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1. Importance du fer et son impact dans les environnements marins

1.1. Role du fer chez les microorganismes

Dans la nature le fer est un métal omniprésent, il est indispensable a tout organisme vivant,
avec néanmoins quelques rares exceptions, comme par exemple des espéces du genre Lactobacillus
(Weinberg, 1997). Ce métal est impliqué dans de nombreux processus cellulaires, tels que la
respiration, la photosynthese, la fixation de I’azote ou encore la synthese d’ADN. Le fer est un
excellent transporteur d’électron, de par sa faculté a en acquérir et a en perdre aisément. Ainsi, sous
forme ferreux, Fe?*, il est une source d’¢électron pour les bactéries ferro-oxydantes qui sont capables
d’oxyder le fer pour produire de 1’énergie. Réciproquement, la forme ferrique, Fe®*, peut jouer le
role d’accepteur final d’¢lectron lors de la respiration anaérobique réalisée par les bactéries
ferriréductrices (Weber et al., 2006). Le fer est aussi assimilé par les organismes vivants, il est avec
le magnésium et le zinc un des métaux les plus courants dans les systémes biologiques, et le
majoritaire retrouvé dans les centres redox des enzymes (d’aprés la base de données Metal-MACIE)
(Andreini et al., 2008; Ribeiro et al., 2018). Il est principalement présent dans des groupements
prosthétiques tels que ’héme ou les centres fer-soufre (Beinert et al., 1997; Frawley and Fang,
2014). Certains processus sont extrémement codteux en fer. Par exemple, pour les organismes
pratiquant la respiration, environ 94 % du fer cellulaire est retrouvé dans la chaine respiratoire, en
étant associé a des enzymes telles que la NADH-Q réductase, la succinate-Q réductase, le
cytochrome by et des complexes cytochrome oxydase (Tortell et al., 1999). Ce métal est également
indispensable pour la photosynthése. En effet, entre 36 et 47 atomes de fer sont nécessaires a la
chaine de transport d’¢électrons photosynthétique. Le métal se retrouve par exemple dans le centre
réactionnel des photosystemes avec 12 atomes de fer pour le photosystéme | et 2-3 atomes pour le
photosysteme Il (Raven et al., 1999).

Bien qu’il soit abondant sur Terre, le fer n’est que trés peu retrouvé dans sa forme libre,
notamment dans des environnements oxygeniques, le rendant ainsi peu biodisponible pour les
organismes (Konhauser et al., 2011). Pour toutes ces raisons, le fer est généralement 1’élément
limitant pour la croissance des microorganismes, et joue ainsi un réle essentiel dans des cycles
majeurs tels que celui du carbone ou encore de I’azote, car il est indispensable pour que les

organismes puissent pratiquer la respiration, la photosynthése ou la fixation de 1’azote.



Ce travail se focalise tout particulierement sur les environnements marins ou la concentration
en fer est trés faible, généralement comprise entre 0,02 et 1 nmol.L™ (Vraspir and Butler, 2009), le

metal étant souvent limitant pour la croissance des organismes.

1.2. Réle du fer dans les cycles des éléments majeurs au sein des environnements marins

Les océans sont des acteurs majeurs du climat car ils sont responsables d’environ la moitié
de la production primaire nette mondiale qui convertit le CO> en carbone organique (Field et al.,
1998). Ils absorbent également une quantité ¢levée des rejets de carbone liés a 1’activité humaine.
En effet, il est estimé qu’entre un quart et un tiers des émissions anthropiques de carbone issues de
’utilisation des énergies fossiles, de la déforestation ou encore de la production de ciment (qui
génere a elle seule environ 7% des émissions mondiales de CO2) sont séquestrées par les océans
(Ali et al., 2011; Gruber et al., 2019; Passow and Carlson, 2012; Sabine et al., 2004; Sabine and
Tanhua, 2010).

1.2.1. Cycle du fer

Le fer présent dans les environnements marins provient majoritairement des particules
déposeées par les vents, de sources hydrothermales, de la fonte des glaces ou encore des activités
humaines (Hutchins and Boyd, 2016). Le phénomeéne d’upwelling (remontée d’eau océanique
provenant des profondeurs) permet également d’apporter du fer aux organismes en surface. Ces
derniers vont rapidement en recycler la moitié¢ en I’utilisant pour produire de la matiére organique.
L’autre partie est piégée dans des particules qui coulent vers les zones profondes de ’océan (Boyd
and Ellwood, 2010; Tagliabue et al., 2017). La présence de fer stimule I’activité de certains
microorganismes qui produisent des ligands organiques afin d’acquérir le métal, augmentant ainsi
sa disponibilité pour d’autres organismes. Le fer devenant accessible, la croissance est alors limitée
par un manque d’autres nutriments (Lauderdale et al., 2020). Néanmoins, une grande partie des

environnements marins est tres pauvre en fer.

1.2.2. Les regions HNLC (High Nutrient Low Chlorophyll)

Approximativement un tiers de la surface des océans est riche en nutriments mais présente
une faible production primaire (Boyd et al., 2007). Dans ces régions, appelées HNLC pour High
Nutrient Low Chlorophyll, une concentration élevée de nutriments azotés et phosphatés est

retrouvée, alors que la concentration en chlorophylle est basse en raison d’une faible biomasse



phytoplanctonique. Il y a plusieurs décennies, John Martin a proposé ’hypothese du fer (The Iron
Hypothesis) qui stipule que la limitation de la croissance du phytoplancton serait causée par une
carence en fer (Martin and Fitzwater, 1988). Des études mettant en jeu des fertilisations artificielles
ou naturelles de fer ont confirmé que le fer était I’élément limitant dans les régions HNLC (Coale
et al., 1996; Martin et al., 1994; Blain et al., 2007). Ces résultats ont été remis en question quelques
années plus tard, en démontrant notamment que la quantité de carbone organique particulaire
n’augmente pas significativement dans le flux d’eau vertical malgré I’ajout de fer (Quéguiner,
2013). En effet, d’autres facteurs en plus de la concentration en fer limitent la croissance, comme
par exemple le manque de lumiére ou une concentration en silicate trop faible (Aumont and Bopp,
2006). Bien que le manque de fer puisse effectivement limiter la production primaire dans certaines
zones des environnements marins, ce n’est pas forcément le facteur limitant dans tous les océans.
Méme si elle n’est pas limitante, la concentration en fer est un parametre important pour la
croissance de microorganismes marins qui sont fortement impliqués dans les cycles

biogéochimiques, notamment ceux du carbone et de 1’azote.
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Figure I.1. Cycle du carbone marin ou pompe biologique du carbone.

Le carbone inorganique (CO,) est utilisé par le phytoplancton pour produire du carbone organique par la
photosynthese (étape 1). Lors de sa mort (par lyse virale ou par senescence par exemple), le phytoplancton
libére de la matiere organique (contenant du C, N et P) dissoute et particulaire (étape 2). Le phytoplancton
peut également étre consommeé par le zooplancton (étape 3). En respirant, le zooplancton va reminéraliser
une partie du carbone organique en CO- et par excrétion ou lors de leur mort, le zooplancton libére également
du carbone organique (particulaire et dissous) qui pourra étre utilisé par les bactéries hétérotrophes. Ainsi les
bactéries vont recycler le carbone organique provenant a la fois du phytoplancton et du zooplancton. En
respirant elles vont reminéraliser ce carbone organique. Les bactéries peuvent également étre consommeées
par le zooplancton. Tous ces phénoménes constituent la boucle bactérienne (étape 4). Les bactéries
reminéralisent les nutriments (C, N et P) qui pourront de nouveau étre utilisés par le phytoplancton. Une
partie du carbone organique, qualifié de récalcitrant et résistant a la dégradation coule au fond de 1’océan et
y restera pendant des milliers d’années, processus de la pompe microbiologique de carbone (étape 5). Une
partie du carbone organique particulaire n’est pas dégradé par les organismes et va lui aussi se retrouver au
fond des océans, il s’agit de la pompe biologique (étape 6). La dernicre étape, le shunt viral, participe a la
libération de carbone organique dissous et particulaire en lysant les cellules bactériennes et

phytoplanctoniques. Adapté de (Buchan et al., 2014).



1.2.3. La pompe biologique ou cycle du carbone marin
Dans le milieu marin, le cycle du carbone est en partie controlé par les organismes vivants. Les
producteurs primaires autotrophes, majoritairement le phytoplancton, produisent de la matiére
organique a partir d’énergie lumineuse et de CO2 par photosynthése. Le phytoplancton est un terme
employé pour désigner les organismes photosynthétiques et qui est composé a la fois d’organismes
procaryotes, les cyanobactéries, et d’organismes eucaryotes tels que les diatomées ou encore les
dinoflagellés. La pompe biologique de carbone (Figure 1.1), ou cycle du carbone marin, repose sur
des processus biologiques qui transforment et stockent le CO2 atmosphérique. Le phytoplancton
réalise la photosynthése pour produire de la matiére organique a partir des nutriments présents dans
I’eau de mer ainsi que du carbone inorganique. Lorsque ces producteurs primaires sont consommes
par le zooplancton ou qu’ils lysent, le carbone organique est recyclé (Bopp et al., 2019). Le carbone
organique liberé lors de la lyse peut étre utilisé par des bactéries, et lors de la mort de ces derniéres,
la matiere organique peut se retrouver de nouveau dans I’environnement sous forme de particules
qui vont sédimenter au fond de ’océan. En résumé, le carbone organique dissous, comprenant les
composants cellulaires tels que les glucides, les lipides, les protéines, les acides aminés se retrouvent
dans la colonne d’eau par trois sources : lors de la mort des producteurs primaires (par senescence,
lyse virale ou fongique, ou encore manque de nutriments), par sécrétion de ces composés par les
organismes phytoplanctoniques et enfin par excrétion ou mort des organismes héterotrophes (Moran
et al., 2022). Cette matiére organique est en grande partie recyclée par les organismes hétérotrophes,
qui en respirant reminéralisent la matiére organique en CO2. Au sein de la colonne d’eau, la
consommation du carbone organique est majoritairement réalisée par les bactéries hétérotrophes en
raison de leur abondance et de leur diversité (Azam and Malfatti, 2007). Le cycle du carbone repose
donc sur un équilibre entre les activités autotrophiques et hétérotrophiques, et est dépendant des
phénomeénes d’efflorescence phytoplanctonique. Ces efflorescences interviennent au printemps
lorsque, notamment, la température de I’eau, I’ensoleillement et la quantité de nutriments
augmentent (Buchan et al., 2014). Ce recyclage de la matiere organique est indissociable de
processus tels que la respiration et la photosynthése, nécessaire pour la production d’énergie.
Comme mentionné précédemment, le fer est un cofacteur, entre autres, des cytochromes ou des
photosystemes impliqués dans la respiration et la photosynthése. Il est donc indispensable pour la
croissance des organismes, quel que soit leur role, démontrant 1I’implication de ce métal dans le

cycle du carbone marin.



1.2.4. Cycle de I’azote

Nitrate réductase

NO, +2¢ +2H e NO_ +H O

Nitrite réductase

NO, +6e +8H == NH, +2H O

Nitrogénase

N,+ 8¢ +8H === 2NH_+H,

Figure 1.2. Réactions simplifiées de la fixation d’azote, de la réduction de nitrates et de
nitrites, et enzymes impliquées.

Le fer est également étroitement li¢ au cycle de I’azote. En effet, selon la forme de 1’azote
dans I’environnement (N2, NH4*, NO3"), les cellules auront un besoin en fer variable (Schoffman et
al., 2016). Cela s’explique par le fait que 'ammonium (NH4") peut étre directement utilisé par les
organismes pour I’incorporer aux acides aminés, alors qu’a I’inverse, le diazote (N2) et les nitrates
(NO3) doivent étre tout d’abord convertis en ammonium (ou ammoniaque NHsz selon les
conditions). Chez les organismes phytoplanctoniques tels que les algues ou les cyanobactéries
(Moreno-Vivian and Flores, 2007), les enzymes nitrite et nitrate réductases, qui convertissent les
nitrates en nitrites et les nitrites en ammonium (Figure 1.2), utilisent toutes deux du fer comme
cofacteur. Le fer est également nécessaire pour d’autres enzymes, comme par exemple la nitrate
réductase périplasmique car cette protéine contient un cluster fer-soufre (Sparacino-Watkins et al.,
2014).

Les microorganismes diazotrophes tels que les cyanobactéries dans les océans fixent I’azote

atmosphérique (N2) grdce a une enzyme, la nitrogénase, catalysant la réduction du N2 en ion



ammonium NH4* (Figure 1.2). Cette enzyme requiert une quantité particulierement élevée de fer
pour pouvoir réaliser cette réaction de réduction. En effet, 26 atomes de fer sont nécessaires pour
chaque complexe enzymatique actif, auxquels s’ajoutent d’autres atomes indispensables pour le
transport d’électrons (Hutchins and Capone, 2022; Hutchins and Safiudo-Wilhelmy, 2022). Par
conséquent, les organismes diazotrophes sont généralement limités par la teneur en fer de leur

environnement.

Jusqu’a présent, il a été discuté du fait que le fer intervient dans plusieurs processus
cellulaires (respiration, photosynthese, fixation de 1’azote) expliquant pourquoi il est nécessaire que
les organismes en acquicérent en quantité suffisante. L’objet du prochain paragraphe est de
comprendre pour quelle raison le fer est présent en concentration trés faible dans les environnements

marins.



1.3. Spéciation du fer dans I’environnement marin

Le fer impliqué dans les réactions biologiques présente essentiellement deux degrés
d’oxydation : +II noté Fe(II) et +III noté Fe(Ill). Dans les composés ioniques, Fe(Il) correspond a
I’ion ferreux Fe?* et Fe(Ill) a I’ion ferrique Fe®*. En milieu aqueux oxique, le fer ionique existe
uniquement sous la forme oxydée Fe®*. Les ions Fe*" ne sont pas stables dans I’eau, surtout a pH
alcalin, ou ils subissent des réactions d’hydrolyse (Figure 1.3) pour former des espéces d’hydroxide
ferrique qui sont insolubles et précipitent (Libes, 2011; Liu and Millero, 2002). Dans I’eau de mer,
une grande partie du fer est assimilée par les organismes vivants et se trouve liée a des ligands
organiques qui sont libérés a la mort de ces organismes. De cette maniére, le fer appartenant a la
fraction dissoute dans I’eau mer est dans sa quasi-totalite (>99%) complexé avec des ligands

organiques et suit une speciation complexe (Gledhill and Buck, 2012).

La discussion des paragraphes 1.3.1 et 1.3.2 se base principalement sur deux revues, Boyd
and Ellwood (2010) et Gledhill and Buck (2012) qui traitent de la complexation entre le fer et les

ligands organiques. Quelques précisions ont eté apportées, avec des données plus récentes.

Fe3* + H,0 == FeOH?* + H*

Fe3* + 2H,0 == Fe(OH),* + 2H*
Fe3* + 3H,0 == Fe(OH), (s) + 3H*
Fe’* + 4H,0 == Fe(OH), + 4H"
2Fe* + 2H,0 == Fe,(OH),* + 2H*
3Fe + 4H,0 == Fey(OH),5 + 4H*

Figure 1.3. Réactions d’hydrolyse du fer et formation d’hydroxydes.
Adapté de (Stefansson, 2007).



1.3.1. Le fer est complexé a des ligands organiques
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Figure 1.4. Distribution physique du fer dans I’eau de mer.

Few fer total ; Fepa fer particulaire ; Fecon fer colloidale ; Fesu fer soluble ; Feq fer dissous.

La spéciation physique du fer dans 1’cau de mer est définie par la taille des pores des filtres
utilisés pour isoler les différentes fractions (Figure 1.4). Le fer soluble correspond a la fraction
inférieure a 0,02 um (ou 1 kDa), la fraction colloidale a une taille de 0,02 um a 0,2 um. Le fer
dissous est composeé des fractions soluble et colloidale. La fraction particulaire du fer correspond
aux formes complexées du fer, dont la taille est supérieure a 0,2 pum. A cette spéciation physique
s’ajoute une spéciation chimique basée sur les ligands du fer. En effet, le fer dissous est complexé
a plus de 99% par des ligands organiques, qui sont généralement divisés en deux groupes : les
ligands ayant une forte affinité avec le fer, appelés L1 (avec une constante de stabilité : logreL1 >
12), et ceux ayant une plus faible affinité, appelés L2 (avec une constante de stabilité : logreL2< 12).
L’origine biologique de ces ligands a été démontrée dans plusieurs études, ou de forts excés de
ligands ont été détectés la ou la biomasse est maximale (Buck and Bruland, 2007; Gerringa et al.,
2006, 2008; Gledhill and Buck, 2012; Ibisanmi et al., 2011; Mohamed et al., 2011). De plus, une
étude menée par Wagener en 2008, indique également que la concentration en ligands augmente
avec la production primaire, durant les périodes de printemps et d’été (entre mai et aofit), en raison

de I’ensoleillement et de la température plus €levés, confirmant 1’origine biologique de ces ligands



(Wagener et al., 2008). Le fer li¢ a de la matiére organique n’est pas immédiatement biodisponible
pour les cellules, ces derniéres doivent généralement elles-aussi produire des ligands afin de pouvoir
assimiler le métal. A I’inverse, la forme inorganique du fer est la seule qui est directement disponible
pour certains organismes, mais sa concentration est extrémement faible, inférieure & 10 mol.L*
(Tagliabue et al., 2017).

La répartition spatiale des ligands dépend de leur affinité avec le fer. Les ligands les plus
forts, sont retrouvés a forte concentration et en excés en surface ainsi qu’a des profondeurs
intermédiaires (moins de 2000 m). Plus la profondeur augmente, plus la quantité de ligands fort
diminue et ces derniers se retrouvent saturés en fer. Aux profondeurs élevées, les ligands faibles se
retrouvent trés majoritaires (Buck et al., 2018), bien qu’ils soient toutefois présents tout au long de
la colonne d’eau (Boyd and Ellwood, 2010).
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1.3.2. Origine des ligands organiques
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Figure 1.5. Structures théoriques de composés humiques.

Les structures représentées sont celles de 1’acide humique (A) et de 1’acide fulvique (B). La fléche vers le
bas de la structure de I’acide humique (A) indique que d’autres structures identiques (acides aminés voire
méme d’autres molécules d’acides humiques) peuvent étre liées a la molécule. R indique un résidu alkyle.

L’affinité avec le fer est proportionnelle au nombre de cycles aromatiques.

Adapté de (Buffle, 1977; Stevenson, 1994; Wang and Mulligan, 2006).



Les ligands a forte affinité pour le fer sont des sidérophores produits par les microorganismes
qui les utilisent pour I’acquisition du fer. La production de ces ligands étant biologique, la distance
par rapport a la cote n’influence pas particulierement la distribution des ligands, a I’inverse de la
profondeur car ¢’est en surface que vit la majorité des organismes vivants (Boye et al., 2003; Buck
and Bruland, 2007; Gledhill and Buck, 2012; Hopkinson and Barbeau, 2007). La structure et la
fonction des sidérophores sont détaillées dans le paragraphe 2.1.1.

Les ligands les plus faibles sont généralement des substances humiques résultant de la
décomposition de matiére organique d’origine marine ou terrestre (Boyd and Ellwood, 2010;
Gledhill and Buck, 2012; Laglera and van den Berg, 2009). Les concentrations en substances
humiques les plus hautes, autour de 190 pg.L™  ont été relevées a proximité des cotes alors qu’en
milieu océanique elles sont comprises entre 10 et 120 pg.L™. Des concentrations élevées sont
également retrouvées a des profondeurs entre 500 et 1000 m (Whitby et al., 2020). Majoritairement
composées d’acides humiques et fulviques, les substances humiques sont trés hétérogenes, avec
notamment un nombre de sites liant le fer ainsi qu’une affinité pour ce métal variables (Krachler et
al., 2015). La structure type de ces composés est présentée en Figure 1.5. La liaison entre le métal
et les composés humiques se fait au niveau de leurs cycles aromatiques. Leur affinité avec le fer est
moins élevée que les ligands forts car ils ne forment pas nécessairement un complexe hexadentate
avec le métal comme le font les sidérophores. Un ligand hexadentate se combine avec un atome
métallique avec six liaisons assurant ainsi une forte stabilité du complexe. Plus le nombre de liaison
est proche de 6, plus la stabilité du complexe est forte, ¢’est pourquoi la complexation du fer est
positivement corrélé avec I’aromaticité des composés humiques (Kikuchi et al., 2017). Il est
également possible que ces complexes ne soient pas de steechiométrie 1:1, une molécule humique
peut lier plusieurs atomes de fer, ou a ’inverse, deux composés peuvent n’en lier qu’un seul. Les
composés humiques représentent une fraction importante des ligands, entre 25 et 50 % (Dulaquais
et al., 2018; Whitby et al., 2020). Une autre source de ligands faibles provient également des
produits de la photolyse de sidérophores tels que la pétrobactine, la vibrioferrine, ou encore
I’aquachéline par exemple (Amin et al., 2009; Barbeau et al., 2001; Boyd and Ellwood, 2010; Butler

et al., 2021). Les sidérophores et leurs photoproduits sont présentés en Figure 1.6.



1.3.3. Devenir du fer dans les océans et réactivité des ligands
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Figure 1.6. Exemples de sidérophores marins et leurs photoproduits.
L’affinité des sidérophores photoréduits pour le fer est souvent plus faible car la réduction a modifié certains

groupements impliqués dans la liaison avec le métal et ne forment plus des complexes hexadentates.

Adapté de (Butler et al., 2021).



La majeure partie des ligands du fer, qu’ils soient forts ou faibles, réside dans les fractions
solubles et colloidales constituant le fer dissous. Le fer ainsi que les ligands peuvent passer d’une
fraction a I’autre, par divers mécanismes tels que la réduction photochimique ou encore I’acquisition
du fer par les bactéries. Ainsi, lorsqu’un sidérophore est photolysé (Figure 1.6), son affinité avec le
fer est réduite, et le complexe peut méme se dissocier. Par conséquent, le fer peut par la suite étre
complexé par de la matiére organique et donc passer de la fraction soluble (complexe fer-
sidérophore) a la fraction colloidale ou particulaire (complexe fer-matiére organique). Le fer libéré
et/ou sous forme de complexe avec le sidérophore peut aussi étre acquis par un microorganisme. A
la mort de ce dernier, le fer se retrouve dans la fraction colloidale ou particulaire, car lié a de la
matiére organique. Il est également possible que divers agrégats puissent se former a partir de
matiere organique dissoute, réduisant ainsi la concentration en fer soluble au profit du fer colloidal
ou particulaire (Boyd and Ellwood, 2010). La grande majorité du fer étant complexeé par des ligands
biologiques, sa concentration dans les différentes fractions est par conséquent tres dependante de
I’activité biologique. Les microorganismes vont dégrader la matiére organique pour se développer
et produire des sidérophores pour acquérir le fer, ce qui aura pour conséquence de libérer a la fois
des ligands forts et des ligands faibles (Boyd and Ellwood, 2010; Wu and Boyle, 2002). La
production de sidérophores complexant le fer augmente ainsi la concentration en fer dissous, le
métal devient alors biodisponible méme pour les organismes ne produisant pas de sidérophores, tels
que les diatomées ou encore le picophytoplancton (Sato et al., 2007). L’origine ainsi que les

échanges de fraction des ligands sont présentées en Figure 1.7.
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Figure 1.7. Devenir du fer dans les océans et réactivité des ligands.

Le fer entre dans les environnements marins par les poussieres apportées par les vents, suite a la fonte des
glaces ou aux activités humaines. Le métal est sous forme particulaire, et est trés vite assimilé par les
organismes phytoplanctoniques, ou par les bactéries qui produisent des sidérophores. Lorsque ces organismes
meurent par sénescence, lyse virale ou broutage par le zooplancton, le fer est libéré. Suite a une lyse, il se
retrouve sous forme colloidale ou particulaire car lié a de la matiere organique (protéines, lipides, etc.). Sous
cette forme, une partie du fer va étre récupérée par les bactéries qui la encore vont produire des sidérophores
pour acquérir le métal. L autre partie coule au fond de ’océan et les ligands organiques s’agregent, le fer est
par conséquent majoritairement sous forme particulaire. Des phénoménes ponctuels d’upwelling peuvent
également avoir lieu et ramener le fer précipitant a la surface des océans, qui peut alors & nouveau entrer dans

le cycle en étant consommé par les organismes.
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Comme il vient d’en étre discuté, les concentrations en fer dans les différentes fractions sont
dépendantes de la profondeur. La concentration en fer dissous est généralement limitée par la
concentration en ligands libres (Whitby et al., 2020). De la surface a 250m, la concentration en fer
particulaire diminue avec la profondeur, bien qu’il n’y ait pas d’augmentation de la concentration
en fer dissous (Boyd et al., 2005; Boyd and Ellwood, 2010). D’aprés les auteurs, bien que
surprenant, ce constat pourrait néanmoins s’expliquer par 1’assimilation biologique du fer. Ainsi, le
fer particulaire serait directement assimilé par les microorganismes et n’entrerait pas dans la fraction
dissoute. Entre 250 et 1000m de profondeur, la concentration en fer dissous augmente, résultant de
I’activité biologique et de la production de ligands solubles tels que les sidérophores. Enfin, en
dessous de 1000m, la concentration en fer soluble diminue de nouveau, car les grosses particules
organiques séquestrent le fer en sédimentant (Boyd and Ellwood, 2010; Lamborg et al., 2008; Wu
and Boyle, 2002). En résume, la concentration en fer particulaire diminue au fur et a mesure avec
la profondeur, jusqu’a environ 1000m car il est consommé par les organismes ou complexé par des
sidérophores. En dessous de 1000m, sa concentration augmente de nouveau suite a I’agrégation de

molécules organiques sédimentant au fond de I’océan.

1.3.4. Le fer inorganique

Bien que la majorité du fer dissous soit complexé a des ligands organiques, une partie de
cette fraction du fer est inorganique. Cette fraction existe sous la forme de minéraux
nanoparticulaires constitués d’(oxyhydr)oxides de fer tel que la ferrihydrite, goethite, lepidocrocite,
hematite et schwertmannite (Raiswell, 2011). Les sources d’entrée de ces (oxyhydr)oxides de fer
dans I’océan sont via les estuaires ou ils sont apportés depuis les rivieres et le vent qui transporte
des poussi¢res minérales vers ’océan et qui sont une source de fer soluble (Raiswell, 2011). La
fonte des icebergs libére également le fer qui y était contenu en grande quantité, 9,3 pmol.L™ en
moyenne (Hopwood et al., 2019). Le fer inorganique est également retrouve a la surface des
sédiments du plateau continental (Raiswell, 2011), possiblement libéré par des phénomeénes tels que
I’érosion. Sa concentration est tres faible dans la colonne d’eau car il est rapidement complexé a des
ligands organiques. Bien que peu d’études se soient intéressées a la concentration en fer inorganique
dans les océans, quelques données sont tout de méme disponibles dans la littérature. La premiére
concerne 1’océan austral, ol sa concentration est comprise entre 40 et 0,04 pmol.L™ (Boye et al.,
2001). Cet océan est connu pour étre une zone HNLC, la concentration en fer est donc supposée étre

particulierement faible. Une deuxiéme étude, menée a la station ALOHA située dans I’océan



Pacifique, au nord d’Hawai indique que la concentration en fer inorganique mesurée est d’environ
0,1 pmol.L? (Bundy et al., 2018). Le fer n’est pas considéré comme limitant dans cet
environnement, néanmoins, sa concentration sous forme inorganique est encore plus faible que pour
I’océan austral. Méme si ces données ne sont pas totalement représentatives de 1’ensemble des
océans, elles soulignent tout de méme que la quantité de fer sous cette forme est extrémement faible.
Cela s’explique par le fait que les ligands organiques, tels que les sidérophores ou les composés
humiques ont une affinité élevée avec ce métal, ils vont donc se lier aux ions de fer provenant des
(oxy)hydroxides, conduisant & une diminution de la concentration en fer inorganique et une
augmentation de celle en fer organique.

La ferrihydrite est une forme de fer biodisponible pour les organismes phytoplanctoniques
(Raiswell, 2011), qui sont capables de 1’acquérir par des transporteurs TonB-dépendants ou des
porines (Sutak et al., 2020). A I’inverse du phytoplancton, les microorganismes hétérotrophes n’ont
pas été décrits comme capables de transporter directement le fer inorganique. De plus, bien que le
métal soit majoritairement complexé a des ligands organiques, il n’est pas pour autant directement
disponible pour ces organismes. C’est pourquoi les cellules disposent de systémes d’acquisition leur

permettant de récupérer le fer complexe.

2. Les systémes d’acquisition du fer chez les bactéries

Ce paragraphe décrit les différents systémes et stratégies d’acquisition du fer chez les
bactéries. Bien que les recherches menées durant cette these concernent une bactérie marine, les
mécanismes discutés ici sont, le plus souvent, ceux de bactéries modeles a intérét médical car ce
sont des études menées avec ce type de bactérie qui ont fourni la plupart des connaissances sur les
mécanismes moléculaires de 1’acquisition du fer. Parmi les bactéries aérobies, 1’assimilation du fer
par I’utilisation de sidérophores occupe une place prépondérante dans la littérature alors que les
autres voies restent beaucoup moins connues. Les voies dépendantes des sidérophores sont donc
traitées séparément des voies indépendantes de sidérophores. Cette distinction est toutefois
purement organisationnelle puisque beaucoup de bactéries possedent les deux types de mécanisme
d’acquisition du fer. Le type de transport utilisé dépend de la solubilité du fer et donc, de son état
rédox puisque, de pH neutre a alcalin, Fe(l1) est relativement soluble dans 1’eau alors que Fe(I1I) ne
I’est pas. Les ions Fe?* sont donc pris en charge directement par des transporteurs membranaires.

Les ions Fe®* sont majoritairement liés a des ligands organiques ou sous forme de particules



minérales. La nature des ligands détermine aussi grandement le type de transport. Le fer lié aux
ligands organiques et le fer inorganique sont généralement assimilés via des sidérophores.
Néanmoins, le fer lié aux hemes ou a certaines protéines comme la transferrine et la lactoferrine,
pour lesquels des bactéries possédent des transporteurs spécifiques, peut étre assimilé sans 1’aide de

sidérophores.



Figure 1.8. Liaison entre le fer et la pétrobactine.
Adapté de (Barbeau et al., 2002).
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2.1. Voie dépendante de la production de sidérophores
2.1.1. Structure et fonctions des sidérophores

Les sidérophores sont des composés de faible poids moléculaire ayant une trés forte affinité
pour le fer(111) (Neilands, 1995). La liaison avec le fer se fait grace aux atomes d’oxygéne, qui sont
des donneurs d’électrons et qui ont par conséquent une forte affinité pour les cations métalliques
(Khan et al., 2018). La conformation la plus stable pour lier un atome de fer comprend six fonctions
coordinantes (hexadenticité) (Soares, 2022), généralement six atomes d’oxygéne, comme présenté
dans la Figure 1.8. Les sidérophores peuvent étre regroupés en cing classes principales, indiquées
en Figure 1.9 : catécholate, phénolate, hydroxamate, carboxylate et un assemblage de différents
types. A ce jour, environ 300 sidérophores ont été recensés (Siderophore Base - The Web Data Base
of Microbial Siderophores), certains associes a quelques espéces appartenant a un méme genre,
comme par exemple la bacillibactine ou encore la mycobactine, produites par des espéces
appartenant au genre Bacillus ou Mycobacterium, respectivement. A I’inverse, un méme
sidérophore peut étre produit par deux espeéces bactériennes trés opposées, comme c’est le cas par
exemple pour la pétrobactine, synthétisée par Bacillus anthracis, bactérie terrestre appartenant a la
classe des Bacilli et Marinobacter hydrocarbonoclasticus, bactérie marine appartenant a la classe
des Gammaproteobacteria. Une méme souche bactérienne peut produire plusieurs sidérophores,

comme B. anthracis qui produit a la fois la pétrobactine et la bacillibactine (Wilson et al., 2009).

Les sidérophores sont sécrétés dans le milieu extracellulaire par les organismes dans le but
d’acquérir du fer. De par leur forte affinité avec ce dernier, ces molécules se lient a un ion Fe* et le
complexe ainsi formé est ensuite récupéré par les cellules. Les sidérophores permettent donc de
récupérer le fer sous forme inorganique mais également lorsqu’il est déja li¢ a de la matiere
organique car 1’affinité entre le fer et le sidérophore est bien plus élevée que celle entre le métal et
les composés humiques. Quelques sidérophores, notamment ceux produits par des bactéries
marines, ont la particularité d’étre amphiphiles. Ils possédent une téte hydrophile et une queue
hydrophobe, composée d’acides gras (Vraspir and Butler, 2009). Certains d’entre eux restent méme
accrochés a la membrane cellulaire via leur partie hydrophobe, captant le fer a la surface de la
cellule, ne diffusant ainsi pas dans leur environnement (Martinez et al., 2003). A I’inverse, les
sidérophores ne possédant pas cette propriété doivent étre sécrétés dans le milieu extracellulaire.
Une autre particularité des sidérophores marins est qu’ils sont souvent composés d’une moitié¢ acide

a-hydroxyle (Vraspir and Butler, 2009). Ce groupement rend les molécules photooxydable.
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Figure 1.9. Différentes structures de sidérophores.

Les sidérophores peuvent étre regroupés en 5 classes en fonction de leur structure. Les groupements ont été
encadrés : catécholate (en rouge), phénolate (en orange), hydroxamate (en jaune), carboxylate (en vert) et un
assemblage de différents types (mix). Les especes produisant ces sidérophores sont précisées.

Adapte de (Kramer et al., 2020).



En plus de leur role dans I’acquisition du fer, les sidérophores assurent également d’autres
fonctions. Ces molécules sont capables de chélater d’autres métaux essentiels, tels que le zinc ou le
manganese par exemple, qui peuvent ensuite étre récupérés par les cellules (Behnsen et al., 2021;
Duckworth et al., 2009). Cette propriété permet aussi de protéger les cellules contre les métaux
toxiques dont certains d’entre eux sont capables d’entrer dans le périplasme par diffusion chez les
bactéries didermes. Par exemple, Pseudomonas aeruginosa produit la pyoverdine qui est capable de
se lier avec une affinité différente a plusieurs métaux, dont certains pouvant s’avérer toxiques
comme le plomb ou le chrome. Le complexe formé avec ces métaux n’est pas reconnu par le
transporteur et reste dans le milieu extracellulaire (Braud et al., 2009). Les métaux liés aux

sidérophores ne pourront plus traverser la membrane externe, réduisant leur toxicite.

Un autre role observe des sidérophores est leur implication dans la protection contre le stress
oxydant. Une étude a démontré que I’entérobactine, un sidérophore produit par Escherichia coli
protege les cellules contre le peroxyde d’oxygéne et le paraquat (Peralta et al., 2016). Les groupes

hydroxyles contenus dans les cercles aromatiques permettent de stabiliser les radicaux libres.

I1a également été démontré que I’utilisation de sidérophores est essentielle pour la formation
de biofilms chez B. subtilis et Mycobacterium segmentis dans des conditions de faible concentration
en fer (Ojha and Hatfull, 2007; Rizzi et al., 2019). Pour ces biofilms, le fer est indispensable pour
que leur formation puisse avoir lieu et I’utilisation de sidérophores est nécessaire pour que les

cellules puissent acquérir suffisamment de fer.

Pour les organismes pathogénes, 1’utilisation de sidérophores est essentielle pour assurer leur
virulence car chez leur hote, le fer n’est pas libre. Par exemple chez les mammiferes, il est lié a des
protéines de la famille des transferrines. La sécrétion de sidérophores par les organismes pathogenes
est alors nécessaire pour pouvoir acquérir du fer et proliférer (Saha et al., 2013). C’est le cas pour
Staphylococcus aureus dont la production de deux sidérophores, la staphyloferrine A et B permet
d’obtenir du fer 1ié a des transferrines chez leur hote, contribuant a leur virulence (Beasley et al.,
2011). Chez P. aeruginosa, il a méme été observé que la pyoverdine agit comme une molécule de
signal et régule sa propre production ainsi que celle de facteurs de virulence comprenant 1’exotoxine

A et une endoprotéase (Lamont et al., 2002).
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Figure 1.10. Implication des enzymes NIS dans la voie de biosynthése de I’achromobactine.

AcsD est une enzyme NIS de type A (catalyse la condensation d’un des groupes prochiral de 1’acide citrique
avec une amine), AscC une enzyme NIS de type C (catalyse la condensation entre une amine et un
intermédiaire citryl) et AscA une enzyme NIS de type B (catalyse la condensation d’a-ketoglutarate avec un

intermédiaire citryl-amine). Adapté de (Carroll and Moore, 2018).

2.1.2. Voies de synthése des sidérophores

La biosynthese des sidérophores est dans la majorité des cas assurée par des enzymes de
synthese des peptides non ribosomiques, abrégées NRPS pour non-ribosomal peptides synthetase.
Les sidérophores sont I’assemblage de précurseurs, tels que du citrate, du dihydroxybenzoate, des
acides aminés, catalysé par les NRPS (Chen et al., 2019; Khan et al., 2018). Ces derniéres sont des
complexes multi-enzymatiques, indépendants du ribosome (c’est-a-dire qu’ils ne nécessitent pas de
modéle ARN) (Crosa and Walsh, 2002), impliqués dans la synthése de peptides, tels que les
sidérophores. Ces enzymes sont composees de modules, eux-mémes constitués de domaines
enzymatiques. Trois domaines sont essentiels pour I’assemblage des sidérophores et sont retrouvés
dans chagque module. 11s’agit du domaine d’adenylation, catalysant la reconnaissance et I’activation
du substrat, du domaine de thiolation assurant le transport des substrats vers les centres catalytiques
(domaine également appelé peptidyl carrier protein) et enfin le domaine de condensation qui
catalyse la formation du peptide (Schwarzer et al., 2003). La synthese de sidérophores peptidiques,
tels que la pyochéline, la pyoverdine, I’entérobactine ou encore la mycobactine est essentiellement

réalisée par des NRPS.



Une autre partie de sidérophores est synthétisee par une autre voie, appelée NRPS
independant siderophore (NIS) synthetase. Les NIS ne partagent pas de similarités de structure, ni
de séquence avec les NRPS (Chen et al., 2019). Les synthétases NIS n’assurent qu’une réaction
enzymatique, qui consiste généralement en la condensation d’acide citrique (ou d’un dérivé) avec
un composé possedant un groupement alcool ou amine (Carroll and Moore, 2018). Cette voie permet
I’assemblage de sidérophores contenant des acides a-hydroxy et hydroxamiques (Challis, 2005).
Les enzymes NIS sont classées en quatre types : A, A’, B et C selon leur spécificité de substrat.
Trois exemples de réactions impliquant ces trois classes sont présentés en Figure 1.10. Pour le type
A, les enzymes catalysent la condensation d’un des groupes prochiral de I’acide citrique avec des
alcools ou des amines. Le type A’, sous classe du type A, contient des enzymes qui catalysent la
condensation de 1’autre groupe prochiral de I’acide citrique avec des amines. Pour le type B, les
enzymes catalysent la condensation d’o-ketoglutarate et de groupes y-carboxyles avec les
intermédiaires du cytril-amine (produit par les enzymes de la classe A). Enfin les enzymes du type
C catalysent la condensation entre un mono-amide ou une amine avec un intermédiaire succinyl ou
citryl. Des sidérophores non-peptidiques tels que 1’aérobactine ou encore la rhizobactine sont
synthétisés a I’aide de synthétases NIS (Carmichael et al., 2019). Dans certains cas, il est possible
que la synthese du sidérophore fasse intervenir a la fois des enzymes NRPS et des NIS, comme pour
la pétrobactine ou AsbA et AsbB sont des synthétases NIS de type A et C, respectivement, et AsbC,
AsbD et AsbE sont des NRPS (Chen et al., 2019). La derniere enzyme impliquée dans la biosynthése
de la pétrobactine, AsbF n’est ni un NRPS ni une NIS, il s’agit d’'une déhydratase (qui retire un
groupement H,0).

Comme il vient d’en étre discuté, les sidérophores sont le résultat d’'un assemblage de
précurseurs. Les paragraphes suivants traitent du fonctionnement de I’acquisition du fer par
I’utilisation de sidérophores. Le sidérophore est tout d’abord sécrété dans le milieu extracellulaire
ou il se lie au fer, puis le complexe est récupéré par la cellule, nécessitant plusieurs transporteurs
(Crosa and Walsh, 2002), avant d’étre dissocié dans le périplasme ou le cytoplasme. Tout ce

processus est resumé dans la Figure 1.11.
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Figure 1.11. Exemple d’acquisition du fer par les sidérophores chez les bactéries didermes.

Le sidérophore est tout d’abord sécrété dans le milieu extracellulaire aprés sa biosynthese. 11 diffuse librement
jusqu’a rencontrer du fer (sous forme particulaire ou dissoute). Une fois le complexe formé, il va lui aussi
diffuser librement jusqu’a atteindre un récepteur cellulaire, puis traverser la membrane externe par un
transporteur TonB-dépendant. Une fois dans le périplasme, le complexe peut étre pris en charge par une
protéine périplasmique, qui va amener le complexe jusqu’au transporteur ABC (ATP-binding cassette), lui
permettant de traverser la membrane interne avec un transporteur ABC pour atteindre le cytoplasme. Le

complexe se dissocie, libérant le fer qui peut étre assimilé par la cellule.



2.1.3. L’export des sidérophores

Dans ce manuscrit, les bactéries sont classées en deux catégories en fonction des caractéris-
tiques de leur(s) membrane(s) (Sutcliffe, 2010). Ainsi les bactéries n’ayant qu’une seule membrane
(correspondant a la membrane cytoplasmique des bactéries Gram-positives typiques) sont définies
comme « monodermes » et les bactéries possedant deux membranes (correspondant a la membrane
cytoplasmique et la membrane externe des bactéries Gram-négatives typiques) sont des « didermes
»,

Une fois que les cellules ont synthétisé un sidérophore, elles doivent 1’exporter hors de la
cellule, afin qu’il puisse se lier a un ion ferrique. Bien moins documenté que les systemes d’import,
la sécrétion de sidérophores dans le milieu extracellulaire est non spécifique et réalisé par un sys-
teme d’efflux (Li et al., 2016). L’efflux est un mécanisme de transport actif assuré par des protéines
transmembranaires par lequel les cellules excrétent des composes, souvent toxiques tels que des
antibiotiques ou des métaux dans le milieu extérieur. Les systémes d’efflux sont classés en six fa-
milles : les transporteurs ABC (ATP-binding cassette), la famille RND (Résistance-Nodulation-Di-
vision), la famille MFS (Major facilitator superfamily), la famille SMR (Small multidrug resis-
tance), la famille MATE (Multidrug and toxic compound extrusion), la famille PACE (proteobac-
terial antimicrobial compound efflux) (Du et al., 2018). Parmi ces six systémes d’efflux, trois sont
majoritairement retrouvés dans 1’export de sidérophores, les transporteurs MFS, RND et ABC. Ces
trois systémes d’efflux sont détaillés dans la Figure 1.12. Chez E. coli, I’entérobactine est exportée
par un transporteur MFS (Bleuel et al., 2005; Furrer et al., 2002). Chez B. subtilis, ¢’est également
ce transporteur qui est retrouvé pour I’export de la bacillibactine (Miethke et al., 2008) (Miethke et
al., 2008). Le transporteur RND est impliqué dans I’export de la pétrobactine chez B. anthracis
(Hagan et al., 2017). Le fait que la pétrobactine soit exportée par ce type de transporteur est assez
surprenant car les transporteurs RND sont plus courants chez les bactéries didermes. Les transpor-
teurs ABC sont impliqués dans 1’export de sidérophores chez M. tuberculosis (Farhana et al., 2008).

Une fois le sidérophore sécrété dans le milieu extracellulaire, son role est de se lier a I’ion

ferrique puis d’étre récupéré par la bactérie. Il existe pour cela plusieurs mécanismes.
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Figure 1.12. Représentation schématique des systémes d’efflux impliqués dans ’export de
sidérophores chez les bactéries didermes.

Adapté de (Du et al., 2018)

» Les transporteurs ABC
Les transporteurs ABC permettent a la fois I’import et I’export de substrats. Ils sont composés de
guatre domaines : deux domaines transmembranaires formant un pore par lequel les substrats traversent la
membrane, et deux domaines (appelés NBD pour nucleotide-binding domain) permettant la liaison et

I’hydrolyse de I’ ATP pour fournir I’énergie nécessaire au transport (Davidson et al., 2008).

»  Les transporteurs MFS

Les transporteurs MFS interviennent dans I’import et dans 1’export d’une large gamme de substrats,
tels que des ions, des glucides, des lipides, des acides aminés, etc. La majorité de ces transporteurs est
composée de deux domaines, chacun contenant six hélices transmembranaires. Les protéines ne contiennent
qu’un seul site de liaison situé au milieu de la membrane plasmique. Ce type de transporteur est retrouvé a
la fois chez les bactéries didermes et monodermes. Chez les didermes, il permet le transport a travers la
membrane interne. Les transporteurs MFS sont souvent des symporteurs, et parfois des antiporteurs utilisant
le potentiel électrochimique pour permettre le transport du substrat contre son gradient. Un systeme

symporteur permet le passage dans un méme sens d’un ou plusieurs substrats. Ces transporteurs exploitent



tous 1’énergie stockée sous forme de gradient de protons a travers la membrane pour permettre le passage de
substrats a travers la membrane. Ce co-transport est réalisé par un changement de conformation de la protéine.
La liaison ainsi que la dissociation du substrat sont liées a un changement de conformation de la protéine et
ce changement de conformation est lié quant a lui a la protonotion et la déprotonation de certains résidus de
la protéine (Yan, 2013). Pour simplifier, la liaison du substrat a la protéine a pour effet de changer la
conformation de la protéine. Par exemple chez une bactériec monoderme, la liaison d’un composé
extracellulaire implique le changement de conformation de la protéine de transport, son coté extracellulaire
s’ouvre tandis que son coté cytoplasmique se ferme puis le relargage du substrat dans le milieu intracellulaire
résulte sur un nouveau changement de conformation de la protéine ou cette fois-ci son cété cytoplasmique

s’ouvre et son coté extracellulaire se ferme.

+ Les pompes a efflux de la superfamille RND
Les pompes a efflux de la superfamille RND sont composées d’un complexe tripartite et jouent un
réle important dans 1’efflux des antibiotiques, principalement chez les bactéries didermes. Le complexe est
composé de trois protéines couvrant la membrane interne, la membrane externe ainsi que 1’espace
périplasmique. La protéine de ’espace périplasmique relie les deux autres protéines. Le gradient de proton
permet de fournir I’énergie nécessaire. Il s’agit d’un systéme antiport, ¢’est a dire qu’un ion H* entre dans la

cellule pour qu’une molécule d’antibiotique puisse étre expulsée (Nikaido, 2003; Venter et al., 2015).

2.1.4. L’import du sidérophore

Il existe deux stratégies différentes pour faire entrer le fer capté par le sidérophore. La
premiére concerne des organismes eucaryotes (algues filamenteuses et champignons) ou le fer est
dissocié du complexe dans le milieu extracellulaire puis entre dans la cellule comme un ion. La
deuxiéme stratégie, employée par les bactéries, consiste a faire entrer tout le complexe dans la
cellule (Saha et al., 2013). L’internalisation du complexe sidérophore-fer fait intervenir des
transporteurs, et les mécanismes different sur certains aspects entre les bactéries monodermes et
didermes. Chez les bactéries monodermes, des protéines réceptrices de la membrane plasmique
permettent de capter le complexe sidérophore-fer, qui traverse ensuite la membrane par le biais d’un
transporteur ABC (Ahmed and Holmstrom, 2014). Chez les bactéries didermes, la membrane

externe nécessite un systéme de transport supplémentaire, les transporteurs TonB-dépendant. A la



différence des transporteurs ABC qui peuvent transporter plusieurs sidérophores différents, les
transporteurs TonB-dépendant sont spécifiques d un sidérophore ou de quelques sidérophores ayant
des structures proches (Schalk et al., 2012). Ces transporteurs sont des protéines de la membrane
externe qui captent et assurent le passage de quelques composeés spécifiques a travers cette
membrane chez les bactéries didermes. Ils permettent de transporter les complexes fer-sidérophores,
mais également la vitamine B12, des glucides et des complexes de nickel. 11 s’agit d’un transport
actif secondaire car il utilise la force proton-motrice. Un complexe de trois protéines situé dans la
membrane interne (TonB-ExbB-ExbD) est nécessaire pour transférer 1’énergie issue de la force
proton motrice vers le récepteur TonB-dépendant localisé dans la membrane externe. Le contact
entre le complexe et le récepteur TonB-dépendant se fait au niveau de la boite TonB. Les
transporteurs TonB-dépendant forment un pore et permettent le passage du complexe sidérophore-
fer a travers la membrane externe (Noinaj et al., 2010).

Lorsqu’il a atteint le périplasme, le complexe ferrisidérophore peut traverser la membrane
interne de la méme maniére que pour les bactéries monodermes, par un transporteur ABC via des
proteines de liaison périplasmiques, abrégées PBP pour periplasmic binding protein. Le transporteur
ABC est parfois remplacé par des perméases dépendantes de la force proton-motrice (Schalk and
Guillon, 2013). Les perméases permettent un transport facilité qui est assuré par un changement de

conformation de la protéine.

2.1.5. Dissociation du complexe fer-sidérophore

Une fois le sidérophore dans le cytoplasme, la derniere étape est la dissociation du complexe
sidérophore-fer pour que la cellule puisse assimiler I’atome de fer (dont le mécanisme est détaillé
dans la section 2.1.5.a). Dans certains cas, il est possible que la dissociation du complexe se réalise
dans le périplasme. Cela a été étudié pour la pyoverdine produite par P. aeruginosa. Dans ce cas, la
dissociation du complexe n’implique pas de dégradation ou de modification du sidérophore, mais
une réduction du fer (Greenwald et al., 2007; Schalk and Guillon, 2013; Yeterian et al., 2010).
Lorsque le complexe pyoverdine-fer atteint le périplasme, il est probablement d’abord chélaté par
un complexe de protéines périplasmiques. Le fer est ensuite réduit sous 1’action d’une protéine fer
réductase. La pyoverdine ayant moins d’affinité pour le fer ferreux, le métal peut alors étre capté
par une protéine périplasmique, qui I’accompagne jusqu’a un transporteur ABC afin qu’il puisse

atteindre le cytoplasme (Ganne et al., 2017). Le principal avantage dans ce cas est que la pyoverdine



peut alors étre recyclée en étant exportée dans le milieu extracellulaire via une pompe a efflux ou
elle pourra de nouveau acquérir un ion ferrique (Imperi et al., 2009; Schalk et al., 2002; Schalk and
Guillon, 2013; Yeterian et al., 2010).

a. Mécanismes généraux

La dissociation du complexe sidérophore-fer implique une réduction du fer. Cette réduction
du Fe®* en Fe?* peut avoir lieu dans le milieu extracellulaire lorsque les conditions sont favorables
ou dans le milieu intracellulaire. Cela a pour effet de réduire I’affinité du sidérophore pour le fer,
permettant a un autre composé de récupérer I’ion Fe?" encore lié au sidérophore (Boukhalfa and
Crumbliss, 2002) ou débouchant sur une libération spontanée du fer. L’avantage de ce mécanisme
est qu’il permet un recyclage du sidérophore car ce dernier n’est pas dégradé. La libération du fer
peut également avoir lieu aprés hydrolyse du sidérophore, qui peut la aussi se réaliser dans le milieu
extracellulaire sous I’action des rayons UV, ou dans le milieu intracellulaire. Cette réaction diminue
la stabilité du complexe, et est suivie d’une réduction du fer, favorisant ainsi sa libération. Ce deu-
xieme mécanisme est moins courant. En effet, tous les sidérophores ne sont pas hydrolysables, et
pour ceux qui le sont, le colt énergétique est plus important, le sidérophore ne pouvant généralement
pas étre réutilisé (Miethke and Marahiel, 2007).

b. Facteurs favorisant la dissociation

Plusieurs facteurs peuvent favoriser la réduction du complexe siderophore-fer, qui peut avoir
lieu dans le milieu extracellulaire, dans le périplasme ou encore le cytoplasme : une acidification du
milieu, I’activité d’une ferrisidérophore réductase ou la photooxydation. Dans le cas de la ferrisidé-
rophore réductase, il s’agit souvent d’une action indirecte de flavines réductases. Ces protéines ne
sont pas spécifiques de cette réaction car elles catalysent la réduction de la flavine mononucléotide,
de la flavine adénine dinucléotide et de la riboflavine par I’intermédiaire de NAD(P)H comme don-
neur d’électron (Pierre et al., 2002). Ces flavines libres réduites permettent alors, via le transfert
d’un électron, la réduction du complexe sidérophore-fer. Toutefois, il existe des protéines ferrisidé-
rophore réductases spécifiques, dont la premiére, FhuF, a été découverte chez E. coli. La protéine
FhuF est spécifiguement impliquée dans la réduction des complexes fer-sidérophore a hydroxamate
(Mdller et al., 1998). D’autres protéines homologues a FhuF et spécifiques de la réduction de ferri-

sidérophores ont été découvertes par la suite (Matzanke et al., 2004). Un autre mécanisme implique



I’hydrolyse du complexe sidérophore-fer, comme par exemple sous I’action d’une estérase. La pre-
miere a étre découverte, la protéine Fes chez E. coli, permet d’hydrolyser les trois groupements
lactones présents au centre de ’entérobactine et d’obtenir des monoméres, dimeéres ou trimeres li-
néaires de 2,3-dihydroxybenzoylserine. Une fois le sidérophore hydrolysé, deux possibilités sont
envisageables. Bien que peu documenté, il est supposé que le sidérophore puisse servir une nouvelle
fois a la capture de Fe®* (Miethke and Marahiel, 2007). L’autre alternative est la destruction du
sidérophore, comme c’est le cas chez Erwinia chrysanthemi, qui dégrade son sidérophore via une
peptidase une fois le fer réduit et récupéré (Rauscher et al., 2002).

Certains sidérophores contiennent des groupements photoréactifs comme le sont par
exemple le citrate ou I’acide a-hydroxy-carboxylique. Les rayons UV oxydent le ligand qui perd
une molécule de CO; et réduisent le Fe(l11) en Fe(ll) (Butler and Theisen, 2010). Bien que le role
de la photooxydation ne soit pas encore clair, la photoréactivité des sidérophores pourrait permettre
la libération du fer. Le Fe(ll) ainsi formé pourrait étre utilisé directement par les microorganismes,
ou en présence d’oxygene, étre oxydé en Fe(Ill) pour étre chélaté de nouveau par un autre sidéro-
phore ou le sidérophore photooxydé. Pour la pétrobactine, la photolyse du complexe sidérophore-
Fe(l11) débouche sur une photodécarboxylation du ligand et une réduction du fer (Butler, 2005). Le
sidérophore ainsi oxydé possede lui aussi une trés forte affinité avec les ions Fe(ll1), ce qui pourrait

permettre un recyclage du sidérophore.

2.1.6. Utilisation de sidérophores exogénes

Les sidérophores sont un moyen trés efficace pour I’acquisition du fer chez les bactéries,
mais tres colteux énergétiqguement, avec notamment leur production qui nécessite la synthése de
plusieurs molécules. Pour limiter ce colt énergétique, certains organismes sont capables de trans-
porter un complexe sidérophore-fer au sein de leur cytoplasme alors qu’ils ne synthétisent pas par
eux-méme ce sidérophore. Méme des bactéries ne produisant aucun sidérophore sont capables de
transporter un complexe sidérophore-fer (Baig et al., 1986; Guan et al., 2001). Par conséquent, le
fait que les sidérophores puissent étre perdus au profit d’autres bactéries, un systéme de régulation

est indispensable.



2.1.7. Systémes de régulation de la production de sidérophores et risques liés a une
trop forte concentration en fer

a. Les risques d’une accumulation de fer dans la cellule

Les risques d’assimilation du fer n’étant pas le sujet principal de ce travail, ils sont mention-
nes mais sans étre détaillés.

Outre le fait que les bactéries puissent produire un sidérophore et ne jamais le récupérer, la
régulation de I’assimilation de fer par les bactéries est indispensable afin d’éviter une concentration
en fer libre trop élevée dans la cellule. En effet, du fer libre présent en trop grande quantité dans les
cellules conduit a un stress oxydatif extrémement néfaste. Le fer méne a une toxicité plus élevée de
’oxygeéne via la réaction de Fenton au cours de laquelle Fe?* et H,O> réagissent pour former, entre
autres, un radical hydroxyle, qui cause un stress oxydant a la cellule (Touati, 2000). Il est donc
nécessaire pour les cellules de réguler la production de sidérophores pour éviter d’acquérir trop de
fer. La régulation peut également avoir lieu au niveau des récepteurs de la membrane externe par le
biais de systemes a deux composants, comme cela a été démontré chez P. aeruginosa (Dean and
Poole, 1993). Ces derniers sont généralement induits a faible concentration en fer et ne sont plus

présents a forte concentration (Andrews et al., 2003).

b. Régulation a I’échelle de la cellule

La régulation de la production de sidérophores peut avoir lieu a des niveaux différents, a
I’échelle de la cellule ou de la population. De nombreuses recherches ont montré que cette régulation
a I’échelle de la cellule est sous le contrdle du régulateur Fur (ferric uptake regulator). La protéine
Fur est un homodimeére dont les sous-unités sont composées de deux domaines, un domaine N-
terminal impliqué dans la liaison a I’ADN et un domaine C-terminal qui contient deux sites de liai-
son aux métaux. En cas de forte concentration en fer, les ions Fe?* se fixent sur la protéine Fur,
augmentant fortement (1000 fois plus) son affinité pour son site de liaison sur ’ADN. Ce site de
liaison s’appelle boite Fur et est généralement situé entre les sites -35 et -10 du promoteur des génes
régulés par Fur (Andrews et al., 2003). Chez E. coli, le complexe Fur-Fe?* reconnait une boite Fur
de 19 pb (GATAATGATAATCATTATC) (Escolar et al., 1999) et bloque ainsi la transcription du
gene en aval. De nombreux génes sont sous le contrdle de Fur, dont ceux impliqués dans la biosyn-
these et le transport des sidérophores. En effet, lorsque la concentration en fer ferreux est élevée, la
cellule arréte de produire et de transporter les sidérophores (Bagg and Neilands, 1987; Hantke,

2001), car ils ne sont pas nécessaires a leur acquisition. Néanmoins, il est a préciser que la séquence



de la bofte Fur peut étre différente chez certaines espéces de celle décrite initialement chez E. coli
(Baichoo and Helmann, 2002).

C. Régulation a I’échelle de la population

Un autre type de régulation, a I’échelle d’une population est le quorum sensing. Le quorum
sensing est un systéme permettant aux bactéries d’une population de coordonner 1’expression de
génes en fonction de la diffusibilité du milieu ou de la densité cellulaire par le biais de petites
molécules appelées autoinducteurs (Al). Les Al utilisés par les bactéries didermes sont
principalement des acyl homoseérine lactones et des oligo-peptides pour les bactéries monodermes
(Miller and Bassler, 2001; Waters and Bassler, 2005). Les Al diffusent librement a travers la
membrane, ainsi la concentration intracellulaire est égale a la concentration extracellulaire. Par
conséquent, lorsque la densité bactérienne est faible ou que le milieu est fortement diffusif, la
concentration en Al reste basse. A 1’inverse, lorsque la densité cellulaire est élevée ou que le milieu
est peu diffusif, la concentration en Al augmente jusqu’a atteindre un seuil qui aura pour
conséquence d’activer une protéine régulatrice. Pour cela, I’ Al se fixe au régulateur, qui ainsi activé
peut bloquer ou initier la transcription des genes régulés par ce systeme. Concernant les
sidérophores, il semblerait que lorsque la densité cellulaire est élevée, les bactéries produiraient plus
de sidérophores car leur probabilité de récuperer un complexe sidérophore-fer serait plus élevée.
Stintzi et ses collegues ont montré en 1998 que P. aeruginosa ne pouvant plus produire d’Al,
diminuait d’environ deux fois la production de pyoverdine, un sidérophore produit par cette bactérie
(Stintzi et al., 1998). En effet, dans ces conditions de forte densité cellulaire, certaines bactéries
produisent des sidérophores qui seront récupérés par d’autres cellules. Il est supposé que I’intérét
soit de créer un systéme de coopération ou les bactéries « partagent » les sidérophores. Car a
I’inverse, lorsque les bactéries sont isolées les unes des autres, si elles produisent des sidérophores,
leur probabilité de récupérer un complexe sidérophore-fer est trés faible. Cela s’explique par le fait
que la concentration en sidérophores sera faible dans ces conditions, diluant ainsi les sidérophores
par diffusion dans le milieu extracellulaire et empéchant la bactérie de le récupérer (Kramer et al.,
2020). La stimulation de production de sidérophore par les Al ne peut tout de méme pas étre
généralisée pour toutes les espéces, il a par exemple été démontré chez Vibrio harveyi que la

sécrétion des sidérophores est réprimée par le quorum sensing (McRose et al., 2018).



2.2. Voies d’acquisition du fer indépendantes des sidérophores

2.2.1. Heme, transferrine, lactoferrine et ferric binding protein

En plus de la production de sidérophores, d’autres systémes d’acquisition du fer ferrique
existent chez les bactéries, notamment celles pathogenes. Ils ne seront que brievement décris dans

ce paragraphe, car ils n’ont pas été étudiés au cours de ce travail.

L’héme est une molécule contenant du fer et servant au transport de I’oxygene. Il s’agit
¢galement d’une source importante de fer pour certaines bactéries, notamment les pathogenes dont
I’héme est produit par I’hdte (Tong and Guo, 2009). Ces organismes pathogénes sont capables
d'acquérir le fer contenu par I’héme, soit en I’incorporant directement par des récepteurs et des
transporteurs spécifiques, soit en sécretant des hémophores, qui de la méme maniére que les
sidérophores, sont capables de chélater I’héme présent dans le milieu extracellulaire puis de
transporter le complexe formé jusqu’a des récepteurs spécifiques TonB-dépendants (Sandy and
Butler, 2009; Stojiljkovic and Perkins-Balding, 2002; Wandersman and Stojiljkovic, 2000).

Comme avec 1’héme, certaines bactéries pathogeénes sont capables d’acquérir du fer via des
protéines servant au transport du fer chez 1’hote, la transferrine ou la lactoferrine, par contact direct
entre ces protéines et la surface du pathogene. Ce dernier produit des protéines de la membrane
externe spécifiques a la lactoferrine et la transferrine, permettant leur transport jusqu’au cytoplasme

(Ekins et al., 2004; Sandy and Butler, 2009; Williams and Griffiths, 1992).

Chez les organismes didermes, que ce soit par le biais de sidérophores ou d’autres
transporteurs tels que I’héme ou les transferrine, une fois que le fer atteint le périplasme, le métal
est pris en charge par une ferric binding protein (FBP), I’amenant jusqu’a un récepteur de la
membrane interne (Sandy and Butler, 2009). Un exemple de protéine périplasmique liant le fer est
FbpA, particulierement bien caractérisé chez Neisseria gonorrhoeae, mais également retrouvée chez
Marinobacter hydrocarbonoclasticus, le modéle d’étude de ce travail de recherche. FbpA est
associée a la transferrine en raison de leur structure similaire et du fait qu’elles assurent la méme
fonction, toutes deux transportent le fer sous forme Fe3* d’un récepteur jusqu’a un autre (Parker
Siburt et al., 2012). FbpA est néanmoins également une PBP (évoquée dans le paragraphe 2.1.4) car
elle partage une structure homologue et assure, la encore, la méme fonction, de délivrer le fer a un
transporteur ABC pour que le métal puisse traverser la membrane cytoplasmique (Parker Siburt et

al., 2012). Ainsi, une fois que le fer a traversé la membrane externe, il se lie a FbpA par un procédé



non réducteur. Un ion synergique est requis, tel que du phosphate ou du borate par exemple, afin de
stabiliser la liaison avec le métal. L’énergie nécessaire est fournie par une protéine TonB et une fois
le fer fixé, le complexe diffuse dans le périplasme jusqu’a étre reconnu par un transporteur ABC,

permettant au métal d’atteindre le cytoplasme (Mietzner et al., 1998; Parker Siburt et al., 2012).

2.2.2. Réduction du fer ferrique Fe3*

La réduction du Fe* en Fe?* permet ainsi son assimilation par les microorganismes. Cette
réduction peut se réaliser par voie abiotique : de maniere photochimique impliquant la photolyse
d’un sidérophore par exemple (Barbeau et al., 2003), par échange d’électron avec des substances
humiques (Jiang and Kappler, 2008) ou encore par le biais d’espéces soufrées (Yao and Millero,
1996). La réduction du fer peut également étre realisée par des microorganismes, par voie
assimilatrice ou dans ce cas la réduction du fer est suivie de son assimilation, ou par voie
dissimilatrice ou le fer n’est pas assimilé mais sert d’accepteur final d’¢lectrons. Pour la voie
assimilatrice, la réduction du fer complexeé est réalisée par une ferric reductase. Les ferric réductases
réduisent en général le Fe3* en Fe?" en utilisant le NADH ou le NADPH comme donneur d’électron.
La réaction peut avoir lieu dans le milieu extracellulaire ou intracellulaire apres le transport du
complexe. Ces enzymes peuvent étre périplasmiques (chez Legionella pneumophila, P. aeruginosa),
cytoplasmiques (chez L. pneumophila), extracellulaires (chez Listeria monocytogenes, E. coli, P.
aeruginosa, Salmonella typhimurium) ou encore liées a la membrane (chez E. coli, Spirillium
itersonii, S. aureus) (Schroder et al., 2003). Un méme organisme peut produire des ferric réductases
dans plusieurs compartiments cellulaires. D’apres les auteurs, ces protéines excrétées dans le milieu
extracellulaire ne sont retrouvées que chez les organismes pathogenes ou les cofacteurs circulent
dans le milieu extracellulaire car ils sont produits par 1’hote. En effet, comme mentionné
précédemment, la réduction du fer ferrique en fer ferreux nécessite un cofacteur, tel que le NAD(P)H
ou encore le glutathione ou la flavine. Or ces composés ne sont pas excrétés par la cellule, empéchant
la réduction du métal (Schroder et al., 2003). Lorsque les cofacteurs sont présents et que la réduction
du complexe ligand-fer a lieu, celle-ci débouche sur un complexe ligand-Fe?*. Le ligand a alors une
affinité plus faible pour le métal, entrainant la libération de ce dernier qui peut alors étre transporté
vers I’intérieur de la cellule ou assimilé (Schroder et al., 2003). Les ligands du fer peuvent étre des
sidérophores. Par conséquent, cela incombe aux organismes non pathogenes de tout de méme devoir

transporter le complexe sidérophore-fer jusqu’au cytoplasme ou périplasme ou au moins jusqu’a



leur membrane pour que cette réduction puisse avoir lieu. L’avantage est que sans produire de

sidérophores, les cellules peuvent étre capables d’acquérir du fer.

Certains microorganismes sont également capables de réduire le fer ferrique, dans une
réaction dissimilatrice, c’est-a-dire sans assimiler ensuite le métal, en utilisant des donneurs
d’¢électrons tels que I’acétate, le lactate ou H2 (Melton et al., 2014). Dans ce cas, il s’agit par exemple
de bactéries ferri-réductrices qui utilisent le fer comme accepteur d’électron lors de la respiration
anaérobie. Certains organismes nécessitent un contact direct avec le fer, comme c’est par exemple
le cas pour Shewanella oneidensis MR-1 qui emploie des cytochromes associés a la membrane lui
permettant de lier le fer et de le réduire (Melton et al., 2014; Shi et al., 2009). D’autres mécanismes
permettent de réduire le fer jusqu’a quelques centimétres autour de la cellule (Melton et al., 2014;
Nielsen et al., 2010). Dans ce cas, les organismes sécretent des molécules, des flavines par exemple,
capables de transporter des électrons jusqu’a la source de fer (von Canstein et al., 2008). Il a méme
été demontré que certaines cellules en biofilm sont capables de réduire le fer a distance, avec des
cofacteurs redox actifs présents dans le biofilm qui permettent aux électrons d’atteindre le fer en
plusieurs étapes, décrites comme des « bonds d’électrons » par les auteurs (Melton et al., 2014;
Snider et al., 2012). Le fer ainsi réduit par ces organismes n’étant pas assimilé et sous forme Fe?",
il peut alors étre utilisé par d’autres organismes vivant dans un méme environnement (Schréder et
al., 2003).

2.2.3. L’acquisition du fer ferreux

Le fer est retrouvé abondamment sous la forme ferreuse, Fe?*, en condition d’anaérobie ou
a faible pH, ou le métal existe sous forme libre, pouvant étre directement pris en charge par des
transporteurs, sans passer par l'intermédiaire d’un sidérophore ou d’autres ligands. Ces
transporteurs sont différents de ceux du fer ferrique en raison des propriétés chimiques différentes
entre les deux formes (Lau et al., 2016; Silva and Williams, 2001). Ainsi, sous forme Fe?*, le fer
diffuse a travers la membrane externe via des porines, qui sont des protéines formant un canal et
permettant le passage dans les deux sens (export et import) d’ions et de petites molécules
hydrophiles. Ces protéines ne sont retrouvées que chez les bactéries possédant deux membranes.
Elles permettent donc un passage facilité des ions ferreux vers 1’espace périplasmique ou un
transport actif est alors nécessaire pour que I’ion atteigne le cytoplasme. Une fois dans le périplasme,

le métal peut atteindre le cytoplasme a 1’aide de plusieurs transporteurs (Ge and Sun, 2012), tels que



MntH, ZupT, YfeABCD, FutABC, EfeUOB and Feo (Cao et al., 2007; Courville et al., 2004; Grass
et al., 2005; Grole et al., 2006; Haemig et al., 2010; Kammler et al., 1993; Katoh et al., 2001b,
2001a; Lau et al., 2016; Makui et al., 2000; Koropatkin et al., 2007; Perry et al., 2007). Parmi tous
ces transporteurs, seul Feo est dédié au fer et largement distribué chez des organismes pathogenes

et non pathogénes (Lau et al., 2016).

2.3. Stratégies d’acquisition du fer

En simplifiant, ’acquisition du fer peut étre classée en deux stratégies distinctes : les
organismes produisant des sidérophores et ceux établissant un contact direct avec le fer. Une étude
de modélisation s’est intéressée a savoir quelle stratégie est la plus efficace, dans des conditions
différentes, notamment en modifiant la taille de la source de fer (Leventhal et al., 2019). Les auteurs
ont comparé I’efficacité d’assimilation d’une cellule sécrétant des sidérophores a celle d’une cellule
acquérant le fer par contact direct. Les paragraphes suivants 2.3.1, 2.3.2 et 2.3.3 se basent en grande
partie sur cette étude et visent a étudier I’efficacité des sidérophores en conditions naturelles. 11 est
a noter que dans ces paragraphes, le terme de « particule » employé pour désigner la source de fer
ne sous-entend pas que le fer est sous forme particulaire ( > 0,2um). Il ne s’agit ici que d’une

accommodation utilisée pour désigner la source de fer.

2.3.1. Contact direct entre la cellule et la source de fer

Les cellules ne sécrétant pas de sidérophore nécessitent un contact direct avec la source de
fer, qu’elles récupérent alors via des sidérophores amphiphiles (qui restent accrochés a la membrane
sans diffuser dans le milieu extracellulaire) ou des récepteurs. Ces cellules sont par conséquent
dépendantes de la diffusion des particules de fer, plus cette derniere est grande, plus sa diffusion est
lente, comme expliqué en Figure 1.13. Une fois que le contact est établi entre la particule et la
cellule, le fer doit étre dissous a 1’aide de ligands de surface ou de réductase par exemple (Melton
et al., 2014; Schwertmann et al., 1999). D’apres les modélisations réalisées par Leventhal et ses
collégues, a une concentration en fer comprise entre 0,1 et 1 nmol.L™, et une particule d’une taille
d’environ 1 nm, une cellule ne produisant pas de sidérophore nécessiterait plusieurs jours afin de
rencontrer, dissoudre et acquérir suffisamment de fer pour pouvoir se diviser. Pour une particule

d’une taille de 10 nm, le temps nécessaire se compterait en mois (Leventhal et al., 2019). D’aprés



les auteurs, cette durée trés ¢élevée s’explique par le fait que la diffusion des particules de fer est
lente, réduisant le taux de rencontre entre le fer et la cellule. Ensuite, plus la particule sera de grande
taille, plus sa dissolution sera lente en raison d’un ratio surface-volume plus faible (Leventhal et al.,
2019). Ce temps particulierement élevé peut étre réduit, par la sécrétion de sidérophores, qui permet
d’augmenter la vitesse de diffusion et ’assimilation de la source de fer par les cellules (Leventhal

etal., 2019).



CHAPITRE I : ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

S

i number
ni of wron processes
witicle  ions in direct uptake release involved in
o particle iron uplake
0l @ k=l soluble iron diffusion /
® @ Mass lransport

4 \. @ tocell

"©® ‘/\@ 2 VA e

/.‘\o./ T,O\."b
®

particulate iron

® .un,

| jan ‘H"'n @

Figure 1.13. Stratégies d’acquisition du fer par production de sidérophore ou contact direct.

La cellule acquérant le fer par contact direct est représentée en jaune et celle produisant des sidérophores en
vert. Dans la partie supérieure le fer est sous forme dissoute et dans la partie inférieure, particulaire. D’aprés
la description faite par les auteurs, lorsqu’il est sous forme dissoute, le fer diffuse librement (1) et les cellules
I’acquiérent par un contact direct (2). A I’'inverse, les cellules produisant des sidérophores (3) qui diffusent
dans le milieu extracellulaire jusqu’a rencontrer du fer (4). Le complexe diffuse alors également librement
(5) et certains peuvent alors étre récupérés par les cellules (6). Sous forme particulaire (7), les cellules ne
sécrétant pas de sidérophore doivent d’abord rencontrer la particule de fer afin de pouvoir en extraire les ions
(8). Dans le cas d’une cellule produisant des sidérophores, ces derniers se lient a la surface de la particule de

fer (9) et peuvent récupérer des ions ferriques (10). Adapté de (Leventhal et al., 2019).
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2.3.2. Sécrétion de sidérophores

La sécrétion de sidérophores présente de nombreux avantages par rapport a un contact direct
entre une cellule et une particule de fer, (Figure 1.13). Tout d’abord lorsque leur taille est inférieure
a celle des particules, cela leur confere ainsi un coefficient de diffusion plus éleve. De plus, la
production de sidérophores permet de solubiliser le fer a partir de plusieurs sources simultanément
et non pas de se limiter a un contact direct avec une seule (Leventhal et al., 2019). L’efficacité des
sidérophores dépend néanmoins de la taille des particules. Dans le cas d’une grande particule, de
plus de 10 nm, la sécrétion de sidérophore est bien plus efficace qu’un contact direct. Toujours
d’apres les mémes auteurs, une fois produits, les sidérophores vont rapidement diffuser jusqu’a
quelques centimetres et atteindre la particule, qui elle diffuse bien moins rapidement. Les
sidérophores vont alors dissoudre le fer de la particule autour de la cellule et certains d’entre eux
vont retourner vers cette derniére qui pourra alors acquerir le métal. Ainsi, la production de
sidérophores permet a la cellule d’acquérir suffisamment de fer pour se diviser en quelques
semaines, 1a ou une cellule n’en produisant pas aurait besoin d’environ un an. L’intérét des
sidérophores est en revanche limité lorsque les particules de fer sont de petite taille (< 10 nm). Les
auteurs expliquent que dans ce cas, le fait que le sidérophore doive diffuser jusqu’au fer rajoute une
étape supplémentaire par rapport a un contact direct entre la cellule et le fer. De plus, de par sa taille
plus grande, le complexe sidérophore-fer diffuse moins rapidement que le fer seul, limitant la aussi

I’intérét du sidérophore (Leventhal et al., 2019).

Pour conclure, la taille des particules de fer influe considérablement I’efficacité d’acquisition
du métal par les bactéries. Les sidérophores sont une technique trés efficace d’assimilation du fer
pour les cellules lorsque la taille des particules est supérieure a 10 nm. A I’inverse, lorsque ces
derniéres ont une taille inférieure a 10 nm, la sécrétion de sidérophores ralentie I’acquisition du fer,

et un contact direct entre les cellules et le fer est plus efficace.

2.3.3. Les sidérophores doivent étre sécrétés en trés grande quantité pour étre effi-

caces

La condition nécessaire pour que la production de sidérophore soit efficace est que la cellule
en produise un tres grand nombre. En effet, les mémes auteurs estiment que pour une concentration

en fer de 0,1 nmol.L ! et une particule de fer de 100 nm, selon son taux de production de sidérophore,



une bactérie peut sécréter entre 28000 et 180000 sidérophores avant de récupérer un ion ferrique
(Leventhal et al., 2019). Par conséquent, d’aprés les auteurs, 1’intérét des sidérophores est basé sur

une coopération entre les cellules car la production de ces molécules est colteuse énergetiquement.

Cette ¢tude de modélisation permet de comparer I’efficacité dans 1’acquisition du fer entre
un contact direct et la secrétion de sidérophores. Plus la taille de la particule de fer est grosse, plus
’utilisation de sidérophore sera adaptée. En milieu naturel, les sources de fer étant souvent sous
forme colloidale ou particulaire (poussiéres transportées par les vents ou lors des phénomenes
d’upwelling qui font remonter a la surface le fer sédimentant), la production de sidérophore est
probablement une technique efficace pour acquérir le fer, expliquant pourquoi ce mécanisme est

une stratégie répandue chez les organismes marins.

3. Marinobacter hydrocarbonoclasticus

Figure 1.14. Image de microscopie électronique de Mh SP17 lors d’une croissance sur
acétate.

La barre représente 1 um. Adapté de (Gauthier et al., 1992).



3.1. Le genre Marinobacter

Les bactéries du genre Marinobacter appartiennent a la famille des Alteromonadaceae, a
I’ordre des Alteromonadales et a la classe des Gammaproteobacteria. Ce genre bactérien compte
57 espéces décrites a ce jour (base de données LPSN, List of Prokaryotic names with Standing in
Nomenclature, https://Ilpsn.dsmz.de, Parte, 2018) et est largement répandu dans tous les environne-
ments marins, comme par exemple I’eau de mer de surface (Liu et al., 2018), a proximité de raffi-
neries de pétrole (Gauthier et al., 1992), ou encore dans des sédiments d’ Antarctique (Montes et al.,
2008), et méme dans des lacs salés (Zhong et al., 2015). Ce sont des bactéries didermes, halotolé-
rantes et plusieurs especes de Marinobacter sont hydrocarbonoclastes, c’est a dire qu’elles sont
capables de dégrader les hydrocarbures (Manilla-Pérez et al., 2010; Teramoto et al., 2009). Ces
especes hydrocarbonoclastes de Marinobacter peuvent utiliser les hydrocarbures et leurs dérivés
oxydés, les lipides, ainsi que de petits acides organiques comme substrats. C’est notamment pour
cela que dans les environnements pollués par du pétrole, la proportion des sequences détectées de

Marinobacter est élevee (Bonin et al., 2015).

3.2. Les caracteristiques de Marinobacter hydrocarbonoclasticus

3.2.1. Description de ’espéce

Marinobacter hydrocarbonoclasticus (Mh), organisme modele du laboratoire, a un potentiel
de dégradation des hydrocarbures en utilisant les alcanes comme source de carbone. En raison de
son implication dans la dégradation et le recyclage du carbone organique marin, Mh est un modele
adapté pour étudier I’acquisition du fer en milieu marin. Cet organisme est d’ailleurs au centre de
nombreuses recherches menées au laboratoire depuis le début des années 2000. La souche Mh SP17
a été isolée en 1992 a proximité d’une raffinerie de pétrole (Gauthier et al., 1992). C’est la souche
type du genre. Elle est décrite comme bactérie Gram-négative (diderme), halotolérante (se déve-
loppe jusqu’a une concentration de 3,5 mol.L de NaCl), ayant un métabolisme aérobie, mais ca-
pable d’utiliser le nitrate comme accepteur d’électron en condition d’anaérobie car elle est dénitri-
fiante non fermentative, motile avec un unique flagelle polaire, ne formant pas de spore et sous
forme de bacille (Figure 1.14). Cette souche possede une croissance optimale a une température de
32°C, aun pH compris entre 7 et 7,5 et a une concentration en NaCl d’environ 0,6 mol.Lt. Mh SP17
est utilisée comme modele d’étude de dégradation des alcanes en formant des biofilms a I’interface

eau-hexadécane. Mh VT8 est une autre souche de M. hydrocarbonoclasticus qui est utilisée, entre


https://doi.org/10.1601/nm.2805
https://doi.org/10.1601/nm.2804
https://doi.org/10.1601/nm.2068
https://lpsn.dsmz.de/

autres, pour I’étude de la biosynthése de lipides neutres a intérét industriel (Lenneman et al., 2013;
Wahlen et al., 2009). Cette souche, tout d’abord décrite comme la souche type de I’espéce M. aqua-
eolei (Huu et al., 1999) a été ensuite réassignée a ’espéce M. hydrocarbonoclasticus (Marquez and
Ventosa, 2005). Mh SP17 et Mh VT8 sont capables de se développer sous forme planctonique ou

de biofilm.

a. Mécanismes de formation des biofilms
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Figure 1.15. Le développement en 5 étapes d’un biofilm.

Tout d’abord une cellule établit un contact avec un substrat et adhére de maniére réversible a celui-ci via son
extrémité (son pole) ou par un flagelle (étape 1). Chez P. aeruginosa, le passage d’un attachement réversible
a un attachement irréversible se traduit, entre autres, par un attachement longitudinal de la cellule et non plus
par un pole (étape 2). S’en suivent alors une modification d’expression de génes (notamment ceux liés au
flagelle) et la production d’une matrice extracellulaire. Les deux étapes suivantes correspondent a la
maturation du biofilm. Pour la maturation I, les cellules s’entassent entre elles, en formant une couche mince
entourée de matrice (étape 3). A 1’étape de maturation I, les cellules forment des microcolonies (étape 4).
La derniére étape est la dispersion du biofilm ou les cellules réduisent leur production de composants de la
matrice et dégradent méme cette derniére (étape 5). Lors de cette derniére étape, les cellules deviennent de

nouveau mobiles, pouvant coloniser un nouveau substrat (Sauer et al., 2022).



La croissance en biofilm est caractérisée depuis de nombreuses années. Les différentes
étapes de la formation du biofilm ont notamment été décrite chez P. aeruginosa et servent de base
pour décrire tous les biofilms (Sauer et al., 2002, 2022; Petrova and Sauer, 2009). Il s’agit d’un
mod¢le en 5 étapes, dont chacune d’entre elles est détaillée en Figure 1.15. Ce modéle sert de
référence pour la description de tous les biofilms. 11 a toutefois été discuté du fait qu’il puisse ne pas
étre représentatif de tous les biofilms retrouveés dans la nature car il est basé sur 1’é¢tude d’un
organisme modeéle P. aeruginosa, bien que ce modele ait été adapté, notamment pour décrire les
biofilms formés par d’autres organismes mod¢les, S. aureus (Moormeier and Bayles, 2017) ou
encore B. subtilis (Vlamakis et al., 2013).

Un modele alternatif en trois étapes a €té proposeé : ’agrégation ou les cellules s’agrégent
entre elles ou s’attachent a la surface qu’elles sont en train de coloniser (étape 1). Une fois adhérées
au support, des colonies se forment, soit par croissance des cellules déja présentes dans le biofilm,
soit par des cellules autour qui vont entrer dans le biofilm (étape 2). Enfin, le biofilm va se
désagréger soit par des cellules isolées ou des agrégats de cellules qui sortent du biofilm (étape 3)
(Sauer et al., 2022).

b. La formation de biofilm est une stratégie efficace pour I’assimilation de
composés organiques hydrophobes (HOC)

Dans les environnements marins, la formation de biofilms est une stratégie particulierement
efficace pour la dégradation de composés hydrophobes (HOC pour hydrophobic organic compound)
(Sivadon et al., 2019). Ainsi, une fois un substrat immergé, sa colonisation par des microorganismes
est extrémement rapide (en quelgues secondes). Ces derniers produisent des molécules (protéines et
glycoprotéines majoritairement) qui s’adsorbent sur le substrat, formant un film avant que les
cellules n’y adhérent. Cela permet notamment de modifier les propriétés du substrat en
homogénéisant sa surface. L’avantage est de faciliter I’adhésion de différentes bactéries (Dang and
Lovell, 2015). Par la suite, le contact avec le substrat s’établit par diffusion ou par nage des bactéries.
L’adhésion varie selon les organismes mais nécessite généralement la sécrétion de protéines
(Chagnot et al., 2013). Pour les organismes capables de former un biofilm sur un support nutritif,
cela implique que les cellules sont capables de reconnaitre leur substrat, de par son hydrophobicité,
sa charge ou encore sa rugosité (Sivadon et al., 2019). Une fois les cellules adhérées, elles vont

produire des enzymes extracellulaires afin de pouvoir dissoudre le substrat. En effet, ce dernier ne



Figure 1.16. Images de biofilms matures de Mh SP17.

Image de microscopie a contraste interférentiel différentiel d’un biofilm mature de Mh SP17 sur n-hexadé-
cane (a gauche) et trioléine (a droite). La barre représente 5 um.
Adapté de (Mounier et al., 2014).

pouvant pas étre transporté jusqu’au cytoplasme de la cellule par des transporteurs en raison de sa
taille, il doit étre dégradé en plus petites molécules dans le milieu extracellulaire. 11 est également
nécessaire que le compose soit solubilisé pour pouvoir étre assimilé par les cellules. La matrice du
biofilm joue alors un role essentiel dans I’acquisition du substrat, en maintenant les cellules en
contact direct avec celui-ci. De plus, les composants du biofilm sécrétés par les cellules (polymeres
amphiphiles, protéines ou encore polysaccharides) peuvent aider les cellules a dégrader les HOC,
soit en favorisant le transfert de masse de la phase organique vers la phase aqueuse (Sivadon et al.,
2019) ou encore comme par exemple chez Mh ou la sécrétion d’une protéine dans la matrice du
biofilm est nécessaire pour 1’assimilation des alcanes (Ennouri et al., 2017). Enfin, la proximité
entre les cellules et le substrat permet de maintenir une faible distance entre les facteurs de

solubilisation et le substrat solubilisé (Sivadon et al., 2019).

[
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3.2.2. Les biofilms de Mh SP17

Les mécanismes d’adhésion de Mh SP17 sur hexadécane ont été étudiés au laboratoire,
notamment en modélisant la formation de biofilm a I’interface eau-substrat a I’aide d’un tensiométre
a goutte dynamique (Klein et al., 2010). Cet appareil permet d’analyser les altérations mécaniques
de I'interface eau-alcane lors de I’adsorption des cellules. Comme pour de nombreux biofilms sur
composé hydrophobe, Mh SP17 atteint son substrat par simple diffusion puis produit des composés
aux propriétés tensio-actives, formant un film qui diminue la tension interfaciale (Klein et al., 2010).
Les auteurs se sont apercgus que la nature du substrat n’influe pas sur la production de ces composés.
En effet, cette interaction est observée aussi bien sur un substrat métabolisable que non
métabolisable. En revanche pour les stades les plus avancés du biofilm, la nature métabolisable ou
non du substrat influe sur le développement du biofilm car des amas de cellules n’ont été observés
que sur le substrat métabolisable (Klein et al., 2010). Les biofilms de Mh SP17 se developpant a
I’interface eau-substrat contiennent quelques particularités (Figure 1.16). L’hydrocarbure sert a la
fois de support et de substrat. A I’inverse des biofilms sur une surface inerte ou le donneur et
I’accepteur d’électron proviennent tous deux de la phase aqueuse, dans ce type de biofilms, le
donneur d’électron est fourni par le substrat et I’accepteur d’¢lectrons par la phase aqueuse. Par
conséquent, deux gradients opposeés sont présents dans ce type de biofilms et ce sont eux qui
contréleraient le développement du biofilm (Sivadon and Grimaud, 2017). Les étapes de formation

et de développement du biofilm chez Mh SP17 sont représentées dans la Figure 1.17.
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Figure 1.17. Modele de la formation de biofilm de Mh SP17 sur composé organique
hydrophobe.

Durant la premiére étape, les cellules atteignent I’interface avec le substrat par diffusion brownienne (1).
Elles libérent ensuite des composés aux propriétés tensio-actives (en bleu), formant un film qui diminue la
tension interfaciale (2). Les cellules s’attachent au substrat et commencent a s’agréger entre elles pour former
les prémices du biofilm. A la deuxiéme étape, des microcolonies se crééent suite au recrutement de nouvelles
cellules et/ou a la division des cellules attachées (3). Les cellules commencent & produire une matrice (en
jaune) structurant le biofilm. Le développement du biofilm lui permet alors de recouvrir la totalité du substrat
(4). Quelques cellules peuvent commencer & se détacher du biofilm. Enfin, la derniére étape est la desagré-

gation du biofilm (5).
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Les biofilms de Mh SP17 sont assez fins, d’une épaisseur d’environ 20 um. Dans les
premiers stades de développement, le biofilm n’est pas homogéne car il ne recouvre pas toute la
surface du substrat. Apres 24h de croissance, seules des cellules adhérées sont présentes et ce n’est
qu’apres 48h que les premieéres microcolonies se forment. A ce stade il n’y a pas encore d’évidence
indiquant si ces microcolonies sont formées d’un amas de cellules migrant a I’interface eau-substrat
et/ou si les cellules adhérées se sont divisées. Le développement du biofilm se poursuit de maniere
hétérogene avec des microcolonies différentes en termes de taille et d’épaisseur. Néanmoins, apres
120h, I’expansion de ces microcolonies permet aux cellules de recouvrir la totalité de 1’eicosane.
Au sein du laboratoire, il a ét€ observé que le biofilm se désagrege au bout d’un certain temps et ce,

quel que soit le substrat (Mounier, 2013).

Chez Mh SP17, une étude menée par Klein (2008) a démontré que la formation de biofilm
est necessaire pour la dégradation du substrat et donc par conséquent pour la croissance cellulaire
(Klein et al., 2008). Les mémes auteurs ont également indiqué qu’une forte agitation conduisait a
une quantité de biofilm plus faible et une dégradation de I’hexadécane plus lente que lorsqu’une
agitation plus faible était appliquée (Klein et al., 2008). 1l a également été mis en avant le fait que
les cellules planctoniques présentes dans le milieu proviennent uniquement d’un détachement du
biofilm, indiquant que la croissance bactérienne n’a lieu que dans le biofilm (Klein et al., 2008).
Les mémes auteurs ont aussi démontré que Mh SP17 forme préférentiellement des biofilms sur les
substrats qu’elle peut métaboliser. En ajoutant de I’acétate comme source de carbone, la quantité de
biofilm formé sur des substances inertes telles que le verre ou le plastique est tres faible voire inexis-

tante en comparaison des substrats qu’elle peut métaboliser (Klein et al., 2008).



3.3. L’acquisition du fer dans le genre Marinobacter

Une étude menée par Amin en 2012 s’est intéressée aux systémes de transports présents au
sein du genre Marinobacter. En se basant sur ces travaux, ce paragraphe a pour but de résumer ces

transporteurs.

L’étude menée par Amin et ses collégues en 2012 indique que quatre sidérophores au total
sont produits au sein du genre Marinobacter : la vibrioferrine, la pétrobactine, la ferrioxamine et la
marinobactine (Amin et al., 2012). Les trois premiers contiennent un groupement citrate, les rendant
ainsi photoréactifs. Cette méme étude s’est également intéressée a savoir quels sidérophores,
endogenes et exogenes, peuvent étre utilisés par les membres du genre Marinobacter. D’aprés les
auteurs, chaque espece ne produit qu’un seul sidérophore, et il existe une corrélation entre le
sidérophore produit et la phylogénie de ces especes (en se basant sur des séquences ARN
ribosomique 16S) (Amin et al., 2012). Mh SP17 partage avec Mh VT8 (appelée M. aquaeolei dans

cet article) la pétrobactine.

En plus de la production de sidérophore pour une grande partie des membres du genre
Marinobacter, ces derniers sont également capables d’utiliser des sidérophores exogénes. Toujours
dans I’étude menée par Amin (2012), les auteurs se sont intéresses aux génomes de ces organismes.
Le systéme permettant le transport du citrate, FecABCD d’E. coli n’est uniquement retrouvé que
chez M. algicola DG893. L’acquisition de sidérophores hydroxamate, correspondant 8 FhuABCD
d’E. coli, permettant a cette dernié¢re d’utiliser le ferrichrome, est retrouveé chez M. algicola DG893,
M. adhaerens HP15 et Mh VT8. Egalement deux autres récepteurs TonB-dépendants de la
membrane externe ont été retrouvés, LutA et FoxA impliqués respectivement dans 1’acquisition de
I’aérobactine et de la ferrioxamine et retrouvés chez M. algicola DG893 et M. adhaerens HP15 a la
fois pour LutA et FoxA (Amin et al., 2012).

Toujours dans 1’é¢tude menée par Amin (2012), il est mentionné qu’une voie de transport du
fer, indépendante de I'utilisation de sidérophore, le systéme FbpABC est retrouvée dans tous les
génomes. Aucun transport direct du fer ferreux, de type FeoAB de V. cholera et E. coli n’a été
retrouvé. Les auteurs ont également remarqué la présence de boite Fur a proximité des genes de
biosynthése de la vibrioferrine, pétrobactine et citrate, suggérant leur régulation par Fur. En
revanche, ils n’ont pas trouvé de bofte Fur concernant le transport du fer ferrique par FbpABC, alors
que ces transporteurs ont déja été décrits comme régulés par Fur (Amin et al., 2012; Desai et al.,
1996; Mey et al., 2005).



L’¢étude menée par Amin (2012) a permis de mettre en avant tous les transports potentiels du
fer au sein du genre Marinobacter. Mh SP17 produit donc la pétrobactine et possede également le
systeme FbpABC, qui est une voie de transport du fer indépendante de I'utilisation de sidérophores.
En revanche, Mh SP17 semble ne pas pouvoir utiliser de sidérophores exogenes. Il est également
indiqué que la pétrobactine puisse étre sous le contr6le du régulateur Fur car il est mentionné par
les auteurs que chez Mh VT8 une boite Fur serait située en amont des génes homologues a asbA,
asbB, asbC, ashbD, asbE et asbF, suggérant que chez Mh SP17, une régulation par la protéine Fur
pourrait également étre présent. Bien que la séquence de la boite Fur ne soit pas donnée dans I’étude
menée par Amin (2012), il est mentionné que la séquence a été identifiée chez M. algicola DG893
et retrouvée a proximité de la vibrioferrine. Un article publié dans BioMetals indique qu’une
séquence de 19 pb (TATAATTTAAATCTTAATC) retrouvée en amont de I’opéron de biosynthése
de la vibrioferrine pourrait étre la séquence d’une boite Fur (Barker et al., 2015). Cette séquence

n’est pas retrouvée chez Mh SP17.
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Figure 1.18. Structures des différentes formes de la pétrobactine.
Adapté de (Homann et al., 2009).
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4. La petrobactine

La pétrobactine est un sidérophore retrouvé chez différentes espéces, telles que Mh (Barbeau
et al., 2002), B. anthracis (Koppisch et al., 2005), ou encore Alteromonas macleodii (Manck et al.,
2021). Une étude a démontré que la voie de biosynthese de la pétrobactine, ou d un dérivé proche,
est retrouvée chez approximativement 2% des cellules procaryotiques de 1’ Atlantique Nord (Gardes
et al., 2013; Manck et al., 2021). Par conséquent, il n’est pas étonnant que la pétrobactine soit
directement détectée dans des échantillons d’eau de mer (Manck et al., 2021), soulignant son

importance dans ’acquisition du fer.

4.1. Généralités

La pétrobactine, présentée en Figure 1.18, est composée de deux groupements catécholates
et d’un groupement acide a-hydroxycarboxylate (Barbeau et al., 2002) et permet a Mh d’acquérir le
fer dans le milieu extérieur en formant un complexe 1:1 avec le fer (III). C’est a ce jour le seul
sidérophore connu produit par Mh. Les voies de biosynthese et les systémes de transport de la
pétrobactine ont été élucidés chez B. anthracis (Koppisch et al., 2005). A la différence de B.
anthracis, plusieurs formes de pétrobactine ont été trouvées chez Mh VT8 et SP17 (Figure 1.18). 1l
en existe trois chez Mh VT8, la pétrobactine disulfonatée, la pétrobactine sulfonatée et la
pétrobactine (Homann et al., 2009). En plus de la pétrobactine, seule la forme sulfonatée a été décrite
chez Mh SP17 (Hickford et al., 2004). D’apres ces auteurs, le role de la sulfonation serait
d’augmenter la solubilité du sidérophore ainsi que de protéger le noyau catéchol contre I’oxydation.
Une autre possibilité, bien que non documentée, pourrait étre que la sulfonation rende la
pétrobactine spécifique a Mh. Ainsi, la pétrobactine sulfonatée ne pourrait plus étre utilisée par les
autres bactéries. En effet, de nombreuses bactéries sont capables d’utiliser des sidérophores
exogenes. La sulfonation pourrait empécher ce phénomene car les récepteurs ne reconnaitraient pas

la forme sulfonatée et ainsi éviter &8 Mh une perte d’énergie inutile.

Un sidérophore ayant une structure analogue a la pétrobactine a été décrit, la rhodopétrobactine (A
et B), produite par Rhodopseudomonas palustris, une bactérie pourpre non sulfureuse (Baars et al.,

2018). Le site fixateur du fer est identique chez les deux sidérophores, la différence se situe au
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niveau des molécules de spermidine qui sont remplacées par des groupements de 4,4’-diaminodibu-
tylamine chez la rhodopétrobactine dont 1'un (pour la rhodopétrobactine A) ou les deux (pour la

rhodopétrobactine B) groupements sont acétylés au niveau de I’amine centrale (Baars et al., 2018).
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Figure 1.19. Schéma de la biosynthese de la pétrobactine et opéron de biosynthese de la
pétrobactine chez Mh.

En haut : Réactions et protéines impliquées dans la voie de biosynthése de la pétrobactine.

En bas : Génes chez B. anthracis impliqués dans la voie de biosynthése de la pétrobactine. Les génes homo-
logues chez Mh JM1 sont indiqués au-dessus.

Adapté de (Chen et al., 2019).



4.2. La biosynthese de la pétrobactine

Chez B. anthracis, six génes, asbA-F, regroupés en un opéron sont nécessaires a la synthése
de la pétrobactine. La voie de biosynthése de la pétrobactine est présentée en Figure 1.19. Trois
précurseurs, non spécifiques de cette synthese sont utilisés : la spermidine, le citrate et 1’acide 3-
déshydroshikimique (3-DHS). AsbA catalyse la condensation de la spermidine avec I’acide citrique
pour produire la N&-citryl-spermidine. AsbF catalyse la conversion du 3-DHS en acide 3,4-dihy-
droxybenzoique (3,4-DHBA). AsbC active le 3,4-DHBA par I’addition d’un groupement AMP issu
d’une molécule d’ATP. Le 3,4-DHBA est ensuite transféré sur la protéine AsbD. Le produit ainsi
formé est le 3,4-dihydroxybenzoyl-AsbD. A ce stade, tous les composés mentionnés représentent
les différents intermédiaires de la pétrobactine. Les deux étapes suivantes peuvent étre réalisées dans
n’importe quel ordre. La protéine AsbE transfére le N8-citryl-spermidine, qui remplace AsbD sur le
3,4-dihydroxybenzoyl-AsbD. La molécule ainsi formee est ensuite condensée avec de la spermidine
par AsbB, donnant le dernier intermédiaire avant la pétrobactine. La derniere étape consiste en un
transfert de 3,4-dihydroxybenzoyl-AsbD sur cet intermédiaire, sous I’action de AsbE, libérant ainsi
AsbD et formant la pétrobactine (Chen et al., 2019; Fox et al., 2008; Koppisch et al., 2008; Lee et
al., 2007; Oves-Costales et al., 2008; Pfleger et al., 2007, 2008).

Bien que Mh et B. anthracis soient des especes bactériennes trés différentes, monoderme et
bactérie du sol pour B. anthracis et diderme et bactérie marine pour Mh, I’organisation des genes de
biosyntheése de la pétrobactine est similaire chez ces deux organismes. Mh posséde six génes homo-
logues a AsbA-F de B. anthracis, allant de MARHY3422 a MARHY3427. Le tableau 1.1 a été obtenu
en réalisant un alignement de séquences peptidiques et montre qu’il y a environ 40 % d’identité
entre les protéines impliquées dans la biosynthése de la pétrobactine de B. anthracis AMES et Mh
SP17.

Certains précurseurs de la pétrobactine sont capables de capter un ion ferrique dans le milieu
extérieur. Une étude a démontré qu’un mutant de B. anthracis ne pouvant plus exporter la
pétrobactine maintient tout de méme une croissance comparable a la souche sauvage dans un milieu
pauvre en fer (Hagan et al., 2017). De plus, bien que le mutant soit incapable d’exporter la
pétrobactine, un taux de 3,4-DHBA (un des précurseurs de la pétrobactine) aussi élevé que pour la
souche sauvage a été retrouvé dans le milieu extérieur. Enfin, I’ajout de citrate et de 3,4-DHBA dans
le milieu extérieur permet d’augmenter significativement la croissance de la souche mutante. Ces
deux précurseurs permettent donc a la bactérie de récupérer du fer nécessaire pour la croissance.

Néanmoins leur affinité avec le fer est bien moins élevée que la pétrobactine. Les auteurs n’ont pas



pu démontrer si ces précurseurs provenaient d’une dégradation intracellulaire de la pétrobactine ou
d’une voie de synthése tronquée. Le fait que des précurseurs de sidérophores soient eux-aussi

capables de capter du fer a déja été démontré par le passé chez E. coli (Hantke, 1990).

Tableau 1.1. Correspondance des protéines impliquées dans la biosynthése de la pétrobac-

tine chez B. anthracis AMES et Mh SP17.
Les pourcentages d’identité ont été obtenus en utilisant le logiciel blastp du NCBI.

Pourcentage de

Protéine
Numeéro d’acces- recouvrement Pourcentage Numéro d’ac-
chez B. an- . . E value ) ) CDS chez Mh .
i sion de la séquence d’identité cession
thracis .
protéique
AsbA AAP25873.1 98 3e 13t 39,14 MARHY3422 CCG96877.1
AsbhB AAP25874.1 92 27106 32,53 MARHY3423 CCG96878.1
AsbC AAP25875.1 98 4e%° 38,31 MARHY3424 CCG96879.1
AsbD AAP25876.1 60 400 36,36 MARHY 3425 CCG96880.1
AsbE AAP25877.1 97 2e7103 42,41 MARHY 3426 CCG96881.1
AsbF AAP25878.1 96 e 42,45 MARHY 3427 CCG96882.1

4.3. L’export de la pétrobactine

Dans une étude menée par Hagan et ses collegues, afin d’identifier le systéme d’export de la
pétrobactine chez B. anthracis, tous les génes potentiels codants pour un systéeme d’efflux ont été
délétés un par un. Seule la délétion du géne apeX (apo-petrobactin exporter) appartenant a la
famille des transporteurs RND a permis d’obtenir une accumulation intra cellulaire de la
pétrobactine (Hagan et al., 2017). Il a été également noté qu’en conditions limitantes en fer, la
croissance du mutant apeX n’était pas altérée. Ce résultat a été expliqué par I’export de composés
tels que le citrate ou le 3,4-DHBA capables de récupérer du fer, comme il en a été discuté
précédemment. Comme mentionné dans la section 2.1.3, il est surprenant que B. anthracis, un
organisme monoderme, sécréte la pétrobactine via un transporteur RND, qui est plus couramment
utilisé par les bactéries didermes. De cette maniére, il est possible que Mh JM1 exporte ce
sidérophore avec ce type de transporteur. Un alignement de séquence protéique entre la protéine
Apex de B. anthracis et Mh JM1 ne permet pas d’établir d’homologie. Lorsqu’un PSI-BLAST



(Position-specific iterative Basic Local Alignment Search Tool, c¢’est-a-dire que 1’alignement n’est
pas réalisé sur une séquence précise, mais sur une séquence consensus -cet outil est utile pour la
recherche d’homologues éloignés-) est réalisé, le résultat indique quatre homologies au total, toutes
faibles, mais dont I’'une d’entre elles est associée a un géne impliqué dans un systéme d’efflux de
type RND. Il peut par conséquent s’agir d une premicre piste pour étudier le systéme impliqué dans

I’export de la pétrobactine.

4.4. Import de la pétrobactine

B. anthracis étant une bactérie monoderme, I'import du complexe pétrobactine-fer fait
intervenir un récepteur et un systéme de transport de type ABC (Jr et al., 2010; Dixon et al., 2012).
Les travaux menés par Carlson Jr et ses collegues en 2010 ont démontré que le géne fpuA code pour
une protéine réceptrice, indispensable pour ’import de la pétrobactine. La protéine FpuA de B.
anthracis partage environ 30 % d’homologie avec la protéine FhuD de Mh JM1, qui est une protéine
périplasmique appartenant a un transporteur ABC. Il pourrait s’agir alors du systéeme impliqué dans
le transport de la pétrobactine une fois que celle-ci a atteint le périplasme. Outre cette protéine, le
passage de la membrane cytoplasmique nécessite une perméase et une ATP-ase. Trois ATP-ases et
deux perméases ont été décrites, formant trois systémes d’import indépendants, chacun composé
d’une perméase et d’'une ATP-ase (Dixon et al., 2012). L’ ATP-ase FatE fonctionne avec la perméase
composée de deux sous-unités, FatC et FatD. Ces trois génes codant pour ces protéines sont
d’ailleurs adjacents sur le chromosome. Les deux autres systémes contiennent une méme permeéase,
FpuB, qui s’associe avec une ATP-ase, FpuC ou FpuD. Ces systemes de transport sont redondants,

en effet si un seul des trois systemes est complet, la cellule peut toujours importer la pétrobactine.

4.5. Dissociation du complexe pétrobactine-fer

Bien qu’encore non démontré, les deux systémes de libération du fer : la réduction du Fe®** en Fe?*
ou le clivage de la pétrobactine sont envisageables. L hydrolyse du sidérophore se ferait au niveau

de la fonction amide aux jonctions citrate/spermidine (Hagan et al., 2016).
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Figure 1.20. Schéma hypothétique du transport du fer a travers les deux membranes de Mh
JM1.

La pétrobactine (en orange) est probablement exportée via un systeme d’efflux, encore non déterminé, et
chélate le fer (en rouge) dans le milieu extracellulaire. Le complexe est transporté a travers la membrane
externe par un transporteur TonB-dépendant, tel que MARHY3432, CirA, FhuE, MARHY0217. Une fois
dans le périplasme, le complexe entier peut traverser la membrane interne par un transporteur ABC (en violet)
(a) ou le complexe peut étre dissocié dans le périplasme et le fer pris en charge jusqu’a un transporteur ABC
par une protéine de liaison périplasmique telle que FbpA ou MARHY 1155 (en bleu) (b). Une autre possibilité
est que le fer puisse traverser la membrane externe par un autre procédé encore non élucidé puis pris en

charge par une protéine de liaison périplasmique.



4.6. Transport supposé de la pétrobactine chez Mh et génes potentiels

Compte tenu des pourcentages d’identité entre les génes asbA-F avérés étre impliqués dans
la biosynthese de la pétrobactine chez B. anthracis et les genes MARHY3422-3427 (Tableau 1.1),
il est fortement probable que ces derniers correspondent bien a ceux de la voie de biosynthese de la
pétrobactine chez Mh SP17. Pour I’export de la pétrobactine, le géne MARHY3420 est une piste
envisageable chez Mh car il s’agit d’un systéme d’efflux MATE (multidrug and toxic compound
extrusion) situé a proximité de 1’opéron de biosynthése de la pétrobactine. Mh étant une espece
diderme, il est trés probable que I’import du complexe pétrobactine-fer soit réalisé par un transpor-
teur TonB-dépendant en ce qui concerne la membrane externe et un systeme ABC ou éventuelle-
ment des perméases pour la membrane cytoplasmique. En comparant ces genes de transport de Mh
SP17 avec les résultats publiés par Amin et al., 2012 concernant Mh VT8, les génes supposés des
ATP-ases chez Mh SP17 seraient MARHY3428 et MARHY3429, qui sont situés en aval d’un geéne
de perméase putatif, MARHY3430, lui-méme en aval du gene MARHY3431, qui serait un gene co-
dant pour une protéine réceptrice. Le gene MARHY3432 de Mh SP17, situé a proximité des genes
MARHY3428-3431 semble étre un transporteur TonB-dépendant. Autre aspect intéressant et qui
pourrait confirmer ces hypotheéses, tous ces genes sont situés a proximité des génes de biosynthése
de la pétrobactine. Toutefois, d’autres transporteurs ABC et TonB-dépendants sont présents dans le
génome et peuvent étre impliqués dans le transport du sidérophore. Les genes concernant la biosyn-
these, le récepteur TonB-dépendant et le transport de type ABC de la pétrobactine sont contigus
chez Mh, ce qui n’est pas le cas chez B. anthracis. Bien qu’un transporteur ABC pour le passage de
la membrane cytoplasmique du complexe fer-sidérophore ait été envisagé pour les raisons précé-
demment évoquées, il est également possible que la dissociation du complexe puisse avoir lieu dans
le périplasme et que le fer soit pris en charge par une protéine de liaison périplasmique, type FopA.
Le transport du sidérophore et I’acquisition du fer sont résumés en Figure 1.20.

Bien que la piste du sidérophore soit privilégiée, car il s’agit du moyen le plus utilisé par les
microorganismes pour acquérir le fer dans les environnements marins, une autre hypothese est que
Mbh soit capable de capter le métal sans utiliser la pétrobactine. Une réduction du fer a la surface de
la cellule ou a distance dans le biofilm, comme évoqué dans ce chapitre est plausible. Le fer ainsi
réduit en Fe®* pourrait traverser facilement la membrane externe avant d’étre capté par FbpA par
exemple. Les systemes de transport du fer chez Mh n’ayant pas encore été élucidés, il s’agit 1a d’un

des fils conducteurs de mon travail de recherche.



5. Objectifs

L’objectif de ce travail est de mettre en lumicre I’effet que peut avoir le mode de croissance
sur les besoins en fer de la cellule. Le passage d’un mode de vie de planctonique a biofilm ainsi que
la dégradation de composés différents a des conséquences sur les besoins des cellules. En effet, la
matrice du biofilm séquestre les molécules et la diffusibilité du milieu est fortement modifiée. Le
fer, par exemple peut se retrouver adhéré sur le biofilm. Cette proximité avec les cellules facilite-t-
elle son acquisition par rapport a une croissance planctonique ? Pour répondre a ces premiéres ques-
tions, une souche modéle a été utilisée, Mh SP17, et la croissance a différentes concentrations en fer
entre des cellules se développant en biofilm ou planctonique a été comparée.

La deuxieme partie de cette these s’est concentrée sur les mécanismes d’acquisition du fer
chez Mh. Sont-ils dépendants du mode de vie ? La piste d’un sidérophore, la pétrobactine a été
immédiatement privilégiée. Pour certaines especes, les sidérophores sont importants pour le
développement d’un biofilm. Chez B. subtilis et M. smegmatis, la production de sidérophore
favorise la croissance en biofilm. En est-il de méme pour Mh SP17 ? Car le biofilm permet
potentiellement un contact direct avec le fer qui est insoluble. Comme vu précédemment, la taille
des particules influence trés fortement I’efficacit¢é du sidérophore. Dans ces conditions, la
pétrobactine est-elle indispensable pour acquérir le fer ? Ou au contraire un contact direct est-il plus
profitable ? L’implication d’une ferric binding protein, FbpA, a également été envisagé. Pour mettre
en avant les mécanismes d’acquisition du fer chez Mh SP17, des mutants ont été créés, I'un ne
produisant plus la pétrobactine et I’autre la protéine FbpA, bloguant ainsi la production de
sidérophore et le transport du fer libre, respectivement. Les systemes de transport de la pétrobactine
ont également été étudiés. Pour cela, des récepteurs TonB-dépendant potentiellement impliqués ont

été sélectionnés, et les mutants associés créés.
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1. Souches bactériennes, plasmides et conditions de culture

1.1 Souches et plasmides

Les souches et les plasmides utilisés dans ce travail sont listés dans les Tableaux 11.1 et 11.2,

respectivement. Au cours de cette étude, la souche de référence est M. hydrocarbonoclasticus JM1

(abrégée Mh JM1) et est considérée comme la souche sauvage.

Tableau I1.1. Liste des souches utilisées au cours de cette étude.

Souche Génotype/phénotype Description Référence
E. coli
S17-1 TpR SmR recA, thi, Souche dérivée d’E. coli K12 ayant le géne pir,  (Simon et
(Apir) impliqué dans le maintien des plasmides ayant al., 1983)
pro, comme origine de réplication R6K y ori. Souche
hsdR-M*RP4: 2- donneuse dans la conjugaison avec Mh JM1
Tc:Mu:Km
Tn7 Apir
DH5q. SUpE44, AlacU169 Souche dérivée d’E. coli K12 ayant le gene pir,
i impliqué dans le maintien des plasmides ayant
(Apir) (®lacZAM15), plique car Intien des p 58y
comme origine de réplication R6K vy ori
recAl, endAl,
hsdR17, thi-1,
gyrA96, relAl, Apir
KD9 DH5a (Apir), Kn® E. coli DH5a. (Apir) portant le plasmide pSN78  Cette étude
FH31 S17-1 (Apir), Kn® E. coli S17-1 (Apir) portant le plasmide pSN78 Cette étude
FH23 DH5a (Apir), Kn® E. coli DH5a. (Apir) portant le plasmide pSN77-  Cette étude
AasbAB
FH24 S17-1 (Apir), Kn® E. coli S17-1 (Apir) portant le plasmide pSN77-  Cette étude
AasbAB
FH25 DH5a. (Apir), Kn® E. coli DH5a. (Apir) portant le plasmide pSN77-  Cette étude
AfbpA
FH27 S17-1 (Apir), Kn® E. coli S17-1 (Apir) portant le plasmide pSN77-  Cette étude
AfbpA
FH32 DH5a (Apir), Kn® E. coli DH5a (Apir) portant le plasmide pSN77-  Cette étude

ACIrA



FH37

FH33

FH38

FH54

FH56

KD35

KD36

KD37

S17-1 (Apir), Kn®
DH50 (Apir), Kn®
S17-1 (Apir), Kn®
TOP10 (in vitrogen),
GmR

S17-1 (Apir), Gm®
DH50. (Apir), KnR

S17-1 (Apir), Kn®

DH50. (Apir), KnR

E. coli S17-1 (Apir) portant le plasmide pSN77-
AcirA

E. coli DH5a (Apir) portant le plasmide pSN77-
AfhuE

E. coli S17-1 (Apir) portant le plasmide pSN77-
AfhuE

E. coli TOP10 portant le plasmide pARA-
ORFfbpA-GentaR

E. coli S17-1 (Apir) portant le plasmide pSN77-
AfhuE

E. coli DH5a (Apir) portant le plasmide pARA-
ORFfbpA-GentaR

E. coli S17-1 (Apir) portant le plasmide pSN77-
AMARHY3432

E. coli DH5a (Apir) portant le plasmide pSN77

Cette étude

Cette étude

Cette étude

Cette étude

Cette étude

Cette étude

Cette étude

Cette étude

Marinobacter hydrocarbonoclasticus

SP17

JM1

FH36-Aa
sbF

KD17-A3
432

FH30-
AashAB

FH29-
AfbpA

FH35-
AasbABF

FH34-
AfbpA
A3432

Sm°

SP17 rpsLK58T, Sm®

JM1, AMARHY3427,
SmR

JM1, AMARHY3432,
SmR

JM1, AMARHY3422
(AasbA), AMARHY3423
(AasbB), SmR

JM1, AMARHY2192
(AfbpA), SmR

FH30, AMARHY3422-

3423-3427 (AasbF),
SmR

FH29, AMARHY3432,
SmR

Isolat original

Mutant de M. hydrocarbonoclasticus SP17 issu
d’une mutation spontanée lui conférant la
résistance a la streptomycine.

Délétion du géne asbF par intégration et
excision du plasmide pSN78

Délétion du géne MARHY3432 par intégration et
excision du plasmide pSN77-AMARHY3432

Délétion des génes asbAB par intégration et
excision du plasmide pSN77-AasbAB

Délétion du géne fbpA par intégration et excision
du plasmide pSN77-AfbpA

Délétion du géne asbF par intégration et
excision du plasmide pSN78.

Délétion du géne MARHY3432 par intégration et
excision du plasmide pSN77-AMARHY 3432

(Gauthier et
al., 1992)

(Mounier et
al., 2014)

Cette étude

Cette étude

Cette étude

Cette étude

Cette étude

Cette étude



FHA42- JM1, AMARHY3135 Délétion du géne cirA par intégration et excision  Cette étude

AcirA (AcirA), Sm® du plasmide pSN77-AcirA

FH43- JM1, AMARHY1035 Délétion du geéne fhuE par intégration et excision Cette étude

AfhuE (AfhuE), Sm® du plasmide pSN77-AfhuE

FH57 FH35 + pARA- AasbABF complémenté du gene fhpA Cette étude
ORFfbpA-GentaR, GmR

FH58 JM1 + pARA- JM1 complémenté du gene fhpA Cette étude
ORFfbpA-GentaR, GmR

FH59 AasbABFAfbpA + AasbABFAfbpA complémenté du gene fhpA Cette étude
pPARA-ORFfbpA-
GentaR, Gm®

KnR: résistant & la kanamycine ; Sm®: sensible & la streptomycine SmR : résistant streptomycine ; TpR : ré-

sistant au triméthoprime ; GmR : résistance a la gentamicine



Tableau 11.2. Liste des plasmides utilisés au cours de cette étude.

Plasmide

Résistance
aux
antibiotiques

Description

Référence

pSEVA 211

PSEVA237R

PARA

PSN77

pSN78

PSN77-AMARHY3432

pSN77-AasbAB

pPSN77-AfbpA

PSN77-AashABF

PSN77-AfopAA3432

PSN77-AcirA

KnR

KnR

KnR

KnR

KnR

KnR

KnR

KnR

KnR

KnR

KnR

Origine de réplication : R6K v ori.

Origine de réplication : pPBBR1
oriV. Contient le gene mCherry
codant pour une protéine
fluorescente

PSEVA237R ol Pgap a été cloné en
amont du gene mCherry

Plasmide dérivé du pSEVA 211.
Contient le géne rpsL sauvage de
Mh SP17, conférant la sensibilité a
la streptomycine

Plasmide utilisé pour la délétion du
gene MARHY3427, obtenu par
restriction enzymatigue et ligation

Plasmide utilisé pour la délétion du
gene MARHY3432, obtenu par
restriction enzymatigue et ligation

Plasmide utilisé pour la délétion
des genes MARHY3422 et
MARHY3423, obtenu par Gibson
Assembly

Plasmide utilisé pour la délétion du
géne MARHY2192, obtenu par
Gibson Assembly

Plasmide utilisé pour la délétion
des génes MARHY3422,
MARHY3423 et MARHY3427

Plasmide utilisé pour la délétion
des génes MARHY2192 et
MARHY3432

Plasmide utilisé pour la délétion du
géne MARHY3135, obtenu par
POE-PCR

(Silva-Rocha et al.,
2013)

(Silva-Rocha et al.,
2013)

Cette étude

Cette étude

Cette étude

Cette étude

Cette étude

Cette étude

Cette étude

Cette étude

Cette étude



pSN77-AfhuE KnR Plasmide utilisé pour la délétion du  Cette étude
géne MARHY1035, obtenu par

POE-PCR
PARA-ORFfbpA- GmR Plasmide utilisé pour la Cette étude
GentaR complémentation de fopA chez

AasbABFAfbpA et dont la cassette
de résistance a la kanamycine a été
remplacée par une a la
gentamicine, obtenu par Gibson
Assembly

KnR: résistance a la kanamycine.

1.2. Milieux de cultures et conditions de croissance

Les souches d’E. coli ont été cultivées a 37°C a 200rpm dans du milieu LB pour lysogeny
broth (tryptone 10 g.L™, extrait de levure 5 g.L™, NaCl 0,09 mol.L™ et pH 7) ou du milieu halo
(NaCl 0,17 mol.L?, Nas-citrate 11,6 mmol.L*, MgSO4 81,6 mol.L?, K;HPO4 3,4 mmol.L?,
Fe(NH4)2(SO4)2 0,17 mmol.L™?, protéose peptone 5 g.L™?, extrait de levure 1 g.L?, pH 7,5). Les
milieux LB et halo solides contiennent 1,2 % (m/v) et 1,4 % d’agar (m/v), respectivement.

Mh JM1 a été cultivée a 30°C a 200rpm. Le milieu halo a été utilisé lors de la conjugaison.
Pour la croissance sur boite de Pétri et pour les cultures liquides dont la quantité de fer ne nécessitait
pas d’étre contrdlée, le milieu utilisé est de I’'EMS pour eau de mer synthétique (NaCl 0,6 mol.L?,
KCI 10 mmol.L*, Trizma Base 50 mmol.L? pH 7,8, NH4Cl 56 mmol.L?, K;HPO4 427 pmol.L?,
FeSO4 7,2 umol.L, MgSO4 65 mmol.L* et CaCl, 13 mmol.L™?). La source de carbone soluble a
été ajoutée en dernier, sous forme d’acétate 20 mmol™?, de lactate 20 mmol™ ou de succinate 18,5
mmol?, stérilisée par filtration a 0,2 um. 1,4 % d’agar (m/v) a été ajouté pour la croissance sur
milieu solide.

La solution d’oligo éléments, SL12, est composée comme suit : CuCl, 88 umol.L?, NiCl,
194 pmol.L?, NazM0O4 103 umol.L%, ZnCl, 336 umol.L, MnCl> 505 pmol.L?, CoCl> 505 pmol.L”
1.

Lorsque mentionnés, les antibiotiques ont été utilisés aux concentrations suivantes : strep-
tomycine (Sm) 100 ug.mL™ et kanamycine (Kn) 100 ug.mL™.



1.3. Matériel et milieu de culture pour croissance contrélée en fer

Pour réduire la contamination en fer, les flacons et la verrerie nécessaires a la préparation
des milicux ainsi qu’a la croissance de Mh JM1 ont été lavés a I’acide. Pour cela, la verrerie et les
bouchons en plastique adaptés ont été remplis d’acide chlorhydrique 1N et laissés sous hotte une
nuit. Le matériel a ensuite été lavé trois fois avec de 1’eau milli Q. Pour I’équipement plastique,
comme certains bouchons moins résistants, le méme protocole a été effectué mais avec uniquement
1h de bain d’acide.

Le matériel a été stérilisé dans un four pendant 30 min a 170°C. Les bouchons des bouteilles
n’ont pas €té vissés totalement et ont été recouverts d’aluminium. Une fois la stérilisation terminée,
les bouchons ont éte rapidement serrés pour eviter toute contamination.

Afin de s’adapter aux conditions d’analyse chimique, différents tampons pour réduire ou
remplacer le Trizma Base contenu dans 'EMS ont été testés : 5 mmol.L™? de Trizma Base, 20
mmol.L™ de NaH,PO4/Na;HPO4, 0,1 mmol.L*de NaHCO3s/Na,COs ou encore la suppression totale
de tampon. La composition du milieu a ensuite été modifiée afin de se rapprocher des conditions de
I’eau de mer, et le milieu a été appelé MEM pour milieu eau de mer et a été utilisé dans les expé-
riences ou la quantité de fer était controlée. Il est composé comme suit : NaCl 0,38 mol.L?, KCI 10
mmol.L?, (NH4)2S04 26 mmol.L*, K;HPO4 2,9 umol.L?, CaCl, 13 mmol.Lt, MgCl2 49 mmol.L™.
Ce milieu a été réalisé a partir de quatre solutions : NaCl 0,475 mol.L*?, KCI 12,5 mmol.L? et
(NH4)2S04 32,5 mmol.L™?, dont le pH a été ajusté a 7,8 avec du NaOH 2 mol.L%, puis K;HPO4 270
umol.L%, suivi de CaCl, 10mmol.L™ et enfin MgCl, 25 mmol.L™. A chaque solution, 5g de chelex
pour 100 mL de solution ont été ajoutés. Les solutions ont été agitées une nuit a 200 rpm, filtrées
sur un filtre d’acétate de cellulose de 0,2 um préalablement lavé a I’acide nitrique 2 % puis rincé
une fois avec de I’eau milli Q et stockées séparément. Le milieu MEM a été préparé extemporané-
ment comme suit : pour 1 L de MEM, 2,7 mL de K2HPO4, 100 mL de CaCl. puis 100 mL de MgCl.
ont été ajoutés a 800 mL de la premiére solution. Le fer a ensuite été ajouté aux concentrations
désirées a partir d’une solution de FeCls 7,15 umol.L™%. Le pH a ensuite été ajusté a 8 avec environ
7,6 mL d’HCI 1 mol.L. La source de carbone soluble a été ajoutée au tout dernier moment, sous
forme d’acétate 20 mmol™, de lactate 20 mmol™ ou de succinate 18,5 mmol?, stérilisée par filtration

a 0,2 um.



2. Croissance en condition controlée en fer

2.1. Préparation des précultures

Une premiere culture liquide, faite en triplicat a partir de trois réplicats biologiques (c’est-a-
dire 3 clones isolés) a été réalisée dans 5 mL de MEM contenant 7200 nmol.L™ de fer + Sm a 30°C
et 200 rpm durant le week-end. Le lundi, une deuxieme culture de 10 mL en MEM avec 720 nmol.L"
1 de fer et Sm a été lancée a 30°C et 200 rpm jusqu’au lendemain matin a partir des cultures du
week-end. Ainsi, pour chaque réplicat, une dilution au 1/100° de la premiere préculture a été réalisée
dans trois tubes de MEM a 720 nmol.L™ de fer. Ce sont alors ces cultures qui serviront pour I’ense-

mencement des expérimentations en plaques 24 puits.

2.2. Suivi de la croissance planctonique en tubes en verre

Lors de la mise en place du nouveau milieu de culture, la croissance planctonique a été me-
surée dans les différents milieux testés. Une culture de nuit en EMS + acétate + Sm dont la DOgoonm
était comprise entre 0,3 et 0,6 a eté centrifugée 10 minutes a 8000 rpm et le culot lave dans le
nouveau milieu sans fer et sans source de carbone. Une deuxiéme centrifugation a été effectuée et
les culots repris dans un volume adéquat, de facon a obtenir une DOgsoonm proche de 1. Cette suspen-
sion cellulaire a ensuite été diluée a une DOgoonm de 0,1 pour I’ensemencement des puits. L’acétate
a enfin été ajoutée et les cellules ont été cultivées a 30°C et 200 rpm. Avant chaque prise de mesure

la culture a étée homogeéneisée, puis la DOsoonm a été lue au spectrophotometre.



2.3. Quantification de la croissance en plaques 24 puits

oA T,
Elution du
. Surnageant Coloration au Cristal violet cristal violet et
Cr0|§sa_n ceen retiré et lavage cristal violet piégé par le lecture de
biofilm du puits puis lavages biofilm I’absorbance a
595 nm

Figure 11.1. Protocole de la coloration des biofilms au cristal violet en plaque 24 puits.
Les biofilms sont lavés avant d’étre colorés au cristal violet 0,1 % (m/v) puis la quantité de cristal violet
piégée par le biofilm est mesurée avec une solution de décoloration. La DOsgshm de cette solution est lue au

spectophotométre et est proportionnelle a la quantité de biofilm. Figure réalisée a ’aide de Biorender.

Les cultures de biofilms sur les substrats lipidiques et alcanes ont été réalisées dans des
plaques 24 puits (Evergreen®) dont le fond des puits était recouvert par le substrat. Pour cela, 0,2 g
de substrat (paraffine, tristéarine, ester de cire, hexadecanol ou acide palmitique) a été introduit dans
chacun des puits d’une plaque. Pour la condition acétate, aucun substrat solide n’a été ajouté dans
les puits. Les plaques ont ensuite été recouvertes d’aluminium puis placées durant 1h a 85°C, afin
de faire fondre et répartir les substrats dans les puits, avant de refroidir a température ambiante

plusieurs minutes.



Les inocula (préparés comme indiqué dans le paragraphe 2.1) ont été lavés une fois avec du
MEM sans fer et sans source de carbone, puis les culots ont été repris dans un volume adéquat, de
facon a obtenir une DOgoonm de 10. Les cellules concentrées ont ensuite été réparties a raison d’une
dilution au 1/100° par puits, dans lesquels 1mL de MEM a été préalablement ajouté. Ainsi, la
DOsgoonm initiale est de 0,1. Les plaques ont été entourées de paraffilm pour éviter 1’évaporation et
placées a 30°C sans agitation, durant 24, 48 ou 120h. Apres incubation, le milieu de chaque puits a
été retiré et la DOgoonm lue. Les puits ont été lavés avec 2 mL d’eau milli Q et la DOgoonm a été de
nouveau mesurée, pour Vérifier si toutes les cellules planctoniques ont bien été retirées. Les puits
ont ensuite été colorés avec 400 uL d’une solution aqueuse de cristal violet 0,1 % (m/v) durant au
moins 3 minutes. Le cristal violet a été retiré et chaque puits a été lavé deux fois avec 1 mL d’eau
milli Q, en faisant en sorte de retirer les eéventuelles gouttelettes de cristal violet restées sur la paroi.
Les plaques ont été décolorées a 1’aide d’une solution de décoloration composée d’éthanol 50 %
(v/v) et d’acide acétique 10 % (v/v). 1 mL de cette solution a été ajouté dans les puits et le tout a été
homogénéisé. La DO a alors été mesurée a 595 nm de longueur d’onde. La Figure 11.1 résume le
protocole de quantification du biofilm.

La correélation entre la DOgoonm €t la DOsgsnm @ été obtenue comme suit : une culture de 15
mL de Mh JM1 a été réalisée en EMS jusqu’a obtention d’une DOgoonm d’environ 1. Celle-ci a
ensuite été diluée dans de ’EMS de fagon a obtenir une DOgoonm de 0,75, 0,5, 0,25, dans des tubes
de 1,5 mL. Chaque concentration en cellules a été réalisee en triplicat. Les tubes ont été centrifugés
a 13000 rpm durant 10 minutes, puis le culot a été coloré avec 1 mL de cristal violet 0,1 % (m/v)
durant 3 minutes. Une nouvelle centrifugation a été effectuée dans les mémes conditions que la
précédente, et le culot a été lavé avec 1 mL d’eau milli Q. Cette étape a été répétée trois fois au total.
Une fois les lavages terminés, 1 mL de solution de décoloration (la méme que celle utilisée pour la
décoloration des biofilms mentionnées quelques lignes plus haut) a été ajouté au tube puis une der-
niére centrifugation identique aux précédentes a été effectuée. La DO de chaque tube a alors été

mesurée a 595 nm.



3. Dosage du fer dans le milieu de culture, intracellulaire et dans les subs-
trats de biofilms

3.1. Dosage des métaux dans les milieux de culture

La quantité de fer présent dans toutes les préparations de milieux MEM a été dosée par spec-
trométrie de masse par plasma a couplage inductif (ICP-MS). L’ ICP-MS permet d’atomiser et d’io-
niser les composés contenus dans un échantillon. La masse des ions atomiques ainsi obtenue est
ensuite déterminée dans un spectrometre de masse. Ce dernier sépare les ions obtenus aprés passage
dans la torche a plasma selon leur rapport masse/charge (m/z), permettant ainsi leur caractérisation
et leur quantification. Les échantillons sont directement dosés par ’appareil aprés dilution. Toute-
fois, pour éviter une éventuelle précipitation si les échantillons de milieux ne peuvent pas étre dosés
immédiatement, 2 % d’acide nitrique (v/v) ont été ajoutés et les tubes ont été placés a 4°C au réfri-

gérateur jusqu’a leur dosage.

3.2 Dosage du fer intracellulaire

Des cultures de 5 mL de Mh JM1 en MEM 7200 nmol.L* de fer ajouté ont été réalisés sur
la nuit. Elles ont ensuite été centrifugées a 10000 rpm durant 10 min & 4°C. Les surnageants ont eté
récupérés et conservés et les culots lavés dans une solution de 5 mL d’EDTA « trace metal grade »
a 0,1 mol.L? avant d’étre centrifugés une nouvelle fois. Trois lavages au total ont été réalisés. Un
contréle avec des lavages a I’eau a été réalisé en parallele. Les échantillons biologiques tels que les
culots de Mh JM1 ou les surnageants ont été digérés dans 3 mL d’acide nitrique concentré avec un
micro-ondes Milestone UltraWAVE en suivant le protocole pour une digestion d’échantillons
biologiques. lls ont alternativement été chauffés a 220 °C pendant 15 minutes, puis a 60°C 10
minutes toujours en contrélant la pression a 40 bars de N2. Les échantillons ont ensuite été analysés

par spectroscopie a plasma a couplage inductif (ICP-OES).

Une autre expérience a été réalisée pour retirer le fer potentiellement adhéré a la surface des
cellules. Pour cela, des cultures planctoniques de 24h et biofilms de 48h de Mh JM1 et AasbABF en
MEM avec 200 et 7200 nmol.L* de fer ont été effectuées en plaques 24 puits. Dans chaque plaque,
les 24 puits correspondent a une seule et méme condition. Ainsi, 11 puits ont été regroupés afin
d’obtenir un volume suffisant pour les analyses, 2 puits ont servi a quantifier la croissance de ce
méme réplicat et les 11 autres puits serviront de contrdle et ne seront pas lavés. Chaque condition
(200 et 7200 nmol.L™ de fer) pour chaque souche (Mh JM1 et AasbABF) a été réalisée en triplicat.



Pour les cultures planctoniques, la DOsoonm & été mesurée puis les cultures ont été centrifugées 10
min a 8000 rpm. Le surnageant a été récupéré et les culots ont été repris une premiere fois avec 10
mL de MEM pH 8. Une deuxiéme centrifugation identique a la premiére a été réalisée. Le
surnageant a été récupéré et le culot repris dans 10 mL de MEM pH 5,5. Une derniére centrifugation
a été réalisée afin de séparer le culot du surnageant. Les culots ont alors été digérés comme indiqué
précédemment. Pour les cultures en biofilm, 11 puits ont été regroupés et la DOsoonm des surnageants
de culture a été mesurée. Ces surnageants regroupés ont ensuite été lavés avec du MEM pH 8 puis
pH 5,5, exactement de la méme maniére que les cultures planctoniques. 0,5 mL d’acide nitrique a
1% a été ajouté a chaque puits contenant du biofilm afin de le dissoudre. Le contenu des 11 puits
identiques a alors été mélangé puis digérés a I’acide tout comme les culots des cultures

planctoniques. La quantité de fer a ensuite été mesurée par ICP-OES.
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Figure 11.2. Construction pour le dosage du fer dans les substrats par ablation laser.
Deux lamelles sont collées entre elles a deux endroits sur une lame de verre afin d’obtenir une couche de

substrat plane permettant de réaliser de I’ablation laser en vue du dosage du fer dans ce méme substrat.



3.3 Dosage du fer dans les différents substrats

Environ 100 mg de paraffine et de tristéarine ont été digérés dans 3 mL d’acide nitrique
concentré avec un micro-ondes Milestone UltraWAVE en suivant le protocole pour une digestion
pétrochimique. Les échantillons ont été alternativement chauffés a 110°C pendant 10 minutes, puis
a 180°C 15 minutes et enfin a 230°C 15 minutes sous une pression maintenue a 40 bars de N». Ce
méme protocole a été utilisé avec des substrats incubés 120h dans du MEM 7200 nmol.L? de fer
ajouté. Les échantillons ainsi digérés ont ensuite été dilués pour étre analysés par ICP-OES a I'aide
d’un appareil Thermo Scientific iCap 7000 series. Une analyse de routine a été effectuée en utilisant
des standards de calibration pour Fe entre 2 et 400 ppb dans 2% v/v d’acide nitrique et de matrice.
Toutes les analyses ont été accompagnées de « Certified Reference Material for rain water (CRM
TM rain-95) » en guise de controle qualité.

Une autre technique a été utilisee pour essayer de doser la quantité de fer dans les substrats.
Deux fois deux lamelles, séparées d’environ 1 cm, ont été collées 'une sur 1’autre sur une lame de
verre, comme représenté dans la Figure 11.2. Le substrat a été fondu puis introduit dans le puits
formé par I’espacement entre les deux lamelles. Le tout a été aplani en posant délicatement une lame
de verre puis en la retirant. Les échantillons ont été analysés par ablation laser couplée a un
spectromeétre de masse a plasma a couplage induit triple quadrup6le (LA-ICPMSMS) (ICPMS triple
quadrupole Agilent 8900). Le laser est un systéme d’ablation laser femtoseconde IR (1030 nm)
(Novalase, France). La stratégie d’ablation a consisté a réaliser une ablation laser en carré scanne
de 600 x 600 um avec une cadence de tir de 200 Hz, une vitesse de scanner de 2,5 mm.s™, une
énergie de 17 pJ.pulse™, une taille de faisceau de 15 um et comme gaz porteur de 1’hélium a un
débit de 450 mL.min?. L’ICPMSMS était en mode MS/MS, avec comme gaz cellule
collision/réaction de I’hélium a 9 mL.min . Les masses et les temps d’analyse étaient comme suit :
12C (0,001 ms), %Si (0,001 ms), °®Fe (0,1 ms) et °’Fe (0,1 ms). Le gaz de nébulisation était de 0,93

L.min! et le gaz auxiliaire de 0,1 L.min.



4. Détection et quantification de la pétrobactine

4.1. Test CAS liquide

Supernageant filtré
de I'échantillon

N4

Solution CAS

Mélange de 100pL
de solution CAS et
100pL d'échantillon

Lecture de la DO de la plaque
a 620nM

Figure 11.3. Protocole du test CAS liquide.
Identique au protocole décrit par (Alexander and Zuberer, 1991). Figure réalisée a 1’aide Biorender.



La présence et la quantification de pétrobactine dans le milieu de culture ont initialement été
mesurées a I’aide d’un test universel de détection des sidérophores, le test CAS (chrome azurol S),
dont le protocole est résumé dans la Figure 11.3. Le réactif CAS a été réalisé comme indiqué par
Alexander et Zuberer en 1991 (Alexander and Zuberer, 1991). Pour 100 mL de réactif, 25 mL d’une
premiére solution & 2,4 mmol.L d’HDTMA a été réalisée sous agitation et chauffage. Une deu-
xiéme solution contenant 1,5 mL de FeClsa 1 mmol.L* dans de ’'HCI 10 mmoL.L™* et 7,5 mL de
colorant CAS a 2 mmol.L* a également été préparée. Celle-ci a été ajoutée lentement a la premiére
d’HDTMA. Séparément, une solution tampon de MES a 1 mol.L™ dans 50 mL d’eau et dont le pH
a été amené a 5,6 avec du KOH 50 % (m/v) a été réalisée. Cette solution tampon a été ajoutée a la
précédente ainsi que de 1’eau jusqu’a obtenir un volume final de 100 mL. Juste avant utilisation de
cette solution finale, 87,3 mg d’acide 5-sulfosalicylique ont été ajoutés a la réaction afin d’accélérer
le processus.

Le ferrichrome a éte utilisé pour obtenir une courbe de standard, en utilisant des concentra-
tions différentes : 0, 1, 5, 10, 20, 50, 100 umol.L . Dans des plaques 96 puits, 100 pL de réactif ont
ensuite ét¢ mélangés a 100 pL de solution standard ou a 100 puL d’échantillon. 3h30 d’incubation
dans le noir ont été réalisées avant de mesurer la DO au lecteur de plaque. Une agitation a 425 cpm
par la machine a été réalisée avant lecture de la DO a 620 nm. Un « area scanning » de 5x5 a été

demandé pour estimer au mieux la DO des puits.

4.2  Purification et quantification de la pétrobactine

Une culture de 2,5 L de Mh JM1 en milieu Hickford (NaCl 0,5 mol.L*, MgSO4 1,6 mmol.L-
1 NH4CI 18 mmol.L?, KzHPO, 17 mmol.L?, CaCl 1,3 mmol.L?, succinate de sodium 18 mmol.L
1) sans ajouter de fer dans le milieu a été incubée a 30°C et 150 rpm durant 6 jours. Les cellules ont
ensuite été centrifugées a 7000 rpm durant 30 min a 10°C. Le surnageant a été récupéré et acidifié
apH 5 avec de 'HC1 1 mol.L? et de la résine amberlite® XAD-2 a été ajoutée a raison de 50 g.L™.
La mixture a été mélangée a 50 rpm dans le noir durant 4h. La résine a ensuite été chargée sur une
colonne en verre puis lavée avec 3 volumes morts d’eau milliQ précédent une élution de deux
volumes morts de méthanol grade HPLC et a été de nouveau lavée avec 2 volumes morts d’eau
milliQ. La présence de pétrobactine a été verifiée par test CAS (voir section 4.1 de ce méme
chapitre) dans les fractions de méthanol. Le méthanol des fractions positives a été évaporé a I’aide
d’un speedvaq a 35°C, 150 rpm et 200 mBar de pression, avant d’ajouter 5 mL d’eau milliQ dans

les tubes. Ces derniers ont ensuite été congelés jusqu’a leur purification. La purification a été réalisée



par un systeme HPLC (high pressure liquid chromatography) Sephasil Protein C4 (4,5x250 mm, 12
um) avec une taille de pore de 300 A et un gradient de CHsCN/H2O contenant 0,1 % d’acide
trifluoroacétique et un volume d’injection de 50 pL. Les fractions de sidérophores ont été

déterminées par test CAS et les fractions positives ont été analysées par ESI-MS.

4.3 Quantification de la pétrobactine par LC-ESI-MS dans le milieu de culture

A partir d’inocula, Mh JM1 et la souche ne produisant plus de pétrobactine AasbABF ont été
incubés en plaques 24 puits avec de I’acétate ou de la paraffine ou de la tristéarine comme source
de carbone durant 24h et 120h avec 100 et 7200 nmol.L™? de fer. Les surnageants ont alors été
récupéres, centrifugés 10 minutes a 8000 rpm puis filtrés avec un filtre 0,025 pum. Les biofilms
(conditions paraffine et tristéarine) ont également été grattés avec une oeuse en plastique, puis 1 mL
de MEM sans fer a été ajoute, le tout récupéreé puis filtré de la méme maniére que les surnageants.
La quantité de pétrobactine a alors été mesurée dans les échantillons par LC-ESI-MS. La
quantification a été possible avec la mesure en parallele des standards de pétrobactine purifiée (voir
section 4.2 de ce méme chapitre). Les analyses de LC-ESI-MS ont été réalisées avec un systeme
Thermo LC. La préparation de I’échantillon a consisté en une extraction de type SPE (solid phase
extraction) On line, en utilisant une colonne SPE Oasis HLB Direct Connect HP 20 pm, 2,1x300mm
On-Line, Waters (Ireland). La phase mobile SPE était composée de formiate d’ammonium 5
mmol.L ! et d’acide formique 0,3 %, le volume d’injection était de 2 mL et le flux de 1 mL.min™.
La séparation chromatographique a été réalisée par HPLC en utilisant une colonne en phase inverse
Acquity UPLC BEH C18, 1,7 um, 2,1x150mm, Waters (Ireland). La phase mobile A de ’'HPCL
était composée de formiate d’ammonium 5 mmol.L* et d’acide formique 0,3 % et la phase mobile
B était composée d’un ratio 90:10 d’acétonitrile:méthanol et d’acide formique 0,3 %. Le flux de la
colonne était de 0,3 mL.min? et le gradient utilisé était : 0-5, 5-5, 7-50, 8-50, 10-95 (temps, min -

% aceétonitrile), a 40°C.



4.4 Détection de la pétrobacine intracellulaire

Une culture de 750 mL avec du MEM a 500 nmol.L? de FeCls a été réalisée a partir d’une
dilution au 1/100°™ d*un inocula d’une culutre & 720 nmol.L de FeCls. Cette culture a été incubée
durant environ 24h a 30°C et 75 rpm jusqu’a ce que la DOgoonm atteigne 0,4. 30 minutes avant
d’arréter la croissance des cellules, un tiers de la culture a été prélevé (aprés homogénéisation) et du
FeClz a été ajouté a une concentration de 20 pM. Le mélange a été incubé le temps restant a 30°C
et 75 rpm. Cette méme étape a été réalisée 5 minutes avant la fin de la croissance sur un deuxieme
tiers de la culture. Une fois les cultures arrétées, les cellules ont été centrifugées 15 minutes a 10000
rpm a 4°C. Les culots ont été repris dans du MEM 0 nmol.L™ FeCl; et de PEDTA citrate a 0,05
mol.L?, du citrate de sodium a 0,05 mol.L? ainsi que de 1’oxalate de sodium a 0,01 mol.L™?. Une
deuxiéme centrifugation de 15 minutes a 10000 rpm a 4°C a ete réalisée. Les culots ont été repris
dans du MEM 0 nmol.L? FeCls. Une derniére étape de lavage a été effectuée en centrifugeant les
cellules 15 minutes a 10000 rpm a 4°C. Les culots ont de nouveau été repris dans du MEM 0 nmol.L"
! FeCls. Une derniére centrifugation de 15 minutes a 10000 rpm a 4°C a été réalisée. Les culots ont
été repris dans 5 mL de tampon ammonium acetate pH 6,5-7 a 50 mmol.L?. Les cellules ont été
lysées a ’aide d’une presse de French. Une centrifugation du contenu intracellulaire a été effectuée
durant 15 minutes a 11000 rpm et 4°C. Les surnageants ont été récupérés puis congelés avant analyse
par LC-ESI-MS (Liquid Chromatography-Electrospray lonization-Mass Spectrometry),

comme décrit dans paragraphe 4.3.

5. Construction des plasmides et des souches
5.1. Extraction et purifications d’ADN

L’ADN génomique de Mh JM1 a été extrait avec le kit DNeasy® UltraClean® de Qiagen.
Les plasmides ont été obtenus en utilisant le kit QIAprep® Spin Miniprep Kit de QIAGEN. Enfin,
les purifications d’ADN, correspondant aux inserts, ont été réalisées a 1’aide du kit NucleoSpin®
Gel and PCR Clean-up de MACHEREY NAGEL a partir des produits PCR ou en purifiant sur gel

lorsque des bandes non désirées étaient présentes.

5.2. PCR et électrophorése sur gel d’agarose
Les PCRs ont été réalisées avec les enzymes EUROBIOTAQ a5 u.pL™ (Eurobio Scientific)

ou GoTagq® a 5 u.pL? (Promega) en suivant les préconisations du fournisseur. Chaque PCR,



digestion, insertion ou délétion a été vérifiée par électrophorése sur gel d’agarose. La teneur en
agarose du gel varie entre 1 et 2 % en fonction de la taille des fragments et le gel est préparé dans
du tampon TAE 1X (40 mmol.L™ Tris, 20 mmol.L? d’acide acétique, 1 mmol.L* EDTA a pH 8,3)
contenant du BET 4 0,5 pg.mL™. Les ADN sont mélangés a du tampon de charge 6X de chez NEB
(New England BioLabs) puis déposé sur le gel d’agarose baignant dans du tampon TAE 1X. La
migration a généralement été effectuée a 100V jusqu’a ce que les fragments soient correctement

sépares.

5.3  Construction plasmidique pour la délétion d’un géne cible
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Figure 11.4. Schéma de clonage par Gibson Assembly.

Une PCR permet d’amplifier les inserts (régions en amont et en aval des génes a déléter) ainsi que le vecteur.
Les oligonucléotides contiennent également des séquences « overlapping », c¢’est-a-dire qu’aux extrémités
de chaque fragment, des séquences d’ADN identiques sont ajoutées (symbolisées en orange, bleu et rouge).
Ces séquences permettent ensuite par une seule réaction contenant des 5’ exonucléases, une DNA polymérase
et une DNA ligase d’assembler le vecteur qui sera ensuite transférés dans E. coli par transformation. D’aprés

NEB.



Toutes les amorces utilisées au cours de cette etude sont listées dans le Tableau 11.3. Les
plasmides pSN77, pSN78 et pPSN77-AMARHY3432 ont été construits par restriction enzymatique et
ligation. Le plasmide pSN77, utilisé ensuite pour la délétion des genes MARHY3427 (pSN78) et
MARHY3432 (pSN77-AMARHY3432), est un plasmide pSEVA211 auquel le géne rpsL de Mh SP17
a été intégré, a ’aide des oligonucléotides OL97 et OL9S, par digestion enzymatique puis ligation.

Le géne rpsL sauvage permet de complémenter les mutants résistants a la streptomycine (Mh JM1).

Pour les plasmides pSN78 et pSN77-AMARHY3432 utilisés pour la construction de FH36 et
KD17, respectivement, les régions bordantes du géne asbF pour FH36 et MARHY3432 pour KD17
ont été clonées. Les inserts ont été obtenus par PCR, en utilisant 1’enzyme Phusion
(ThermoScientific F-530L 2 u.uL™) en suivant les recommandations du fournisseur, avec 0,5 pL
d’ADN génomique comme matrice. Des sites de restriction ont été ajoutés aux oligonucléotides.
Les produits PCR ainsi que les vecteurs ont été digérés durant 1h a 37°C dans une solution contenant
les enzymes de restriction adaptées (Sall HF, BamHI HF, EcoRI HF, Sacl, Sacll, ou Swal) a 20 U
pour 50 pL de réaction et du tampon cutsmart 1X. Toutes les enzymes proviennent de NEB. Le
vecteur digéré a été déphosphorylé avec 1 pL de phosphatase alcaline a 1 mg.mL™? et 2000
unités.mg™ de protéine a 37°C durant 1h. Les inserts et le vecteur ont été purifiés puis élués dans 30
uL d’eau milli Q et enfin quantifiés. La ligation a été réalisée dans un volume de 10 pL, contenant
un ratio 3:1 (insert:vecteur), 3U d’ADN ligase T4 (Promega) et du tampon T4 1X et incubée a 16°C
sur la nuit. Le plasmide pSN77-AasbF ainsi obtenu a été dialysé 1h30 sur filtre d’ester de cellulose

a pores de 0,025 um puis utilisé pour transformer par électroporation E. coli DH5-a.

Les autres plasmides ont été obtenus par Gibson Assembly (Gibson Assembly Cloning Kit,
NEB), présentée en Figure 11.4 ou POE-PCR (présenté en Figure 11.5). L’amplification des inserts,
ainsi que celle du vecteur pSN77 a été réalisée a I’aide de I’enzyme Prime Star (Takara) en suivant
le protocole du fournisseur, a partir d’ADN génomique. Comme indiqué sur le protocole, une
digestion enzymatique du vecteur par Dpnl a été faite afin de digérer le plasmide matrice pour la
Gibson Assembly. La réaction a ensuite été réalisée selon les instructions du fournisseur, dans 20
pL a 50°C durant 15 minutes avant d’étre stockée a -20°C jusqu’a son utilisation pour transformer

par électroporation les cellules d’E. coli DH5-a.
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Figure 11.5. Schéma de clonage par POE-PCR.

Par une premiére étape de PCR, les inserts (régions en amont et en aval des génes a déléter) ainsi que le
vecteur sont amplifiés. Les oligonucléotides contiennent également des séquences « overlapping », c’est-a-
dire qu’aux extrémités de chaque fragment, des séquences d’ADN identiques sont ajoutées (symbolisées en
bleu et rouge). Une deuxiéme étape, la POE-PCR permet de former des multiméres d’ADN (enchainement
d’inserts et de vecteurs) sans primers avec un temps prolongé d’extension (POE). Ces multimeéres sont ensuite

transférés dans E. coli par transformation ou ils seront linéarisés. D’apres (You et al., 2012).



5.4. Transformation E. coli DH5-a Apir et selection des plasmides recombinants

Les plasmides (listés dans le Tableau 11.2) ont été introduits dans E. coli DH5-a Apir par
électro-transformation. 100 uL de cellules électro-compétentes d’E. coli DH5-a Apir ont été incubés
20 minutes avec I’ADN sur de la glace. Le protocole de préparation des cellules électrocompétentes
est indiqué en annexe dans la partie supplément du Matériel & méthodes. Le mélange a été trans-
féré dans des cuvettes d’électroporation de 2 mm de largeur d’interstice. L’électroporation a été
réalisée a 1’aide d’un électroporateur Biorad pulse controller plus avec une tension initiale de 2,5
kV.cm™, une résistance de 200 Q et une capacité de 25 uF. Aprés la décharge électrique, 450 pL de
milieu LB ont été immédiatement ajoutés. Les cellules ont été transférées dans des tubes de 1,5 mL
et ’expression phénotypique a été réalisée a 30°C durant 1h30 puis les cellules ont été centrifugées
a 5000 rpm pendant deux minutes, reprises dans 50 pL de milieu LB et enfin étalées sur boites LB
+ Kn 50 pg.mL™. Les boites ont été incubées 48h a 30°C puis les transformants vérifiés par PCR
sur colonie avec les oligonucléotides correspondants (Tableau 11.3) a ’aide de ’enzyme GoTaq de
Promega en suivant le protocole du fabricant. Les clones ayant une bande a la taille correspondante
ont ensuite été mis en culture dans du LB + Kn 50 pg.mL ™ une nuit a 30°C puis les plasmides ont
été extraits et Vvérifiés par sequencage. Tous les séquencgages de cette étude ont éte realisés en Ligh-

tRun Tube, par eurofins Genomics.

5.5. Transformation E. coli S17-1 Apir et conjugaison

Les plasmides ont ensuite été introduits dans E. coli S17-1 Apir par transformation au TSS
en suivant le protocole proposé par (Chung et al., 1989) ou par transformation chimique comme
indiqué ci-apres. Le protocole de préparation des cellules chimiocompétentes est indiqué en annexe
dans la partie supplément du Matériel & méthodes Pour cela, 100 uL de cellules chimiocompé-
tentes ont été incubés 30 minutes avec I’ADN sur de la glace. Un choc thermique a été réalisé en
plagant les cellules et I’ADN a 42°C durant 30 secondes avant de les laisser sur glace 2 minutes. 1
mL de LB préchauffé a 37°C a été ajouté puis 1’expression phénotypique a été réalisée durant 1h
d’incubation a 37°C. Les cellules ont ensuite été étalées de la méme maniere que pour la transfor-
mation par électroporation. Les transformants ont été verifiés par PCR sur colonies avec la méme
enzyme que pour la transformation par électroporation. Les clones ayant une bande a la taille cor-
respondante ont ensuite été mis en culture dans du LB + Kn 50 pg.mL™ une nuit a 30°C puis les

plasmides ont été extraits et verifiés par sequencage.
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Figure 11.6. Schéma de construction du mutant délété du gene MARHY3427 (asbF).

Aprés construction du plasmide pSN77-AasbF (vecteur pSN77 dans lequel les séquences adjacentes du géne

MARHY3427 ont été clonées) et intégration dans les cellules de Mh JM1, un premier évenement de

recombinaison (A) permet d’intégrer le plasmide dans le chromosome bactérien (B), puis un deuxi¢éme

évenement de recombinaison (B) permet d’exciser le plasmide (C). Les génes MARHY3426 et MARHY3428

sont les génes adjacents 8 MARHY3427.



5.6. Conjugaison entre E. et Mh et obtention des mutants par recombinaisons homo-
logues

Les délétions sont réalisées par recombinaisons homologues a partir d’une conjugaison entre
Mh JMI1 ou une autre souche déja délétée d’un gene et E. coli S17-1 Apir portant le plasmide cor-
respondant. Des cultures de 5 mL de Mh JM1 et E. coli S17-1 Apir ont été réalisées dans du Halo
supplémenté de 20 mmol.L? de lactate et avec I’antibiotique correspondant. 100 pL de cellules
issues de chaque culture ont été mélangés a 800 pL de Halo. Le tout a été centrifugé a 8000 rpm
pendant 2 min. Les culots ont été resuspendus dans 1 mL de Halo avant d’étre centrifugés une nou-
velle fois puis repris dans 30 pL de Halo. Ces 30 pL ont ensuite été déposés sur filtre de nitrocellu-
lose 0,45 UM sur boite Halo + lactate 20 mmol.L™. Les boites ont été incubées 5h a 30°C puis
laissées a température ambiante la nuit. Le lendemain les filtres ont été récupéres et les cellules
suspendues dans 1 mL de milieu EMS-L avant d’étre centrifugées 2 min a 8000 rpm. Les culots ont
été repris dans 500 pL d’EMS-L. 150 et 350 pL ont été étalés sur boites EMS-L + Kn 100 pg.mL?
et NaCl 0,2 mol.L™. Les boites ont été incubées 48h. Une fois les clones obtenus, ceux-ci ont été
testés par PCR pour vérifier que le premier événement de recombinaison a bien eu licu. Si c’est le
cas, le clone a été mis en culture liquide d’EMS-L + Kn 100 pg.mL?* et NaCl 0,2 mol.L* durant une
nuit. Une dilution au 1/100™ de cette culture a ensuite été réalisée dans de ’EMS-L NaCl 0,2
mol.L? sans antibiotique pour favoriser le 2°™ événement de recombinaison. Le lendemain, une
dilution 10 de cette culture a été réalisée et 150 pL ont été étalés sur une bofte EMS-L + Sm 100
pg.mL2et NaCl 0,6 mol.L2. La bofte a été incubée 48h et les clones obtenus ont été testés par PCR
pour vérifier que la délétion a bien eu lieu. Les PCR positives ont été purifiées et envoyeées a se-

quencer. La Figure 11.6 résume le processus de construction des mutants.



Tableau 11.3. Liste des amorces utilisées au cours de cette étude.

Amorce

Séquence cible

Cible

Amplification d’inserts

OL97/0L98

OL60/0L61

OL93/0L9%4

OL168/0L169

OL170/0L171

OL181/0L182

OL183/0L184

OL189/ OL190

OL191/0L192

OL160/0L161

OL162/0L163

OL117/0L118

OL121/0L120

tgagcgcecgaacttaacc/acatcaggacttgggteg

ctctggatccacctcatceacctcateg/atttcegeggggtactggtacgtcagacg

gtacggatcctcatggcaatacctccagg/

gtcagagctcccaaagaccggattctggaa

acacttaacggctgacatgggecgttttatgggctgtg
/gatggtgatcaatgaagggcagtcgacgctccaaattce

ggaatttggagcgtcgactgeccttcattgatcaccatc/
gatctatcaacaggagtccaagccggtgtcaagetcatgg

acacttaacggctgacatggaaatccggatgcagcagtac/

gactgccccaccetgtgactaacggetecttggttg

caaccaaggagccgttagtcacagggtggggeagte/

gatctatcaacaggagtccaagcagatgcaagactggtac

acacttaacggctgacatggcatcatccctgggtggatctg
/cattgaagtcatggttactatccgatgtatcagttttcgcatttge

gcaaatgcgaaaactgatacatcggatagtaaccatgacttcaatg/

gatctatcaacaggagtccaagctgccgaagtgaaaagttc

acacttaacggctgacatggcaggtgaactcatcaggc/

gottggtgtgaggctgaagtggtoatectttetgteg

cgacagaaaggatcaccacttcagcctcacaccaacc/
gatctatcaacaggagtccaaggaactcgcacatggteac

gcegagetgaaccgeatggecagge/
acacttaacggctgacatggggctcaaggacaacgatgatcag

ggatctatcaacaggagtccaaggccaccacattcatggge/

tctacaaataaggcccgtgatgttge

rpsL de Mh SP17

MARHY3427 (asbF)

MARHY3422/MARHY3423
(asbAB)

fhuk

CirA

fopA

MARHY3432

Amplification du vecteur pour la Gibson Assembly

OL109/0L110

cttggactcctgttgatagatccagt/ccatgtcagecgttaagtgttce

Vecteur pSN77




Vérification du clonage
OL103/0L104  agcggataacaatttcacac/agggttttcccagtcacy Sans Gibson Assembly
OL115/0L116  ggaacacttaacggctgac/actggatctatcaacaggagt Apreés Gibson Assembly

Insertion rpsL sur

OL99/0L100
cgactagtcttggactcc/agacgcaccatttcatcg PSEVA211

Vérification de la délétion du gene sur le chromosome de la souche mutée
OL137/0L138  ctggcgattgaagaggtt/actacgtgatgttggaage MARHY3427 (asbF)

MARHY3422-

OL172/0L173  accgttcccggctaattg/ggtigegtgtaaggceatg
MARHY3423 (ashAB)

OL174/0OL175  gactcattcgcggttagce /tggtgatgagaagtgttgeg fopA
OL187/0L188  gccagagtccacttccag/cagttcaaatgcgaggec fhuk
OL195/0L196  cggtcatcagtaccaatcctg/ctcatccecggeagttttc CirA
OL139/0L140  agctgttgctggtagaac/ccatcagttgegtagagg MARHY3432

6. Imagerie moléculaire de la pétrobactine dans un biofilm de Mh JM1
Une culture de nuit liquide de Mh JM1 en milieu MEM + 7200 nmol.L™ de FeCls + Sm a

été réalisée a partir d’un clone isolé. Avant incubation, de 1’eicosane a été fondu puis versé dans le
fond d’une boite de Pétri sur une épaisseur d’environ 0,5 cm tout en tachant d’avoir un aspect le
plus plat possible. Une fois le substrat refroidit, deux protocoles ont été essayés. La premiére
condition a consisté en 1’ajout d’un volume de MEM sans fer avec une DOsoonm de 0,1 de cellules
de Mh JM1 puis le tout a été placé a 30°C durant une nuit sans agitation. La deuxiéme condition a
¢été d’ajouter cette méme suspension de cellules, mais uniqguement durant 2h de fagon a ce que les
cellules adhéerent au substrat. Une fois le temps écoulé (2h ou la nuit selon la condition), le milieu
liquide a été retiré puis du MEM-agar (contenant 1,5 ou 2 %) sans ajout de fer a été fondu a la plus
faible température possible et a ensuite été versé sur 1’eicosane contenant le biofilm (condition 1)

ou les cellules adhérées (condition 2). Pour la condition 1, la boite contenant 1’eicosane et le milieu



gélifié a été placée durant 2h & 4°C. Pour I’autre condition, la boite a été incubée sur la nuit a 30°C
et 0 rpm, puis placée a 4°C le lendemain durant 2h. Une fois les 2h au réfrigérateur écoulées, 1’agar
a délicatement été séparé de I’eicosane. Le biofilm se retrouve sur la partie agar. Ce transfert a été
vérifié par coloration au cristal violet de la partie agar et la partie eicosane, et quelle que soit la
condition, le biofilm se retrouve dans 1’agar. Des tranches d’agar contenant le biofilm ont été
réalisées a 1’aide d’un scalpel puis introduites dans de I’isopentane refroidi a 1’azote liquide afin
d’étre immédiatement congelées. Ces tranches ont ensuite €été conservées a -80°C jusqu’a étre
coupées au cryomicrotome. Des coupes longitudinales du biofilm ont ensuite été réalisées d’une
épaisseur de 50 um avec le porte objet refroidit a -15°C avec une lame a la température de -20°C.
Ces coupes ont ensuite été déposees sur des lames de verre recouvertes de cupper tape, du scotch
cuivré permettant de rendre la lame conductrice pour une analyse FT-ICR MS (Fourier Transform
lon Cyclotron Resonance Mass Spectrometry). Une fois 1’échantillon déposé, les lames ont été
placées dans un dessiccateur. Lorsque les echantillons étaient totalement séchés, la matrice de
MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption lonization) a été vaporisée sur toute la surface. Les
matrices ont ont été préparées comme suit : 20 mg.mL? de chaque composé dans une solution de
50 % acétonitrile et 0,1 % d’acide acétique. Les matrices etaient CHCA (acide alpha-cyano-4-
hydroxycinnamique), DHB (acide 2,5-Dihydroxybenzoique), SA (acide sinapinique) et 1,5-DAN
(1,5-diaminonaphtalene). Des analyses en SALDI ont également été effectuée, et dans ce cas, la
matrice était composée d’une suspension de nanoparticules d’or a saturation dans du tampon de
citrate de sodium. Les échantillons mélangés a la matrice ont été introduits dans un Bruker Solarix
XR FT-ICR MS 9,4 Tesla Bruker équipé de sources d’ions ESI et MALDI pour étre analysés.

7. Analyses statistiques

Les boxplots ont été obtenus a 1’aide de la fonction boxplot du package ggplot2 sur le logiciel
Rstudio. Pour les calculs des différences significatives, un test de Kruskal-Wallis a été réalisé, et les

résultats obtenus a I’aide de la fonction dunn.test du package dunn.test.

Le triangle plot a été obtenu avec la fonction ggtern et les packages rstudioapi, this.path(),

dplyr et ggtern.
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1. Contexte

Au démarrage de cette étude, le milieu EMS utilisé en routine pour la culture de Mh JM1 a
été modifié car le tampon tris interfere avec la détection des sidérophores par spectrométrie de
masse. De plus, la composition de ce milieu est assez éloignée de celle de 1’eau de mer proposee par
Millero et al., 2008. Deux étapes ont été réalisées successivement : la suppression du tampon et la
modification de la composition du milieu. Afin de vérifier si ces changements étaient compatibles
avec la culture de Mh JM1, des suivis de croissance planctonique et biofilm ont été réalisés. Comme
la biomasse de ces deux modes de croissance a été quantifiée par deux méthodes différentes, mesure
de la DOsoonm pour les planctoniques et dosage du cristal violet retenu par les biofilms @ DOsgsnm
pour les biofilms, un facteur de corrélation entre les deux mesures a été établi permettant la conver-
sion des valeurs de DOsgsnm en DOsoonm (VOir paragraphe 2.3 du chapitre 2 Matériel & méthodes).
La courbe de corrélation obtenue est présentée en Figure I11.1. Les croissances sont donc ci-apres

exprimees en DOgoonm pour les cultures planctoniques et biofilms.
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Figure I11.1. Courbe de corrélation entre la DOgoonm des cellules planctoniques et la DOsgsnm
des cellules en biofilm.

Les cellules ont été cultivées 48h sous forme planctonique en milieu EMS. Le R?et I’équation de la pente

sont indiqués sur la figure. Réalisé sur trois réplicats.



2. Suppression du tampon

La premiére étape a été de modifier le tampon présent dans I’EMS. Plusieurs alternatives ont
été testées : réduction a 5 mmol.L™ de la concentration en Trizma base au lieu de 50 mmol.L?, le
remplacer par un tampon phosphate (NaH,PO4 / Na;HPO.) a 20 mmol.L™* ou un tampon carbonate
(NaHCO3/ Na2COs) a 0,1 mmol.L* ou encore la suppression totale de tampon. Des expérimenta-
tions de suivi de croissance planctonique et biofilm durant 24h de Mh JM1 ont alors été réalisées
afin de trouver la meilleure alternative. Les résultats sont présentés dans les Annexes 1 et 2 des
Annexes. Tant en croissance planctonique que biofilm, les meilleures alternatives sont de réduire la
quantité de Trizma base a 5 mmol.L™ ou de retirer totalement le tampon. Dans les deux cas la crois-
sance de Mh JML1 est identique a celle obtenue en EMS normal. La solution la plus simple a alors
été retenue : ne pas ajouter de tampon pour éviter toute interférence avec les analyses chimiques. Le
fait de retirer le tampon permet également de s’approcher des conditions environnementales. Le pH
a toutefois été mesuré en fin de culture pour vérifier si I’absence de tampon ne conduit pas a une
acidification ou une basification du milieu durant la croissance. 1l se situait a chaque fois entre 7 et
8, soit proche du pH de ’EMS (7,8).



3. Modification de la composition ionique du milieu de culture

Tableau III.1. Concentration des principaux ions dans I’eau de mer, P’EMS et le MEM.

) Eau de mer EMS MEM
Elément
g.L? mol.L" g.L? mol.L* g.L? mol.L™
Na* 10,78 0,47 16,10 0,70 10,95 0,48
CI 19,35 0,55 24,28 0,68 18,13 0,51
SO4* 2,72 0,028 6,25 0,065 2,54 0,026
Mg?* 1,28 0,053 1,58 0,065 1,30 0,054
K* 0,40 0,010 0,42 0,011 0,41 0,010
Ca? 0,41 0,010 0,40 0,010 0,40 0,010
NH4*™* 3,61x10°¢- 0,2x10°¢- 1,01 0,056 1,0 0,055

14,43x10°  0,8x10°"

* Les concentrations en NH4" sont variables dans I’océan. Les valeurs sont issues de (Bianchi et al., 1997).

Les concentrations des autres ions sont issues de (Millero et al., 2008).
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Figure 111.2. Comparaison de la croissance de Mh JM1 en EMS et MEM.

Suivi de croissance de Mh JM1 en condition planctonique (en haut) et quantification du biofilm formé a 24h
et 48h en EMS et MEM (en bas).

Les cultures planctoniques ont été réalisées avec un seul réplicat et les cultures de biofilm avec trois réplicats.

Les barres d’erreur représentent 1’erreur standard.



La deuxieme étape a consisté en une modification de ’EMS pour s’approcher au maximum
de la composition ionique de I’eau de mer. Ainsi, un nouveau milieu appelé milieu eau de mer
(abrégé MEM), a été élaboré. Pour cela, les concentrations de plusieurs sels ont été modifiées
comme indiqué dans le Tableau I11.1, qui compare les concentrations des éléments majeurs conte-
nus dans les milieux EMS et MEM a la composition de référence de I’eau de mer (Millero et al.,
2008). De la méme maniere que lors de la modification du tampon, des mesures de la croissance
planctonique a 24h et biofilm & 24h et 48h ont été réalisées. Ces résultats ont été comparés avec
ceux obtenus en milieu EMS pour Vérifier si le MEM permettait de cultiver Mh JM1 de maniére
satisfaisante. Les résultats sont présentés dans la Figure 111.2. En condition planctonique (Figure
I11.2 en haut), les courbes de croissance en EMS et MEM sont trés similaires, avec une biomasse
finale proche : 0,76 et 0,92 de DOsoonm, respectivement. La Figure 111.2 (en bas), qui présente la
quantification des biofilms au bout de 24 et 48h, montre que Mh JM1 produisait plus de biofilm en
MEM qu’en EMS. En effet, a 24h la quantité de biofilm formé en MEM était de 0,45 contre environ
0,3 de DOsoonm pour I"'EMS. A 48h il y avait toujours plus de biofilm en MEM qu’en EMS, environ
0,65 contre 0,45 de DOsoonm, respectivement. Le pH a été mesuré apreés les expérimentations et se
situait entre 7 et 8.

Pour conclure, le milieu MEM est donc bien adapté a la culture de Mh JM1 et est plus proche
de la composition de I’eau de mer. Les analyses d’ICP-MS sont désormais possibles, a la différence
du milieu EMS. L’objectif de ce travail est d’étudier les besoins en fer de Mh JM1 dans différentes

conditions. Par conséquent, il est primordial de pouvoir controler la concentration en fer.
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Figure 111.3. Croissances de Mh JM1 avec ajout ou non de solution SL12 apres élimination
des résidus de fer dans le milieu de culture par la résine Chelex-100.

Suivi de croissance de Mh JM1 en milieu MEM avec ajout ou non de la solution SL12 dans le milieu de
culture en condition planctonique (en haut) et quantification du biofilm formé a 24h et 48h (en bas).

Les barres verticales représentent les barres d’erreur. Réalisé sur trois réplicats.



4. Mise au point des conditions de carence en fer

Afin de contrdler la concentration en fer, la contamination en cet élément issue de la vaisselle
ou des impuretés dans les produits chimiques commerciaux a été ¢éliminée a 1’aide de la résine Che-
lex-100. Cette derniére a une grande affinité avec les cations divalents et du fait de cette forte affi-
nité, les métaux se lient a la résine et sont ainsi supprimés du milieu. Toutefois, il est possible qu’en
plus du fer, cette résine retire également les oligo-éléments présents dans le milieu, indispensables
pour la croissance de Mh JM1.

4.1. Etude de la déplétion en oligo-éléments par la résine Chelex-100

Pour Vérifier si la résine Chelex-100 retire les oligos-éléments présents dans le milieu, la
croissance de Mh JM1 a été suivie avec ajout ou non de la solution SL12 (CuCl, 88 pmol.L?, NiCl,
194 umol.L?, NazM0OQ4 103 umol.L?, ZnCl> 336 pmol.L?, MnCl, 505 pmol.L?, CoCl, 505 umol.L°
1) dans la culture. Cette solution SL12 contient tous les oligos-éléments nécessaires a Mh JM1. Les
croissances sous forme planctonique et biofilm sont présentées dans la Figure 111.3. Tant en mode
planctonique que biofilm, le développement de Mh JM1 était identique que la solution SL12 soit
ajoutée ou non dans le milieu de culture, indiquant que les organismes n’étaient pas carences en
oligo-élément, malgré I'utilisation de la résine Chelex-100. Par conséquent, la solution SL12 n’a

plus été ajoutée au milieu de culture durant le reste de ce travail.
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Figure 111.4. Croissance de Mh JM1 avec et sans ajout de fer.

Croissance de Mh JM1 en milieu MEM avec ajout ou non de fer dans le milieu de culture en condition
planctonique (& gauche) et en condition biofilm & 24 et 48h (a droite).

Les barres verticales représentent les barres d’erreur. Réalisé sur trois réplicats. +Fe = 3 umol.L™ de fer. -Fe

= 0,027 pumol.L™ de fer.



L’¢étape suivante a été de vérifier si la résine Chelex-100 permet de retirer efficacement la
contamination en fer issue de la verrerie ou des sels. Ainsi, apres passage des différentes solutions
composants le MEM sur la résine Chelex-100, des suivis de croissances planctonique et biofilm ont
été réalisés. Pour préparer les échantillons, une préculture dans du milieu riche en fer (7,2 umol.L*
de fer ajouté) a été diluée au 1/100° pour la culture planctonique et diluée de facon a obtenir une
DOsoonm de départ de 0,1 pour la croissance en biofilm. Les résultats sont présentés en Figure 111.4.
De maniere surprenante, les croissances planctonique (Figure 111.4 a gauche) et biofilm de Mh JM1
(Figure 111.4 & droite) étaient identiques, que du fer soit ajouté au milieu ou non. Ce résultat semble
indiquer que ce métal était toujours présent dans le milieu. Pour vérifier cette hypothese, le fer con-
tenu dans les différents milieux de culture a été quantifie. Lorsque le fer est ajouté dans le milieu de
culture, a une concentration théorique de 7,2 umol.L?, la concentration réelle est d’environ 3
umol.L%. En revanche, sans ajout de fer, la concentration du métal est de 27 nmol.L™. Plusieurs
remarques sont a prendre en compte. Lorsque du fer est ajouté au milieu de culture, la concentration
attendue est de 7,2 umol.L? or la concentration réelle est environ deux fois plus faible, a 3 pumol.L"
1. Une solution de référence dont la concentration exacte en fer est connue a été utilisée pour chaque
dosage, les quantités détectées dans les échantillons sont donc fiables. Cette différence entre la con-
centration théorique et réelle peut s’expliquer par le fait que la poudre de FeCls utilisée pour obtenir
la solution mere de fer soit hydratée, faussant ainsi la masse de fer pesée, et de maniere logique, la
concentration. Néanmoins, une concentration en fer de 3 umol.L™ reste largement supérieure celle
retrouvée dans les milieux marins, qui est inférieure a 1 nmol.L* (Butler, 1998). Il serait donc peu
probable que Mh JM1 soit carencée en fer a une telle concentration. C’est pourquoi ce résultat ne
pose pas de probléme majeur pour la suite des expérimentations. Dans la condition ou aucun fer
n’est ajouté au milieu de culture, la concentration mesurée en fer est de 27 nmol.L?, et méme si la
Figure 111.4 a indiqué que cette concentration en fer ne limite pas le développement de Mh JM1,
nous avons tout de méme supposé que cette concentration puisse étre suffisamment faible pour ré-
duire la croissance des cellules. Une hypothese pour expliquer que les organismes ne soient pas
carencés en fer dans ces conditions est que durant les cultures de nuit les cellules puissent le stocker,
par le biais de protéines telles que les bactério-ferritines (Arosio et al., 2017; Honarmand Ebrahimi
et al., 2015), qu’elles pourraient ensuite utiliser lorsqu’elles sont cultivées dans un milieu qui en est

carencé. Ces bactério-ferritines sont d’ailleurs retrouvées chez Mh JM1.
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Figure 111.5. Croissance de Mh JM1 avec et sans ajout de fer aprés avoir réduit la
concentration en fer dans la préculture.

Comparaison de la croissance planctonigue (en haut) et de la croissance en biofilm (en bas) de Mh JM1
avec ajout ou non de fer dans le milieu de culture.

Les barres verticales représentent les barres d’erreur. Réalisé sur trois réplicats.



4.2. Préparation de I’inoculum pour éviter le stockage du fer par Mh JM1

Pour vérifier si Mh JML1 est capable de stocker du fer lors d’une culture dans un milieu ou la
concentration en fer est élevée, des cultures de nuit inoculées a partir d’une colonie sur boite EMS
ont été réalisées dans du MEM avec une concentration réduite en fer, a 720 nmol.L? ainsi qu’a 72
nmol.L?. Les DOsoonm des cultures de nuit ont été mesurées et sont de 0,2 pour la culture avec 720
nmol.L™ de fer, et 0,03 pour la culture avec 72 nmol.L™ de fer (données non présentées), contre 0,6
pour une culture en MEM avec 7200 nmol.L™* de fer. A 72 nmol.L™, la concentration en fer est trop
faible, il n’y a pas de croissance. En revanche, a 720 nmol.L™, la croissance est satisfaisante, bien
que ralentie par rapport a une concentration de 7200 nmol.L™*. Pour vérifier si cette préparation de
I’inoculum permet de limiter la croissance de Mh JM1 en absence de fer, apres avoir réalisé une pré-
culture dans du MEM contenant 720 nmol.L* de fer, des suivis de croissance planctonique et bio-
film ont été réalisés et sont présentés dans la Figure 111.5. Apres cette préculture appauvrie en fer,
les cellules sont lavées une fois afin de ne pas apporter de fer lors de I’inoculation des milieux de
culture destinés aux expérimentations. Le taux de croissance de la culture planctonigue dans le mi-
lieu sans fer ajouté (0,027 umol.L ) (Figure 111.5 en haut) est bien plus faible que celui de la crois-
sance dans le milieu avec fer ajouté (3 pumol.L™), avec une valeur de 0,09 DO.h%, contre 0,23 DO.h°
! respectivement. Le constat est identique avec la biomasse finale. Dans la culture ou le fer n’a pas
été ajouté, au bout de 24h, la DOsoonm atteint uniquement 0,05 contre 0,35 dans la condition avec
fer. Ainsi, concernant la croissance planctonique, la réduction en fer de la préculture permet de
limiter la croissance lorsque le milieu est carencé en fer.

La quantification de biofilm a 24h de Mh JM1 sur paraffine (Figure 111.5 en bas) montre
que le biofilm est fortement impacté par ’absence de fer lorsque la pré-culture a été réduite en fer,
avec des valeurs de DOsoonm de 0,01 dans la condition déplétée en fer contre 0,2 pour la condition
avec fer. Il est important de noter qu’une préculture appauvrie en fer engendre une diminution de la
quantité de biofilm formé par la suite. En comparant les Figures 111.2 et 111.5, la quantité de biofilm
avec une préculture riche en fer est d’environ 0,45 contre 0,2 avec une préculture réduite en fer. Ce
résultat peut s’expliquer par le fait que les cellules n’accumulent probablement plus de fer durant
leur préculture et lorsqu’elles sont introduites dans un nouveau milieu, méme si celui-ci est riche en
fer, elles ont besoin de plus de temps pour se développer car elles doivent acquérir du fer. Néan-
moins, bien que cette quantité de biofilm soit moins élevee, limiter I’apport en fer dans la culture de
nuit permet ensuite de limiter considérablement la croissance lors de I’expérimentation dans la con-

dition d’absence de fer. C’est pourquoi pour le reste de cette étude, les inocula ont tous été préparés



de cette maniere. Par la suite, dans chaque expérimentation, pour obtenir des concentrations en cel-
lules satisfaisantes, deux cultures de nuit ont été réalisées, comme indiqué dans le chapitre 2 Maté-
riel & méthodes paragraphe 2.1. La premiére, en inoculant un clone dans du MEM riche en fer (7200
nmol.L?), permet d’obtenir un nombre élevé de cellules ayant probablement stocké du fer. Une
deuxiéme préculture, obtenue a partir d’une dilution de la précédente est réalisée dans du MEM
avec une concentration réduite en fer (720 nmol.L™). Le fait de réaliser deux précultures permet
d’augmenter de maniere significative la concentration cellulaire de la deuxieéme préculture, sans
toutefois permettre aux cellules de stocker du fer et de fausser ensuite les résultats de cultures dans
du MEM carencé en fer.

Pour conclure sur cette partie d’ajustement du milieu de culture, ce dernier est désormais
plus proche de la composition de I’eau de mer et permet de cultiver Mh JM1 en de bonnes conditions.
Limiter la concentration en fer a 720 nmol.L™? dans I’inoculum a permis d’éviter que les cellules
puissent, probablement, realiser des réserves de fer et de les utiliser plus tard, faussant ainsi les
¢tudes de I’influence du fer sur la croissance. Il est désormais possible de réaliser des milieux avec

différentes concentrations en fer afin d’obtenir la concentration limitante pour la croissance.
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Préambule

Ce chapitre contient les résultats principaux de ce travail de recherche concernant
I’importance du fer en fonction du mode de croissance et I’étude des mécanismes d’acquisition du
fer chez Mh JM1. Des expérimentations ont été menées dans le but de comparer les besoins en fer
en fonction de différentes sources de carbone. Ces derniéres sont soit solubles, impliquant une
croissance planctonique, soit insoluble, auquel cas les cellules se développent en biofilm. Ainsi, Mh
JML1 a été cultivée sur ces substrats a différentes concentrations en fer. Les systémes d’acquisition
chez cet organisme ont également été recherchés. Deux ont été mis en avant, I'un impliquant
I’utilisation d’un sidérophore, la pétrobactine, et ’autre, faisant intervenir une protéine de transport
membranaire. Des mutants incapables d’utiliser I’'un de ces deux mécanismes ont été créés et leur

phénotype comparé a celui de la souche sauvage.

La partie présentée ci-dessous inclue des mesures de biomasse de mutants ne produisant plus
la pétrobactine (AasbABF) ou FbpA (AfbpA). Les valeurs indiquées sont uniquement celles apres
120h de croissance, alors qu’elles ont également été relevées a 24h et 48h. Ces données ne seront

pas reprises dans ce manuscrit, mais les résultats sont présentés dans les Annexes 6, 7 et 8.

Le but de cet article est de fournir une premiere approche des mécanismes mis en jeu dans
I’acquisition du fer chez Mh JM1. La soumission de nos travaux n’a pas encore été faite au jour ou
ces lignes sont écrites, mais le sera trés prochainement. Une partie de résultats complémentaires,

qui ne seront pas ajoutés a cet article sont également présentés dans ce chapitre.
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The nature of the carbon source modulates the iron require-
ment and the acquisition systems of Marinobacter hydrocarbono-
clasticus

Kilian Ducos, Florence Hakil, Francisco Calderon, Katarzyna Kinska, Isaura Caceres, Laurent
Ouerdane, Sophie Nolivos, Ryszard Lobinski and Régis Grimaud.

CNRS/Université de Pau et des Pays de I’Adour/E2S UPPA, IPREM UMRS5254, Pau, 64000,
France.

Abstract: Iron concentration in seawater is low and not directly available. Consequently, iron avail-
ability controls, in part, the microbial activity and the cycling of major elements like carbon. The
use of siderophores by marine bacteria to acquire iron has been recognized now for decades as a
way to overcome the poor availability of this metal. In contrast, much less is known about the impact
of iron limitation on cell physiology especially in regard of the growth mode: planktonic or biofilm.
We used as a model Marinobacter hydrocarbonoclasticus, that grows on acetate as planktonic pop-
ulation and on alkanes and triglycerides through biofilm formation. We observed that planktonic
growth requires higher iron concentration than biofilm growth, which could be due to differences
in iron demand and/or in the efficiency of iron uptake. The siderophore was purified, allowing its
quantification in the extracellular medium and mutants unable to produce the siderophore or to
transport free iron were constructed. Thereby, the siderophore is mainly produced at low iron con-
centration, and the two mutants are able to grow, although to a lower extend than the wildtype. In
conclusion, the substrate nature modulates the iron concentration requirement and several mecha-

nisms are involved in iron transport.

Keywords: Iron; siderophore; marine bacterium.




1. Introduction

In oceans, remineralization of the organic carbon into CO2 occurs mostly through the
respiration of heterotrophic bacteria that degrade the organic matter released by lysed or decaying
phytoplankton cells [1]. The greatest part of the heterotrophic activity resides in the particulate
fraction of the organic matter consisting of aggregated compounds (mostly proteins, polysaccharides
and lipids). To take advantage of these transient occurrences of high-nutrient niches, some
heterotrophic bacteria adhere and colonize the organic particles that constitute nutritive surfaces [2].
Metal availability, particularly iron, is expected to have a strong impact on organic carbon
remineralization [3], for instance since respiration is a highly iron demanding process, the
respiratory chain alone containing approximately 94% of the cellular iron [4,5]. Furthermore, iron
concentration in seawater is characteristically very low (i.e., 0.02 to 1 nmol.L™?) [6], and iron is
generally considered as a limiting micronutrient for the growth of microorganisms. In this study, we
explore the impact of iron limitation on marine bacteria that feed on nutritive surface through biofilm

formation using Marinobacter hydrocarbonoclasticus (Mh) as a model.

Bacteria of the genus Marinobacter, have been detected in a variety of marine habitats,
including the deep ocean, coastal seawater and sediment [7]. A genomic analysis of Mh VT8 points
to a trophic strategy enabling to take advantage of high nutrient niches within a bulk low-nutrient
environment, such as in marine snow particles [8]. Mh SP17 exhibits a remarkable ability to form
biofilms on nutritive surfaces made of nearly water-insoluble compounds like long-chain alkanes
(up to 32 carbons atoms), triglycerides, fatty acids and wax esters [9,10]. In these conditions, cells
growth occurs only in biofilm. Although some cells are able to detach during biofilm formation and
form a planktonic fraction, detached cells are in a particular physiological state and do not divide
[9]. This indicates that adhesion to the substrate is an efficient strategy for cells to access all the
nutrients required for growth and can be opposed to the exclusive planktonic growth when all the
nutrients, particularly carbon source, are water-soluble. In this work, we used biofilm of Mh SP17
on alkanes (paraffin) or on a triglyceride (tristearin) as models of biofilm feeding on nutritive
surfaces to simulate feeding on organic particles. A proteomic study of biofilm formation by Mh
SP17 on n-hexadecane revealed that four proteins related to iron acquisition were overexpressed in
biofilm on n-hexadecane when compare to planktonic cell growing on acetate [11]: three TonB-
dependent siderophore receptor (encoded by MARHY1035, MARHY3135 and MARHY3432) and the
ferric ion binding protein FbpA (encoded by MARHY2192). This observation suggested that iron

acquisition is critical for the formation of biofilm on nutritive surface.



Within the Marinobacter genus, chemical and genomic analysis evidenced, for all the strains
examined, the existence of two types of iron uptake pathway. One pathway involves the production
and utilization of native siderophores as well as siderophores produced by other organisms (exo-
siderophores). In addition to the siderophore-mediated pathway, all the studied strains possess genes
encoding for putative inorganic Fe** ATP Binding Cassette (ABC) transport systems. Genes of
inorganic Fe?* transport systems were not present in the investigated Marinobacter genomes [12].
Concerning more specifically the strain Mh SP17, it was shown that petrobactin that belongs to the
mixed hydroxycarboxylates/catecholates group, is the only known siderophore produced [13]. The
biosynthesis pathway of petrobactin was originally characterized, in Bacillus anthracis. The
enzymes of this pathway are encoded by the six genes asbA-F that are organized into one operon
[14]. Homologues of asbA-F are present in the genome of Mh SP17 in the same organization as in
B. anthracis (Figure S1). The particularity of the petrobactin produced by Mh is that one or two
sulfonate groups can be added to the catechol rings [15,16]. Mh SP17 was shown to produce
petrobactin and the mono-sulfonated derivative [15] and Mh VT8 was shown to produce also di-
sulfonated derivative petrobactin [16]. Although it was proposed that sulfonation could affect
petrobactin solubility and/or the Fe®* affinity constant, there are actually no clues about its
physiological role [16]. Felll-siderophore complexes across the outer membrane is performed by
TonB-dependent transporters (TBDT) that are generally specific of one siderophore [17]. In the
periplasm, Felll-complexes are bound by a substrate binding protein and delivered to the permease
component of the cognate ABC transporter [18]. Mh SP17 genome contains four putative
siderophore TBDTs with one in proximity of the asbA-F petrobactin biosynthesis genes cluster,
representing thus a good candidate for the petrobactin transporter. In addition to siderophore
transport related proteins, Mh SP17 produces an FpbA protein sharing 85 % of identity with FpbA
from M. algicola DG893 that was shown experimentally to bind Fe3* ions [19]. It is therefore very
likely that FpbA from Mh SP17 possesses the same activity and is part of an inorganic Fe3* transport

pathway, possibly siderophore independent.

In this study, we examined the effect of iron limitation on growth in biofilms on nutritive
interface and investigated the iron acquisition pathways involved in Mh SP17. Our results showed
that growth on acetate and alcane required a lower iron concentration in the medium growth on
tristearin suggesting that the carbon source modulates the iron needs. We also showed that
petrobactin production is regulated by iron concentration and that the ratio petrobactin / petrobactin

sulfonate is modulated by the growth conditions. Finally, both petrobactin and FbpA pathway have



complementary roles in inorganic iron acquisition in Mh SP17, with a slight specificity depending
on the growth mode.

2. Materials and Methods
2.1. Strains and culture conditions

Strains and plasmids used in this study are listed in Table S1 and S2. E. coli strains were
cultivated at 37°C under shaking at 200 rpm in LB medium or Halo medium (0.17 mol.L™* NaCl,
11.6 mmol.L* Nas-citrate, 81.6 mol.L? MgSOs, 3.4 mmol.L* K;HPO4 0.17 mmol.L™?
Fe(NH4)2(SO4)2, 5 g.L? proteose peptone and 1 g.L?! yeast extract) supplemented with the
appropriate antibiotic when necessary. For maintenance and genetic construction, Mh strains were
cultivated in Halo medium or SSW medium (NaCl 0.6 mol.L?, KCI 10 mmol.L*, Trizma Base 50
mmol.L? pH 7.8, NH4Cl 56 mmol.L?, K;HPO4 427 pumol.L?, FeSO4 7.2 umol.L?, MgSO, 65
mmol.L? and CaCl, 13 mmol.L™%). All experiments, requiring a controlled iron concentration, were
performed in MEM medium (0.475 mol.L*NaCl, 12.5 mmol.L KCland 32.5 mmol.L™ (NH4)2SOsa,
270 pmol.L* K;HPO4, 10 mmol.L? CaCl,, 25 mmol.L™* MgCl, and 0 to 7200 nmol. L FeCl).
Glassware and caps were washed in 1 N HCI for one night, rinsed three times with milliQ water and
then sterilized in an oven at 170°C for 30 min. Before adding the iron solution, the medium was
stirred with Chelex-100 resin (5 g/100 mL) at RT and 80 rpm overnight, filtered on 0.2 um cellulose
acetate filter and iron was added at the wanted concentration. pH was adjusted at 8 with HCI 1 N.
lonic composition of MEM is comparable to that of seawater [20]. SSW and MEM media were
supplemented with 20 mmol.L* Na-acetate, 20 mmol.L™ Na DL-lactate or 18.5 mmol.L™ succinate
and 100 pg.mL™ streptomycin just before experiments. Agar was added to a final concentration of

1.2 % (m/v) for all solid media.



2.2. Biofilm assays

Biofilm and planktonic culture in controlled iron concentration were carried out in 24 wells
plates from Evergreen®© filled with one mL of MEM medium. Culture of biofilms on solid
substrates, paraffin and tristearin, were carried out in wells with the bottom coated with the substrate.
0.2 g of substrate per well was melted at 85°C for 1h and then cooled down at room temperature for
solidification. Mh strains were grown overnight in MEM medium with 7.2 pmol.L™ of iron. This
culture was used to inoculate, at a 1/100 dilution, a second overnight culture in MEM at 0.72 pumol.L"
L of iron. The second culture was centrifuged at 8000 rpm for 10 min, the pellet was washed in one
volume of MEM medium and resuspended in the volume of MEM required to reach an ODgoonm Of
10. The cell suspension was used to inoculate to a final ODeoonm 0f 0.1 the wells containing 1mL of
MEM at different iron concentrations. Plates were incubated at 30°C (static) during 120 h. After
incubation, culture medium from each well was carefully withdraw and the ODegoonm Was read. Then,
wells were washed with 2 mL of milliQ water and 400 pL of 0.1% (m/v) crystal violet was added
and incubated at room temperature for 3 min. The crystal violet solution was discarded and the wells
were washed twice with 1 mL milliQ water. Crystal violet was eluted from the wells with a 50%

ethanol and 10% acetic acid solution. The absorbance of the elute was red at 595 nm.

2.3. Construction of mutants
Mutant constructs were performed in Mh JM1 carrying the mutation rpsLK58T, conferring
resistance to streptomycin, via homologous recombination using pSN77, derivated of pSEVA 211,
as suicide vector where the rpsL gene from Mh SP17 was added [21]. The mutant construction is

detailed in the supplementary materiel & methods.

2.4. Petrobactin detection and quantification by LC-ESI-MS
LC-ESI-MS (Liquid-Chromatography-Electrospray lonization-Mass Spectrometry) analysis
were performed using Thermo LC system. The sample preparation was performed by SPE (solid
phase extraction) type extraction on line, using a SPE column Oasis HLB Direct Connect HP 20um,
2.1x300 mm On-Line, Waters (Ireland). SPE mobile phase was 5 mmol.L*ammonium formate and
0.3 % formic acid. The injection volume was 2 mL and the flow rate 1 mL.min. Chromatographic
separation was realized by HPLC using a reverse phase column Acquity UPLC BEH C18, 1.7 um,

2.1 x 150 mm, Waters (Ireland). Mobile phase A was 5 mmol.L™* ammonium formate and 0.3 %



formic acid 0.3%. Mobile phase B was composed of a 90:10 ratio of acetonytril:methanol and 0.3
% formic acid. Flow rate was 0.3 mL.min" and the gradient was: 0-5, 5-5, 7-50, 8-50, 10-95 (time,
min -% acetonitrile). The temperature of the column was 40°C.

For petrobactin quantification, the purified samples containing the siderophore were dried
and then weighted before and after adding MQ water (I. Caceres, K. Kinska et al., unpublished
data). The standards obtained were then analyzed in the same way as the samples.

2.5. Statistical analysis
Graphs and statistical analysis were done using RStudio software. Boxplots were realized
with the boxplot function and ternary plot with the ggtern function of the R package ggplot2.
Statistical analyses were done with the functions Kruskal.test and the results generated with the
function dunn.test of the package dunn.test.



3. Results
3.1. Carbon source and lifestyle modulate the expression of genes encoding iron-containing
proteins
In a previous transcriptomic study using the DNA-microarray technology, Mounier et al.
[10] compared the gene expression profile of Mh SP17 planktonic cells growing on acetate to that
of biofilm cells growing on an alkane (n-hexadecane) or a triglyceride (trioleine). Triolein and n-
hexadecane being liquid at 30°C, biofilms developed at liquid-liquid interfaces. In this study, iron
was provided as FeCls at the concentration of 7200 nmol.L™. We used a subset of the original data
to gain insight into the relative expression of iron containing protein genes, hereafter called iron
genes, in acetate, triolein and n-hexadecane conditions. Iron containing proteins of Mh SP17 were
retrieved from the Uniprot database using a keyword search and in addition, iron-sulfur proteins
were identified using in the ISPH database [22]. Annotations of all retrieved proteins were manually
checked to ensure that they were iron containing proteins including heme proteins, iron-sulfur
proteins and iron ion binding proteins. A total of 142 iron-containing proteins were selected for
expression analysis (Table S4). Using a bioinformatic approach Andreini et al. [23] found that, in
bacteria, non-heme iron binding proteome constitutes on average 4 % of the entire proteome. In a
systematic analysis of enzymes with known structure, the same authors estimated that about 10% of
the enzymes rely on iron for their activity [24]. The number of iron containing proteins identified in
Mh SP17 proteome is consistent with the above prediction taking into account that Mh SP17 genome

contains 3802 CDSs (coding sequences) among them 1 263 are annotated as enzyme.
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Figure 1. Relative expression of genes encoding iron-containing protein in acetate, n-
hexadecane and triolein conditions.

Triangle plots display the relative ratios of the expression of iron genes in the three culture conditions: acetate
(Ac), n-hexadecane (HEX) and triolein (TRI). The three expressions values of each gene were normalized in
order to sum 100 %. Genes are represented by a circle and positioned in the triangle according to their relative
expressions between the three conditions. Triangle vertices represent 100 % of expression in one condition.

Genes overexpressed in one condition are close to the corresponding corner. Circle size is proportional to the



mean of the expression values of the three conditions. (A) Triangle plot of the 142 iron genes identified. Red
circles: genes that are over-expressed in hexadecane and/or in acetate compared to triolein. Black circles:
genes with significant differential expression in at least one condition. Grey circles: genes with no significant
differential expression (pvalue > 0.05). (B) Triangles plots of subsets of functional categories of iron genes.
Only genes with significant differential expressions are shown.

The relative ratio of iron genes expression between the three different conditions: acetate, n-
hexadecane and triolein are represented in a triangle plot (Figure 1A). In this graph, genes more
expressed in one condition compared to the two others are positioned close to the corresponding
triangle corner. Genes that are overexpressed in two conditions are close to the triangle sides. Genes
in the center had balanced expression levels between the three conditions. On the 142 irons genes,
94 had a biased expression in favor of one or two conditions. This showed that the culture conditions
chosen in this study had a significant impact on the expression of most of the iron genes. The
conditions that led to greatest number of genes overexpressed were acetate and n-hexadecane (56
genes in acetate and 62 in n-hexadecane overexpressed compared to at least one other condition).
In other words, in triolein most of the genes were underexpressed compared to the hexadecane and
acetate conditions (Figure 1A). The function of the genes that contributed the most to the biased
expression in favor of acetate and n-hexadecane were aerobic and nitrate respiration, and cofactors
biosynthesis which include [Fe-S] assembly ubiquinone and heme biosynthesis that are required in
the respiratory functions (Figure 1B, Table S4). As expected, alkanes degradation genes were more

expressed in n-hexadecane condition.

Transcriptomic analysis showed that expression of genes coding for iron containing proteins
were more pronounced in biofilm on n-hexadecane and in planktonic cell growing on acetate than
in biofilm on triolein, indicating that the carbon source and/or the mode of growth affect the
expression of iron containing protein and hence could have an impact on the iron demand. This

prompt us to investigate the iron demand in these different growth conditions.



3.2. Biofilm on paraffin or tristearin can grow at lower iron concentration than planktonic

cells growing on acetate.
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Figure 2. Mh JM1 growth yield depending on the iron concentration and the carbon sources.
Box plots represent the total biomass (biofilm and planktonic fractions) at 120h at different iron concentra-
tions in acetate, paraffin and tristearin conditions. A black line indicates the median value and dots indicate
outliers. The iron concentrations indicated correspond to the theoretical iron concentrations added to the
culture medium. Without iron addition, the iron concentration in the medium was about 20 nmol.L™. For
each experiment, the iron concentration was measured in the culture media to ensure comparable results. The
dashed line at an ODsoonm Of 0.1 represents the starting inoculum. The number of replicates (n=) is indicated
for each experiment above the iron concentrations. Asterisks indicate significant difference compared to the
value at 7200 nmol.L™?, within each growth condition (Dunn test p < 0.05). For each iron concentration,
different letters (a and b) indicate values that are statistically different, ab indicates values that are not sta-

tistically different to a nor to b (Dunn test p < 0.05).



The study of the iron demand was carried out in the medium MEM, that had an ionic
composition close to that of seawater with iron added as FeCls (Table S5, Figure S3). The physical
state of the iron added in the culture medium was determined. In aerobic condition at pH = 8 , Fe**
ions form polymeric ferric hydroxide species that can aggregate to give particles [25]. The
particulate fraction (> 0.2 pum) of iron in MEM medium containing 7200 nmol.L? of FeCls was
determined by filtration at 0.2 um and quantification of the iron in the filtrate (Table S6). About 80
% of iron was present in MEM as particles bigger than 0.2 um. The 20 % of iron that goes through
the filter are likely colloidal because Fe3* ions are nearly insoluble in water in the conditions of
MEM medium. Large particles or colloids are believed to be not directly assimilated by bacteria.

To determine the effect of the carbon source and/or the lifestyle on the iron demand, Mh
JM1 was cultivated as a biofilm on solid nutritive surfaces, paraffin (a mixture of alkanes) or
tristearin (a triglyceride) and as planktonic cells on acetate (water soluble) with additions of different
FeCls concentrations (Figure 2). All the growths were performed in microplates without shaking to
ensure that only the growth mode differed between the conditions. The growth yield was measured
by quantification of the total biomass after 120h of incubation, which corresponds to the stationary
phase in all conditions. In the case of biofilm cultures, the measured biomass included the cells
detached from the biofilm. The growth yield was chosen to assess the growth because the growth

rate of biofilms was technically difficult to determine, as it requires one culture for each time point.

In the three growth conditions, the growth yield increased with the iron concentration to
reach a plateau at a maximum (Figure 2). In tristearin condition, the plateau was attainted at the
iron concentrations of 200 nmol.L since growth yields above this iron concentration were not
statistically different from the highest iron concentration. In the cases of paraffin and acetate
conditions, the maximum growth yield was attained at iron concentrations above 500 nmol.L™.
Thus, the iron concentration limiting the growth yield was below 200 nmol.L in tristearin condition

whereas it was below 500 nmol.L? in acetate and paraffin conditions.

At the highest iron concentration, i.e. 7200 nmol.L™, cultures in paraffin and tristearin
accumulated a similar total biomass while in acetate condition the growth yield was significantly
higher. At 1000 and 500 nmol.L™ of iron, the growth yield was not significantly different between
the three conditions. The most striking differences between the growth conditions were revealed at
lower iron concentrations. At 200 and 100 nmol.L™ of iron, the growth yields were higher in

tristearin than in acetate and paraffin whereas at 50 and 0 nmol.L (no added iron, corresponding to



about 20 nmol.L ™), the growth yield in tristearin was higher than on paraffin with acetate displaying
intermediate growth yields.

The variation of the growth yield as function of iron concentration reflects the iron
requirement of the cells that results from the demand of the cellular processes and the uptake ability.
Taken all together, the above results made emerge the general trend that the iron requirement was
the lowest in tristearin. lron requirement in paraffin and acetate were more alike although slightly
higher in paraffin. However, we acknowledge that the observed differences of the growth yields

between the different growth conditions, despite being statistically significant, remained modest.

3.3. Petrobactin is produced at low iron concentration and the proportion of the sulfonated
form is lower in biofilms on paraffin and tristearin.

In order to apprehend the reasons for the different effects of the iron concentration variation
on biofilm growing on nutritive surfaces and on planktonic cells growing on acetate, we undertook
an investigation of the iron acquisition mechanisms. Mh JM1 produces the siderophore petrobactin,
that is likely to be the only one produced by this bacterium since the result of an ANTISMASH
search [26] of the genome did not show any others secondary metabolite biosynthetic genes clusters
than that of petrobactin (Figure S4).

The petrobactin concentration in culture supernatants was measured by Electro Spray
lonization (ESI) at the two iron concentrations of 100 and 7200 nmol.L™?, hereafter mentioned as
iron deplete and iron replete conditions, respectively. The iron replete condition is the iron
concentration where the growth yield was maximum whatever the carbon source (Figure 2). The
iron deplete condition corresponds to an iron limitation allowing for at least one doubling of the
population with all the substrates. Both petrobactin and sulfonated petrobactin were detected under
all growing conditions, with however, great differences between the iron depleted and iron replete
conditions (Figure 3). In iron replete condition and whatever the substrate, the mean concentration
of the total petrobactin (sulfonated and nonsulfonated forms) was very low ranging from 88 to 358
nmol.L™. In deplete iron condition, the petrobactin concentrations were higher ranging from 2518

to 4428 nmol.L?, indicated that petrobactin biosynthesis is regulated by the concentration of iron.

In regard of the carbon source, more of the total petrobactin was produced in culture on
acetate, with 4428 nmol.L than in cultures on paraffin or tristearin, which contained 3879 and 2518

nmol.L™ respectively. Interestingly, the ratio of non-sulfonated to sulfonated forms of petrobactin



varied with the conditions of growth. Cultures of biofilms on n-hexadecane or tristearin contained
less than 5 % of sulfonated petrobactin while in culture on acetate the sulfonated form accounted
for more than 75 % of the petrobactin. The increase of the amount of petrobactin produced in
response to low iron concentration and the modulation of proportion of the sulfonated form
according to the growth condition argue in favor of a regulation depending on the iron concentration
and on the growth mode, with a major role of non-sulfonated petrobactin in iron acquisition in

biofilms on nutritive surfaces.
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Figure 3. Quantification of petrobactin and petrobactin sulfonate in culture supernatants.

Petrobactins was quantified using ElectroSpray lonization after 120h of growth with acetate, paraffin or tri-
stearin as carbon source, in iron deplete and iron replete conditions. For each stacked column, the mean
concentration of petrobactin is represented in dark colour (bottom) and the mean concentration of sulfonated

petrobactin in light colour (top). The bars represent the standard deviations of 5 to 6 replicates.
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Figure 4. Growth yield of iron acquisition defectives mutants.

Mh JM1 (WT) and derivated mutants, petrobactin non producer AasbABF (A) and FbpA non producer AfbpA
(B) were grown for 120h in MEM, medium in iron deplete or replete condition, with acetate (left panel),
paraffin (middle panel) or tristearin (right panel) as carbon source. The ODsoonm cOrresponds to the total
fractions of biomass (addition of biofilm fraction and planktonic fraction). Dashed line represents the
inoculum (starting ODsgonm Of 0.1). The total number of replicates is indicated below each boxplot. Asterisks
show a statistically difference (Dunn test) between the growth of the wildtype and the mutant. *** P <

0.0001; **,0.0001 <P <0.005; *, 0.005 <P <0.05.



3.4. At low iron concentration, petrobactin is involved but not essential in iron acquisition
in biofilms on paraffin or tristearin
To further determine in which conditions petrobactin was required, a mutant unable to
produce petrobactin was constructed. To ensure that no intermediate of the petrobactin biosynthesis
that could have a siderophore activity was produced, three genes of petrobactin biosynthesis cluster,
asbA, asbB and asbF were deleted. The absence of petrobactin and its intermediates was controlled
by LC-ESI-MS (Figure S5).

In iron deplete condition, the growth yield of the AasbABF mutant was lower than the wild
type in the three growth conditions, indicating that petrobactin is involved in iron acquisition in all
iron depleted conditions (Figure 4A). However, petrobactin did not appear essential, as the growth
of the mutant was not completely abolished in biofilm on tristearin and in acetate culture. In iron
replete conditions, the AasbABF mutant exhibited a significant lower growth yield than the wild
type only in the acetate condition. This indicates that in iron replete condition petrobactin is involved
in iron uptake only in acetate and not in paraffin and tristearin conditions. It is to note that the
AasbABF mutant growing in biofilm produced few detached cells compared to the wild type (Figure
S6). This suggested that the lack of petrobactin could at least partially be compensated by adapting
the mode of growth and is in accordance with a role of petrobactin during planktonic growth in
replete conditions. The ability of AasbABF mutant to grow, suggested also the existence of a

petrobactin independent iron uptake pathway.

3.5. The ferric ion binding protein, FbpA is involved in iron acquisition in biofilms on par-
affin and tristearin conditions
The genome of Mh JM1 contains four putative siderophore TBDTS, indicating that this
bacterium is able to use others native or exo-siderophores (Figure S7). Exo-siderophores are
certainly not involved in the experiments of this work since they were carried out with a pure strain.
Native siderophores, other than petrobactin are unlikely since no other siderophore biosynthetic
gene cluster could be identified and during petrobactin purification only one compounds with a
siderophore activity was detected (unpublished results). This led us to hypothesize the existence of
a siderophore independent pathway. The ferric ion binding protein, FbpA, constituted a good
candidate for a protein involved in an alternative pathway to petrobactin. To test this hypothesis, a

mutant deleted of the fopA gene was constructed. In iron deplete conditions, the AfbpA mutant



exhibited a lower growth yield in all the conditions while in iron replete conditions, the mutant was
affected on paraffin and tristearin but presented a growth yield similar to the wild type on acetate
(Figure 4B). The phenotype of the AfbpA mutant indicated that FpbA is involved in iron acquisition
in all the conditions excepted in acetate at high iron concentration. However, the fbpA gene is not

essential as the deleted mutant was still able to grow.

These results combined to those obtained with the AasbABF mutant suggested that both
FbpA and petrobactin play roles in iron acquisition during growth of Mh SP17 at low iron
concentration, whereas at high iron concentration petrobactin is important for planktonic growth
while FbpA is important for biofilm growth. To determine if the petrobactin and FpbA were
involved in two different but complementary iron acquisition pathways, the construction of a double
mutant AasbABF, AfbpA was undertaken. Despite numerous attempts in various conditions, the
double mutant could not be isolated, suggesting that the double mutation is lethal and that
consequently, the two pathways are independent and complementary. However, this require further

investigation to be demonstrated.

4. Discussion
4.1. Iron requirement is modulated by the nature of growth substrate

In seawater, bacteria that feed on particulate substrates have to face to the low substrate and
iron availabilities. To get insight into the iron requirement in biofilm on particulate substrate, the
expression of genes encoding iron containing proteins was compared in cells growing in conditions
that differed by the carbon source and the life style: planktonic growth on acetate and biofilm growth
on triolein or n-hexadecane. It appeared that the growth conditions affected the expression of most
of iron genes and more particularly genes of the aerobic and nitrate respiration that were overex-
pressed in planktonic cultures on acetate and in biofilm on n-hexadecane when compared to biofilm
on triolein. This observation suggests that in acetate and n-hexadecane conditions the iron require-
ment is greater than in tristearin condition. This assumption is supported by the growth yields at low
iron concentration that were higher in tristearin than in paraffin and acetate conditions. Although
the two substrates, tristearin and paraffin, differed from those used in transcriptomic experiment,
they are comparable since tristearin and triolein are both triglycerides differing by one insaturation

and paraffin is a mixture of alkanes. Genes expression data and growth yields point to higher iron



requirement in alkane and acetate condition compared to the triglyceride condition. This suggests
that the nature of the carbon affects the iron requirement rather that the life style. A high iron re-
quirement in cell growing on alkane is expected as catabolism of alkanes involved several iron con-
taining proteins like alkanes monooxygenase and the electron transporters ferredoxin and rubre-
doxin [27,28]. In Mh JM1, the genes of the ferredoxin (fdx, MARHY2837), the terminal alkane-
monooxygenase (alkM, MARHY2735) and the cytochrome P450 alkane hydroxylases (ahpG2,
MARHY2838 and ahpG1, MARHY3773) are overexpressed in n-hexadecane (Figure 1B and Table
S4). High iron demand during alkane metabolism in Mh SP17 is further supported by the observation
of the overexpression of iron transporters in biofilm on n-hexadecane [11]. However, alkB
(MARHY2847) coding for an alkane-monooxygenase and alkG (MARHY2846) coding for rubre-
doxin were under-expressed in n-hexadecane (Figure 1B and Table S4). Possibly, these two genes
could be involved in alkanes metabolism with different chain length specificity. The low iron re-
quirement in biofilm on triglyceride relative to acetate and paraffin remains enigmatic and difficult

to interpret in the light of the data obtained here alone.

4.2. Petrobactin is involved in growth in iron deplete condition

The phenotype of the AasbABF mutant (Figure 4A), that is unable to produce the petrobac-
tin, showed that the siderophore is involved in growth in all iron deplete conditions. This is con-
sistent with the petrobactin quantification, showing that the siderophore production is much higher
(ranging from 2500 to 4400 nmol.L?) in deplete iron condition than in replete iron condition. As in
the case of the cultures on paraffin and tristearin the growth defect of the AashABF mutant was
alleviated by a higher iron concentration, it is very likely that petrobactin is involved in iron uptake
when the iron concentration is low. In iron replete conditions, the petrobactin did not appeared in-
volved in iron uptake at the exception in acetate condition where the AasbABF exhibited at lower
growth yield than the wild type. The involvement of petrobactin in iron replete, acetate condition
was unexpected as in this condition the petrobactin concentration was low (358 nmol.L?). Never-
theless, this petrobactin concentration was two and four times higher than in paraffin and tristearin
where the mutation of asbABF has no effect on the growth yield. It is therefore, probable that petro-

bactin plays a role even at low concentration.

Petrobactin is produced under two forms: sulfonated and not sulfonated. The petrobactin

sulfonate is the major form in planktonic culture on acetate while it represents only few percent in



biofilm on tristearin or paraffin. The mode of formation of petrobactin sulfonate is unknown. The
fact that the amount of petrobactin sulfonate depend on the mode of growth argues in favor of a
physiological process rather than a fortuitous reaction of petrobactin with sulfur metabolites present
in the cell. Although, sulfonation of siderophore was reported for heterobactin and pyoverdine, the

role of this siderophore modification is still unknown [29,30].

Sulfonated petrobactin is more hydrophilic which could be important for its physiological
function [15]. For example, a more hydrophilic petrobactin would interact less with aggregated
organic matter avoiding thus to be trapped. The catechol siderophore enterobactin has been shown
to act as an antioxidant [31]. A such function is conceivable for petrobactin. Sulfonation makes
catechol ring more difficult to oxidize [32]. The role of sulfonation could be to make petrobactin
more resistant to oxidation and preserve the siderophore activity at the expense of the antioxidant
activity. Sulfonation could also impact the affinity of petrobactin for iron. Clearly, determination of
the role of sulfonation requires further research to characterize physico-chemical properties of the
sulfonated petrobactin, elucidate the mechanism of petrobactin sulfonation with its regulation and

investigate the in vivo role of sulfonated petrobactin.

The petrobactin quantification (Figure 4) in the culture medium indicated that the
siderophore is overproduced in iron limiting condition, suggesting its regulation. It is described that
the siderophore production is a well regulated system, generally under the Fur (ferric uptake
regulator) control [33]. Generally, there is a Fur box close to the gene which is recognized by a
complex Fur-Fe?* which binds to the promoter region in order to block the transcription [34] of the
siderophore synthesis genes for example. However, there is no obvious Fur box in Mh JM1 genome,

suggesting it is relatively different from the consensus Fur Box sequence.

As mentioned previously, during a biofilm growth, the cells can be found in biofilm or in
planktonic form where the planktonic cells are detached from the biofilm [9]. For the wildtype in
paraffin, that population is not majority and in tristearin condition, there is a ratio 1:1 between
planktonic and biofilm fractions. It is possible that a growth on tristearin promotes the detachment
or that the tristearin degradation releases more soluble compounds which can be degraded by
planktonic cells. However, the planktonic fraction of the mutant AasbABF is null (in both paraffin
and tristearin conditions), indicating that there were no detached cells (Figure S4). For the mutant,
the lack of petrobactin limited the planktonic growth, and might reduce dramatically the planktonic

population after their detachment.



4.3. FbpA is involved in iron replete and deplete conditions

Although petrobactin is probably the only siderophore produced by Mh JM1, the AasbABF
mutant was able to grow even in iron deplete condition, indicating that the petrobactin is not the
only iron acquisition pathway of Mh JM1. As mentioned in the literature [19], we supposed that
FbpA, a ferric binding protein, could be involved in the iron acquisition and a mutant unable to
produce FbpA was created. The growth defect of the AfbpA mutant suggest that FbpA, in biofilm,
is indeed implicated in iron acquisition in iron replete and deplete conditions. FbpA is involved in
planktonic growth on acetate only in iron deplete condition. Although both petrobactin and FbpA
play a role in iron acquisition, it remains unclear why one or the other is favored depending on the
growth mode. The petrobactin pathway would be more involved in low limiting iron concentrations.
In iron deplete condition, both are important whatever the lifestyle. However, in iron replete condi-
tion, it seems that petrobactin is mainly involved in iron acquisition during a planktonic growth
where there is no direct contact between cell surface and iron particles. Petrobactin could be in-
volved for the iron dissolution and transport. FbpA would be a more general pathway for iron ac-
quisition that is involved in many growth conditions iron deplete and replete. Nevertheless, the two
pathways petrobactin and FbpA could be connected as FpbA is periplasmic and could be an inter-
mediate of the petrobactin pathway, if the Fe-petrobactin complex is dissociated in the periplasm,

as it is the case for Pseudomonas aeruginosa [35].
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6. Supplementary Materials and Methods

6.1. Correlation between ODsoonm for planktonic biomass quantification and ODsgsnm for

biofilm biomass quantification

In order to compare the planktonic biomass measured by absorbance at 600nm to the biofilm
biomass measured by crystal violet staining at 595nm, a plot of the absorbance at 595 nm versus
ODesoonm Of cell suspension of various concentration was established. 1 mL of Mh JM1 cell
suspension with known ODegoonm (0.25, 0.50 and 0.75) was centrifuged at 13,000 rpm for 10 min.
The pelleted cells were stained with 400 pL of 0.1 % crystal violet and incubated at room
temperature for 3 minutes. The cells were washed twice with 1 mL Milli-Q water and crystal violet
was eluted with 1 mL solution of 10 % acetic acid and 50 % ethanol. The absorbance of the extracted
crystal violet was read at 595 nm. The correlation curve obtained is presented in Figure S2 in the

supplementary data.

6.2. Procedure for mutant obtention
The AasbABF was constructed in two steps. Firstly, for the AasbF mutant construction,
approximatively 500bp fragments were obtained by PCR, using the enzyme Phusion
(ThermoScientific F-530L 2U/uL), amplifying upstream and downstream regions of the gene. The
upstream fragment was digested by BamHI and Sacll. The other fragment was digested by BamHI
and Sacl. These two fragments were ligated into the vector pSN77. For the deletion of asbA and
asbB and fbpA ORF, a suicide vector containing upstream and downstream regions of the asbA and
asbB or fbpA genes, obtained through a three-piece Gibson Assembly using a Gibson assembly kit
from NEB following the manufacture’s protocol, was introduced in the strain AasbF or Mh JML1.
PCR amplifications for Gibson Assembly were done with the Takara’s Prime Star enzyme

(oligonucleotides are resumed in the Table S3).

The obtained plasmids were firstly transferred into E. coli DH5-a Apir by electrotransformation and
clones containing the plasmid were selected using kanamycin 50 pg.mL-1 on LB plates. The vector
was then transferred into competent E. coli S17-1 Apir cells by TSS transformation [1]. Finally, the
plasmid is transferred into Mh JM1 by conjugation and the clones are selected by antibiotic

resistance. Correct deletions were all verified by PCR and sequencing.



7. Supplementary tables

Table S1. List of bacterial strains used during this study.

Strain Genotype/phenotype Description Reference
E. coli
S17-1 (Apir) TpR Sm® recA, thi, Donor strain for conju-  [2]
pro, gation.
hsdR-M*RP4: 2-
Tc:Mu:Km
Tn7 Apir
DH5a. (Apir) SupE44, AlacU169
(PlaczAM15), Host for cloning.
recAl, endAl, hsdR17, thi-1,
gyrA96, relAl, Apir
KD9 DH5a. (Apir), Kn® E. coli DH5a (Apir) This study
carrying pSN78
KD37 DH5a. (Apir), Kn® E. coli DH5a (Apir) This study
carrying pSN77
FH31 S17-1 (Apir), Kn® E. coli S17-1 (Apir) This study
carrying pSN78
FH23 DH5a. (Apir), Kn® E. coli DH5a (Apir) This study
carrying pSN77-Aas-
bAB
FH24 S17-1 (Apir), Kn® E. coli S17-1 (Apir) This study
carrying pSN77-Aas-
bAB
FH25 DH5a (Apir), Kn® E. coli DH5a (Apir) This study
carrying pSN77-AfbpA
FH27 S17-1 (Apir), Kn® E. coli S17-1 (Apir) This study
carrying pSN77-AfbpA
Marinobacter hydrocarbonoclasticus
SP17 ATCC 49840  Sm® Original isolate [3]
Mh JM1 rpsIK58T, SmR Referred as wildtype [4]
AasbABF rpsIK58T, Sm®, AMARHY3422  asbABF knockout mu-  This study
AMARHY3423 AMARHY3427 tant in Mh JM1
AfbpA rpsIK58T, Sm®, AMARHY2192  fbpA knockout mutant — This study
in Mh JM1
AasbAB rpsIK58T, Sm®, AMARHY3422  asbAB knockout mu- This study
AMARHY3423 tant in Mh JM1
AasbF rpsIK58T, Sm®, AMARHY3427  asbF knockout mutant ~ This study

in Mh JM1



Table S2. List of plasmids used during this study

Plasmid Antibiotic Description Reference
resistance
PSEVA 211 KnR Replication origin : R6K yori.  [5]
pSN77 KnR Derivated of pSEVA 211. This study
Carrying the wild rpsl gene of
Mh SP17, confering the
streptomycine sensibility.
pSN78 KnR Used for MARHY3427 deletion, ~ This study
obtained by enzymatic
restriction and ligation
PSN77-AMARHY3432  KnR Used for MARHY3432 deletion,  This study
obtained by enzymatic
restriction and ligation
pSN77-AasbAB KnR Used for MARHY3422 and This study
MARHY3423 deletions,
obtained by Gibson Assembly
pPSN77-AfbpA KnR Used for MARHY2192 deletion,  This study
obtained by Gibson Assembly
pSN77-AasbABF KnR Used for MARHY3422, This study

MARHY3423 and MARHY3427
deletions, obtained by Gibson
Assembly



Table S3. List of primers used during this study.

Names Sequence Source

GA _delAsbABL1-F acacttaacggctgacatgggccgttttatgggctgtg This study
GA _delAsbAB1-R gatggtgatcaatgaagggcagtcgacgctccaaattcc This study
GA _delAsbAB2-F ggaatttggagcgtcgactgceccttcattgatcaccatc This study
GA _delAsbAB2-R gatctatcaacaggagtccaagccggtgtcaagctcatgg This study
del3427_1-R gtacggatcctcatggcaatacctccagg This study
del3427_1-F actgtcgacaagaccggattctggaatcg This study
del3427_2-F ctctggatccacctcatccacctcatcg This study
del3427 _2-R actgaattctactggtacgtcagacgc This study
GA-delfpbAl-F acacttaacggctgacatggcaggtgaactcatcaggc This study
GA-delfbpAl-R gogttggtgtgaggcetgaagtggtgatcctttctgteg This study
GA-delfbpA2-F cgacagaaaggatcaccacttcagcctcacaccaacc This study
GA-delfbpA2-R gatctatcaacaggagtccaaggaactcgcacatggtcac This study
Vérif_delasbF_F actacgtgatgttggaagc This study
Vérif_delasbF R ctggcgattgaagaggtt This study
Verif_delAsbAB-F accgttcccggctaattg This study
Verif_delAsbAB-R ggttgcgtgtaaggcatg This study
Verif_delFbpA-F gactcattcgcggttagc This study
Verif_delFbpA-R tggtgatgagaagtgttgcg This study



Table S4. Iron-containing proteins selected for expression analysis.
The pvalue between the substrates is indicated. If pvalue < 0.05, the gene is overexpressed in one condition
compared to the other. The functions are also indicated. From [6].

pvalue_ pvalue_ pvalue_
SEQ_ID Ac HEX TRI Function
hex_tri ac_hex ac_tri

MARHY0048 6939,053187 7389,188743 6408,384021 0,024946607 0,206437677 0,112633565 aerobic respiration
MARHY0049 11376,34032 13250,72013 13671,44439 0,480681118 0,096756021 0,05139224 aerobic respiration
MARHY0055 5513,954761 6563,423928 5261,281058 0,001549154 0,118959867 0,850396868 aerobic respiration
MARHY0083 2183,073187 1976,300773 1652,386107 0,484693767 0,394397085 0,00042767 aerobic respiration
MARHY0774 9493,918835 8444,816706 4495508419 0,000117416 0,830256575 0,007808839 aerobic respiration
MARHY0775 11095,88096 10795,7968 6619,489483 0,000312464 0,929265705 0,002064013 aerobic respiration
MARHY0776 5764,967724 5211,141891 3502,841382 0,005133832 0,674872812 0,011488039 aerobic respiration
MARHY1349 5646,211706 6252,00578 6306,017308 0,831168016 0,172020026 0,076023047 aerobic respiration
MARHY1352 8316,856243 9806,02115 7730,974483 0,003146397 0,023243017 0,32695659 aerobic respiration
MARHY1379 10820,41504 8259,42953 5027,585224 0,001235335 0,205564163 0,000792245 aerobic respiration
MARHY1518 4105,817539 2523,886289 1829,396521 0,007162534 0,223074309 0,02855313 aerobic respiration
MARHY1520 13877,67652 10260,79837 5227,943835 1,34722E-05 0,111227679  4,0834E-05 aerobic respiration
MARHY1521 10037,59689 7280,514946 3424,923558 3,62793E-05 0,179615147 0,000192118 aerobic respiration
MARHY1799 6301,066567 6367,89328 5173,870271 0,003074364 0,774623111 0,116331083 aerobic respiration
MARHY1809 6274,089206 6054,321752 7842,431104 1,80307E-05 0,321682565 0,000342583 aerobic respiration
MARHY1934  4015,28078 3057,278743 5462,39865 0,000202977 0,048410396 0,002835575 aerobic respiration
MARHY2080 7000,090548 9040,673141 8301,680502 0,07383223 0,001340931 0,022540507 aerobic respiration
MARHY2125 10206,26689 9827,960595 10125,8705 0,698511184 0,735700587 0,980529175 aerobic respiration
MARHY2127 15253,91485 13296,1793 8888,609021 0,014903222 0,382800591 0,000896707 aerobic respiration
MARHY2128 11192,42726 10412,2087 7107,497076 2,36683E-05 0,542988909 0,000472436 aerobic respiration
MARHY2735 7108,80328 24955,39458 7333,71828 6,04137E-09 8,3374E-07 0,64452552 alkane metabolism
MARHY2837 3478,267678 16019,00152 4028,162724 4,45777E-07 2,79848E-07 0,110143995 alkane metabolism
MARHY2838 4390,020502 14322,08069 4365,127632 9,93126E-06 0,000187015 0,699566941 alkane metabolism
MARHY2846 5706,922215 3156,845502 5775,228048 2,42358E-05 0,003776699 0,703507747 alkane metabolism
MARHY2847 6629998465 3816,040317 6577,099993 0,000238049 0,009276341 0,803259229 alkane metabolism
MARHY3773  4352,419206 4865,133095 5726,608882 0,044520243 0,390736394 0,087389006 alkane metabolism
MARHY0705 2807,758095 3163,429761 2756,198095 0,102976333 0,092359568 0,767219465 amino acid biosynthesis
MARHY0706  7377,989993 7731,134715 7623,609483 0,779892887 0,342325542 0,437060231 amino acid biosynthesis
MARHY0823 7171,055595 8288,315224 5941,600039 1,01479E-05 0,001191845 0,000216303 amino acid biosynthesis
MARHY1176  8874,415039 5388,942539 6422,715733 0,006313002 0,00012554 0,006408348 amino acid biosynthesis
MARHY1720 5010,645965 5335,258696 4137,281983 0,00886097 0,496107718 0,127718657 amino acid biosynthesis
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MARHY3556 8527,40365 5504,996752 4016,878974 0,004998456 0,035897867 0,001642932 unknown
MARHY3652 8987,301567 10244,86735 7063,876613 0,000695799 0,093543998 0,005391462 unknown
MARHY2004 6785,449483 6872,747909 7034,040271 0,703417339 0,813769733 0,586680484

Table S5. Comparison of MEM medium and sea water composition

Sea water EMS MEM
Element

g.L? mol.L" g.L? mol.L* g.L? mol.L™

Na* 10.78 0.47 16.10 0.70 10.95 0.48
CI 19.35 0.55 24.28 0.68 18.13 0.51
SO4* 2.72 0.028 6.25 0.065 2.54 0.026
Mg?* 1.28 0.053 1.58 0.065 1.30 0.054
K* 0.40 0.010 0.42 0.011 0.41 0.010
Ca? 0.41 0.010 0.40 0.010 0.40 0.010
NH4*™* 3.61x10°¢- 0.2x10°¢- 1.01 0.056 1.0 0.055

14.43x10°  0.8x10°®"

* Concentration reference : [6].

The reference (sea water) for the other elements is from Millero [7].

Table S6. Particulate fraction of iron in MEM medium

Total Fe Fe hold on the Fe passed through the
(umol.LY)  filter (pmol.L™?) filter ( pmol.L™?)

Mean 1.37 0.26 1.11
SD 0.080713664 0.043303416 0.037410248
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Figure S1. The petrobactin structure and the biosynthetic operon of petrobactin producer

Mh ATCC 49840 below.

MARHY genes correspond to the originally annotation of Mh genes and are indicated above the labeled
genes according to the well-characterized B. anthracis biosynthetic gene cluster. The red crosses indicate the
reactions which are not possible for the AasbABF mutant because of the asbA, asbB and asbF gene deletions.

Adapted from Barbeau et al. [8].
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Figure S2. Correlation between ODsoonm and ODsgsnm for direct biofilm and planktonic

growth comparison.
Linear regression between ODgoonm (turbidity) and ODsesnm (Crystal violet). The white circles represent each

replicate (3 in total). R2 = 0.9071 and the equation of the slope is y = 13.139x.
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Figure S3. Growth comparison in EMS and MEM medium.
The planktonic growth (A) was done on acetate and with one replicate. The biofilm growths (B) were
performed on paraffin and the biomass was quantified after 24h (left) and 48h (right) with 3 replicates. The

bars represent the standard deviation.



Identified secondary metabolite regions using strictness 'relaxed’

==

Marinobacter hydrocarbonoclasticus ATCC 49840 (NC_017067.1)

o -==m

Region Type Location Most similar known cluster Similarity
Region 1 Ectoine 73,502-83,897
Region 2 Betalactone 1,180,744-1,202,431 Fengycin 20%
Region 3 Betalactone 1,626,392-1,650,584
RiPP-like 2,017,259-2,028,170
Redox-cofactor 3,327,091-3,349,250 Lankadicin C 13%
Siderophore 3,516,981-3,530,602

Figure S4. Putatives secondary metabolites in Mh using AntiSmash.

Predicted secondary metabolites in M. hydrocarbonoclasticus ATCC 49840 (NCBI accession number:

NC_017067.1) and most similar known clusters characterized using Antismash tool.

The table displays the different secondary metabolites identified and the genes which are involved.

Ectoine: amino acid produced by microorganisms for resisting against heat, high U.V. radiation or high salt

concentrations.

Betalactone: 3 carbons heterocycles containing an ester function.
RiPP-like: peptide synthetized by a ribosome and modified post traduction.
Redox-cofactor: oxidoreduction cofactor.

Siderophore: the region corresponds to the petrobactin biosynthesis operon.

Siderophore: the region corresponds to the petrobactin biosynthesis operon.
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Figure S5. Total ion chromatogram of the supernatant extracts from M. hydrocarbonoclasticus
ATCC 49840 WT and petrobactin nonproducer mutant, AasbABF grown in iron limited
medium.

Petrobactin (A) et sulfonated petrobactin (B) chromatogram from M. hydrocarbonoclasticus ATCC 49840
WT and chromatogram of both petrobactins from AasbABF (C) after growth in iron limited medium (100
nmol.L* of added iron). The extracted peaks of petrobactin (m/z 719.3616) and sulfonated petrobactin (m/z
799.3159) are colored in red and orange, respectively. Both extracted peaks of petrobactin and sulfonated
petrobactin are regrouped in red in the C part of the figure. Petrobactin intermediates, including N8-cytril-
spermidine  (Ci13H2sN3O6), 3,4-DHBA  (C/HesQs),  N*-(3,4-dihydroxybenzoyl)-N8-citryl-spermidine
(C20H20N309),  N-(3,4-dihydroxybenzoyl)-N& N*e-citryl-bis(spermidine) ~ (C27HasNesOs), N N'*-citryl-

bis(spermidine) (C2H4N¢Os), were not detected in the mutant culture medium.
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Figure S6. Detailed fractions (planktonic and biofilm) of all strain growths at high iron
concentration.

Mh JM1 and derivated mutants, petrobactin non-producer AasbABF (red) and FbpA non producer AfbpA
(pink) growths in MEM medium in iron replete condition. Black bars represent the inoculum (starting
ODesoonm Was 0.1). The total number of replicates is comprised between 7 and 8 for AasbABF mutant and
between 5 and 9 for AfbpA. The dark boxplot corresponds to the biofilm fraction. The pale boxplot
corresponds to the addition of planktonic and biofilm fractions. A: biofilm growth on paraffin. B: biofilm
growth on tristearin. C: planktonic growth on acetate. The iron concentration was 7200 nmol.L™* of added

iron and the biomass quantifications were done after 120h of growth.



Vitamin B12
Biosynthesis pathway
3

— DI DD —

MARHY0216

— DD DD —

MARHY0250
Aldose sugar
dehydrogénase
MARHY1035
1
MARHYZ2030
Putative siderophare fecB putative homolog
uptake periplasmic erric-citrate
binding protein transporter
MARHY3135

Petrobactin biosynthesis
pathway

T phaE@ eeee aa@

MARHY3432

I TonB-dependant receptor
[ ABC transporter
[ Efflux system

[ Two-component regulatory system
Unknown function

Figure S7. Putative siderophore TBDT in Mh JM1 genome.

The six TonB-dependent receptors of Mh JM1 are represented in red, and the adjacent genes are indicated.
The size of the genes and the distance between the genes are not representative of the reality. When there is
no space between two genes, it means that there is less than 20 bp between them and it is probable that the
genes are probably organized into an operon. The same color is used for the genes which are involved in the
same functions. When the function is mentioned above the gene, it means that this function is only found for
this gene. The light green gene on the right of MARHY3135 is supposed to be involved in regulation but not
a two-component regulatory system.
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Résultats complémentaires



1. La pétrobactine est également produite apres 24h de croissance
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Figure IV.1. Quantification de la pétrobactine et de ses dérives dans des surnageants de
culture a 24h.

La pétrobactine a été quantifiée par ESI-MS (ElectroSpray lonization Mass Spectrometry), aprés 24h de
croissance sur paraffine, tristéarine et acétate dans un milieu de culture contenant 100 nmol.L™ de fer (iron
deplete) ou les barres sont pleines et 7200 nmol.L™ de fer (iron replete) ol les barres sont hachurées. La
fraction de pétrobactine est représentée par la couleur sombre (en dessous) et la fraction de pétrobactine
sulfonatée est représentée par la couleur plus clair (au-dessus). Les valeurs sont celles de la moyenne de 5

réplicats et les barres d’erreurs représentent les valeurs d’écart type.



La concentration en pétrobactine dans le milieu de culture a également été mesurée a 24h,
en plus de 120h (se référer a la section 3.3 de ce méme chapitre dans la partie The nature of the
carbon source modulates the iron requirement and the acquisition systems of Marinobacter
hydrocarbonoclasticus). La Figure 1V.1 montre qu’a 24h de culture, en tristéarine et acétate, il y
une production plus importante de pétrobactine en condition de faible concentration en fer comparé
a la condition de forte concentration. Cette observation n’est pas retrouvée en paraffine, ou la quan-
tité de pétrobactine détectée est faible quelle que soit la concentration en fer. Cela peut s’expliquer
par le fait que la croissance sur paraffine n’ait pas encore débuté aprés 24h. En effet, les biomasses
mesurées a ce temps sont plus faibles sur ce substrat que sur tristéarine ou acétate (Annexes 3, 4 et
5). 1l est également possible que la concentration en fer soit suffisante pour amorcer la croissance
des cellules sur paraffine, sans recourir a une surproduction du sidérophore. Une autre possibilité
est que la pétrobactine produite soit immédiatement utilisee par les cellules, réduisant ainsi sa con-
centration dans le milieu extracellulaire. Cette derniére hypothese est en accord avec les résultats
obtenus du mutant AasbABF dont la croissance est plus faible sur paraffine que sur les autres subs-
trats a faible concentration en fer, soulignant le réle de la pétrobactine pour la croissance sur paraf-
fine dans ces conditions.

En paraffine et tristéarine, les quantités produites de pétrobactine dans la condition de con-
centration élevee en fer & 24h sont trés similaires a celles mesurées dans ces mémes conditions a
120h. Cela suggére une production de sidérophore qui est indépendante de la biomasse a forte con-
centration en fer pour ces substrats. Ces résultats sont concordants avec ceux du mutant ne produi-
sant plus la pétrobactine, AasbABF, ou il a été observé qu’a forte concentration en fer lors d’une
croissance sur biofilm, la production de pétrobactine n’est pas nécessaire pour les cellules. Le fait
que la quantité de pétrobactine ne varie pas entre 24h et 120h durant une croissance sur paraffine et
tristéarine suggere 1a encore que la production du sidérophore n’est pas essentielle pour la croissance
dans ces conditions. En acétate, il y a environ deux fois moins de sidérophore produit a 24h qu’a
120h. Cette proportion est également retrouvée en condition de faible concentration en fer, ou la
aussi deux fois moins de pétrobactine a été détectée a 24h qu’a 120h. L’augmentation de la produc-
tion de sidérophore en acétate entre 24h et 120h pourrait indiquer que la pétrobactine est importante
pour la croissance, méme quand le métal est présent en fortes quantités. La encore, ces résultats sont
concordants avec ceux du mutant AasbABF, qui a une croissance plus faible que celle de la souche
sauvage en condition planctonique a toutes les concentrations en fer car il ne produit plus de sidé-

rophore. A faible concentration en fer, on observe pour tous les substrats une augmentation de la
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concentration en pétrobactine, en accord avec I’augmentation de la biomasse et la surproduction de

la petrobactine qui devient en exces.

En comparant les mesures de pétrobactine a 24h et 120h, on observe une nette augmentation
de la quantité de sidérophore dans le milieu de culture en condition de faible concentration en fer,
confirmant que la production de la pétrobactine est régulée par la concentration en fer et que les
niveaux de production excedent largement les quantités utilisées par les cellules pour se développer.
D’autre part, comme a 120h, les niveaux de pétrobactine sulfonatée sont plus importants en acétate
qu’en paraffine ou tristéarine, suggérant que sa production dépend des conditions de croissances et
qu’elle joue un r6le important lors de la croissance planctonique dans nos conditions. Les
proportions varient néanmoins entre 24h et 120h avec 31 % de forme sulfonatée a 24h comparée a
77 % a 120h. 11 est difficile de savoir si la forme sulfonatée est moins produite a 24h ou si c’est la
forme majoritairement utilisée par les cellules. Bien que I’utilité de la sulfonation n’ait pas encore
été démontrée, plusicurs hypothéses ont été formulées par Homann. Tout d’abord, la présence d’un
groupement sulfonate sur les catéchols de la pétrobactine aurait comme effet de stabiliser ces
derniers contre I’oxydation (Homann et al., 2009). Cela rendrait la pétrobactine sulfonatée moins
efficace pour lutter contre le stress oxydant car elle y est moins sensible. Par conséquent, la
pétrobactine non sulfonatée protégerait plus efficacement la cellule en réagissant avec les ROS,
limitant ainsi leur concentration dans le milieu intracellulaire. I1 est fortement probable qu’a 24h de
croissance, la quantité d’oxygéne dans le milieu de culture soit plus élevée qu’a 120h. Le stress
oxydant est donc plus important a 24h qu’a 120h. Les cellules produiraient en conséquence
majoritairement de la pétrobactine non sulfonatée pour acquérir le fer et également pour lutter contre
ce stress oxydant. A 120h, lorsque la concentration en oxygeéne diminue, il y a moins de stress
oxydant et les cellules privilégieraient la pétrobactine sulfonatée. Cette derniere étant plus soluble
en raison du groupement sulfonate, comme cela a été proposé par Homann (2009), elle diffuse plus
loin dans le milieu de culture et pourrait donc étre plus efficace pour acquérir le fer. Ces hypothéses
sont trés discutables car elles ne se basent sur aucune expérience permettant d’affirmer que la
sulfonation apporte un réel avantage aux cellules, ni qu’il s’agisse d’un phénoméne biologique. Si
la sulfonation de la pétrobactine n’est effectivement pas réalisée par les organismes et qu’il s’agit
d’une réaction chimique lente entre les sulfates présents dans le milieu de culture et la pétrobactine,
cela expliquerait également pourquoi la pétrobactine sulfonatée est minoritaire a 24h et majoritaire
a 120h.
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Figure 1V.2. Détail des fractions (planctonique et biofilm) des souches Mh JM1, AasbABF et
AfbpA.

Mh JM1 (en bleu), AasbABF (en vert) et AfbpA (en rouge) ont été cultivés en MEM 100 nmol.L™ de fer (A)
et en MEM 7200 nmol.L™ de fer (B), aprés 120h de croissance.



2. AasbABF ne se détache pas du biofilm lors d’une croissance sur tristéarine

La formation de biofilm sur substrat hydrophobe conduit a deux types de population, comme
cela a déja été décrit : les cellules en biofilm et celles qui se détachent du biofilm (Klein et al., 2008).
Il a été observé que les cellules détachées ne se développent pas, elles colonisent généralement une
autre partie du substrat. Il est toutefois important de rappeler que lorsque la source de carbone est
soluble, il n’y a pas de formation d’un biofilm sur le plastique (composant des plaques utilisées pour
les cultures) car ce dernier n’est pas métabolisable par Mh JM1. La totalité des cellules est alors
sous forme planctonique, et la trés faible quantité détectée de biofilm n’est pas un biofilm a
proprement parler, il s’agit plutdt de cellules adhérées au substrat. La Figure 1V.2 indique la fraction
de cellules en biofilm ainsi que la fraction totale (comprenant la partie biofilm et la partie de cellules
détachées). Pour une croissance de la souche sauvage en biofilm sur paraffine, la fraction de
détachées n’est pas majoritaire, la plupart des cellules sont en biofilm. La proportion de cellules
détachées est toutefois plus élevée a forte concentration en fer. En tristéarine, a faible concentration
en fer, la fraction biofilm est nettement plus élevée que la fraction de cellules détachées. En
revanche, a forte concentration en fer, le ratio entre cellules en biofilm et cellules détachées est
d’environ 1 : 1. La boite a moustache de la biomasse totale est environ deux fois plus elevée que
celle de la fraction biofilm. Bien que non encore décrit, ni prouvé durant cette étude, il est possible
que la croissance sur ce substrat puisse promouvoir le détachement, voire méme permettre le
développement de ces cellules. La dégradation de la tristéarine conduit a la formation de composés

Iégerement solubles, des mono-esters, qui pourraient étre dégradés par les cellules planctoniques.

Pour AfbpA, les résultats ressemblent a ceux de la souche sauvage, avec toutefois une
proportion de cellules détachées a forte concentration en fer plus élevée, tant en paraffine que
tristéarine. En paraffine cette fraction est minoritaire a faible concentration en fer, et environ égale
a la fraction biofilm a forte concentration en fer. En tristéarine, elle devient méme majoritaire a forte
concentration en fer. Concernant le mutant AasbABF, les observations sont totalement différentes.
Sur paraffine et tristéarine, la proportion de cellules détachées est quasiment nulle, tant a forte qu’a
faible concentration en fer. 1l est possible que la production de sidérophore favorise le détachement.
En supposant que la dégradation de la tristéarine conduise a la présence de composés solubles et
permette le développement des cellules sous forme planctonique, la sécrétion de sidérophore aiderait
les cellules a acquérir le fer dans ces conditions. Comme il en a été discuté, la production de

pétrobactine est importante lors d une croissance planctonique, ce qui est probablement le cas pour



les cellules utilisant les produits de dégradation de la tristéarine. AasbABF ne produisant pas de
sidérophore, il ne peut donc pas utiliser ces composés et se développer sous forme planctonique. Par
conséquent, les cellules ne sont retrouvées qu’en biofilm et la fraction planctonique est tres faible.
Ce mécanisme pourrait également expliquer pourquoi la proportion de cellules détachées est plus
¢levée pour AfbpA que la souche sauvage en tristéarine. En effet, si AfbpA produit plus de
pétrobactine pour compenser 1’absence de FbpA, une croissance planctonique est alors plus efficace
qu’une croissance en biofilm. Une partie importante des cellules en biofilm va donc se détacher

pour se développer sous forme planctonique.

3. Utilisation d’un promoteur inductible a I’arabinose chez Mh JM1

Jusqu’a présent, aucun outil permettant une expression controlée et inductible n’était
connu chez Mh JM1. Comme il a éteé indiqué par Gauthier et al. (1992), Mh SP17 (et donc par
extension Mh JM1) ne métabolise pas I’arabinose, qui est classiquement utilisé pour induire des
génes sous contréle du promoteur Peap. Nous avons souhaité Vérifier si méme sans étre
métabolisé, I’arabinose peut étre utilis¢é comme inducteur chez Mh JM1. Pour cela, un plasmide
transférable par conjugaison et possédant 1’origine de réplication pBBR1 ori V, compatible avec
Mh JM1 a été utilisé. Le promoteur inductible a été cloné en amont du géne mCherry codant une
proteine fluorescente. Le plasmide nommé pSN75 et contenant le promoteur Pgap construit chez
E. coli a ensuite été introduit chez Mh JM1 par conjugaison. Afin de Vérifier I’induction, des
cultures d’E. coli et de Mh JM1 en présence et en absence d’arabinose ont été réalisées et la
fluorescence produite mesurée par microscopie a fluorescence (Figure 1V.3). En absence
d’induction, peu de fluorescence est détectable (Figure 1V.3 A). La mesure du rapport entre la
quantité de fluorescence émise par les cellules et le bruit de fond (Figure 1V.3 B) montre un
signal légerement supérieur au bruit de fond chez E. coli, indiquant une fuite du promoteur. Chez
Mh JMI, la fuite du promoteur est moins importante, mais s’observe pour une partie des cellules
analysees. En présence d’arabinose, on observe une forte induction chez E. coli et Mh JM1
puisque la quantité de fluorescence est significativement plus élevée qu’en absence d’induction.
En moyenne le signal de fluorescence est 1,5 fois supérieur au bruit de fond. On observe
¢galement une grande variabilité de la réponse a I’induction chez E. coli comme chez Mh JM1,
avec des cellules qui ne présentent pas de fluorescence et d’autres qui ont un signal 4 fois

supérieur au bruit de fond. Bien que non métabolisable par les cellules, 1’arabinose peut donc
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Figure IV.3. Mesure de I’intensité de fluorescence des cellules portant le plasmide pSN75
avant et apres induction par I’arabinose.

A Images de microscopie a fluorescence de cellules d’E. coli (& gauche) et de Mh JM1 (a droite) portant le
plasmide exprimant le gene mCherry sous le contréle du promoteur Pgap inductible a I’arabinose. Les images
montrent les cellules non induites (en haut) ou aprés 2 h d’induction a I’arabinose (en bas) en contraste
interférentiel différentiel (image de gauche), en fluorescence (milieu) ou une superposition des deux (image
de gauche). L’échelle est indiquée sur les images en bas a droite. B Les boites & moustache représentent le
ratio entre I’intensité de fluorescence émise par les cellules par rapport au bruit de fond. Le trait vert
représente la médiane, la moyenne est indiquée par un rond noir. Les valeurs supérieures au maximum
(outliers) sont représentées par des ronds noirs pleins. L’analyse a été effectuée grace au logiciel Microbel.

Le nombre de cellules analysées est indiqué en dessous de chaque boite (n=). NI : Non induit, | : induit.



étre utilisé comme inducteur chez Mh JM1. Le plasmide pSN75 construit est un nouvel outil
permettant de contrdler 1’expression de génes chez Mh JM1. Ce plasmide a notamment permis

lors de ce travail de construire un double mutant conditionnel AasbABF AfbpA.

4. Phénotype du double mutant conditionnel AasbABF AfbpA

Comme il en a été discuté précédemment, la délétion des génes asbA, asbB, asbC et fbpA
semble €tre létale car aucun mutant n’a pu €tre obtenu, malgré un grand nombre d’essais. Un mutant
AashABFAfbpA conditionnel, portant le plasmide pFH54 contenant le géne fbpA sous le contrdle du
promoteur Pgap inductible par I’arabinose a quant a lui pu étre créé. Ce mutant a ét€ obtenu a la
toute fin de ce travail, et a ce stade seuls des tests préliminaires ont pu étre effectués sur milieux
solides et liquides, contenant tous une concentration élevée en fer (7200 nmol.L?). Le phénotype
du mutant a été comparé a celui de la souche sauvage, de AfbpA, de AasbABF et de AasbABF portant
le plasmide pFH54. Pour cette derniére souche, il s’agit d’un contrdle pour s’assurer que la présence
du plasmide n’a pas d’effet sur le phénotype du mutant. Tous les résultats sont résumés dans la

Figure 1V .4.

Le phénotype du double mutant a été étudié sur milieu EMS liquide et solide avec 7200
nmol.L™ de fer ajouté, en présence et absence d’arabinose. Tout d’abord, les croissances des simples
mutants ont ét¢ comparées a celle de la souche sauvage pour s’assurer que la présence d’arabinose
dans le milieu de culture n’affecte pas leurs phénotypes. La croissance a été observée a 24h et 48h
sur boite, avec des dilutions allant de 10 & 10 réalisée a partir d’une culture de nuit (Figure 1V.4
A). La DOsoonm @ €galement relevée sur 30h sur une culture liquide agitée avec comme inoculum la

méme préculture que celle utilisée pour les croissances sur boite (Figure 1V.4 B).

Les cultures réalisées en absence et en présence d’arabinose montrent que I’ajout d’arabinose
dans le milieu de culture n’a aucune influence sur la souche sauvage et les mutants AashABF et
AfbpA tant en condition solide que liquide. La croissance de AfbpA est identique a celle de la souche
sauvage sur milieu solide (Figure 1V.4 A) et liquide (Figure 1V.4 B courbe du haut), alors que celle
de AasbABF est retardée par rapport a la souche sauvage. Sur boite (Figure 1V.4 A), aprés 24h de
croissance, des colonies sont visibles jusqu’a une dilution de 10 pour ce mutant, contre 10 pour
la souche sauvage. Le fait qu’a une dilution plus importante la souche sauvage soit capable de former

des colonies en 24h indique que sa croissance est plus rapide que celle du mutant AasbABF. Aprés



48h de croissance sur milieu solide, il n’y a plus de différence entre le mutant et la souche sauvage.
Ces observations sont confirmées par la culture liquide (Figure 1V.4 B courbe du haut), ou la
croissance du mutant est légeérement retardée par rapport a celle de la souche sauvage. Aprés environ
22h de croissance, ce retard est rattrapé. Ces résultats du mutant AasbABF signifient que la
pétrobactine joue un rdle dans la croissance sur acétate de Mh JM1 dans des conditions de forte
concentration en fer, en accord avec ce qui a été discuté précédemment (se référer a la section 3.4
de ce méme chapitre dans la partie The nature of the carbon source modulates the iron
requirement and the acquisition systems of Marinobacter hydrocarbonoclasticus), tout comme
I’absence de phénotype du mutant AfbpA en conditions planctoniques a forte concentration en fer.
Il est & noter que la couleur des colonies varie selon les souches. En effet, on observe des colorations
différentes chez la souche sauvage et les mutants AasbABF et AfbpA. Pour AasbABF, les colonies
paraissent étre plus ternes que celles de la souche sauvage et c’est 1’inverse pour AfbpA ou leur
coloration semble plus intense. Cela pourrait étre di a la pétrobactine : les colonies de AasbABF
n’en synthétisant plus sont moins colorées alors que celles de AfbpA ont une couleur plus intense.
Ces derniéres produiraient plus de sidérophores que la souche sauvage pour compenser la perte de

la protéine FbpA, accentuant ainsi la coloration.

Nous avons ensuite souhaité vérifier si la présence de deux copies du gene fbpA pourrait
avoir une influence sur le phénotype du mutant AasbABF. La croissance de la souche AasbABF
contenant le plasmide pFH54 a été comparée a celle de la souche AasbABF ne portant pas de
plasmide, en absence et en présence d’arabinose (Figure 1V.4'Y A et B courbe du milieu). On peut
voir que dans ces conditions, la présence du plasmide pFH54 dans le mutant AasbABF restaure le
phénotype sauvage, tant en croissance sur MEM solide que liquide. La surproduction de FbpA
causée par la présence du plasmide permet donc au mutant d’améliorer sa croissance. Le fait qu’il
n’y ait pas de différence entre les conditions présence et absence d’arabinose met en avant que la
fuite du promoteur arabinose est suffisante pour restaurer la croissance du mutant, expliquant
également pourquoi sur milieu solide le mutant AasbABF portant pFH54 a une meilleure croissance

que le mutant n’ayant pas le plasmide.

Enfin, la croissance du double mutant conditionnel a été comparée a celle du mutant
AasbABF portant le plasmide pFH54 (Figure 1V.4 A et B courbe du bas). Sur milieu solide, la
croissance sans induction a I’arabinose du mutant AasbABFAfbpA + pFH54 est tres affectée, tant a
24h qu’a 48h. Les colonies visibles sont plus « transparentes » que celles de la souche sauvage,

traduisant un nombre de cellules bien moins élevé pour le mutant. En milieu liquide, la biomasse de
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Figure 1V.4: Etude du phénotype du mutant conditionnel AasbABFAfbpA sur MEM solide et
liquide.

En haut : Croissance sur MEM solide des mutants AfbpA, AasbABF portant ou non le plasmide pFH54 (qui
contient le gene fbpA sous contréle du promoteur arabinose) et AasbABFAfbpA portant le plasmide pFH54,
en présence ou absence d’arabinose. 10 L de dilutions allant de 10 & 10° d’une culture de nuit ont été
déposeées sur boite MEM. Les photographies des croissances ont €té réalisées a 24h et 48h. Les concentrations
en arabinose ajoutées dans le milieu gélosé sont indiquées en bas des images. La derniere ligne de
photographies confirme que les cellules portent toujours le plasmide pFH54 car elles sont résistantes a la

gentamycine.

En bas : Courbe de croissance des mémes souches que celles utilisées pour la croissance sur milieu solide

durant 24h. Réalisé sur 1 réplicat.

Gm : gentamycine.

ce dernier est également plus faible que celle de la souche sauvage tout au long de la phase
exponentielle. Sa biomasse finale est légérement plus faible que celle de la souche sauvage. Il est
probable que la fuite du promoteur permette la croissance observée en absence d’arabinose. Ce
constat est en accord avec la létalite du mutant, cette fuite est nécessaire pour que les cellules
puissent se développer. L’induction a ’arabinose restaure partiellement la croissance de ce mutant,
tant sur milieu solide que liquide mais ne lui permet pas de retrouver un phénotype sauvage. En
milieu liquide, sa croissance est plus lente mais la biomasse finale est identique a celle de la souche

Sauvage.

Les résultats des mutants AasbABF et AfbpA ont montré que 1’absence de pétrobactine ou de
FbpA ralentit la croissance, probablement en rendant I’acquisition du fer moins efficace. Ces deux
mécanismes, semblent étre les seuls, ou a minima les deux plus efficaces pour que les cellules
puissent obtenir du fer. La présence de ces deux systemes redondants permet une réponse optimale
de la cellule a la présence de fer, ce qui apporte un net avantage en conditions naturelles ou les
organismes sont en compétition pour I’acquisition du fer. Pour vérifier si I’absence de FbpA chez
le mutant AfbpA est compensée par une augmentation de la production de pétrobactine, un dosage

du sidérophore aprés croissance du mutant est prévu.



Les croissances des mutants AasbABF et AfbpA a forte concentration en fer présentées en
Figure 4 (dans la partie The nature of the carbon source modulates the iron requirement and
the acquisition systems of Marinobacter hydrocarbonoclasticus) semblent indiquer que chaque
mecanisme est impliqué dans des conditions différentes. La pétrobactine est principalement
employée par Mh JMI lors d’une croissance en biofilm alors que FbpA I’est plutdt lors d’un
développement des cellules sous forme planctonique. Des expérimentations menées au laboratoire
en utilisant de la ferrihydrite et de la goethite comme sources de fer ont montré que les cellules
étaient capables de former un biofilm autour des oxydes de fer alors que la source de carbone est
soluble (données non présentées). 1l a été observé que méme sous agitation, un biofilm se forme sur
les cOtés du tube et a pour conséquence de coller les particules de fer a la paroi, maintenant un
contact direct entre les cellules et la source de fer. Il est donc possible que cette proximité facilite
I’acquisition du fer. Nous supposons que dans nos conditions de culture en plaques, le fer qui est
principalement particulaire et colloidal sédimente et se retrouve au niveau du substrat, 1a ou est
présent le biofilm. Lorsque les cellules se développent sous cette forme, a forte concentration en fer,
la pétrobactine n’est pas nécessaire pour la croissance : il n’y a aucune différence entre la souche
sauvage et le mutant AasbABF, a I’inverse de AfbpA dont la biomasse est plus faible. Ces résultats
suggerent donc qu’un transport du fer ne nécessitant pas de sidérophores est présent. Il est possible
gue comme pour certains organismes phytoplanctoniques, un transport du fer via des porines ou des
transporteurs TonB-dépendants soit possible (Sutak et al., 2020). Une fois que le fer a atteint le
périplasme, il serait pris en charge par FbpA. Lors d’une croissance planctonique, méme a forte
concentration en fer, le développement du mutant AasbABF est réduit par rapport a la souche
sauvage. L’absence de contact entre les cellules et le fer ne permettrait alors pas le type de transport
précédemment écrit, et dans ce cas, la production de sidérophores serait nécessaire. En condition de
faible concentration en fer, les deux mécanismes sont importants pour la croissance de Mh JM1,
probablement car le fer étant limitant pour la croissance, la cellule cherche a I’acquérir en utilisant
chacune des voies possibles. Ainsi la pétrobactine serait plus efficace lorsque le fer est éloigné de

la cellule et FbpA lorsqu’il est en contact.



5. Conclusion

Ces nouveaux résultats apportent des éléments permettant de mieux comprendre les
mécanismes d’acquisition du fer chez Mh JM1. La mise en place d’un promoteur arabinose a permis
de réaliser un mutant conditionnel, ne produisant plus la pétrobactine ni FbpA lorsqu’il n’est pas
induit. Le fait qu’il ait été impossible d’obtenir un mutant « classique » délété de ces deux voies
indique donc que I’impossibilité de produire la pétrobactine et FbpA est létal pour la cellule. Cela
suggére qu’il s’agisse probablement des deux seules voies d’assimilation du fer, ou du moins les
deux principales. La croissance réduite du double mutant en absence d’induction démontre bien
I’importance de la pétrobactine et de FbpA. En regardant les nuances de couleurs des colonies sur
EMS solide, il est envisageable que le mutant AfbpA qui a des colonies ayant une coloration plus
intense produise plus de pétrobactine pour compenser la perte de FbpA. Un dosage du surnageant
de culture de ce mutant sera réalisé¢ prochainement pour confirmer cette hypothese. L’avantage de
posseder deux mécanismes permet sans doute & Mh JM1 de mieux pouvoir s’adapter en fonction
des conditions. L’absence de population détachée lors d’une croissance sur tristéarine semble
confirmer que I’efficacité¢ du mécanisme varie en fonction du mode de croissance. Une voie est plus
efficace que I’autre lors d’un développement en biofilm, alors que 1’autre est plus adaptée lors d’une
croissance planctonique. En milieu naturel cela doit probablement permettre aux cellules d’étre plus
compétitives vis-a-vis de I’acquisition du fer. Ces résultats montrent également qu’en fonction du
mode de croissance, les mécanismes utilisés dans I’acquisition du fer sont modifiés : lorsque les
cellules sont sous forme planctonique, I'utilisation de pétrobactine est privilégiée alors qu’en

biofilm, ¢’est FbpA.
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Chapitre V
Influence de la nature du substrat sur les

besoins en fer et systemes de transport de ce
métal chez Mh JM1



CHAPITRE V : INFLUENCE DE LA NATURE DU SUBSTRAT SUR LES BESOINS EN FER ET SYSTEMES DE
TRANSPORT DE CE METAL

e

-167 -



Préambule



Glycérol

OH
HO\/K/OH

+ Cétyle palmitate

Tristéarine

O

-

Lipase

o ] 0 o
N e B NN
S N > + + + - o
0. <I) T T P N
1 ” aH
]
L % oW B oH oH

I e VT e e oH
Alcool gras Acide gras

\

Acides gras

Milieu extracellulaire

Milieu intracellulaire

PN N e P araffine
Les acides et les alcools gras ainsi formés l AH
rejoignent la voie de dégradation des N
lipides CH.OH Hexadécanol
/\\/\/W

e~ COOH Acide palmitique

CH.OH T~ CO-ScOA

COCH \

B-oxydation

Oxydation terminale
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La tristéarine et le cétyle palmitate (en haut) commencent a étre dégradés hors de la cellule sous I’action de
lipases puis sont internalisés pour rejoindre la voie de dégradation des lipides. La paraffine, ’hexadécanol et
I’acide palmitique sont des intermédiaires de la voie de dégradation des lipides. AH, alcane hydroxylase ;
AD, alcool déshydrogénase ; BVM, Baeyer-Villiger monooxygénase ; E, estérase ; TCA, acide tricarboxy-
lique ; ALD, aldéhyde déshydrogénase ; ACS, acyl-coenzyme A synthétase ; o-H, o-hydroxylase. Adapté
de (Rojo, 2009).



Mh JM1 est capable de dégrader une large gamme de substrats, tels que I’acétate, la paraffine et la
tristéarine, comme présenté dans le chapitre précédent (Chapitre 4 : Dépendance vis-a-vis du fer
et mécanismes d’acquisition de ce métal selon le substrat chez Mh JM1). Le choix de ces trois
composés pour la rédaction d’un article scientifique s’est justifié par le fait qu’ils sont représentatifs
des substrats dégradables par Mh JM1. L’acétate est la condition o les cellules se développent sous
forme planctonique, alors que sur paraffine et tristéarine, la formation d’un biofilm est nécessaire,
et sont respectivement, un alcane (premier intermédiaire de la voie de dégradation des alcanes) et
un tri-ester (qui subit initialement une dégradation extracellulaire avant d’atteindre le cytoplasme).
Ces trois composés impliquent donc trois métabolismes différents. Dans ce travail, 1I’étude du besoin
en fer a également été réalisée sur d’autres intermédiaires de la voie de dégradation des alcanes :
I’eicosane, qui est un alcane linéaire de formule C2oHaz, différent de la paraffine qui elle est un
mélange d’alcanes dont le nombre de carbones varie entre 18 et 32, I’héxadécanol (un alcool gras),
I’acide palmitique (un acide gras) et enfin le cétyle palmitate (un ester). Les voies de dégradation
de tous ces composés sont indiquées dans la Figure V.1. De la méme maniere que pour les
expérimentations sur acétate, paraffine et tristéarine, des suivis de croissance ont €té réalisés sur ces
nouveaux substrats, avec toutefois un nombre de réplicats moins éleve.

Les résultats présentes dans le chapitre précédent (Chapitre 4 : Dépendance vis-a-vis du fer
et mécanismes d’acquisition de ce métal selon le substrat chez Mh JM1) ont montré qu’une
croissance sur tristéarine nécessite moins de fer que sur paraffine ou acétate. Une contamination en
fer de la tristéarine pourrait expliquer ces besoins moins élevés. Pour le vérifier, des
expérimentations ont été réalisées afin de connaitre la teneur en fer des substrats paraffine et
tristéarine. La principale difficulté est la forte concentration en composés organiques, qui nécessite
par conséquent une dilution importante des substrats préalablement dissous pour une analyse en
ICP-MS.

En outre de I’étude des besoins en fer selon la source de carbone, un autre objectif a
également guidé ma these : déterminer par quels mécanismes Mh JM1 est capable d’acquérir du fer
dans son milieu. Aussi, en plus des mutants AasbABF et AfbpA décrits dans le chapitre précédent
(Chapitre 4 : Dépendance vis-a-vis du fer et mécanismes d’acquisition de ce métal selon le
substrat chez Mh JM1), d’autres mutants ont été construits, en commengant avec AasbF, le premier
mutant incapable de produire la pétrobactine. Des délétions de transporteurs TonB-dépendants ont
également été réalisées, pour aboutir aux mutants A3432, AcirA et AfhuE. Les phénotypes de ces

mutants ont été comparés a celui de la souche sauvage en MEM a différentes concentrations en fer



(0, 100, 200 et 7200 nmol.L* de FeCls) en utilisant de I’acétate, de la paraffine et de la tristéarine

comme sources de carbone.

Enfin, tout au long de ce travail, plusieurs protocoles ont été essayés pour quantifier avec
précision le fer intracellulaire. Pour cela, il est nécessaire de retirer tout le fer qui est adhéré a la
surface des cellules et qui fausse par conséquent les analyses. Plusieurs techniques ont été
employées : utilisation de solutions chélatant le fer et acidification du milieu de culture pour

dissoudre le fer.
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Figure V.2. Comparaison de la croissance de Mh JM1 sur paraffine, tristéarine et acétate a
différentes concentrations en fer.

Boxplots de la biomasse totale (fractions biofilm et planctonique) a 120h a différentes concentrations en fer,
en présence de paraffine (gauche), tristéarine (centre) ou acétate (droite) comme sources de carbone. La mé-
diane est indiquée par une ligne noire et les valeurs aberrantes par des cercles noirs. La concentration en fer
correspond a des valeurs théoriques ajoutées dans le milieu de culture. La ligne noire représente 1”inoculum
a une valeur de DOsoonm de 0,1. Le nombre de réplicats est indiqué pour chaque condition au-dessus de la

concentration en fer et est indiqué par la lettre n.



1. Croissance de Mh JM1 sur les différents intermédiaires de la voie de

dégradation des alcanes

Dans le chapitre 4, il a été démontré qu’une croissance planctonique en acétate et en biofilm
sur paraffine nécessitent plus de fer que sur tristéarine. Ainsi, lors d’un développement en biofilm,
la nature du substrat influe sur les besoins en fer des cellules. Ces résultats sont rappelés en Figure
V.2. Une explication possible est que la dégradation de la paraffine nécessite des alcanes
hydroxylases, qui sont des systéemes enzymatiques contenant des protéines a fer (Austin and Groves,
2011; Rojo, 2009; Shao and Wang, 2013), impliquant une demande plus élevée de ce métal. Pour
confirmer ce résultat, les mémes expérimentations ont été réalisées sur d’autres substrats, en
commencant par un alcane différent de la paraffine, I’eicosane, dont les résultats sont présentés en
Figure V.3. Pour ce substrat, seules 4 concentrations ont été utilisées : 0, 100, 200 et 7200 nmol.L
1 de fer ajouté.
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en fer correspond & des valeurs théoriques ajoutées dans le milieu de culture. La ligne noire représente 1’ino-

culum a une valeur de DOsoonm de 0,1. Le nombre de réplicats est indiqué pour chaque condition au-dessus

de la concentration en fer et est indiqué par la lettre n.




La croissance de Mh JM1 sur eicosane ressemble fortement a celle obtenue sur les autres
substrats ou les cellules se développent en biofilm : plus la concentration en fer dans le milieu est
élevée, plus la DOsoonm augmente. Les résultats sont également comparables a ceux obtenus en
paraffine dans la condition ou aucun fer n’a été ajouté car la croissance est sensiblement plus faible
que sur les autres substrats, avec une DOgoonm de 0,19. Ainsi, avec la paraffine dont la DOsoonm €tait
de 0,1, il s’agit des deux substrats ou la biomasse est la plus faible dans cette condition, impliquant
probablement que la dégradation des alcanes nécessite plus de fer que pour celle des autres substrats.
A titre de comparaison, la DOgoonm €n tristéarine dans cette condition était de 0,25.

D’autres intermédiaires de la voie de dégradation ont également été utilisés, avec un alcool
gras, ’hexadécanol dont les résultats sont présentés en Figure V.3. Tout comme pour les autres
substrats impliquant un développement en biofilm, plus la concentration en fer est elevée, plus la
croissance sur hexadécanol augmente, et ce jusqu’a 1000 nmol.L? de fer ajouté. Comme pour
paraffine et tristéarine, entre 1000 et 7200 nmol.L™? de fer ajouté, la biomasse finale n’augmente

plus.

La croissance de Mh JM1 a également été réalisée avec de I’acide palmitique comme source
de carbone, dont les résultats sont présentés en Figure V.3. Il s’agit d’un acide gras, qui est parmi
tous les substrats utilisés au cours de cette étude, I’intermédiaire le plus avancé dans la voie de
dégradation des alcanes. Un point important a noter est que la quantification du biofilm sur I’acide
palmitique est difficile car ce dernier piege une quantité importante de cristal violet, compliquant la
mesure de la quantité de biomasse en la sous-estimant. L’acide palmitique n’est donc pas un substrat
adapté pour étudier les besoins en fer de Mh JM1, ¢’est pourquoi la croissance n’a été mesurée que
sur 3 replicats. 1l semble toutefois que la dépendance vis-a-vis du fer ne soit pas trés marquée, la

biomasse n’augmente pas entre 50 et 7200 nmol.L ! de fer ajouté.

Le cétyle palmitate, un ester, est le dernier substrat utilisé pour ces expérimentations évaluant
I’effet de la concentration en fer sur la croissance. Tout comme pour la tristéarine, une premiere
dégradation extracellulaire sous I’action d’une lipase est nécessaire pour que les cellules puissent
I’assimiler (Figure V.1). Cette étape débouche sur la formation d’alcools et d’acides gras, qui sont
transportés vers le cytoplasme et rejoignent la voie de dégradation des lipides. Les résultats présentés
en Figure V.3 montrent que comme pour les autres croissances en biofilm, le développement de Mh
JMI est positivement corrélé avec I’augmentation de la concentration de fer. Les besoins en fer sont

moins élevés que sur alcane, car de la méme maniére que pour la tristéarine, la biomasse finale dans
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la condition ou aucun fer n’est ajouté est supérieure a celles obtenues sur paraffine et eicosane, avec
une valeur de 0,35 contre 0,1 et 0,19, respectivement. Une différence majeure entre le cétyle
palmitate et les autres substrats est que les cellules sont limitées en fer dans toutes les conditions.
En effet, en condition biofilm, il n’y a que sur ce substrat que la DOsgoonm augmente entre 1000
nmol.L 7t et 7200 nmol.L? de fer ajouté, passant de 0,53 a 0,58. Méme & forte concentration en fer,
la croissance sur cétyle palmitate semble encore étre limitée par le métal, suggérant des besoins en
fer plus élevés que sur les autres substrats. Ce résultat est surprenant car comme mentionné quelques
lignes au-dessus, la dégradation du cétyle palmitate forme des alcools et des acides gras. Or les
croissances sur hexadécanol (alcool gras) ou méme sur tristéarine qui aboutit également a la

formation d’acides gras, n’augmentent pas entre 1000 et 7200 nmol.L™ de fer ajouté.

Les résultats présentés ici confirment bien ceux obtenus dans le chapitre précédent. En effet,
la source de carbone implique des besoins en fer variables. A I’exception du cas particulier qu’est
’acide palmitique, tous les substrats insolubles ont un profil similaire : plus la concentration en fer
dans le milieu de culture augmente, plus la croissance est élevée. La paraffine et I’eicosane, tous
deux des alcanes, sont ceux ayant la croissance la moins élevée dans la condition ou aucun fer n’a
¢té ajouté au milieu de culture. En hexadécanol, le fer est limitant pour la croissance jusqu’a une
concentration de 1000 nmol.L?, également observé sur paraffine et tristéarine. Le cétyle palmitate
est en revanche le seul substrat insoluble ou la DOsoonm augmente significativement entre 1000 et
7200 nmol.L* de FeCls. Ces résultats supplémentaires confirment bien que lors d’une croissance en
biofilm, les besoins en fer varient en fonction de la source de carbone. La croissance de Mh JM1 sur
alcane est plus faible que pour les autres substrats lorsqu’aucun fer n’est ajouté au milieu de culture.
Cette variabilité en termes de besoin en fer selon le substrat peut s’expliquer par des métabolismes
différents, comme il en a été discuté dans le chapitre précédent. Il est donc possible que 1’alcane
deshydrogénase impliquée dans la dégradation des alcanes nécessite une quantité importante de fer,
limitant la croissance des cellules lorsque le métal est présent a trop faible concentration.
Néanmoins, une autre possibilité envisagée expliquant cette variation pourrait étre que certains
d’entre eux soient contaminés en fer ou que quelques substrats piegent de maniére plus efficace ce
métal que d’autres. C’est pour cette raison que tout au long de ma thése j’ai essayé d’établir des

protocoles permettant de quantifier le fer piégé ou contenu dans les différents substrats.
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Figure V.4. Quantité de fer présent dans la paraffine et la tristéarine avant et apres
incubation dans un milieu riche en fer.

Histogramme représentant la quantité de fer détecté dans la paraffine et la tristéarine dans deux conditions

différentes : sans incubation et avec incubation avec du MEM 7200 nmol.L™ de fer ajouté.

2. Quantification du fer piegé et contenu dans les différents substrats

Comme il en a déja été discuté précédemment, la croissance de Mh JM1 sur paraffine
nécessite plus de fer que sur tristéarine. Pour écarter la possibilité que cette variabilité soit due a une
contamination en fer de la tristéarine, la quantité de fer contenu dans ces deux substrats a été mesuree
par ICP-MS. Les résultats sont présentés en Figure V.4. D’apres les analyses, un puits de 0,2 g de
paraffine contiendrait 540 ng de fer, soit 9,64 nmol. Pour 0,2 g de tristéarine, il y aurait 440 ng de
fer, soit 7,86 nmoles. La principale difficulté de ces dosages est que pour pouvoir étre analyses, les
substrats une fois dissous doivent encore étre dilués. La dilution représente un facteur d’erreur pour
I’analyse et de plus, les valeurs mesurées sont trés proches de la limite de détection de I’appareil.
Par conséquent, il est possible que les concentrations obtenues ne soient pas représentatives de la

réalité. En supposant que ces données soient fiables, les quantités de fer dans les substrats sont assez



similaires, et sont contenues dans la totalité du substrat, alors que les cellules ne sont en contact
qu’avec la surface. De plus, la paraftine contient plus de fer que la tristéarine, par conséquent il est

possible d’écarter I’hypotheése que seule la tristéarine est contaminée en fer.

Une autre possibilité envisagée a été qu’un substrat puisse piéger plus facilement le fer qu’un
autre et ainsi augmenter de maniére significative la concentration du métal & sa surface, qui pourrait
alors étre récupéré par les cellules, par exemple en produisant des sidérophores ou par un contact
direct. Pour vérifier cette hypothése, la paraffine et la tristéarine ont été incubées avec du milieu
riche en fer. Apres lavage puis dissolution des substrats et quantification du fer, la quantité de métal
détecté est tres proche de celle sans incubation (a environ 1 nmol prés, probablement di a des
approximations de dilution), comme indique dans la Figure V.4. Par conséquent, ni la paraffine ni
la tristéarine ne retiennent des quantités importantes de fer a leur surface. Les resultats discutés dans
ce paragraphe semblent indiquer qu’une contamination en fer ne soit pas I’explication de la
variabilité des besoins en fer. Nous avons toutefois essayé de le confirmer en analysant la paraffine,
I’eicosane et la tristéarine par ablation laser. Les résultats obtenus n’ont pas permis d’apporter de
nouvelles informations quant a une contamination éventuelle de la tristéarine (donnees non
présentées). En effet, les rapports *Fe/’Fe sont erronés, empéchant toute conclusion sur les
données. D’autres techniques d’analyses, tels que le TOF-SIMS (Time Of Flight — Secondary lon
Mass Spectrometry) ou le XPS (X-Ray photoelectron) ont été employées pour essayer de mesurer
le fer contenu dans la paraffine et la tristéarine, mais sans succes car la limite de détection était trop
haute (données non présentées). Toutes ces tentatives, méme si elles n’ont pas permis d’estimer
avec précision la quantité de fer présent dans les substrats, indiquent que la concentration semble
assez faible car elle se situe toujours en dessous de la limite de détection. Par conséquent, il est trés
fortement plausible que méme si une contamination de ce métal est possible, celle-ci sera faible, et
n’explique probablement pas le fait que la croissance de Mh JM1 sur tristéarine nécessite moins de
fer que sur paraffine. Ainsi, si la source de carbone implique des besoins en fer variables, cela sous-
entend que les cellules ont besoin de plus de fer ou qu’elles acquiérent le fer de maniére plus efficace
dans une condition que dans une autre. Il est de cette maniere possible que les mécanismes
d’acquisition du fer puissent étre différents en fonction de la source de carbone. Un autre aspect
également intéressant est d’étudier la quantité de fer intracellulaire. En effet, si une condition
nécessite plus de fer qu’une autre, avec par exemple la surproduction d’enzymes contenant du fer,
il est fortement probable que les teneurs en fer intracellulaire puissent étre variables d’une condition

a une autre.



3. Lavage des culots pour retirer le fer intracellulaire
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Figure V.5. Quantité de fer détecté dans les surnageants aprés lavage a ’eau et a PEDTA.

Histogramme représentant la quantité de fer aprés trois lavages de cellules avec de ’EDTA 0,1 mol.L™ (en

bleu) ou de I’eau (en vert) et dans les culots apres ces trois lavages. Réalisé sur trois réplicats.



Tout au long de ce travail, un objectif était de mesurer avec précision le fer intracellulaire.
Dans le but de retirer le fer adhéré a la surface de la cellule, plusieurs expérimentations ont été
réalisées. Tout d’abord, les cellules ont été lavées avec de I’eau et de ’EDTA. La Figure V.5 montre
que les lavages a I’eau ne retirent qu’une infime partie du fer. En effet, apres 3 lavages, la quantité
de fer dans le culot est d’environ 67 nmol. En sachant que le milieu de culture utilis€ pour
I’incubation contient 71,7 nmol de fer, cela prouve bien que des lavages a I’eau ne retirent pas le fer
provenant du milieu de culture. Le fer étant présent sous forme de particules telles que la
ferrihydrite, I’eau ne permet pas leur dissolution, et ces particules se retrouvent au niveau du culot
lors de la centrifugation. En revanche, la solution d’EDTA 0,1 mol.L™, permet de retirer
efficacement le fer adhéré sur les cellules. En effet, lors du troisieme lavage, la quantité de fer détecté
dans le culot (8 nmol) est réduite de 7 fois par rapport a des lavages réalisés avec de I’eau. La
principale difficulté est que ces nombreux lavages ont pour effet de solubiliser une petite partie du
culot, augmentant par conséquent la quantité de fer dans le surnageant. Une solution alternative a
alors été étudiee pour limiter le nombre de centrifugation : en acidifiant le milieu, le fer devrait se

retrouver majoritairement sous forme Fe?*, et donc soluble.
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Figure V.6. Diagramme de Pourbaix indiquant la forme du fer en fonction du pH et du
potentiel redox.

Les losanges rouges et bleus indiquent les formes du fer en fonction du pH et du potentiel redox de 1’eau de
mer. La composition du MEM étant identique a celle de ’eau de mer, ce diagramme peut s’appliquer a notre

milieu de culture. Adapté de (Susanto, 2020).

Des cultures planctoniques sur acétate et en biofilm sur paraffine et tristéarine ont alors été
réalisées. Apres 24h de croissance pour la condition planctonique et 48h pour la condition biofilm,
les cellules ont été lavées une premicre fois avec du milieu sans fer a pH 8 pour retirer I’éventuelle
fraction soluble du fer. Un nouveau lavage a été réalisé avec du milieu de culture acidifié a pH 5.
D’aprés le diagramme de Pourbaix, présenté en Figure V.6, 1’eau de mer (et donc par extension le
MEM) a un potentiel compris entre 0,2 et 0,4 (Cooper, 1937; Krumbein and Garrels, 1952). Dans
notre milieu de culture, a ce potentiel et a pH 5, le fer est bien sous forme soluble. De cette maniére,
le lavage du culot avec du milieu a ce pH devrait solubiliser le fer qui se retrouvera alors dans le
surnageant. La viabilité des cellules a pH 5 a également été vérifiée au microscope afin de s’assurer
qu’elles ne lysent pas dans ces conditions. Les images de microscopie sont présentées en Figure
V.7 et démontrent que le lavage des cellules avec du MEM acidifié ne conduit pas a leur lyse. Le

fer contenu dans les surnageants des lavages et des culots a ensuite été quantifié par ICP-MS.



Malheureusement, 1’analyse de ces échantillons n’a pas permis de valider cette méthode (données
non présentées). En effet, les surnageants aprés lavage du culot avec du MEM a pH 5 contiennent
la méme quantité de fer que ceux des lavages avec du MEM a pH 8, et la quasi-totalité du fer se
retrouve dans les culots. La difficulté lors de ce dosage est que méme avec un nombre réduit de
centrifugations, une partie du surnageant s’est retrouvée dans le culot, faussant ainsi les quantités
de fer mesurées. Les cultures ont été réalisées dans un volume de 10 mL. Lorsque ces

expérimentations seront faites a nouveau, le volume de culture sera plus conséquent.

Jusqu’a présent, aucun protocole n’a permis de retirer efficacement le fer adhéré a la surface

des cellules. Par conséquent, le dosage du fer intracellulaire n’a pas pu étre réalisé.

Figure V.7. Observation de I’intégrité des cellules par marquage avec les fluorophores SYTO-
9 et iodure de propidium aprés un lavage dans du MEM acidifié a pH 5 en microscopie a
fluorescence.

Le SYTO-9 pénétre dans toutes les cellules et produit une fluorescence verte. A I’inverse, I’iodure de
propidium ne pénétre que dans les cellules dont la membrane est endommagée, engendrant avec le SYTO-9
une fluorescence rouge. Par conséquent, les cellules fluoresgant en vert sont considérées comme integre et

donc vivantes alors que celles fluorescant en rouge sont considérées comme mortes.
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Figure V.8. Proportions des différentes formes de la pétrobactine et du complexe
pétrobactine-fer retrouvées dans les surnageants de culture et le biofilm de Mh JML.

Détection des pétrobactines (non sulfonatée -en bleu foncé- et mono-sulfonatée -en bleu clair-) et du
complexe pétrobactine fer -hachuré- par ESI-MS dans le milieu de culture aprés 120h de croissance dans une
culture pauvre en fer (100 nmol.L™* de fer ajouté). Pour la condition planctonique, la pétrobactine a été
recherchée dans le surnageant. Pour la condition biofilm, le surnageant a été retiré, le biofilm gratté puis
resuspendu dans du milieu, puis la pétrobactine a été recherchée dans ce milieu aprés filtration. Pour la
condition surnageant du biofilm, la pétrobactine a été recherchée directement dans le milieu de culture du

biofilm, apres filtration. L’échelle de ’axe des ordonnées est logarithmique.



Le complexe pétrobactine-fer n’a été détecté qu’en tres faible quantité durant les dosages du
sidérophore dans le milieu de culture. Les dosages ou ce complexe a été recherché ont été réalisés a
120h et bien que surprenant, il est possible qu’en phase stationnaire de croissance, la quasi-totalité
des complexes ait déja été récupéré par les cellules. Bien que le complexe pétrobactine-fer n’ait pas
pu étre quantifié, il a tout de méme été détecté dans le milieu de culture, tant en condition
planctonique que biofilm, comme présenté en Figure V.8. Cette figure n’indique pas les
concentrations de pétrobactine produites, mais il est possible de comparer les résultats entre eux. La
barre hachurée, représentant le complexe pétrobactine-fer, est dans toutes les conditions, bien plus
faible que celle de la pétrobactine (bleu foncé) et de la pétrobactine sulfonatée (bleu clair). La
proportion de complexe est environ 1000 fois plus faible que celle du sidérophore seul, impliquant
que la quasi-totalité des complexes pétrobactine-fer aurait été récupérée par les cellules. Les
résultats obtenus montrent que la quantité de sidérophore est bien plus élevée dans un surnageant
de culture en biofilm que dans le biofilm lui-méme (Figure V.8). Il est envisageable que les
sidérophores soient rapidement exportés dans le milieu extracellulaire pour lier le fer, et qu’une fois
le complexe formé, lorsque ce dernier se retrouve dans le biofilm, il soit trés rapidement récuperé

par les cellules, expliquant sa faible quantité détectée.
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Figure V.9. Détection des difféerentes formes de la pétrobactine et du complexe pétrobactine-
fer dans les milieux intra et extracellulaires.

Détection des pétrobactines (non sulfonatée -en bleu foncé- et mono-sulfonatée -en bleu clair-) et du
complexe pétrobactine fer -hachuré- par ESI-MS dans le milieu de culture durant la phase exponentielle de
croissance planctonique des cellules de Mh JM1. Les sidérophores ont été recherchés dans le surnageant de
culture (sans ajout de fer avant la fin de croissance), et dans le contenu intracellulaire sans ajout de fer dans
la culture, ou avec ajout de fer (20 umol.L™) 5 min ou 30 min avant arrét de la culture. L’échelle de I’axe des

ordonnées est logarithmique.



Dans le but de détecter ce complexe, mais également pour mesurer la quantité de
pétrobactine intracellulaire, des cultures planctoniques de Mh JM1 ont été arrétées durant la phase
exponentielle. En partant de I’hypothése que le temps passé par le sidérophore li¢ au fer dans le
milieu extérieur est extrémement faible, car immédiatement récupéré par les bactéries, il est peut-
étre plus probable de détecter le complexe directement a I’intérieur de la cellule. Pour optimiser la
formation du complexe, une grande quantité de fer a été ajoutée 30 minutes et 5 minutes avec
d’arréter la croissance de Mh JM1 dans deux échantillons. Les résultats sont présentés en Figure
V.9 et la encore, tres peu de complexes fer-sidérophore ont été détectés. Ce résultat est d’autant plus
surprenant que ce complexe a déja été décrit dans la littérature (Abergel et al., 2008). 1l est possible
que les tres faibles quantités détectées de complexe ne soient qu’un artéfact. En effet, il est possible
que durant I’analyse (pH trop acide par exemple) le complexe soit dissocié, faussant ainsi les

résultats.

5. Essais d’imagerie moléculaire pour détecter la pétrobactine a I’inté-

rieur du biofilm de Mh JM1

Comme il en a déja été discuté au cours de ce travail, Mh JM1 produit la pétrobactine et les
dérivés sulfonatés. Il n’a encore jamais été expliqué pourquoi ces formes sulfonatées (mono- et di)
sont produites par les cellules. Comme évoque dans le chapitre 4, une explication suggerée par
Homann et ses collégues en 2009 est que la sulfonation aurait un réle sur la solubilité du sidérophore
(Homann et al., 2009). Une expérimentation intéressante, bien qu’ambitieuse, serait de comparer la
diffusion des différentes formes de la pétrobactine au sein d’un biofilm. Pour cela, je suis allé¢ au
laboratoire de chimie analytique de Li¢ge pour réaliser de I’imagerie moléculaire a I’intérieur méme
de biofilms sur alcanes et triglycérides de Mh JM1. Des tests préliminaires ont été réalisés en
MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption lonization) et SALDI (Surface Assisted LDI). Plusieurs
matrices ont été testées en modes d’ionisation positifs et négatifs (détections d’ions positifs ou
négatifs). En ionisation positive, les matrices DHB (2,5-Dihydroxybenzoic acid) et CHCA (alpha-
cyano-4-hydroxycinnamic acid) sont les plus adaptées pour la détection des deux formes de
pétrobactine, a une concentration de ’ordre du micromolaire. Plusieurs échantillons ont alors été
testés pour rechercher la pétrobactine a I’intérieur du biofilm. Tout d’abord une culture classique,
avec de I’eicosane, qui a été utilisé comme substrat car les biofilms y sont plus épais que sur

paraffine ou tristéarine, recouvrant le fond d’une boite de Pétri et au-dessus duquel du milieu MEM
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contenant du fer a été ajouté. Ces conditions se rapprochaient au maximum des conditions de culture
en plaques utilisées en routine dans ce travail. Du fer a été ajouté au milieu de culture afin d’obtenir
un biofilm de Mh JM1 sur la totalité de I’eicosane. Des coupes de ce substrat contenant le biofilm
ont alors été réalisées, puis analysées par MALDI-MS. Malheureusement, la pétrobactine n’a pas
pu étre détectée dans les échantillons, probablement car le sidérophore est présent en trop faible
quantité. Pour promouvoir la production de pétrobactine, le méme type d’échantillon a été préparé
mais aucun fer n’a été ajouté au MEM durant la culture (il a été discuté dans le chapitre précédent
qu’une faible quantité de fer stimule la production de sidérophore chez Mh JM1). Une fois encore,
la pétrobactine n’a pas été détectée dans les échantillons de biofilm. Les surnageants de culture ont
été analysés de la méme maniére que les coupes, et la pétrobactine a été deétectée dans certains
d’entre eux, indiquant que le sidérophore est bien produit dans ces conditions de culture, mais
probablement dans des concentrations trop faibles pour étre mesurées a I’intérieur méme du biofilm.
La quantité de pétrobactine est plus élevée dans le surnageant de culture d’un biofilm que dans le
biofilm (Figure V.8), expliquant vraisemblablement pourquoi le sidérophore n’y est pas détecté.
Plusieurs tentatives ont été réalisées dans le but d’augmenter la production de sidérophore. Ainsi,
des cultures ont été realisées sur eicosane avec et sans fer, avec du MEM liquide recouvrant le
substrat durant 2h pour permettre aux cellules d’adhérer au substrat (échantillon 1) ou durant 48h
pour obtenir un biofilm (échantillon 2). Apres cette premiere incubation, le liquide a été remplacé
par du MEM-agar et la culture a été incubée durant 48h pour le premier échantillon et stoppee
immédiatement pour le deuxieme échantillon. L’idée est que la pétrobactine diffuse moins dans
I’agar que dans le liquide, concentrant ainsi le sidérophore. Lorsque 1’eicosane et I’agar sont séparés,
le biofilm reste sur ce dernier (Canette et al., 2016) -ce qui a également été confirmé au cours de
cette étude par une coloration au cristal violet (données non présentées). Des coupes ont ensuite été
réalisées. L’intérét de cette construction est d’avoir sur une partie de la coupe le biofilm, et
également la partie surnageant ou la pétrobactine est supposée étre plus concentrée. Cette fois
encore, les analyses n’ont pas permis de détecter la pétrobactine dans les échantillons. Des coupes
d’agar, d’environ 0,5 cm?® ont été broyées dans de I’eau avant d’étre analysées de la méme maniére
et dans ce cas, la pétrobactine a pu étre détectée a une concentration trés proche de la limite de
détection, indiquant une nouvelle fois qu’elle est produite, mais a une quantité faible. L’objectif est
désormais de réaliser a Pau des cultures ou la production de pétrobactine est optimale avec une

concentration en fer contrdlée, pour réaliser des coupes qui seront ensuite analysées en Belgique.
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Figure V.10. Comparaison de la croissance de Mh JM1 et du mutant AasbF.

La biomasse a été mesurée aprés 120h de croissance sur paraffine, tristéarine et acétate. La DOgoonm
correspond a la fraction totale de la biomasse (addition de la fraction biofilm et de la fraction surnageant).
Les barres noires représentent 1I’inoculum (la DOsoonm de départ était 0,1). Le nombre total de réplicats est
indiqué par la lettre n. Les étoiles représentent une différence significative entre le mutant et la souche

sauvage (0,01 < pvalue < 0,05).

Comme discuté dans les chapitres 1 et 3, d’aprés le logiciel AntiSMASH (Blin et al., 2021)
(Figure S4 du chapitre 4) et I’étude menée par Amin et al. (2012), la pétrobactine est le seul
sidérophore produit par Mh. Pour étudier I’'importance de ce sidérophore dans I’acquisition du fer
chez Mh JMI1, un tout premier mutant délété d’un géne impliqué dans la biosynthése de la
pétrobactine a été créé. En s’appuyant sur une étude menée par Hagan en 2017 sur B. anthracis,

certains précurseurs de la pétrobactine, a savoir le citrate et le 3,4-DHB sont capables de lier le fer



dans le milieu extracellulaire puis d’étre récupérés par les cellules (Hagan et al., 2017). L’ajout de
ces composés, et tout particulierement du 3,4-DHB permet de restaurer la croissance d’un mutant
ne produisant plus la pétrobactine. En prenant en compte ces résultats, la délétion du géne ashF
semblait étre la plus judicieuse, car la protéine AsbF catalyse la conversion du 3-DHS en 3,4-DHB.
Une fois ce premier mutant obtenu, son phénotype a été comparé a celui de la souche sauvage en
utilisant comme sources de carbone de 1’acétate, de la paraffine et de la tristéarine. Les résultats sont
présentés dans la Figure V.10. Au regard des résultats, le phénotype du mutant AasbF n’est pas
aussi marqué qu’attendu. En condition planctonique sur acétate, entre 0 et 100 nmol.L* de fer ajouté,
il n’y a pas de différence de croissance entre la souche sauvage et le mutant. A la plus forte
concentration (7200 nmol.L? de fer ajouté), la croissance du mutant est méme Iégérement plus
¢levée, s’expliquant probablement par une variabilité importante des valeurs de biomasse mesurées.
[1n’y aucune différence entre les deux souches lors d’une croissance sur paraffine. En revanche en
tristéarine, la croissance du mutant est plus faible que celle de la souche sauvage entre 0 et 100
nmol.L™? de fer ajouté. Les résultats de la souche AasbF montrent de toute évidence que Mh JM1
est capable d’acquérir le fer d’une autre maniere qu’avec seulement la pétrobactine. Ce constat a
également été relevé chez B. anthracis ou un mutant ne produisant plus de pétrobactine était toujours
capable de se développer dans un milieu pauvre en fer, bien que sa croissance soit plus lente que

celle de la souche sauvage (Lee et al., 2007).

Pour essayer d’obtenir un phénotype plus marqué d’un mutant ne produisant plus la
pétrobactine, il a été décidé de déléter trois genes, asbA, asbB et asbF, pour qu’aucun des
intermédiaires du sidérophore ne puisse étre produit (Figure S1 du chapitre 3). Méme si la protéine
AsbB n’intervient pas dans les premiéres étapes de biosynthese de la pétrobactine, les génes asbA
et asbB ont été tous deux délétés car il a été décrit dans la littérature qu’un mutant de B. antrhacis
délété uniqguement du géne asbA est tout de méme capable de synthétiser un produit de méme masse
que la pétrobactine (Lee et al., 2007). Bien que surpris, les auteurs ont indiqué qu’asbB peut partager
suffisamment de similarités avec asbA pour permettre la conversion du 3-DHS en 3,4-DHBA, ce
qu’ils ont confirmé avec un mutant délété des génes asbAB, qui ne produit plus de composé ayant
une masse identique a celle de la pétrobactine. L’analyse détaillée du mutant AasbABF a été realisee
dans le chapitre précédent (Chapitre 4 : Dépendance vis-a-vis du fer et mécanismes d’acquisition

de ce métal selon le substrat chez Mh JM1).



CHAPITRE V : INFLUENCE DE LA NATURE DU SUBSTRAT SUR LES BESOINS EN FER ET SYSTEMES DE
TRANSPORT DE CE METAL
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Protéine Homologie % d’iden-

tité
MARHY0216 Transporteur de la vitamine B12 BtuB chez Photobacte- 32,51
rium profondum
MARHY0250 Aucune homologie trouvée
MARHY1035/FhuE Récepteur FhuE chez E. coli 35,21
Récepteur Ferripyoverdine chez P. aeruginosa 36,36
MARHY 2030 Aucune homologie trouvée

MARHY3135/CirA  Transporteur de la vibriobactine (sidérophore catécholé) 39,88
chez Vibrio cholerae

MARHY 3432 Transporteur d’héme BhuA chez Brucella melitensis 26,45

Figure V.11. Transporteurs TonB-dépendant et génes adjacents retrouvés sur le génome de
Mh JM1 et homologies des récepteurs TonB-dépendants de Mh JM1.

(A) : Les six récepteurs TonB-dépendants de Mh JM1 sont représentés en rouge, et les génes adjacents
sont indiqués. Les tailles des génes et les espacements entre les génes ne sont pas a 1’échelle.
Lorsqu’il n’y a aucun espace entre les génes et que ces derniers sont collés entre eux, cela signifie
que les geénes sont chevauchants ou qu’il y a moins de 20 pb entre euX, ils sont alors considerés
comme étant en opéron. Un méme code couleur est utilisé dans la figure. Lorsque la fonction d’un
gene, ou d’un groupe de geéne est annotée, cela signifie que cette fonction n’est retrouvée qu’une fois
dans la figure. Concernant I’environnement du géne MARHY3135, le gene adjacent code pour une
protéine périplasmique d’acquisition du sidérophore. Le produit de ce géne montre une homologie
avec une protéine liant la pétrobactine chez B. subtilis (27,27 % d’homologie protéique).

(B) : Homologies protéiques des récepteurs TonB-dépendants de Mh JM1. L’alignement a été réalisé
avec 1’outil BlastP de NCBI avec la base de données SwissProt. Seul le ou les deux meilleur(s)

résultat(s) est (sont) indiqué(s) dans le tableau.
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Figure V.12. Comparaison de la croissance entre Mh JM1 et les mutants A3432, AfhuE et
ACirA.

Biomasse mesurée de Mh JM1 et des mutants A3432 (A), AfhuE (B) et AcirA (C) aprés 120h de croissance
sur paraffine, tristéarine et acétate. La DOgoonm cOrrespond a la fraction totale de la biomasse (addition de la
fraction biofilm et de la fraction surnageant). Les barres noires représentent 1’ inoculum (la DOsoonm de départ
était 0,1). Le nombre total de réplicats est indiqué par la lettre n. Les étoiles représentent une différence

significative entre le mutant et la souche sauvage (0,01 < pvalue < 0,05).



Au cours de cette étude, d’autres mécanismes impliqués dans le transport du fer ont été
¢tudiés, en plus de la production de pétrobactine et de FbpA. Il est connu que I’import du complexe
sidérophore-fer chez les bactéries didermes se fait via un transporteur TonB-dépendant (Noinaj et
al., 2010). Six de ces transporteurs sont présents chez Mh JM1 : MARHY0216, supposé étre un
transporteur de la vitamine B12 ; MARHY0250, supposé étre impliqué dans le transport du cuivre ;
MARHY1035 ou fhuE, retrouvé chez E. coli K12 et impliqué dans 1’acquistion du fer(IIT) via des
composés hydroxamate tels que le coprogéne, la ferrioxamine B ou I’acide rhodotorulique (Sauer et
al., 1990) ; MARHY2030 ; MARHY3135 ou cirA, impliqué dans le transport de sidérophores
catécholates chez d’autres organismes (Dominguez-Acufia and Garcia-del Portillo, 2022; Klein et
al., 2022) et MARHY3432, récepteur TonB-dépendant situé a proximité de 1’opéron de biosynthése
de la pétrobactine. Tous sont indiqués dans la Figure V.11, qui contient également les génes
adjacents a ces transporteurs et les éventuelles homologies avec des proteines dont la fonction est
connue. Parmi ces transporteurs, trois mutants ne les produisant plus ont éte créés et étudiés au cours
de ce travail : MARHY3432 car il se situe a proximité de ’opéron de biosynthese de la pétrobactine
et nous supposons qu’il pourrait s’agir du récepteur de la pétrobactine, CirA et fhuE car tous deux
sont impliqués dans le transport de sidérophores chez d’autres espéces. La croissance a 120h de ces
mutants a été comparée a celle de la souche sauvage sur paraffine, tristéarine et acétate a différentes
concentrations en fer, 0, 100, 200 et 7200 nmol.L™* de FeCls ajouté. Les résultats sont présentés en
Figure V.12.

En condition planctonique, la croissance des mutants AcirA et AfhuE est identique a celle de
la souche sauvage quelle que soit la concentration en fer. La tendance est par conséquent identique,
la DOgoonm Ne Vvarie que trés peu entre 0 et 200 nmol.L™, puis la biomasse augmente de maniére
importante a la plus forte concentration en fer. Pour le mutant A3432, les résultats sont similaires a
ceux des deux autres mutants, a I’exception de la condition ou aucun fer n’a été ajouté au milieu, ou
sa croissance est significativement plus faible que celle de la souche sauvage. En effet, pour ce
mutant la DOeoonm est de 0,1, indiquant que les cellules ne se sont pas développées. En revanche, a
partir de 100 nmol.L? de fer ajouté, la croissance du mutant n’est plus différente de celle de la
souche sauvage. En résumé, la croissance planctonique de ces trois mutants, proche de celle de Mh

JML1, indique que ces transporteurs ne sont pas essentiels pour la croissance dans ces conditions.

Ces trois mémes mutants ont également été cultivés en condition biofilm, sur paraffine et

tristéarine. La encore, la croissance des trois mutants est en tout point similaire a celle de la souche



sauvage. La seule différence significative est retrouvée sur paraffine dans la condition ou la
concentration en fer est la plus haute ou la biomasse du mutant AcirA est plus élevée que celle de la
souche sauvage, s’expliquant probablement par la variabilité des résultats. En conclusion, tout
comme en condition planctonique, la croissance en biofilm sur paraffine et tristéarine de ces trois
mutants est identique a celle de la souche sauvage, quelle que soit la concentration en fer. Il
semblerait donc que ces trois transporteurs ne soient pas essentiels pour I’acquisition du fer dans les

conditions testées au cours de cette étude.

Le fait que ni MARHY3432, CirA ou encore FhuE ne semblent étre impliqués dans
I’acquisition du fer chez Mh JM1 dans les conditions testées est un résultat plutdt surprenant. En
effet, en ce qui concerne le récepteur MARHY 3432, le fait que le gene codant pour cette protéine
soit situé a proximité de I’opéron de biosynthése de la pétrobactine semblait étre un indice de son
réle. Bien entendu, cette proximité chromosomique ne garantit pas son implication dans le transport
de la pétrobactine. Chez B. anthracis, les genes de transport et de biosynthése ne sont pas contigus.
Toutefois, d’autres indices laissaient penser que MARHY3432 pouvait potentiellement étre le
transporteur de ce sidérophore, car entre le gene MARHY3432 et ceux de biosynthése de la
pétrobactine, les géenes fepC et fepD sont présents. Les génes de cette famille sont retrouvés chez E.
coli et sont impliqués dans I’acquisition du fer via 1’entérobactine (Crosa and Walsh, 2002;
Ozenberger et al., 1987; Peralta et al., 2016), un sidérophore contenant des groupements catéchol,
tout comme la pétrobactine. L’étude des autres mutants AMARHY0216, AMARHY0250 ou
AMARHY2030 permettra peut étre de démontrer qu’un de ces transporteurs est dédi¢ a la

pétrobactine.



Résultats et discussion

L’utilisation d’autres substrats en plus de la paraffine, la tristéarine et I’acétate confirme que
c’est sur alcane que les cellules ont le plus besoin de fer. En excluant I’acide palmitique, c’est sur
paraffine et eicosane que la croissance de Mh JM1est la moins élevée a la plus faible concentration
en fer (Figure V.2 et V.3). Cette variabilité du besoin en fer peut s’expliquer par des changements
métaboliques selon le substrat. Les résultats de transcriptomique obtenus au cours d’une étude me-
née par Mounier en 2014 appuient cette hypothese (Mounier et al., 2014). En effet, bon nombre de
geénes impliqués dans la dégradation d’alcanes et utilisant le fer comme cofacteur (van Beilen and
Funhoff, 2007), tels que alkB ou alkM par exemple, sont surexprimés lors d’une croissance sur
hexadécane (alcane) en comparaison a une croissance sur trioléine (triglycéride). En prenant comme
exemple la protéine AIKB, il s’agit d’une monooxygénase contenant deux atomes de fer. Une crois-
sance sur alcool gras (hexadecanol) semble également nécessiter plus de fer que sur tristéarine ou
cétyle palmitate. Pour la dégradation de la tristéarine ou du cétyle palmitate (Figure V.1), des en-
zymes, les lipases sont secrétées dans le milieu extracellulaire et permettent la dégradation d’esters
ou de triglycerides (Jaeger et al., 1994; Arvidson, 2006). L hydrolyse de la tristéarine (triglycéride)
conduit a la formation d’acides gras, et celle du cétyle palmitate (ester) a la formation d’acides gras
et d’alcools gras. Ces composés peuvent passer a travers la membrane des cellules et leur dégrada-
tion se poursuit dans le milieu intracellulaire (Figure V.1). Cette voie de dégradation semble néces-
siter moins de fer que la dégradation d’alcanes. En conclusion, la croissance de Mh JM1 sur les
différents intermédiaires de la voie de dégradation des alcanes montre une variabilité dans les be-
soins en fer en fonction de la source de carbone. Les deux premiers intermédiaires, a savoir les
alcanes et les alcools gras sont les substrats nécessitant le plus de fer, car leur croissance est la plus
faible lorsque le métal est présent a faible concentration. Le fait que la croissance en cétyle palmitate
soit encore limitée par le fer a forte concentration (Figure V.3) pourrait indiquer que la dégradation
de ce substrat requiert également une quantité élevée de fer. 1l serait intéressant de répéter ces me-
sures avec plus de réplicats afin de s’assurer que la biomasse continue d’augmenter entre 1000 et
7200 nmol.L* de fer ajouté.

Pour déterminer les raisons pour lesquelles les besoins en fer sont différents en fonction de
la source de carbone, il est nécessaire de mieux appréhender par quels mécanismes Mh JM1 est
capable d’acquérir le fer. Il a déja été discuté dans le chapitre précédent que la pétrobactine et FbpA
jouent un réle important dans 1’acquisition du fer. A faible concentration en fer les deux mécanismes

sont impliqués. En revanche, a forte concentration, seule la pétrobactine joue un réle en condition



planctonique, alors qu’en biofilm c’est uniquement FbpA. Néanmoins, comme mentionné dans le
chapitre 4, I’obtention du double mutant conditionnel semble confirmer que seuls ces deux méca-
nismes sont impliqués dans I’acquisition du fer, et qu’ils sont redondants. Afin de mettre en lumicre
tous les aspects du transport du fer par la pétrobactine, le transporteur TonB-dépendant qui permet
aux cellules d’internaliser le complexe sidérophore-fer a été recherché dans cette étude. Comme
indiqué dans la Figure V.11, le génome de Mh JM1 contient six transporteurs de ce type. Six mu-
tants ont ainsi été créés, avec pour chacun la délétion d’un géne codant pour un récepteur TonB-
dépendant. Néanmoins, par manque de temps, tous ces mutants n’ont pas pu €tre testés, et seuls trois
d’entre eux ont été étudiés. Comme discuté dans le paragraphe 6, les génes cirA, fhuE et
MARHY3432 ont été sélectionnés car ils semblaient étre les plus pertinents. Le récepteur CirA est
impliqué dans le transport de sidérophores catécholates chez d’autres organismes (Dominguez-
Acufia and Garcia-del Portillo, 2022; Klein et al., 2022). A proximité du gene cirA, une protéine
périplasmique montrant une homologie avec une protéine de B. subtilis capable de lier la pétrobac-
tine est retrouvée et la présence d’un gene impliqué dans la liaison et le transport du complexe fer-
citrate est présent, renfor¢ant 1’hypothése que CirA puisse étre impliqué dans le transport de sidéro-
phores contenant des groupements catéchol. fhuE, retrouve chez E. coli K12 et qui est impliqué dans
I’acquistion du fer(IIl) via des composés hydroxamate (Sauer et al., 1990) pourrait également per-
mettre le transport de la pétrobactine. Enfin, MARHY3432 qui est situé¢ a proximité de 1’opéron de
biosynthése de la pétrobactine et des genes fepC et fepD est également un bon candidat pour le
transport du sidérophore. Malheureusement, le phénotype de tous ces mutants est identique a celui
de la souche sauvage. Que le fer soit présent a forte ou a faible concentration, les mutants sont
toujours capables de se développer. Il est donc possible que ces transporteurs ne soient pas impliqués
dans le transport de la pétrobactine. L’analyse du phénotype des autres mutants des récepteurs
pourra potentiellement apporter la réponse. En effet, si un de ces mutants AMARHY0216,
AMARHY0250 ou encore AMARHY2030 a un phénotype différent de celui de la souche sauvage, il
sera probable que le géne correspondant soit impliqué dans I’import de la pétrobactine. En revanche,
si aucun de ces mutants ne donne les résultats escomptés, il est possible que plusieurs transporteurs
puissent internaliser le complexe pétrobactine-fer. Bien que les récepteurs TonB-dépendants soient
spécifiques d’un sidérophore ou d’une famille de sidérophores ayant une structure proche (Fujita et
al., 2019; Llamas et al., 2006; Nicolas Folschweiller, 2000), il n’est pas impossible que I’import de

la pétrobactine puisse étre réalisé par deux transporteurs TonB-dépendant. Par exemple chez B. an-



thracis, méme s’il s’agit de transporteurs ABC qui sont moins spécifiques, I’import de la pétrobac-
tine du milieu extracellulaire vers le cytoplasme peut étre réalisé par trois systémes indépendants. Il
est donc envisageable que la pétrobactine puisse étre transportée par plusieurs récepteurs TonB-
dépendants. La création de doubles mutants est en cours, et I’étude de leur phénotype permettra

probablement de mettre en avant quels récepteurs sont impliqués dans le transport de la pétrobactine.

Conclusion

Les résultats présentés dans ce chapitre démontrent la difficulté de travailler sur le fer. Ce
métal est un élément essentiel pour la croissance des organismes et ces derniers sont capables de
I’acquérir de plusieurs manieres. Le fait d’entraver une voie, I'utilisation d’un sidérophore par
exemple, ne permet pas d’arréter totalement la croissance des cellules car il existe d’autres systemes
d’acquisition. Il est par conséquent difficile de décrire dans sa globalité un mécanisme. Dans cette
¢tude, cela se traduit notamment avec I’étude des récepteurs de la pétrobactine ou aucun des mutants
ne montre de différence de croissance avec la souche sauvage. Cela implique-t-il que ce ne sont pas
les transporteurs du sidérophore ? Ou au contraire il s’agit bien des transporteurs de la pétrobactine,
mais la surproduction de FbpA restaure la croissance. Il est également envisageable que le sidéro-
phore puisse étre récuperé par plusieurs transporteurs.

Le fer étant indispensable a la croissance des organismes, ces derniers sont alors capables de
le récupérer méme a des concentrations trés faibles (de I’ordre du nmol.L™?). De cette facon, il est
difficile de pouvoir mesurer si la contamination d’un support ou d’un substrat peut suffire pour
promouvoir la croissance des cellules, car ces quantités sont parfois inférieures a celles de la limite

de détection des instruments.
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La formation de biofilms pour dégrader des composés organiques hydrophobes s’avére étre
une stratégie efficace (Sivadon et al., 2019). Plusieurs études ont été menées au laboratoire sur Mh
SP17 a ce sujet. Il a notamment été démontré chez cette souche que pour la dégradation de ces
composés, la formation d’un biofilm a I’interface eau-substrat est nécessaire (Klein et al., 2008).
Mh SP17 étant capable d’utiliser plusicurs substrats, si bien solubles (acétate, lactate, acides aminés)
qu’insolubles (hexadécane ou encore lipides), d’autres travaux se sont penchés sur le taux
d’expression génique ou protéique selon la source de carbone (Mounier et al., 2014; Vaysse et al.,
2009). En sélectionnant les protéines contenant du fer ou celles associées au transport de ce métal,
il s’est avéré que leur taux d’expression ou celui de leurs génes varie de maniére importante en

fonction de leur substrat et/ou de leur mode de croissance.

1. Importance du fer

1.1. Les besoins en fer sont dépendants de la source de carbone

Pour mesurer I’effet du fer selon le mode de croissance, le milieu de culture EMS utilisé en
routine pour la croissance de Mh JM1a été modifié afin de se rapprocher de la composition de I’eau
de mer. Ce nouveau milieu, baptisé MEM a alors été utilisé dans toutes les expérimentations de
suivi de croissance. Un protocole a été mis en place afin de prévenir les contaminations en fer et
d’éviter que les cellules puissent stocker du fer durant les précultures. L’utilisation de résine Chelex-
100 a permis de réduire a 20 nmol.L™ la concentration en fer résiduel. Dans la littérature, plusieurs
études ayant pour but de promouvoir la production de pétrobactine chez B. anthracis ou d’étudier
le phénotype d’un mutant ne synthétisant plus ce sidérophore ont utilisé un milieu appelé IDM pour
iron-depleted medium. La concentration en fer de ce milieu était d’environ 100 nmol.L*
(Cendrowski et al., 2004; Lee et al., 2007). Cette concentration étant environ cing fois plus élevee
que celle obtenue dans nos conditions, notre protocole d’élimination du fer résiduel est donc

satisfaisant.

La comparaison de la croissance de Mh JM1 a différentes concentrations en fer avec
plusieurs substrats a confirmé le fait que le mode de vie et/ou la source de carbone implique(nt) des
besoins en fer variables. Une croissance planctonique sur acétate nécessite des concentrations en fer
plus élevées que les biofilms sur n-hexadécane ou triglycérides. Lorsque les cellules se développent
en biofilm, ¢’est sur alcane (paraffine et eicosane) que la demande en fer est la plus élevée. Cette

variabilité sur les besoins en fer peut s’expliquer de plusieurs manieres. Tout d’abord d’un point de



vue physiologique, en regardant les résultats d’expression génique (Figure 1 du chapitre 4),
beaucoup de génes de la respiration aérobie, nécessitant du fer, sont surexprimés en condition
acétate par rapport aux conditions hexadécane et trioléine. La dégradation d’alcane requicre des
enzymes utilisant du fer comme cofacteur, pouvant potentiellement expliquer un besoin plus éleve
du métal lorsque la source de carbone est un alcane. Une autre explication possible est que
I’efficacité d’acquisition du fer puisse €tre différente entre une croissance planctonique et biofilm.
Au cours de cette étude il a été démontré que dans nos conditions (présence d’oxygene et pH 8), le
fer est a environ 80 % sous forme particulaire (> 0,2 um), et il est probable que la majorité des 20
% restants soit sous forme colloidale. 1l est dans ce cas facilement envisageable que le métal
sédimente. Par conséquent, les cellules planctoniques qui sont dans la colonne d’eau ne sont sans
doute pas en contact direct avec le fer a la différence de celles en biofilm. La proximité avec le fer
lors d’une croissance en biofilm peut donc modifier I’efficacité d’acquisition du fer par rapport a un
développement sous forme planctonique. Toutefois, cette hypothése n’explique pas pourquoi une
culture sur paraffine nécessite plus de fer que sur tristéarine car dans ces deux conditions, les cellules

forment un biofilm.

1.2. Dosage du fer dans les substrats carbonés paraffine et tristéarine

Pour écarter la possibilité que cette variabilité des besoins en fer observée entre la tristéarine
et la paraffine soit causée par une contamination de ce métal uniquement de la tristéarine, ces deux
substrats ont été dissous puis la concentration en fer a été mesurée par ICP-MS. Cette analyse a
indiqué que ces deux composes contiennent environ la méme quantité de fer, moins de 10 nmol.L"
! Il'a également été vérifié que le métal n’adhérait pas aux substrats, en incubant du milieu riche en
fer sur des puits de paraffine et tristéarine. Les résultats ont montré que ce n’était pas le cas car aprés
incubation, la quantité de fer n’augmente qu’au maximum d’1 nmol.L™. Méme si ces mesures sont
approximatives car les facteurs de dilution sont importants et que les valeurs obtenues avoisinent la
limite de détection, les quantités de fer détectées sont proches entre les deux substrats. Ces données

tendent donc a écarter la piste d’une contamination en fer de la tristéarine.



1.3. Lavage des cellules pour réaliser un dosage du fer intracellulaire

Pour confirmer que des croissances planctoniques sur acétate et en biofilm sur alcane
nécessitent plus de fer que dans les autres conditions, la mesure de ce métal contenu dans les cellules
pourrait donner une indication sur les besoins en fer des organismes en fonction du substrat. 1l a été
discuté dans le chapitre 4 que 142 protéines contiennent du fer chez Mh JM1, et parmi ces 142, 56
génes associés a ces protéines sont surexprimés en acétate par rapport a une autre condition (n-
hexadécane ou trioléine) et 62 en n-hexadécane. Seuls 20 sont surexprimés en trioléine. Ces
donneées, couplées aux résultats de croissance sur différentes sources de carbone indiquent, comme
mentionné précédemment, que les cultures sur acétate et alcane nécessitent plus de fer que sur les
autres substrats. Par conséquent, il est fortement probable que ce soit dans ces conditions que la
quantité de fer intracellulaire soit la plus importante. 1l est nécessaire de noter que le dosage du fer
intracellulaire reste discutable car il est tout a fait possible que les cellules stockent du fer durant la
croissance, mais il s’agirait 1a d’une indication supplémentaire, qui confirmerait que les besoins sont
plus élevés en acetate et alcane si les résultats sont concordants. Néanmoins, comme il en a été
discuté dans le chapitre 5, la principale difficulté dans le dosage du fer intracellulaire réside dans le
fait que le fer adhere a la surface des cellules. 11 est donc essentiel de trouver un protocole efficace
pour I’¢liminer et ainsi obtenir une valeur précise du fer contenu dans les organismes. Un probléme
majeur lors du lavage des cellules est qu’une partie du culot se détache et se retrouve dans le
surnageant. Cela a pour effet de biaiser les résultats en apportant une source de fer, et faussant
également la quantité mesurée du fer intracellulaire en la sous-estimant. Le fait d’augmenter le
volume des cultures, en passant de 10 a 50 mL pourrait probablement éviter cette resuspension du
culot. En effet, ce dernier serait alors plus stable car plus gros, et méme si une petite partie se

retrouve dans le surnageant, elle pourra étre négligée en raison du volume plus important.

2. Outils génétiques deéveloppés chez Mh JM1
Les outils déja existant permettant de modifier génétiquement Mh JM1 ont été améliorés
durant cette étude afin de faciliter ’obtention de mutants. Tout d’abord, un nouveau plasmide, le
PSN77 a été mis en place. Sa taille a été réduite, 2566 pb contre 6405 pb pour I’ancien vecteur, le
pKOMKm. Cette diminution du nombre de paires de bases permet d’améliorer I’efficacité de
transfert. De plus, afin d’accélérer la construction des plasmides, les techniques de restriction

enzymatique et ligation ont été remplacées au profit d’un assemblage du plasmide par Gibson



Assembly ou POE-PCR. Enfin, la création du plasmide pSN75 a permis d’obtenir le premier
systéme d’induction chez Mh JM1. Le promoteur Pgap, inductible a I’arabinose a été introduit dans

un plasmide ayant comme origine de réplication pBBR1 ori V, qui est compatible avec Mh JM1.

3. Mécanismes d’acquisition du fer chez Mh JM1

3.1. Importance de la pétrobactine

Dans le but de comparer les mécanismes d’acquisition du fer entre les modes de vie, la
présence de pétrobactine a été recherchée dans le milieu de culture, a différentes concentrations en
fer et en utilisant des sources de carbone solubles, I’acétate, ou insolubles, la paraffine (alcane) et la
tristéarine (triglycéride). Les résultats ont montré que la pétrobactine est retrouvée dans chaque
condition mais qu’elle est présente en plus grande quantité¢ a faible concentration en fer. A forte
concentration en fer, la production du sidérophore est peu élevée, entre 10 et 30 fois moins, selon le
substrat, qu’a faible concentration en fer. La production de pétrobactine serait donc régulée en
fonction de la concentration en fer dans le milieu. Ce résultat est courant dans la littérature (Lee et
al., 2011; Wilson et al., 2009). 1l est possible que la régulation de la production de sidérophore soit
sous le contrble de Fur. A forte concentration en fer dans le milieu, la concentration intracellulaire
de ce métal augmente et ce dernier se fixe alors sur la protéine régulatrice Fur, qui bloque la
transcription des genes qu’elle contrdle. La régulation par Fur implique la présence, en amont des
genes régulés, de sites canoniques appelés « boite Fur ». Bien que le géne codant pour la protéine
Fur soit présent chez Mh JM1, MARHY3208, dont la séquence protéique associée montre environ
70 % d’homologie avec la protéine Fur de P. aeruginosa, aucune boite Fur identique a celle décrite
par Escolar en 1999 (Escolar et al., 1999) n’a été détectée. La présence d’un tel site a pourtant été
rapportée chez Mh VT8 en amont des genes de biosynthese de la pétrobactine (Amin et al., 2012).
Pour Vérifier si la production de pétrobactine de Mh JM1 est elle-aussi régulée par ce mécanisme,
nous avons essayé de construire un mutant délété du gene fur. Malheureusement ce mutant n’a pas
pu étre obtenu, suggérant que la délétion de ce gene serait létale. En effet, cette protéine est
impliquée dans I’homéostasie métallique et controle le métabolisme du fer. De cette maniére, des
processus cellulaires tels que la respiration, la synthése d’acides nucléiques, I’acquisition et le
stockage du fer sont régulés par Fur (Fillat, 2014). L’essentialit¢é de Fur chez Mh JM1 pourrait
expliquer pourquoi I’obtention d’un mutant n’a pas été possible. Néanmoins, des mutants fur ont pu

étre obtenus chez de nombreuses espéces bactériennes.



3.2. Détails de la production de pétrobactine chez Mh JM1 et comparaison avec B. an-
thracis

La condition ou le plus de sidérophore est produit est lorsque les cellules se développent sur
acétate, aprés 120h de croissance, avec 4,5 pmol.L™? de pétrobactine mesurée. En paraffine et
tristéarine, la production est d’environ 4 et 2,5 pmol.L? de sidérophore détecté, respectivement.
Cette production de pétrobactine est faible lorsqu’on la compare avec une étude menée sur B.
anthracis (Wilson et al., 2009). En effet, les auteurs ont indiqué que chez B. anthracis, dans des
conditions optimales de croissance, a 37°C et a partir d’une incubation de cellules végétatives dans
du milieu pauvre en fer, la quantité de pétrobactine produite a atteint une concentration de 60
umol.L. Dans d’autres conditions, aprés 10h de croissance a partir de spores, la quantité de
pétrobactine mesurée dans le milieu de culture est de plus de 20 umol.L™ en milieu pauvre en fer.
Méme en milieu riche en fer, toujours a partir d’une culture de spores, B. anthracis produit plus de

pétrobactine que Mh JM1, avec environ 9 umol.L™, contre moins de 0,20 pmol.L?, respectivement.

Les quantités de fer dans les milieux utilisés pour la croissance de B. anthracis et de Mh JM1
sont respectivement de 36 et 7,2 pmol.L" en condition de forte concentration en fer et de 0,1 umol.L"
L pour les deux milieux en condition de faible concentration. La quantité de fer identique dans la
condition ou le milieu est déplété en fer souligne que Mh JM1 produit moins de sidérophore que B.
anthracis. Ce constat est d’autant plus marquant a forte concentration en fer. En effet, la production
de pétrobactine de Mh JM1 est a un niveau basal dans ce cas, avec une production inférieure a 0,20
umol.L. Une concentration aussi faible mesurée pourrait s’expliquer par le fait que la pétrobactine
ne serait pas nécessaire a la croissance de Mh JM1. Une étude menée par Wilson en 2009, décrivant
des résultats de quantification de sidérophores (pétrobactine et bacillibactine) chez B. anthracis, a
montré qu’a partir de spores, la pétrobactine est détectée apres Sh30 de croissance a 3 et 2 pymol.LL”
1a faible et forte concentration en fer dans le milieu, respectivement. Les cellules produisent environ
22 umol.L? de pétrobactine en milieu pauvre en fer et 9 pmol.L? en milieu riche aprés 10h de
croissance (Wilson et al., 2009). La pétrobactine est donc produite dans toutes les conditions, alors
qu’a I’inverse, la bacillibactine, autre sidérophore produit par B. anthracis n’est détectée qu’apres
10h de croissance et uniquement en milieu pauvre en fer, a une concentration d’environ 2 pmol.L"
! Une autre étude, menée par Lee en 2011 s’est également intéressée a mesurer la quantité de
pétrobactine et de bacillibactine produites dans plusieurs conditions et a indiqué que la pétrobactine
est produite en quantités élevées a faible concentration en fer (plus de 180 pmol.L™), et en quantités

plus basses lorsque la concentration en fer est augmentée (24 umol.L ™ de pétrobactine détectée a 20



umol.L? de fer) (Lee et al., 2011). La quantité de bacillibactine mesurée dans les mémes conditions
est quant a elle, bien plus basse avec 1,5 umol.L? en faible concentration en fer et proche de 0
umol.L? & forte concentration en fer. Le fait que la pétrobactine soit produite aprés 5h30 de
croissance a partir de spores et que sa concentration soit bien plus élevée que la bacillibactine montre
qu’elle joue un réle essentiel dans I’acquisition du fer pour B. anthracis dans les premiers stades de
développement lors de I’infection, alors que la bacillibactine intervient dans des stades plus tardifs,
lorsque les températures ou la quantité de CO; varient, comme cela a déja été décrit (Hotta et al.,
2010; Wilson et al., 2009). Ces résultats indiquent que la pétrobactine, indispensable pour le
développement de B. anthracis, est produite dans de fortes concentrations. De plus, a partir d’une
culture de spores, un mutant ne produisant plus de pétrobactine est incapable de se développer dans
un milieu pauvre en fer si celui-ci n’a pas été supplémenté de pétrobactine ou d’une autre source
utilisable de fer (Lee et al., 2007). En revanche, la bacillibactine, qui n’intervient que plus tard n’est
pas ou tres peu produite par les organismes, car non nécessaire. En comparant avec Mh JM1, la
quantité de pétrobactine produite est bien plus faible, suggérant que 1’utilisation de ce sidérophore
n’est pas I’'unique moyen d’acquérir le fer. De plus, les quantités basales produites par les cellules a
forte concentration en fer, pourraient indiquer que dans ces conditions, la pétrobactine n’est pas
nécessaire a I’acquisition du fer. Cette interprétation est tout de méme discutable car en condition
planctonique, la croissance du mutant ne produisant plus la pétrobactine est tout de méme
significativement plus faible que la souche sauvage, indiquant que la pétrobactine serait importante

pour la croissance méme a faible concentration.

3.3. Importance de la pétrobactine en fonction de la source de carbone

Pour mieux comprendre le réle de la pétrobactine dans 1’acquisition du fer, un mutant ne
produisant plus ce sidérophore, AasbABF, a été créé et son phénotype étudié. Les résultats sont
concordants avec ceux du dosage de la pétrobactine. En effet, tant sous forme planctonique que
biofilm, la croissance du mutant est plus faible que celle de la souche sauvage dans les conditions
de faible concentration en fer. A forte concentration, le développement du mutant est inférieur a
celui de la souche sauvage uniquement en condition acétate. Toutefois, méme si la croissance du
mutant est plus faible, il est tout de méme capable de se développer, indiquant que la pétrobactine
n’est pas essentielle dans ces conditions. Ce constat, couplé au fait qu’a forte concentration en fer
la pétrobactine ne soit produite qu’a un niveau basal nous a tout d’abord surpris. En effet, comme il

I’a été mentionné précédemment, dans nos conditions de culture, le fer est sous forme Fed*



particulaire ou colloidal majoritairement. Par conséquent, il ne peut pas étre assimilé par les cellules
a I’aide d’un transport facilité comme c’est le cas pour Fe?* (Lau et al., 2016). Chez B. anthracis, il
a aussi €té décrit qu’un mutant ne produisant plus la pétrobactine est toujours capable de se
développer dans un milieu pauvre en fer ( Jr et al., 2010; Lee et al., 2007). B. anthracis produit un
autre sidérophore, la bacillibactine, il est donc probable que 1'utilisation de cette derniére permette
de compenser la perte de pétrobactine pour acquérir le fer. Mh JM1 ne produisant que la

pétrobactine, un mécanisme indépendant de I’utilisation de sidérophore serait impliqué.

3.4. Un mécanisme d’acquisition du fer indépendant de I’utilisation de sidérophore

Le transport d’especes inorganiques du fer a travers la membrane via des porines ou des
transporteurs TonB-dépendants a été décrit chez des cyanobactéries (Sutak et al., 2020; Xu et al.,
2016). Une fois que le fer est entré dans le périplasme, il est pris en charge par une protéine
périplasmique qui le délivre a un transporteur ABC afin qu’il puisse traverser la membrane interne.
Pour Mh JM1, si le fer est capable d’atteindre le périplasme, par un transport identique a celui de
certaines cyanobactéries ou par un autre procédé inconnu, il est fortement probable qu’une protéine
périplasmique puisse étre nécessaire pour que ce meétal atteigne le cytoplasme. Ces protéines sont
également associées a des permeases et des ATP-ases, qui permettent alors le transport du fer vers
le cytoplasme. Une protéine périplasmique, FbpA, appartenant a la famille des SBP (Substrate
Binding Protein) des transporteur ABC fixant les ions Fe3* a été décrite chez M. algicola
(Weerasinghe et al., 2013). Le gene fbpA est retrouvé chez Mh JM1, et un mutant délété de ce gene
a été construit afin d’étudier sa potentielle implication dans 1’acquisition du fer. Les tests de
croissance de ce mutant ont confirmé I’implication de FbpA. En effet, tout comme pour le mutant
ne produisant plus la pétrobactine, en condition de faible concentration en fer, le mutant AfbpA
présente une croissance plus faible que la souche sauvage, tant sur acétate que sur paraffine ou
tristéarine. En revanche, a forte concentration en fer, la croissance de ce mutant est identique a celle
de la souche sauvage lorsque les cellules se développent sous forme planctonique. A I'inverse, en
biofilm la croissance de AfbpA est plus faible que celle de la souche sauvage. Tout comme pour le
mutant pétrobactine, méme a faible concentration en fer et bien que la croissance soit plus faible, ce
mutant est capable de se développer dans toutes les conditions, indiquant que la production de FbpA
n’est pas essentielle a Mh JM1. Ces deux systémes d’acquisition du fer sont donc redondants. Bien
que tous deux soient importants a faible concentration en fer, aucun n’est indispensable. L’intérét

pour les cellules est probablement que chaque mécanisme puisse étre plus efficace dans une



condition que dans une autre. En prenant ’exemple de B. anthracis qui produit deux sidérophores,
il a été proposé que la pétrobactine puisse étre impliquée dans les premiers stades d’infection et la
bacillibactine dans les stades plus avancés, lorsque la température ou que la concentration en CO>
varie (Hotta et al., 2010; Wilson et al., 2009). Pour Mh JML1, en regardant les phénotypes des
mutants AasbABF et AfbpA a forte concentration en fer, il apparait que le sidérophore est important
dans ces conditions uniquement en croissance planctonique alors que FbpA 1’est en croissance en
biofilm. Une hypothése possible est que lors d’un développement en biofilm, il y ait un contact
direct entre les cellules et le fer. Si les cellules sont capables d’assimiler ce dernier directement, tout
comme le phytoplancton par des porines ou des transporteurs TonB-dépendants (Sutak et al., 2020),
FbpA est ensuite nécessaire pour délivrer le fer jusqu’a un transporteur ABC pour que le métal
puisse atteindre le cytoplasme. Dans ces conditions, la production de pétrobactine est alors moins
importante pour l’acquisition du fer. A DI'inverse, lors d’une croissance planctonique, nous
supposons que le fer se retrouve au fond du puits et que sa concentration dans la colonne d’eau, la
ou se trouvent les cellules, soit trés faible. 1l n’y a alors que trés peu, voire pas de contact entre les
organismes et le fer. L’utilisation du sidérophore deviendrait nécessaire pour que les cellules
puissent tout de méme acquérir le fer. En revanche, lorsque le fer est présent a faible concentration,
il est possible que les deux mécanismes soient utilisés afin de maximiser son obtention. En milieu
naturel, le fait que Mh JM1 posséde ces deux mécanismes peut étre un avantage non négligeable
pour sa croissance. Siune voie d’acquisition du fer est plus adaptée qu’une autre dans une condition
donnée, elle permettra aux cellules d’étre plus compétitives dans I’acceés au fer avec les autres

organismes présents et donc de pouvoir se développer.

3.5. La pétrobactine et FbpA semblent étre les deux seuls mécanismes impliqués dans
P’acquisition du fer
L’analyse du double mutant ne synthétisant plus la pétrobactine et ne produisant plus FbpA
a mis en avant que ’absence de ces deux mécanismes semble étre 1étal pour la cellule. En effet,
malgré de nombreuses tentatives, I’obtention de ce double mutant n’a pas pu étre possible. Pour
remédier a cela, un double mutant conditionnel a été créé. La croissance non induite du double
mutant AasbABF et AfbpA est tres affectée en comparaison de celle de la souche sauvage, tant sur
boite qu’en liquide, soulignant que 1’absence de ces deux mécanismes réduit fortement le
développement des cellules. Ces résultats impliquent donc que la pétrobactine et FbpA sont deux

systemes redondants et indépendants. Par conséquent, si I’'un est manquant c’est 1’autre qui prend



le relais. L’étude détaillée du phénotype de ce mutant permettra trés rapidement de confirmer ou
d’infirmer ces résultats. En principe, s’il n’est plus capable d’acquérir le fer, sa croissance devrait
étre nulle tant a faible qu’a forte concentration de ce métal. Néanmoins, le fer étant absolument
essentiel pour les organismes, il n’est pas impossible que les cellules puissent I’acquérir par d’autres
moyens ou qu’elles réduisent de maniere conséquente leurs besoins et que donc le double mutant

soit tout de méme capable de se développer.

3.6. Systémes de transport de la pétrobactine

Le transport de la pétrobactine a également été étudié au cours de ce travail. Plusieurs
mutants de récepteurs supposés du complexe sidérophore-fer ont été crées. Malheureusement
I’observation de leur phénotype sur plusieurs substrats et a différentes concentrations en fer n’a pas
permis de mettre en avant lesquels étaient impliqués dans 1’acquisition du fer. Trois d’entre eux
n’ont pas encore été étudiés et le seront trés prochainement. Si ces futures analyses ne mettent pas
en lumiére I’import du complexe sidérophore-fer, cela impliquerait que la pétrobactine puisse étre
transportée vers le cytoplasme par plusieurs transporteurs. Par conséquent, des mutants ne

produisant plus plusieurs récepteurs vont étre crées et la encore, leur phénotype étudié.

3.7. Hypotheéses sur le rdle de la pétrobactine sulfonatée

Une autre interrogation soulevée dans ce travail concerne la sulfonation de la pétrobactine.
Les dosages des différentes formes du sidérophore ont montré que la sulfonation n’est produite en
quantités élevées que lors d’une croissance planctonique. Le fait que I’ajout d’un groupement
sulfonate soit régulé en fonction du mode de croissance tend a indiquer qu’il s’agisse d’un
phénomene physiologique et non pas d’une réaction chimique spontanée fortuite. Pour essayer de
comprendre le role de la sulfonation, des expérimentations d’imagerie moléculaire du biofilm ont
été menées au laboratoire de chimie analytique de Liége en Belgique, pour dans un premier temps
comparer la diffusion des deux formes de pétrobactine. Malheureusement les conditions de culture
sur place n’ont pas permis de détecter les sidérophores in vivo. Pour pallier ce probleme, des
échantillons vont étre réalisés trés prochainement dans des conditions optimales au laboratoire de
Pau avant d’étre analysés a Liege. La comparaison de la diffusion entre la pétrobactine et sa forme
sulfonatée pourrait étre un premier pas dans la compréhension de son réle. Encore non démontré, il

a été proposé dans la littérature que la sulfonation influencerait la solubilité du sidérophore, en



I’augmentant (Homann et al., 2009). Nous supposons donc que la forme sulfonatée de la
pétrobactine soit celle qui soit retrouvée le plus loin du biofilm, car étant plus soluble, elle diffuse
plus loin dans le milieu de culture. Une hypothese possible est que cette sulfonation permettrait alors
aux cellules que leur sidérophore diffuse plus loin, augmentant la probabilité de rencontrer du fer.
En revanche, lorsque les cellules sont en biofilm, I’absence de sulfonation limite la diffusion du
sidérophore, I’empéchant ainsi de se retrouver trop loin du biofilm et réduisant le risque qu’il ne

soit jamais récupéré par les organismes.

Il a également été proposé que le rdle de la sulfonation soit de stabiliser le groupe catéchol
contre 1’oxydation. (Homann et al., 2009). La forme non sulfonatée est donc plus sensible a
I’oxydation, elle pourrait alors étre plus efficace dans la protection de la cellule contre le stress
oxydant. Des croissances planctoniques pauvres en oxygene ont eu pour conséquence d’augmenter
la production de pétrobactine sulfonatée (I. Caceres communication personelle). Par conséquent, il
est possible que la quantité¢ d’oxygene présent dans le milieu de culture puisse influencer la
production de pétrobactine sulfonatée. Cette forme serait alors la majoritaire en absence d’oxygéne.
La pétrobactine étant un sidérophore photooxydable, la sulfonation pourrait donc étre un moyen
d’éviter cette oxydation via les rayons lumineux en milieu naturel. Une autre explication
envisageable est que le fait d’ajouter un groupement sulfonate sur la pétrobactine permettrait

d’éviter que le sidérophore soit utilisé par d’autres especes.

3.8. Le role de la pétrobactine se limite-t-il a ’acquisition du fer ?

D’autres pistes sont également envisagées concernant 1’utilité de la pétrobactine, comme un
role dans la protection contre le stress oxydatif. En effet, il a été décrit dans la littérature qu’en plus
de leur role de chélateurs de fer, les sidérophores a groupes catéchol protegent la cellule contre le
stress oxydant (Eisendle et al., 2006; Khan et al., 2018). Des premiéres expérimentations ont été
réalisées pour étudier si la pétrobactine joue également un réle dans la protection contre le stress
oxydant. Un mutant asbF ne produisant plus le 3-4 dihydroxybenzoate qui est le précurseur des
groupements catéchol de la pétrobactine, a montré une plus grande sensibilité a I’eau oxygénée que
la souche sauvage (l. Caceres communication personnelle). Ces résultats suggérent donc que la
pétrobactine jouerait un réle dans la protection des cellules contre le stress oxydant. Il est encore
nécessaire d’effectuer de nouveaux tests afin de confirmer ces observations. En parallele, il serait

intéressant d’aller plus loin en réalisant des suivis de croissance en présence d’eau oxygénée avec



des ajouts de pétrobactine ou de pétrobactine sulfonatée, qui pourraient confirmer si le sidérophore
protége la cellule contre le stress oxydant mais également de Vérifier si une des deux formes est plus
adaptée pour cette fonction que 1’autre. Nous supposons que la pétrobactine sulfonatée est moins
efficace car la sulfonation stabilise le groupement catéchol contre 1’oxydation, limitant donc la
réaction entre le sidérophore et les ROS, faisant d’elle un mauvais anti-oxydant (Homann et al.,
2009).

4. Conclusions

Ce travail de recherche a mis en avant que les besoins en fer de Mh JM1, organisme modele
du laboratoire, varient en fonction du mode de vie, et de la source de carbone. Deux systemes
majeurs d’acquisition du fer sont impliqués, la production de la pétrobactine et de FbpA, une
proteine périplasmique. L’importance de ces deux systémes est elle aussi dépendante du mode de
croissance. Cette étude a donc permis de mieux cerner les besoins en fer de Mh JM1 et d’apporter
les premiers éléments de réponse concernant le transport de ce métal. Néanmoins, de trés nombreux
aspects restent encore a éclaircir. 1l est notamment nécessaire de confirmer si ces deux voies
d’acquisition du fer sont les seules existantes avec une étude plus approfondie du phénotype du

double mutant.

Le r6le de la pétrobactine pose également question. Se limite-t-elle uniquement a
I’acquisition du fer ? En effet, le fait que le complexe pétrobactine-fer n’est détecté qu’a des
quantités tres faibles dans le milieu de culture par rapport au sidérophore seul implique-t-il
nécessairement qu’il soit immédiatement récupéré par les cellules, ou cela pourrait-il signifier que
la pétrobactine joue un autre role, comme protéger les cellules contre le stress oxydant ? Le rdle de
la forme sulfonatée n'a pas encore été explique, et la possibilité qu’il s’agisse d’un phénomeéne
biologique a été suggéré mais pas encore démontré. Il pourrait en effet s’agir d’une réaction
chimique. B. anthracis ne produit pas de formes sulfonatées de la pétrobactine et son milieu de
culture contient peu de sulfates alors que le milieu MEM utilisé pour Mh JM1 a une concentration
en sulfates de 26 mmol.L?. La forte concentration en sulfates du MEM favoriserait-elle la
sulfonation de la pétrobactine ? Les résultats d’imagerie moléculaire réalisées en collaboration avec
I’université de Liége permettront peut étre de comparer la diffusion entre les différentes formes de
pétrobactine et d’apporter un premier élément de réponse. En plus de cet objectif, I’imagerie de ces

sidérophores dans le biofilm pourrait également permettre d’apporter de nouvelles connaissances.



En effet, la production de sidérophores au sein de biofilms n’a encore jamais été décrite dans la
littérature. Par conséquent, de nombreuses interrogations subsistent, les sidérophores sont-ils
produits par toutes les cellules du biofilm ou la répartition géographique des organismes influe-t-
elle sur la production de ces molécules ? Les sidérophores sont-ils majoritairement exportés hors du

biofilm dans la phase aqueuse, ou sont-ils aussi secrétés au niveau du substrat ?

Comme déja mentionné dans ce paragraphe, I’import de la pétrobactine, méme s’il n’a pas
encore pu étre identifié, a été activement recherché et des mutants ont été créés. En revanche,
I’export du sidérophore chez Mh n’a jamais été étudié. S’agit-il d’un exporteur de type RND comme
pour B. anthracis, qui partage une homologie de séquence avec un transporteur RND chez Mh VT8
(Hagan et al., 2017), qui a également ete relevée chez Mh JM1 ? La délétion de ce géne pourrait
nous renseigner sur le systéme d’export de la pétrobactine chez Mh JM1. S’il s’agit bien de ce
transporteur et qu’il est le seul a assurer la sécrétion de la pétrobactine, le phénotype attendu de ce
mutant est supposé ressembler a celui du mutant AasbABF. Le dosage de la pétrobactine dans les
milieux intra- et extra-cellulaires serait ¢galement intéressant pour confirmer le phénotype d’un tel

mutant.

Finalement, ce travail a permis de poser les bases de I’étude de I’acquisition du fer chez Mh
JM1 avec la création d’un nouveau milieu de culture plus proche des conditions environnementales
et 1’élaboration de protocoles adaptés réduisant fortement la concentration en fer dans le milieu.
L’importance de la pétrobactine et de FbpA a ¢été démontrée, néanmoins d’autres aspects sont encore
a élucider, notamment la mise en lumiére des transporteurs de la pétrobactine, tant pour 1I’import
que pour I’export de ce sidérophore. Des expérimentations sont d’ores et déja prévues avec des

pistes envisagées quant aux genes qui pourraient étre impliqués et certains mutants déja construits.
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Annexes



Supplément de Matériel & méthodes

1.1  Préparation de cellules d’E. coli DH5-a Apir électro-compétentes

Pour rendre électrocompétente E. coli DH5-a Apir, une culture de 50 mL a été réalisée dans
du LB a partir d’une culture de nuit diluée au 1/100°™ et incubée pendant 2-3 heures & 37°C & 200
rpm jusqu’a obtention d une DOgoonm cOmMprise entre 0,4 et 0,6. Une centrifugation de 10 minutes a
5000 rpm et 4°C a été effectuée, puis le culot a été repris dans un volume identique a celui de la
culture avec de I’eau milli Q stérile froide. Cette méme étape a été renouvelée trois fois et le culot
resuspendu respectivement dans 25 mL d’eau milli Q froide, 25 mL d’une solution froide contenant
de ’eau milli Q et 10 % de glycérol (v/v) et enfin dans 500 uL. de cette méme solution froide d’eau

et de glycérol. Les cellules compétentes sont ensuite stockées a -80°C jusqu’a utilisation.

1.2 Préparation de cellules d’E. coli S17-1 Apir chimio-compétentes
Pour rendre chimiocompétente les cellules d’E. coli S17-1 Apir, une culture de 50 mL a été
réalisée dans du LB a partir d’une culture de nuit diluée au 1/100°™ et incubée pendant 2-3 heures
a37°C a 200 rpm jusqu’a obtention d’une DOsgoonm de 0,4. La culture a ensuite été placée 20 minutes
sur de la glace puis centrifugée 10 minutes a 5000 rpm a 4°C. Le culot a été repris dans 20 mL de
CaCl> a 0,1 mol.L? froid puis placé sur de la glace durant 30 minutes. Une nouvelle centrifugation
a été réalisée puis le culot a été resuspendu dans 2 mL d’une solution froide contenant du CaCl; a

0,1 mol.Ltet 15 % de glycérol.



Figures supplémentaires
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Annexe 1. Suivi de croissance planctonique sur acétate durant 25h de Mh JM1 dans du
milieu EMS avec différents tampons.

Les mesures ont été réalisées avec un seul réplicat.
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Annexe 2. Quantification du biofilm de Mh JM1 a 24h sur paraffine dans du milieu EMS
avec différents tampons.

Les mesures ont été réalisées en triplicat, et les barres d’erreurs associées représentées en noir.
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Annexe 3. Boxplots de la biomasse totale (fractions biofilm et planctonique) a 24h et 48h a
différentes concentrations en fer sur paraffine.

Les valeurs de biomasse aprés croissance en biofilm sur paraffine ont été mesurées a 24h (A) et 48h (B). La
médiane est indiquée par une ligne noire et les valeurs aberrantes par des cercles noirs. La concentration en
fer correspond a des valeurs théoriques ajoutées dans le milieu de culture. La ligne noire représente 1’ inocu-
lum & une valeur de DOgoonm de 0,1. Le nombre de réplicats est indiqué pour chaque condition au-dessus de
la concentration en fer et est indiqué par la lettre n.
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Annexe 4. Boxplots de la biomasse totale (fractions biofilm et planctonique) a 24h et 48h a
différentes concentrations en fer sur tristéarine.

Les valeurs de biomasse apreés croissance en biofilm sur tristéarine ont été mesurées a 24h (A) et 48h (B). La
médiane est indiquée par une ligne noire et les valeurs aberrantes par des cercles noirs. La concentration en
fer correspond a des valeurs théoriques ajoutées dans le milieu de culture. La ligne noire représente 1’inocu-
lum & une valeur de DOgoonm de 0,1. Le nombre de réplicats est indiqué pour chaque condition au-dessus de
la concentration en fer et est indiqué par la lettre n.
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Annexe 5. Boxplots de la biomasse totale (fractions biofilm et planctonique) a 24h et 48h a
différentes concentrations en fer sur acétate.

Les valeurs de biomasse aprés croissance planctonique sur acétate ont été mesurées a 24h (A) et 48h (B). La
médiane est indiquée par une ligne noire et les valeurs aberrantes par des cercles noirs. La concentration en
fer correspond a des valeurs théoriques ajoutées dans le milieu de culture. La ligne noire représente 1’ inocu-
lum & une valeur de DOgoonm de 0,1. Le nombre de réplicats est indiqué pour chaque condition au-dessus de
la concentration en fer et est indiqué par la lettre n.
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Annexe 6. Boxplots de la biomasse totale (fractions biofilm et planctonique) a 24h et 48h a
différentes concentrations en fer de la souche sauvage, AasbABF et AfbpA sur paraffine.

Les valeurs de biomasse aprés croissance en biofilm sur paraffine ont été mesurées a 24h (A) et 48h (B). La
médiane est indiquée par une ligne noire et les valeurs aberrantes par des cercles noirs. La concentration en
fer correspond a des valeurs théoriques ajoutées dans le milieu de culture. La ligne noire représente 1’ inocu-
lum & une valeur de DOgoonm de 0,1. Le nombre de réplicats est indiqué pour chaque condition au-dessus de
la concentration en fer et est indiqué par la lettre n.
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Annexe 7. Boxplots de la biomasse totale (fractions biofilm et planctonique) a 24h et 48h a
différentes concentrations en fer de la souche sauvage, AasbABF et AfbpA sur tristéarine.

Les valeurs de biomasse apreés croissance en biofilm sur tristéarine ont été mesurées a 24h (A) et 48h (B). La
médiane est indiquée par une ligne noire et les valeurs aberrantes par des cercles noirs. La concentration en
fer correspond a des valeurs théoriques ajoutées dans le milieu de culture. La ligne noire représente 1’ inocu-
lum & une valeur de DOgoonm de 0,1. Le nombre de réplicats est indiqué pour chaque condition au-dessus de
la concentration en fer et est indiqué par la lettre n.



e 24h

A 0.75-
£ =M1
g 0.50 ®AasbABF
o) MAfbPA
) i
j X Lh
OOOn3289n3289n1186 n=318 9
0 100 200 7200
Concentration en fer (nmol.L™)
1.00-
48h .
0.75-
B
£ . - =M1
g 0.50- ®AasbABF
o WAfbpA
o
0.25

000n3289n3289n1186 n=318 9

0 100 200 7200
Concentration en fer (nmol.L™")

Annexe 8. Boxplots de la biomasse totale (fractions biofilm et planctonique) a 24h et 48h a
différentes concentrations en fer de la souche sauvage, AasbABF et AfbpA sur acétate.

Les valeurs de biomasse aprés croissance planctonique sur acétate ont été mesurées a 24h (A) et 48h (B). La
médiane est indiquée par une ligne noire et les valeurs aberrantes par des cercles noirs. La concentration en
fer correspond a des valeurs théoriques ajoutées dans le milieu de culture. La ligne noire représente 1’ inocu-
lum & une valeur de DOgoonm de 0,1. Le nombre de réplicats est indiqué pour chaque condition au-dessus de
la concentration en fer et est indiqué par la lettre n.



Résumé

Le fer est un élément essentiel pour la plupart des organismes vivants car il est présent dans
des groupements prosthétiques de trés nombreuses enzymes, notamment celles de la chaine
respiratoire. Les microorganismes marins doivent puiser le fer directement dans 1’eau de mer, ot sa
concentration est particuliérement faible (inférieure a 1 nmol.L™?) et ou il est majoritairement li¢ a
des molécules organiques. Le fer est donc peu disponible pour la croissance des microorganismes
et par conséquent, il contr6le indirectement des activités microbiennes essentielles pour les cycles
biogéochimiques d’éléments majeurs, tels que le carbone et ’azote. L’utilisation de sidérophores,
molécules ayant une tres forte affinité pour le fer, par les bactéries marines est reconnu depuis
plusieurs années comme un moyen efficace de récupérer le fer peu disponible. En revanche, peu
d’études se sont intéressées a I’effet de la limitation en fer sur la physiologie de la cellule selon son
mode de croissance : planctonique, ou les cellules sont libres, ou en biofilm, ou les cellules adhérent
a un support.

Pour déterminer I’importance du fer sur le mode de vie, nous avons utilis¢é comme modele
Marinobacter hydrocarbonoclasticus SP17, une bactérie marine hétérotrophe qui se développe sous
forme planctonique lorsque la source de carbone est soluble, comme de 1’acétate, ou sous forme de
biofilm lorsque la source de carbone est insoluble, tels que des alcanes ou des triglycérides. Nous
avons observé qu’une croissance planctonique nécessite plus de fer qu’une croissance en biofilm et
qu’une croissance sur alcane nécessite plus de fer qu’une croissance sur triglycéride. Cette
variabilité selon le mode de croissance et la source de carbone peut s’expliquer par des différences
en besoins en fer et/ou dans ’efficacité de 1’acquisition du fer.

Pour mesurer ’importance de la production de sidérophores et de la formation de biofilms,
des techniques de génétiques et d’analyses chimiques ont été utilisées. Un standard du sidérophore
produit par M. hydrocarbonoclasticus, la pétrobactine, a été obtenu. Il a permis de quantifier par
spectrométrie de masse la pétrobactine produite dans le milieu de culture dans différentes conditions
de croissance. Les résultats obtenus ont montré que le sidérophore est surproduit en faibles
concentrations en fer, suggérant un réle plus important dans ces conditions. Pour confirmer
I’implication de la pétrobactine et comprendre quels sont les autres mécanismes d’acquisition du fer
impligués, des mutants de la voie de biosynthese de la pétrobactine et du transport potentiel des ions
Fe3* ont été construits. Bien que I’étude des phénotypes de tous les simples et doubles mutants
construits n’a pas pu étre finalisée au cours de ce travail, les résultats obtenus suggerent deux voies
principales d’acquisition du fer, I’'une dépendante de la pétrobactine et ’autre dépendante de la
protéine périplasmique FbpA. La double mutation semblerait étre 1étale mais 1’étude du mutant
conditionnel construit permettra de confirmer ces résultats et apportera également une meilleure
compréhension des voies d’acquisition du fer impliquées dans les différents modes de croissance.



Abstract

Iron is an essential element for most living organisms because it is present in prosthetic
groups of many enzymes, especially those of the respiratory chain. Marine microorganisms must
extract iron directly from seawater, where its concentration is particularly low (less than 1 nmol.L"
1y and where it is mostly bound to organic molecules. The iron is consequently poorly available for
the growth of microorganisms and therefore, it controls indirectly essential microbial activities for
the biogeochemical cycles of major elements such as carbon and nitrogen for example. The use of
siderophores, molecules with high affinity for iron, has been recognized for several years as an
effective way for marine bacteria to recover poorly available iron. However, only few studies have
focused on the effect of iron limitation on the physiology of the cell according to its mode of growth:
planktonic, where the cells are free or in biofilm, where the cells adhere to a substrate.

To determine the importance of iron on the lifestyle of bacteria, we used as a model
Marinobacter hydrocarbonoclasticus SP17, a heterotrophic marine bacterium that grows as a
planktonic population when the carbon source is soluble, like acetate, or as a biofilm when the
carbon source is insoluble, such as alkanes or triglycerides. We observed that planktonic growth
requires more iron than biofilm growth and that alkane growth requires more iron than triglyceride
growth. This variability according to the growth mode and the carbon source can be explained by
differences in iron requirements and/or in the efficiency of iron acquisition.

To measure the importance of siderophore production and biofilm formation, genetic and
chemical analyses techniques were used. A standard of the siderophore produced by M.
hydrocarbonoclasticus, the petrobactin, was obtained. It allowed to quantify by mass spectrometry
the petrobactin in the extracellular medium under different growth conditions. The results obtained
showed an overproduction of the siderophore at low iron concentration, suggesting a more important
role in this condition. To confirm the petrobactin involvement and to understand what are the other
mechanisms involved in iron acquisition, mutants of the biosynthesis pathway of petrobactin and of
the potential transport of Fe** ions were constructed. Although the study of the phenotypes of all
simple and double mutants constructed could not be completed during this work, the results obtained
suggest the presence of two main iron acquisition pathways, one petrobactin dependent, and another
dependent on the periplasmic protein FbpA. The double mutation seems to be lethal, but the study
of the conditional mutant constructed will allow confirmation of these results and will give a better
understanding of the iron acquisition pathways involved in the different growth modes.
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