 640.5299, A 1.0 ppm; [M + NHa]")
(Fig. 3). For this particular node, in addition to the characteristic ion fragment of the GG moiety
at m/z 273.2577 ([C2oHa33]*, calc. m/z 273.2577, A -0.2 ppm), a fragment ion at m/z 351.2534
([C21H3504]" calc. m/z 351.2530, A -1.1 ppm; [M - GG + H]") resulting from the loss of the GG
part and an acylium ion at m/z 259.2056 ([C1sH270]", calc. m/z 259.2056, A 0.0 ppm) together
with its dehydrated counterpart at m/z 241.1950 ([C1sH2s]", calc. m/z 241.1951, A 0.4 ppm)
were also observed allowing its annotation as MGGG (18:4). Seven other nodes of the cluster
with acyl chains varying from C16 to C20 with various unsaturations levels were then easily
identified in the same way. In the same cluster, six other nodes showed molecular formulae
lacking one oxygen atom which were inconsistent with a substitution of GGG by an acyl chain
but in accordance with the occurrence of an ether-linked chain. For example, in addition to
characteristic fragment ions of the GG chain, MGGG (0-17:2) was characterized by an adduct
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ion at m/z 616.5652 ([C40H72NO3]", calc. m/z 616.5663, A 1.9 ppm; [M + NH4]"), a fragment
ion at m/z 327.2892 ([C20H3903]", calc. m/z 327.2894, A 0.4 ppm; [M - GG + H]") resulting of
the loss of the GG moiety, and two fragment ions specific to the alkyl chain at m/z 252.2680
([C17HaaN]", calc. m/z 252.2686, A 2.3 ppm; [Ci7Hzo + NH4]") and m/z 235.2418 ([C17Ha1]",
calc. m/z 235.2420, A 1.2 ppm) (Fig. 3). Five other nodes with a similar fragmentation pattern

were putatively annotated as monoalky!| derivatives of GGG in cluster 1F.

Another cluster (1G) was composed of m/z features which showed a similar fragmentation
pattern than those of cluster 1F, the main differences in their MS/MS data being a greater
number of oxygen atoms in their molecular formulae and a characteristic ion fragment at
m/z 271.2419 ([C20H31]", calc. m/z 271.2419, A 0.6 ppm). An in-depth analysis of the MS/MS
spectra of these nodes allowed to putatively annotate them as GGG derivatives bearing an
oxidized GG side chain. More particularly, the node at m/z 398.3273 ([C23H4sNO4]", calc.
m/z 398.3265, A -2.1 ppm; [M + NH4]*) was characterized using the fragment ions at
m/z 289.2529 ([C20H330]*, calc. m/z 289.2529, A -1.1ppm; [M —glycerol + H]") and
m/z 271.2427 ([C20H31]", calc. m/z 271.2420, D -2.5 ppm; [M — glycerol - H,O + H]") as an
analog of GGG with one hydroxyl group on the GG chain (hamed here GGGOH). Through
their characteristic MS/MS fragmentation pattern, six other nodes of cluster 1G were easily
identified as monoacyl derivatives of GGGOH. For example, among these derivatives
MGGGOH (18:4) was characterized through the adduct ion at m/z 656.5245 ([C41H7oNOs]*
calc. m/z 656.5249, A 0.5 ppm; [M + NH4]"), the characteristic fragment ions at m/z 351.2527
([C21H3504]", calc. m/z 351.2530, A 0.8 ppm; [M - GGGOH + H]*) and m/z 289.2526
[C20H330]", calc. m/z 289.2526, A -0.0 ppm; [M - Glycerol — Cis:4 + H]") and their respective
dehydrated counterparts at m/z 333.2426 ([C21H3303]" calc. m/z 333.2424, A -0.4 ppm) and
m/z 271.2419 ([C2oH31]", calc. m/z 271.2424, A 0.6 ppm), and the acylium ion at m/z 259.2057
([C18H270]", calc. m/z 259.2056, A 0.4 ppm) (See Supporting information for MS/MS data and
proposed fragmentation pattern, Figure S.111.12.).
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Figure 111.3. : Annotation of geranylgeranylglycerol (GGG) derivatives in cluster 1F and proposed MS/MS
fragmentation pattern for GGG, MGGG (18:4) and MGGG (0-17:2) (Abbreviations: MGGG:

Monoradylgeranylgeranylglycerol) (Circles: metabolites; Diamonds: fragments).

4.2.2.2. Farnesylglycerol derivatives (Cluster 1H)

Cluster (1H) was composed by nodes showing a characteristic ion fragment at m/z 205.1951
[C1sH25]" which matched with the occurrence of a farnesyl (i.e. Cis-terpenoid) side chain. This
putative assumption was strengthened by the strong similarity of the MS/MS fragmentation
pattern of this ion with that of farnesol found in online DBs (e.g. Metlin).

A detailed analysis of the MS/MS data of the nodes of cluster 1H allowed to putatively annotate
them as mono- and diacyl derivatives of farnesylglycerol (MFGs and DFGs, respectively). For
example, the node at m/z578.5146 ([CssHesNO4]*, calc. m/z 578.5143, A -0.5ppm;
(M + NHa]") was characterized as MFG (18:1) through: (i) a fragment ion at m/z 357.3010
([C21H104]", calc. m/z 357.2999, A -2.8 ppm, [M - FG + H]*) resulting from the loss of the
farnesyl part and the corresponding dehydrated ion at m/z 339.2891 ([C21H3903]", calc.
m/z 339.2894, A 0.9 ppm; [M - FG — H,0 + H]"), (ii) the characteristic ion fragment of the
m/z 205.1950  ([CisH2s]", m/z 205.1951,
[M - Glycerol - C1g:1 + H]*) and (iii) an acylium ion at m/z 283.2632 ([CisH3502]*, calc.
m/z 283.2632, A 0.0 ppm) and its dehydrated counterpart at m/z 265.2529 ([C1sH330]", calc.

farnesyl chain at calc. A 0.6 ppm;
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m/z 265.2526, A -1.0 ppm) (See Supporting information for MS/MS data and proposed
fragmentation pattern, Figure S.111.13.). A similar MS fragmentation was also observed for five
other nodes while two other nodes showed the occurrence of oxygenated acyl chains.

In the same cluster, 14 other nodes showing higher molecular masses and retention times were
annotated as DFGs. For example, DFG (18:1/16:1) was putatively identified on the basis of the
adduct ion at m/z 814.7280 ([Cs2HesNOs]*, calc. m/z 814.7283, A 0.3 ppm; [M + NH4]*) and
the characteristic fragment ions at m/z 575.5034 ([C37He704]", calc. m/z 575.5034, A 0.0 ppm;
[M-FG-H20+H]), m/iz339.2889 ([CaiH3903]*, calc. m/z339.2894, A 1.4 ppm;
[M - FG - H20 - Ci6:1 +H]") and m/z 311.2579 ([C19H3503]", calc. m/z 311.2581, A 0.5 ppm;
[M - FG - H20 - Cig:1 + H]") due to the respective losses of the farnesyl chain, a molecule of

water and one acyl chain.

4.2.2.2. Farnesylglycerol derivatives (Cluster 1H)

Two other clusters (11 and 1J) were composed by nodes which showed molecular formulae and
MS/MS fragmentation pattern, more particularly the characteristic fragment ion at m/z 85.0284
[C4H502]", corresponding to those of mono- and diacylglycerols substituted by a C4HsO-
additional chemical group. These findings were in accordance with the chemical structure of
fulvellic acid derivatives (i.e. acylglycerols bearing a methacrylic acid moiety) which have been
previously described from Japanese samples of the brown alga Sargassum fulvellum (Kusumi
et al. 1981). Thus, we proposed to putatively annotate these compounds as fulvellic acid
derivatives even if the lack of MS/MS data in the literature did not allow their unambiguous

characterization.

In more detail, the seven nodes of cluster 11 were described as monoacyl fulvellic acid
derivatives (MFuAs) based on their MS/MS fragmentation. For example, MFUA (20:4) was
characterized through the adduct ion at m/z 480.3329 ([C27H4sNOe¢]", calc. m/z 480.3320, A -
1.8 ppm; [M + NH.]") and the following ion fragments found on its MS/MS spectrum such as:
(i) the ion at m/z 445.2963 ([C27H410s]", calc. m/z 445.2949, D -3.2 ppm, [M - H20 + H]Y)
resulting of a loss of water, (ii) the ion at m/z 361.2746 ([C23sH3703]", calc. m/z 361.2737, A -
2.4 ppm; [M - H20 - C4Hs02 + H]*) due to the subsequent loss of the methacrylic acid part, (iii)
the acylium ion at m/z 287.2376 ([C20H310]", calc. m/z 287.2369, A -2.4 ppm) and (iv) the
characteristic fragment ion of the methacrylic acid moiety at m/z 85.0288 ([CsHs0-]", calc.
m/z 85.0284, A -4.6 ppm) (Figure 111.4.).
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Figure I111.4. : Annotation of cluster 11 and proposed fragmentation pattern for the compound MFUA (20:4)
(Abbreviation: MFuA: Monoacylfulvellic acid) (Circles: metabolites; Triangles: adducts)

Concerning the six nodes of cluster 1J, their RT, molecular formulae and MS/MS data were in
accordance with their putative annotation as diacyl fulvellic acid derivatives (DFUAS). As an
example, DFUA (20:4/20:5) was characterized on the basis of the adduct ion at m/z 764.5455
([Ca7H72NO7]*, calc. m/z 764.5460, A 0.7 ppm; [M + NH4]"), the fragment ions characteristic
of the presence of the fulvellic acid part at m/z 645.4867 ([CasHesO4]", calc. m/z 645.4877,
A 1.5 ppm, [M -Hz20 - C4Hs02 + H]*) and at m/z 85.0282 ([C4HsO2]*, calc. m/z 85.0284,
A 2.6 ppm), the fragment ions due to the loss of an acyl chain at m/z 445.2943 ([C27H110s]",
calc. m/z 445.2949, A 1.1 ppm, [M - H2O - Cao:5 + H]") and m/z 443.2788 ([C27H390s]", calc.
m/z 443.2792, A 0.9 ppm; [M - H20 - C4 + H]*), and the acylium ions at m/z 287.2368
([C20H210]", m/z 287.2369, A0.5ppm) and m/z285.2214 ([C20H290]",
m/z 285.2213, A -0.2 ppm) (See Supporting information for MS/MS data and proposed

calc. calc.

fragmentation pattern, Figure S.111.14.).
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4.2.2.3. Assessment of the annotation carried out using the restricted
MN-1

This MN approach allowed to quickly identify chemically related compounds gathered in a
same cluster because these metabolites showed common MS fragment ions and/or similar
MS/MS fragmentation patterns. Indeed, as soon as a metabolite was annotated (seed node), the
chances of annotating the whole cluster were very strong. In the case of MN-1, nearly 90% of
the metabolites belonging to a cluster where a seed node has been identified were annotated.
Nevertheless, it should be pointed out that to isobaric molecules [e.g. DG (16:1/18:1) & DG
(16:0/18:2)] constituted one limitation of this type of approach as they are commonly detected
in a same node.

Finally, the careful analysis of MN-1 led to the annotation of 147 metabolites distributed in
eighteen chemical classes (Figure 111.2.). Even if the nodes belonging to the major clusters were
annotated, certain compounds and/or clusters are still to be determined. Then, the use of less
restricted MNs would allow to include them within a cluster where most of the nodes were

already annotated, which could facilitate their identification.

4.3. Further annotation of the metabolome of T. atomaria using less
restricted MNs (MN-2 and MN-3)

The previous MN (MN-1) was based on restrictive parameters that only permitted to highlight
strong similarities between the MS/MS spectra of metabolites within a same cluster. In order to
further enrich the chemical DB of T. atomaria, the metabolites previously identified by the
phytochemical approach and the analysis of MN-1 were incorporated into a less restricted MN
(MN-2; See Supporting information , Fig. S15), and then an even less restricted (MN-3)
network (Figure I11.5.). Reducing this restriction allowed certain unbound metabolites (self-
loop nodes) to be gathered in clusters containing known compounds. Their annotation became
easier by highlighting fragment ions and MS/MS fragmentation pathways which were common
with previously identified nodes.
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Figure lIL.5. : Less restricted MN (MN-3) built with MS/MS data of fractions obtained from the crude extracts
of the brown alga Taonia atomaria

Node colors were chosen according to their chemical classes (see color code below the network). Nodes with a diamond shape correspond to
fragments ions, while those with a triangle shape represent compounds with a distinct adduct from the rest of the cluster. Nodes with a thick
border correspond to newly annotated compounds via the MN enlargement. Thickness of an edge between two nodes is proportional to the
cosine score (CS, from 0.701 to 0.995). Only clusters with at least three nodes were represented. The whole network also includes 37 clusters
of two nodes and 326 unbound nodes.
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Moreover, the use of less restricted MNs allowed the gathering of nodes belonging to close
chemical classes in a same cluster. Thus, MN enlargement with MN-2 and MN-3 brought
together two clusters (1A and 1B), which were separated in MN-1, in a single cluster (2A-B
and 3A-B, respectively) gathering several classes of structurally related lipids (DGs, TGs,
MGDGs and SQDGS). In the same way, the two clusters 1F and 1G comprising various GGG
derivatives grouped together (3F-G). Moreover, several terpenes, some of which have been
identified in the phytochemical approach, namely dictyol A, (1S, 5E, 7S) 1-acetoxygermacra-
4(15),5,10(14)-triene and germacra-4(15),5,10(14)-trien-9-ol, which appeared previously in
MN-1 as self-loop nodes, were found clustered with the MGGGs in MN-2 (cluster 2G) and in
MN-3 (cluster 3F-G). These clusters also allowed to confirm the annotation of other terpenes,
such as retinol, retinal, and dictyolene identified through online DBs and trans-calamenene and
1,4-peroxymuurol-5-ene already isolated by our group from this algal species and referenced
in our in-house DB, which appeared as self-loop nodes in MN-1. This strategy made it possible
to annotate 61 additional metabolites very easily and to further enrich the DB. Finally, a total
of 212 metabolites (Tableau I11.2.) were putatively identified within the metabolome of T.

atomaria using the workflow described in this study.
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Chemical family Abbreviation  Color Characteristic ion fragment (Bold: most intense fragment  Characteristic neutral mass Other MS/MS Annotated Annotated nodes
code ions) loss fragmentation pattern nodes (MN-1) (MN-1 to MN-3)
Monoacylglycerol MG - [R-CO]™ 1 3
Diacylglycerol DG - - - [M - FA]™, [R-CO]™ 13 20
Triacylglycerol TG . - - [M - FA]™, [M - 2FA + 21 38
OHI™,
[R-CO]™
Monogalactosylmonoacylglycerol MGMG - m/z 197.0900 [-Gal; -NHz] [R-COI™ 3 6
Monogalactosyldiacylglycerol MGDG - - [M - Gal - FA]™, [R-COI™ 17 25
Digalactosylmonoacylglycerol DGMG - - m/z 359.1428 [-2Gal; —H20; [R-CO]™ 0 4
-NHs] m/z 341.1322 [-2Gal;
Digalactosyldiacylglycerol DGDG - - _NHa] [M-2Gal-FA]", [M-2 1 2
Gal - HaO — FA]™, [R-COI™
Monoacylglycerylhydroxymethyl-N,N,N- MGTA m/z 236.1493 [C1gH22NOs] T m/z 218.1387 m/z 161.1052 [-C7H1203; - 14 19
trimethyl-f-alanine [C1gH=2pNOS]™ m/z 162.1125 [C7H16NO3]T m/z —NH3]
144.1019 [C7H1sNO2]F m/z 100.1121 [CsH14N]1T
Sulfoquinovosylmonoacyglycerol 5QMG - m/z 261.0519 [-CgH;205S; [R-cOT™ 7 7
-NHj] m/z 243.0413
Sulfoquinovosyldiacylglycerol SQDG - [-CoH1005] [M - CgH120s5 - FA]T, [B- 7 11
col”
Lyso-Phosphartidylcholine Lys0-PC m/z 258.1101 [CaHa1NOgP]™ m/z 184.0733 m/z 183.0660 [-GsH14NO4P] - 4 4
[CsH14NO4P] + m/z 104.1070 [C4H14NO]* m/z 86.0964
+
Phosphatidylcholine PC - [CsH2N] - 1 1
Terpene (and GGG) - - - - 1 ]
Monoacylgeranylgeranylglycerol MGGG - m/z 273.2577 [CapHag] ™ m/z 289.2770 [-GGG; —NHz] [R-CO]™ 8 &
Monoalkylgeranylgeranylglycerol MGGG (0) - 6 7
Monoacylhydroxy-geranylgeranylglycerol MGGG-OH - m/z 289.2526 [CagHa30]" m/z 271.2420 [CagHal + m/z 323.2824 [-CopH3402 [R-CO]™ 6 6
-NH3]
Monoacylfarnesylglycerol MFG . m/z 205.1951 [CysH,s] ™ m/z 239.2249 [-FG; —-H,0; [R-COT™ 38 8
—NHs] m/z 221.2144 [-FG;
-NH
Diacylfarnesylglycerol DFG sl [M - FG - FA]™, [R-CO]™ 15 15
Monoacylglycerylfulvellic acid MFuA m/z 141.0546 [C7HgO3]" m/z 85.0284 [C4H502] T m/z 119.0583 [-FuA; —H20; [R-COT™ 7 8
I -NHs]
Diacylglycerylfulvellic acid DFuA - [M - FA]™, [R-CO]™ 7 11
Total: 147 212

Tableau I11.2. : Summary of the annotation of the metabolome of the brown alga Taonia atomaria
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4.4, Taxonomical and ecological significance of the annotated
metabolites of T. atomaria.

In line with previous observations on T. atomaria from the French Mediterranean coasts
(Othmani, Briand, et al. 2016; Othmani, Bunet, et al. 2016; Paix et al. 2019, 2020), no
meroditerpenes were observed here either with the phytochemical approach or using MNs. In
these previous studies and in the present one, the main isolated terpenes were GGG and
sesquiterpenes with cadinane, germacrane or spiroaxane carbon skeletons. The same trend was
also observed for specimens of T. atomaria collected in the Adriatic Sea (Croatia) (De Rosa et
al. 1994; Jerkovi¢ et al. 2019), or for samples of Taonia pseudociliata from the Gulf of Catania
(Sicily, Italy) (previously identified as Dilophus fasciola, (Amico et al. 1977, 1979; Tringali et
al. 1995)) and no meroditerpenes were reported either in these studies.

However, several meroditerpenes were identified in previous works focusing on algal species
reported as T. atomaria from Canary Islands (e.g. taondiol and atomaric acid) (A. G. Gonzélez
et al. 1973, 1974), or from the Aegean Sea (e.g. taondiol, atomaric acid, sargaquinone, and
atomarianones A and B) (Abatis et al. 2005; Nahas et al. 2007; Tziveleka et al. 2005). In these
studies, which did not report any sesquiterpenes or GGG, such a chemical composition
appeared to be strikingly close to those of Stypopodium species widely reported for their
meroditerpenes production (Gerwick and Fenical 1981; Gil et al. 1995; Rovirosa et al. 1992;
Sabry et al. 2005; Wessels et al. 1999). For instance, atomaric acid and taondiol have been
previously isolated from Stypopodium zonale (Soares et al. 2003) while epi-taondiol and
sargaquinone were described from Stypopodium flabelliforme (Areche et al. 2010).
Stypopodium and Taonia are morphologically and phylogenetically close genera among the
Dictyotaceae family (Paula et al. 2011) and, as already suggested (Soares et al. 2003), the
hypothesis of a botanical misidentification of Stypopodium spp. samples as T. atomaria could
be a plausible scenario to consider. However, more thorough chemotaxonomic studies are
necessary to confirm this hypothesis and an integrative approach coupling morphological,
phylogenetic and metabolomics analyses could provide the information needed to clarify this
situation.

In an ecological point of view, sesquiterpenes and GGG produced by T. atomaria have
demonstrated anti-adhesion activities against several epiphytes including diverse bacterial
strains (Othmani, Briand, et al. 2016; Othmani, Bunet, et al. 2016) and barnacle larvae
(Othmani, Bunet, et al. 2016), with gleenol and GGG showing the strongest activities. Through

a specific extraction procedure developed for this seaweed (Othmani, Briand, et al. 2016), these
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two compounds were also characterized as main components of the surface metabolome of T.
atomaria (Othmani, Briand, et al. 2016; Othmani, Bunet, et al. 2016; Paix et al. 2019, 2020).
These studies brought evidence that these chemical compounds may be implied in the
regulation of the epibiosis at the algal surface. Sesquiterpenes have been noticed mainly in
apical parts, where the meristem -which is composed of cells involved in the algal growth- is
located. In line with the optimal defense theory which assumes that chemical resources are
allocated within the organism to maximize the plant fitness (McKey 1979), these molecules,
known as defense compounds, may allow to protect the merismatic cells against fouling
organisms (Paix et al. 2020). The biosynthetic pathway and mechanisms allowing the
expression of these compounds at the algal surface remain uncertain and not documented,
implying the need to improve the annotation of its metabolome.

In this study, we also annotated two new lipid classes, GGG and FG derivatives, which are
likely to play an important role in the biogenesis and storage of GGG and sesquiterpenes,
respectively, since glycerides are generally known for their fundamental storage role. More
precisely, GGG derivatives could act as a lipid form of storage for GGG; while mono- and di-
FG, harboring a farnesyl chain, could be used by the alga as storage compounds for biosynthetic
precursors of sesquiterpenes.

Concerning the fulvellic acid derivatives, their description remains uncertain because they have
only been described from the Japanese alga Sargassum fulvellum (Kusumi et al. 1981), but their
presence, in addition to those of all the other lipid families described here, shows that T.
atomaria, and more broadly marine macroalgae, constitute an immeasurable source of still

untapped lipid derivatives.

4.5. Taxonomical and ecological significance of the annotated
metabolites of T. atomaria.

Several studies have already successfully combined phytochemical approaches and the building
of MNs but the main part of them were implemented with purposes different from the one
driving the present work. Thus, a first set of such studies has employed MNs as a dereplication
tool, using in-house or online DBs fed with experimental or in silico MS/MS data, to focus
isolation efforts on putatively new compounds (e.g. (Alcover et al. 2020; Ren et al. 2020)). A
second set of studies using MNs has been implemented in order to target specific families of
chemical compounds (e.g. (Ding et al. 2018; Y. Li et al. 2020)). Finally, a large third set of

studies has described the use of MNs for the identification or the targeted isolation of bioactive
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compounds (e.g. (Buedenbender et al. 2020; Olivon et al. 2017)). In our case, starting from a
non-model species, the aim was to isolate the main chemical components of the extracts of T.
atomaria and to use them, in combination with MNs, to annotate as much as possible the
metabolome of this alga without any condition of novelty or bioactivity of the characterized
metabolites.

The first particularity of the present study was to include a fractionation step of the crude
extracts of T. atomaria and the subsequent MS/MS analysis of the resulting fractions in order
to maximize the annotation of the metabolome of this alga. By way of comparison, it can be
noted that most of the previous studies dealing with MNs have only analyzed crude extracts
that can hamper the detection of numerous compounds, probably due to lower detection limits
and competition between molecules during the ionization process.

The second particularity of the present analytical workflow consisted of the use of less and less
restrictive parameters for the construction of more and more complex MNs. As most studies to
date use the default set of values proposed on the GNPS platform (CS: 0.70; Minimum matched
fragments ions: 6; Network TopK: 10), only a limited number of them have discussed the
impact of such parameters on the structure of the MNs and on the annotation process. However,
these parameters need to be appropriate for each analysis according to the expected results
(Aron et al. 2020). Consistently, in several previous studies the use of default parameters gives
complex MNs with large clusters composed by mostly unknown metabolites (e.g. (Millan-
Aguifiaga et al. 2019; Purves et al. 2016)). In such cases, the use of less stringent conditions for
the building of MNs could have allowed an easiest determination of common MS/MS
fragmentation patterns between nodes, which composed the same cluster and thus could have

led to a better annotation.

5. Conclusion

An efficient method dedicated to the annotation of the metabolome of a non-model organism,
the brown alga T. atomaria, has been developed by coupling two types of approaches, one based
on a classical study of the organic extracts of this alga by natural products chemistry and the
other, more recent, highlighting the power of annotation of MNs built with fractions of these
extracts. Following the elaboration of a first very restricted MN (i.e. implying a very high
similarity between the MS/MS data of the metabolites within a same cluster), the annotation
was carried out using either seed nodes (i.e. metabolite identified through the interrogation of
online DBs or isolated standards during the phytochemical analysis of the alga) or by analyzing
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the similarities and/or interpreting the MS/MS data of the nodes belonging to a same cluster.
This first step allowed to annotate 147 compounds in the ten main clusters of the restricted MN
(MN-1) and to putatively characterize two new lipid classes including a geranylgeranyl or a
farnesyl part together with a rare class of acylglycerols bearing a methacrylic acid moiety
(fulvellic acid derivatives). The implementation, in a second phase, of less constrained MNs
allowed to enlarge the size of the clusters and to annotate 65 additional metabolites.

The use of such a method, which is simple to implement, could allow to broaden our knowledge
of the metabolome of species, particularly marine ones, which are still little studied to date.
This method could thus be an essential tool for the study of such organisms by environmental

metabolomics.
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Detailed MS/MS fragmentation of a selection of nodes

Cluster 1A (See Figure S.111.6.)

o Example of TG: node at m/z 794.7233 ([C49HesNOs]", calc. m/z 794.7232, A -0.1 ppm;
[M + NH.]")

This m/z feature was identified as TG (46:1) which ionized as a cationic adduct [M + NH4]".
The analysis of its MS/MS fragmentation pattern allowed its annotation as TG (14:0/16:0/16:1)
since three groups of fragment ions were observed in the MS/MS spectrum of this compound:
(i) diglyceride ions resulting of the loss of one fatty acid chain at m/z 549.4879 ([CssHes04]",
calc. m/z549.4877, A-0.3ppm; [M-Cuo+H]"), m/z523.4720 ([Cs3He304]", calc.
m/z 523.4721, A03ppm; [M-Ci1+H]"), and m/z 521.4567 ([CssHe104]", calc.
m/z 521.4564, A -0.4 ppm; [M - Ci6:0 + H]"), (ii) monoglyceride ions obtained after the loss of
two fatty acids at m/z313.2741 ([Ci9H370s]*, calc. m/z 313.2737, A-1.1ppm;
[M - Ci40 - Ci6:1 + H]"), m/z311.2581 ([C19H3503]", calc. m/z311. 2581, A-0.1ppm;
[M - Ci4a0 - C160 + H]") and m/z 285.2429 ([C17H3303]*, calc. m/z 285.2424, A -1.5 ppm;
[M - Ci60-Cie1 + H]*), and (iii) acylium ions at m/z239.2367 ([CisH310]", calc.
m/z 239.2369, A 1.2 ppm), m/z 237.2213 ([C16H200]", calc. m/z 237.2213, A -0.1 ppm) and
m/z 211.2053 ([C14H270]", calc. m/z 211.2056, A 1.5 ppm).

e Example of SQDG: node at m/z 834.5396 ([Ca3sHsoNO12S]*, calc. m/z 834.5396,
A 0.0 ppm; [M + NH4]")
This m/z feature was annotated as SQDG (16:0/18:3), which ionized as a cationic adduct
[M + NH4]*, using: (i) fragment ions at m/z 573.4883 ([C37Hes04]", calc. m/z 573.4877, A -
1.0 ppm; [M - CsHgO7S - H20 +H]*) and m/z 591.4988 ([C37He7Os]", calc. m/z 591.4983, A -
0.2 ppm; [M - C¢HyO7S + H]") caused by the detachment of the polar head and generating
neutral losses of m/z 261 and 243 Da from the adduct ion, respectively, and (ii) two other
fragment ions at m/z335.2582 ([Ca1H3s03]", calc. m/z335.2581, A -0.5ppm;
[M - C6HgO7S - H20 -Ci:0 + H]*) and m/z 313.2739 ([C19H3703]", calc. m/z 313.2737, A -
0.4 ppm; [M - CeHyO7S - H20 -Cig:3 + H]*) which allowed to defined the two acyl chains as
C16:0 and C18:3, respectively.

e Example of MGDG: node at m/z 746.5770 ([CaiHsoNO10]*, calc. m/z 746.5777,
A 0.9 ppm; [M + NH4]")

This m/z feature (ionized as a cationic adduct [M + NH4]*) was identified as a MGDG (32:1)
on the basis of the fragment ion at m/z 549.4874 ([C3sHesO4] ", calc. m/z 549.4877, A 0.7 ppm;
[M - Gal + H]") which corresponded to a neutral loss of 197.0900 Da. Its annotation as MGDG
(14:0/18:1) was fulfilled thanks to fragment ions at m/z 339.2890 ([C21H3903]", calc.
m/z 339.2894, A 1.2 ppm; [M - Gal-Ciso+ H]*), and m/z 285.2420 ([C17H3303]", calc.
m/z 285.2424, A 1.5 ppm; [M - Gal - C1g:1 + H]"), and the two acylium ions at m/z 265.2524
([C1sH330]*, calc. m/z265.2526, A 0.7 ppm) and m/z211.2054 ([C14aH27O]*, calc.
m/z 211.2056, A 1.2 ppm).
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Cluster 1B (See Figure S.111.8.)

e Example of DGDG: node at m/z 976.5977 ([Cs3sHgsNOis]*, calc. m/z 976.5992,
A 1.6 ppm; [M + NH4]")

This m/z feature was observed as an adduct ion ([M + NH4]") and its MS/MS spectrum showed
fragment ions at m/z617.4559 ([CaiHe104]", calc. m/z617.4564, A 0.8 ppm;
[M-2Gal - H20 +H]") and m/z635.4668 ([C41He30s]", calc. m/z 635.4670, A 0.4 ppm;
[M - 2 Gal + H]"). These two fragment ions corresponding to neutral losses of 359 and 341 Da
from the adduct ion were characteristic of digalactosylacylglycerols (DGDGs). Further
fragment ions attributed to monoglyceride ions at m/z 359.2580 ([C23H3503]", calc.
m/z 359.2581, A 0.2 ppm; [M - 2 Gal - H20 - Cig4 + H]") and m/z 333.2423 ([C21H330s]", calc.
m/z 333.2424, A 0.5 ppm; [M - 2 Gal - H20 - C20:5 + H]*), and to acylium ions at m/z 285.2213
([C20H200]*, calc. m/z285.2213, A 0.0 ppm) and m/z259.2057 ([CisH27O]*, calc.
m/z 259.2056, A -0.2 ppm) allowed the annotation of this metabolite as DGDG (18:4/20:5).

Cluster 1C (See Figure S.111.9.)

e Example of MGTA: node at m/z 446.3481 ([C24H4sNOs]*, calc. m/z 446.3476, A
2.0 ppm)

This m/z feature, annotated as MGTA (14:0), showed a characteristic MS fragmentation
pathway with: (i) a fragment ion at m/z 428.3379 ([C24H4sNOs]", calc. m/z 428.3370, A -
2.1 ppm; ([M - H20 + H]") resulting from the loss of water from the molecular ion, (ii) a
fragment ion at m/z 285.2429 ([C17H3303]", calc. m/z 285.2424, A -1.8 ppm; [M - C7H15sNO3]")
resulting from the loss of the hydroxymethyl-N,N,N-trimethyl-R-alanine group, and (iii) several
ions, including the characteristic fragment ion at m/z 236.1496 ([C10H22NOs]*, calc.
m/z 236.1492, A -1.5 ppm) resulting from the loss of the acyl chain, obtained by successive
fragmentations of the polar head group, such as at m/z 218.1387 ([Ci0H20NO4]*, calc.
m/z 218.1387, A -0.3 ppm; loss of water), m/z 162.1127 ([C;H16NQOs]", calc. m/z 162.1125, A -
1.4 ppm; loss of glycerol) and m/z 144.1023 ([C7H1aNO2]*, calc. m/z 144.1019, A -2.9 ppm;
loss of glycerol and water).

Cluster 1D (See Figure S.111.10.)

e Example of SQMG: node at m/z 600.3411 ([C27HsaNO11S]* , calc. m/z 600.3412,
A 0.1 ppm; [M + NH4]")

This m/z feature, observed as an adduct ion ([M + NH4]"), was annotated as SQMG (18:1) on
the basis of the characteristic fragment ions at m/z 339.2895 ([C21H3903]", calc. m/z 339.2894,
A -0.3 ppm; [M - CsHgO7S - H20 + H]*) and m/z 357.3002 ([C21H4104]", calc. m/z 357.2999,
A -0.7 ppm; [M - CsHeO7S + H]*), which corresponded to the loss of the sulfoquinovosyl group
(neutral losses of 261 and 243 Da, respectively, from the ammoniated adduct), and the acylium
ion at m/z 265.2525 ([C1sH330]", calc. m/z 265.2526, A 0.2 ppm).
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Cluster 1E (See Figure S.111.11.)

o Example of PC: node at m/z 542.3237 ([C2sH4sNO7P]", calc. m/z 542.3241, A 0.8 ppm;
[M +H])

This m/z feature was annotated as lyso-PC (20:5) using the typical fragment ion of the polar
head at m/z 184.0729 ([CsH1sNO4P]*, m/z 184.0733, A 2.5 ppm), but also those due to its
subsequent fragmentation at m/z 104.1069 ([CsH14NQO]*, calc. m/z 104.1070, A 0.8 ppm) and
m/z 86.0964 ([CsH12N]", calc. m/z 86.0964, A 0.6 ppm), while the acyl chain was deduced from
the molecular formula and the fragment ions at m/z 359.2576 ([C23H3s03]", calc. m/z 359.2581,
A 1.2 ppm; [M - CsH1sNO4P + H]"), and m/z 258.1099 ([CsH21NO6P]*, calc. m/z 258.1101,
A 0.9 ppm; [M - Cao5 + H]).
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Tableau S.111.1. : Summary of the fractions obtained after fractionation of the crude extracts of Taonia

atomaria by flash-chromatography

Elution gradient

Semi-

Fraction Color Mass (mg)  preparative Purified LC-MS/MS
N° CH:Clz  MeOH H20 HPLC compounds* analysis
1 0 10 90 Colorless <05
2 0 10 90 Colorless <05
3 0 18 82 Light pink <0.5
4 0 27 73 Light purple <05
5 0 36 64 Light yellow <05
6 0 45 55 Light yellow <05
7 0 54 46 Light yellow <05
8 0 63 37 Light yellow <05
9 0 72 28 Light yellow <05
10 0 81 19 Light yellow <05 X
11 0 90 10 Yellow/Orange <05
12 0 99 1 Yellow/Orange 22
13 0 100 0 Orange 4
14 0 100 0 Orange 12 X
15 0 100 0 Orange 99 X
16 0 100 0 Orange 241 X X
17 0 100 0 Dark orange 326 X 20, 22, 24 X
18 0 100 0 Dark green 257 X 20, 22,25 X

10, 12, 13, 20,

19 9 91 0 Green 216 X 22,23, 24 X
20 19 81 0 Green 213 X 10, 23 X
21 29 71 0 Light green 152 X 23 X
22 39 61 0 Light green 97 X
23 49 51 0 Green 64 X
24 59 41 0 Dark green 43 X
25 69 31 0 Dark green 53 X
26 79 21 0 Green 78 X
27 89 11 0 Green 132 X
28 99 1 0 Green 116 X
29 100 0 0 Green 32

30 100 0 0 Green 28

31 100 0 0 Yellow 20

32 100 0 0 Yellow 10

33 100 0 0 Light yellow 16

34 100 0 0 Light yellow 8

35 100 0 0 Light yellow 7

36 100 0 0 Light yellow 11

37 100 0 0 Light yellow 1

38 100 0 0 Colorless <05

39 100 0 0 Colorless <05

*See Fig. S2 for the corresponding chemical structures. 10: cadina-4(14),5-diene; 12: cubebol; 13: 4-epi-cubebol; 20: (+)-gleenol; 22: (1S, 5E,
7S) 1-acetoxygermacra-4(15),5,10(14)-triene; 23: germacra-4(15),5,10(14)-trien-9-ol; 24: geranylgeranylglycerol; 25: dictyol A.
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Figure S.111.1. : BPC chromatograms of a selection of fractions obtained from the crude extracts of Taonia

atomaria
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Figure S.111.2 : Compounds isolated from Taonia spp.
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aTziveleka et al. Chem. Biodivers. 2 (2005) 901; "Gonzalez et al. Tetrahedron. 29 (1973) 1605; ‘Gonzalez et al. Tetrahedron Letters. 15 (1974)
3951; YAbatis et al. Tetrahedron Letters. 46 (2005) 8525; °De Rosa et al. Phytochemistry. 37 (1994) 1327; fOthmani et al. Biofouling. 32
(2016) 801; %Othmani et al. J. Appl. Phycol. 28 (2016) 1975; "Tringali et al. Phytochemistry. 40 (1995) 827.
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Figure S.111.3 : Chemical structure of dictyol A and main correlations observed on the HMBC and *H-'H
COSY 2D NMR spectra
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: 'H NMR spectrum of dictyol A (CDCl;, 400 MHz)

Figure S.111.4-A.
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Figure S.111.4-B : *3C NMR spectrum of dictyol A (CDCls, 100 MHz)
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Figure S.111.5 : (+)-ESI-HRMS spectrum of dictyol A
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Figure S.111.6 : Annotation of cluster 1A and proposed MS/MS fragmentation pattern for the compounds MGDG (14:0/18:1), SQDG(16:0/18:3) and TG (14:0/16:0/16:1)
(Abbreviations: DG: Diacylglycerol; MGDG: Monogalactosyldiacylglycerol; SQDG: Sulfoquinovosyldiacylglycerol; TG: Triacylglycerol)
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CHAPITRE Il

Figure S.111.7 : Restrictive molecular network (MN-1) representing nodes with a color gradient according to
their corresponding retention time (Abbreviations: DFG: Diacylfarnesylglycerol; DFuA: Diacylfulvellic acid;

DG: Diacylglycerol; DGDG: Digalactosyldiacylglycerol; MFG: Monoacylfarnesylglycerol;
MFuA: Monoacylfulvellic acid; MG: Monoacylglycerol; MGDG: Monogalactosyldiacylglycerol;
MGGG: Monoradylgeranylgeranylglycerol; MGGG-OH: Monoradylhydroxygeranylgeranylglycerol;
MGMG: Monogalactosylmonoacylglycerol; MGTA: Monoacylglyceryl-N,N,N-trimethyl-R-alanine;
PC: Phosphatidylcholine; SQDG: Sulfoquinovosyldiacylglycerol; SQMG: Sulfoquinovosylmonoacylglycerol;
TG: Triacylglycerol) (Circles: metabolites; diamonds: fragments; triangles: adducts)

SQDG (16:1/18:3)

1A

SQDG (14:0/16:1)

SQDG [14‘0”5‘4]SQDG (14:0/18:3)

& MGDG TG (18:4/18:4/20:4)
MGDG (14:0/18:1) (16:1/18:2)
MGDG (16:0/18:2)
SQDG (16:0/18:3 BMGDG TG (26:1/1873/20:
(16:1/18:1)

MEDS (16:0/16:3)

SQDG

SQDRG (16:0/18:1)

MGDG (16:0/18:1)
DG (8/13. O

DG (16:0/18:1)
TG (16:0/18: 171

TG (ls:nlls:é‘g%i%)'l/l&l]

TG (16:0/16:0/18:1)
TG (16:0/16:1/18:1)

DG (16:0/16:0)

TG (15:0/16:0/16:1)

(9:1({OH)/16 0/15‘1).

TG (14:0/16:0/18:1

TG (14:0/16:0/16:1)

TG (14:0/16:1/16:]
TG (16:0/16:1/16:

TG (16:1/16:1/16:1)

1D s

MGMG (18:3)
O MG~615:2)

SQMG (18:3)
SQMG {18:2)

SQMG (18: QMG {16:1)

SQMG (15:0)

SQMG (14:0)
SQMG (16:0)

SQME (14:0)

MGMG (16:0)

11

MFuA (18:2)

MFuA (18:1)

MEUA (20:2)

MFuA (20:37

MFuA (20:4)
C)Mruas:a)

MFuA (18:4)

 (14:0/16:1/18:3)

TE (16,0/16:1/18:3)

. TG(lS%S 1/20:5) 1 F

1E

Jyso-FC (20:3)

Iyso-PC

20:4)

Iyso-RC (20:5)

Iyso-PC (22:6)

PC {20:5/20:5)

MF"ATHM’ 1 JDFuA (1814/20:4)

& (18:3/20/5)

DFuA (16:4/20:5)
DFuA (20:4/20:5)
DFUA'(18:4/20:5)

DFUA (14:0/20:5)

DFuA (20:5/20:5)

(9:1+0H/16:0)

DG {16:1/18:1) &
DG (16:0/18:2)

TG (16:0/20:5/2
G (18:3/18:472

1 B TG(lGa/lS:B/ZG‘S)

MGTA (17:1)

TG [16:1/16:1/20:5)

DG (20:5/20:5)
DG (16:1/20:5)

DG (18:4/20:4) &
DG (18:3/20:5)

DG (18:3/18:4)

MGDG (18:4/20:5)
MGDG, (18:3/18 b MERE (20:4/20:5)

DG (20:4/20:5)

MGDG (18:4/20:4)
& MGDG
(18:3/20:5)

o)
ODGDG&“ - MGDG (16:4/20:5)
e

MGDG (16:4/18:4)
MGDG (18:2/20:5)MGDG {16:1/18:

M
MGDG 515:2/18:4

DG (16:3/16:4)

MGGG-OH (16:0)

MGGG-OH {16:1)

MGGG-OH {18:14) O

O

MGGG-OH (20:5)
MGGG-OH (18:4)

MGGG(O-15:2)
MGGG (0-14:1)
MGGG (0-13:1) O

MGGéo'm‘” MGGG{0-17:2)

Geranylgeranylglycersl
<> (6GE)

=0 Qg0

mese@ 17y O O
(5 O( )MGGG(18:4) O O

MGGG (16:0} O O
O MGGE (14:0)Maat (18:1) O o O <>

MGGG (16:1)
2 Oane)

MGGG (20:4)

MGGG 18:3)

Retention time {sec)

159

MGTA (16:1) O MGTA(lE:Z)o

1H

DFG {14:0/18:1)

G 20!
B {18:4/18:4/20:5) 1 CMGBS:A) " Té() ?

MGTA (18:4)
METAL2D 3 y6Ta (18:3)

MGTA (20:4)

MGTA f11:0)+0H

MGTA (14:0)

ODG (18:4/20:50 MGT‘QON.IMGTA(11 =
O

MGTA (11:0)

MFG fzn:s)

MFG (20:4)

MFG (22:5)+0

DFG (16:1/18:4)

MFG (20:3)+0 MFG (22:4)

weqadd O
O esels)

MFG {1
A é DFG.(18:4/18:4)

O

DFG (16:1/18:2
DFG([A:D/IB:Z)G( S1e:2)
DFG,(20:4/20:4)
DFG (18:1/20:4)

DFG (18:4/20:5)
DFGI(16:1/18:3)

DFG)(16:0/20:5)
DFG(16:1/18:)

DFG {18:3/20:4)

DFG (16:0/20:4) & DFC (18:2/20:4)
{18:1/18:3)



CHAPITRE I

Figure S.111.8 : Annotation of cluster 1B and proposed MS/MS fragmentation pattern for the compound DGDG (18:4/20:5) (Abbreviations: DG: Diacylglycerol;
DGDG: Digalactosyldiacylglycerol; MGDG: Monogalactosyldiacylglycerol, TG: Triacylglycerol)
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Figure S.111.9. :

Annotation of the cluster 1C and proposed MS/MS fragmentation pattern for the compound MGTA (14:0) (Abbreviation:

MGTA: Monoacylglyceryl-

N,N,N-trimethyl-R-alanine)
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Figure S.111.10 : Annotation of cluster 1D and proposed MS/MS fragmentation pattern for the compound SQMG (18:1) (Abbreviations: MG: Monoacylglycerol;

MGMG: Monogalactosylmonoacylglycerol; SQMG: Sulfoquinovosylmonoacylglycerol) (circles: metabolites; triangle: adduct)
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Figure S.111.11 : Annotation of cluster 1E and proposed MS/MS fragmentation pattern for the compound lyso-PC (20:5) (Abbreviation: PC: Phosphatidylcholine)
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Figure S.111.12. : Annotation of cluster 1G and proposed MS/MS fragmentation pattern for the compound MGGG-OH (18:4) (Abbreviation: MGGG-
OH: Monoradylhydroxygeranylgeranylglycerol) (Circles: metabolites; diamond: fragment)
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Figure S.111.13. : Annotation of cluster 1H and proposed MS/MS fragmentation pattern for the compound MFG (18:1) (Abbreviations: DFG: Diacylfarnesylglycerol;
MFG: Monoacylfarnesylglycerol)
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Figure S.111.14. : Annotation of cluster 1J and proposed MS/MS fragmentation pattern for the compound DFuUA (20:4/20:5) (Abbreviation: DFuA: Diacylfulvellic acid)
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Figure S.111.15. : Less restrictive molecular network (MN-2) built with MS/MS data of fractions obtained from
the crude extracts of the brown alga Taonia atomaria (Black circles: m/z features annotated using MN-2)
(Circles: metabolites; diamonds: fragments; triangles: adducts)
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Impact de la concentration en phosphate

sur le métabolome des biofilms produits

par la bactérie marine Pseudoalteromonas lipolytica
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A. Avant-propos

Impact of phosphate concentration on the metabolome of
biofilms of the marine bacterium Pseudoalteromonas lipolytica

Nathan Carriot, Raphaélle Barry-Martinet, Jean-Francois Briand, Annick Ortalo-
Magné, Gérald Culioli

Article 2 : Soumis dans Metabolomics le 16/08/2021 (n° MEBO-D-21-00151), révisions
mineurs

Contexte de 1’étude :

L’existence des microorganismes et des microbes est reconnue depuis le XIX® siecle
notamment grace a Pasteur et sa communication sur la théorie des germes. Pourtant, c’est depuis
quelques décennies seulement qu’ils sont étudiés sous leur forme d’organisation la plus
répandue, celle de communautés adhérées a une surface : les biofilms. Les microorganismes
représentant 60% de la biomasse sur Terre et 90% des especes (Douarche et al. 2018), ils
constituent donc le mode de vie le plus répandu sur Terre. Du fait de leur forte présence en
milieu marin, ils sont impliqués dans la plupart des cycles géochimiques des éléments et
notamment dans celui du phosphore (P). Cet élément, inégalement répandu dans les mers et
océans du globe, est essentiel pour de nombreux processus biologiques tels que les mécanismes
de transfert d'énergie, le stockage de I’information biologique ou encore le maintien de

I’intégrité des membranes cellulaires.

Méthodologie appliguée :

Dans ce chapitre, I’étude de biofilms monospécifiques (Pseudoalteromonas lipolytica
TC8) cultivés in vitro est realisée, avec 5 concentrations en phosphate différentes allant de
10* mM a 1.32 mM. L’étude de ce type de biofilms « simple », formés a partir d’une souche-
modéle connue, va permettre de répondre a une question biologique précise grace a la mise en
relation de plusieurs méthodologies et techniques de caractérisation. Parmi ces dernieres, la
métabolomique est la technique optimale pour identifier et caractériser les variations de la
production biochimique, a I’échelle des biomolécules de faible masse moléculaire (< 1500 Da),
dans un biofilm afin de comprendre son fonctionnement. L’annotation des biomarqueurs a été
réalisée grace a l'utilisation de réseaux moléculaires et de I’analyse des fragmentations MS/MS.

Néanmoins, d’autres approches mises en place ont permis d’enrichir la caractérisation globale
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de ce type d’échantillons complexes. La caractérisation biochimique des biofilms, par le biais
d’une détermination de leur composition globale (dosages colorimétriques des protéines et
glucides), la quantité de biofilm (marquage au cristal violet) ou encore des informations
concernant la viabilité et la structure du biofilm (microscopie confocale) vont ainsi venir
compléter les informations obtenues par métabolomique. D’un point de vue méthodologique,
le but ici est de mettre en relation différentes techniques de caractérisation permettant d’évaluer

différentes caractéristiques afin de répondre a une question biologique précise.

Question scientifigue :

La composition chimique des mers et océans de la planéte n’étant pas homogeéne, les
microorganismes et les biofilms qu’ils forment vont évoluer différemment en fonction de ces
conditions environnementales. Le but de notre ¢étude est d’accroitre les connaissances
scientifiques ayant trait a I’impact de 1I’environnement sur la formation des biofilms marins. Du
fait de ’importance du phosphore dans les processus biologiques et de son inégale répartition
dans les écosystéemes marins, la question a laquelle ce chapitre va tenter de répondre est la
suivante : Quel est I’impact global de la teneur en phosphate sur des biofilms formés in vitro

par une bactérie marine modeéle ?

Résumé des résultats :

Les méthodologies appliquées ont permis de montrer que la teneur en phosphate dans
le milieu de culture avait un effet non seulement sur la quantité et la structure des biofilms
obtenus mais également sur leur production métabolique. Pour les faibles concentrations en
phosphate (qui correspondent écologiquement a des conditions que 1’on pourrait retrouver en
mer Méditerranée ou dans 1’océan Atlantique), la biomasse, la teneur en glucides ainsi que les
structures tridimensionnelles des biofilms ont tendance a diminuer. Le processus
d’identification des métabolites, alliant réseau moléculaire et analyse des spectres MS/MS, a
permis 1’annotation putative de 53 métabolites appartenant a huit familles chimiques distinctes.
L’analyse métabolomique non-ciblée a permis, quant a elle, la discrimination du métabolome
des biofilms en fonction des 5 concentrations en phosphate utilisées. Le changement majeur
concerne les aminolipides (ornithine lipides) observés en quantité croissante lorsque la
concentration en phosphates diminue, alors que la tendance inverse est observée pour certains
phospholipides [phosphatidyléthanolamines (PE) oxydées]. Cette étude montre une adaptation
de la production en lipides membranaires au niveau des biofilms de Pseudoalteromonas

lipolytica TC8 en fonction de la concentration en phosphates dans le milieu de culture.

172



| CHAPITRE IV

B. Article : Impact of phosphate concentration on the
metabolome of biofilms of the marine bacterium
Pseudoalteromonas lipolytica
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1. Abstract

Introduction Marine biofilms are the most widely distributed mode of life on Earth and drive
biogeochemical cycling processes of most elements. Phosphorus (P) is essential for many
biological processes such as energy transfer mechanisms, biological information storage and
membrane integrity.

Objectives Our aim was to analyze the effect of a gradient of ecologically relevant
phosphate concentrations on the biofilm-forming capacity and the metabolome of the marine
bacterium Pseudoalteromonas lipolytica TC8.

Methods In addition to the evaluation of the effect of different phosphate concentration
on the biomass, structure and gross biochemical composition of biofilms of P. lipolytica TC8,
untargeted metabolomics based on liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS)
analysis was used to determine the metabolites impacted by P-limiting conditions. Annotation
of discriminant metabolites was performed through the concomitant use of molecular
networking and MS/MS fragmentation pattern interpretation.

Results At the lowest phosphate concentration, biomass, carbohydrate content and three-
dimensional structures of biofilms tended to decrease. Furthermore, untargeted metabolomics
allowed for the discrimination of the biofilm samples obtained at the five phosphate
concentrations and the highlighting of a panel of metabolites mainly implied in such a
discrimination. The annotation procedure permitted the putative identification of a large part of
the metabolites of the dataset. Ornithine lipids were found in increasing quantity when the
phosphate concentration decreased, while the opposite trend was observed for oxidized
phosphatidylethanolamines (PES).

Conclusion This study demonstrated the suitability of LC-MS-based untargeted
metabolomics for evaluating the effect of culture conditions on marine bacterial biofilms. More
precisely, these results supported the high plasticity of the membrane of P. lipolytica TC8, while

the role of the oxidized PEs remains to be clarified.

Keywords Marine biofilms . LC-MS-based metabolomics . Phosphate depletion . Membrane

remodeling . Ornithine lipids
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2. Introduction

Biofilms constitute a mode of life widely distributed in marine environments. These complex
communities of marine microorganisms mainly composed of bacteria (but also diatoms) can
develop on most biotic and abiotic surfaces immersed in seawater (Carvalho 2018; Dang and
Lovell 2016). In biofilms, microbial cells are embedded in a three-dimensional, highly hydrated
matrix of self-produced extracellular polymeric substances (EPS) mainly composed of
polysaccharides and proteins, even if lipids and extracellular DNA have been also described as
matrix constituents (Flemming 2016; Flemming et al. 2016). This matrix promotes adhesion
processes on surfaces and maintains the cohesion between biofilm microorganisms.
Furthermore, the biofilm matrix acts as a nutrient source by trapping nutrient elements and
molecules, or by the degradation of constitutive EPS, and protects the microbial cells against a
wide range of environmental stresses (Flemming and Wingender 2010). Thus, the biosynthesis
by biofilm cells of biopolymers and metabolites reflects the adaptive capacities of microbial
communities to environmental constraints.

Marine biofilms play crucial roles in marine ecosystems through their implication in
biogeochemical cycles and trophic interactions. In such living structures, the phenotypic
plasticity of some bacteria results in their quick responses to the highly fluctuating marine
conditions (Stocker 2012). Similar to hydrodynamic conditions or the nature of the colonized
substrate, the availability of nutrients in the marine environment is one of the most important
factors influencing biofilm development, as well as its species and biochemical compositions
(Allan et al. 2002; Lawes et al. 2016). More particularly, phosphorus (P) is an essential
micronutrient for living organisms (Karl 2014). Whether in its organic or inorganic forms, P is
present in most compartments of both terrestrial and marine ecosystems, such as water, soil or
sediment. In living microorganisms, P is considered an essential element, as it is involved
through adenosine phosphates or NADPH in a wide range of energy-requiring reactions. P also
enters, in the form of a phosphate group, the composition of DNA and RNA molecules,
phosphoproteins, polyphosphates, as well as phospholipids which are key components of cell
membranes (Violaki et al. 2018). The main sinks of organic P are nucleic acids,
phosphoproteins and phospholipids whose biosynthesis creates a demand for this nutrient.
While nucleic acids and phosphoproteins cannot be synthesized without P, the strategy of polar
lipids remodeling is widespread among phytoplankton and diverse marine heterotrophic
bacteria (Carini et al. 2015; Sebastian et al. 2016; Van Mooy et al. 2009). Under P deficiency,

these organisms have developed strategies to maintain the membrane integrity by replacing
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amphiphilic membrane phospholipids with non-P lipids whose variable polar head groups
contain sulfur (sulfolipids), mono- or disaccharides (glycolipids), betaines (betaine lipids) or
amino acids (aminolipids) (Diercks et al. 2015; Geiger et al. 2010). Therefore, while it is well
accepted that the biochemical composition of bacterial membranes varies from one
microorganism to another, such a variability has been also demonstrated within a same species
depending on environmental factors, and more particularly P limitations (Sohlenkamp and
Geiger 2015).

The Mediterranean Sea is overall one of the most oligotrophic marine environments in the
world, with the exception of specific coastal locations with anthropogenic inputs, where mineral
nutrients, and particularly P, are present in limited quantity (Van Wambeke et al. 2002). P
concentrations are so low in such locations that this nutrient is often considered to be the major
limiting element for bacterial growth in Mediterranean marine environments (Dyhrman et al.
2007; Pinhassi et al. 2006). Among different groups from the heterotrophic bacterial
community of the eastern Mediterranean Sea tested for their response to P availability, previous
results have shown contrasting responses, with j-proteobacteria being the most affected
(Sebastian and Gasol 2013).

For the present study, the impact of P starvation was evaluated on a marine bacterial strain
belonging to the Pseudoalteromonas genus (j-proteobacteria class) which is commonly
represented in  marine environments. Moreover, bacteria species of the genus
Pseudoalteromonas show adaptative advantages such as the ability to exude a large number of
EPS (Poli et al. 2010) and to produce a wide range of bioactive chemicals (Offret et al. 2016).
The strain selected for this study, Pseudoalteromonas lipolytica TC8, had previously been
isolated from a natural biofilm formed on a silicone coupon immersed in the bay of Toulon,
France (NW Mediterranean Sea) (Brian-Jaisson et al. 2014; Camps et al. 2011). P. lipolytica
TC8 was chosen as a suitable candidate to study the impact of P starvation on marine biofilms
formed in vitro due to its capacity to easily grow in vitro in biofilm mode. Moreover, previous
investigations of P. lipolytica TC8 biochemical production have shown the propensity of this
bacterial strain to biosynthesize aminolipids (Favre et al. 2017, 2018, 2019).

In this context, LC-MS-based untargeted metabolomics appears as a well-suited approach to
assess the effect of an environmental factor on organisms and has already proven effective for
the analysis of marine biofilms (Bauermeister et al. 2019; Favre et al. 2017). Over the past
decades, technological progress in chromatography and mass spectrometry has revolutionized
this field of metabolomics. For example, these advances allow for the comparison of the
metabolism of living organisms under different conditions and, more precisely, for the
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identification of metabolites which were differently expressed (Chang et al. 2021). For this last
point, statistical analyses combined with the powerful molecular networking approach (Aron et
al. 2020; Nothias et al. 2018; Wang et al. 2016b) help in the annotation of specific
chemomarkers.

In this study, the aim was to investigate the impact of P starvation on the metabolism of a model
biofilm-forming marine bacterium, P. lipolytica TC8, by mimicking relevant environmental
conditions. For that purpose, five minimal culture media, in which phosphate concentration was
modified in an ecologically-relevant manner to correspond to different ocean and sea conditions
over the world, were used to evaluate the resulting changes on the biofilm-forming capacity
and the metabolome of P. lipolytica TCS.

3. Materials and methods
3.1. Preparation of bacterial cultures

Pseudoalteromonas lipolytica TC8 is a y-proteobacterium isolated from an artificial substratum
immersed in the bay of Toulon (NW Mediterranean Sea, France; 43°06'23"'N, 5°57'17"E)
(Brian-Jaisson et al. 2014; Camps et al. 2011). Cells of P. lipolytica TC8, stored at -80°C, were
placed in a sterile flask containing 30 mL of VVaatanen nine salt solution (VNSS) (Mardén et al.
1985). Precultures were made in triplicate and the flasks were placed for 48h at 20°C in an
incubator shaker (120 rpm). Bacterial precultures were subsequently diluted in VNSS in three
Erlenmeyer flasks to reach an optical density at 600 nm (ODeoo) of 0.1. The resulting
precultures were incubated at 20°C with stirring at 120 rpm. The optical density was monitored
every hour until the end of the exponential phase (ODsoo 0.6) with a spectrophotometer
(Genesys 20 spectrophotometer; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Medium
blanks were also prepared in parallel with only VNSS. Once the precultures reach an ODeoo
equal to 0.6, 30 mL of the bacterial cultures were placed in 50 mL Falcon tubes in triplicate for
each culture medium. The tubes were centrifugated (Z 200 A; Hermle LaborTechnik GmbH,
NJ, USA) at 6000 rpm for 10 min at room temperature and the supernatants were removed. The
resulting pellets were suspended in 15 mL of nine salt solution (NSS) (Dahlb&ck et al. 1981)
and then vortexed. The tubes were centrifuged at 4000 rpm for 15 min at room temperature.
The supernatants were removed and the pellets were diluted in marine minimal medium
(MMM) (Ostling et al. 1991) with different phosphate concentrations (Tableau IV.1.) chosen
to mimic different realistic environmental conditions. The optical densities were adjusted
(ODs¢oo 0.5) at that time.
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Phosphate concentration

Growth media Abbreviation

(mMm)
Marine minimum medium 1.32 C5
Intermediate medium 10" c4
Baltic Sea medium 10 C3
Atlantic Ocean medium (Lorient) 103 Cc2
Mediterranean Sea medium (Toulon) 10* c1

Tableau IV.1. : Culture media with various ecologically relevant phosphate concentrations used in this study for
the growth of biofilms of P. lipolytica TC8.

3.2. Characterization of the biofilms of P. lipolytica TC8
3.2.1. Biofilm quantification

Biofilm forming ability and monitoring of the evolution of bacterial biofilms according to
phosphate concentration were carried out through crystal violet (CV) staining. CV allows the
quantification of biofilm biomass, exopolymeric matrix and bacterial (living and dead) cells
being stained (Kragh et al. 2019). More precisely, 5 mL of a bacterial preculture were placed
in each well of a 6-well plate (Cellvis, Sunnyvale, CA, USA). Biofilms and medium blanks
were made in triplicate. The plates were then incubated at 20°C. After 24h, the plates were
removed and rinsed three times with 6 mL of NSS. The plates were subsequently dried in an
oven (50°C, 30 min) and 5 mL of a CV solution (0.01%) were deposited in each well. After
10 min, the plates were rinsed three times with 5 mL of Milli-Q water (Waters-Millipore,
Milford, MA, USA), dried at room temperature for 10 min, and 5 mL of 95% ethanol (VWR,
Fontenay-sous-Bois, France) were added directly in the wells. An incubation time of 10 min at
20°C under stirring (120 rpm) was performed. Finally, 200 L of the solution of each well were
transferred to a 96-well plate (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Germany) and analyzed with a
microplate reader (Infinite® M200 pro; TECAN, Switzerland) at 595 nm (Figure IV.1A.).
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Figure 1V.1. : Effect of phosphate concentrations (1C) on biofilms of P. lipolytica TC8 in terms of biomass
(crystal violet staining) (1A) and structure (CLSM images of living/dead stained cells) (1B).

3.2.2. Biofilm viability and cellular organization

The monitoring of cell evolution was performed using the “live/dead” kit (Bacterial Viability
Kit; Thermo Fisher Scientific, Eugene, OR, USA) which consists of two fluorescent markers:
SYTO® 9 (labelling all the bacterial cells) and propidium iodide (PI) (labelling only dead cells).
The staining was done directly in 96-well black microplates with a glass-bottom (Corning
Incorporated, NY, USA). Bacterial samples and medium blanks were tested in triplicate. 200 uL
of preculture were placed in each well and incubated at 20°C. After 24h, the wells were rinsed
three times with 200 xL of a NaCl solution (36 g/L). 0.3 uL of the staining solution (Pl at
20 mMM/SYTO® 9 at 3.34 mM; 1/1, viv) were then introduced in each well. Incubation was
done at room temperature in the dark for 15 min. Each well was rinsed three times (NaCl at
36 g/L, 200 uL/well) in order to remove the excess of fluorescent markers. 200 L of NaCl
(36 g/L) were put in the wells which were then analyzed by a microplate reader. The absorbance
wavelengths used were those of Pl (538/617 nm) and SYTO® 9 (470/515 nm). A confocal
microscope reading (Zeiss LSM 510 meta, Gottingen, Germany) was also performed to
highlight the viability and the cellular organization of the biofilms (Figure 1V.1B.).
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3.2.3. Gross biochemical composition

The protein content of the biofilm samples was quantified by the Bradford-based Uptima coo
protein assay (Interchim, Montlugon, France). The carbohydrate content was determined by a
colorimetric method with glucose as a standard (Dubois et al. 1956). Each quantification

experiment was performed in triplicate (Supplemental Figure S.1V.1.).

3.3. Metabolomic analysis
3.3.1. Sample preparation

The biofilm cultures were done in Petri dishes in which 25 mL of preculture (ODeoo 0.5) were
inoculated (24h, 20°C) and each medium was tested in triplicate. The supernatants of the Petri
dishes were removed to keep only the biofilms and to eliminate the bacterial planktonic cells.
Each Petri dish was rinsed two times with 3 mL of the corresponding culture medium. The
resulting solution containing the adherent biofilm was placed in a tube. For each sample, the
guenching and the extraction were carried out simultaneously by adding 5 mL of ethyl acetate
(analytical grade; Carlo Erba, Val-de-Reuil, France) in each tube and by vortexing the mixture
(Favre et al. 2017). The tubes were then placed in an ultrasonic bath (Bransonic 2150E-DTH,;
Danbury, CT, USA) for 30 min at a temperature of 20°C. The upper phase containing the
organic extract was placed in 8 mL vials and dried under N2. The vials were then filled with
argon and kept at -20°C. Medium blanks (in triplicate for each culture condition) were also

prepared using the same protocol, however without bacterial cells.

3.3.2. UHPLC-MS data acquisition

The bacterial dried extracts and the medium blanks were solubilized in 1 mL of LC-MS grade
methanol (Fisher, Loughborough, UK). Quality control samples (QCs) were prepared by
mixing an aliquot of all the samples. Bacterial samples and medium blanks were randomly
injected, and a QC was injected every five samples. At the beginning of the injection sequence,
two different analytical blanks (methanol only) and a QC (x10) were injected prior to the
samples.

Sample were analyzed by UHPLC-ESI-QToF-MS in positive mode. The UHPLC—MS
instrumentation consisted of a Dionex Ultimate 3000 Rapid Separation (Thermo Fisher
Scientific, Sunnyvale, CA, USA) chromatographic system coupled via an ESI interface to a

QToF Impact Il mass spectrometer (Bruker Daltonics, Champs-sur-Marne, France). The
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separations were carried out on a reverse phase column (150 x 2.1 mm, 1.7 um, Kinetex
Phenyl-Hexyl; Phenomenex, Le Pecq, France) equipped with a pre-column (SecurityGuard
cartridge; Phenomenex). The column oven temperature was maintained at 40°C and the flow
rate was set at 0.5 mL/min. The autosampler temperature was set at 4°C and the injection
volume was 5 uL.. Mobile phases were: (A) water and (B) acetonitrile (VWR) containing each
0.1% (v/v) of formic acid (Sigma-Aldrich, St Quentin-Fallavier, France). The elution gradient
started at 5% B and was maintained for 2 min, then increased to 100% B (linear ramp) in 8 min
and was maintained for 4 min. The composition of the mobile phase was restored at 5% B
(linear ramp) over 0.01 min and was maintained for 1.99 min, for a total run time of 16 min.

The capillary voltage of the MS spectrometer was set at 4500V (positive mode), and the
nebulizing parameters were set as follows: nebulizing gas (N.) pressure at 0.4 bar, drying gas
(N2) flow at 4 L/min, and drying temperature at 180°C. Mass spectra were recorded from m/z 50
to 1200 at a mass resolving power of 25,000 full width at half-maximum (FWHM, m/z = 200)
and a frequency of 2 Hz. Tandem mass spectrometry analyses were performed thanks to a
collision induced dissociation (CID), fragmenting the two most intense precursor ions by scan,
with a collision energy selected on the basis of the ion mass (ramp from 15 to 45eV). A solution
of formate/acetate forming clusters was automatically injected before each sample for internal
mass calibration, and the mass spectrometer was calibrated with the same solution at the

beginning of the injection sequence.
3.3.3. Data processing and statistical analysis

LC-MS raw data were respectively converted into “.netCDF” files using DataAnalysis (version
4.3; Bruker Daltonics) and processed with MZmine-2.51 (Pluskal et al. 2010). The data matrix
was submitted to three filtering steps using an in-house script on R. Each step of the script
consisted of removing successively experimental and analytical bias according to signal/noise
ratio (using blanks), coefficient of variation (using QCs), and coefficient of correlation (using
samples). For multivariate analyses, the resulting data matrix was logio-transformed, mean-
centered and analyzed using MetaboAnalyst 5.0 online webtool

(https://www.metaboanalyst.ca/ ; Chong et al. 2019). Data were analyzed using principal

component analysis (PCA), followed by partial least squares discriminant analysis (PLS-DA)
to reveal differences between biofilms of P. lipolytica TC8 grown with various phosphate
concentrations. The VIPs (variable importance in the projection) representing the most

discriminating m/z features between the different culture conditions were classified according
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to their VIP score (the most discriminating metabolite having the highest VIP score) (Tableau
IV.2. and Supplemental Tableau S.1V.1.).

3.3.4. Feature annotation via molecular networking

Raw UPLC-MS/MS data were converted into “.mzXML” files using DataAnalysis. For each
culture condition, the MS/MS data of one biofilm sample and one medium blank were used to

build a molecular network (MN). The Global Natural Products Social Molecular Networking

online workflow (GNPS web platform; http://gnps.ucsd.edu) was used to create a MN of related
compounds based on the similarity of their tandem MS fragmentation patterns (M. Wang et al.
2016b). The principle of MN was based on the fact that molecules with similar chemical
structures share similar MS/MS fragmentation pathways leading to common fragment ions and
neutral losses. From MS/MS spectra, the creation of a MN allowed for: (i) the identification of
clusters of related compounds, (ii) the detection of a set of structural analogues of a reference
molecule, and (iii) the comparison of the metabolic production of different samples. The
parameters used are: precursor ion mass tolerance (Da): 0.02, fragment ion mass tolerance (Da):
0.02, minimum cosine score: 0.70, minimum matched fragment ions: 6 and network TopK: 10.
Data from GNPS platform were imported into Cytoscape (version 3.7.0), using nodes to
represent each spectrum and edges to represent a similarity of MS/MS fragmentation between
two connected nodes (Figure 1V.3.).

The MN thus created was used to annotate metabolites of P. lipolytica TC8, and more
specifically the VIPs. Various identification methods were used to identify a metabolite: (i)
during the computational process for generating the network, GNPS platform performed a
fragment similarity search of each m/z feature in several public databases (e.g. MassBank,
HMDBNd the results of this search were directly available into the Cytoscape network, (ii) MS
and MS/MS data were compared with other databanks, such as PubChem

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov), = ChemSpider  (www.chemspider.com),  Lipidmaps

(http://www.lipidmaps.org), CEU mass mediator (http://ceumass.eps.uspceu.es/) and Metlin
(https://metlin.scripps.edu) (Tautenhahn, Patti, et al. 2012), (iii) MS and MS/MS data as well

as retention times were compared with those of molecules of our in-house database, and (iv)

MS data and MS/MS fragmentation patterns of nodes belonging to a same cluster of the MN

were manually interpreted using their similarity and the related bibliographic data.
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4. Results and discussion

The general monitoring of biofilm formation was carried out through staining with CV,
confocal laser scanning microscopy, and gross biochemical characterization, while untargeted
LC-MS metabolomics coupled to molecular networking allowed for observation of changes at

the metabolome level.

4.1. Selection of ecologically relevant phosphate concentrations for the
culture of biofilms of P. lipolytica TC8

The aim of this study was to evaluate the effect of a gradient of relevant environmental P
concentrations on biofilms of P. lipolytica TC8 (Tableau IV.1.). The lowest concentration
chosen corresponded to the phosphate concentration experienced by this bacterial strain in the
environment from which it has been isolated (i.e. bay of Toulon, NW Mediterranean Sea). This
geographical area is typically defined as nutrient limited, mostly due to a lack of phosphate
(Lazzari et al. 2016), but its coastal bay waters contain higher levels of phosphate (C1 = 10
*mM). The second concentration (C2 =102 mM) corresponded to maximum phosphate
concentrations observed in coastal locations from the NE Atlantic Ocean (Michaels et al. 1996))
and mean phosphate concentrations observed in the Baltic Sea (Frumin 2013). The third
concentration (C3 =102 mM) tended to mimic phosphate levels reached in estuarine
ecosystems with higher river discharges (Lochet and Leveau 1990). The last concentration
corresponded to the concentration of the marine minimal medium (C5 = 1.32 mM), often used
to isolate and grow marine bacteria in “realistic” conditions (Patrauchan et al. 2005). Finally,
an intermediate concentration between C3 and C5 (C4 = 10"t mM) was selected in order to keep

a similar gap between phosphate concentrations along the selected gradient.

4.2. Impact of phosphate concentration on the amount and the
structure of biofilms of P. lipolytica TC8

Growing bacteria in minimum and well-defined culture media has several advantages, such as
promoting biofilm formation (due to the limited availability of certain nutrients) and allowing
for the observation of the specific effects of some nutrients (e.g. phosphate in this study) on the
biofilm growth and properties. Through a simple crystal violet (CV) staining assay, the
influence of medium composition on the amount of biofilm formed can be investigated (Haney

et al. 2018). Such a monitoring is frequently used as it allows for the evaluation of the total
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biofilm biomass, including the microbial cells and the surrounding exopolymeric matrix
(Barraud et al. 2014).

Regarding the biofilm cultures of P. lipolytica TC8, a decrease in their amount was observed
in connection with the decrease of phosphate concentration (Figure. IV.1A. & Figure. IV.1C.).
With phosphate being the only modified nutrient, a direct correlation between the decrease in
the P content of the culture medium and the biomass of biofilms formed was highlighted. More
precisely, significant shifts of the quantity of biofilm were observed between the three following
groups of samples: i) C5/C4, ii) C3 and C2, and iii) C1. These results echoed previous works
which have also observed a decrease in the biofilm formation under P-limiting conditions
(Ghosh et al. 2019; Lehtola et al. 2002; Rinaudi et al. 2006), even if the impact of phosphate
starvation on cultured marine bacterial biofilms has never been studied to date.

Confocal imaging was used to quantify living/dead bacterial cells, as well as to examine the
structure of biofilms of P. lipolytica TC8 grown under various phosphate concentrations. No
differences were observed in the ratio between living and dead cells in the different culture
media (data not shown). The reduction of the biofilm amounts observed by CV staining did not
only come from a cell mortality induced by P starvation, but also from a reduction of the living
biomass. Regardless of the culture conditions, biofilms formed by P. lipolytica TC8 always
displayed a highly compact layer covering the entire surface. Differences, however, can be
noted in the biofilm structure (Figure IV.1B.). While CLSM images revealed a carpet-like
appearance of the biofilm formed at the lowest phosphate concentration (C1), three dimensional
clusters began to be observed at the C2 conditions. Given that an established biofilm is
structured by microbial cells and EPS, the differences in the defined architecture could be due
to growth rates and EPS production. Among EPS, polysaccharides participate to the
structuration of biofilms by providing aggregative properties (Karygianni et al. 2020) . Here,
an increased secretion of such exopolymers could be correlated with the P content of the culture
medium and would be responsible of clusters formation. This hypothesis was supported by
results of protein and carbohydrate measurements by colorimetric methods which revealed a
significant decrease of carbohydrates with the lowest phosphate concentration (C1), while the
amount of proteins did not vary significantly (Supplemental Figure S.IV.1.). These results
revealed that the quantity and the structure of biofilms of P. lipolytica TC8 were only impacted
by P starvation at the lowest phosphate concentration used in this study (C1: 10 mM).
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4.3. Discrimination of biofilms of P. lipolytica TC8 depending on the
phosphate concentration by LC-MS-based metabolomics

The untargeted LC-(+)-ESI-MS metabolomics approach designed for the analysis of biofilms
of P. lipolytica TC8 cultured with different phosphate concentrations produced a first dataset
with 728 m/z features. Three drastic filtering steps were applied in order to facilitate the
detection and the selection of chemically-relevant ions and to focus the annotation effort on
these specific metabolites. At the end of this treatment, only 62 m/z features were kept in the
final data matrix (Supplemental Tableau S.IV.1). A first PCA analysis including blanks and
QCs was implemented (Supplemental Figure S.1V.2.). First, a clear discrimination between
blanks and the other samples was observed on the corresponding PCA score plot. Moreover,
QCs were centered near the origin of the PCA score plot and were sparsely scattered, relative
to the observed dispersion of biofilm samples, which is in accordance with high quality data
(Broadhurst et al. 2018).

When only biofilm samples of P. lipolytica TC8 were analyzed and plotted (Figure IV.2A.),
the resulting PCA score plot showed a clear distinction between the biofilm samples according
to the phosphate concentration used for each bacterial culture. Thus, these samples were
discriminated along the first component, which accounted for 32.6% of the total variance. In
accordance with the effect of the C1 conditions on the amount and the structure of biofilms of
P. lipolytica TC8, the samples obtained at the lowest phosphate concentration showed a more
marked difference from all other samples along the first component of the PCA.

In order to find chemomarkers linked with the P starvation, a PLS-DA five-class model was
built (one class for each phosphate concentration). The corresponding PLS-DA score plot
showed a similar trend to the one observed for the PCA score plot (Figure 1VV.2B.). The different
biofilm samples were distinguished due to the first component (32.3% of the total variance)
from the richest (Cs) phosphate-containing culture medium to the lowest (C1). The second
component (10.1% of the total variance) accentuated the difference between C> and the other
culture conditions. The overall quality of the model was evaluated as good through a 10-fold
internal cross-validation giving R?, Q? and Q?R? values greater than 0.5 (R?1 comp. = 0.86,
Q% comp. = 0.69 and Q21 comp./R?1 comp. = 0.80) while a permutation test (n =100, p = 0.01)
allowed for its validation (Triba et al. 2015).

So, the fluctuations of the metabolome of biofilms of P. lipolytica TC8 through the progressive
variation of phosphate concentration in the culture medium induced a progressive and

correlated biosynthetic response of bacterial cells.
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Figure 1V.2. : PCA (2A) and PLS-DA (2B) score plots obtained from (+)-ESI-LC-MS profiles of extracts
(n = 3) of biofilms of P. lipolytica TC8 obtained with various phosphate concentrations (from C1: 10 nM to C5:
1.32 nM).

4.4. Discrimination of biofilms of P. lipolytica TC8 depending on the
phosphate concentration by LC-MS-based metabolomics

The next step of this study was to identify the metabolites which were the most differentially
expressed by biofilms of P. lipolytica TC8 according to the five different culture conditions.
Through the predictive PLS-DA five-model, the most discriminant m/z features were
determined among the whole dataset using their VIP score (Tableau IV.2. and Supplemental
Tableau S.1V.1.). The annotation of metabolites of interest is always a delicate step in LC-MS-
based metabolomics, as many of the LC-MS signals are inherent to samples collection and
treatment (e.g. contaminants, degradation products), or related to a single molecule (e.g.
adducts, fragments). At the beginning of the annotation process, a m/z feature can be defined
by: (i) retention time, (ii) accurate mass and then molecular formula, and eventually (iii)
MS/MS fragmentation pattern (fragment ions, neutral losses). If a chemical standard is
available, the comparison of these three criteria (or at least of the first two) with those of the
unknown feature leads easily to a robust and efficient annotation. If this is not the case, the
search for accurate mass/molecular formula with or without MS/MS data in the literature
regarding the studied organism and/or in specialized databases (e.g. PubChem, HMDB,
MetLin, Lipidmaps) can also allow for the annotation of a specific m/z feature, however with a
lower level of confidence (Chaleckis et al. 2019). More recently, a bioinformatic tool known as
molecular networking (MN) has been developed and allows, on the theoretical basis that similar
chemical structures tend to give closely-related MS/MS data, for the facilitation of the
annotation step of the LC-MS-based metabolomics workflow (Watrous et al. 2012). Such a MN

provides a map of the chemical space of a set of samples where nodes can be annotated not only

186



| CHAPITRE IV

by spectral comparison with spectral libraries and commercial/in-house compound databases
(Ramos et al. 2019), but also by comparing their MS/MS data with those of other nodes found
in a common cluster (e.g. (Carriot et al. 2021)).

From the LC-MS/MS data obtained with the biofilm samples of P. lipolytica TC8, a molecular
network (MN) was built (Figure 1V.3.). It was constituted by 109 nodes, most gathered in seven
main clusters (labelled from A to I), from which 36 were also found in the filtered MS data
matrix used for the building of the five-class PLS-DA model (58% of the metabolites of the
matrix appeared in the MN). The differences between the number of nodes detected in the MN
and the number of m/z features of the filtered data matrix were due to: (i) the data dependent
acquisition parameters used here which did not allow for the weaker ions in a first stage of
tandem MS to be analyzed in MS/MS, and (ii) the filtering steps used for the MS data matrix
(but not for the MS/MS data from which the MN was built).

When focusing on the ten main VIPs (Tableau IV.2.) of the five-class PLS-DA model, seven
of them were detected in the MN. VIPs n°1, 2, and 4 were found in cluster B, together with two
other nodes (Figure 1V.3.). The MS/MS fragmentation pattern of these five m/z features has
already been observed in previous studies of this same bacterial strain (Favre et al. 2017, 2018,
2019). These compounds all showed an intense diagnostic fragment ion at m/z 115.09
(CsH11N202), as well as other ions at m/z 133 (CsH13N202) and 70 (C4HsN) (Supplemental
Figure S.1V.3), which are characteristic of amino-acid lipids known as ornithine lipids (OLS)
(Moore et al. 2016). The characteristic MS/MS fragmentation of OLs included the sequential
loss of (i) H20 from the ornithine part, (ii) the fatty acid chain esterified to the hydroxyl group
of the ornithine-linked fatty acid, and (iii) the amide-linked fatty acid (Zhang et al. 2009). On
the basis of this MS/MS fragmentation pattern, VIPs n°1, 2 and 4 were annotated as OL
(18:1/18:1), OL (16:0, 16:0) and OL (18:1/16:0), respectively. In the same way, the two other
nodes of cluster B were unambiguously identified as lyso-OL (18:1) and lyso-OL (16:0). For
VIP n°3, a specific tandem MS/MS run specifically targeted on the corresponding ion allowed
for an interpretable MS/MS spectrum and the annotation of this VVIP as OL (14:0, 18:0).

VIP n°5 was detected in cluster C and revealed a molecular formula (C19H3604) and a MS/MS
fragmentation pattern in accordance with those of a monoacylglycerol bearing a C16:1 fatty
acyl chain (Figure 1V.3., Tableau 1V.2. and Supplemental Figure S.1V.3.) (Gao et al. 2016) .
More precisely, from the protonated molecule (m/z 329.2693, [C19H3704]"), the observed
fragment ions on the MS/MS spectrum were assigned to the loss of: (i) H20 through the ion
observed at m/z 311.2580 [C19H3503]" ([M - H20 + H]™), (ii) the glycerol part on the basis of
the acylium ion at m/z 237.2216 [CisH290]" and the corresponding dehydrated ion at
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m/z 219.2111 [Ci6H27]", and (iii) the acyl chain through the ion at m/z 75.0442 [C3H-0:]*
(IM - RCOOH + H]"). The same detailed analysis of MS/MS data of the other nodes of this

cluster allowed for the annotation of another monoacylglycerol derivative and three fatty acids
(Figure IV.3.).
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Figure 1V.3. : Molecular network built with (+)-ESI-LC-MS/MS data of extracts of biofilms of P. lipolytica
TC8 with putatively annotated nodes and also MS/MS spectra and MS/MS fragmentation patterns of two
specific compounds [PE (14:0/14:0) and OL (16:0/16:0)].
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VIPs n° 6 and 7 were included in the largest cluster of the MN (cluster A, Figure IV.3.). A large
part of the nodes constituting this cluster were characterized by a MS/MS spectrum showing
the most intense fragment ion obtained following a neutral loss of m/z 141.02 (C2HgNO4P) from
the precursor ion (Supplemental Figure 1V.3.). Such a fragmentation pattern is typical of
phosphatidylethanolamines (PEs) and corresponds to the loss of the phosphoethanolamine
moiety (Godzien et al. 2015; Suérez-Garcia et al. 2017). Thus, VIP n°6 (m/z 624.3879,
[C30HseNO10P]™) was putatively annotated as the oxidized PE (16:0/9:0, O2) using fragment
ions at m/z 313.2732 [C19H3703]" ([M - C2HgNO4 - Co020) + H]*) and 245.1381 [C12H210s]"
([M - C2HsNOs — Ci6:0 + H]") for the characterization of the fatty acid groups (Tableau 1V.2.).
Using the same procedure, the VIP n°7 was annotated as the oxidized PE (16:0/9:1; O), while
12 nodes of the same cluster were identified as PEs and 10 others as lyso-PEs. Moreover, the
six remaining nodes observed in cluster A were annotated as phosphatidylglycerol lipids (PGs)
on the basis of a neutral loss of m/z 172.01 from the precursor ion, giving intense fragment ions
observed on their MS/MS data (Murphy and Axelsen 2011). Three additional lyso-PEs were
also detected in the MN and constituted cluster 1. The fact that these three nodes were not
included into the cluster A can be explain by the occurrence of highly unsaturated acyl chains
in their chemical structure, which should give specific MS/MS fragment ions. As for VIP n°3,
a specific LC-MS/MS run allowed for the fragmentation of the ion corresponding to VIP n°8
and the annotation of this metabolite as the oxidized PE (16:1/9:1; O).

VIP n°10 was observed in cluster G (Figure 1V.3.) and, as with the two other nodes of this
cluster, showed a molecular formula and a MS/MS fragmentation pattern in accordance with
those of ceramide lipids (Tableau IV.2. and Supplemental Figure S.IV.3.) (Hsu 2016).

Other compounds, such as dipeptides or phenylalanine, were also identified in the MN leading
to the final annotation of 53 metabolites belonging to eight chemical families.

Thus, using MN and analysis of MS/MS fragmentation pattern, nine from the ten first VIPs and
32 from the 62 m/z features of the final data matrix were putatively annotated (Tableau IV.2.,
Supplemental Tableau S.IV.1. and Figure S.1V.3.).
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Molecular Mass error

VIP number mfz RT{min) VIPscore N
formula (ppm)

mo® MS/MS fragment ions (relative abundance in %) Putative annotation

395,3274 [C5:HigN, 03] (88) ; 377.3168 [Cy;Hy;N,0,]" (82); 280.2653 [C15HuNO] ' (1) 263.2373
1 677.5837 1135 421 CarHisN,05 15 29 [CyHnO]' (12);159.0770 [CoHyuN,05]" (7); 141.0662 [CoHaN,0;]" (2); 133.0977 [CsHysN,0,]° (6); oL (18:1/18:1)
1150870 [C:Hy;N,0]" (100) ; 70.0652 [C,HsN]" (26)

369.3112 [CoyHaaN,0:]' (47); 351.3010 [C13HzN,0;]' (46) ; 254.2479 [C1H5NO]' (1) ; 239.2574
2 625.5501 1116 3.16 CorHiN,0s 18 8.0 [C1H2:0]" (3); 159.0769 [CoysN,05]" (6); 141.0661 [CoHoN,0u]" (5); 133.0075 [C5HiN,0]' (5); 0L {16:0/16:0)
1150868 [CgHy; N,0]' (100) ; 70.0653 [C4HN]* (23)

341.2808 [C1oH3;N,04]" (2) ; 323.2699 [CyH35N 0,17 (2); 133.0975 [C:Hy3N,0,1" (5) ; 15,0868
3 625.5519 1177 2.92 CorHnN,05 09 7.9 [C1oHy7N0;]" (2) *[ 10HzsN2 0417 (2) : [CsHsaN,051* (5) oL asonsor
[C5HLN,0]' (100) ; 70.0653 [C4HgN]* (23)

395.3280 [Cy3H,3N,05]" (37); 377.3172 [C1HyyN, 0,1 (36) ; 280.2657 [C5HyuNOI™ (1) ; 237.2219
4 651.5677 11.25 2.81 CaahsyN,05 10 44 [C1H20]" (6); 159.0768 [CHy,N,04]" (6) ; 141.0661 [CoHoN,0,]* (4) ; 133.0975 [CoHysN,0,]° (6); 0L (18:1/16:0)
115.0869 [C;Hy;N,0]" (100) ; 70.0654 [CiHgN]* (28)

311.2580 [CHy,04]" (11); 237.2216 [CyHyu0]" (30) ; 219.2111 [CypHy, " (36) ; 81.0700 [CoHg]* (100) ;
5 329.2693 1012 1.87 CioHsg0, 21 1538 [CusHis 03] (1) (Cuet0]" (30) N [Cuaur)” 28] [GH]" (100) MAG (16:1)
75.0442 [CH,0,]" 14)

483,3675 [CygHs, 0] (100) ; 313.2732 [C1oHa;04]" (4); 245.1381 [C1oHy 0s]' (5) ; 239.2370 [Cy6Hy0]'
6 624.3879 a.81 1.27 CagHegNO P -12 178 (4); 216.0636 [C5HyNOGP] (L) 5 171,102 [CoHys051 (9) 5 155.0102 [C;Hg05P)* (1) ; 62,0608 [C;HNO] PE (16:0/9:0;02)
(11)

467,3729 [CogHs, 051" (100) ; 313.2734 [C15H3,05]" (4); 239.2365 [C1H,0]' (7) 5 229.1436 [C13Hy 0"
7 608.3920 10.18 1.19 CypHssNOP 0.2 35 (5);216.0636 [CoHisNOGP]" (1) ; 155.1064 [CoHyc0,]" (7) ; 155.0091 [C;Hz0:P]" (1) ; 62.0600 [€,HNO]* PE (16:0/9:1;0)
(1

465.3577 [C. O4]* (100) ; 311.2586 [C15Hy504] " (5); 237.2221 [C,H,40]" (7); 229.1440 [C,,H,, 0,
8 606.3770 0.90 098 CaluNOP 19 126 [C2sHas05]" (100) ; [CisHss0a] " {5); . [C1aH:50]" (7); - [CyyH0.] PE (16:1/9:2,0)°
(5); 155.1062 [CoHys0,]” (4) ; 155.0108 [C3H04P]" (1) ; 62,0587 [€;HgNO]' (1)

9 421.2234 1080 097 CasHiz05 3.1 345 Not fragmented

506.4571 [C3,HggNO, ] (1); 342.3001 [CopH,oNO) ' (7) 5 324.2896 [CooHNO,] (3); 281.2480
10 524.4680 12.0 0.91 CaHzNO, L3 5.7 [CosH50,]" 4] ; 270.2424 [C,gH,NO,T* (100) ; 227.2013 [Cy,Hy50,]" (3); 106.0865 [C,H;,NO,]” (6) ; Cer (32:2;03)
88.0758 [C,H,,NO]" (9)

* All these metabolites were observed as protonated molecules [M+H]". ® Canstructar statistical match factor (comparison of theoretical and experi isotopic patterns). © VIP fragmented by targeted MS/MS analysis

Tableau IV.2. : List of the first ten biomarkers (VIPs) identified by LC-MS for the chemical discrimination of
biofilm extracts of P. lipolytica TC8 according to the phosphate concentration.

4.5. Membrane lipid adaptation of P. lipolytica TC8 under phosphate-
limiting conditions

Depending on the phosphate concentration, the amounts of the most representative VIPs were
given as boxplots in Figure 1V.4. These results revealed that several OLs (VIPs n°1to 4) and a
monoacylglycerol (VIP n°5) were increasingly biosynthesized by the bacterial cells as soon as
the phosphate concentration decreased in the culture medium. About 50% of the sequenced
bacteria (mainly Gram-negative bacteria) can biosynthesize OLs and these non-phosphorous
glycolipids are found more abundantly in the outer part of bacterial membranes (Sohlenkamp
and Geiger 2015) . In several studies, the occurrence of OLs has been demonstrated to be related
to abiotic stresses such as nutrient-limiting conditions (in most cases, phosphate-limiting
conditions; e.g. Lewenza et al. 2011), osmotic stress (e.g. Lopalco et al. 2013), increased
temperatures or acidic conditions (Vences-Guzman et al. 2012). The role of these aminolipids
in non-stress related phenotypes has been also addressed (See in (Sohlenkamp 2019). Our
findings were thus in accordance with previous studies dealing with the effect of P limitations
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on bacterial membranes through an increase in the production of non-phosphorous lipids
(Barbosa et al. 2018; Benning et al. 1995; Geiger et al. 2010; Lewenza et al. 2011).

VIP n°1: OL (18:1/18:1) VIP n°2: OL (16:0/16:0) VIP n°3: OL (18:0/14:0) VIP n°4: OL (18:1/16.0)
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Figure 1V.4. : Normalized concentrations of the eight metabolites with the highest VIP scores implied in the
chemical discrimination between biofilms of P. lipolytica TC8 grown with various phosphate concentrations
(from C1: 10 nM to C5: 1.32 nM). p-values and “a,” “b,” “c” indexes corresponded to the results of one-way
ANOVA analyses and post hoc tests (HSD Tukey’s test), respectively.

Consistent with these first findings, three PEs (VIPs n°6 to 8) were under-expressed when the
phosphate concentration decreased. Surprisingly, these three metabolites are oxidized PEs,
while all the other annotated “non-oxidized” phospholipids (i.e. PEs, lyso-PEs, PGs and lyso-
PGs) of the final dataset were not differentially expressed depending on the different phosphate
concentrations. These results agreed with a previous study dealing on P. lipolytica TC8 cultures
in non-limited phosphate conditions which has highlighted that PEs were mainly produced in
biofilms rather than in planktonic cultures (Favre et al. 2018). They differed from several other
studies which have described an important shift in the bacterial membrane composition, leading
to a decrease production of phospholipids, such as PEs, and their subsequent substitution with
non-phosphorous lipids, such as OLs, under P-limiting conditions (i.e. (Sandoval-Calderén et
al. 2015).

The fact that only oxidized PEs were impacted by phosphate concentration was quite interesting
given that oxidized phospholipids have been attracting more and more interest over the past

few years, especially in the medical field (Nie et al. 2020). In the case of membranes, the
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occurrence of oxidized phospholipids can drastically affect their properties and their
organization (Tyurina et al. 2019).

5. Conclusion

The objective of this work was to evaluate the impact of phosphate-limiting conditions on
biofilms of the bacterial strain P. lipolytica TC8 which had already shown its propensity to
biosynthesize alternative non-phosphorous analogues to phospholipids (Favre et al. 2017,
2018). If the effect of various environmentally-relevant phosphate concentrations was moderate
on the biomass, the gross polymeric composition and the structure of the biofilms of P.
lipolytica TC8 formed in vitro, an untargeted LC-MS-based metabolomics analysis revealed
clear differences at the metabolome level. Combining drastic filtering steps and annotation
through MN, this metabolomics approach demonstrated that phosphate concentration generated
significant changes in the chemical composition of membranes with higher amounts of the non-
phosphorous OLs at low phosphate concentrations. Conversely, a decrease of oxidized PEs was
observed in the same culture conditions, while the biosynthesis of non-oxidized PEs remained
globally unchanged. Together with and in addition to previous works (Favre et al. 2017, 2018,
2019), all results agreed with the fact that P. lipolytica TC8 testified to a certain plasticity of
membrane lipid composition in response to phenotypic and environmental changes. In the
marine environment, bacteria must be able to adapt their membranes to maintain their biological
functions. As environmental conditions are multiple and changing, associating a modification
of the cytoplasmic membrane with an environmental condition is complicated in marine
environment. Here, the fact of studying a single fluctuation allowed us to describe the impact
of phosphate deficiency on the adaptation of the membrane of a marine bacterial strain
cultivated in biofilm. This mechanism could be a selective advantage for bacteria present in
environments experiencing rapid and massive P concentration changes, such as those found in
estuaries (Li et al. 2017; Lochet and Leveau 1990).

Further research should focus on the specific roles of the oxidized PEs described here and on
the full characterization of their chemical structure through targeted natural products chemistry
and annotation using MN (Carriot et al. 2021). Moreover, the coupling of such a metabolomics
approach with other omics and their application to natural biofilms sampled in marine
environments with P-contrasted conditions could be useful to better understand the adaptative

strategies developed by marine bacteria upon P deficiency.
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Figure S.1V.1 : Carbohydrate (A) and protein (B) contents (DuBois and modified Bradford methods,
respectively) of biofilms of P. lipolytica TC8 according to the phosphate concentration in the culture media. “a,”
“b,” “c” indexes corresponded to the results of post hoc tests (HSD Tukey’s test).

A

0,8
0,7

0,6 €
I “' c/b

05

——
L
_

04 -|- 3

03

Absorbance (0Dgq)

0,2

0,1

0
Cc5 ca c3 c2 C1

0,5

04

0,3

0,2

Absorbance (ODggs)

0,1

C5 Cc4 c3 c2 c1

196



CHAPITRE IV

Figure S.1V.2 : PCA score plot obtained from (+)-ESI-LC-MS profiles of extracts of biofilms of P. lipolytica
TC8 obtained in culture media with various phosphate concentrations (from C1:10* nM to C5: 1.32 nM; n = 15),
QC samples (n = 6) and blanks (n = 16).
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Figure S.1V.3 : MS/MS spectra of nine of the ten first VIPs implied in the chemical discrimination of biofilm

extracts of P. lipolytica TC8 according to the phosphate concentration (Part 1/2).
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Figure S.1V.4. : MS/MS spectra of nine of the ten first VIPs implied in the chemical discrimination of biofilm
extracts of P. lipolytica TC8 according to the phosphate concentration (Part 2/2).
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CHAPITRE V

Effets de la perturbation du quorum sensing

par I'action de la lactonase SsoPox

sur la bactérie Chromobacterium violaceum
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A. Avant-propos

Disrupting quorum sensing alters social interactions in
Chromobacterium violaceum

Sonia Mion* , Nathan Carriot*, Julien Lopez, Laure Plener, Annick Ortalo-Magné, Eric
Chabriére, Gérald Culioli & David Daudé

# Ces auteurs ont contribué a parts égales

Article 3 : Publié dans npj Biofilm and Microbiomes le 22/04/2021
https://doi.org/10.1038/s41522-021-00211-w

Contexte de 1’étude :

Les biofilms sont connus pour accélérer la dégradation des matériaux utilisés en milieu marin.
L’inhibition de la formation des biofilms marins est donc un enjeu économique crucial a I’échelle
planétaire. Une stratégie de lutte originale consisterait & inhiber des mécanismes de communication
bactérienne (quorum sensing, QS), cellule-cellule, impliqués dans la formation et le maintien des
biofilms (par quorum quenching, QQ) (Galloway et al. 2012). Ainsi, la découverte de la lactonase
SsoPox, capable de dégrader spécifiguement des molécules de communication bactérienne et
présentant une stabilit¢ lui permettant d’€tre potentiellement utilisée dans une large gamme
d’applications, constitue une piste prometteuse pour le développement de nouvelles stratégies
antifouling plus respectueuses de 1’environnement. Les techniques dites « omiques » permettent
d’étudier I’ensemble de la production métabolique (ADN, ARNm, protéines, métabolites) d’un
organisme. Les approches omiques ont permis d’explorer le vivant sous un nouvel angle et offrent la
visualisation totale des processus biologiques mis en jeu. L’application de ces approches a 1’étude de
microorganismes a ainsi déja conduit a 1’identification de molécules et de voies biosynthétiques

d’intérét comme celle des flavonoides par exemple (Li et al. 2021).

Méthodologie appliquée :

Dans ce chapitre, une premiere analyse multi-omique va étre mise en place couplant les
informations issues d’approches métabolomique et protéomique. Associée a I’identification d’enzymes
impliquées dans le QS via une analyse protéomique, la métabolomique peut améliorer la
compréhension des voies de biosynthése de signaux chimiques directement impliqués dans le QS ou

de molécules dont la production est induite via le QS. De plus, I’approche multi-omique par réseau mis
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en place avec le package R MixOmics (http://mixomics.org/) est un outil tres utile pour représenter les

corrélations entre protéines et métabolites en fonction des conditions appliquées. Le workflow de

I’analyse multi-omique liant protéomique et métabolomique est représenté dans la figure V.1.

O

Identification de protéines oy
et de métabolites d’intérét f~T

Analyse multi-omique :
métabolomique/ protéomique

Réseau multi-omique
Extraction & =

= = e

_ Protéome g % - g

ACP & PLS-DA Métabolome -

Traitement des données / / .;'.‘;""m“;
Analyses multivariées Analyses

LC-ESI-MS Analyse
MS/MS nano-LC-MS

© ®

Figure V.1. : Workflow de I’analyse multi-omique liant métabolique et protéomique

Cultures bactériennes
C. violaceum

Question scientifique :

Le but de cette étude est de déterminer I’action inhibitrice du QS de la lactonase SsoPox-W263I
vis-a-vis de la bactérie Chromobacterium violaceum ATTC 12472, un biosenseur connu pour produire
spécifiguement un pigment violet (la violacéine) en présence de certaines molécules de communication
impliquées dans le QS (AHLSs). Pour cela, une méethodologie analytique basée sur une approche multi-
omique associant métabolomique et protéomique a été utilisee. Dans ce contexte, il nous faut répondre
a la question suivante : Quel est I’impact de 1’enzyme SsoPox sur la production métabolique et
protéomique de C. violaceum ? En répondant a cette question et en étudiant la production métabolique
de certains composés connus pour agir dans les interactions du QS (Violaceines, AHLs, ...), une
question plus large peut étre posée : Quel est I’'impact du QQ sur les relations de C. violaceum avec

d’autres organismes ?
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Résumé des résultats :

De maniere globale, les résultats démontrent une action inhibitrice du QS de la lactonase
SsoPox-W2631 sur C. violaceum ATTC 12472 induisant des modifications majeures de son
métabolome et mineures de son protéome. Le variant SsoPox-W263l est donc une enzyme présentant
un grand potentiel pour des applications en QQ dans différents domaines. L’approche multi-omique
par réseau a permis de faciliter I’identification de protéines en lien avec des métabolites d’intérét
(Figure V.2.). L'effet de I’enzyme SsoPox W2631 a été confirmé par la diminution de la production des
AHL dans les échantillons traités et la détection des formes hydrolysées de certains d'entre eux (C9-
HS, C10-HS, C11-HS et C12-HS). De plus, SsoPox W263I a également induit une diminution de la
production de cyanure d'hydrogéne et de violacéine observée aux niveaux protéomique,
métabolomique et phénotypique.

Type des molécules Molécules en relation avec Types de corrélation
C> Métabolites . N-Acylhomosérine lactone D Cyanure d’hydrogene Positive (> 0,5)
D Protéines D Violacéine I:] Anisomycine e N égative (< -0,5)

Figure V.2. : Réseau multi-omique liant une sélection de données de protéomique et de métabolomique. Seules les
molécules associées au QS (rouge), a la biosynthése de la violacéine (violet), de I’anisomycine (jaune) et du cyanure
d’hydrogeéne ou HCN (bleu) sont représentées. Les corrélations entre protéines (carré) et métabolites (hexagone) sont

positives (liens verts) ou négative (liens rouges) et présentent un cut-off supérieur a 0,5 ou inférieur a - 0,5,
respectivement.
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B. Article : Disrupting quorum sensing alters social interactions in
Chromobacterium violaceum

an BIOf||mS aﬂd M icrObiomeS www.nature.com/npjbiofilms

ARTICLE OPEN '.) Check for updates
Disrupting quorum sensing alters social interactions in
Chromobacterium violaceum

Sonia Mion', Nathan Carriot>®, Julien Lopez?, Laure Plener®, Annick Ortalo-Magné?, Eric Chabriére®'®,
Gerald Culioli (3*** and David Daudé (**

Quorum sensing (QS) is a communication system used by bacteria to coordinate a wide panel of biological functions in a cell
density-dependent manner. The Gram-negative Chromobacterium violaceum has previously been shown to use an acyl-homoserine
lactone (AHL)-based QS to regulate various behaviors, including the production of proteases, hydrogen cyanide, or antimicrobial
compounds such as violacein. By using combined metabolomic and proteomic approaches, we demonstrated that QS modulates
the production of antimicrobial and toxic compounds in C. violaceum ATCC 12472. We provided the first evidence of anisomycin
antibiotic production by this strain as well as evidence of its regulation by QS and identified new AHLs produced by C. violaceum
ATCC 12472. Furthermore, we demonstrated that targeting AHLs with lactonase leads to major QS disruption yielding significant
molecular and phenotypic changes. These modifications resulted in drastic changes in social interactions between C. violaceum and
a Gram-positive bacterium (Bacillus cereus), a yeast (Saccharomyces cerevisiae), immune cells (murine macrophages), and an animal
model (planarian Schmidtea mediterranea). These results underscored that AHL-based QS plays a key role in the capacity of C.
violaceum to interact with micro- and macroorganisms and that quorum quenching can affect microbial population dynamics
beyond AHL-producing bacteria and Gram-negative bacteria.

npj Biofilms and Microbiomes (2021)7:40; https://doi.org/10.1038/541522-021-00211-w
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1. Abstract

Quorum sensing (QS) is a communication system used by bacteria to coordinate a wide panel of
biological functions in a cell density-dependent manner. The Gram-negative Chromobacterium
violaceum has previously been shown to use an acyl-homoserine lactone (AHL)-based QS to regulate
various behaviors, including the production of proteases, hydrogen cyanide, or antimicrobial
compounds such as violacein. By using combined metabolomic and proteomic approaches, we
demonstrated that QS modulates the production of antimicrobial and toxic compounds in C. violaceum
ATCC 12472. We provided the first evidence of anisomycin antibiotic production by this strain as well
as evidence of its regulation by QS and identified new AHLs produced by C. violaceum ATCC 12472,
Furthermore, we demonstrated that targeting AHLs with lactonase leads to major QS disruption
yielding significant molecular and phenotypic changes. These modifications resulted in drastic changes
in social interactions between C. violaceum and a Gram-positive bacterium (Bacillus cereus), a yeast
(Saccharomyces cerevisiae), immune cells (murine macrophages), and an animal model (planarian
Schmidtea mediterranea). These results underscored that AHL-based QS plays a key role in the
capacity of C. violaceum to interact with micro- and macroorganisms and that quorum quenching can

affect microbial population dynamics beyond AHL-producing bacteria and Gram-negative bacteria.
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2. Introduction

Many proteobacteria use acyl-homoserine lactones (AHLS) to orchestrate their behavior in a cell
density-dependent manner (Miller and Bassler 2001). This communication system, referred to as
quorum sensing (QS), plays a key role in bacterial adaptation to the environment. QS is involved in
many mechanisms, including biofilm formation, production of virulence factors, and biosynthesis of
antimicrobial compounds, such as phenazine (Déziel et al. 2004), bactobolinn (Seyedsayamdost et al.
2010), or violacein (McClean et al. 1997). Furthermore, several studies have shown that QS plays a
part not only in intra- or interspecies bacterial interactions (K. C. Evans et al. 2018; Federle and Bassler
2003; Miller and Bassler 2001) but also in interkingdom interactions (Moura-Alves et al. 2019).
Disrupting QS has appeared as a promising way to counteract bacterial behavior in fields of application
useful for human healthcare and agriculture (Rémy et al. 2018). To this end, many strategies have been
considered, including inhibition of QS signals using chemical inhibitors (QSI), their sequestration by
antibodies, or the use of quorum-quenching enzymes (QQE). QQE have been particularly investigated
as they can be used extracellularly to interact with signaling molecules, especially AHLs. Among QQE,
lactonases, and especially those issued from extreme environments, have been shown to efficiently
alter social behaviors in many proteobacteria, including Pseudomonas aeruginosa (Guendouze et al.
2017; Mahan et al. 2020), Acinetobacter baumannii (Bergonzi et al. 2018, 2019), Burkholderia
cenocepacia (Koch et al. 2014), and Chromobacterium violaceum (Mion et al. 2019). Although most
studies involving lactonases relied on the use of pure bacterial cultures, recent reports underlined that
these biocatalysts may impact complex bacterial communities both in vitro and in situ (Huang et al.
2019; Schwab et al. 2019). Lactonase-mediated QS disruption was shown to change bacterial
population dynamics and concomitantly to reduce biofilm formation in a recirculating bioreactor
(Schwab et al. 2019) and also to reduce biocorrosion induced by microbial communities on
steel surfaces immersed in a lake water (Huang et al. 2019). Strikingly, metagenomic analyses revealed
that lactonases did not only affect the proportion of AHL-using proteobacteria but also Gram-positive
and -negative bacteria that are not known to use or sense AHLs. These results suggest that altering
AHL-based QS with lactonases may drive global population changes although the mechanisms and
molecular determinants of these alterations remain poorly understood.

Considering the abundance of QS-regulated traits, particularly those involved in the biosynthesis of
antimicrobials, the use of exogenous QQE appeared to be a relevant approach to modulate bacterial
interspecies competition (Whiteley et al. 2017).

Here, we considered the use of the lactonase SsoPox W263l, a QQE able to degrade a wide spectrum

of AHLs and to affect microbial communities from soil and freshwater ecosystems, to decipher how
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QQ can modulate molecular mechanisms involved in social interactions (Hiblot et al. 2013a) in a single
proteobacteria species representative from these ecosystems. The impact of the lactonase SsoPox
W263I on the model environmental bacterium C. violaceum ATCC 12472 (CV 12472) (Morohoshi et
al. 2008, 2010) was thus investigated. Through a multi-omics approach, coupling metabolomics and
proteomics together with phenotypic and microbiological investigations, the impact of enzymatic
quenching on the strain behavior was deeply analyzed with a special focus on the production of
antibiotic compounds (Stauff and Bassler 2011). We reported the production of newly observed AHLSs
and described, for the first time, the production of the antibiotic anisomycin in CV 12472. We further
provided a series of experiments suggesting that SsoPox W263I alters the ability of C. violaceum to
produce QS-regulated antimicrobials and to compete with prokaryotic and eukaryotic organisms.
Taken as a whole, these results indicate that disrupting QS may broadly impact interspecies interactions

and microbial population dynamics.
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3. Results
3.1. Lactonase SsoPox W263I modulates C. violaceum proteome

Proteomes of CV 12472 with and without treatment by the QQ lactonase SsoPox W263I were analyzed.
The use of a statistical PLS-DA analysis revealed a significant impact of the enzyme on the proteome
of CV 12472 as the control and treated groups were found distinctly separated on the first component
(15.2% of the total variance) (Figure V.3.).
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Figure V.3. : PLS-DA analysis of proteomic and metabolomic data of C. violaceum cultures with and without lactonase

treatment. Score plots of PLS-DA analysis of proteomic (a) (n = 8: four biological replicates x two technical replicates

indicated by darker point) and metabolomic data (b) (n = 3: three biological replicates) of SsoPox W263I (0.5 mg ml—1)
treated samples (yellow) and untreated ones as negative controls (purple).

A total of 889 out of the 4 397 (i.e., 20.2%) proteins of CV 12472 were detected and identified (Uniprot
database) (Supplementary Data 1). These 889 proteins were clustered by biological functions according
to the GO database using the DAVID bioinformatic tool (Limaet al. 2016) (Figure VV.4.a.). This method
allowed to assign of biological functions to 82.6% of this set of proteins. Proteins were mainly involved
in metabolic processes (31%), followed by translation (8.3%) and transcription (6.6%).

Relative abundances of 38 proteins were found to be significantly impacted upon SsoPox W263I
treatment (i.e., fold change >1.5 and P value <0.05) (Figure V.4.b., Figure V.4.c.) and were further
clustered by biological function (Figure V.4.b.). Among these proteins, ten were associated with
metabolic pathways, including amino acids and cofactor biosynthesis as well as the metabolism of

carbohydrates, energy, and fatty acids.
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Figure V.4. : Proteome analysis of C. violaceum cultures with and without lactonase treatment. a Functional distribution
of all proteins detected in C. violaceum samples. b Functional distribution of proteins significantly impacted by SsoPox
W263I treatment. ¢ Impact of SsoPox W263I treatment on C. violaceum protein production. Heatmap represents the logio
fold change in protein production of SsoPox W263I-treated samples as compared to untreated ones as negative controls
(selection criteria for significantly impacted proteins were P value <0.05 and fold change >1.5). Down- and upregulated
protein expressions are presented in blue and red, respectively.
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One protein was detected in each of the following functions: translation mechanisms, DNA repair and
replication, cell cycle, and protein modification and degradation. The abundance of five proteins
involved in membrane transport and secretion systems decreased upon enzymatic treatment.
Interestingly, changes in proteins involved in the biosynthesis of diverse cytotoxic compounds such as
hydrogen cyanide, violacein, and anisomycin were observed. These latter proteins were all
downregulated by SsoPox W263I treatment (Figure V.4.c). Finally, twelve proteins significantly

affected by the enzymatic treatment remained unknown or uncharacterized.

3.2. SsoPox W263I changes the metabolomic profile of C. violaceum

To further associate proteome modifications to molecular changes, metabolomic investigations were
undertaken. LC-(+)-ESI-MS metabolomic analysis enabled the identification of a primary dataset of 8
496 m/z features from raw LC-MS data, which was further refined and reduced down to a final dataset
of 406 metabolites thanks to three filtration steps (Supplementary Tableau S.V.1.). The concentration
of several metabolites was found to be significantly different between enzymatically treated and control
samples (Figure V.5.c.).

PLS-DA analysis revealed two distinct groups formed by treated and control samples, separated on the
first component (75.8% of the total variance) (Figure V.3.b.), thus indicating a significant effect of the
enzymatic treatment on the metabolome of CV 12472. The PLS-DA model showed high predictive
accuracy and relevance with R? = 0.94 and Q? = 0.84. This analysis was used to determine the variable
importance in projection (VIP) score values, indicating the importance of each m/z feature in the
discrimination between treated and control samples. Twenty-one m/z features with the higher VIP
scores (VIP score >1.5) were selected (Figure V.5.a.), and the corresponding molecular formulae were
determined based on accurate mass measurement, isotopic patterns, and MS/MS data analysis. In most
cases, a putative identification was proposed (Supplementary Tableau S.V.2.).

Global Natural Products Social (GNPS) molecular networking workflow was further used to organize
the whole MS/MS metabolomic dataset so as to obtain a global view of the different groups of chemical
compounds (called “clusters”) containing VIPs (Figure V.5.b.) (Wang et al. 2016b) for annotation
purposes. Such a representation allowed to gather metabolites with similar MS/MS data, and thus with
putatively close chemical structures, in the same cluster. Cosine score (CS) and minimum matched
fragment ions (MF) are crucial parameters to link similar metabolites together (called “nodes”) and
then to build molecular networks. In this study, the use of low values of CS and MF (CS = 0.7, MF =
4) was adopted to create a maximum of links between annotated nodes and non-identified VIP nodes

(Carriot et al. 2021). Some nodes observed into AHLs-, violacein- and anisomycin-containing clusters
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were then identified and will be further discussed. Through this analytical procedure, more than sixty
metabolites of the metabolome of CV 12472 were identified, some of which being among the VIPs that

will be important in the following discussions.
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Figure V.5. : Metabolome analysis of C. violaceum cultures with and without lactonase treatment. a Impact of SsoPox
W263I treatment on C. violaceum metabolite production. Heatmap represents the fold change of the 21 most
discriminating metabolites (identified by their VIP score through the PLS-DA analysis) between SsoPox W263I (0.5 mg
ml™?) treated samples and untreated ones as negative controls. Down- and upregulated metabolite expressions are
presented in blue and red, respectively. b Molecular network of LC-MS metabolomic data and identification of molecules
of interest in clusters. VIPs are circled in blue. For each metabolite, color ratio corresponds to its relative abundance in
treated (yellow) and untreated (purple) samples.
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3.3. SsoPox W263I hydrolyzes AHLs produced by C. violaceum

Both metabolome and proteome analyses revealed a significant impact of SSoPox W2631 on CV 12472
metabolism. To evaluate whether these discrepancies are related to QS disruption, AHLs and their
potential degradation products were specifically analyzed in the cultures of CV 12472.

This analysis of whole-culture extracts led to the identification of several AHLs (Figure V.6.). Among
these, the main AHLs observed on the chromatograms, and already known to be produced by CV
12472, were N-decanoyl-homoserine lactone (C10-HSL) and N-(3-hydroxydecanoyl)-homoserine
lactone (3-OH-C10-HSL) (W.-J. Cheng et al. 2020; Morohoshi et al. 2008, 2010; Stauff and Bassler
2011). Furthermore, non-targeted metabolomics allowed the detection and identification of AHLs
reported to our knowledge, for the first time in CV 12472: N-nonanoyl-homoserine lactone (C9-HSL),
N-undecanoyl-homoserine lactone (C11-HSL), N-(3-oxodecanoyl)-homoserine lactone (3-oxo-C10-
HSL), N-(3-hydroxyundecanoyl)- homoserine lactone (3-OH-C11-HSL), and N-(3-oxododecanoyl)-
homoserine lactone (3-oxo-C12-HSL). In addition, while N-dodecanoyl-homoserine lactone (C12-
HSL) was not observed, its open form N-dodecanoyl-homoserine (C12-HS) was detected. Super-
natant extracts obtained after removal of bacterial cells by centrifugation were also analyzed by LC-
MS and allowed the detection of the same AHLs in the same proportions as those observed in the
whole-culture extracts (Supplementary Figure S.V.1a.).

The detection of diverse AHLs in CV 12472, albeit reported for the first time, is comparable to many
bacterial species known to use different AHLSs to regulate their QS (Schuster et al. 2013). Although
C10-HSL and 3- OH-C10-HSL have been previously reported to be the main AHLs produced by CV
12472, other AHLSs including 3-ox0-C10-HSL and 3-0x0-C12-HSL, have been shown to exogenously
increase the production of violacein in CV 12472 (Morohoshi et al. 2008). C11-HSL and 3-OH-C11-
HSL are not common in soil bacteria and have mainly been reported in Vibrionaceae species (Liu et
al. 2018; Rasmussen et al. 2014). C9-HSL is also rarely detected in bacteria but has already been
reported in Burkholderia cepacia strain GG4 isolated from the ginger rhizosphere (Hong et al. 2012),
and in Vibrio fischeri (also called Aliivibrio fischeri) strains associated with the squid Euprymna
scolopes (Girard et al. 2019). Interestingly, C6-HSL, a molecule described as the cognate AHL used
by ATCC 31532 (Morohoshi et al. 2010), another well-described strain of C. violaceum, was not
detected in this study, adding proof that the array of AHLs generated by C. violaceum appears to be
strain-specific.

Although C10-HSL, and to a lesser extent 3-OH-C10-HSL and 3-0x0-C10-HSL, appeared as the main
AHLs of CV 12472 whole- culture and supernatant extracts (Supplementary Figure S.V.1a.), respective
quantities of each detected AHLs and their specific impact on CV 12472 behavior are not precisely
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known. Further studies are necessary to determine each AHL exact concentration and contribution to

QS or if some may represent inactive metabolic intermediates.

This study focused on the impact of QQE on CV 12472 behavior, to do so the impact of SsoPox W263I

on the relative abundance of AHLs was further analyzed. The quantity of all detected AHLSs decreased

significantly in the treated samples (Figure V.6.).
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Figure V.6. : SsoPox W263I impacts production of AHLs in CV 12472. Chemical structures and LC-MS peak area
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corresponding LC-MS chromatograms in three biological replicates (each represented by one point). *P value <0.05, **P
value <0.01, ***P value <0.001 according to Student’s t test.
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Further- more, the open forms of C9-HSL, C10-HSL, C11-HSL, and C12-HSL, respectively, N-
nonanoyl-homoserine (C9-HS), N-decanoyl-homo- serine (C10-HS), N-undecanoyl-homoserine (C11-
HS), and C12-HS, were detected in greater amounts in treated samples than in untreated ones (Figure
V.6.a., Figure V.6.c.). Such an observation is consistent with the previously reported mechanism of
SsoPox (Elias et al. 2008) and with the catalytic performance of SsoPox W263I toward the AHLSs
detected in this study (Supplementary Tableau. S.V.3.) and the autoinduction mechanism described in
CV 12472 (Stauff and Bassler 2011).

These results confirmed the hydrolytic action of SsoPox W263I on the AHLSs produced by CV 12472
and highlighted its QQ potential.

3.4. Lactonase drastically decreases the production of known QS- associated
factors

To evaluate how molecular modifications could be related to phenotypic variations, the impact of
SsoPox W263I was investigated on QS-related behaviors of CV 12472 (Figure V.7.).

C. violaceum is known to produce the characteristic purple pigment violacein under the regulation of
QS (Morohoshi et al. 2008, 2010). As expected, the addition of a lactonase to the culture medium
suppresses the production of this pigment (Figure V.7.a.).Linking metabolomic and proteomic analyses
allowed us to observe the impact of enzymatic treatment on different steps of the biosynthetic pathway
of violacein (Figure V.8 and Supplementary Figure S.V.2.). The main benefits of the QQ treatment
were a fourfold decrease in VioE production and a 700-fold increase of chromopyrrolic acid. This latter
is known to be formed spontaneously in the absence of VioE (Figure V.8.) (Hirano et al. 2008; Hoshino
2011) and was thus found to be significantly negatively correlated to this protein (Figure V.7.a.).
Together with VioE, the abundance of VioD was significantly reduced, leading to a drastic decrease
in the production of violacein and its derivatives (i.e., deoxyviolacein, proviolacein,
prodeoxyviolacein, and deoxyviolacein) (Figure V.8 and Supplementary Figure S.V.2.). Proteomic and
metabolomic data matrices were further processed by regularized Canonical Correlation Analysis
(rCCA) (Gonzalez et al. 2008; Leurgans et al. 1993; Vinod 1976) with a cut-off value of 0.5 chosen to
create a multi-omics correlation network. This network showed significant positive relationships
between the proteins VioD and VioE, on the one hand, and violacein, deoxyviolacein, and the AHLs,
on the other, while these two proteins were negatively correlated with chromopyrrolic acid and the
hydrolyzed AHLs (Figure V.7.a).
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Figure V.7. : SsoPox W263I inhibits QS-regulated factors production of C. violaceum. Mean levels of violacein (a)
hydrogen cyanide (b), protease (c), and biofilm (d) production of C. violaceum untreated (purple) and treated cultures
with 0.5 mg ml~* SsoPox W263I (yellow). Error bars represent the standard deviations of n = 3 biological replicates (each
represented by one point). *P values <0.05; **P values <0.01 according to Student’s t test. Representative pictures of
untreated (yellow squares) and lactonase treated cultures (yellow squares) (a) and their biofilm formation after coloration
with crystal violet (d) are given. Network represents correlation multi-omics networks where proteins (squares) and
metabolites (hexagons) involved in violacein (a) and hydrogen cyanide production (b) production and significantly
impacted by SsoPox W263I are positively (green) or negatively (red) connected

Chromobacterium species are also known for their ability to produce the toxic metabolite hydrogen
cyanide (Carepo et al. 2004; Short et al. 2018). This production is under QS regulation in C. violaceum
(Stauff and Bassler 2011). In this study, enzymatic treatment reduced by >50% the level of hydrogen
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cyanide in the supernatant (Figure V.7.b.). HcnC and HcnA, two proteins involved in hydrogen cyanide
biosynthesis (Blumer and Haas 2000), were found sig- nificantly downregulated by SsoPox W263lI
treatment (fold change of -7.27 and -1.65, respectively, as compared to control) (Figure V.4.c.) and
their variations were positively correlated with AHLs and negatively correlated with hydrolyzed AHLs
(Figure V.7.b.).

Finally, a strong inhibitory effect of the lactonase on the production of proteases as well as on the
biofilm formation was also observed with fold changes of -6 and -17, respectively. Nevertheless,
neither proteins nor metabolites could be clearly associated with these phenotypes (Figure V.7.c.,
Figure V.7.d.). Altogether, these results suggested that SsoPox W263I constitutes a potent QQ agent

for the bacterial strain CV 12472, inducing major phenotypic and metabolic changes.
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Figure V.8. : Impact of SsoPox W2631 on violacein biosynthesis in C. violaceum. a Organization of the violacein
biosynthesis operon. Arrows indicate the direction of transcription. b Simplified representation of SsoPox W2631 impact
on violacein biosynthesis by CV 12472 untreated (purple) and treated cultures (yellow). Proteins (dashed line boxes) and

metabolites (full-line boxes) normalized scaled intensities (NSI) are represented as the mean and standard deviations
(Metabolomic: n = 3 biological replicates, Proteomic: n = 8, 4 biological replicates x 2 technical replicates). *P value
<0.05, **P value <0.01, ***P value <0.001 according to Student’s t test. FC fold change.
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3.5. Combined omics analysis identifies anisomycin as a new QS- regulated
factor

Besides known QS-regulated metabolites of CV 12472, further analysis of the metabolome of CV
12472 led to the identification of anisomycin, deacetylanisomycin, and anisomycin propionate
derivative molecules (Figure V.5., Figure VV.9.). Anisomycin is an antibiotic interfering with proteins
and DNA synthesis in eukaryotes and is mainly described in Streptomyces species (Sobin and Tanner
1954). Recently, the biosynthetic gene cluster of anisomycin in Streptomyces hygrospinosus var.
beijingensis has been reported. It mainly consists in five proteins (AniQ, AniP, AniN, Anil, and AniK)
for the biosynthesis of anisomycin and two additional proteins being involved in its glycosylation.
Homologs of AniQ, AniP, and AniN have been previously identified in C. violaceum genome but the
production of anisomycin by C. violaceum and the functionality of the identified homologs have not
been confirmed (Zheng et al. 2017). Here, we provided the first evidence of anisomycin production in
CV 12472 and a thorough comparison of S. hygrospinosus ACCC40033 and CV 12472 anisomycin
gene clusters. Our data confirmed the identification of the biosynthetic gene cluster of anisomycin in
the CV 12472 genome between the loci CV_2255 and CV_2262. Anisomycin was also identified in
cell-free supernatants (Supplementary Figure S.V.1b.), suggesting that CV 12472 is also equipped for
the secretion of this antibiotic. This analysis revealed that C. violaceum possesses all the required
proteins to biosynthesize anisomycin from L-tyrosine although glycosylation proteins were not
identified (Supplementary S.V.3.). Here, we further showed, by combining proteomic and metabolomic
analyses, that anisomycin was drastically downregulated by QQ treatment (Figure V.9.). Not all
molecules involved in anisomycin biosynthesis were detected by the multi-omics approach, but
insightful observations highlighted the impact of SsoPox W263l on its production. The protein
CV_2256, now identified as AniQ and involved in the formation of several biosynthetic intermediates
of anisomycin, was found

significantly downregulated by the enzymatic treatment (Figure V.9.a.). Deacetylanisomycin, a
precursor of anisomycin was also downregulated, along with the anisomycin propionate derivative
(also known as 3097-B1, formed by an unknown mechanism and already detected in Streptomyces
strain SA3097 (Hosoya et al. 1993)) (Figure V.9.a.). AniQ, deacetylanisomycin, anisomycin and its
propionate derivative, were all positively correlated with the production of AHLs and negatively
correlated with the occurrence of hydrolyzed AHLs (Figure V.9.b.).

Altogether, the results of this multi-omics approach showed that CV 12472 can biosynthesize

anisomycin and that this production is under QS regulation.
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Figure V.9. : Impact of SsoPox W263I on anisomycin biosynthesis in C. violaceum. a Organization of the anisomycin
biosynthesis operon and impact of SsoPox W2631 on the anisomycin biosynthetic pathway. In operon representation,
arrows indicate the direction of transcription. Pathway and nomenclature are from Zheng et al.2. Proteins (dashed line
boxes) and metabolites (full-line boxes) normalized scaled intensities (NSI) are represented as the mean and standard
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value <0.05, **P value <0.01, ***P value <0.001 according to Student’s t test. FC fold change. b Correlation multi-omics
network of the protein AniQ (square) and metabolites (hexagons) involved in the production of anisomycin. Metabolites
significantly impacted by SsoPox W263I are positively (green) or negatively (red) connected with AniQ.
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3.6. C. violaceum toxicity toward Gram-positive Bacillus cereus is inhibited by
QQ

C. violaceum uses QS to induce antimicrobial metabolites production, including the Gram-positive
targeting violacein and hydrogen cyanide (Choi et al. 2020; Rijavec and Lapanje 2016). To evaluate
how QQ may affect the capacity of CV 12472 to compete with invaders, a co-culture model with
Bacillus cereus was developed and tested with and without lactonase. Without enzymatic treatment,
CV 12472 was lethal to B. cereus and completely inhibited its growth. Conversely, when CV 12472
was enzymatically quenched, B. cereus was able to grow (Figure V.10.a.). Similar results were
obtained when B. cereus was grown in the presence of 50% CV 12472 supernatant, demonstrating that
C. violaceum produced one or several extracellular toxic compounds for B. cereus under QS regulation
(Supplementary Figure S.V.4a.). These effects could be due to the impact of SsoPox W263I on different
QS-regulated mechanisms of CV 12472, such as violacein or hydrogen cyanide production. Violacein
is known to disrupt Gram-positive strains’ cellular membrane integrity (Aruldass et al. 2018) and
hydrogen cyanide is also known to be toxic to some bacterial strains and to be involved in bacterial
competition (Rijavec and Lapanje 2016). The downregulation of hydrogen cyanide and violacein
production by SsoPox W263I could indeed play a significant role in altering the ability of CV 12472
to eliminate B. cereus.

To determine whether these metabolites were involved in the toxicity against B. cereus, hydrogen
cyanide and violacein were evaluated independently (Supplementary Figure S.V.4b., Figure S.V.4c.).
First, the amounts of violacein and hydrogen cyanide were estimated in CV 12472 supernatants:
violacein was found at a concentration of 4 + 1 ug mI™* in untreated cultures and 0.3 + 0.1 pg mlt in
treated ones while hydrogen cyanide concentration was 7 + 1 pg ml™* in untreated cultures and 3 + 1
pug mit in treated ones. The effect of both molecules on B. cereus growth was assayed at the
concentration found in CV 12472 supernatants. At 4 pug ml™, violacein inhibited B. cereus growth
in the same proportion as in untreated supernatants. Consistently, as for the treated cultures of CV
12472, a concentration of 0.3 pg ml™* violacein did not affect the growth of B. cereus (Supplementary
Figure S.VV.4b.). Conversely, hydrogen cyanide had no impact on B. cereus growth at any tested
concentrations (Supplementary Figure S.V.4c.). These results underlined that the toxic effect of CV
12472 supernatants on B. cereus could be mainly attributed to violacein and this effect is drastically
decreased by SsoPox W263l.
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Figure V.10. : C. violaceum interaction with prokaryotic and eukaryotic organisms. a Mean bacterial concentration in
CFU ml™ of B. cereus after 8 h of cocultures with C. violaceum treated with 0.5 mg ml~* SsoPox W263I (yellow) and
untreated cultures as negative controls (purple). Error bars represent the standard deviations of n = 6 experiments (three
biological replicates x two technical replicates). The dotted red line represents the mean bacterial concentration of B.
cereus monoculture. Representative pictures of dilution on LB-Agar plate (dilution factor at 10°°) of B. cereus cultures
with treated cultures of C. violaceum with 0.5 mg ml™* SsoPox W2631 (yellow square) and untreated cultures as negative
controls (purple square) are given. ***P values <0.001 according to the Student’s t test. ND not detected. b Mean yeast
concentration in CFU ml™* of S. cerevisiae after 24 h growth on YPD-Agar infected by C. violaceum treated with 0.5 mg
ml~* SsoPox W263I (yellow) and untreated as negative controls (purple). Error bars represent the standard deviations of n
= 3 biological replicates. The dotted red line represents the mean yeast concentration of S. cerevisiae on non-infected
YPD-Agar. Representative pictures of dilution on YPD-Agar plate (dilution factor at 1072) of S. cerevisiae growth on the
plate infected by treated cultures of C. violaceum with 0.5 mg ml~* SsoPox W2631 (yellow square) and untreated cultures
as negative controls (purple square) are given. ***P values <0.001 according to Student’s t test. ND not detected. ¢
Cytotoxicity of C. violaceum toward J774.1 macrophages with 0.5 mg ml~* SsoPox W263I (yellow) or untreated as
negative controls (purple) during a 1.5 h infection at a MOI of 1. Error bars represent the standard deviations of n =3
replicated experiments. **P values <0.01 according to Student’s t test. d Planarian survival in the presence of C.
violaceum treated with 0.5 mg mI~* SsoPox W263I (dotted line) and untreated cultures as negative controls (full line) at 4
x 10° CFU ml™ (red), 2 x 10° CFU mI™* (blue), 4 x 108 CFU ml™ (green). Curves represent survival proportions of ten
planarians. According to log-rank (Mantel-Cox) test comparing survival curves in treated and untreated conditions P
values <0.0001 for 4 x 10° CFU ml™ and 2 x 10° CFU ml™* conditions and P value = 0.0671 for 4 x 108 CFU ml™?
concentration.

3.7. SsoPox inhibits C. violaceum toxicity toward unicellular eukaryote
Saccharomyces cerevisiae

A competition model was developed using the yeast S. cerevisiae to evaluate the potential impact of
QS on the interactions of CV 12472 with unicellular eukaryotic organisms (Figure V.10.b.). The
experiment revealed that yeast growth was decreased on YPD- Agar inoculated with CV 12472,

Treatment of CV 12472 with lactonase inhibited the toxicity of the bacterium toward the yeast and
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growth increased by a 2.2 logio-fold change to reach a similar level as growth on uninoculated YPD-
Agar. These results showed that QS regulates the antifungal effect of CV 12472 and can be affected
by AHL-targeting QQ. Different antifungal mechanisms could be involved such as violacein
(Sasidharan et al. 2015) and cyanide production (Laville et al. 1998); both under QS regulation in CV
12472 and inhibited by SsoPox W2631. Anisomycin is also an antifungal metabolite, with known toxic
activity against S. cerevisiae (Zheng et al. 2017). Its effect on yeast was tested to evaluate whether it
could be responsible for the inhibition of growth caused by CV 12472. Interestingly, we observed that
anisomycin induced the formation of small-sized colonies of S. cerevisiae while the number of colonies
was not affected (Supplementary Figure S.V.5.). Such a morphological change was also observed in
our C. violaceum vs S. cerevisiae competition assay. Small-colony variants have been previously
reported in S. cerevisiae treated with anisomycin (Van Dyke et al. 2009). Therefore, the small-colony
variants observed in S. cerevisiae in presence of CV 12472 might be imputable to anisomycin
production, but cannot explain the yeast growth defect indicating that, besides anisomycin, at least
another toxic compound might be involved in the competition between CV 12472 and S. cerevisiae.
Interestingly, cell-free supernatants obtained from treated and untreated cultures of CV 12472 induced
the formation of yeast small colonies but did not alter yeast growth, suggesting that growth inhibition

might require direct contact between these microorganisms (Supplementary Figure S.V.5.).

3.8. SsoPox decreases C. violaceum toxicity in higher eukaryotic models:
murine macrophages and planarians

C. violaceum is broadly found in water and soil microbiota in subtropical and tropical regions and has
been recently identified as an environmental opportunistic pathogen infecting humans

and animals (Batista and da Silva Neto 2017). This bacterium is thus known to be associated in rare,
but frequently fatal, human infections underlining its high virulence under normal human body
temperature (Chattopadhyay 2014; Duran and Menck 2001). To further probe the impact of SsoPox
W263l on the virulence of CV 12472, a cytotoxicity model using macrophages was first developed
(Figure V.10.c). The bacterial cytotoxicity at a multiplicity of infections (MOI) of 1, meaning a
proportion of one bacterium for one macrophage, was assayed in J774.1 cells. Moderate cytotoxicity
(30%) was observed in this condition, which was used to study the enzymatic effect. Interestingly,
upon enzymatic exposure, the cytotoxicity decreased down to 12%, therefore suggesting a possible
link between QS regulation and the observed cytotoxic effect. A similar inhibitory effect induced on
the cytotoxicity of CV 12472 has previously been reported with guava leaf extract as the QS inhibitor

in an infection model of HepG2 human liver carcinoma cells (Ghosh et al. 2014). No cytotoxic effect
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was detected with supernatants of untreated or enzymatically treated CV 12472 cultures. These results
indicated that cytotoxicity seemed independent from extracellular secretions, but rather implied some
intracellular molecules or cellular mechanisms. We observed that SsoPox W263I reduced the
production of CV_1744 protein (CV-IIL) (Figure V.4.c.), a fucophilic lectin, which resembles PA-IIL,
a QS-regulated fucose-binding lectin of P. aeruginosa, known to be involved in bacterial adherence to
host-cell in the initial steps of infections (Winzer et al. 2000; Zinger-Yosovich et al. 2006). This lectin
could then be involved in the reduction of the cytotoxicity of CV 12472. As AHLs, and more
particularly 3-oxo- C12-HSL, harbor an important toxic activity toward eukaryotic cells (A. S. Kumar
et al. 2014), the degradation of these molecules induced by SsoPox W263I could also play a role in the
reduction of the cytotoxic effect induced by CV 12472. The decrease of CV 12472 toxicity towards
macrophages upon lactonase treatment suggested that QQ is a promising alternative approach to tackle
human and animal infections by C. violaceum.

In C. violaceum, QS regulates the biosynthesis of toxic metabolites, including violacein, hydrogen
cyanide, and anisomycin. To assess whether QS may contribute to C. violaceum competition with
animals, we used an aquatic model organism, the freshwater flatworm Schmidtea mediterranea. In
recent decades, planarians have emerged as relevant invertebrate models for toxicology and
ecotoxicology studies and have been used to evaluate neurodegenerative diseases as well as the toxicity
of environmental pollutants and neurotoxic chemicals (Hagstrom et al. 2015; Poirier et al. 2017, 2019,
2020). Moreover, planarians have been previously described as particularly resistant to bacterial
infections by eliminating bacteria mainly through phagocytosis (Abnave et al. 2014). Here, we used
lifespan assay to evaluate the toxicity of C. violaceum on S. mediterranea. Bacteria were first grown
with or without lactonase and then incubated with planarians. Planarians were not able to eliminate the
bacterial threat in either of these conditions as the bacterial concentrations remained equivalent to those
of the worm-free control for 12 days (Supplementary Figure S.V.6.). We showed that C. violaceum
rapidly kills planarians from a bacterial load of 4 x 10° CFU ml* (Figure V.10.d.). Interestingly,
lactonase-mediated quenching decreased bacterial toxicity and significantly enhanced worms’ survival,
leading to complete inhibition of mortality at 4 x 108 CFU ml™,

These results underscored that QS can provide C. violaceum important advantages for environmental
interactions, such as better fitness when competing against animals as planarians. In previous studies,
violacein has been described for its nematicide effect against Caenorhabditis elegans (Ballestriero et
al. 2014; Swem et al. 2009) and anisomycin, a translation inhibitor in eukaryotes has been shown to
affect wound healing in planarians (Wenemaoser et al. 2012) but other factors might also be involved
in toxicity towards planarians. Consistently, we showed that QS mediates the toxicity of C. violaceum

in S. mediterranea and that enzymatic quenching can reduce the virulence of this bacterial strain toward
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planarians. The toxic mechanisms produced by CV 12472 and killing planarians remain unknown but
they probably differ from other toxic models that require bacterial ingestion since the bacterial load
remains unchanged along the experiment and that cell-free supernatants also showed toxicity

(Supplementary Figure S.V.7.).

225



CHAPITRE V

4. Discussion

QS disruption driven by lactonase SsoPox W2631 was previously shown to modulate microbial
communities from soil and lake water samples thus affecting ecological behaviors including biofilm
formation, colonization or biocorrosion. To further address the direct and indirect impacts of this
enzyme on diverse bacteria able or not to produce or sense AHLs, we evaluated the molecular and
phenotypic mechanisms involved in social interactions of CV 12472, a proteobacterium representative
from natural environments.

The production of the main AHLs of CV 12472, namely C10-HSL and 3-OH-C10-HSL was first
confirmed, along with C9-HSL, C11- HSL, 3-OH-C11-HSL, 3-0x0-C10-HSL, 3-0x0-C12-HSL which
had never been described before in this strain. All AHLs were present both in whole-cell extracts and
cell-free supernatants. SsoPox W263I quenching effect was confirmed by the diminution of the
production of these AHLs in treated samples and the detection of the hydrolyzed forms of some of
them (C9-HS, C10-HS, C11-HS, and C12-HS, respectively).

Common QS-regulated traits, such as exoprotease production and biofilm formation, were shown to be
inhibited by the enzymatic treatment. Moreover, SsoPox W263l also induced a decrease in the
production of both hydrogen cyanide and violacein observed at proteomic, metabolomic, and
phenotypic levels.

The biosynthesis of anisomycin was unexpectedly detected in CV 12472 (in whole-cell and cell-free
supernatant extracts) and the presence of the corresponding biosynthetic gene cluster (only previously
hypothesized) was confirmed. A downregulated impact of the QQ treatment was observed for one
protein involved in anisomycin biosynthesis, as well as the decrease of the final metabolites of this
biosynthetic pathway, showing that anisomycin production is under QS regulation in this strain.
Considering the broad impact of QS on the synthesis of toxic metabolites as well as the impact of
enzymatic QQ (Supplementary Figure S.V.8.), the effect of the lactonase SsoPox W263I on C.
violaceum social interactions was evaluated in prokaryotic and eukaryotic competition assays.
Treatment of CV 12472 by the lactonase was found to drastically inhibit toxicity toward a Gram-
positive bacterium, yeast, and higher eukaryotic organisms using in vitro and in vivo models.
Competition models with B. cereus and S. cerevisiae revealed that treatment with the QQ agent in C.
violaceum decreased the production of extracellular antimicrobial compounds. We found that CV
12472 toxic effect on B. cereus was mainly ascribable to violacein and that anisomycin affected the
morphology of S. cerevisiae, while its sole action did not alter yeast growth.

Besides its impact on interactions with bacteria and yeast, lactonase treatment was found to decrease

CV 12472 cytotoxicity toward J774.1 murine macrophages and reduce mortality in planarians. These
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investigations confirmed the toxicity of CV 12472 in higher eukaryotic models and suggested that QS
may be a relevant target to decrease C. violaceum toxicity towards higher eukaryotes.

This study draws a complete overview of the ability of lactonase-mediated QQ to disrupt bacterial
competition toward other organisms. Under our experimental conditions, the effects of SsoPox W263l
observed on CV 12472 cultures provide essential insights into the role of QS in interkingdom relations
and pave the way for further investigations, particularly concerning the role of QQE on bacterial
populations. Here, the results obtained by combining molecular analyses and simplistic competitions
assays showed evidence that lactonase-mediated QS disruption may affect bacteria in both inter- and
intra-kingdom interactions. Complex environments and interactions are hard to reproduce under
laboratory conditions due to challenges in combining different organisms’ growth requirements. To
fully understand the role of QS in multispecies communities and dynamics, metagenomic data would
need to be examined in light of metabolomic analyses to identify the molecular causes of microscopic

changes and population dynamics.

5. Methods
5.1. Microbial strains and growth conditions

Experiments were conducted using Chromobacterium violaceum ATCC 12472, Bacillus cereus ATCC
1457, and Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763. Bacteria were grown in Luria Bertani (LB) medium
(10 g I' NaCl, 10 g I tryptone, 5 g I? yeast extract) at 37 °C and yeast were grown in Yeast extract—
Peptone—Dextrose (YPD) medium (10 g I yeast extract, 20 g I"! peptone, 10 g I* glucose) at 30 °C.
For C. violaceum, bacteria were inoculated from a single colony and pre-cultivated for 6 h at 37 °C in
LB medium with agitation at 350 rpm. Then, precultures were diluted by a 1 000 factor in LB medium
in 12-well plates, and cultures were incubated at 37 °C under agitation at 350 rpm for 16 h. The enzyme

was added, when indicated, at a final concentration of 0.5 mg ml 2.

5.2. Protein production and purification

SsoPox W263I variant was used as QQ enzyme and productions were performed as follow (Hiblot et
al. 2012, 2013a; Hraiech et al. 2014). Briefly, cells of Escherichia coli BI21 (DE3)- pGro7/GroEL
(TaKaRa Bio, Shiga, Japan), carrying plasmid pET22b-SsoPox- W263l, were cultivated in ZYP-5052
medium complemented with 100 pg mI~* ampicillin and 34 pug ml™* chloramphenicol at 37 °C to a final
OD 600 nm of 0.8-1. L-arabinose was added to induce the expression of chaperone proteins at a final

concentration of 0.2% (w/v). Simultaneously, 0.2 mM of CoCl, was added, and the temperature was
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reduced down to 23 °C. Cells were harvested by centrifugation (4400 x g, 4 °C, 20 min) after 20 h of
incubation. The pellet was then resuspended in lysis buffer (50 mM HEPES pH 8, 150 mM NacCl, 0.25
mg ml™* lysozyme, 0.1 mM phenylmethyl- sulfonyl fluoride (PMSF), and 10 pg ml™* DNAsel) and
stored at —80 °C for 16 h. Cells were thawed for 15 min at 37 °C and lysed by three steps of 30 s
sonication (QSonica sonicator Q700, amplitude at 45). Centrifugation was used to remove cell debris
(21,000 x g, 4 °C, 20 min). The resulting extract was incubated for 30 min at 80 °C and centrifuged to
remove the precipitate (21,000 x g, 4 °C, 30 min). The enzyme was concentrated by overnight
incubation at 4 °C in 75% ammonium sulfate. After resuspension in activity buffer (50 mM HEPES
pH 8, 150 mM NaCl), ammonium sulfate was eliminated by desalting step (HiPrep 26/10 desalting,
GE Healthcare, AKTA Avant, Chicago, IL, USA). The protein sample was concentrated using 30 kDa
centricon, and then purified to homogeneity using a size-exclusion chromatography column (Hiload
16/600 Superdex™ 75 pg, GE Healthcare, AKTA Avant). Protein purity was checked by migration on
10% SDS-PAGE, and protein concentration was measured using a spectrophotometer NanoDrop 2000
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).

5.3. Proteome extraction

After 16 h of culture in LB with or without enzyme, bacteria were collected. The samples were
centrifuged 5 min at 11,000 x g, the supernatant was discarded, and the pellet was washed twice in
phosphate-buffered saline solution (PBS). To prepare total protein samples, the supernatant was
discarded and the pellet was resuspended in UTS buffer (8 M urea, 2 M thiourea, 100 mM NacCl, 25
mM Tris, pH 8.0, and protease inhibitors (Roche, Pleasanton, CA, USA, Complete, EDTA free)). The
samples were sonicated three times for 1 min (QSonica Q700, amplitude at 45 with 30 s intermittence)
and were then centrifuged at 13,000 x g for 30 min at room temperature. In a second time, the
supernatant was transferred in dialysis cassettes (Slide-A-lyser Dialysis Cassettes 2 K MWCO, Thermo
Fisher Scientific) and placed in 2 | of Urea/Ambic buffer (1 M urea, 50 mM ammonium bicarbonate)
for 4 h followed by one night in 2 | of fresh Urea/ Ambic buffer. The protein concentration in each
sample was then determined using Bradford’s assay. Samples containing 50 pg of proteins were
prepared to a final volume of 45 pl using Urea/Ambic buffer. For disulfide bond reduction, 1 pl of DTT
(0.5 M dithiothreitol in Urea/Ambic buffer) was added and the samples were incubated for 1 h at 30
°C. For alkylation, 2 pl of IAA (0.5 M iodoacetamide in Urea/Ambic buffer) was then added before a
1 h incubation in the dark. Proteins were then digested by adding 2 ul of trypsin for a ratio 1:25 (w:w),
and the samples were incubated overnight at 37 °C. Finally, to remove detergents and clean the

samples, Pierce detergent removal spin column (PierceTM, Thermo Fisher Scientific) and C18 spin
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column (PierceTM) were used according to the manufacturer’s recommendations. The result of this
preparation was suspended in acetonitrile 70%. The solutions were evaporated and resolubilized in 50

ul of eluent (0.1% formic acid) to have 1 pg/1 pl solutions of peptides.

5.4. Label-free quantitative nano-LC-MS/MS proteomic analysis

Protein digests were first separated by ultraperformance liquid chromatography (UPLC) using the
NanoAcquity UPLC System (Waters, Elstree, UK) connected to a Synapt G2Si Q-TOF ion mobility
hybrid mass spectrometer (Waters). The chromatographic system was used in 1D configuration with
an analytical column (ACQUITY UPLC M-Class peptide CSH C18 Column, 130 A 1.7 um, 75 pm x
100 mm, Waters) after a trapping column (ACQUITY UPLC M-Class Symmetry C18 Trap Column,
100 A 5 um 2 G V/M, 180 um x 20 mm, Waters). Eluted peptides were then separated using a 100
min gradient (300 nl min™t; 0.5 to 40 % acetonitrile—0.1% formic acid). Data- independent MS/MS
analysis was performed with the ion mobility feature (HDMSe method). The parameters of the ion
source were capillary voltage at 3 kV, sampling cone voltage at 40 V, ion source temperature at 90 °C,
cone gas flow at 50 1 h™L. Transfer collision low energy was set to 5 V, trap collision low energy was
setto 4 V. The high energy ramp was applied from 4 to 5 V for the trap collision and from 19 to 45 V
for the transfer collision enabling fragmentation of the ions after ion mobility cell and before the time-
of-flight (TOF) MS. The On-column sample load was 800 ng. Each sample was injected in duplicate.
The files acquired were imported into Progenesis QI software v. 2.0 (Nonlinear Dynamics, Newcastle,
UK) for label-free quantification analysis. The data were automatically aligned and normalized.
Processing parameters were 150 counts for the low energy threshold, 30 counts for the elevated energy
threshold. The database used to identify peptides contains the protein sequences of C. violaceum ATCC
12472 (UniProt, 08/ 05/2018, 4397 sequences). Search tolerance parameters were as follows: peptide
and fragment tolerance, 15 ppm, FDR < 1 %; minimum ion matching requirements were three
fragments per peptide, seven fragments per protein, and two peptides per protein. The enzyme
specificity was trypsin allowing one missed cleavage. The accepted modifications were
carbamidomethyl of cysteine (fixed), oxidation of methionine (variable), carbamyl of lysine and N-
terminal (variable), deamidation (variable) of asparagine and glutamine. The protein normalization was
performed according to the relative quantitation using non-conflicting peptides. To determine the
significance of changes between

samples, a significant ANOVA (P value < 0.05) and a fold change superior to 1.5 were used as

thresholds to define differently expressed proteins.
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Functional annotation of the differentially expressed proteins was carried out using DAVID annotation
tool (https://david.ncifcrf.gov/), the gene ontology (GO) database in the UniProt Knowledgebase

(UniProtkKB) and bibliography. Of note, as C. violaceum is known to be highly virulent at normal
human body temperature, we chose to grow the bacterium at 37 °C in all our experiments. This must

be considered when comparing our “omics” results with previously reported data mainly performed at

30 °C.

5.5. Metabolite extraction

In total, 25 ml of bacterial culture (triplicates) in LB with or without enzyme were extracted using 5
ml of ethyl acetate (LC-MS grade, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). After 30 min of sonication,
the upper organic phase was collected and dried in vacuo. The resulting dried extracts were solubilized
in methanol (LC-MS grade, Sigma-Aldrich), filtered (0.2 um), dried under a nitrogen flow, and were
then kept in nitrogen at —20 °C. For more details, see ref. (Favre et al. 2018). For supernatant extraction,
25 ml of bacterial cultures in LB were centrifuged, the recovered supernatant was filtered (0.22 um)
and extracted using 5 ml of ethyl acetate. The upper organic phase was collected and the same

procedure was applied as for whole-culture extractions.

5.6. LC-ESI-MS and MS/MS data acquisition

Samples were prepared by solubilizing the dry extracts in 1 ml of LC-MS grade methanol. Six medium
blanks were also prepared using the same protocol but without bacteria. Four quality control samples
(QCs) were prepared by mixing an aliquot of all the samples. Samples and medium blanks were
randomly injected, and a QC was injected every three samples. At the beginning of the injection
sequence, two analytical blanks (only methanol) and a QC were injected before the samples.

Samples were analyzed by UPLC-ESI-QToF-MS in positive mode. The UPLC—MS instrumentation
consisted of a Dionex Ultimate 3000 Rapid Separation (Thermo Fisher Scientific) chromatographic
system coupled with a QToF Impact Il mass spectrometer (Bruker Daltonics, Mannheim, Germany).
The separations were carried out on a reverse-phase column

(150 x 2.1 mm, 1.7 um, Kinetex Phenyl-Hexyl; Phenomenex, Torrance, CA, USA) equipped with a
pre-column (SecurityGuard cartridge, Phenomenex) at a temperature of 40 °C. The injection volume
was 5 pl, and the flow rate was set at 0.5 ml min 1. The autosampler temperature was set at 4 °C, and
the injection volume was 5 pl. Mobile phases were: (A) water and (B) acetonitrile (Chromasolv; Sigma-

Aldrich) containing each 0.1% (v/v) of formic acid (ultra grade; Fluka, Fischer Scientific). The elution
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gradient started at 5% B, maintained for 2 min, then increased to 100% B (linear ramp) in 8 min, and
maintained for 4 min; then back to 5% B (linear ramp) over 0.01 min and maintained 1.99 min, for a
total run time of 16 min.

The capillary voltage of the MS spectrometer was set at 4500 V (positive mode), and the nebulizing
parameters were set as follows: nebulizing gas (N2) pressure at 0.4 bar, drying gas (N2) flow at 4
I min~t, and drying temperature at 180 °C. Mass spectra were recorded from m/z 50 to 1200 at a mass
resolving power of 25,000 full width at half-maximum (FWHM, m/z = 200) and a frequency of 2 Hz.
Tandem mass spectrometry analyses were performed thanks to collision-induced dissociation (CID)
with a collision energy of 25 eV. A solution of formate/acetate forming clusters was automatically
injected before each sample for internal mass calibration, and the mass spectrometer was calibrated

with the same solution at the beginning of the sequence.

5.7. Metabolomic data processing and analysis

LC-MS raw data were converted into “.netCDF* files using DataAnalysis v.4.3 (Bruker, Mannheim,
Germany) and processed with MZmine v. 2.53 (Pluskal et al. 2010). All steps and parameters used to
obtain the final data matrix are listed in Supplementary Table 1. In a second time, the data were
submitted to two filtering Steps using an in-house script on R and final manual filtering. Filtering
consisted in removing successively experimental and analytical bias according to signal/noise ratio
(using blanks) and coefficient of variation (using QCs). For multivariate analyses, the resulting data
matrix was logio-transformed, mean-centered, and analyzed using MetaboAnalyst 4.5 online (Chong
et al. 2018). Data were analyzed using Principal Component Analysis (PCA) and Partial Least Squares
(PLS-DA) discriminant analysis. From the PLS-DA, the most discriminating m/z features (VIPs) were
selected according to their VIP score. This statistical model was evaluated using a permutation test and
a cross-validation analysis of variance (MetaboAnalyst 4.5 online) The comparison of metabolites of

interest between the two culture conditions was carried out using a t test (GraphPad Prism v. 7.04).

5.8. Feature annotation via molecular networking approach

LC-MS/MS raw data (samples and standards) were converted into “.mzXML” files using
DataAnalysis. The Internet platform GNPS (http:// gnps.ucsd.edu) was used to create molecular

networking of related compounds based on the similarity of their MS/MS fragmentation patterns (M.
Wang et al. 2016b). Similar chemical structures share similar fragmentation pathways in mass

spectrometry leading to identical fragments and losses (Nothias et al. 2017). The parameters used were:
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Precursor lon Mass Tolerance (Da): 0.02, Fragment lon Mass Tolerance (Da): 0.02, Minimum Cosine
Score: 0.62, Minimum Matched Fragment lons: 4 and Network TopK: 10. Data were imported and
treated offline (Cystoscape v 3.7.0). Two methods were used for the annotation of a specific m/z feature:
(1) Searching the most probable molecular formula with DataAnalysis software with the

“Smartformula” package, (2) Using online databases, such as PubChem (https://pubchem.

ncbi.nlm.nih.gov),  Lipidmaps  (http://www.lipidmaps.org), @ CEU  mass med- iator

(http://ceumass.eps.uspceu.es), Metlin (https://metlin.scripps.edu) (Tautenhahn, Cho, et al. 2012), or
SIRIUS 4.4.17 (Duhrkop et al. 2019). Finally, a careful analysis of the MS/MS fragmentation pattern

in comparison with the literature data was performed to confirm the putative annotation.

5.9. Multi-omic data processing

Proteomic and metabolomic data matrices were processed by regularized Canonical Correlation
Analysis (rCCA) (Gonzélez et al. 2008; Leurgans et al. 1993; Vinod 1976) with the R package
MixOmics following the protocol found on the website http://mixomics.org/. The shrinkage method

was used to adjust the regularization parameters A1 and A2. A cut-off value of 0.5 was chosen to create
a molecular network with the function write.graph() under the format “.graphml”. The resulting

network was exported and treated using Cytoscape v. 3.7.0.

5.10. Lactonase activity measurement

The activity was measured on C9-HSL,C10-HSL, C11-HSL, C12-HSL, and 3- OH-C10-HSL at
ambient temperature using a colorimetric pH-based assay (Bergonzi et al. 2016). Briefly, the hydrolysis
of the lactone ring leads to the acidification of the solution, which is followed by the absorbance
modification of a pH indicator (cresol). For kinetic parameters, the degradation of lactones at different
concentrations by each enzyme in a cresol-buffered solution (1.25 mM Bicine, 150 mM NaCl, 0.2 mM
CoCly, 0.25 mM cresol purple, 3.5% for C9-HSL, C11-HSL, and C12-HSL or a minimum of 1.5%
DMSO for C10- HSL and 3-OH-C10-HSL, and pH 8.3) was followed in 200 ul at 577 nm using a plate
reader (Synergy HT, BioTek,, Winooski, VT, USA). For C9-HSL and C11-HSL, 10 mg mI~* of SsoPox
W2631 were used, and 20 mg ml~* for C10- HSL, C12-HSL, and 3-OH-C10-HSL. The activity of
SsoPox W263I was not assayed on 3-OH-C11-HSL due to its commercial unavailability.
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5.11. Analysis of quorum sensing-regulated factors

QS-regulated factor productions were determined in vitro after 16 h of culture at 37 °C with agitation
(350 rpm) in the presence of 0.5 mg ml™t SsoPox W2631 and without enzyme.

5.12. Biofilm formation

Biofilm was measured using crystal violet (Stepanovic et al. 2000). Planktonic cells were removed,
and wells were washed once with PBS. After drying the plates at 37 °C until complete evaporation of
PBS, crystal violet 0.5% was added, and following a wash with PBS, the remaining colorant was
dissolved using ethanol 100%. Then, 200 pl were collected and absorbance was measured at 595 nm
using a microplate reader (Synergy HT, BioTek,, Winooski, VT, USA).

5.13. Proteolytic activity

Cell-free culture supernatants were prepared by centrifugation (10 min, 12,000xg, room temperature).
Protease activity was measured using azocasein (Sigma-Aldrich) (Chessa et al. 2000). Then 25 pl of
cell-free supernatant was added to a mixed solution of 675 pl PBS solution pH 7 and 50 pul of azocasein
(30 mg mlI™* in water). Samples were incubated for 2 h at 37 °C, the reaction was then stopped by
adding 125 pl of 20% (w/v) trichloroacetic acid. The samples were centrifuged (10 min, 10,000 x g,
room tempera- ture), and the absorbance of 200 ul of supernatant was measured at 366 nm using a
plate reader (Synergy HT, BioTek).

5.14. Violacein production

Violacein was extracted from 500 ul of cell-free supernatant by adding 500 pl of ethyl acetate (Castillo-
Juarez et al. 2013), the mixture was vortexed then centrifuged (5 min, 10,000 x g, room temperature),
and 200 pl of the upper phase was collected. The absorbance was measured at 565 nm using a
microplate reader (Synergy HT, BioTek).

To estimate the concentration of violacein in the supernatant, ODses values were compared to a
standard curve made with pure violacein isolated from C. violaceum (Coger, Paris, France)

resuspended in LB at a known concentration ranging from 1 to 40 pug ml.,
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5.15. Hydrogen cyanide production

Extracellular cyanide production was measured by using methemoglobin (von Rohr et al. 2009). The
formation of cyanomethemoglobin complex induces a shift in the maximum absorbance spectrum from
407 nm (free methemoglobin) to 424 nm (cyanomethemoglobin complex). Methemoglobin reagent
was prepared by dissolving 85 mg of bovine hemoglobin in 12.5 ml of NaNO_, then 12.5 ml of
phosphate buffer 0.1 M were added to the methemoglobin reagent. In total, 50 pl of cell-free
supernatants were diluted with 140 pl of Millipore water. The absorbance background of the samples
was measured at 424 nm using a plate reader (Synergy HT, BioTek). Subsequently, 10 pl of
methemoglobin reagent was added to give a final volume of 200 pl and let react for 30 min. Finally,
the absorbance of the samples was measured at 424 nm. The absorbance background was then
subtracted from the final measure.

To estimate the concentration of hydrogen cyanide in the supernatant, ODa24 values were compared to
a standard curve realized with potassium cyanide (Sigma) resuspended in LB at a known concentration

ranging from 0.5 to 8 pug ml™2.,

5.16. Competition assay with B. cereus

After 16 h culture in LB with or without enzyme for C. violaceum and an overnight preculture (16 h)
in LB at 37 °C with agitation for B. cereus, bacteria were inoculated at 1/100 in LB medium. The
cocultures were incubated at 37 °C under agitation at 350 rpm for 8 h. Then the samples were serially
diluted and plated on an LB-Agar plate. Colony-forming units (CFUs) were counted after overnight
incubation at 37 °C.

5.17. Bactericidal effect of C. violaceum supernatant against B. cereus

To evaluate the bactericidal effect of C. violaceum supernatant against B. cereus, supernatant from a
16 h culture in LB with or without enzyme of C. violaceum was collected by centrifugation and filtered
at 0.22 um. An overnight preculture of B. cereus was inoculated at 1/1000 corresponding to 3 x 10°
CFU miI™t in LB with 50% of C. violaceum supernatant. After an incubation of 8 h at 37 °C with
agitation at 350 rpm, the culture was serially diluted and plated on LB-Agar plates. After a night at 37
°C, CFUs were counted.
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5.18. Toxicity effect of hydrogen cyanide and violacein against B. cereus

To evaluate the toxic effect of hydrogen cyanide and violacein supernatant against B. cereus, KCN
(Sigma-Aldrich) and violacein (Coger) were resuspended in LB at the required concentration. An
overnight preculture of B. cereus was inoculated at 1/1000 (3 x 10° CFU mI™) in LB with 50% of KCN
or violacein solution. After an incubation of 8 h at 37 °C with agitation at 350 rpm, the culture was
serially diluted and plated on LB-Agar plates. After 16 h at 37 °C, CFUs were counted.

5.19. Antifungal activity of C. violaceum toward S. cerevisiae assay

To evaluate the toxic effect of C. violaceum on S. cerevisiae growth, 1.5 ml of a 16 h culture with or
without enzyme of C. violaceum were collected and centrifuged for 5 min at 10,000 x g. Supernatants
were discarded and pellets were washed with PBS buffer. After a centrifugation step (10,000 x g, 5
min, room temperature), the pellets were resuspended in 1.5 ml of melted YPD-Agar (10 g I"? yeast
extract, 20 g I"* peptone, 10 g I"? glucose, 1.5% agar) and poured in a 12-well plate. S. cerevisiae was
inoculated from a single colony and pre-cultivated during 16 h at 30 °C in YPD medium with agitation
at 350 rpm. In total, 10 ul of these cultures and tenfold serial dilutions were spotted onto C. violaceum
inoculated YPD-Agar. After 16 h at 30°C, CFUs were counted.

5.20. Toxicity effect of C. violaceum supernatants and anisomycin against S.
cerevisiae

To evaluate the bactericidal effect of C. violaceum cell-free supernatants against S. cerevisiae,
supernatants from a 16 h culture in LB with and without enzyme of C. violaceum were collected by
centrifugation and filtered at 0.22 um. The supernatants were added at a final concentration

of 50% (v/v) in YPD-Agar 1.5% at 56 °C and poured in a 12-well plate. In all, 10 pl of an overnight
preculture of S. cerevisiae and tenfold serial dilutions were spotted on anisomycin-containing YPD-

Agar. After 16 h growth at 30 °C, S. cerevisiae CFUs were counted.

5.21. Toxicity effect of anisomycin against S. cerevisiae

To evaluate the toxic effect of anisomycin against S. cerevisiae, anisomycin from Streptomyces
griseolus (Sigma-Aldrich) was added in a concentration ranging from 50 nM to 500 uM in YPD-Agar

1.5% at 56 °C and poured in a 12-well plate. In total, 10 ul of an overnight preculture of S. cerevisiae
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and tenfold serial dilutions were spotted on anisomycin-containing YPD-Agar. After 16 h at 30 °C,
CFUs were counted.

5.22. LDH cytotoxicity assay toward J774.1 macrophages

J774.1 macrophages (murine macrophage) were grown in 75 cm? ventilated flask in Roswell Park
Memorial Institute (RPMI) 1640 Medium Gibco™ (Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA)
supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) Gibco™ (Thermo Fischer Scientific) and 1%
penicillin/streptomycin Gibco™ (Thermo Fischer Scientific) at 37 °C in a humidified atmosphere
containing 5% CO.. Cells were transferred to a 50- ml tube and centrifuged at 750 x g for 5 min at 4
°C. In a second time, cells were resuspended in RPMI with 10% FBS and centrifuged again to wash
out any trace of antibiotics. Cells were seeded in a 96-well plate at 10° cells per well in 100 pl of RPMI
with 10% FBS. Plates were incubated for 20 h at 37 °C with 5% CO.. Cells of C. violaceum following
16 h of culture with and without enzyme were diluted in RPMI with 10% FBS and added to J774.1
cells; the different multiplicity of infection (MOI) of 1, 10, and 100 were tested and MOI of 1 was
selected as MOI of 10 and 100 led to cytotoxic levels too high to be evaluated properly. In order to
assess supernatant toxicity, 10 pl of supernatant of the bacterial culture was added to 10° J774.1 cells.
After a centrifugation step (10 min, 500 x g, 4 °C) to bring bacteria in contact with macrophages, the
plate was incubated for 1.5 h at 37°C with 5% CO.. Supernatants were collected after centrifugation
of (5 min, 200 x g, 4 °C). Cytotoxicity induced in J774.1 cells was quantitated by measuring the release
of the cytosolic enzyme lactate dehydrogenase (LDH) in the culture medium using CyQUANT™ LDH
Cytotoxicity Assay Kit (Thermo Fischer Scientific) according to the manufacturer recommendations.
Maximum LDH release was measured with the lysis buffer provided by the kit, added 45 min before
the end of the infection. Negative control was measured by adding PBS to non- infected macrophage

cells.

5.23. Toxicity assay using planarians

Freshwater planarians belonging to the Schmidtea mediterranea species (asexual clonal line CIW4)
were used for the experiment. The planarians were maintained in autoclaved water at 19 °C in the dark
and fed twice a week with calf liver. The animals were starved for at least one week prior to the
experiments. The water was changed every 2 days and did not contain antibiotics. Worms were
manually selected to fall within a certain range of size, around 0.8—1 cm in length. Cells of C. violaceum

from a 16-h culture with and without enzyme were washed twice in PBS and then resuspended at the
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desired concentrations in autoclaved water. In all, 4 ml of the bacterial solution was transferred into a
12-well plate. Five planarians were added in each well and the plate was incubated at 19 °C in the dark.
Survival was monitored over 12 days. Experiments were conducted in duplicate. To follow the
evolution of bacterial concentration in the wells, samples of tap water were taken from worm-
containing wells and control wells without worms over time. Then, the samples were serially diluted
and plated on an LB-Agar plate. Colony-forming units (CFUs) were counted after 48 h incubation at

room temperature.

5.24. Toxicity effect of C. violaceum supernatants against S. mediterranea

To evaluate the bactericidal effect of C. violaceum supernatants against S. mediterranea planarian,
supernatants from a 16-h culture in LB with and without enzyme of C. violaceum were collected by
centrifugation and filtered at 0.22 um. Freshwater planarians belonging to the Schmidtea mediterranea
species (asexual clonal line CIW4) were used for the experiment. The planarians were maintained in
autoclaved water at 19 °C in the dark and fed twice a week with calf liver. The animals were starved
for at least one week prior to the experiments. The water was changed every 2 days and did not contain
antibiotics. Worms were manually selected to fall within a certain range of size, around 0.8—-1 cm in
length. Supernatants of C. violaceum from a 16 h culture with and without enzyme were resuspended
at the desired concentrations in autoclaved water. In total, 4 ml of the supernatant solution was
transferred into a 12- well plate. Five planarians were added in each well, and the plate was incubated

at 19 °C in the dark. Survival was monitored over 12 days. Experiments were conducted in duplicate.
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Tableau S.V.1. : Proteins detected by proteomic analysis, raw data, fold change and functional classification

In black: proteins with a significant ANOYA [Pralue <0.05) and fold change superiorto 1.5
In blue: proteins with a significant ANOVA [Pvalue{0.05] but a fold change inferior to 1.5
In red: proteins with a non significant ANOVA (pralue > 0.05)

SsoPox W2631
Vs Megative control
1D uniprot -l LocusIDin CVY 12472 |~ Mame in CVY 1247 ~ | Anova | = | Fold change = | log fold chang! = | Higher in = |Functional class [based on GO and DAYID database) |~
P30367T CW_3180 phhd 0.85 1,40 -0,15 Megative Control | metabalism (amino acid metabalism - phenylanaline]
PEOOTZ CW_3i52d zapD 0,51 1,32 =012 Megative Control | cell cucle
PEOOT Cy_09:4 prmd 0,00 133 -0.14 Megative Contral | athers
PEIO0O cv_4197 rplk 0.7 1.03 -0,01 Megative Caontrol | translation
Q7M7F CW_4158;C\_4200 it 0,28 104" 0,02 Sine Por W2E3 |ranslation
Q7M7GE2 CW_1972 exbEB1 0,00 2.55 -0.41 Megative Contral | membrare transpart
QTMBEDS CW_3576 fab52 0,38 1,10 0,04 Sae Pon w263 |metabolism (fatty acid biosynthesis)
QTMEED ChW_3414 fabiG1 0,34 1.07 003 Sae Paw WGB3l |metabalizm (Fatty acid biosunthesis]
QTMEFOD CW_2708 Cw_2708 0,54 110 0,04 Zaz Pax WGB3l | transcriptional regulatar
QTMEFS CW_1201 Cv_1201 0,43 240 0,38 Sae Pow w263 | athers
QTMEF3 CW_0315 ptzH 0,33 1.01 000 Sz Pax WGB3l | establizhment of localization
QTNPRS CW_3d21 Cy_3421 0,07 142 015 Sao Pox W2E3] |athers
QTHPS3 CW_0375 CW_0875 0,35 1.7ar -0,25 Megative Cantrol | others
QTMRTO CA_0511 Cy_081 062 110 004 Sas PowW2E3 | athers
QTMPUG CW_4336 C\_4336 0,36 1.03 0.0 Siar Pow w2631 | establishment of localization
QTNPVE C\_4386 cyc 0,63 1.0z 0,01 Sir Pon w263 |others
GTMPY1 Ch_4381 bicE 0= 1417 -0.15 Megative Contral | metabalizm [sofactar biosunthesis - biatin]
CTHPw3 CW 4373 CW_4373 0,33 1,13 0,05 Sae Pon w263 |metabolism (amino acid metabaolism - glutathione metabalism)
CTHP =S CW_d4364 CW_d364 0,339 1067 -0,03 Megative Control juncharacterized!unknown
QTMFY0 CW_4362 pagl 0,85 1.04 002 Sz Pax W63 | pratein degradation
QTNFYS C\_4357 mreB 016 1.05 0,02 Sae Pow w263 | athers
CTMF'E CW_4356 gatC 0,30 1,37 0,74 S Por W2E31 | ranslation
QTMNFYT ChW_4355 gath 0,78 1.07 003 Sz Pax W2EG3] | translation
CTHPY'S CW_d4354 gatB 0,92 1.0af 0,00 Megative Control | translation
CIvMCI CW'_d3d41 ddIE 0,00 1,30 011 Sro Pax w2631 |other metabolic process
QITMCI03 CW_4333 frsd 0,43 110 004 Sao PowW2E3 | cell cucle
QTNO0d C\W_4338 ftsZ 0,43 1.05 002 Sae Pox w263 | cell cucle
QTMCI03 CW_4333 CW_4333 0,33 112 005 Zas Pax WGB3l Juncharacterzediunknown
QTMCNS CW_4323 Cv_d4323 0,03 112 006 Sae Pax WE2EG3] | establizhment of localization
CTHCES CW_d4324 CW_d3zd 0,69 1o -0,01 Megative Control Juncharacterized!unknown
QTMAET Ch_d4312 Cy_d4312 0,43 1.05 004 Zae Paw WGB3l |uncharacterzediunknown
QITMCIE CW_4303 C\_4303 0,43 1.07 0,03 Saz Pax W63 |metabalizm [amino acid metabalizm)
QTHOEE CW_d4304 CW_d304d 0,00 1,55 0.20 o PorW2E3l |uncharacterzed!unknomwn
QTNGE3 Ch_43m Cw_43m 0,83 1.00 0,00 Megative Cantral | athers
CITHCId0 CW_4300 CW_d4300 027 1,14 -0,06 Megative Control | stress response
CITHMEE1 CW_d4283 prod 013 1,16 0,07 Sar Pon w263 |metabolism (amino acid biosunthesis)
QTGS CW_d4286 C\_d4286 0,00 1.258 011 Swo Pow WZES| |others
QTHO53 CV_d25tCw_17a e 0.63 1,08 003 S Pox w263 |establishment of localization
CITMOET CW_d273 dshbE 0,41 1,43 =017 Megative Control | others
QTMNOIES CW_4278 CW_ 4278 0,50 1.05 -0.02 Megative Contral | athers
QTHOES CW 4275 gshB 0.58 106" 0,02 Sae Pon w263 |metabolism (amino acid metabaolism - glutathione metabalism)
MG CW 42RS [Tuate nTs 10z =M1 Menative Conteal Lather metaholic nrosess
Raw data all detected proteins Fold change and classification )
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CHAPITRE V

Tableau S.V.2. : Metabolome analysis filtration criteria

variables 996

variables 489

variables 406 |

Matrix used

Validated model

Mzmine 2 Filtration in R
Mass detection Mass detector Centroid
Noise level 5,00E+02 Elimination noise signal signal/noise ratio <3
Min group size in # of scans 5
. Group intensity threshold 5,00E+02 R
Chromatogram builder g Min he‘i/ght 5,00E+02 E“mmatloh of non stable Coefficient of variation >50%
M/z tolerance (absolute) 0.016 / 20ppm signals
Algorithm Baseline cut-off
chromatograme Min peak height 1,00E+03 Manual filtration -83
deconvolution Peak duration range (min) 0.005-1
baseline level 100
M/z tolerance (absolute) 0,016
Chromatogram Retention time tolerance 0,1 Metaboanalyst analysis
deisotoped MaX|mun'.1 chfarge 3 Data filtering Standard deviation (SD)
Representative isotope Most intense
Filter mode NEW AVERAGE -
) Sample Normalisation None
Duplicate peak filter M/z tolerance (absolute) 0.1/20ppm
Retention time tolerance (min) 0,3 X .
Data transformation Log transformation
Retention time M/z.tole-rance (absolute)' 0,016
normalizer Retention time tolerance (min) 03 Data scaling Mean centring
Minimum standard intensity 10000
M/z tolerance (absolute) 0,016 Pemutation <0.01
K i li d Retention time tolerance (min) 0,5 Validation du modéle R2 0,93802
Peak list aligne Weight for m/z 1 List 8496 Q2 0,84125
Weight for rt 1
Intensity tolerance 05 Metabolome annotation (molecular
Gap filled M/z tolerance (absolute) 0,016 networks)
Retention time tolerance (min) 0,3 Precursor ion mass tolerance 0,02
Filter mode NEW AVERAGE Fragment ion mass tolerence 0,02
Duplicate peak filter M/z tolerance (absolute) 0,2 Matrix 7764 | Min pairs Cos 0,7
Retention time tolerance (min) 0,8 Minimum matched fragments ions 4
Window delimitation M/z 100-1500 -
rt 0.5-20 Matrix 7529
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CHAPITRE V

Tableau S.V.3. : List of VIP metabolites and proposed identification

Heatmap
VIP N° m/z RT (min) VIP score Molecular Mass error mo® MS/MS fragment ions (relative abundance in %) Putative annotation SsoPox
formula (ppm) No enzyme

W263I1

1 240,0690 7.66 3,14 C11H1aNO3S* -0.2 7.6 192.0656 [C10H10NO3]" (7), 174.0544 [C10HsNO:]" (41), 146.0598 [CoHsNO]' (67), 120.0443 [C7HsNO]* (100), 94.0652 [CeHsN]" (42) Thiobutacin
2 386.1137 7.73 2,97 C22H13N304" -0.4 2.2 368.1026 [C22H1aN303]" (6), 350.0921 [C22H12N302]" (50), 324.1123 [C21H1aN30]" (100), 296.1167 [C20H14N3]" (4) Chromopyrrolic acid
3 4782081  8.45 292 CasHasNsOs* 11 15 335.1497 [C15H19NaO2]" (100), 268.0714 [C1aH10N30s]* (62), 231.1242 [C12H15NaO]” (6), 212.1280 [C11H1sNOs5]* (4), 116.0707 -

[CsH10NO2]* (16), 105.0335 [C7H50]" (20), 89.0597 [CaHs02]" (11), 59.0495 [C3H70]* (10)

4 270.1703 6.94 2,84 C14H24NO4* -1.1 45.6 252.1608 [C1aH22NOs]" (2), 169.1222 [C10H1702]" (2),102.0550 [CaHsNO;]* (11), 74.0601 [C3HsNOJ+(3), 56.0494 [C3HeN]' (4) 3-0x0-C10-HSL
254.1750 [C14H24NO3]* (In source fragmentation), 236.1639 [C1aH22NO2]* (5), 153.1266 [C1oH170]° (40), 135.1166 [C10His]* (100),
5 2721854 6.85 2,74 CaaH26NO4" 1 3.7 e 102.0549 [CAH;NO;]’(SA),74.0598“[C§2HSN10]'(16),56.049A[(1:ZH;I7\I]'(6) o 3-OH-C10-HsSL

450.1557 [CasH2aNO7]" (24), 432.144 [CasH22NO6]" (19), 363.1952 [C2aH270]" (30), 313.1068 [C1aH1705]" (38), 283.096 [C17H1504]"

6 756.3386  10.64 2,69 CasHsoNO11* -1.0 6.1  (32), 248.0915 [C13H1aNO4]" (53),203.0707 [C12H1:05]" (82), 138.0551 [C/HSNO:]" (68), 111.0443 [CeH702]" (93), 89.0598 [CaHsO2]" 2
(100)

7 343.2837 10.35 2,56 C20H3904" 1.6 4.6 325.2728 [C20H3703]" (23), 251.2361 [C17H310]" (38), 233.2254 [C17H20]" (50) Monoacylglycerol (C17:1)
8 224.1286 1.04 2,50 C12H18NO3" 0.2 8.8 n.f. Deacetylanisomycin
9 280.1544  5.86 2,50 CisH22NO4* 0.7 -2.3  224.1276[C12H1sNOs]" (8), 206.1174 [C12H16NO2]* (36), 188.1067 [C12H14NO]" (8), 159.0807 [C11H1:0]" (9), 121.0648 [CsHsO]" (100) Anlsorr;\::rni:ul;:::nonate

268.1907 [C15H26NOs]* (In source fragmentation), 250.1772 [C15H2aNO2]+ (3), 167.1418 [C11H150]* (17), 149.1325 [C11H17]' (69),
10 286.2012 7.38 2,40 CasH2sNOs" 0.1 6.9 102.0549 [CaHsNO2]" (100), 74.0601 [C3HsNO]* (17), 56.0491 [CsHeN]+ (3) 3-OH-C11-HSL
11 292.1528 6.98 2,34 Ci6H22NOs" 53 16.2 n.f. ?

450.1557 [C2sH24NO5]* (17), 432.144 [C25H22NO6]" (17), 363.1952 [C24H2703]* (30), 313.1066 [C15H1705] " (26), 283.096 [C17H1504]"
12 596.2133 8.56 2,29 C31H3aNO11* -1.2 7.1 (51), 248.0915 [C13H14NO4] " (53), 203.0701 [C12H1105]" (81), 138.0551 [C7HENO:]' (68), 111.0443 [CeH702]" (93), 89.0598 [CaHaO2]" 2

(100)

13 318.2272 7.25 2,26 Ci6H32NOs™ 1.0 5.4 n.f. ?
14 266.1385 3.82 1,89 C1aH20NO4" 0.6 4.7 224.1273[C12H15NOs]" (4), 206.1175 [C12H16NO2]" (32), 188.1075 [C12H1aNO]* (11), 159.0805 [C11H110]* (7), 121.0647 [CsH90]* (100) Anisomycin'
15 237.2212 10.07 1,85 Ci6H290" 0.2 1.7 n.f. ?
16 408.2967 6.86 1,85 C20Ha2NO7" -2.7 5.6 n.f. ?

256.1905 [C14H26NOs] " (6), 238.1822 [C1aH24NO2]" (1), 155.1434 [C1oH150]" (6), 137.1326 [CioH17]" (2), 120.0657 [CaH10NOs]" (100), "
17 274,2014 8.12 1,83 CiaH2gNOs" -0.3 4.8 arzets 102_0551[’(?‘;:,\‘0;].(28)' 24,0602 [c::csﬁo]‘(ssl, 6,002 [c;’&e:ﬁﬂu) o C10-HS (Homoserine)
18 298,2020 8.05 1,80 Ci6H2sNO4" -0.8 16.7 n.f. 3-oxo0-C12-HSL

427.1511 [C2sH19NsO]* (1), 328.108 [C20H1aN302]" (2), 213.0659 [C12HaN>02]" (1), 145.1217 [CeH170:]+ (2), 101.0595 [CsHsO:] (16),
19 457.1655  7.81 1,75 CaoH21N405" 1.0 46 89,0898 [CuHaO* (13), 59,0493 [CHHAOT (71 ?
20 549.2707 6.56 1,74 C3oH37N406" 0.1 5.0 275.1387 [C1sH19N203]" (100), 247.1435 [C1aH19N20:]" (2), 150.0914 [CoH12NO]* (7), 121.065 [CsHsO]* (6), 70.0651 [CaHsN]* (2) ?
21 517.2202 8.29 152 CarH2NgOs" 17 11.8 3741608 [C21H20N502]" (100), 307.0819 [C16H11N40s]" (4), 275.1141 [C13H1sN4Os]" (4), 147.1009 [C7H1503]" (2), 133.0857 [CeH1303]" > 240

(4),103.039 [C7H1105]" (3), 89.0597 [CaH302]" (7), 59.0493 [C3H70]" (4)

2 Constructor statistical match factor (comparison of theoretical and experimental isotopic patterns). ° n.d. : Not determined. °Vips n°4 and n°24 showed a similar MS/MS fragmentation pattern. ° Vips n°8 and n°15 showed similar MS/MS fragment ions. ©
f. : Not fragmented. f Identification confirmed using a commercial standard.

Normalized scaled intensity]
Color code [ o T 5 1]
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CHAPITRE V

Tableau S.V.4. : Kinetic parameters of SsoPox W263I for C9-HSL, C10-HSL, C11-HSL, C12-HSL, 3-OH-C10-HSL, 3-0x0-C10-HSL and 3-oxo0-C12-HSL

AHLs

Keat (101 s
D)

Kwv (M)
Keat/ K
(M1s?)
Results

from

Ci2- 3-OH-C10- 3-0x0-C10-  3-0x0-Cl2-
C9-HSL C10-HSL C11-HSL

HSL HSL HSL HSL
152+0.07 090+0.13 0.70+0.12 ND 1.03+0.04 6.00£0.90 18.0+0.5
347 + 46 664 + 208 1030 + 340 ND 491 + 48 1605 + 443 17.8+4.9
439 + 154 135 £ 60 68 + 35 ND 210 + 83 374 £ 117 (101 + 28) x 10°

) ) ) This ) (Hiblot et al. (Hiblot et al.

This study This study This study This study

study 2013b) 2013b)

ND: not detected
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CHAPITRE V

Figure S.V.1 : LC-MS extracted ion chromatograms of supernatant and whole culture extracts of cultures of C.
violaceum not treated with SsoPox. (A) Identification of HSL in whole culture and supernatant extracts. (B)
Identification of anisomycin and violacein in supernatant extracts.
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CHAPITRE V

Figure S.V.2. : Impact of SsoPox W263I on violacein biosynthesis in C. violaceum - extended figure. (A)
Organization of the violacein biosynthesis operon. Arrows indicate direction of transcription. (B)
Representation of SsoPox W263l impact on violacein biosynthesis by CV 12472 untreated (purple) and
treated cultures (yellow). Proteins (dashed line boxes) and metabolites (full line boxes) normalized
scaled intensities (NSI) are represented as the mean and standard deviations (metabolomic: n=3
biological replicates, proteomic: n = 8, 4 biological replicates x 2 technical replicates). *p-value < 0.05,

**p-value < 0.01, ***p-value < 0.001 according to Student’s t-test. FC: fold change.
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CHAPITRE V

Figure S.V.3. : Identification of anisomycin biosynthesis gene cluster in C. violaceum ATCC 12472 and

comparison with Streptomyces hygrospinosus ACCC40033. (A) Blast comparisons of proteins involved in

anisomycin biosynthesis between C. violaceum and S. hygrospinosus. Genes written in green have been
previously shown to be necessary for the full anisomycin biosynthesis from L-tyrosine in S. hygrospinosus;

genes written in orange are those being involved in the glycosylation and deglycosylation steps of anisomycin
and its intermediates; genes written in grey have not been shown as being involved in the anisomycin
biosynthesis; aniF (blue) is involved in the anisomycin regulation and aniL (purple) codes for a transporter 1. (B)
Comparison of S. hygrospinosus and C. violaceum gene cluster organizations. Full lines indicate sequence
identities as revealed by Blast analyses and thickness of the lines represents E-values. The dashed line indicates a
similar function without any sequence homology.

Chromobacterium violaceum ATCC 12472

Streptomyces hygrospinosus ACCC40033

Gene Uniprot  Size, aa Predicted function Gene  Size, aa Predicted function E-value Query cover Id
CV_2255 Q7NVT7 173 Maltose O-acetyltransferase anil 222 O-acetyltransferase 1E-32 92% 32%
CV_2256 Q7NVT6 412 Acetylornithine aminotranfserase ArgD aniQ 441  PLP-dependent aminotransferase 4E-81 94% 35%
CV_2257 Q7NVTS5 555  Transketolase domain-containing protein aniP 603  Transketolase 4E-84 94% 35%
CV_2258 Q7NVT4 281 Probable short-chain dehydrogenase aniN 275  NAD(P)-dependent short-chain dehydrogenase 1E-76 95% 43%
CV_2259 Q7NVT3 198 Uncharacterized protein 2E-25 93% 36%
CV_2260 Q7NVT2 261 S6PP domain-containing protein 0.0005 62% 24%
CV_2261 Q7NVT1 341 Probable acetylserotonin O-methyltransferase anik 331  SAM-dependent O-methyltransferase 8E-31 96% 28%
CV_2262 Q7NVTO 434 MFS transporter anil 393  MFS transporter 1.7 18% 33%

anio 462  Glycosyltransferase
aniG 577  a-glucosidase
aniF 208  LuxR family transcriptional regulator
S. hygrospinosus ACCC40033
anik — aniQ aniP anio aniN  aniM anil anik ani/ - anil  aniH aniG anif
C. violaceum ATCC 12472
1kb
——2255 2256 s 2257 2258 - 2259 - 2260 2261 - 2262 —
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CHAPITRE V

Figure S.V.4. : Effect of C. violaceum supernatant (A), violacein (B) and hydrogen cyanide (C) on the growth of
B. cereus. Mean bacterial concentration in CFU.ml! of B. cereus after 8 hours of culture in the presence of 50%
of supernatant from treated cultures of C. violaceum with 0.5 mg ml* SsoPox W263I (yellow bar) or untreated
cultures as negative controls (purple bar) (A) and in the presence of violacein (B) and hydrogen cyanide (C) in
quantity equivalent to the one in 50% of supernatant from treated cultures of C. violaceum with 0.5 mg ml*
SsoPox W263I (yellow bar) or in untreated cultures (purple bar). Error bars represent the standard deviations of
n = 6 experiments (3 biological replicates x 2 technical replicates) or n = 3 biological replicates, each
represented by one point. **p-values < 0.01 according to Student’s t-test. ND: Not detected. Dotted red line
represents the mean bacterial concentration of B. cereus with 50% of culture medium alone.
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Violacein toxicity toward B.cereus c' Hydrogen cyanide toxicity toward B.cereus

B.cereus CFU/m |
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., ND o
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CHAPITRE V

Figure S.V.5. : C. violaceum and anisomycin impact on colony size and growth of S. cerevisiae. (A)
Representative pictures of colony formation of S. cerevisiae after 24 h at 30°C from left to right : on YPD-Agar
infected by untreated C. violaceum (dilution factor at 10-?), on YPD-Agar infected by C. violaceum treated with

0.5 mg.ml* SsoPox W263lI (dilution factor at 10#), on YPD-Agar containing 500 pM of anisomycin (dilution
factor at 10#), on YPD-Agar for control (dilution factor at 10-4). Pictures are representative of n = 3 independent
replicates. (B) Mean yeast concentration in CFU.ml of S. cerevisiae after 24 hours growth on YPD-agar
containing anisomycin at concentrations ranging from 50 nM to 500 uM. Error bars represent the standard
deviations of n = 3 biological replicates. Dotted red line represents the mean yeast concentration of S. cerevisiae
on YPD-Agar only.

C. violaceum C. violaceum
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CHAPITRE V

Figure S.V.6. : Evolution of bacterial concentration of C. violaceum with and without planarian over time.
Bacterial concentration in CFU.ml* of C. violaceum treated with 0.5 mg.ml? SsoPox W263I (full line) and
untreated cultures (dotted line) in well containing planarians (A) and well without worm (B).

W ith planarian B . W ithout planarian
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CHAPITRE V

Figure S.V.7. : SsoPox impacts jointly the biosynthesis of toxic metabolites and the production of AHLs. Multi-
omics correlation network between AHLs (grey), their hydrolyzed form HSs (grey) and molecules involved in
anisomycin (yellow), violacein (purple) and hydrogen cyanide (blue) production.
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CHAPITRE Vi

Projet ROTOR : Etude du role de I’hydrodynamisme sur la
colonisation de surfaces artificielles par des biofilms

en milieu marin
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| CHAPITRE VI

A. Introduction

La colonisation biologique de toute surface immergée constitue une préoccupation constante
pour les activités humaines en milieu marin. Ce phénomeéne, appelé biofouling, peut entrainer
I’accélération de la corrosion des surfaces, la diminution des performances hydrodynamiques
ainsi que des pertes économiques importantes (Salta et al. 2013; Schultz et al. 2011; Skovhus
et al. 2017). Le biofouling qui se forme sur les infrastructures immergeées est le fruit d’un
processus complexe impliquant un large éventail de micro- et de macro-organismes (Chang et
al. 2020; de Carvalho 2018; Yebra et al. 2004). Etant donné leur cinétique de formation rapide,
’apparition des biofilms représente I'étape initiale du biofouling, étape suivie par la colonisation
de macro-organismes. Les biofilms sont formés par 1’organisation de cellules bactériennes
marines (mais également d’autres micro-organismes tels que des diatomées) en structures
tridimensionnelles au sein d’une matrice constituée de substances polymériques extracellulaires
(Extracellular Polymeric Substances ; EPS) produites par les microorganismes eux-mémes
(Haras 2005; Stoodley et al. 2002).

L'évolution de la structure des biofilms dépend de multiples facteurs tels que le type de surface
colonisée (biotique/abiotique, propriétés physico-chimiques de surface...), le type de micro-
organismes présents dans la colonne d’eau (bactéries, diatomées, microalgues, champignons,
protozoaires...), ou encore les paramétres environnementaux (pH, température, turbidité,
salinité...). Ces derniers sont notamment liés a la saisonnalité. Plus précisément,
I'nydrodynamisme apparait comme un des facteurs les plus structurants de la vie océanique et
pourtant il n’a été que peu étudié comme parameétre influant sur la formation et la composition
des biofilms. Il affecte les communautés présentes dans le biofilm, notamment les procaryotes,
et limite fortement la densité cellulaire (Catéo et al. 2019). De plus, un stress hydrodynamique
entraine une diminution de la quantité de biofilm, influence la quantité d’EPS formés et affecte
I’architecture des biofilms (Chang et al. 2020; Polst et al. 2018; Romeu et al. 2021). D’un point
de vue expérimental, des dispositifs rotatifs appliquant des forces de cisaillements ont déja éte
décrits afin de tester I’influence de ces forces hydrodynamiques sur la formation de biofilms en
laboratoire par la bactérie marine Cobetia marina (D’Souza et al. 2010). Mais pas d’autres
études ont été réalisées pour répondre a cette question scientifique du fait de la complexité de
leur mise en ceuvre en milieu marin.

Dans ce contexte, 1’originalité de notre étude est la mise en place d’un systéme permettant le
développement de biofilms in situ avec des conditions hydrodynamiques variées et controlées.
Différentes analyses de caractérisation biochimique et visuelle de ces biofilm ont été
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effectuées : dosages des EPS (Khandeparker and Bhosle 2001; Mojica et al. 2007), analyse
métabolomique non-ciblée (Favre et al. 2018), analyse IRTF-ATR (Quiles et al. 2010; Wang et
al. 2013) et analyses microscopiques (Chang et al. 2020; Le Norcy et al. 2017). L’intérét de ce
panel d’analyses est que chacune apporte une information spécifique. En définitive, le but de
cette étude a été de mettre en lumiere la complémentarité des différentes méthodes utilisées afin
de révéler I’'impact de I’hydrodynamisme sur la formation et la production métabolique de

biofilms marins formés in situ.

B. Matériels & méthodes
1. Systéme hydrodynamique (rotor immergé)

Un rotor comportant 18 plaques en PVC préalablement sablées (25 x 5 cm) (Figure VI.1.A.) a
été immergé dans la rade de Toulon (43°06”18.8” N; 5°53”7.7”E ; site Ifremer de Brégaillon,
mer Méditerranée, France) a chaque saison pendant un mois, de I'été 2020 au printemps 2021.
L’immersion d’été a duré du 23/07/2020 au 26/08/2020, celle d’automne du 03/11/2020 au
03/12/2020, celle d’hiver du 01/02/2021 au 02/03/2021 et enfin celle de printemps du
01/04/2021 au 03/05/2021. Les plaques ont été fixées du centre du rotor vers la périphérie,
engendrant un gradient de vitesse ressentie allant de 1 a 4 nceuds. Les plaques ont été découpées
en quatre parties ; la partie la plus proche du centre de rotation a été soumise, en toute logique,
a la vitesse la plus faible (V1 =1 nceud) tandis que celle périphérique a subi la vitesse la plus
élevée (Vs=4nceuds) (Figure VI.1.C.). Ce dispositif a permis d’étudier I’effet de
I’hydrodynamisme sur la structure de biofilms formés dans un environnement marin semi-
controlé. D’autres plagues en PVC, préalablement sablées, ont été fixées a un flotteur
permettant ainsi d’étudier le développement de biofilms en mode statique (Vo = 0 nceud)

(Figure V1.1.B.).

254



CHAPITRE VI

18 PLAQUES PVC
4 vitosses
force hydrodynamique

Figure VI.1. : Immersion des échantillons en modes statique et dynamique. A) Vue générale du rotor, B) Vue
générale du systéme d’immersion statique, C) Schématisation globale des systémes d’immersion et détails des
plaques.

Concernant la surface accordée a chaque analyse pour I’étude en mode dynamique (rotor), trois
plaques ont été destinées a I’analyse métabolomique (surface de 5 x 6,25 cm en triplicats pour
chaque vitesse) et 12 plaques a I’analyse biochimique des EPS (12 fois une surface de
5 x 6,25 cm pour chaque vitesse). Comme pour les analyses par spectroscopie infrarouge (IR-
TF), microscopie confocale et microscopie électronique a balayage, la quantité de matiére
biologique nécessaire reste modeste, seule une surface réduite (1 x 5 cm pour chaque vitesse et
pour chaque type d’analyse) a été réservée au sein des trois plaques destinées a 1’analyse par
metabarcoding (surface de 5 x 5 cm en triplicats pour chaque vitesse) (Figure VI.2.A.).
Pour le mode statique (Vo), la répartition des plaques a été la suivante (Figure VI1.2.B.) :

- 1 plaque de 45 x 15cm (divisée en 3 pour chaque répliquat) pour les analyses

métabolomiques,

- 3 plaques de 45 x 15 cm pour les dosages biochimiques des EPS,

- 1 plaque de 5 x 5 cm a été divisée en 3 pour les analyses de spectroscopie IR-TF, de

microscopie confocale et de microscopie électronique a balayage,

- 3 plaques de 5 x 5 cm pour les analyses de metabarcoding.
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Légende :

Métabarcoding
Métabolomique
EPS

IR

MEB

Figure VI1.2. : Organisation des surfaces immergées en fonction de chaque type d’analyses prévues en mode :
A) dynamique (rotor) et B) statique

2. Mesure des parametres environnementaux

Les caractéristiques physico-chimiques de 1’eau de mer au niveau du site d’immersion des
deux systémes expérimentaux (statique et dynamique) ont été mesurées in situ. La température
(°C), la salinité (g/L), le pH et I'oxygéne dissous (saturation en %) ont été mesurés a 1’aide
d’une sonde multi-paramétres (Hydrolab® DS5X, Hatch Hydromet, Loveland, CO, USA). Ces
mesures ont été effectuées a trois temps donnés pour chaque période d’immersion : 1) Jo : au
moment de I’'immersion des plaques, 2) Jis : a la moitié de la période d’immersion, 3) Jzo : lors
de la récupération des échantillons. Les mesures ainsi obtenues ont été traitées grace au logiciel
GraphPad Prism (vers. 7.04).

3. Collecte et analyse des échantillons permettant la réalisation des
différentes analyses de caractérisation
3.1. Dosages biochimiques des fractions contenant les EPS

Pour I’analyse biochimique des EPS, les échantillons de biofilms ont été directement récupérés
par grattage dans un tube Falcon de 50 mL contenant 15 mL d’ASW (Artificial sea water)
stérile. Lorsque toute la plaque a été grattée, la lame est rincée 2 fois avec 1 mL d’ASW stérile.
Les différentes étapes d’extraction et de caractérisation des trois fractions (FC (Fraction
colloidale), FL (Fraction liée) et FR (Fraction résiduelle)) sont décrites dans le chapitre 2 (partie
11.3).
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3.2. Analyse métabolomique non ciblée par UHPLC-HRMS

En ce qui concerne cette analyse, les étapes de collecte, d’extraction et de quenching ont été
décrites dans le chapitre 2 (partie 11.2.1). Les échantillons ont été analysés par un systeme de
chromatographie liquide a ultra haute performance (UHPLC) couplé a un spectromeétre de
masse a haute résolution (Cf. partie 11.2.2). Les données ont ensuite été extraites et traitées via
le logiciel MZmine 2 (vers. 2.53 ; les différents paramétres utilisés ont été répertoriés dans

I’annexe x), filtrées et analysées statistiquement sous Metaboanalyst 5.0 (cf. partie 11.2.3).

3.3. Analyse par spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier en
mode réflexion totale atténuée (IR-TF en mode ATR)

Le biofilm adhéré a la surface des plaques immergées a été gratté a ’aide d’une lame de scalpel
en inox. La matiere biologique récupérée a été immédiatement placée dans un vial de 8 mL
contenant au préalable 4 mL de méthanol puis le vial est agité. Les échantillons ainsi traités ont
été conservés au froid (4°C) jusqu’au retour au laboratoire. Le solvant a ensuite été évaporé a
35°C sous flux d’azote et la maticre seche résultante a été broyée en poudre fine et homogene
a ’aide d’une spatule, puis stockée sous argon au froid (4°C) et a I’abri de la lumiére. Les
spectres IR ont été obtenus a 1’aide d’un spectrometre IR-TF (Thermo Scientific Nicolet, iS50 ;
Madison, WI, USA) en utilisant le mode Réflectance Totale Atténuée (Attenuated total
reflectance ; ATR) avec un cristal en diamant. Les échantillons secs ont été déposés de maniere
uniforme & la surface en contact avec le diamant. Toutes les mesures ont été effectuées entre
400 et 4000 cm™ avec une accumulation de 32 scans et une résolution de 4 cm™ en mode
absorbance. Toutes les mesures ont été effectuées en triplicats pour chaque échantillon. Les
spectres obtenus ont éte traités avec le logiciel OMNIC Spectra (vers. 9). Le bruit de fond a été
mesuré avant chaque échantillon et soustrait du spectre de 1’échantillon, puis la ligne de base a
été corrigee grace a la fonction « Traitement, Correction ligne de base auto » Les données ont
été converties au format «.csv», mises en forme (ligne: nombres d’onde; colonne:
échantillons) et enfin enregistrées au format « .txt ». La matrice ainsi générée a ensuite été
traitée par le logiciel ChemFlow (Vers. 20.05) sous Galaxy (Afgan et al. 2018). Un
prétraitement de Savtizky-Golay (Derivative order : 1 ; Size of the window : 7 ; Degree of the
polynom : 2) a été réalisé et a été suivi d’une normalisation de type SNV (Standard Normal

Variate). L’analyse en composante principale a ensuite été directement réalisée via ChemFlow.
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3.4. Observations par microscopies

Les plaques recouvertes de biofilm ont été placées dans un bac contenant de 1’eau de mer
jusqu’a fixation de 1I’échantillon. Pour les deux techniques microscopiques utilisées (confocale
et MEB), cette étape de fixation a été réalisée afin d’éviter toute détérioration de 1’échantillon
en vue des analyses ultérieures. Pour cela, les surfaces a analyser ont été rincées délicatement
avec de ’ASW (35%0 de salinité) puis fixées par un traitement de 10 minutes avec du
formaldéhyde dilué (3,8%) dans de I’ASW. Les échantillons ont ensuite été rincés deux fois
avec un tampon PBS (Phosphate Buffered Saline, 8%oo de salinité) puis conservés dans ce méme

tampon a 4°C.

Les échantillons de biofilms formés in situ ont été directement observes par microscopie
électronique a balayage (MEB) (JSM-6510 Series Scanning Electron Microscope ; Musashino,
Akishima, Tokyo) aprés fixation. Concernant la microscopie confocale a balayage laser
(MCBL), une étape de marquage a 1’obscurité est indispensable avant toute observation. Pour
cette analyse, un multimarquage comprenant quatre fluorophores a été réalisé :
1) Concanavaline A (50 mg/L, 30 minutes d’incubation), 2) CalcoFluor White (250 mg/L,
30 min d’incubation), 3) FITC (fluorescein isothiocyanate) (1g/L, 1h d’incubation),
4) SYTO61 (1 uM, 30 min d’incubation). A 1’issue de chaque marquage, 2 lavages au PBS ont
¢été réalisés. Des informations relatives a ces fluorophores (molécules ciblées, longueurs d’onde
d’excitation et d’émission) ont été répertoriées (Tableau VI1.1.). Une fois 1’échantillon traité,
une lecture au microscope confocal (CLSM ; Zeiss LSM 710, Goéttingen, Allemagne) a été
effectuée par balayage laser. Cing images par réplicat ont été obtenues et traitées grace au
logiciel ZEN 2 v3.0 (Blue edition ; Carl Zeiss Microscopy GmbH, Allemagne).

ConcanavalinA CalcoFluor White FITC SYTO61
D-mannose/D-glucose Cellulose/Chitine Protéines ADN/ARN (Organismes)
ex 543 NM Aex 400 NM Aex 493 NM ex 620 NM
Aem 573-600 nm Aem 430-480 Nnm Aem 523 Nm Aem 651 NmM

Tableau VI1.1. : Informations relatives aux fluorophores utilisés pour I’analyse des biofilms par MCBL (d’aprés
(Chen et al. 2007)).
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C. Résultats & Discussion

1. Préambule : Paramétres environnementaux du site d’'immersion
et observations macroscopiques des biofilms formés in situ
1.1. Mesures des parameétres environnementaux au niveau du site
d’immersion

La formation des biofilms étant étudiée a différents moments de I’année, les caractéristiques
physico-chimiques de 1’eau, et donc de I’environnement dans lequel vont se former ces
biofilms, vont fluctuer (Figure V1.3).

Lors de ces expérimentations, le pH a varié avec une valeur moyenne minimale de 7,68 en hiver
et une valeur maximale de 8,14 en ¢été. On peut remarquer que le pH de ’eau de mer est
Iégerement plus basique, de maniére significative, en été et en automne qu’en hiver et au
printemps, ceci pouvant étre d0 aux précipitations (Singh et al. 2007). La salinité en mer
Méditerranée est Iégerement plus élevée que dans les océans, elle est comprise entre 38 et
41 g/L contre environ 35 g/L dans les océans Atlantique et Pacifique (Silva 2014). Nos mesures
ont montré une salinité comprise entre 38 et 39 g/L et sont donc en accord avec ces données.
Aucune différence significative de salinité n’a été observée entre les saisons.

La température a fluctué avec une valeur moyenne de 21,6°C en été contre 11,4°C en hiver. Les
températures observées sont significativement supérieures en été par comparaison avec les
autres saisons. Concernant les mesures d’oxygene dissous, les valeurs moyennes observées ont
varié de 86% a 96% de saturation. Ces valeurs de saturation sont statistiquement moins élevées

en automne par comparaison avec 1’été et le printemps.
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Figure VI1.3. : Mesures physico-chimiques de I’eau de mer au niveau du site d’immersion (Rade de Toulon). Les
indices « a », « b », « ¢ » correspondent aux résultats des analyses des tests post hoc (test de HSD Tukey).
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1.2. Observation macroscopique de la colonisation des plaques
immergées

Aprés un mois d’immersion, les plaques ont été immédiatement placées sur du papier filtre et
photographiées (Figure V1.4.). Les deux facteurs étudies pour leur influence sur la colonisation

de la surface abiotique ont été la saisonnalité, corrélée aux variables environnementales, et

I’hydrodynamisme.

Vv Vv, vV, V, Vv,

Hiver Automne Eté

Printemps

Figure VI.4. : Photographies de la colonisation biologique des plaques immergées en fonction de
I’hydrodynamisme (Vo : statique ; V1 : 1 nceud ; V2 : 2 nceuds ; V3 : 3 nceuds ; Vs : 4 neeuds) et de la saison
d’immersion.

La saisonnalité a un effet visible sur le biofouling et ainsi une colonisation biologique plus
importante est visible en été et au printemps par rapport a 1’automne et I’hiver. Pour ces deux
derniéres saisons, une colonisation bien moins importante a été observée avec notamment trés
peu de macrofouling. Ceci peut étre expliqué par la variation des communautés microbiennes
dans la colonne d’eau entre les quatre saisons (Oberbeckmann et al. 2014; Sikder et al. 2020)
lien avec la variation des paramétres environnementaux. Parmi ces ceux-ci, la température
semble jouer un role prépondérant. Il a ét¢ démontré qu’une augmentation de la température

(de 5 a 7°C) entraine une forte augmentation de 1’épaisseur et de la biomasse des biofilms (Chiu
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et al. 2005; Rao 2010). La plus forte colonisation en été et au printemps peut également étre
due au fait que la reproduction de beaucoup d’organismes (larves d’invertébrés, algues)

s’effectue durant ces deux saisons (Mathieson et al. 1976; Pearse et al. 1991).

L’hydrodynamisme a également un effet direct sur la colonisation observée a I’ceil nu. En effet,
un gradient de colonisation pour toutes les saisons est observé : plus I’hydrodynamisme est
important (de V1 & V4) moins la surface immergée est colonisée. Des études précédentes
délivrent le méme constat, a savoir qu’un stress hydrodynamique perturbe la formation de
biofilm. Ce stress affecte la composition des communautés procaryotes mais il limite également
la densite cellulaire et, par conséquent, retarde la maturation du biofilm (Catéo et al. 2019). De
telles observations sont réalisées grace a des outils de visualisation tels que la tomographie en
cohérence optique (TCO) (Romeu et al. 2019) ou encore par I’emploi de techniques de
microscopies (MCBL, MEB) (Chang et al. 2020).

Afin d’étudier I'impact de I’hydrodynamisme sur la formation de biofilms marins, une
caractérisation globale s’appuyant sur le déploiement de nombreuses techniques analytiques a
¢été mise en mise en place dans le cadre de cette étude. L utilisation conjointe de techniques de
microscopies, de dosages biochimiques colorimétriques, de techniques spectroscopiques et de
la métabolomique vont pouvoir apporter une information a des niveaux moléculaires variés
permettant de mieux appréhender 1’effet global de I’hydrodynamisme sur la formation des
biofilms. C’est durant les périodes printaniéres et estivales que la biomasse du biofilm est la
plus importante, or certaines des analyses visées, notamment les dosages colorimétriques,
nécessitent une biomasse suffisante. De plus, le gradient de colonisation est le plus marqué pour
la période printaniere. Ainsi, pour la suite de cette étude seuls les résultats des échantillons de

biofilms formés au printemps seront détaillés.

2. Impact de I'hydrodynamisme sur la formation des biofilms marins
au printemps
2.1. Techniques de microscopie

Apreés 30 jours d’immersion en milieu marin, 1’observation des plaques immergées a réveélé une
colonisation observable a I’ceil nu différente en fonction du gradient de vitesse appliquée. Deux
techniques de microscopies (MCBL et MEB) permettent d’avoir une vision des biofilms
formés, non pas a 1’échelle de la molécule, mais des organismes.

Le microscope électronique a balayage a basse pression permet de visualiser des objets en relief,

notamment des éléments hydratés, tels que les biofilms. Une capture d’image (x100) par vitesse
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est présentée dans la figure x ci-dessous. Dans un premier temps, les observations au MEB ont
montré que les plaques immergées ont été recouvertes par des micro et macro-organismes tres
diversifiés, et ce quelles que soient les conditions hydrodynamiques d’immersion. Le deuxiéme
constat concerne la différence de colonisation entre les échantillons obtenus en mode statique
ou soumis a un faible stress hydrodynamique (Vo-V2) (Figure VI.5.A., Figure VI1.5.B., Figure
VI.5.C.) et ceux exposés a une vitesse élevée (V3-Vs4) (Figure VI.5.D., Figure VI5.E.). Il
apparait que les echantillons Vo, V1 et V2 sont plus colonisés, notamment par les macro-
organismes présents et visualisables, que V3 et V4. Néanmoins aucune analyse quantitative n’a
été réalisée afin de vérifier ce constat. De plus, les images capturées ne représentent qu’une
infime partie des surfaces immergées sur lesquelles les biofilms se sont développés. Une
analyse avec un grossissement plus important est difficilement réalisable pour les échantillons
Vo-V2 du fait de la colonisation par les macro-organismes. En revanche, une capture d’image
huit fois plus zoomée que les précédentes, obtenue a partir de biofilms formés dans les
conditions V4, a permis de visualiser la matrice d’exopolyméres (fleche bleue) ainsi que la
présence de nombreuses bactéries (fleche verte) et de diatomées (fleche rouge) (Figure VI.5.F.).
La matrice d’exopolymeéres, composée de particules agrégées de forme irrégulieres (Figure
VI.5.F.), est comparable visuellement & celle de biofilms formés in vitro par des souches
bactériennes isolées du milieu marin, Pseudoalteromonas shioyasakiensis, Vibrio harveyi,
Bacillus pumilus ou encore Planomicrobium sp. (Dusane et al. 2010; Siddik and Satheesh
2019), ou de biofilms formeés in situ (Xu et al. 2010).
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Figure VI1.5. : Observations MEB de biofilms soumis a des conditions hydrodynamiques variées, formés a la
surface d’une plaque immergée durant 30 jours (mer Méditerranée). A-E : grossissement x100, F :
grossissement x800. Les fleches rouges indiquent des diatomées, les vertes indiquent des bactéries et la fleche
bleue indique la matrice d’EPS.

La microscopie confocale a balayage laser (MCBL) permet une analyse tridimensionnelle des
microorganismes, des EPS et de leur organisation. Elle a permis dans la cadre de cette étude de
visualiser les structures multicellulaires natives a I'aide de marqueurs fluorescents spécifiques

(Figure V). Les protéines sont ainsi visualisées en vert (FITC, Aem 523 nm), les polysaccharides
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en orange (Concanavaline A, Aem 573-600 nm) et ’ADN, donc les organismes, en rouge
(SYTO61, Aem 651 nm). Concernant les biofilms formés en mode statique (Vo) ou soumis a un
faible stress hydrodynamique (V1 et V2), I’analyse par MEB a rapporté une colonisation par des
macro-organismes. Le constat est le méme avec la MCLB, I’image d’un échantillon soumis a
la vitesse Vi1 de figure VI.6.A. montre des grosses structures de macro-organismes. En
revanche, les biofilms soumis a un fort stress hydrodynamique (V3 et V1) ont présenté moins
de macro-colonisation en MEB rendant les images prises par la MCLB intéressantes pour la
visualisation et I’organisation tridimensionnelle du biofilm, et notamment de la matrice des
EPS. La figure VI1.6.B., visualisant un échantillon de biofilm a Vs, permet de visualiser
I’organisation du biofilm. Des diatomées, également visualisées par MEB, forment des ovales
composés de protéines (marquage vert) et d’ADN (marquage rouge). Ces microorganismes sont

enchasses dans une matrice majoritairement composee de polysaccharides (orange).

Figure V1.6. : Observation par MCLB des biofilms soumis a des conditions hydrodynamiques variées, formés a
la surface d’une plaque immergée durant 30 jours (mer Méditerranée). A : Vitesse 1 ; B : Vitesse 3. En vert les
protéines (FITC, A 523), en orange les polysaccharides (Concanavaline A, A 573-600) et en rouge I’ADN
(SYTOG61, A 651).

2.2. Analyse biochimique des biofilms par dosages colorimétriques

La matrice qui permet d’assurer la protection, la cohésion et la stabilité du biofilm est composée
d’une grande variét¢ d’EPS (polysaccharides, protéines, lipides et acides nucléiques)

(Flemming et al. 2016; Wingender et al. 1999). Des méthodes d’extraction appliquées a des
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études de terrain (Pierre et al. 2010, 2012) ont montré la possibilité de séparer cette matrice en
trois grandes fractions (figure VI1.7.). Le choix d’une séparation de 1’ensemble des constituants
du biofilm (matriciels et cellulaires) a été réalisé sur la base de ces travaux mais en 1’adaptant
a nos nombreux échantillons (Chapitre 1l, Figure 11.9.). Ce sont ainsi trois fractions par
échantillon de biofilm qui ont été obtenues et analysées. La fraction colloidale (FC) correspond
aux EPS sécrétés faiblement liés, pouvant étre utilisés comme source de nutriments par
différents micro-organismes du biofilm (ex. : exsudats riches en glucose consommes par les
bactéries hétérotrophes (Hofmann et al. 2009)). La fraction liee (FL) contient les EPS sécrétés
mais demeurant liés sous forme de mucus entourant les cellules. Ces EPS sont souvent associes
a I'adhésion et/ou a une fonction an tant que barriére de protection) (Flemming and Wingender
2010; More et al. 2014; Pierre et al. 2014). Cette fraction peut contenir des polymeres
intracellulaires du fait de la lyse potentielle de certaines cellules sous I’effet du protocole
d’extraction (ultra-sons). La fraction résiduelle (FR) contient les cellules intactes ainsi que les
débris cellulaires. A noter que les EPS microbiens peuvent étre séparés en deux types
principaux : faible poids moléculaire (LMW : low molecular weight) et haut poids moléculaire
(HMW : high molecular weight) (Pierre et al. 2010, 2012). Dans notre étude, seuls les
constituants de hauts poids moléculaires, précipités a I’éthanol et récupérés dans le culot de

centrifugation, feront I’objet d’une analyse.
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Figure V1.7. : Hypothese de localisation des différentes fractions d'EPS collectées (inspiré de Pierre et al. 2014).
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Les trois différentes fractions ont été obtenues avec le protocole d’extraction mis en place
(Chapitre 11, Figure 11.9.). Aprés lyophilisation, les échantillons secs ont été pesés. Connaissant
la surface de PVC colonisée, la masse de biofilm formé sur 1 cm? de surfaces (PVC) soumises
a différentes vitesses peut étre calculée (valeurs moyennes): Vo= 13+1 mg/cm?;
V1 =36+4 mg/cm?; V,=12+4 mg/cm?; V3 =4+1 mg/cm? et V4 =51 mg/cm?. La masse
seche des échantillons collectés varie en fonction du stress hydrodynamique appliqué, mais de
fagon non proportionnelle. En effet, la masse des échantillons soumis a la plus faible vitesse
(V1) est significativement supérieure a celle des autres échantillons, y compris ceux de biofilms
statiques. Le passage d’une vitesse de 1 nceud (V1) a 2 neeuds (V2) réduit la masse du biofilm
d’un facteur 3 et le passage d’une vitesse de 1 nceud a 3 ou 4 nceuds (V3 et Vs) induit la
formation d’un biofilm 6 a 9 fois moins conséquent en termes de masse seéche. Les plus faibles
masses ont été répertoriées pour les échantillons soumis aux fortes vitesses (V3 et Va). Ces
résultats sont en concordance avec les photographies des plaques observées (Figure V1.4.) ou
I’échantillon V1 semble le plus colonisé. La séparation des 3 différentes fractions biochimiques
a permis de connaitre leur part dans la composition des échantillons ; les résultats obtenus sont
regroupés et présentés dans le tableau ci-dessous (Tableau V1.2.). La fraction résiduelle (FR)
représente la majeure part des échantillons obtenus en mode statique ou soumis a faible stress
hydrodynamique (Vo, V1 et V2 avec plus de 74% de la masse totale de 1’échantillon pour FR)
alors que celle-ci ne représente respectivement que 40% et 50% de la masse totale des
échantillons obtenus aux vitesses Vs et V4. Une augmentation de la part de FL et de FC a donc

été observée dans les échantillons soumis aux fortes vitesses.

Vo 74,5 6,9 18,7
V, 88,1 4,6 7,3
Vi 75,1 10,4 14,6
A 40,1 25,8 34,1
Vv, 50,2 22,8 27,0

Tableau VI1.2. : Composition biochimique des échantillons de biofilms exprimée en pourcentages de
FC (Fraction colloidale), de FL (Fraction liée) et de FR (Fraction résiduelle) en fonction des différentes
conditions hydrodynamiques (Vo : Statique ; V1 : 1 nceud ; V2 : 2 neeuds ; Va @ 3 nceuds ; Vs @ 4 nceuds)
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CHAPITRE VI

Une tendance a la décroissance des différentes concentrations (mg/gechantilion) €n protéines (P),
glucides (G) et acides uroniques (AU) est observée en fonction des conditions
hydrodynamiques de plus en plus drastiques, ¢’est-a-dire de la vitesse V1 a la vitesse Va. Seuls
les glucides et les AU présents dans la FR montrent une tendance inverse. En prenant en compte
maintenant les conditions statiques (Vo), les teneurs en glucides et en AU a Vo sont supérieures
a celles mesurées a V1 sauf pour les glucides dans la FL. Néanmoins, cette tendance s’inverse
pour les teneurs en protéines, celles-ci étant supérieures dans V1 par rapport a Vo (a I’exception

FC-G FC-AU

des résidus ou elle est semblable) (Figure V1.8.).
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Figure V1.8. : Boxplots des teneurs en biomolécules dans les biofilms formés in situ [dosées par type (P :
Protéines ; G : Glucides ; AU : Acides uroniques) et par fraction (FC : Fraction colloidale ; FL : Fraction liée ;
FR : Fraction résiduelle) selon les conditions hydrodynamiques. Les indices « a », « b », « ¢ » correspondent aux
résultats des analyses des tests post hoc (test de HSD Tukey).

Le biplot de I’ACP permet une visualisation de la disparité des différents groupes d’échantillons
(Vo-Va), en fonction des EPS dosés (FL et FC), sur un plan en 2 dimensions (Figure V1.9.). En
premier lieu, I’axe horizontal, représentant 68,7% de la variance totale, sépare les échantillons
obtenus en mode dynamique entre eux. En effet, deux groupes se discriminent selon cet axe :
les échantillons de biofilms formés a de faibles vitesses (V1-V2) et ceux qui ont subi des vitesses
plus importantes (V3-Va). Ensuite, les échantillons obtenus a partir de biofilms formés sans

contraintes hydrodynamiques (Vo) sont séparés des autres échantillons (V1 a V4) en fonction de
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I’axe vertical (représentant 26,4% de la variance totale) de I’ACP. L’avantage de cette
représentation réside dans le fait de bien visualiser quelles variables sont impliquées dans la
discrimination des échantillons dans le plan. Globalement les échantillons de biofilms obtenus
aux vitesses maximales (V3 et V4) sont caractérisés par des faibles teneurs pour I’ensemble des
familles biochimiques analysées. Pour les autres échantillons, les teneurs en AU sont plus
importantes dans les conditions Vo, le méme constat est effectué concernant les glucides pour
la FC. Concernant les teneurs en protéines, celles-ci sont globalement maximales aux
conditions V1 et V2, que ce soit pour FC ou FL.

PCA - Biplot

Vitesse

o

S W v
© v
~ V2
E @] va
o-11 Vi

-4 -2 0 2 4
Dim1 (68.7%)

Figure V1.9. : ACP biplot selon les vitesses sur la FC (Fraction colloidale) et la FL (Fraction liée).

Les proportions des constituants des EPS mesurés (protéines, glucides, acides uroniques)
diminuent de Vo a V4 (Figure V1.10.). Les glucides totaux (incluant les AU) sont en proportion
dominante par rapport aux protéines pour chaque condition (rapports G/P > 1). Parmi ces
glucides, les acides uroniques représentent jusqu’a 45% pour la plus forte contrainte
hydrodynamique (V4) et des valeurs minimales de seulement 4% pour les échantillons soumis
aux faible vitesses (V1 et V>). Cette part d’AU dans les sucres a tendance a augmenter avec les

vitesses les plus hautes. Leur charge négative au pH de I’eau de mer permet des interactions
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ioniques, par I’intermédiaire de cations divalents, et peut donc favoriser la cohésion des
polysaccharides les contenant au sein du biofilm (Flemming and Wingender 2010). Une
augmentation de leur proportion dans les exopolysaccharides produits pourrait étre liée aux
contraintes hydrodynamiques imposées (Flemming 2011). Concernant les protéines, le ratio
G/P s’étend de 2,4 a 8. Celui-ci est nettement plus important (G/P = 7,94) pour les échantillons
de biofilms formés en statique (Vo) qu’en mode dynamique o il est compris entre 2,48 et 4,16.
De plus, les échantillons soumis a un fort stress hydrodynamique (V3 et V4) possédent un
rapport G/P plus important que ceux soumis a de faibles vitesses (Vi et V2). Dans la
bibliographie, la fonction de cohésion des biofilms est attribuée aussi bien aux
exopolysaccharides qu’aux protéines, plus globalement a 1’ensemble des constituants de la
matrice ; et la proportion G/P dans les EPS extraits de biofilms varie d’un biofilm a I’autre avec
une part des glucides toujours non négligeable (au moins 40% de polysaccharides parmi les
EPS du biofilm ; (More et al. 2014)).
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Acides uroniques (AU) Acides uroniques (AU)
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Figure VI.10. : Diagrammes circulaires représentant les proportions des différents EPS (AU/G : rapport acides
uroniques sur glucides ; G/P : rapport glucides sur protéines) en fonction du stress hydrodynamique (Vo : mode
statique, V1 : 1 neeud ; V2 : 2 nceuds ; Vs : 3 neeuds ; Vs : 4 nceuds).

De fagon générale, les contraintes hydrodynamiques aboutissent a une variation dans la quantité
de biofilm formé, ainsi que d'EPS sécrétés. La composition qualitative des EPS est également
impactée.

Parmi les EPS, les polysaccharides se trouvent trés souvent prédominants (Flemming and
Wingender 2001). Les différents dosages ont permis de mettre en avant la prépondérance des
glucides dans les différentes fractions isolées, et ce pour I'ensemble des conditions
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hydrodynamiques. Le ratio G/P reste largement supérieur a 1 quelle que soit la vitesse a laquelle
sont soumis les biofilms; ce ratio étant supérieur dans les échantillons obtenus en mode
statique. Une étude similaire caractérisant les EPS a précédemment mis en évidence des ratios
G/P supérieurs a 200 lors d'expeériences statiques sur des biofilms complexes formés dans des
systemes de distribution d’eau potable et exposés a différentes contraintes de cisaillement (Fish
etal. 2017). Les acides uroniques donnent des propriétés anioniques aux hétéropolysaccharides
les contenant. Ils permettent l'association de cations divalents tels que le calcium ou le
magnésium ; ces derniers venant renforcer la force de liaison (force d'attraction ionique) des
EPS dans un biofilm mature (Vu et al. 2009). Pour les échantillons de biofilms prélevés sur le
rotor, 1’augmentation de la proportion d’acides uroniques est corrélée positivement a
I’augmentation de la vitesse exercée. L hypothése d’un changement dans la composition des
glucides, en réponse au stress hydrodynamigue exercé, peut alors étre envisagée. En privilégiant
la production d’AU (notamment dans la FL), I'adhésion des cellules au substrat et la cohésion
du biofilm est renforcée dans un environnement ionique tel que I’eau de mer. Enfin, plusieurs
études affirment que I'hydrodynamisme favorise la production d’EPS (en particulier les
polysaccharides) qui renforce I'adhésion des cellules au substrat (Decho 2000; Stoodley et al.
1999; Vu et al. 2009). En revanche, I'activité biologique du biofilm en serait diminuée et donc
les biofilms formés plus fins (Celmer et al. 2008; Liu and Tay 2002; Wagner et al. 2009). Ceci
est cohérent avec nos observations préalablement faites a 1’ceil nu ou au microscope (Figure
VI1.4., Figure VL.5. et Figure V1.6.). Des études récentes ont méme pu montrer que la fraction
liée dans la matrice d'EPS était capable de résister a de fortes contraintes de cisaillement
(hydrodynamisme) (Derlon et al. 2008; Paul et al. 2012). Le constat inverse est fait pour les
EPS colloidaux se situant a la périphérie de la matrice et donc plus soumis a cette contrainte

hydrodynamique.

2.3. Etude des biofilms par IRTF-ATR

L’analyse par IRTF en mode ATR des biofilms formés en fonction des différentes conditions
hydrodynamiques a permis de révéler la présence de groupes fonctionnels caractéristiques en
lien avec les résultats obtenus par les dosages biochimiques (Tableau 1.V.). En effet, les bandes
d’absorption entre 900 et 1200 cm™ présentes sur les spectres de tous les biofilms sont
caractéristiques de structures polysaccharidiques (vibrations d’élongation des liaisons C-O, v

o) (Figure VI.11.). De plus, dans cette plage caractéristique des polysaccharides, une bande
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d’absorption a 1103 cm™* (plage de 1000 & 1125 cm™1) peut étre attribuée a la présence d’AU.
Une autre bande a environ 1400 cm™ est caractéristique de la fonction COO" et pourrait
correspondre aux acides aminés. Des bandes d’intensité moyenne caractéristiques de la
présence de protéines (vibrations d’¢élongation des liaisons C=0, vc-o0, et de déformation des
liaisons N-H, &v+) sont observées entre 1500 et 1700 cm™ et peuvent étre associées a des
fonctions amides primaires (vc—o couplé avec dvr : 1693-1627 cm™) et secondaires (S couplé
avec wen: 1568-1531cm™). D’autre part, plusieurs bandes d’absorption (vibrations
d’¢longation des liaisons C-H, wch2 et wenz), caractéristiques de la présence de chaines
hydrocarbonées, sont observées entre 2800 et 3000 cm™ pour chaque condition. La bande vcma
est plus intense que la bande vcn3 dans tous les échantillons de biofilms, démontrant ainsi la
présence de longues chaines hydrocarbonées typiques d’acides gras et de leurs dérivés. Enfin,
la large bande a 3400 cm™ (plage 3600-3200 cm™) correspond & des groupes hydroxyles
(fonction -OH).

Lipid Protéines «Acides Pol i i
« » «Pr » «Polysaccharides »
ipides aminés » Y
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wWoo
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Figure VI.11. : Spectres IR-TF (mode ATR) des échantillons de biofilms formés in situ.
Les spectres IR des échantillons sont représentés sur la méme échelle d’absorbance. La quantité
et I’épaisseur de 1’échantillon analysé n’étant pas controlée, la comparaison d’une bande
d’absorption caractéristique entre les spectres IR de différents échantillons n’est pas pertinente.
En revanche, la comparaison de rapports d’aires d’absorbance entre échantillons va apporter
une plus-value dans la caractérisation des biofilms et permettre une comparaison avec les

informations obtenues par les dosages colorimétriques (Tableau VI.3.). Les biomolécules étant
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caractérisées par des plages de nombres d’onde (voir tableau chapitre 2), I’aire de cette plage
sera prise en compte. Ces observations permettent de déterminer un ratio G/P plus faible pour
les échantillons Vi et V2 (pour lesquels la bande caractéristique des amides primaires est plus
importante) en comparaison avec les autres €chantillons. Ce résultat est cohérent avec celui des
dosages colorimétriques pour lesquels les échantillons Vo, V3 et V4 présentaient un ratio G/P
plus élevé également. Concernant le rapport AU/G, celui-ci est plus élevé pour les échantillons
obtenus en mode statique (Vo). Parmi les échantillons soumis a un stress hydrodynamique, les
échantillons V4 présentent le ratio G/P le plus ¢€levé, ce qui est également en accord avec les
résultats des dosages colorimétriques. Les lipides (L) n’ont pas été étudiés par dosages
colorimétriques, néanmoins des bandes caractéristiques de ces composés ont été identifiées sur
les spectres infrarouges. Le rapport L/P est plus faible pour les biofilms formés en mode statique

et est le plus important pour les échantillons V3 et V..

Vitesse G/P AU/G L/P
Vo 7,596 0,026 0,195
V, 3,469 0,009 0,238
V, 3,565 0,013 0,205
V3 8,600 0,009 0,421
V, 8,466 0,015 0,392

Tableau VI1.3. : Rapports d’aire des bandes d’absorbance observées par IR de certaines biomolécules (P :
Protéines ; G : Glucides ; AU : Acides uroniques ; L : Lipides) entre échantillons de biofilms (V : Vitesse)

La transformation des spectres IR en matrice puis 1’analyse de cette matrice via Chemflow
permet de discriminer les cing groupes de biofilms en fonction de leur signature infrarouge sur
un espace bidimensionnel. Les prétraitements effectues ont permis de réduire le bruit et de
corriger les lignes de base (Savitsky-Golay) ainsi que de réduire 1’effet multiplicatif grace a la
normalisation de type SNV (Standard Normal Variate). Ces traitements ont permis de rendre
les spectres IR comparables par une analyse en composantes principales (ACP) (Figure V1.12.).
La représentation score plot résultante discrimine les échantillons soumis au facteur
hydrodynamique, deux groupes sont séparés sur 1’axe vertical représenté par la composante 1
(48% des variables) a savoir Vi-V2 (soumis a un faible stress hydrodynamique) et V3-V4

(soumis a un fort stress hydrodynamique). La composante 2 représentant 21% de la variance
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totale discrimine Vo des autres échantillons. Cette ACP est en cohérence avec les résultats
observeés avec le dosage des EPS avec 3 groupes séparés : 1) statique (Vo) versus dynamique
(V1-V2-V3-V4) ;2) séparation du groupe « dynamique » en deux sous-groupes avec Vi-V2

versus Vs-Va.

) VO
I & V3(repA)
. Vi V3(repB)
V4 V3(repC)
o oVo(repB)
- o o V(repA)
Vi (repC)
X
A
(Q\
o
AN
O
o
o —
T
o V, (repA
V,(repC) 4 1(repA)
V (repA)| e
 _ o V1(repB)
! ° \1(repC)
o V,(repB)
[ [ [ [
-40 -20 0 20 40
PC1:48%

Figure V1.12. : Score plot de I’ACP obtenue a partir des données IR-TF des échantillons de biofilms formés in
situ soumis aux différentes conditions hydrodynamiques (V : Vitesse ; Vo : statique ; V1 : 1 nceud ; V2 @ 2 neeuds
; V3 : 3 neeuds ; Va: 4 neeuds ; rep : répliquat ; PC : composante principale).

La spectroscopie IR-TF constitue une technique de choix dans cette étude car sa mise en ceuvre
est trés simple et permet d’étudier 1’échantillon dans son ensemble. Grace a cette méthode, il a
été possible d’observer chaque échantillon dans sa globalité biochimique (protéines, glucides,
acides uroniques, lipides, acides aminés) et de comparer aisément les cing conditions

hydrodynamiques testées.
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2.4. Etude des biofilms par métabolomigue non-ciblée (UHPLC-HRMS)

L'approche métabolomique LC-(+)-ESI-MS non ciblée, congue pour étudier I’impact de
I’hydrodynamisme sur la formation de biofilms marins in situ, a conduit & une premiére matrice
composée de 6409 variables (ions définis par leur rapport m/z) grace au logiciel MZmine 2 (cf
chap. 2 et annexe 1 de ce chapitre). Deux étapes de filtrations ont été appliquées (eélimination
des signaux observés dans les « blancs » et élimination des signaux instables) afin de faciliter
la détection et la sélection des ions les plus pertinents. A la fin de ce traitement, 2712 variables
ont été conservées dans la matrice de données finale. Le grand nombre de variables observées
est lié a la grande diversité des microorganismes présents dans un biofilm complexe qui
engendre un nombre de métabolites plus important qu’un biofilm cultivé en laboratoire avec
une seule souche bactérienne. En effet, dans les chapitres précédents, une matrice de 406
variables a été obtenue pour un biofilm formé par une souche bactérienne (Chromobacterium
violaceum) cultivée en milieu riche (Chapitre 5 , (Mion et al. 2021)) et une matrice de seulement
62 variables a été obtenue pour un biofilm formé par la bactérie marine Pseudoalteromonas
lipolytica cultivée en milieu pauvre (Chapitre 4).

Les cinq groupes d’échantillons (Vo, V1, V2, V3 et V4) ont été tout d’abord étudiés par le biais
d’une analyse en composantes principales (ACP) (Figure VI.13.A.). L’ ACP résultante montre
deux distinctions claires entre les groupes d’échantillons. Premierement, , il est visible sur la
composante 1 (38,7 % de la variance totale) que les échantillons obtenus a V1 et a V- étaient
discriminés de tous les autres échantillons. Cette visualisation permet déja de montrer que les
conditions hydrodynamiques ont un impact sur le métabolome de biofilms formés in situ. Dans
un second temps, les échantillons obtenus en mode statique sont discriminés de ceux formes
avec un stress hydrodynamique (Vo vs V1-V4) selon la deuxieme composante (21,0% de la
variance totale). En comparaison avec les ACP correspondant aux analyses par dosages
colorimétrique (Figure V1.9.) et par IRTF-ATR (Figure VI1.12.), la représentativité des deux
axes est différente des deux autres techniques. Ici I’axe 2 représente plus de la moitié de I’axe
1 alors que pour les autres techniques 1’axe 1 représente une variance plus de 2 fois supérieure.
Méme si ces représentations sépares les mémes différents groupes Vo, Vi-V2 et V3-Vs , des
différences sont a noter. L’axe 1 sépare les échantillons obtenus a V1 et a V2 des autres. Pour
les analyses par dosages colorimétrique 1’axe 1 sépare les échantillons obtenus a V3 et a V4 des

autres et pour 1’analyse par IRTF-ATR 1’axe 1 sépare les échantillons statiques Vo des autres.

Cette analyse en composante principale reste néanmoins en accord avec les celles réalisées avec

les données des dosages colorimétriques et de 1’analyse IRTF. Ces trois représentations,
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caractérisant chacune les biofilms a différentes échelles, discriminent toutes trois groupes a
savoir : 1) les biofilms formés en mode statique (Vo), 2) les biofilms soumis a un faible stress
hydrodynamique (V1 et V>) et 3) les biofilms soumis a un fort stress hydrodynamique (V3 et
Va).

Afin de trouver des chimiomarqueurs liés a la I’hydrodynamise, un modele PLS-DA a cinq
classes a été construit (une classe pour chaque condition hydrodynamique). Le graphique de
score PLS-DA (Figure VI1.13.B.) correspondant a montré une tendance similaire a celle
observée pour I’ACP. Les échantillons obtenus en mode statique et les échantillons soumis a
un stress hydrodynamique sont toujours discriminés par la composante 2 représentant 32,5%
de la variance totale cette fois ci. Les échantillons soumis a un faible et un fort stress
hydrodynamique (V1-V2 vs V3-V,) sont séparés par la composante 1 représentant 26,7% de la
variance totale.

La qualité globale du modeéle est prédite comme bonne gréce aux tests de validations croisées
(10-fold cross validation) donnant des valeurs R?, Q? et Q%/R? supérieures a 0,5 (R?=0,87 ;
Q?=0,73 et Q?/R?=0,84). Un test de permutation (n = 1000, p = 0,013) a été effectué et a
permis la validation du modéle (Triba et al. 2015). 1l est également intéressant de construire un
modele PLS-DA a 3 classes (statique (Vo), faible hydrodynamisme (Vi-V.), fort
hydrodynamisme V3-V4) en regroupant les échantillons pour comparer statique/dynamique ou
encore faible/fort hydrodynamisme. Ces deux modeéles présentent néanmoins une p-value
supérieure a 0,05 (test de permutation ; n=1000) ne permettant pas de valider le modéle
prédictif, ces PLS-DA sont présentées dans la figure S.VI.1.
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Figure V1.13. : Score plots de A) I’ACP et B) la PLS-DA obtenus a partir des données LC-(+)-ESI-MS
d’échantillons de biofilms formés in situ soumis aux différentes conditions hydrodynamiques (VO : statique ;
Vi:1lncud; Vz:2ncuds; Vi: 3 ncuds ; Va: 4 neeuds ; PC : composante principale).

L'étape suivante de cette étude consiste a identifier les métabolites caractéristiques des cing
conditions hydrodynamiques. Grace au modele prédictif PLS-DA, les métabolites les plus
discriminants ont été selectionnés au sein du metabolome a l'aide de leur valeur de VIP score
(Tableau V1.5.). Le but de cette analyse n’est pas d’identifier le métabolome de maniére globale
des biofilms formés in situ mais d’annoter les métabolites les plus discriminants en fonction du
stress hydrodynamique impose.

Les dix métabolites possédant les valeurs de VIP score les plus élevées sont regroupés dans le
tableau x. Parmi ces VIPs, huit ont été putativement identifiés grace a la valeur de leur rapport
m/z, leur temps de rétention et leurs spectres de fragmentation MS/MS. La recherche dans des
bases de données spécialisées (GNPS, PubChem, HMDB, Metlin, Lipidmaps, CEU mass),
gréce aux valeurs précises de leur rapport m/z (obtenues par le biais d’un spectrometre a haute
résolution) a constitué une aide importante pour 1’annotation de ces molécules. Quatre d’entre
elles sont de plus en plus exprimées quand la vitesse augmente, il s’agit des VIPs n°4, n°6, n°7
et n°9. Deux d’entre eux correspondent a des acides gras ou a des dérivés a savoir un acide gras
monoinsaturé (18:1) (VIP n°4, m/z 283,2663 ; [C1sH3402]") et un aldéhyde gras polyinsaturé
(18:2) (VIP n°6, m/z 265,2565 ; [C1sH320]"). Le VIP n°7 (m/z 597,4892 ; [C3gHs504]") n’est

pas identifié putativement mais correspond a un métabolite d’une masse plus conséquente et
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plus oxydé que les VIP n°4 et 6. Le VIP n°9 (m/z 419,2297 ; [C21H31N4Os]"), quant a lui, n’est
pas fragmenté.

D’autre part, quatre autres métabolites évoluent avec une tendance inverse (VIPs n°1, 2, 3 et
8), ils ont des teneurs de plus en plus faibles quand la vitesse augmente. Ils sont identifiés
comme des métabolites ayant des valeurs m/z peu importantes (< 300), des temps de rétention
faibles (< 3,15 minutes) et qui comportent un ou plusieurs atomes d’azote. Le VIP n°l est
annoté comme étant la 6-diméthyladénosine sur la base de sa formule brute (m/z 296,1386 ;
[C12H17NsO4]") et grace a sa fragmentation caractéristique montrant une rupture entre
’adénosine et le ribose ( fragment a m/z 164,0955 ; [C7H10Ns]™). Les VIP n°2, n°3 et n°8 sont
respectivement identifiés comme la 1-phényléthylamine (m/z 122,0986 ; [CsH11N]"), le 2-
phénylacétamide (m/z 136,0778; [CsH9sNO]*) et la  N-acétyl-2-phényléthylamine
(m/z 164,1094 ; [C10H13NO]"). La fragmentation de ces métabolites est donnée dans le tableau
V1.4,

vip m/z RT(min) VIPscore Formulebrute® TeUrd® pge lons fragments MS/MS (abondance relative en %) Annotation putative s
masse (ppm) Vo Vi V2 Vs Ve
1 296,1386 113 375 CioHyN:0, -109 128 164.0955 [CyHioNs] (100) ; 136.0627 [C5HyNs]* (6) 6-Diméthyladenosine
2 122,0986 097 322 CHuN 176 11 106.0749 [CHeN]' (8); 105.0717 [CHs] (100) ; 103.0558 [C5Hy1' (16) 1-Phényléthylamine
3 1360778 311 3,06 CgHaNO 158 08 91.0559 [G;H;]" (100) 2-Phénylacetamide
4 283,2663 9,78 3,06 CigH340; -11,1 99 265.2564 [C15H330]" (7) ; 247.246 [Cy5Hy) " (18) ; 69.0711 [CsHo) " (100) FA (18:1)
H 5203436 827 3,01 _ N _ nf
6 265,2565 974 2,99 CigH0 147 141 247.2455 [CygHl (70); 247.246 [Cyahlsi]” (18) ; 95.0875 [CoH]" (100) FAL (18:2)
7 5974892 882 29 CaHesOy 24 382 311.2421 [C;3H5,0]' (19)
8 164,1094 63 2,87 CoH:NO 147 78 247.2455 [Cyahiss]" (70) ; 247.246 [Coahtsy]” (18) ; 95.0875 [CoHs]" (100) N-Acetyl-2-phényléthylamine
9 4192207 672 28 SRRV 19 a5 nf TrpThrile
10 6473791 839 2,79 CiHssOn0 02 502 335.1857 [Cy5Hz105]" (100)

? All these metabolites were observed as protonated molecules [M+H]". ® Constructor statistical match factor (comparison of theoretical and experimental isotopic patterns). © VIP fragmented by targeted MS/MS analysis FA : Fatty Acid, FAL : Fatty acid aldehyd , FAHFA : Fatty Acyl Esters of
Hydroxy Fatty Acid

Tableau VI1.4. : Liste des 10 métabolites possédant le VIP score le plus important ainsi que leur annotation
putative.

Les acides gras et les lipides sont des molécules couramment retrouvées au sein du métabolome
de biofilms (Fadhlaoui et al. 2020; Favre et al. 2017; Schnurr et al. 2019). Ces résultats
indiguent une augmentation de la quantité de certains acides gras (et donc de certains lipides)

lorsque que le stress hydrodynamique augmente. Ceci est en accord avec une précédente étude
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qui montre que la matrice des biofilms de P. fluorescens présente un changement de
composition de son métabolome lorsque cette souche bactérienne est cultivée dans des
conditions d'agitation (80 tr/min) en comparaison a une culture statique, notamment une
augmentation de la teneur en lipides (notamment de phospholipides) lorsque 1’agitation

augmente (Jara et al. 2021).
3. Complémentarité des méthodes utilisées

Dans la littérature, des combinaisons de multiples analyses ont été menées récemment afin de
mieux caractériser les biofilms marins et les EPS. Ainsi, des analyses combinées par GC-MS,
RMN (résonance magnétique nucléaire), IR-TF et MEB ont mis en évidence le r6le des EPS
hydrosolubles dans la fixation des larves d'invertébrés sur des matériaux artificiels (Siddik and
Satheesh 2019). D’autres combinaisons de techniques (méthodes colorimétriques, analyses IR-
TF, GC-MS, RMN, HPGPC (high-performance gel permeation chromatography) et AFM
(Atomic force microscopy)) ont été utilisées pour comparer la production d’EPS en mode
planctonique et en mode biofilm par la souche marine Pseudoalteromonas ulvae (Brian-Jaisson
et al. 2016).

La diversité des méthodologies mises en place dans notre étude a permis de mettre en lumiére
I’impact de I’hydrodynamisme sur la formation du biofilm marin au niveau: visuel
(microscopies), de la caractérisation de la matrice (dosage des EPS) et plus largement de la
composition biochimique globale (IR-TF) et du métabolome (métabolomique non-ciblée par
LC-MS). Le but premier de cette étude est de souligner la complémentarité des techniques en
répondant a la question biologique suivante : « Quel est I’impact de I’hydrodynamisme sur la
formation de biofilm marin in situ ? ». Le bilan général est que I’hydrodynamisme affecte la
production métabolique des biofilms marins formés in situ. Des études précédentes ont montré
que I’hydrodynamisme engendrait des perturbations lors de la formation de biofilms comme le
fait de retarder leur maturation (Chang et al. 2020; Romeu et al. 2019). Dans notre étude,
I’hydrodynamisme a un impact sur le biofilm formé a tous les niveaux étudiés (visuel,
composition de la matrice, composition biochimique globale, composition du métabolome).
Les trois analyses en composantes principales (Figure VI1.9., Figure VI1.12., Figure VI1.13.)
réalisées respectivement pour les études par dosages biochimiques, par IR-TF et par
métabolomique donnent des tendances similaires. En effet, deux constats communs se dégagent

de ces analyses :
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1) Les biofilms formés en mode statique se différencient de ceux formés en présence d’un stress
hydrodynamique (Vo vs V1-V4). Grace aux dosages colorimétriques, il a été montré que les
biofilms formés en mode statique ont une teneur en glucides plus importante. En effet, leur
rapport G/P est environ deux fois plus important que celui des échantillons formés en mode
dynamique. Grace a la séparation des échantillons de biofilms en plusieurs fractions, il a été
observé que le rapport FL/FC pour les AU était minimal en mode statique. L’analyse IR a
montré que le ratio AU/G était plus élevé pour les biofilms formés en mode statique tandis que
le ratio L/G ¢était plus élevé dans les conditions dynamiques. L’analyse métabolomique a montré
que certains métabolites, en 1’occurrence de petites molécules azotées, sont plus présents en
mode statique.

2) Les biofilms formés dans un contexte de faible hydrodynamisme (V1-V2) se différencient de
ceux formes avec un hydrodynamisme fort (V3-V4). Ce deuxieme constat est en accord avec
I’observation des biofilms par MEB et MCBL qui a montré une nette différence entre les
échantillons formés avec un faible hydrodynamisme (V1i-V2), fortement colonisés par des
macro-organismes et ceux obtenus avec un hydrodynamisme plus important (V3-V4), pour
lesquels les macro-organismes ne sont que peu présents. Grace aux dosages colorimétriques, il
a pu étre observé qu’un fort stress hydrodynamique (V3 et V4) correspondait a un rapport AU/G
plus ¢élevé ainsi qu’une teneur en protéines plus faible dans la FL que dans la FC. A I’inverse,
dans les conditions V1 et V2 des teneurs en protéines similaires pour ces deux fractions ont été
relevées. L’analyse IR montre un ratio G/P plus élevé pour les échantillons V3 et V4 et le méme
constat est observé par le biais des dosages colorimétriques. Une tendance inverse est relevée
pour le rapport L/P dans I’analyse IR-TF. De plus, ’analyse métabolomique a montré que
certains dérivés lipidiques (VIP n°4 et 6) étaient particulierement plus exprimés dans des
conditions de fort hydrodynamisme.

Les résultats obtenus par les dosages biochimiques et 1’analyse IR sont particuliérement
concordants. En effet, I’identification des bandes caractéristiques des protéines (Amine I :
1627-1693 cm™ ; Amine 11 : 1531 — 1568 cm™) et des glucides (900-1200 cm™) sur les spectres
IR donne une information sur les proportions de ces composés dans le biofilm total. Les dosages
biochimiques, quant a eux, permettent une étude quantitative de ces composés dans les EPS et
les résidus. Ces deux techniques conduisent a I’obtention d’un rapport G/P plus faible pour V1-
V2 que pour Vo, V3 et V4 et montrent une proportion de protéines plus importante dans les
biofilms soumis a un faible stress hydrodynamique (Vi et V2). En définitive, ces deux
techniques permettent d’obtenir une information similaire sur la composition biochimique

globale des biofilms étudiés.
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Le lien entre les résultats obtenus par ces deux techniques et ceux issus de 1’analyse
métabolomique n’est pas direct mais témoigne d’une certaine complémentarité. En effet, la
métabolomique va permettre 1’étude des molécules de faibles masses moléculaires alors que les
deux autres techniques vont se focaliser sur la caractérisation des molécules majoritaires des
échantillons qui, dans le cadre de cette étude, sont notamment les macromolécules constituant
la matrice des biofilms. L association de ces différentes techniques conduit donc a I’étude d’un

large panel de molécules.

4. Conclusion

L’originalité de cette approche a tout d’abord été méthodologique, avec la mise en place d’un
large panel de techniques (microscopies, dosages colorimétriques, IR-TF, métabolomique) qui
a permis la caractérisation multi-échelle de biofilms complexes. La deuxiéme originalité réside
dans la question scientifique posée a savoir I’influence du facteur hydrodynamique sur des
biofilms marins formés in situ. Peu d’études a ce sujet, d’autant plus sur des échantillons
obtenus en in situ, ont été menées. En outre, le systeme hydrodynamique (rotor) utilisé lors de
cette étude est tout a fait original et permet d’appliquer un gradient de vitesse controlé en milieu

marin.

La mise en place et la complémentarité des méthodologies utilisées ont déterminé, dans un
premier temps, une différence dans la composition biochimique des biofilms formeés en
présence et en absence de stress hydrodynamique. D’apres cette étude, les biofilms formés en
mode statique présentent un rapport G/P et AU/G plus important, un rapport L/P plus faible
ainsi que des métabolites azotés de faible poids moléculaire spécifiques de cette condition. Une
différence de composition a également été relevée entre les échantillons soumis a un faible et
fort hydrodynamisme. En effet, I’augmentation du stress hydrodynamique engendre une
diminution de la colonisation par les macro-organismes et de la masse du biofilm, des rapports
G/P, L/IP et AUI/G plus élevés, et enfin une augmentation de la production de certains

métabolites (ex. acides gras et dérivés).

Comme décrit sur la figure VI1.2., une partie des échantillons a été conservé pour une analyse
par metabarcoding qui est en cours de réalisation. Cette étude complémentaire va permettre de
caractériser les communautés eucaryotes et procaryotes de ces mémes échantillons. La variation
de ces communautés en fonction du stress hydrodynamique donnera une information

complémentaire a celles déja obtenus dans le cadre de cette étude. Les variations de la
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compositions biochimiques décrites précédemment pourrait étre mis en lien avec le type de

d’organismes présents.

Cette étude a mis en lumiére I’'impact de 1’hydrodynamisme sur la formation du biofilm
uniquement durant la saison printaniere. Comme observeé sur les photographies de la figure X,
la saisonnalité a également un fort impact sur les changements observés visuellement au niveau
des biofilms. Une des perspectives envisagée sera d’étudier I’ensemble des données disponibles
(parametres environnementaux, production biochimique et communautés présentes) obtenus a

partir de biofilms immergés a chaque saison.
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5. Annexes Chapitre VI

Tableau S.VI.1. : Tableau des criteres de filtration de I'analyse du métabolome

Mzmine 2 Filtration sur R
. Mass detector Centroid
I Noise level 1.00E+03 Emimination des signaux Rapport signal/Bruit <3 variables 3385
Min group size in # of scans 3 observés dans les "blancs"
. Group intensity threshold 1.00E+03 L .
Chromatogram builder ° Min he\i/ght 2.00E+03 Elimination des signaux Coefficient de variation >50% | variables 2724
instables
m/z tolerence (absolute) 0,025
Algorithme Baseline cut-off
chromatograme Min peak height 2.00E+03 Filtration manuelle -12 variables 2712
deconvolution Peak duration range (min) 0,01-0,5 Matrice utilisée
baseline level 500
my/z tolerence (absolute) 0,05
Chromatogram Retention time tolerance 0,25 Analyse sous métaboa nalyst
deisotaped Maximum charge 2 Data filtering Standard deviation (SD)
Representative isotope Most intense
m/z tolerence (absolute) 0.05 List 9547
Peak list aligned Retention t?me tolerance (min) 0.25 Sample Normalisation None
Weight for m/z 1
Weight for rt 1 X .
- Data transformation Log transformation
Intensity tolerance 0,5
Gap filled m/z tolerence (absolute) 0,05 i .
N N N Data scaling Mean centring
Retention time tolerance (min) 0,3
Filter mode NEW AVERAGE Matrice 6808 Pemutation <0.01 Modeéle validé
Duplicate peak filter m/z tolerence (absolute) 0,05 Validation du modéle R2 0.87
Retention time tolerance (min) 0,25 Q2 0.69
Delimitation de la m/z 100-1500 Matrice 6409
fenetre rt 0.5-20 Annotation du métabolome (réseaux
moléculaires)
Précurseur ion mass tolerance 0.02
Fragment ion mass tolerence 0.02
Min pairs Cos 0.7
Minimum matched fragments ions 4
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Figure S.VI.1 : Score plots PLS-DA obtenus a partir des données LC-(+)-ESI-MS d’échantillons de biofilms formés in situ comparant : A) modes statique (Vo) et dynamique
(V1a Va) et B) Modes statique (Vo), a faible (V1 et V>) et fort hydrodynamisme (Vs et V)
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Conclusion générale

Cette these pluridisciplinaire, a I’interface de la chimie, de la biochimie et de la microbiologie
comportait deux objectifs principaux. Le premier était le développement de méthodologies
permettant une approche multi-échelles pour la caractérisation des biofilms marins. En effet, la
mise en place de ces méthodologies a permis de caractériser visuellement la structure et
I’organisation de biofilms, d’étudier la composition (protéines, glucides, acides uroniques) des
EPS constituant la matrice, et d’analyser la signature chimique globale ou encore le protéome
et le métabolome de ces structures complexes. Le développement et I’utilisation de la
métabolomique, ainsi que la mise en oeuvre des réseaux moléculaires (GNPS), a constitué une
approche « phare » pour apporter des informations pertinentes permettant de répondre aux
questions scientifiques posées. Néanmoins, d’autres techniques (microscopies, spectroscopies
et approches complémentaires (protéomique) ont été utilisées et mises en lien avec les
informations issues de I’étude métabolomique, et ce afin de participer a une meilleure
compréhension de la formation de biofilms. Ces méthodologies mises en place, chacune
donnant des informations différentes, ont apporté des éléments pour la caractérisation
biochimique globale des biofilms étudiés. Le deuxiéme objectif était d’apporter une meilleure
compréhension du comportement des biofilms sur la base de questions scientifiques spécifiques
(impact de la concentration en phosphates, d’une enzyme agissant sur le QS, de
I’hydrodynamisme). Les méthodologies utilisées ont d’abord été appliquées a des biofilms
bactériens simples (monospécifiques) cultivés en laboratoire puis a des biofilms complexes

formés in situ.

Le chapitre 3 retrace le développement d’une méthode d’annotation liant une approche
phytochimique « classique » a une utilisation des réseaux moléculaires dans le cadre d’une
analyse metabolomique. Cette approche récente a été optimisée dans cette étude avec
I’utilisation de réseaux plus ou moins contraints. La variation de certains parametres (minimum
cosine score, minimum matched fragment ion, network topK) dans 1’élaboration du réseau a
permis le développement d’un workflow optimal permettant 1’annotation la plus globale
possible (regroupant le plus de métabolites) du métabolome d’un organisme non-modele. Dans
ce chapitre, la caractérisation phytochimique des extraits organiques de la macro-algue brune
T. atomaria a été étudiée. La méthodologie développée en se basant sur cet organisme avait

pour but d’étre ensuite appliquée a la caractérisation de biofilms. Au terme de cette étude, 14
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familles chimiques ont été identifiées au sein du metabolome de cette algue et plus de 200
métabolites ont finalement pu étre annotés. Trois de ces familles sont composées de lipides
originaux comportant une chaine terpénique liée a une unité de glycérol, identifiees comme
étant des monoacylgéranylgéranylglycérols et des di- et monoacylfarnésylglycérols. Une autre
famille chimique, a savoir les acides monoacylglycérylfulvelliques décrits a ce jour uniquement
chez l'algue brune Sargassum fulvellum, a été également identifiée dans le métabolome de T.
atomaria. L’annotation d’une large part du métabolome de cet organisme non-modele a été
réalisée via ’optimisation des parametres utilisés lors de la construction des réseaux
moléculaires. Dans un premier temps, la stratégie a été de construire un réseau dit « restreint »
comportant un nombre limité de clusters de taille réduite afin de ne visualiser que les
métabolites présentant des données MS/MS trés similaires. Ainsi, il a été possible de visualiser
les similarités structurales entre les molécules regroupées au sein d’un méme cluster et, en
confrontant ces données expérimentales a celles issues de la littérature ou provenant de
standards chimiques isolés dans le cadre de 1’étude phytochimique, d’annoter la plupart des
métabolites présents dans ces clusters. Dans un second temps, 1’utilisation de paramétres moins
restrictifs a permis le rattachement d’autres métabolites a des clusters bien identifiés et ainsi
leur rapide annotation. Cette stratégie, développée ici pour 1’algue brune T. atomaria, a eté
ensuite utilisée pour 1I’annotation du métabolome des biofilms dans les autres travaux décrits
dans ce manuscrit. L’analyse par réseau moléculaire mise en place a permis la création d’une
premiére base de données interne de plus de 200 métabolites identifiés dans le métabolome de
T. atomaria. Certaines familles de molécules (DG, TG, Lyso-PC, PC), présentes dans cette
premiére base de données interne, ont été retrouvées dans les biofilms étudiés par la suite. La
constitution de cette base de données regroupant les métabolites de T. atomaria a permis de
faciliter la caractérisation ultérieure du métabolome de biofilms. Celle-ci a également été
utilisée dans une autre étude portant sur T. atomaria (Thése de Benoit Paix). Dans le cadre de
cette étude couplant métabolomique et métabarcoding, il a été montré que les variations intra-
thalles du métabolome de surface de cette algue et celles de ses communautés bactériennes
épiphytes étaient corrélées. Le protocole d’annotation a ainsi permis de montrer que les
sommets des thalles correspondaient a des zones ou les molécules de défense (sesquiterpénes)
et les lipides impliqués dans la croissance algale (DGTA) étaient les plus exprimés. Ces travaux
ont été validés par la publication « A multi-omics analysis suggests links between the
differentiated surface metabolome and epiphytic microbiota along the thallus of a

Mediterranean seaweed holobiont » (Paix et al. 2020).
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Dans le chapitre 4 de ce manuscrit, cette méthode d’annotation a été appliquée afin d’étudier
I’effet de la teneur en phosphates dans le milieu de culture sur des biofilms formés in vitro par
la bactérie marine Pseudoalteromonas lipolytica TC8. Dans ce contexte, une analyse
métabolomique non ciblée par LC-MS s’est avérée étre une technique de choix pour évaluer
I’impact de ce paramétre de culture sur la production métabolique de cette souche bactérienne.
Le but des travaux entrepris était également de mettre en place une caractérisation plus globale
des biofilms. Pour cela, plusieurs méthodes analytiques ont été mises en place permettant de
déterminer la composition biochimique globale (dosages colorimétriques des protéines,
glucides, acides uroniques), la biomasse (marquage au cristal violet) ou encore la viabilité et la
structure (microscopie confocale) des biofilms formés. L’analyse métabolomique a montré une
évolution du métabolome de P. lipolytica TC8 en fonction des teneurs en phosphates et 53
métabolites appartenant a huit familles chimiques distinctes ont été putativement annotés grace
a la méthodologie développée dans le chapitre 3. Les résultats obtenus montrent que des
aminolipides (ornithine lipides) sont observés en proportions croissantes lorsque la
concentration en phosphate diminue, alors que la tendance inverse est observée pour certains
phospholipides [phosphatidyléthanolamines (PE) oxydés]. Cette étude métabolomique indique
que P. lipolytica TC8 est capable d’adapter sa production en lipides membranaires en fonction
de la concentration en phosphates du milieu de culture. Les autres méthodologies analytiques
appliquées ont montré que la biomasse, la teneur en glucides ainsi que les structures
tridimensionnelles des biofilms obtenus avaient tendance a diminuer en méme temps que la
teneur en phosphates. D un point de vue méthodologique, le but ici a été¢ de mettre en relation
différentes techniques de caractérisation permettant d’évaluer différentes caractéristiques, et ce
afin de déterminer 1’impact d’une carence en phosphates sur la formation d’un biofilm

bactérien.

Les methodologies développées dans ces deux chapitres (principalement lices a la
métabolomique et I'utilisation des réseaux moléculaires) ont été ensuite appliquées a d’autres

travaux et projets de recherche.

Le chapitre 5 de ce manuscrit décrit la mise en place d’une approche multi-omiques, combinant
métabolomique et protéomique, pour 1’étude d’un biofilm a différents niveaux biochimiques
afin de mieux comprendre les mécanismes de production de métabolites d’intérét. Ces travaux
se sont inscrits dans le cadre du projet de recherche RESSAC « Enzymatic Coatings Inhibiting
Fouling and Corrosion » financé par I’ANR Astrid et impliquant deux laboratoires: le
laboratoire MAPIEM et le laboratoire MEPHI-IHU (Méditerranée Infection d’Aix-Marseille
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Université). Cette collaboration avec le laboratoire MEPHI-IHU, plus précisément 1’équipe de
la start-up Gene & GreenTK, a permis de mettre en commun différentes expertises afin
d’étudier I’action inhibitrice du QS de la lactonase SsoPox-W263l vis-a-vis de la bactérie-
modele Chromobacterium violaceum ATTC 12472. Cette souche est un biosenseur connu pour
produire spécifiquement un pigment violet (la violacéine) sous le contréle de molécules de
communication impliquées dans le QS (AHLs). L’utilisation de la protéomique a mis en
évidence des voies de biosynthése impactées par le QS. La métabolomique a conduit, d’une
part, a mettre en évidence le potentiel de quorum quenching (QQ) de la lactonase - avec une
diminution de la production des AHLSs dans les échantillons traités et détection de leur forme
hydrolysée - et, d’autre part, de montrer I’'impact du QQ sur la biosynthése de molécules
impliquées dans les interactions inter-domaines (antibiotiques tels que la violacéine ou
I’anisomycine). L’approche multi-omiques a ensuite permis la corrélation de ces deux sources
d’informations (protéome/métabolome) via 1’élaboration de réseaux multi-omiques (package
MixOmics sous R) facilitant I’identification de protéines en lien avec des métabolites d’intérét.
L’analyse multi-omiques a démontré 1’action inhibitrice du QS de la lactonase SsoPox-W2631
sur C. violaceum ATTC 12472 induisant des modifications majeures de sa production

biosynthétique et impactant ainsi ses interactions avec un large panel d’autres organismes.

Dans les deux chapitres présentés ci-dessus (4 et 5), diverses techniques analytiques ont été
développées et appliquées a I’¢tude de biofilms formés in vitro (techniques omiques, analyse
multi-omiques, dosages colorimétriques, microscopies). Toutes ces techniques ont démontré
qu’elles pouvaient apporter une information différentes, plus ou moins spécifique, dans le cadre
de la caractérisation de biofilms monosouches. La caractérisation de biofilms complexes,
formés in situ, a I’aide des méthodologies développées dans les parties précédentes, constitue
le chapitre 6 de cette thése. L’environnement dans lequel se forment ces biofilms n’étant pas
controlé, ce type d’étude a nécessité la mesure réguliere de paramétres environnementaux
pouvant impacter leur nature. Dans ce chapitre, le panel analytique permettant 1’étude de
biofilms a été enrichi par des techniques telles que la microscopie électronique a balayage
(MEB) a basse pression ou encore la spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier en mode
ATR. Plus précisément, les travaux réalisés avaient pour but de mettre en lumiére la
complémentarité de ces différentes méthodes analytiques afin de révéler I’impact de
I’hydrodynamisme sur des biofilms marins formés in situ. L’analyse de surfaces immergées
dans la rade de Toulon en modes statique et dynamique a montré 1’influence du facteur

hydrodynamique ; ce dernier entrainant une perturbation dans la formation du biofilm et
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retardant sa maturation. Les dosages des EPS, les analyses par IR-TF en mode ATR et par
métabolomique non-ciblée donnent des tendances similaires. En effet, les biofilms formés en
mode statique se différencient nettement de ceux formés en présence d’un stress
hydrodynamique. Parmi ces derniers, les biofilms formés avec un hydrodynamisme faible sont
différenciés de ceux formeés avec un hydrodynamisme fort. L’originalité de cette approche a été
I’application d’un large panel de techniques (microscopies, dosages colorimétriques, IR-TF,
métabolomique) pour une caractérisation multi-échelles (visualisation ; composition en EPS
présents dans la matrice : protéines, glucides, acides uroniques ; signature chimique globale ;
métabolome) d’un biofilm complexe formé in situ. De plus, 1’utilisation du systéme rotor
destiné a I’étude de I’effet de I’hydrodynamisme sur le biofilm a permis de tirer plusieurs
conclusions. En effet, les biofilms formés en statique présentent un rapport G/P et AU/G plus
important, un rapport L/P plus faible ainsi que des métabolites azotés de faible masse
moléculaire spécifiques de cette condition. Pour les biofilms développés sur le rotor,
I’augmentation du stress hydrodynamique engendre une diminution de la colonisation par les
macro-organismes et de la masse du biofilm, un rapport G/P, L/P et AU/G plus élevé, une

augmentation de la production de certains métabolites tels que des acides gras et dériveés.

La caractérisation multi-échelles d’un biofilm complexe formé en milieu marin est difficile a
mettre en place du fait de I’échantillonnage sur le terrain, de la diversité de sa composition a
toutes les échelles du vivant ou encore du nombre important de parametres environnementaux
a prendre en compte. Le workflow analytique adopté pendant cette these a été complexifié au
fur et @ mesure en combinant de plus en plus de méthodologies. En effet, les différentes
techniques utilisées ont, dans un premier temps, été développées étape par étape afin de tester
leur pertinence, leur apport dans la caractérisation des biofilms et notre capacité a les mettre en
place. De plus, ces techniques ont été testées en premier lieu sur un macro-organisme marin
puis sur des biofilms monospécifiques cultivés en laboratoire avant d’étre appliquées a des
biofilms formés in situ ou a d’autres projets de recherches. L’objectif principal de ces travaux
était de développer et de tester différentes analyses permettant la caractérisation de biofilm, et
notamment de biofilms formés en milieu marin. Le tableau VII.1 décrit I’intérét de chaque
analyse, mais permet également d’afficher a quelle échelle le biofilm est caractérisé (allant de
I’é¢tude du biofilm dans sa globalité a 1’étude de la variation de production d’une molécule).
D’autres paramétres sont également répertoriés pour chaque analyse, a savoir la précision (pour
I’étude des variations dans un biofilm), le colt, la rapidité et la difficulté de mise en place de

chaque technique. A noter que 1’évaluation de ces parametres a été effectuée en fonction de
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I’expérience acquise durant ces trois années de these et correspondant aux moyens techniques,
humains et financiers du laboratoire MAPIEM. Néanmoins, grace au recul acquis durant ce
doctorat, ce tableau a pour but de répertorier les ¢léments permettant un choix judicieux d’une
ou plusieurs techniques en fonction de 1’analyse a effectuer et de la question biologique posée

pour 1’é¢tude d’un biofilm.

Le second objectif découle de I'utilisation de ce large panel de techniques pour 1’étude des
biofilms. Cela a permis de répondre a des questions scientifiques comme I’impact des
nutriments (phosphates), d’une enzyme (quorum sensing) ou d’un paramétre tel que
I’hydrodynamisme sur la nature de biofilms formés. Un récapitulatif des principaux résultats

obtenus au cours de cette thése est donné au niveau du tableau V11.2.
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. S . . Colt de e . Difficulté du
. . oA . Dimension étudiée dans Information fournit pour . Difficulté de mise en .
Analyse développée Intérét de I'analyse o 'z . . I"analyse (hors traitement des
le biofilm I'étude d'un biofilm . place .
équipement) données
Métabolomique Etude des variations des métabolites au sein du biofilm Métabolome +++ +++ +++ +++
Protéomique Etude des variations des protéines au sein du biofilm Protéome +++ +++ +++ +++
Multi-omiques Etude des voies dg b.losynthesle et de I,ensemble du phénotype du Multl—eche,lles (du génome it et . A
biofilm (protéome, métabolome) au métabolome)
Dosage colorimétrique au cristal violet Quantification du biofilm Intégralité du biofilm + + + +
Matrice du biofilm
Dosage colorimétrique des EPS Quantification des éléments composant les différents types d'EPS  (protéines, glucides, acides ++ + + +
uroniques)
Spectroscopre Infrarouge (FTIR-ATR) Etude des fonctions chlmlque§ d_es constituants présents dans le Slgnature des mole_cu_les i — i i
biofilm présentes dans le biofilm
. . Visualisation du biofilm. Intégralité du biofilm
s e e ceiedls Visualisation des protéines, glucides, ADN. Matrice du biofilm +F Tt Tt t
Microscopie électronique & balayage Visualisation du biofilm (bactéries, diatomées, matrice, micro et Intégralité du biofilm it .t .t —

(MEB)

macro fouling)

Tableau VII.1. : Tableau récapitulatif des analyses développées pour la caractérisation de biofilms
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Facteur influengant la

Chapitre Question scientifique ] . Principaux résultats obtenus
formation du biofilm
T Annotation de plus de 200 X i i
Quelle est la composition élargie du ) ) , . - Monoacylgéranylgéranylglycérols
) métabolites répartis dans 14 . . ;
3 métabolome de la macro-algue brune _ i . . - Di- et Monoacylfarnésylglycérols
. ) familles chimiques dont 3 familles . ) ]
Taonia atomaria ? . . - Acides monoacylglycérylfulvelliques
de lipides originaux :
N - Une diminution de la quantité de biofilm
Quel est I'impact global de la teneur en . L L.
. L. Nutriment La carence en phosphate dans le - Une diminution des amas bactériens observables
4 phosphate sur des biofilms formés in vitro . . . . .
L. . . (Phosphate) milieu de culture entraine : - Une diminution du taux de phospholipides oxydés
par une bactérie marine modéle ? . T e g
- Une augmentation du taux d'aminolipides (ornithine lipids )
La lactonase SsoPox sur C. - Une action inhibitrice du quorum sensing
Quel est I'impact de I'enzyme SsoPox sur les Quorum sensin violaceum induit des modifications - Une diminution de la production des AHLs observées
5 productions métabolique et protéomique g majeures du métabolome et - Une détection des formes hydrolysées des AHLs (C9-HS, C10-
. (enzyme SsoPox : lactonase) . , R .
de C. violaceum ? mineures de son protéome a HS, C11-HS et C12-HS) oxydées
savoir : - Une modification de la biosynthése de la violacéine
N . - Une diminution de la formation de macro-fouling
L'impact d'un stress S . . .
" , . . . - Une diminution de la quantité de protéines dans le biofilm
Quel est I'impact de I’hydrodynamisme sur . hydrodynamique sur la formation . L . L
6 Hydrodynamisme - Une augmentation de la quantité en lipides dans le biofilm

la formation de biofilm marin in situ ?

d'un biofilm in situ (Mer
Méditéranée) engendre :

- Une modification du métabolome en fonction du stress
appliqué

Tableau VII.2. : Tableau récapitulatif des principaux résultats décrits durant cette thése concernant la caractérisation de biofilms
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Perspectives

A Tissue de ces travaux de thése, portant & la fois sur le développement de méthodologies
d’analyse pour la caractérisation des biofilms et a la fois sur la caractérisation approfondie des
biofilms marins en fonction de la variation d’un facteur, plusieurs autres études sont
envisageables. A la lumiére des résultats obtenus, deux axes de perspectives s’inscrivent dans
la continuité directe de ces travaux de thése : le développement de nouvelles méthodologies et

I’étude d’autres facteurs influengant la formation de biofilms en milieu marin.

1. Amélioration et développement de méthodologies permettant la
caractérisation d’un biofilm

La premiére perspective consistera a I’amélioration des techniques mises en place et au
développement de nouvelles méthodologies permettant la caractérisation des biofilms.
L’amélioration de la technique phare de cette thése, la métabolomique, semble étre la premiére
des perspectives. L’annotation de molécules supplémentaires (et de biomarqueurs) au sein du
métabolome étudi€ servira a étendre la discussion au sein des différentes études. L’annotation
des métabolites a été réalisée par I’analyse des spectres MS/MS et par la création de réseaux
moléculaires via la plateforme GNPS. La création de réseaux moléculaires peut également étre
effectuée par d’autres logiciels comme MetGem (Olivon et al. 2018) permettant une autre
visualisation basée sur le t-SNE. Cette visualisation préserve les interactions entre les groupes
de spectres liés, sans lien ni clusters, permettant d’identifier la similarité ou non d’un métabolite
avec tous les autres et potentiellement permettre, en synergie avec GNPS, une meilleure
annotation du métabolome. Les nombreux métabolites annotés au cours de ces travaux de thése
I’ont été, pour la majorité, de maniére putative. Une des perspectives méthodologiques serait
de purifier les biomarqueurs majeurs afin de caractériser leur structure chimique par RMN (1D
et 2D). Pour finir avec les perspectives concernant la métabolomique, 1’amélioration de la
couverture du métabolome pourrait étre effectuée grace a I’utilisation, en LC-MS, d’autres
types de phases stationnaires permettant la séparation et I’étude d’un autre panel de composés.
L’utilisation de phases stationnaires de type HILIC (chromatographie d'interaction hydrophile)
permettrait de separer les composés a forte polarité, et ainsi d’identifier d’autres biomarqueurs
plus polaires. Concernant 1’identification des EPS, permettant notamment de caractériser la

matrice, la mise en place d’un dosage colorimétrique des lipides, adapté aux biofilms, serait
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d’une grande utilité. Ce dosage, déja décrit dans la littérature (Cheng et al. 2011), permettrait
de quantifier le taux de lipides et de corréler les résultats obtenus avec les données de
métabolomique et celles obtenues par IRTF-ATR. D’autres techniques pourraient étre mises en
place afin de participer a la caractérisation du biofilm. L analyse par chromatographie en phase
gazeuse (CPG) ainsi que I’étude par pyrolyse GC-MS des polyméres de la matrice apporteraient
une caractérisation complémentaire. La CPG couplé a la spectrométrie de masse permettrait,
aprés hydrolyse, de déterminer la composition exacte en monosaccharides des constituants
glucidiques des EPS. La spectroscopie Raman apporterait, elle aussi, une plus-value dans la
caractérisation des biofilms en détectant les processus de diffusion et de distribution de
certaines molécules dans la structure du biofilm et serait complémentaire de I’IR pour la
signature chimique globale du biofilm. Le metabarcoding étant une technique permettant
I’identification des espéces présentes dans un échantillon, son utilisation serait précieuse pour
les études in situ afin de mettre en relation les caractéristiques du biofilm formé avec 1I’étendue
et la nature des microorganismes présents. Le metabarcoding et la métabolomique ont été
utilisés pour explorer la composition taxonomique et la diversité fonctionnelle des
communautés. Le couplage de ces deux techniques a permis d'identifier certains schémas
associatifs entre profils métabolomiques et taxons spécifiques et plus globalement le décryptage
de changements de la communauté de biosalissure eucaryote marine (Briand et al. 2018). Dans
un futur proche, les échantillons de biofilms récoltés dans le cadre du projet Rotor (Chapitre
V1) vont étre analysés par métabarcoding et apporteront une plus-value a cette étude. En effet,
I’approche de metabarcoding constitue une méthode de métagénomique ciblée, par séquencage
d’un marqueur génétique, permettant la caractérisation taxonomique et structurelle de
I’ensemble de la communauté étudiée. L’utilisation des techniques omiques et leurs couplages
(multi-omiques) ont montré une grande utilité pour une caractérisation multi-échelles. Le
couplage de ces approches -omiques intimement liées permettent de reconstituer 1’ensemble
des mécanismes moléculaires impliqués, par exemple, dans les réponses d’un biofilm a des
variations de son environnement. Néanmoins la génomique n’a pas encore eté associée aux
techniques utilisées a savoir la protéomique et la métabolomique. Son utilisation est prévue

dans un projet en cours (C-OMICS), présenté en derniere partie des perspectives.
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2. Etude d’autres facteurs pouvant influencer la formation de
biofilm

Au cours de ces travaux de these, plusieurs facteurs influengant la formation et les
caractéristiques du biofilm ont été étudiés, a savoir I’influence : des nutriments (phosphate), de
I’hydrodynamisme (statique/dynamique) et d’une enzyme (lactonase SsoPox) agissant sur le
quorum sensing. En premier lieu, une perspective pourrait étre de tester I’impact de ces 3
facteurs sur d’autres souches bactériennes ou sur des biofilms complexes afin de compléter et
de comparer les données produites avec les résultats obtenus. Concernant I’influence des
nutriments, seul I’impact de la carence en phosphate a été étudié. L’impact de la carence en
d’autres nutriments pourrait tre testé, comme par exemple le carbone, I’azote et le soufre ou
encore d’autres ¢léments jouant un rdle crucial dans le métabolisme bactérien (sodium,

potassium, magnésium).

Etudier I’impact de certaines conditions physico-chimiques sur la croissance de biofilms
pourrait également apporter des informations pour mieux comprendre le fonctionnement du
biofilm et potentiellement son adaptation dans un environnement changeant. Il serait ainsi
possible de tester 1’effet de la disponibilité en oxygene, de la température, du pH ou encore de

la pression osmotique.

Le type de surface colonisée a un impact non négligeable sur la nature du biofilm formé. L’une
des thématiques du laboratoire MAPIEM étant la création de surfaces antifouling (type de
revétement, texturation...etc), tester les revétements développés pour connaitre I’'impact des
surfaces congues a un réel intérét dans la thématique globale du laboratoire. Pour aller plus loin
dans cette réflexion, la caractérisation précise et globale des biofilms formés permettrait de
« connaitre son ennemi (le biofilm) pour mieux le combattre » et permettre une meilleure

adaptation des surfaces visant a lutter contre le fouling en milieu marin.

L’¢tude des variables spatiales et temporelles en milieu marin pourrait également étre un sujet
d’étude pour décrire ce phénoméne de colonisation a différentes profondeurs ou a différents
endroits du globe. En milieu cdtier, et notamment dans les ports, ’influence de la pollution
multichimique (Cu, Mn, Zn, ...) peut impacter la formation des biofilms. L’influence de cette
pollution par les métaux lourds est en cours d’étude dans le cadre du projet COMICS présenté

brievement dans la derniére partie des perspectives.
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Dans un contexte plus large et actuel, on peut imaginer 1’application de ces méthodes pour
mieux comprendre I’influence du réchauffement climatique sur les biofilms mais également sur

d’autres organismes.

3. Projet C-OMICS EAU

Ce projet C-OMICS EAU (Couplage d’approches méta-OMICS pour 1’étude approfondie de
réponses microbiennes de I’EAU de mer aux perturbations d’origine anthropique en milieu
marin cotier), en collaboration avec le laboratoire MIO, est en cours et se situe dans la continuité
de ces travaux de these. Ce projet, prévu initialement pour faire partie intégrante de ces travaux
de thése, a vu son calendrier décalé de plusieurs mois en raison de la crise sanitaire liée au
COVID-19.

Les conséquences des activités anthropiques sur les écosystémes marins, tout comme, a
I’inverse, les limitations induites par des phénoménes naturels sur ces activités, et plus
particulierement celles liées au développement du fouling sur les navires et les constructions
marines, constituent des préoccupations territoriales majeures dans la rade de Toulon. En effet,
cet environnement accueille plusieurs ports de plaisance, la plus grande base navale militaire
de France et diverses autres activités économiques. Depuis plus de 10 ans, les laboratoires M10
et MAPIEM de I’Université de Toulon (UTLN) apportent leur concours aux gestionnaires et
décisionnaires afin d’identifier les contaminations chimiques, tracer leurs sources, et évaluer

leurs impacts réels sur le vivant.

Trois sites représentant trois zones contrastées au niveau de la pollution chimique ont été
sélectionnés. Les trois sites choisis représentent respectivement (i) une zone de référence sous
faible pression anthropique (Cannier), (ii) une zone sous tres forte influence anthropique
(Suffren) et (iii) une zone intermédiaire (Lazaret) (Figure VI1.1.). Si les biofilms peuvent étre
exposés en quelques jours, selon la courantologie du site, a des masses d’eau de qualités
variables, les sédiments représentent un compartiment beaucoup plus stable a 1’échelle
temporelle (stabilité de plusieurs mois voire de plusieurs années). La comparaison, via des
approches multi-omiques, de ces deux compartiments microbiens devrait permettre de mettre
en évidence différentes voies d’adaptation aux multiples pressions anthropiques qu’ils

subissent.
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Figure VII.1. : Sites d’échantillonnage pour le projet C-OMICS EAU dans la rade de Toulon (mer
Méditerranée, France).

Le projet C-OMICS a donc pour ambition de coupler I’ensemble des approches « omiques » a
I’échelle « méta » (métabolomique, métaprotéomique mais également métagénomique), et ce
afin d’étudier les communautés microbiennes naturelles et leur production métabolique dans
des échantillons issus de la rade de Toulon. Ces analyses omiques vont étre complétées par des
analyses précédemment mises en place comme les différents dosages colorimétriques ou encore
les analyses par spectroscopie IR-TF. On peut définir ce projet par deux grands objectifs : 1)
Comprendre les différences de variations spatiales de diversité entre les compartiments
benthiques (sédiments), biofilms et planctoniques. 2) Identifier et hiérarchiser les facteurs de
controle principaux de la diversité et du fonctionnement microbien planctonique dans la rade

de Toulon.

Tous les échantillons (biofilms, sédiments, colonne d’cau) ont été récupérés et traités, mais la
plupart des analyses prévues sont en cours ou pas encore effectuées. Néanmoins, les premiers
résultats concernant 1’analyse métabolomique vont étre présentés trés succinctement ici. A la

suite de 1’analyse LC-(+)-ESI-MS non ciblée puis I’utilisation du logiciel MZmine et des
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différentes filtrations, une matrice de 1610 variables m/z a été obtenue. Cette matrice a permis
de générer une ACP (Figure VI1.2.A.) et une PLS-DA (Figure VI11.2.B.) permettant une bonne

séparation, toutes les deux, des trois groupes d’échantillons (biofilms, eau, sédiments).

A ACP B PLS-DA

® Biofilm

15

= ® Biofilm

o Sediments Sediments

10

PC2(128%)
Component 2 (12.7 %)

T T T T T . T T T T T
-40 20 0 20 40 -40 -20 0 20 40

PC1(57.8 %) Component 1 (57.8 %)

Figure VII.2. : Score plots de A) ACP et B) PLS-DA obtenus a partir des données LC-MS d’échantillons formés
in situ aux 3 différents sites de prélévements

Par la suite, la création d’un réseau via GNPS a permis I’identification d’une soixantaine de
molécules réparties dans plusieurs familles de molécules (lipides, peptides). La plupart des
molécules identifiées sont présentes au sein des biofilms, la base de données interne au
laboratoire enrichie au fur et a mesure de la thése a permis 1’annotation rapide de métabolites
présents dans les biofilms. A noter également que chaque cluster regroupe des métabolites

présents essentiellement dans un des trois types d’échantillons (Figure VI1.3.).
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Figure VI1.3. : Réseau moléculaire réalisé sur la plateforme GNPS regroupant les métabolites présents dans les
trois types d’échantillons (biofilms, sédiments, eau). (PE : Phosphatidyléthanolamine ; PC :
Phosphatidylcholine ; GPS : glycero-phosphoserine)

Dans la continuité des travaux de thése réalisés, une question serait d’évaluer 1’influence de
I’environnement, donc des trois sites, sur la formation de biofilms marins in situ d’un point de
vue du métabolome. Pour cela une ACP (Figure VII.4.A.) et une PLS-DA (Figure VI1.4.B.)
sont générées afin de discriminer les échantillons de biofilms en fonction du site. Les trois
groupes d’échantillons ne sont pas séparés sur I’ACP mais on obtient une bonne séparation
entre les groupes grace a une analyse supervisée (PLS-DA). En effet, les échantillons formés
sur le site de Suffren sont séparés des autres sur la composante 1 et les échantillons de Cannier

et du Lazaret sont séparés sur la composante 2. Les 15 variables les plus discriminantes entre
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ces trois groupes (VIPs) sont répertoriées dans le tableau V11.3. Parmi ces VIPs, les lipides sont
fortement présents sur les sites de Cannier et du Lazaret en comparaison avec le site de Suffren.

A ACP B PLS-DA
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e Suffren
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Figure VI1.4. : Score plots de A) ACP et B) PLS-DA obtenus a partir des données LC-MS d’échantillons
formés in situ aux 3 différents sites de prélévements

Les premiers résultats obtenus grace a 1’analyse métabolomique montrent dans un premier
temps une différence au niveau du type d’échantillons mais également une réelle différence
entre les biofilms formés sur les différents sites. Pour conclure sur ce projet en cours, la
perspective la plus importante, d’'un point de vue méthodologique, est 1’exploitation des
données de métaprotéomique et de métagénomique afin de réaliser une analyse multi-omiques

liant trois jeux de données omiques au niveau des biofilms formés in situ.
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Heatmap

Formul
vIPN® m/z | RT (min) |score viP ormule lons fragments MS/MS (abondance relative en %) Annotation putative
moléculaire
1 508376 | 9,87 353 CoeHssNOGP* 184,0733 [C5H;sNOLP] (14) ; 104,1071 [CsH1,NO] (100) ; 86,0965 [CsHN] (7) Lyso-PC(P-18:0)
490,4620 [C3,HgoNO;] (100) ; 472,4515 [C3,HsgNO] (65) ; 280,2639 [C15H34NO] (1) ; 262,2530 [CagHaN
2 stsamss | 1100 | 3513 | oMo [CasHzoNO3] (100) [Ca:HsaNO] (65) [CusHaNO] (1) [CisHN] | Phosphonosphingolipid
(58); 126,0317 [C;HsNO,P] (4) (d14:1/18:1)
3 3362537 | 761 3,27 CooH3NO;" of.
4 5084725 | 11,83 | 326 CyoHeNO;™ | 28,2323 [C14H3oNO] (3) ; 280,263 [C15H3NO] (23) ; 262,2528 [CgHaN] (100) ; 250,2528 [Cy7HsoN] (9) Cer(d18:2/14:0)
5 5103918 | 1039 | 3,04 CogHssNOGP* 240,094 [CoH1NOSP] (1) ; 184,0732 [CsHysNOLP] (14) ; 104,1071 [CsHyNOJ (100) ; 86,0965 [CsHoN] (7) Lyso-PC(0-18:0)
6 4904617 | 11,83 | 2,99 CyHeoNO,™ | 228,2322 [C14H3oNO] (3) ; 280,2633 [C15H3NO] (20) ; 262,2531 [Cy5Hi,N] (100) ; 250,2531 [Cy7HN] (8) Cer(d18:2/14:0)-H,0
260,2372 [C15H3oN] (100) ; 203,1797 [CysHys] (3) ; 150,1278 [CioHieN] (7) ; 133,101 [CyoHys] (5) 5 )
7 2782479 | 7,84 28 CuaaNO" [C15H30N] (100) [CisHas] (3) [CioH16N] (7) [CioHas] (5) Obscuraminol A
93,0699 [C;Hs] (9)
8 454,3289 | 9,13 271 CoHasNOGP* 184,0731 [C5HysNO4P] (13); 104,1071 [C5H,1NO] (100) ; 86,0965 [CSH12N] (10) Lyso-PC(0-14:0)
9 458,3825 9,15 2,68 CaHsoNOs™ nf.
.| 313.2732[C15H5,05] (5) ; 258.1099 [CHyiNOGP] (4) ; 184.0732 [CsH;sNOLP] (90) ; 104.1071 [C5H,1NO]
10 496,3398 | 9,52 2,67 Lyso-PC(16:0)
CaaHz:NOP (100); 86.0965 [CsHioN] (11) ¥50-PC(16:0)
11 398,3992 10 26 CosHsNO," nf.
0 ss24020 | 1021 2 CutoNOypt | 369337 [Casbis0a) (1) 258.1103 [CaHaNOGP] (4); 184.0733 [C:H,sNOAP] (100) ; 104.1072 [CoHLNO] Lyso-PC(200)
(61); 86.0965 [CSH12N] (5)
13 547,2694 118 2,56 Cs3H300;" nf.
. |341,3048 [C;4Hq105] (100) ; 267,2685 [C15H30] (5) ; 155,0103 [C3HgOsP] (14) ; 106,0501 [C3HgNO] (15) ;
14 5263135 | 1039 | 256 Lyso-PS(18:0
CasHasNOSP 88,0394 [C3HgNO,] (39) ¥so-PS(18:0)
15 506457 | 1165 | 252 CyHeoNOs*  |228,2323 [C14H3oNO] (16) ; 278,2481 [C1gH3,NO] (21) ; 260,2373 [CyH3oN] (100) ; 248,2371 [CyHioN] (3) Cer(d18:3/14:0)

Tableau VI1.3. : Liste des 15 métabolites possédant le VIP score le plus important ainsi qu’une proposition de
leur identification et une heatmap (rouge : fortement présent ; orange : moyennement présent ; bleu : peu

présent)
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Caractérisation de la production métabolique biofilms marins.
Vers une application a I'étude de biofilms complexes formés in situ.

Le phénomene de biofouling est un processus naturel qui impacte toutes les surfaces
immergées en milieu marin engendrant des problemes économiques et écologiques majeurs
a I’échelle planétaire. I1 est notamment induit par la formation de biofilms marins
correspondant a la colonisation des surfaces immergées par des bactéries s’organisant en
communautés en s’entourant d’une matrice de substances polymériques extracellulaires
(EPS). L’objectif de ce travail est I’utilisation et le développement de méthodologies
permettant 1’étude et la compréhension de I’étape précurseur de ce phénomene. La
corrélation des données récoltées a partir des méthodes appliquées (métabolomique et
réseau moléculaire, protéomique, dosages colorimétriques, microscopies, spectroscopies)
permet une approche multi-échelles pour la caractérisation des biofilms. Ces
développements visent, en premier lieu, a caractériser la production biochimique globale de
biofilms in vitro pour ensuite analyser des biofilms naturels formés in situ. L utilisation de
ce large panel de techniques a permis de répondre a certaines questions scientifiques comme
I’impact des nutriments (phosphates), d’une enzyme (quorum sensing) ou de
I’hydrodynamisme sur la nature de biofilms formés.

Mots-clés : Métabolomique ; réseaux moléculaires ; analyse multi-omiques ; biofilms marins,
EPS

Characterization of the metabolic production of marine biofilms.
Towards an application to the study of complex biofilms in situ.

The phenomenon of biofouling is a natural process that impacts all the surfaces
submerged in the marine environment, generating major economic and ecological problems
on a global scale. It is induced by the formation of marine biofilms corresponding to the
colonization of submerged surfaces by bacteria organizing in communities by surrounding
themselves with a matrix of extracellular polymeric substances (EPS). The objective of this
work is the use and development of methodologies to study and understand the precursor
stage of this phenomenon. The correlation of the data collected from the applied methods
(metabolomics and molecular network, proteomics, colorimetric assays, microscopies,
spectroscopy) allows a multi-scale approach for the characterization of biofilms. These
developments aim, first of all, to characterize the overall biochemical production of in vitro
biofilms and then analyse natural biofilms formed in situ. The use of this wide range of
techniques has made it possible to answer certain scientific questions such as the impact of
nutrients (phosphates), an enzyme (quorum sensing) or hydrodynamics on the nature of
formed biofilms.

Keywords: Metabolomics; molecular networks; multi-omic analysis; marine biofilms, EPS
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